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di Carlo Piccinini,

Marketing Manager - Perkin Elmer Italia

DA NON DIMENTICARE

La strumentazione per gascromatografia festeggia i suoi primi cinquant'anni.
Un excursus storico su una tecnica separativa, ineguagliabile
dal punto di vista sia quantitativo che qualitativo.

sl sessant'anni che vanno dalla fine

della seconda guerra mondiale ai gior-

ni nostri saranno senza dubbio ricordati

come gli anni d'oro della stfrumentazio-
ne analitica. E in questo periodo che si
sono sviluppate e affermate praticamente
futte le tfecniche analitiche strumentali
che oggi utilizziamo, anche se, in molti
casi, le basi teoriche erano gid state poste
negli anni precedenti. In ordine “quasi”
cronologico e senza la presunzione di
volerle citare tutte, ricordiamo: spettrome-
fria di massa inorganica e successivamen-
te organica, spettrofotometria UV-Vis,
spettrofotometria IR, gascromatografia,
speftrofotometria di assorbimento atomi-
co, analisi termica e calorimetria differen-
ziale DSC, microanalisi CHN-O-S, HPLC,
speftrometria ICP, tecniche combinate,
quali GC-MS, LC-MS, GC-FTIR, TGA-FTIR. Per
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completare il quadro citiamo le tecniche
di biologia molecolare: amplificatori di
DNA (thermal cycler), sintetizzatori di DNA
e di proteine, lettori di micropiastre, sistemi
per liquid handling, spettrometri di massa
per le biotecnologie. E senza dubbio un
poderoso complesso di apparecchiature
che hanno permesso alla chimica, nel

non si facevano o richiedevano lunghi pro-
cedimenti. Una caratteristica di quei
tempi, da sottolineare, & che molte delle
apparecchiature utilizzate erano in vetro:
per il punto di fusione, per la determinazio-
ne di CHN, per la distillazione andalitica, per
la determinazione dell'idrogeno in miscele
gassose, per analisi eleftfrochimiche ecc.

senso piu ampio del termine, di
progredire in modo sempre piu
rapido e hanno fornito i mezzi
per creare e supportare quello

che oggi definiamo controllo
ambientale. A questo punto

qualcuno potrebbe chiedersi:
ma, quando non esisteva que-
sta sfrumentazione, come si
facevano le analisi?

Semplicemente, la maggior
parte di quelle possibili oggi

Fig. 1 - Gascromatografo in vetro costruito all'inizio degli anni '50:
a) camicia riscaldante a vapore, la temperatura viene variata
cambiando il liquido nel palloncino; b)colonna cromatografica;
c) iniettore con tappino tipo penicillina perforabile; d) rotametro;

e) rivelatore a conducibilita termica
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Fig. 2 - Un laboratorio della Esso con una batteria di mod. 154.
| registratori erano in gran parte sotto i banchi (1956)

La gascromatografia

Anche i primi gascromatografi, costruiti dai
pionieri in alcuni laboratori universitari e
centri di ricerca, erano in vetro. Chi scrive
ha avuto la ventura di lavorare per alcuni
anni (dal 1956 al 1961) su uno strumento in

vetro realizzato dal gruppo di Taramasso,
presso i Laboratori Studi e Ricerche dell'ENI
di San Donato Milanese. Qualche giovane
si chiederd: ma funzionavano?

