
MaterialeMateriale didi supportosupporto perper lolo studiostudio delledelle tecnichetecniche cromatografichecromatografiche

NonNon abbiamoabbiamo trattatotrattato::

••CromatografiaCromatografia didi affinitàaffinità

••CromatografiaCromatografia planareplanare (su(su stratostrato sottile)sottile)••CromatografiaCromatografia planareplanare (su(su stratostrato sottile)sottile)

••CromatografiaCromatografia SFCSFC

NonNon hoho eliminatoeliminato lele slidesslides perchéperché avreiavrei resoreso incomprensibiliincomprensibili alcunealcune partiparti……

un’occhiataun’occhiata potetepotete comunquecomunque darla!darla!



CromatografiaCromatografia

IlIl terminetermine cromatografiacromatografia indicaindica unun insiemeinsieme didi tecnichetecniche cheche hannohanno
lolo scoposcopo didi separareseparare unauna miscelamiscela neinei suoisuoi componenti,componenti, perper
permetternepermetterne ilil riconoscimentoriconoscimento qualitativoqualitativo ee quantitativoquantitativo

QuesteQueste tecnichetecniche sonosono basatebasate sullasulla distribuzionedistribuzione differenzialedifferenziale deidei
varivari componenticomponenti frafra duedue fasi,fasi, unauna chiamatachiamata fasefase fissafissa oo fasefase
stazionariastazionaria ee l’altral’altra chiamatachiamata fasefase mobilemobile oo eluenteeluente,, cheche fluiscefluisce inin
continuocontinuo attraversoattraverso lala fasefase fissafissacontinuocontinuo attraversoattraverso lala fasefase fissafissa

LeLe tecnichetecniche sonosono moltomolto utilizzateutilizzate inin campocampo archeometrico,archeometrico, essendoessendo
particolarmenteparticolarmente utiliutili nell’analisinell’analisi didi miscelemiscele complessecomplesse comecome sonosono lala
maggiormaggior parteparte deidei campionicampioni didi naturanatura organicaorganica



Nascita della cromatografiaNascita della cromatografia
LaLa cromatografiacromatografia èè natanata all’inizioall’inizio deldel XXXX secolosecolo comecome tecnicatecnica perper
lala separazioneseparazione didi pigmentipigmenti fogliari,fogliari, inventatainventata daldal botanicobotanico russorusso
MikhailMikhail SemenovichSemenovich TswettTswett.. EgliEgli intendevaintendeva separareseparare ii pigmentipigmenti
presentipresenti nellanella clorofillaclorofilla;; fecefece unun estrattoestratto didi fogliefoglie verdiverdi inin etereetere
didi petrolio,petrolio, lolo depositòdepositò inin testatesta adad unauna colonnacolonna didi vetrovetro impaccataimpaccata
concon carbonatocarbonato didi calciocalcio eded eluìeluì,, (cioè(cioè versòversò inin continuo)continuo) concon solfurosolfuro
didi carboniocarbonio:: ii varivari pigmentipigmenti sisi separanoseparano inin bandebande colorate,colorate, inin
particolareparticolare clorofillaclorofilla AA ee B,B, carotenecarotene ee xantofillaxantofillaparticolareparticolare clorofillaclorofilla AA ee B,B, carotenecarotene ee xantofillaxantofilla

TswettTswett chiamòchiamò questaquesta
tecnicatecnica cromatografiacromatografia
daldal grecogreco scritturascrittura deldel
colorecolore o,o, vistovisto ilil
significatosignificato deldel suosuo
cognomecognome inin russo,russo,
scritturascrittura didi TswettTswett



Cenni preliminariCenni preliminari

LeLe tecnichetecniche cromatografichecromatografiche sonosono sempresempre distruttivedistruttive
(anche(anche sese inin sensosenso strettamentestrettamente analiticoanalitico possonopossono inin
alcunialcuni casicasi essereessere nonnon distruttive),distruttive), inin quantoquanto operanooperano
esclusivamenteesclusivamente susu campionicampioni inin soluzionesoluzione oo inin fasefase
vaporevapore:: ii materialimateriali oggettooggetto didi analisianalisi vannovanno quindiquindi
discioltidisciolti inin unun opportunoopportuno solventesolvente.. NonNon èè possibilepossibile
l’analisil’analisi senzasenza prelievoprelievo didi campionecampione néné tantotanto menomeno
discioltidisciolti inin unun opportunoopportuno solventesolvente.. NonNon èè possibilepossibile
l’analisil’analisi senzasenza prelievoprelievo didi campionecampione néné tantotanto menomeno
l’analisil’analisi inin situsitu (tranne(tranne concon strumentistrumenti miniaturizzati)miniaturizzati)

