INTRODUZIONE ALLA GASCROMATOGRAFIA

CROMATOGRAFIA

L’esigenza di separare i singoli componenti di miscele, a volte molto complesse, ha portato allo sviluppo di numerose tecniche di separazione: distillazione frazionata, cristallizzazione, estrazione con solvente, filtrazione, elettroforesi capillare, e così via. Tutte queste tecniche, in pratica, sfruttano e amplificano differenze, anche minime, fra le diverse specie chimiche in modo da consentire una separazione efficiente ed economica.

I metodi cromatografici sfruttano la diversa affinità delle molecole e degli ioni nei confronti di due fasi diverse. Il principio è lo stesso su cui si basa l’estrazione con solvente; le sostanze da separare vengono trasferite da una fase a un’altra, a esse più affine, e vengono così separate da altre sostanze che invece sono più solubili nella fase da cui si effettua l’estrazione.

Nella cromatografia una delle due fasi viene immobilizzata, e perciò è detta fase stazionaria, mentre l’altra fase (fase mobile) viene fatta scorrere in modo continuo sulla fase stazionaria; in questo modo la cromatografia realizza la dinamica dell’estrazione in modo continuo.

Il chimico russo Tswett, nel 1906, riuscì a separare, durante i suoi primi esperimenti cromatografici, alcuni componenti di una soluzione colorata di estratti vegetali; tale separazione fu evidente dalla diversa colorazione che assunse la colonna. Secondo Tswett la separazione dipendeva dal diverso grado di assorbimento di ciascuna sostanza sulla fase stazionaria.

In termini moderni, modificando in parte il modello proposto da Tswett, la separazione cromatografica dei componenti di una miscela viene attribuita alla diversa affinità delle sostanze nei confronti delle due fasi, mobile e stazionaria: più una sostanza è affine alla fase stazionaria, più a lungo viene trattenuta e così il suo scorrimento nella colonna viene rallentato rispetto a quello di sostanze meno affini a tale fase. 

Dalla conseguenza della colorazione dovuta da questa tecnica di separazione, il nome “cromatografia”.

METODI CROMATOGRAFICI

Con l’evoluzione della cromatografia sono state messe a punto diverse tecniche, strumentali e non:

· Cromatografia planare (Planar Chromatography), caratterizzata dal fatto che la fase stazionaria è distribuita su una superficie piana. Le tecniche principali sono la TLC e la PC.

Nella cromatografia su strato sottile (Thin Layer Chromatography, TLC), la fase stazionaria viene fatta aderire sopra un supporto piano in modo che formi uno strato di spessore uniforme. Il campione viene depositato sulla fase stazionaria e l’eluente scorre lungo lo strato per capillarità.

Nella cromatografia su carta (Paper Chromatography, PC) la fase stazionaria è costituita da un foglio di carta apposita più o meno umida, eventualmente impegnata di sostanze polari. Storicamente la cromatografia su carta precede la TLC ma è ormai praticamente abbandonata a causa delle prestazioni inferiori.

· Cromatografia su colonna a bassa pressione (Low Pressure Chromatography, LPC) la fase stazionaria, costituita da granuli di dimensioni tali da permettere lo scorrimento della fase mobile senza opporre eccessiva resistenza, viene inserita in una colonna e immersa nella fase mobile. La miscela da separare viene depositata in testa alla colonna su uno straterello iniziale molto sottile. Dopo il caricamento della colonna si aggiunge in modo continuo la fase mobile che, scorrendo attraverso la fase stazionaria, trascina con sé in modo selettivo i diversi componenti della miscela, secondo l’affinità di ciascuno verso le due fasi (mobile e stazionaria).

· Cromatografia in fase liquida a elevate prestazioni (High Performance Liquid Chromatography, HPLC). È, in pratica, la versione strumentale della cromatografia su colonna classica. L’eluente viene pompato in modo continuo e riproducibile in una colonna riproducibile in una colonna d’acciaio contenente la fase stazionaria; la miscela viene introdotta direttamente nel flusso di eluente. I composti in uscita dalla colonna vengono rivelati ed evidenziati (sia dal punto di vista qualitativo che quantitativo) da un rivelatore che registra la variazione di una proprietà fisica caratteristica dell’eluente (indice di rifrazione, conducibilità, assorbanza, e così via).