Certamente e anche con risultati molto
buoni... purché usati da chi li aveva pro-
gefttati. | primi gascromatografi commer-
ciali vennero introdotti nel 1955 da alcune
difte di sfrumentazione (tra le quali si affer-
mo la Perkin-Elmer Corp.). Questi strumen-
ti, completamente in metallo, potevano
essere usati da qualunque operatore
(dotato di un minimo di aftitudine all'uso
della strumentazione) e, molto importan-
te, fornivano buoni risultati gid dalle prime
analisi. Per garantire questa immediata
applicabilitd, la Perkin-Elmer in particolare
offriva una ventina di colonne con le indi-
cazioni delle loro piu importanti applica-
zioni e i relativi cromatogrammi. Fu subito
un grande successo. Uno dei piu nofi
commentatori della gid diffusa “Analytical
Chemistry”, Ralph Mueller, definiva il
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Modello 154 Vapor
Fractometer della
Perkin ElImer come “a
splendid example of
automatic analysis”,
anche se di “automao-
fico”, come lo inten-
diamo oggi, aveva
ben poco. Non esiste-
vano campionatori
automatici né inte-
gratori per la misura
dell'area dei picchi e
l'operatore doveva essere pronto a varia-
re l'attenuazione del registratore potenzio-
metrico, se un picco tendeva ad andare
fuori scala o se era froppo piccolo per
poter essere misurato, altrimenti I'analisi
era da rifare. Il concetfto di automatico

era perd giustificato dalla facilitd operati-
va, dall'efficienza separativa e dalla
capacitd di oftenere agevolmente risulta-
ti quantitativi accurati. Inoltre, analisi che
avrebbero richiesto diverse ore di lavoro si
effetfuavano in poche decine di minuti
con una semplice infroduzione di 20
microlitri di campione.

Una tecnica analitica o un'arte?
Vale la pena, per avere un quadro com-
pleto, fare un flash sulle condizioni in cui si
operava;

- ovwviamente non erano ancora nate le
difte fornitrici di materiali di iempimento e
di colonne (alcuni produttori le fornivano
per i propri strumenti non indicando, spes-
so, i dafi completi sul materiale di riempi-
mento, ma solo l'applicazione per la
quale era consigliata);

- non esistevano le atftuali microsiringhe,
ma solo le siinghe comprate in farmacia
e l'iniezione riproducibile di microquantita

di liquidi era veramente un esercizio per
operatori “abili”;

- gli articoli che trattavano di nuove appli-
cazioni, che uscivano sulle riviste con un
andamento esponenziale, riportavano
spesso l'uso di fasi liquide originali, mai
usate, difficili da identificare e quindi da
reperire (un esempio per futti, il tide, che
solo dopo alcuni mesi idenfificammo
come il nome commerciale di un detersi-
vo, dllora in vendita solo negli USA);

- la messa a punto di una nuova analisi era
in pratica una ricerca, prima bibliografica,
(senza gli ausili degli indici per tipo di com-
posto e per fase liquida, sviluppati negli
anni Sessanta), e poi un impegnativo lavo-
ro sperimentale, per le difficoltd di scelta e
di reperimento di fasi liquide “sicure”, per
decidere le condizioni di realizzazione
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Fig. 3 - Marcel Golay con le sue “creature”
(le colonne capillari)

della colonna analitica (tipo di supporto,
trattamento da far subire al supporto, per-
centuale di fase liquida, lunghezza della
colonna) e finalmente le condizioni dell'o-
nalisi gascromatografica. Gli strumenti nei
primi anni operavano solo a temperatura
costante ed essendo equipaggiati con
rivelatori a conducibilitd fermica, inseriti
nella camera della colonna, dovevano
essere “stabilizzati” per almeno due ore,
ogni volta che si decideva di sperimentare
I'analisi a una temperatura diversa.

Ma una buona separazione di tutti i com-
ponenti o la scoperta di prestazioni non
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Fig. 4 - Un gascromatografo dell'inizio degli a
spettrometro di massa RMU-6 Hitacl

ancora note di una nuova, o gid conosciu-
ta, fase liquida, ripagavano ampiamente
delle fatiche e delle inevitabili delusioni.

Una formidabile tecnica separativa,
quantitativa e anche qualitativa
Nonostante queste difficoltd e limitazioni, il
gascromatografo assicurava una velocita di
analisi, una versatilitd, una capacitd separa-
fiva e soprattutto la possibilitd di determina-
zioni quantitative semplici e accurate, tali da
rendere obsolete, nel giro di pochi anni, fec-
niche di analisi ufficiali, quali la distillazione
andlitica nel settore petrolifero. Aggiungiamo
che, oftimizzate le condizioni operative, la
conduzione dell'andlisi era abbastanza sem-
plice ed era possibile, attraverso il tfempo di
ritenzione, avere indicazioni importanti per il
riconoscimento dei composti incogniti.