NonostanteNonostante questaquesta premessapremessa scoraggiante,scoraggiante, èè benebene
precisareprecisare cheche ilil consumoconsumo didi campionecampione èè minimominimo.. SonoSono
sufficientisufficienti dada 11 mlml aa 11 µlµl didi soluzione,soluzione, corrispondenticorrispondenti aa
pochipochi mgmg didi campionecampione solidosolido



Basi del procedimento cromatograficoBasi del procedimento cromatografico

•• ilil campionecampione èè introdottointrodotto nellanella fasefase mobile,mobile, cheche puòpuò essereessere unun gas,gas, unun
liquidoliquido oo unun fluidofluido supercriticosupercritico

•• lala fasefase mobilemobile vieneviene fattafatta eluireeluire inin continuocontinuo attraversoattraverso lala fasefase
stazionaria,stazionaria, cheche devedeve essereessere immiscibileimmiscibile nell’eluentenell’eluente

•• lala fasefase stazionariastazionaria (liquida(liquida oo solida)solida) sisi trovatrova all’internoall’interno didi unauna colonnacolonna
oppureoppure èè supportatasupportata susu unauna superficiesuperficie pianapiana

•• lala fasefase mobilemobile ee lala fasefase stazionariastazionaria sonosono sceltescelte inin modomodo cheche ii componenticomponenti
delladella miscelamiscela dada separareseparare sisi distribuiscanodistribuiscano tratra lele duedue fasifasidelladella miscelamiscela dada separareseparare sisi distribuiscanodistribuiscano tratra lele duedue fasifasi

•• ii componenticomponenti piùpiù affiniaffini allaalla fasefase stazionariastazionaria passerannopasseranno piùpiù tempotempo inin
questaquesta fase,fase, quindiquindi sisi sposterannosposteranno piùpiù lentamentelentamente attraversoattraverso ilil
sistemasistema

•• ii componenticomponenti piùpiù affiniaffini allaalla fasefase mobilemobile sisi sposterannosposteranno inveceinvece piùpiù
velocementevelocemente

•• lala separazioneseparazione deidei componenticomponenti avvieneavviene inin quantoquanto ogniogni sostanzasostanza haha unauna
distribuzionedistribuzione caratteristicacaratteristica tratra lele duedue fasifasi (costante(costante didi ripartizioneripartizione
KKdd=C=Css/C/Cmm))



Visualizzazione della separazioneVisualizzazione della separazione
PonendoPonendo all’uscitaall’uscita delladella colonnacolonna
unun rivelatorerivelatore cheche misurimisuri lala
concentrazioneconcentrazione deldel solutosoluto
nell’nell’eluatoeluato (cioè(cioè lala fasefase mobilemobile
cheche esceesce dalladalla colonna)colonna) ee
riportandoriportando ilil segnalesegnale inin
funzionefunzione deldel tempotempo sisi puòpuò
ottenereottenere unun cromatogrammacromatogramma

LaLa posizioneposizione deidei picchipicchi sull’assesull’asseLaLa posizioneposizione deidei picchipicchi sull’assesull’asse
deidei tempi,tempi, oo tempotempo didi
ritenzioneritenzione,, serveserve perper
identificareidentificare ii componenticomponenti deldel
campionecampione

L’areaL’area sottesasottesa daidai picchipicchi èè
proporzionaleproporzionale allaalla quantitàquantità didi
ogniogni singolosingolo componentecomponente ee puòpuò
essereessere utilizzatautilizzata aa scoposcopo
quantitativoquantitativo



Tempo di ritenzioneTempo di ritenzione

IlIl tempotempo didi ritenzioneritenzione ttRR èè ilil tempotempo cheche impiegaimpiega unun componentecomponente delladella miscelamiscela
iniettatainiettata adad uscireuscire dalladalla colonnacolonna o,o, tecnicamente,tecnicamente, adad essereessere rivelatorivelato comecome piccopicco daldal
detectordetector.. UnUn tipicotipico cromatogrammacromatogramma perper unauna miscelamiscela aa duedue componenticomponenti haha duedue
situazionisituazioni diversediverse::

