HPLC
La cromatografia in fase liquida a elevate prestazioni (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) riesce a effettuare separazioni di miscele anche molto complesse.

La fase mobile è un liquido a bassa viscosità, mentre la fase stazionaria è costituita da particelle porose, eventualmente rivestite da una fase liquida.

Classificazione delle tecniche HPLC

Una classificazione, generale, fa riferimento alla nota consuetudine di definire “normale” una cromatografia eseguita con fase stazionaria polare e una fase mobile apolare, per cui si distingue fra:

· Cromatografia normale (Normal Phase Chromatography, NPC)

· Cromatografia a fase inversa (Reverse Phase Chromatography, RPC)

Selettività

La selettività è definita come la capacità di un sistema cromatografico di eluire sostanze diverse in tempi diversi.

La selettività dipende dalla temperatura e dalla natura delle due fasi; HPLC presenta il vantaggio di poter intervenire su entrambe le fasi.

Per quanto riguarda la fase mobile, se ne possono preparare di molti tipi diversi e di polarità opportuna, anche perché si possono usare miscele di solventi, la cui composizione può essere fatta variare anche durante l’analisi. Questa procedura, detta analisi in gradiente di polarità. Mentre quando si lavora con lo stesso solvente con la stessa composizione è detta analisi isocratica.

Cromatografia su fase legata

Nella cromatografia su fase legata la fase stazionaria è legata chimicamente al supporto solido. Questa tecnica supera l’inconveniente della progressiva perdita della fase stazionaria che inevitabilmente si verifica durante le eluizioni.

Strumentazione

Riserva della fase mobile

I contenitori dei solventi devono essere di materiale inerte, per non inquinare il solvente, e devono avere una capacità da assicurare l’esecuzione di un certo numero di analisi.

Il solvente passa al cromatografo attraverso un tubicino che in genere contiene un piccolo filtro di vetro poroso per impedire il passaggio di eventuali residui grossolani presenti nel solvente stesso.

Pompe

Il requisito più importante per pompa è che sia in grado di fornire un flusso costante e riproducibile.

Il tipo più semplice di pompa meccanica è costituito da un pistone singolo collegato al movimento di una vite senza fine. Con queste pompe, però, non si può ottenere una pressione costante, perché, a causa delle pulsazioni, si verifica una caduta di pressione ogni volta che il pistone ritorna nella posizione di partenza.

Quest’ultimo problema è stato risolto con le pompe a due pistoni, che sono, in ogni istante, l’uno in fase di scarica dell’eluente e l’altro in fase di ricarica.

Sistemi per realizzare il gradiente di eluizione

La miscelazione dinamica può essere realizzata in due modi diversi:

1. ad alta pressione, usando una pompa per ogni solvente. Si realizza così l’eluizione in gradiente di polarità mediante il controllo, da parte del microprocessore, della portata delle pompe, che inviano i solventi alla camera di miscelazione nei rapporti desiderati;

2. a bassa pressione, con una sola pompa, realizzando il gradiente di polarità dell’eluente mediante un microprocessore che agisce sulle valvole solenoidi del sistema di miscelazione.

Rivelatori

I rivelatori usati in HPL si possono suddividere in due grandi categorie, secondo il principio di funzionamento:

1. rivelatori che misurano una caratteristica tipica del campione. Hanno buona sensibilità e selettività; non sono distruttivi e praticamente non risentono delle variazioni della temperatura.
2. rivelatori che misurano piccole variazioni di una determinata proprietà fisica dell’eluente in uscita dalla colonna, dovute dalla presenza dei componenti della miscela. Sono poco sensibili ma di uso quasi universale. Hanno bisogno di essere termostatati perché molto sensibili alla variazione di temperatura.
Spettrofotometro UV/Visibile

Questo tipo di rivelatore è il più usato in HPLC.

I rivelatori UV/Visibile sono sostanzialmente di due tipi: a lunghezza d’onda fissa oppure variabile.

· I rivelatori a lunghezza d’onda fissa hanno i costi minori. Infatti necessitano di una lampada a vapori di mercurio, che fornisce una banda di emissione particolarmente stretta e intensa a 253,65 nm.

· I rivelatori a lunghezza d’onda variabile sono costituiti da un sistema a doppio raggio nel quale il riferimento viene di solito effettuato contro aria, per compensare eventuali fluttuazioni nell’emissione della lampada.

Rifrattometro

Il principio su cui si basa il rifrattometro è la misura in continuo dell’indice di rifrazione dell’eluente in uscita dalla colonna. La variazione dell’indice di rifrazione del solvente, dovuta dal passaggio del soluto, viene convertita in segnale elettrico e inviata al sistema di elaborazione dei segnali.

I rifrattometri sono considerati rivelatori universali perché in pratica qualsiasi sostanza ha u indice di rifrazione diverso da quello dell’eluente.