Le prime applicazioni

L'analisi dei gas fu uno dei primi setfori con-
quistati dalla gascromatografia e la Perkin
Elmer sviluppd una valvola di campionamen-
to per introdurre quantita perfettamente

i'60, collegato con uno
gascromatografo & l'unitd appoggiata
sul banco, sulla sinistra, con a fianco il registratore potenziometrico)

riproducibili di gas, che diven-
ne il prototipo di tutte quelle
prodotte fino ai giorni nostri.
L'industria petrolifera e la
petrolchimica diventarono in
breve grandi utilizzatori di gas
cromatografi e i banchi dei
laboratori cominciarono a
ospitare batterie di questi stru-
menti, ma anche molti alfri
settori andavano scoprendo
le eccezionali possibilitd di
questa tecnica. Vennero svi-
luppate anche apparecchiature “da proces-
50", gascromatografi predisposti per una spe-
cifica analisi, che venivano installati diretta-
mente su determinati punti degli impianti.

L'evoluzione tecnologica

e costruttiva

Il *Vapor Fractometer Model 154" Perkin
Elmer nacque gid con soluzioni costruttive
futtora applicate: camera delle colonne,
riscaldata con circolazione forzata di arig;
evaporatore del campione riscaldato indi-
pendentemente; sefto di iniezione in
gommg; rivelatore a conducibilitd termica
prima a termistori (particolarmente sensibili
per le analisi dei gas) e successivamente a
filamenti per operare a temperature pit ele-
vate. Ma la tecnica si evolveva rapidamen-
fe. Ogni giorno si scoprivano nuove applica-
zioni e contemporaneamente i ricercatori e
le ditte produttrici, che nel frattempo si erano
moltiplicate anche in Europa e in Giappone,
proponevano nuove soluzioni per migliorare
la capacitd operativa delle apparecchiatu-
re, disporre di rivelatori pit sensibili e robusti,

Fig. 5 - Il mod. 900, presentato nel 1967. Poteva montare fino a quattro
rivelatori contemporaneamente (la parte destra dello strumento accoglie
i cassetti modulari con I'elettronica di controllo dei rivelatori).
Alcuni di questi strumenti hanno lavorato per oltre 25 anni
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ridurre i fempi morti e cosi via. Tra le molte
idee e proposte di quegli anni, spiccano tre
pietre miliari;

- le colonne capillari,

- il rivelatore a ionizzazione di famma,

- lo programmazione di temperatura della
colonna andlifica.

Le colonne capillari

Partendo da considerazioni teoriche sui pro-
cessi che erano dlla base della separazione
gascromatografica, Marcel J.E. Golay, uno
dei piu versatili scienziati della Perkin Elmer,
sperimentd e brevettd, nel 1958, le colonne
capillari. Queste colonne, lunghe fino a 100
m, erano costituite da un sottile tubetto
(diametro esterno 1,6 mm e diametro infer-
no di 0,25 o 0,50 mm) rivestito infernamente
da una delle fasi liquide normalmente
impiegate per le colonne standard e dispo-
nevano di un'efficienza separatfiva fino a
100 volte superiore a quella di una normale
colonna “impaccata”. Costruite all'inizio in
acciaio inossidabile (e in vetro dai singoli
ricercatori) vennero utilizzate soprattutto nel
setffore petrolifero e in quello dedli oli essen-
ziali; solo alla fine degli anni Settanta, con
l'infroduzione delle capillari in silice fusa e
grazie al progresso della strumentazione,
raggiunsero la diffusione molto ampia che
oggi conosciamo.