•• ilil piccopicco aa sinistrasinistra rappresentarappresenta unun solutosoluto cheche nonnon haha alcunaalcuna interazioneinterazione concon lala fasefase
stazionariastazionaria eded esceesce alal cosiddettocosiddetto tempotempo morto,morto, ttMM

•• ilil piccopicco aa destradestra rappresentarappresenta unun solutosoluto cheche ha,ha, invece,invece, interazioneinterazione concon lala fasefase
stazionariastazionaria eded esceesce alal tempotempo ttRR >> ttMM



Tempo di ritenzioneTempo di ritenzione

OltreOltre alal tempotempo didi ritenzioneritenzione ttRR,, èè possibilepossibile quantificarequantificare
l’interazionel’interazione didi unun solutosoluto concon lala fasefase stazionariastazionaria inin duedue modimodi::

•• mediantemediante ilil volumevolume didi fasefase mobilemobile VVRR necessarionecessario perper eluireeluire ilil
soluto,soluto, dovedove VVRR == ttRR xx FF concon FF == velocitàvelocità didi flussoflussoRR RR

•• mediantemediante ilil fattorefattore didi capacitàcapacità K’,K’, espressoespresso comecome lala differenzadifferenza
tratra ilil tempotempo didi ritenzioneritenzione eded ilil tempotempo mortomorto inin unitàunità didi tempotempo
mortomorto::

M

MR

t

tt
K'

−=



Piatti teoriciPiatti teorici
PerPer descriveredescrivere ilil processoprocesso cromatograficocromatografico èè utilizzatautilizzata unauna similitudinesimilitudine
derivantederivante dalladalla teoriateoria delladella distillazionedistillazione.. IlIl sistemasistema cromatograficocromatografico èè
immaginatoimmaginato similesimile adad unauna colonnacolonna didi distillazione,distillazione, cioècioè compostacomposta dada unauna
serieserie didi stratistrati sottilisottili chiamatichiamati piattipiatti teoriciteorici;; inin ognunoognuno didi questiquesti
microelementimicroelementi delladella colonnacolonna sisi realizzarealizza l’equilibriol’equilibrio didi distribuzionedistribuzione deldel
solutosoluto tratra fasefase stazionariastazionaria ee fasefase mobilemobile.. LoLo spostamentospostamento deldel solutosoluto lungolungo
lala colonnacolonna èè dovutodovuto all’azioneall’azione dinamicadinamica delladella fasefase mobilemobile

II terminitermini numeronumero didi
piattipiatti teoriciteorici (N)(N) eepiattipiatti teoriciteorici (N)(N) ee
altezzaaltezza deldel piattopiatto (HETP,(HETP,
HeightHeight EquivalentEquivalent toto
TheoricTheoric Plate)Plate) sonosono
comunementecomunemente utilizzatiutilizzati
inin cromatografiacromatografia perper
quantificarequantificare lele
prestazioniprestazioni deidei sistemisistemi
cromatograficicromatografici

NN == 1616 aa (t(tRR/W)b/W)b22,, HETPHETP == lunghezzalunghezza colonnacolonna /N/N



Risoluzione cromatograficaRisoluzione cromatografica

LaLa possibilitàpossibilità didi
separareseparare duedue oo piùpiù
sostanzesostanze èè descrittadescritta daldal
parametroparametro dettodetto
risoluzionerisoluzione,, cheche misuramisura
lala capacitàcapacità didi unun sistemasistema
cromatograficocromatografico didi
separareseparare duedue analitianaliti concon
cromatograficocromatografico didi
separareseparare duedue analitianaliti concon
caratteristichecaratteristiche similisimili::

R = 2•R = 2•∆∆Z/(WZ/(WAA + W+ WBB))

SeSe lala risoluzionerisoluzione nonnon èè
sufficientesufficiente (R(R << 11),), ii duedue
picchipicchi nonnon possonopossono
essereessere quantificatiquantificati inin
manieramaniera correttacorretta