· Gascromatografia (Gas Chromatography, GC). Nella forma più classica, una colonna viene riempita in modo compatto con la fase stazionaria, per cui si parla di gascromatografia su colonna impaccata (Packed Column Chromatography). La fase mobile è costituita da un gas sotto pressione che, scorrendo attraverso la colonna, trascina con sé il campione. Un rivelatore posto all’uscita della colonna registra il passaggio delle diverse componenti e permette di analizzarle qualitativamente e quantitativamente.

Una importante variante di questa tecnica è rappresentata dalla gascromatografia su colonna capillare aperta (Open Column Gas Chromatography).

In questo caso la colonna è costituita da un lungo capillare, sottilissimo, le cui pareti interne sono rivestite da un film di fase stazionaria; il gas di trasporto scorre nel canale centrale che rimane libero all’interno della colonna.

· Cromatografia in fase supercritica (Supercritical Fluid Chromatography, SFC). La fase mobile è costituita da un fluido allo stato supercritico, cioè portato appena al di sopra del punto critico. In tali condizioni esso non può essere liquefatto semplicemente per compressione e le sue caratteristiche sono intermedie fra quelle dei gas e quelle dei liquidi usati negli altri tipi di cromatografia.

IL CROMATOGRAMMA

Tutte le separazioni cromatografiche, eccetto la cromatografia su strato sottile, si concludono con la registrazione del cromatogramma, ovvero il grafico che descrive l’andamento del segnale del rivelatore in funzione del tempo o del volume dell’eluente, a partire dall’istante in cui la miscela viene introdotta nella colonna.

L’eluente viene scelto in modo da non fornire alcuna risposta o comunque da fornire una risposta costante nel tempo. Perciò, quando attraverso il rivelatore passa solo l’eluente, si ottiene una linea di base che può essere considerata come lo “zero”. Quando le sostanze eluite cominciano a passare attraverso il rivelatore, il tracciato si inclina e raggiunge un massimo; poi, più o meno rapidamente, ritorna verso il livello di base. Il tracciato completo che si ottiene per ciascuna sostanza eluita è detto picco cromatografico.

In condizioni ideali il picco cromatografico ha la forma perfettamente simmetrica di una curva gaussiana perché è dovuta all’inevitabile processo di dispersione che ogni sostanza subisce mentre scorre nella colonna.

GASCROMATOGRAFIA

In gascromatografia la fase mobile è un gas permanente (detto carrier o gas di trasporto) che fluisce attraverso una colonna in cui è posta la fase stazionaria. All’uscita della colonna un rivelatore segnala il passaggio dei diversi componenti della miscela a un sistema di elaborazione dei segnali. Quest’ultimo fornisce il gascromatogramma.

I meccanismi di separazione e le prestazioni delle numerose varianti oggi in uso della GC sono determinati non tanto dalla natura della fase mobile, quanto dalle caratteristiche chimico-fisiche della fase stazionaria e dalla forma con cui questa è presente nella colonna (granuli o film).

La GC nasce da un’idea iniziale di Martin e Synge (1941), poi sviluppata soprattutto da James e Martin (1952); e conserva tuttora una posizione di primo piano fra le tecniche di separazione di miscele anche molto complesse. Con questa tecnica è infatti possibile analizzare campioni gassosi, liquidi o solidi, purché siano opportunamente solubilizzati e possano essere vaporizzati. Questa condizione, in effetti è la vera limitazione della GC, che in molti casi è stata superata dalla HPLC che fra l’altro consente di lavorare a temperatura ambiente (e quindi non danneggia eventuali sostanze termolabili).

Nonostante questi limiti, il gascromatografo è praticamente indispensabile in qualsiasi laboratorio di ricerca e per il controllo di qualità. La GC, infatti, può essere applicata in tutti i campi della tecnologia e della ricerca; per citare solo due dei possibili usi, è fondamentale per il controllo degli inquinanti atmosferici e nell’analisi degli alimenti.