Il rivelatore

a ionizzazione di fiamma

Fra i vari rivelatori inventati e sperimentati,
diversi dal rivelatore a conducibilitd termica
che domind la scena nei primi anni, si affer-
mo quello a ionizzazione di fiamma. Dotato

Fig. 6 - Serie Sigma. Presentata nel 1977, comprendeva quattro modelli di
gascromatografi e un'unita (sulla destra) di acquisizione, calcolo, registrazione
e controllo di pil unita cromatografiche. Un vero e proprio calcolatore
dedicato alla gascromatografia
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di sensibilitd elevata (da 100 a 1.000 volte
quella della conducibilitd termica), pratica-
mente utilizzabile dopo pochi minuti dall'ac-
censione dello strumento, insensibile alle
variazioni di temperatura della colonna e del
gas di frasporto, molto robusto, divenne pre-
sto il rivelatore di elezione (con l'unica limita-
zione di non “vedere” i gas inorganici). Era
indispensabile per operare con le colonne
capillari e dobbiomo alla sua sensibilitd, che
permise di iniettare quantitd dellordine delle
frazioni di microlitro, I'ulteriore espansione
della gascromatografia allanalisi di sostanze
altobollenti e non faciimente evaporabili,

Fig. 7 - Continua I'evoluzione dell'informatica. La Serie 8000 poteva
incorporare un processore per il controllo strumentale e con
tutte le funzioni di elaborazione del cromatogramma, che appariva
in tempo reale sullo schermo a colori (1983)

La programmazione di
temperatura della colonna

Anche questa fu un'importante evoluzione
infrodotta alla fine degli anni Cinquanta.
Aumentando la femperatura della colonna
durante I'andlisi, in modo riproducibile e in
funzione dei punti di ebollizione delle sostan-
ze contenutfe nel campione, fu possibile otti-
mizzare la separazione, ridurre i tempi di ana-
lisi ed estendere ulteriormente I'applicabilita
della gascromatografia a campioni con un
ampio intervallo di punti di ebollizione.

L'analisi gascromatografica
automatica dello spazio di testa
L'invenzione della tecnica della head
space chromatography si fa risalire al prof.
Machata dell'universita di Vienna. La Perkin
Elmer presentd nel 1967 il primo strumento
di questo tipo. In pratica si risolveva il pro-
blema dell'analisi diretta di prodotti volatili
contenuti in matrici non evaporabili, senza
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ricorrere a lunghe, e non sempre possibili,
procedure di estrazione. Tra le applicazioni
piu importanti citiamo I'analisi dei residui di
monomero nei polimeri, di tracce di sol-
venti nei prodotti farmaceutici e l'impiego
nel confrollo ambientale per I'analisi di
inquinanti organici volatili nelle acque e nei
terreni. Vogliamo ricordare anche una
delle prime applicazioni: I'analisi dell'alcol
nel sangue, che portd il primo strumento
Perkin Elmer, il mod. F40, nei laboratori della
polizia di molti paesi del mondo e... sui libri
gialli. ... Il piccolo contenitore in vetro che
conteneva il sangue di Tom si avvicinava
lentfamente al punto dove l'ago avrebbe
perforato il fappino in gomma e frasferito i

vapori nel gascromatografo. Tutti gli occhi
erano puntati sul pennino del registratore,
che avrebbe dato larisposta...” L'autore di
quel giallo aveva veramente visto in funzio-
ne I'F40. Anche i pit moderni strumenti
Perkin EImer per I'analisi dello spazio di testa
sono basati sul principio originale, brevetta-
to, del bilanciamento di pressione, che
permette di operare senza l'uso di siringhe
di aspirazione. Recentemente & stata svi-
luppata HS-Trap, per realizzare una precon-
centrazione automatica del campione da
analizzare, con un sostanziale miglioramen-
to dei limiti di rivelabilitd.