Separazione ottimaleSeparazione ottimale

a)a) separazioneseparazione concon
scarsascarsa risoluzionerisoluzione
ee bassobasso NN

b)b) miglioramigliora lalab)b) miglioramigliora lala
risoluzionerisoluzione mama èè
sempresempre bassobasso NN

c)c) ottimaottima risoluzionerisoluzione
ee buonobuono NN



Interazione solutoInterazione soluto--fasifasi

LeLe interazioniinterazioni cheche sisi verificanoverificano tratra lele sostanzesostanze dada separareseparare ee lele duedue fasifasi
(mobile(mobile ee stazionaria)stazionaria) sonosono debolideboli:: sese cosìcosì nonnon fossefosse nonnon cici sarebbesarebbe
trattenimentotrattenimento sullasulla fasefase stazionariastazionaria oppure,oppure, alal contrario,contrario, eluizioneeluizione.. SonoSono
sfruttatesfruttate aa scoposcopo separativoseparativo lele seguentiseguenti interazioniinterazioni::

•• legamilegami aa idrogenoidrogeno

•• interazioniinterazioni dipolodipolo--dipolodipolo

•• interazioniinterazioni dipolodipolo--dipolodipolo indottoindotto

InIn tuttetutte questequeste interazioniinterazioni svolgesvolge unun ruoloruolo solitamentesolitamente decisivodecisivo lala polaritàpolarità
delledelle duedue fasifasi.. SpessoSpesso possonopossono essereessere presentipresenti piùpiù tipitipi didi interazioneinterazione nellonello
stessostesso processoprocesso cromatograficocromatografico

•• interazioniinterazioni dipolodipolo--dipolodipolo indottoindotto

•• forzeforze didi VanVan derder WaalsWaals

•• formazioneformazione didi composticomposti didi interazioneinterazione

•• attrazioneattrazione coulombianacoulombiana

•• interazioniinterazioni sterichesteriche



Meccanismi della separazioneMeccanismi della separazione

InIn basebase aiai tipitipi didi interazioneinterazione primaprima descrittidescritti possiamopossiamo
suddivideresuddividere ii meccanismimeccanismi didi separazioneseparazione impiegatiimpiegati inin
cromatografiacromatografia inin::

•• adsorbimentoadsorbimento

•• ripartizioneripartizione•• ripartizioneripartizione

•• scambioscambio ionicoionico

•• esclusioneesclusione

•• affinitàaffinità



AdsorbimentoAdsorbimento

LaLa fasefase stazionariastazionaria èè unun solidosolido inin polverepolvere stesosteso susu unun supportosupporto;;
sullasulla superficiesuperficie deidei granuligranuli sisi trovanotrovano sitisiti attiviattivi cheche possonopossono
stabilirestabilire legamilegami debolideboli (reversibili!)(reversibili!) concon lele molecolemolecole delladella miscelamiscela
dada separareseparare.. SiSi parlaparla quindiquindi didi cromatografiacromatografia didi adsorbimentoadsorbimento,, cheche
puòpuò essereessere gasgas--solidosolido oo liquidoliquido--solidosolido aa secondaseconda delladella naturanatura delladella
fasefase mobilemobile

LaLa cromatografiacromatografia didi adsorbimentoadsorbimento
èè utilizzatautilizzata perper separareseparare sostanzesostanze
neutreneutre polaripolari oo nonnon polari,polari, didi
naturanatura organicaorganica oo inorganicainorganica



RipartizioneRipartizione
LaLa fasefase stazionariastazionaria èè unun liquidoliquido cheche impregnaimpregna unun solidosolido granularegranulare
inerteinerte oo èè adad essoesso chimicamentechimicamente legatolegato;; inin questoquesto liquidoliquido lele
molecolemolecole dada separareseparare sonosono solubilisolubili;; lala fasefase stazionariastazionaria ee lala fasefase
mobilemobile devonodevono inveceinvece essereessere immiscibiliimmiscibili.. DuranteDurante l’eluizionel’eluizione lele
molecolemolecole sisi ripartisconoripartiscono dinamicamentedinamicamente tratra lele duedue fasifasi secondosecondo lala
diversadiversa solubilitàsolubilità didi ognunaognuna.. SiSi parlaparla quindiquindi didi cromatografiacromatografia didi
ripartizioneripartizione,, cheche puòpuò essereessere gasgas--liquidoliquido oo liquidoliquido--liquidoliquido aa secondaseconda
delladella naturanatura delladella fasefase mobilemobiledelladella naturanatura delladella fasefase mobilemobile

