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HIGH PRESSURE LIQUID CHROMATOGK

Lacromatografia liquida ad alta prestazione
(in iIngleseHigh Rerformanceiquid
Chromatography o cromatografia liquida ad
alta pressiongHighPressure.iquid
Chromatography;, pit semplicemente nota
con l'acronimo ingleselPL& un tipo di
cromatografia liquida.



PRINCIPIO DEL METODO

Sl tratta di una tecnica cromatografica che
permette di separare due o piu composti presents
In un solvente sfruttando I'equilibrio di affinita tra

una 'fase stazionariaposta all'interno della
colonna cromatografica e un&'se mobilé che
fluisce attraverso essa.

Una sostanza piu affine alla fase stazionaria rispett
alla fase mobile impiega un tempo maggiore a
percorrere la colonna cromatografica (tempo di
ritenzione), rispetto ad una sostanza con bassa
affinita per la fase sta%)i_(l)naria ed alta per la fase

mobile.



| CONCETTI FONDAMENTALI

A FASE STAZIONARIA b

A FASE MOBILE




FASE STAZIONARIA

Lafase stazionarie un liquido supportato o
OKAYAOI YSYdS fS3ld2 &adz
colonna di acciaio o vetro speciale nella quale va a
legarsi il soluto.
vdzSAa0Q dz GAYl 8§ AYLI} OO
materiali di granulometria molto finefan > Y 0
controllata: in tal modo viene aumentata la
superficie di contatto fra fase mobile e fase
A0FTAZ2YENRIE S fQAYLI OO
Questa fase e piu polare della fase mobile,quindi le
sostanze piu polari saranno piu trattenute e
usciranno dopo dalla colonna, TR>



FASE MOBILE

Le fasi mobili ( o eluenti) in HPLC sono solventi puri
miscele di due o piu solventi che con il campione
passano attraverso la colonna spinti da grandi pressic

Proprieta: Elevata purezza, basso costo, trasparenz
UV, non corrosive, bassa viscosita, bassa tossicita, r
iInflammabilli, buoni solventi per il campione.

Ogni eluente ( 0 miscela)preseritazae selettivita
specifiche, che dipendono dalla polarita dei solventi €
dipende dal tipo di interazioni intermolecolari che |i
Interessano: momento dipolare, dipolo indotto, legam

ad H, etc.




TEMPIRITENZIONE

9Q Af (SY pécheyrts Cegaisastanizh 2
attraversi la colonna e sia rivelata dal rivelatore.
V  Dipende dal grado di affinita che la sostanza stess
ha nei riguardi della fase stazionaria (espressa dal

coefficienti di adsorbimento, ripartizione, di
distribuzione in genere)

V Il differente tempo di ritenzione caratterizza e
contraddistingue per ogni analisi | vari composti
chimici presenti nel campione.



PREPARAZIONE DEL CAMPIO"R

Unacosa fondamentalali questa tecnica analitica e la
preparazione del campionehe si va ad introdurre
nella macchina, in modo tale che non ci siano
malfunzionamenti o risultati errati.

Questa procedura varia a seconda che si parta da una
matrice solida o da un liquido.

V  Matrice solida: si provvede a omogeneizzare la
matrice e successivamente a estrarne il contenuto con
appositi solventi che successivamente vengono filtrati ¢
messi invial.

V  Matrice liquida: somogenizzal campione, nel caso
fosse troppo concentrato lo si diluisce, si filtra e s
mette invial.



FILTRI

Costituiti da uno strato di materiale inerte, servono
ad impedire (tramite filtrazione) che granelli di
YFGSNRLFEA RA |jdzl £ dzylj dzS
colonna. Vengono utilizzati in fase di preparazione
del campioni o direttamente nel sistema.




SCHEMA A BLOCCHI DEL SIST]




Quelli appena visti sono gli schemi a blocchi
del processo.

Ora invece scorrendo velocemente le
LINPAAAYS a4t ARS | ONBY:
del processo di analisi per comprenderla a

fondo!
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LE COMPONENTI IN BREVE

A CAMPIONATORE
AVALVOLMDIINIEZIONE
A POM PE Injection

AFILTRI p \
A COLONNE o

Solvent

A RI LEVATO I:reQe,[voir Pump Detector reservoir  Data hag
A CONTENITORISTOCCAGGIO RESIDUI
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CAMPIONATORE .»

t SNJ LINE OSRSNE I f iaBsushin
F L2 aAd2 GO0l aaziazé Ay
imposta la sequenza di lavoropl, che non e

Ff ONB OKS fQ Z2ZNRAYS OK
iniettarle in colonna oltre che alla quantita di ogni
prelievo effettuato.