L'identificazione del campione

e l'accoppiamento con la
spettrometria di massa

Il punto debole della gascromatografia &
sempre stata la sicura identificazione dei
composti ignoti che separati dalla colon-
na non potfevano essere identificati in

Fig. 8 - La “scatola” sulla destra del PC & lo spetirometro di massa a quadrupolo.
Dedicato esclusivamente all'identificazione e alla rivelazione ad alta sensibilita
dei componenti separati dal gascromatografo, si diffonde ampiamente
grazie al costo contenuto e alla grande facilitd operativa

modo univoco, con il semplice dato del
tempo di ritenzione. La spettrometria di
massa si presentava, gid nei primi anni
Sessanta, come la tecnica ideale per que-
sta identificazione, effettuata sia racco-
gliendo il componente ignoto all'uscita
della colonna, mediante la cosiddetta
gascromatografia preparativa e sottopo-
nendolo quindi all'analisi di massa, sia col-
legando direttamente lo spettrometro al
gascromatografo. E cid era possibile gra-
zie all'elevata velocitd di analisi, alla sensi-
bilitd pit che adeguata e alla capacitd
dello spetftrometro di accettare piccoli
flussi di gas di trasporto. La gascromato-
grafia preparativa consisteva nell'iniettare
la massima
quantitd possi-
bile di campio-
ne nella colon-
na (eventual-
mente di dio-
metro maggio-
re), cercando
di  mantenere
sempre una
separazione
accettabile del
composto da identificare, che veniva
quindi raccolto in un'opportuna “trappo-
la” raffreddata, posta all'uscita del
gascromatografo. Per una quindicina di
anni sono stati anche prodotti apparecchi
dedicati esclusivamente alla preparativa.
Ovviamente la soluzione ideale era il col-
legamento diretto allo spettfrometro e nel
1968 la Perkin Elmer presentava il mod.
270, il primo sistema infegrato GC-MS,
costituito da un gascromatogafo mod.
Q00 e da uno spettrometro di massa, pro-
getftato per questa applicazione (le
dimensioni erano contenute, poco piu
grande di una scrivania).

Nei decenni successivi sono stati fatti pro-
gressi enormi: le dimensioni dello spettro-
metfro sono ora inferiori a quelle del
gascromatografo, i costi si sono ridotti dro-
sticamente e la GC-MS & diventata una
tecnica di routine, grazie anche alla facili-
td operativa e allimmediata identificazio-
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Fig. 9 - | tre stadi del sistema Perkin ElImer di analisi dello spazio di test:
termostatazione, pressurizzazione e introduzione nel GC senza l'uso di siinghe

o valvole di campionamento, per garantire l'integritd del campione

ne delle sostanze incognite, che viene
effettuata dal PC di gestione dello stru-
mento per confronto con raccolte di deci-
ne di miglicia di spettri memorizzati.

| sistemi di calcolo

del cromatogramma

Fin dall'inizio si accertd che le aree dei pic-
chi, che apparivano sul registratore, erano
proporzionali alla quantitd dei corrispon-
denti componenti iniettati. II metodo piu
semplice e rapido per il calcolo di queste
aree consisteva nell'assimilare il picco a un
friangolo e tfracciando le tangenti ai punti
di flesso, poiché in effetti si trattava di una
gaussiana, determinare una base, che
moltiplicata per l'altezza e divisa per due,
forniva un valore molto vicino all'area
effettiva. Per fare una misura pit accurata
era perd necessario misurare anche l'even-
fuale “coda”. Venne quindi infrodotto nei
laboratori il planimetro, uno strumentino
che richiedeva mano ferma, molta atten-
zione e altreftanta pazienza (fino al giorno
prima era conosciuto solo dagli impiegati
del catasto, che lo usavano per la misura
dei terreni sulle mappe). Ma il metodo di
calcolo che sicuramente oggi lascia piu
attoniti & il “taglio e pesata”; i picchi del
cromatogramma venivano accuratamen-
te ritagliati e pesati (disfruggendo tra I'altro
il cromatogramma: non esistevano ancora
le fotocopiatrici). Il vantaggio per i chimici
piu accurati (nel taglio) era un sicuro
impiego negli atelier di moda. Gid alla fine
degli anni Cinquanta vennero infrodofti i
primi integratori automatici di aree, che nei
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decenni successivi
diventarono “elettro-
nici e poi veri e propri
B calcolatori dedicati
alla cromatografia,
¥ i con software molto
'1 e sofisticati, che costi-
: tuiscono la base dei
. moderni programmi
di acquisizione ed
elaborazione del cro-
matogramma  per
personal computer.