LaLa cromatografiacromatografia didi ripartizioneripartizione èè
chiamatachiamata inin fasefase normalenormale sese lala fasefase
stazionariastazionaria èè piùpiù polarepolare delladella fasefase
mobile,mobile, mentrementre èè chiamatachiamata fasefase
inversainversa sese lala fasefase stazionariastazionaria èè menomeno
polarepolare delladella fasefase mobilemobile.. SiSi trattatratta
delladella tecnicatecnica piùpiù comunementecomunemente
impiegataimpiegata perper lala separazioneseparazione didi
sostanzesostanze organicheorganiche



Scambio ionicoScambio ionico
LaLa fasefase stazionariastazionaria èè costituitacostituita dada unun polimeropolimero inerteinerte contenentecontenente
sitisiti attiviattivi ionizzatiionizzati oo ionizzabili,ionizzabili, ii cuicui controionicontroioni possonopossono essereessere
scambiatiscambiati concon altrialtri ioniioni aventiaventi caricacarica dellodello stessostesso segnosegno.. IlIl
meccanismomeccanismo didi separazioneseparazione èè basatobasato sullasulla competizionecompetizione perper ii sitisiti didi
scambioscambio tratra gligli ioniioni presentipresenti nellanella fasefase mobilemobile ee quelliquelli presentipresenti nelnel
campionecampione.. SiSi parlaparla didi cromatografiacromatografia didi scambioscambio ionicoionico (IEC)(IEC)

LaLa cromatografiacromatografia aa
scambioscambio ionicoionico èè
impiegataimpiegata perper lala
separazioneseparazione didi
sostanzesostanze ionicheioniche oo
ionizzabiliionizzabili



Esclusione dimensionaleEsclusione dimensionale

LaLa fasefase stazionariastazionaria èè unun solidosolido porosoporoso oo unun gelgel.. LeLe molecolemolecole
dell’analita,dell’analita, discioltedisciolte nellanella fasefase mobile,mobile, penetranopenetrano neinei poripori sese lele
loroloro dimensionidimensioni sonosono compatibilicompatibili ee vivi rimangonorimangono perper unun certocerto
tempotempo;; lele molecolemolecole piùpiù grandigrandi sonosono inveceinvece escluseescluse daidai poripori eded
esconoescono dalladalla colonnacolonna inin tempitempi brevibrevi

SiSi parlaparla didi cromatografiacromatografia didi
esclusioneesclusione dimensionaledimensionale (SEC)(SEC)esclusioneesclusione dimensionaledimensionale (SEC)(SEC)
concon lele variantivarianti GelGel permeazionepermeazione
perper lala separazioneseparazione didi sostanzesostanze
insolubiliinsolubili inin acquaacqua ee GelGel
filtrazionefiltrazione perper lala separazioneseparazione
didi sostanzesostanze solubilisolubili inin acquaacqua

LaLa tecnicatecnica èè impiegataimpiegata perper lala
separazioneseparazione didi molecolemolecole didi
grandigrandi dimensionidimensioni



AffinitàAffinità

InIn questoquesto casocaso sisi utilizzanoutilizzano reazionireazioni didi tipotipo biochimico,biochimico, reversibilireversibili
ee moltomolto specifiche,specifiche, inin modomodo cheche lele molecolemolecole dada separareseparare
interagiscanointeragiscano concon lala fasefase stazionariastazionaria ee sisi ottengaottenga cosìcosì l’eluizionel’eluizione
selettivaselettiva didi alcunialcuni componenticomponenti delladella miscelamiscela.. SiSi parlaparla didi
cromatografiacromatografia didi affinitàaffinità (AFC)(AFC)

LaLa cromatografiacromatografia didi
affinitàaffinità èè impiegataimpiegata nellanella
separazioneseparazione didi molecolemolecole didi
interesseinteresse prevalentementeprevalentemente
biochimicobiochimico





Stato fisico della fase mobileStato fisico della fase mobile

•• CromatografiaCromatografia LiquidaLiquida (LC)(LC):: lala fasefase mobilemobile èè unun liquidoliquido
nelnel qualequale sianosiano solubilisolubili ii componenticomponenti delladella miscelamiscela dada
separareseparare;; lala fasefase stazionariastazionaria devedeve essereessere insolubileinsolubile
nellanella fasefase mobilemobile