I componenti principali di un gascromatografo sono:

· l’iniettore

· la colonna cromatografica

· il forno

· il rivelatore

· il sistema di acquisizione e integrazione

L’INIETTORE

È una camera riscaldata, posta in testa alla colonna, che assicura la vaporizzazione istantanea della miscela introdotta. La camera comprende anche un sistema di resistenze variabili con cui si può fissare la temperatura più adatta alla vaporizzazione della miscela in analisi.

La miscela viene iniettata, attraverso un setto elastico di gomma siliconica o teflonata, in un tubicino di vetro o di acciaio (detto liner) e qui viene istantaneamente vaporizzato (in modo da giungere nella colonna formando una banda molto compatta). Il carrier viene convogliato in testa al liner e trascina con sé la miscela vaporizzata nella colonna.

Ci possono essere diversi sistemi di iniezione:

· splitter: è un sistema dotato di valvola (split) che permette di regolare la quantità di campione iniettato impostando la portata del gas in colonna e nello splitter. Questo sistema di splittaggio permette cosi di svolgere analisi di miscele con impurezze presenti in concentrazioni elevate; è adatto sia per le analisi in isoterma che in quelle a temperatura programmata;

· splitless: in questo sistema la valvola dello splittaggio viene chiusa per un tempo stabilito (per il MAM circa 40 sec.) e poi riaperta. Questa tecnica viene utilizzata per analisi dove i componenti sono presenti in tracce;

· on column: si tratta di un’iniezione effettuata direttamente nella colonna, in questo caso l’iniettore è freddo, il campione viene “condensato” nella parte iniziale della colonna e la vaporizzazione avviene con il riscaldamento del forno. Questo tipo d’iniezione viene applicata con campioni termolabili.

[image: image1.emf]Un esempio di iniettore è riportato nella figura seguente. 

LA COLONNA CROMATOGRAFICA

La colonna cromatografica è il passaggio successivo all’iniettore ed è la parte fondamentale di un cromatografo; può avere diversa lunghezza (da pochi metri a centinaia di metri), il diametro varia da qualche µm a alcuni cm e il rivestimento esterno può variare in base alle caratteristiche della miscela.

La fase stazionaria è depositata sulle pareti della colonna in modo da formare un sottilissimo strato (pochi micron). Il gas eluente, proveniente dall’iniettore, contiene la miscela evaporizzata. Ogni componente si distribuisce in modo diverso fra la fase mobile e la fase stazionaria in base alle sue caratteristiche chimico-fisiche e a quella della fase stazionaria. Ne consegue che i componenti sono diversamente trattenuti e percorreranno la colonna in tempi diversi in modo da separarsi.

Il controllo della temperatura è fondamentale per la ripetibilità e l’attendibilità dei tempi di ritenzione e svolge anche un ruolo importante, insieme al controllo della pressione del gas di trasporto, per la separazione dei picchi.

Le colonne capillari sono realizzate in silice fusa che offre, oltre alla elevata inerzia chimica, un’ottima robustezza e soprattutto grande flessibilità d’uso. La silice usata per questo tipo di colonne ha un elevato grado di purezza e contiene solo tracce di ossidi metallici; in generale colonne sono rinforzate con un rivestimento esterno di poliimmide (che ne aumenta la flessibilità) oppure di alluminio o di oro (che le proteggono alle alte temperature, ma ne aumentano la fragilità.

Recentemente sono state introdotte colonne capillari microimpaccate ( o wide bore), di diametro inferiore rispetto a quelle tradizionali e impaccate con materiale di granulometria più fine. Queste colonne forniscono prestazioni nettamente superiori rispetto a quelle tradizionali, ma non sono ancora molto diffuse.

FORNO

La temperatura è un parametro determinante per la qualità delle separazioni in G; piccole variazioni di temperatura possono compromettere l’analisi o perlomeno la sua riproducibilità. Le colonne devono quindi essere termostatate rapidamente e con precisione alla temperatura prefissata, da un dispositivo esterno o dallo stesso cromatografo.