Otto generazioni di strumenti

per gascromatografia

Dal 1955 a oggi si sono succedute almeno
otfto generazioni di gascromatografi. Nei
primi decenni era soprattutto il progresso
della tecnica gascromatografica, che
richideva nuovi strumenti: la programma-
zione di temperatura, il rivelatore a ionizzo-
zione di fiamma, le colonne capillari e I'esi-
genza di disporre di piu rivelatori sullo stru-
mento; vennero infatti infrodotti i rivelatori
selettivi, ECD, NPD, FPD e altri, particolar-
mente sensibili a determinati atomi presen-
ti nel composto analizzato(cloro, azoto,
fosforo ecc.).

A questi avanzamenti della tecnica cro-
matografica dobbiamo aggiungere i pro-
gressi dell'elettronica, l'infroduzione del
microprocessore e successivamente del
computer, senza dimenticare tutta la tec-
nologia di controllo digitale della portata
e della pressione dei vari gas che vengo-
no usati, che si & resa disponibile negli
anni pit recenti.

Oggi il gascromatografo, come la maggior

L'importanza della gascromatografia
nella vita di ogni giorno

Come dltre fecniche andlitiche anche la
gascromatagrafia ha avuto, e ha tuttora,
importanti impieghi nel settore alimentare e nel
controllo degdli inquinanti organici di acqua,
aria e suolo. L'elevata sensibilitd e la risposta
selettiva del rivelatore a cattura di elettroni per-
mettono di tenere sotfo controllo la concentra-
zione dei residui di anfiparassitari, evenfual-
mente presenti nella frutta e nella verdura che
arriva sulle nostre tavole, come pure di eviden-
ziare gli stessi prodotti nelle acque destinate
all'agricoltura ed al consumo umano. L'olio di
oliva ha goduto di una particolare aftenzione
gid allinizio degli anni Sesanta, quando é stata
condofta un'indagine gascromatografica
sistematica sulla produzione di diverse annate,
per stabilire lintervallo tipico di concentrazione
dei vari acidi grassi in questo olio, ponendo le
basi per stroncare l'adulterazione con oli di
semi. E ancora, il controllo dei vini: futti ricorde-
ranno lo scandalo del vino “al metanolo”. Una
semplice analisi gascromatografica rileva
immediatamente quantitd anomale di questo
alcol. Completiamo questa esemplificazione
con il controllo degli inquinanti organici nell'aria
che respiriamo, sia allaperto, sia nelle case e
negli uffici, in cui passiomo molte ore della
nostra giornata. Speciali tubetti, riempiti di
adsorbenti e “indossati” dalle singole persone
permettono di raccogliere gliinquinanti ai quali
siamo esposti e determinarne i corrispodenti
livelli di concentrazione mediante gascromato-
grafia. E l'elenco potrebbe confinuare. Forse
sarebbe il caso di ringraziare i tanti operatori,
scienziati e tecnici che hanno confribuito, con
passione e competenza, allo sviluppo e al pro-
gresso di questa formidabile tecnica analitica.

parte della stru-
mentazione anali-
fica, & completa-
mente controllata
dal computer e gli
operatori possono
lavorare tranquilli
con un comfort e
una sicurezza
inimmaginabile
per i pionieri di

Fig. 10 - Una modernissima unitd GC Clarus 500: sulla sinistra lo spettrometro

di massa Turbomass e sulla destra I'unitd automatica per I'analisi
dello spazio di testa con HS Trap System

questa tecnica.
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