InIn basebase alloallo statostato fisicofisico delladella mobilemobile possiamopossiamo
classificareclassificare lele tecnichetecniche cromatografichecromatografiche comecome seguesegue::

separareseparare;; lala fasefase stazionariastazionaria devedeve essereessere insolubileinsolubile
nellanella fasefase mobilemobile

•• GascromatografiaGascromatografia (GC)(GC):: lala fasefase mobilemobile èè unun gasgas cheche
fungefunge dada carriercarrier perper ii componenticomponenti delladella miscelamiscela

•• CromatografiaCromatografia fluidafluida supercriticasupercritica (SFC)(SFC):: lala fasefase
mobilemobile èè unun fluidofluido supercritico,supercritico, concon proprietàproprietà
intermedieintermedie tratra unun liquidoliquido ee unun gasgas



Forma del letto cromatograficoForma del letto cromatografico

•• CromatografiaCromatografia susu colonnacolonna:: lala fasefase stazionariastazionaria èè
contenutacontenuta all’internoall’interno didi unauna colonnacolonna cilindrica,cilindrica, cheche puòpuò
riempireriempire completamentecompletamente ((colonnacolonna impaccataimpaccata)) oppureoppure

InIn basebase allaalla formaforma deldel lettoletto cromatograficocromatografico susu cuicui èè
realizzatorealizzato ilil processoprocesso separativo,separativo, possiamopossiamo lele seguentiseguenti
variantivarianti::

riempireriempire completamentecompletamente ((colonnacolonna impaccataimpaccata)) oppureoppure
rivestirnerivestirne lala superficiesuperficie internainterna ((colonnacolonna tubularetubulare))

•• CromatografiaCromatografia planareplanare:: lala fasefase stazionariastazionaria èè
distribuitadistribuita susu unauna superficiesuperficie piana,piana, cheche puòpuò essereessere unun
supportosupporto cartaceocartaceo ((cromatografiacromatografia susu cartacarta,, PC)PC) oo unauna
lastrinalastrina inin vetrovetro oo altrialtri materialimateriali ((cromatografiacromatografia susu
stratostrato sottilesottile,, TLC)TLC)



Tecniche cromatograficheTecniche cromatografiche
•• InIn basebase allaalla formaforma deldel lettoletto cromatograficocromatografico

•• CromatografiaCromatografia susu colonnacolonna (impaccata,(impaccata, openopen--tubular)tubular)

•• CromatografiaCromatografia planareplanare (su(su carta,carta, susu stratostrato sottile)sottile)

•• InIn basebase alloallo statostato fisicofisico delladella fasefase mobilemobile

•• CromatografiaCromatografia LiquidaLiquida (LC)(LC)

•• GascromatografiaGascromatografia (GC)(GC)•• GascromatografiaGascromatografia (GC)(GC)

•• CromatografiaCromatografia fluidafluida supercriticasupercritica (SFC)(SFC)

•• InIn basebase alal meccanismomeccanismo didi separazioneseparazione

•• AdsorbimentoAdsorbimento

•• RipartizioneRipartizione

•• ScambioScambio ionicoionico

•• EsclusioneEsclusione

•• AffinitàAffinità



Schema delle tecnicheSchema delle tecniche
DallaDalla combinazionecombinazione deidei meccanismimeccanismi ee deidei supportisupporti citati,citati, sisi possonopossono
avereavere numerosenumerose variantivarianti didi tecnichetecniche cromatografichecromatografiche

GAS SFC LIQUIDA 

CROMATOGRAFIA 

 

GSC GLC 

GAS SFC

NP RP IEC 

GPC GFC 

SEC 

Colonna 

TLC Carta 

Planare 

LIQUIDA



Cromatografia liquidaCromatografia liquida

LaLa cromatografiacromatografia liquidaliquida èè impiegataimpiegata perper lala separazioneseparazione
didi sostanzesostanze nonnon volatili,volatili, neutreneutre oo ioniche,ioniche, ee didi sostanzesostanze
termolabilitermolabili.. SiSi prestapresta facilmentefacilmente aa misuremisure quantitativequantitative..
SiSi possonopossono separareseparare sostanzesostanze appartenentiappartenenti aa varievarie
classiclassi tratra cui,cui, didi interesseinteresse archeometricoarcheometrico::