Il dispositivo più usato è la camera termostatica a circolazione di aria calda; una ventola garantisce l’uniformità della temperatura in ogni punto della camera e gradualità nelle fasi di riscaldamento e raffreddamento. 

RIVELATORE

Il rivelatore è posto al termine della colonna che individuano e quantificano i componenti separati; possono essere universale, che consentono di individuare tutti i componenti, e selettivi, che consentono di individuare solo particolari categorie di composti.

Il rivelatore dei gascromatografi della LAC sono a ionizzazione di fiamma.

RIVELATORI A IONIZZAZIONE DI FIAMMA

Il rivelatore a ionizzazione di fiamma (Flame Ionisation Detector, FID) e di tipo universale e distruttivo; le sostanze separate, infatti, vengono bruciate e portate allo stato di ioni alla fase gassosa.

Il carrier (in genere azoto) viene convogliato in un ugello dove si miscela con aria e idrogeno, che alimentano una piccola fiamma posta all’uscita dell’ugello. La fiamma è avvolta da un collettore cilindrico caricato positivamente (anodo), mentre l’ugello funge da catodo.

La microfiamma produce una debolissima corrente ionica fra i due elettrodi, a cui viene applicata una ddp costante di circa 300 V. questa corrente viene trasformata in tensione, amplificata e inviata al sistema di elaborazione del segnale. Quando una sostanza eluita raggiunge la fiamma, però, viene immediatamente bruciata e ionizzata e l’intensità della corrente fra i due elettrodi aumenta. La variazione viene trasmessa al sistema di elaborazione, che traccia il gascromatogramma.

Le prestazioni della FID dipendono soprattutto dal rendimento del processo di ionizzazione che a sua volta dipende dalla temperatura, dal flusso dell’aria e da quello dell’idrogeno. La temperatura deve essere tanto più alta quanto più altobollenti sono le sostanze da rivelare. Dall’altra parte, il flusso dei gas deve essere tale da garantire una combustione completa senza raffreddare (o addirittura spegnere) la fiamma.

Viene riportato il disegno di un rivelatore FID in sezione. L’anello di materiale isolante serve a isolare elettricamente l’elettrodo collettore dal corpo del rivelatore, per evitare cortocircuiti. Il sistema di accensione della fiammella consiste in un filamento che, quando è percorso da corrente, si riscalda e diventa incandescente.
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ANALISI QUANTITATIVA

La gascromatografia è usata soprattutto per l’analisi quantitativa. Infatti l’altezza o l’area dei picchi possono essere correlate con la quantità dei diversi componenti nella miscela analizzata

· area percentuale: si fa la somma delle aree di ciascun componente e la % di ognuno di essi è data da:

                                                  %i = Ai        * 100

                                             
        ( A

· standard interno: alla miscela da analizzare viene aggiunto un composto a concentrazione nota (standard interno) rispetto al quale sono stati determinati i fattori di risposta dei singoli componenti come riportato di seguito:






RFi = Ai * CCs

    


                      As * CCi

      dove:


As = area dello standard interno


Ai = area del componente i

CCi = concentrazione del componente i


CCs = concentrazione dello standard

· standard esterno: per ogni componente i da quantificare si preparano una o più soluzioni a concentrazione nota, si determina il valore A/g o una retta di taratura e si utilizzano questi parametri per la determinazione del campione incognito. In questo caso è indispensabile che i volumi iniettati di standard esterno e campione siano esattamente uguali, per questo si usano dei sistemi particolari di iniezione (loop);

· normalizzazione a cento: si calcola il fattore di ciascun componente rispetto al componente principale contenuto nella miscela secondo quanto segue:





               RFi = Ai * CCr

         



 
  Ar * CCi


dove:


Ar = area dello componente di riferimento


Ai = area del componente i

CCi = concentrazione del componente i

CCr = concentrazione del componente di riferimento


La concentrazione di ciascun componente è calcolata secondo questa formula:





        %i    =    RFi * Ai         * 100

     


                   ( (RFi * Ai)