9Q FT2NXIF G2 Rl dzy | LI &
preleva dal vassoio Male con un ago molto
sottile ne estrae il contenuto e lo iImmette nello
strumento.
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VALVOLMBIINIEZIONE x

Sonovalvolecapaci di alloggiare e trasferirell
campione, senza interruzione del flusso della fas
mobile attraverso la colonna.

La riproducibilita della quantita di campione
Introdotto in colonna rappresenta un punto
critico per la precisione di un‘analisi HPLC.

| sistemi attualmente in Uso riescono a raggiungere
precisioni relative dello 0,1% su quantita di
OF YLIAZ2ZYA UN)YAFSNRUGS AY
microlitri.



POMPE

| 2yasSyuzzy2 Af Ffdzaaz2z RSttt QSft dz
sistema. Vengono utilizzate pompeaeumatichee pompe
meccanichana tutte devono fornire urlusso costante e
riproducibile. Devono inoltre:

-garantire la stabilita della pressione generata (per non creare rum
nel cromatogramma

- erogare flussi di fase mobile nell'intervallo tra 0,1 e 10 ml/min
-garantire la riproducibilita del flusso relativa migliore dello 0,5%
-consentire rapide operazioni di ricambio della fase mobile
-avere un adeguato sistema di smorzamento delle pulsazioni
-avere una notevole inerzia chimica e resistenza alla corrosione
-fornire elevate pressioni in ingresso x é .
- €Ssere poco rumorose,poco ingombrar. @
prive di vibrazioni eccessive. ®




ALCUNI TIEIPOMPE

-POMPA ALTERNATIVA A PISTONE (piu diffus:

d)




(ﬁ%gff COLONNE

Sono la parte del sistema in cui il campione viene
effettivamente separato. Géinalitipossono raggiungere
RAOSNERS @St 20A0t RA SftdzAl A ?
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Lt YFOGSNARFES LIAG AYLASII G2 |
colonne per HPLC e l'acciaio inossidabile levigato, se si ope
a pressioni inferiori a 18tm si usano anche colonne in vetro
Spesso.

La lunghezza delle colonne e di solito compresa tra 10 e 30 cr
Il diametro interno € compreso tra 2 e 4,6 mm e il diametro

delle particelle del riempimento tra 3,5 e un. P _
=




TIPIDICOLONNE

1)Colonne classiche per HPLC:

-materiale: acciaio o vetro ricoperto di metallo
-lunghezzavariabilda 10 a 30 cm

-diametro interno da 4 a 10 mm ‘,_j i
AYLI OOFG8 02y LI NIAOSE ¥ é !
-piatti teorici: da 40.000 a 60.000 piatti per metr_ "

2)Micro-colonneper HPLC:

-lunghezzadas ai 6.5 cm

-diametro interno da 1 a4 >m

AYLI OOFGS O2y LI NIAOSEES RA RALI
-piatti teorici: >100.000 per metro

-maggiorevelocitaoperativae minore consumo di fase mobile



RILEVATORI

Caratteristichedel rivelatori per HPLC :
A Sensibilita adeguata
A buona stabilita e riproducibilita
A risposta lineare per pit ordini di grandezza
A tempo di risposta breve
A elevata facilita d'uso e affidabilita

A uniformita di risposta nei confronti di tutti gdinalitio al
contrario elevata specificita per particolari composti

A rivelazione non distruttiva
A piccolo volume interno per evitare allargamento delle ban

Tipologie I rivelatori piu usati sono ad assorbimento UV.
sono pol | metodi a fluorescenza (per le proteine), ad indic
rifrazione, a costante dielettrica, rivelatori elettrochimici, a
spettrometrla di massa.



UV/Vis detector - filter type

dual photocell
detector

fixed A
filter

flowcell

If the filter is replaced by a monochrometer, you end up
with a variable wavelength UV/ Vis system



Photodiode array detector

The photodiode array allow you to simultaneously
monitor a range of A or obtain complete spectra.