•• aminoacidi,aminoacidi, peptidipeptidi ee proteineproteine•• aminoacidi,aminoacidi, peptidipeptidi ee proteineproteine

•• idrocarburiidrocarburi

•• carboidraticarboidrati

•• terpenoiditerpenoidi

•• ioniioni inorganiciinorganici



Cromatografia planareCromatografia planare

SiSi trattatratta didi unun gruppogruppo didi tecnichetecniche didi cromatografiacromatografia
liquidaliquida didi semplicissimasemplicissima applicazione,applicazione, spessospesso impiegateimpiegate
perper avereavere informazioniinformazioni preliminaripreliminari.. LaLa fasefase stazionariastazionaria
èè supportatasupportata susu lastrelastre didi vetro,vetro, foglifogli didi alluminioalluminio oo didi
plasticaplastica nellanella versioneversione TLCTLC (Thin(Thin LayerLayer
Chromatography)Chromatography) ee susu foglifogli didi cartacarta dada filtrofiltro nellanellaChromatography)Chromatography) ee susu foglifogli didi cartacarta dada filtrofiltro nellanella
versioneversione PCPC (Paper(Paper Chromatography)Chromatography)

LeLe fasifasi stazionariestazionarie piùpiù usateusate sonosono ilil gelgel didi silicesilice ee
l’alluminal’allumina perper lala cromatografiacromatografia didi adsorbimento,adsorbimento, lala
cellulosacellulosa perper lala ripartizioneripartizione liquidoliquido--liquidoliquido (in(in questoquesto
casocaso lala fasefase stazionariastazionaria èè l’acqual’acqua adsorbitaadsorbita sullesulle
particelleparticelle didi cellulosa)cellulosa)



Cromatografia planareCromatografia planare
L’esecuzioneL’esecuzione dell’analisidell’analisi èè moltomolto semplicesemplice:: lala miscelamiscela dada separareseparare vava
depositatadepositata sullasulla superficie,superficie, posandoneposandone concon unun tubotubo capillarecapillare unauna gocciagoccia susu
unauna linealinea cheche segnasegna l’iniziol’inizio deldel processoprocesso didi eluizioneeluizione

QuindiQuindi ilil fogliofoglio oo lala lastrinalastrina sisi pongonopongono inin unauna
vaschettavaschetta contenentecontenente lala fasefase mobilemobile cheche perper
gravitàgravità (modalità(modalità discendentediscendente),), perper
capillaritàcapillarità (modalità(modalità ascendenteascendente)) oo perper diffusionediffusione lateralelaterale (modalità(modalità
orizzontaleorizzontale)) fluiscefluisce sullasulla fasefase fissafissa trascinandotrascinando gligli analitianaliti ee separandoliseparandoli



Cromatografia planareCromatografia planare

(a)(a) cameracamera didi svilupposviluppo aa flussoflusso ascendenteascendente

(b)(b) cameracamera didi svilupposviluppo aa flussoflusso orizzontaleorizzontale



Cromatografia planareCromatografia planare
IlIl risultatorisultato èè (spesso(spesso mama nonnon sempre)sempre) visualizzabilevisualizzabile sottosotto formaforma didi
macchiemacchie colorate,colorate, ognunaognuna dovutadovuta adad unun componentecomponente delladella miscelamiscela..
IlIl riconoscimentoriconoscimento delledelle sostanzesostanze puòpuò avvenireavvenire effettuandoeffettuando
separazioniseparazioni susu miscelemiscele standardstandard;; inin questoquesto casocaso ilil parametroparametro cheche
caratterizzacaratterizza ii solutisoluti separatiseparati èè ilil cosiddettocosiddetto RfRf oo fattorefattore didi
ritardoritardo.. PerPer ogniogni analitaanalita ilil valorevalore didi RfRf sisi
ottieneottiene misurandomisurando lala distanzadistanza percorsapercorsa
daldal centrocentro delladella macchiamacchia eedaldal centrocentro delladella macchiamacchia ee
confrontandolaconfrontandola concon lala distanzadistanza percorsapercorsa
daldal frontefronte dell’eluentedell’eluente::

Rf = dRf = danalitaanalita / d/ deluenteeluente

IlIl valorevalore didi RfRf deglidegli analitianaliti èè quindiquindi
sempresempre compresocompreso tratra 00 ee 11.. II valorivalori
ottimaliottimali sonosono compresicompresi tratra 00..44 ee 00..88



Visualizzazione dei risultatiVisualizzazione dei risultati

NelNel casocaso lele macchiemacchie nonnon sianosiano colorate,colorate, èè possibilepossibile ricorrerericorrere aa duedue
metodimetodi perper visualizzarevisualizzare ilil risultatorisultato delladella separazioneseparazione::

•• utilizzareutilizzare unauna lampadalampada UVUV perper irraggiareirraggiare lala lastrina,lastrina, sese lele
sostanzesostanze separateseparate nonnon assorbonoassorbono lala luceluce visibilevisibile mama assorbonoassorbono
nell’ultraviolettonell’ultravioletto ((λλ << 400400 nm)nm);; puòpuò essereessere necessarionecessario addizionareaddizionarenell’ultraviolettonell’ultravioletto ((λλ << 400400 nm)nm);; puòpuò essereessere necessarionecessario addizionareaddizionare
allaalla fasefase stazionariastazionaria oo allaalla fasefase mobilemobile unun indicatoreindicatore didi
fluorescenzafluorescenza cheche permettepermette didi localizzarelocalizzare lele macchiemacchie

•• spruzzarespruzzare lala lastrinalastrina concon unauna soluzionesoluzione contenentecontenente sostanzesostanze inin
gradogrado didi reagirereagire concon ii costituenticostituenti delladella miscelamiscela separata,separata,
generandogenerando composticomposti coloraticolorati;; puòpuò essereessere necessarionecessario scaldarescaldare
leggermenteleggermente lala lastrinalastrina perper favorirefavorire lala reazionereazione



Irraggiamento con UVIrraggiamento con UV
SeparazioneSeparazione didi coloranticoloranti
antrachinoniciantrachinonici concon TLCTLC ee
illuminazioneilluminazione concon lampadalampada
UVUV aa 254254 nmnm (dx)(dx);;
l’intensitàl’intensità delledelle macchiemacchie puòpuò
essereessere valutatavalutata concon unun
colorimetrocolorimetro (sotto)(sotto)

O

O



Addizione di reagenti cromogeniAddizione di reagenti cromogeni
Nell’immagineNell’immagine sottosotto èè mostratomostrato unun contenitorecontenitore perper
l’aspersionel’aspersione didi ninidrinaninidrina susu lastrinelastrine TLCTLC oo PCPC

AlcuniAlcuni esempiesempi didi reagentireagenti correntementecorrentemente impiegatiimpiegati perper
evidenziareevidenziare lele macchiemacchie sonosono riportatiriportati nellanella tabellatabella
sottostantesottostante

ReagenteReagente UtilizzoUtilizzo

IodioIodio inin EtOHEtOH perper composticomposti azotatiazotati

AgNOAgNO33 inin NHNH33 perper sostanzesostanze riducentiriducenti

AlizarinaAlizarina perper cationicationi

NinidrinaNinidrina perper amminoacidiamminoacidi ee ammineammine

HSHS22 perper cationicationi ee metallimetalli pesantipesanti



Cromatografia planare bidimensionaleCromatografia planare bidimensionale

PerPer aumentareaumentare lala separazioneseparazione tratra gligli analitianaliti ee quindiquindi lala
loroloro identificazioneidentificazione èè possibilepossibile effettuareeffettuare l’eluizionel’eluizione
lungolungo duedue dimensioni,dimensioni, primaprima lungolungo unun asseasse ee poi,poi, girandogirando
aa 9090°° lala lastrina,lastrina, lungolungo l’assel’asse ortogonale,ortogonale, evenutalmenteevenutalmente
concon unauna fasefase mobilemobile differentedifferente:: inin questoquesto modomodo lele
macchiemacchie sonosono separateseparate inin manieramaniera piùpiù efficienteefficiente

SottoSotto:: separazioneseparazione didi aminoacidiaminoacidi



Esempio: pigmenti fogliariEsempio: pigmenti fogliari
NellaNella figurafigura èè mostratamostrata lala separazioneseparazione perper cromatografiacromatografia susu cartacarta orizzontaleorizzontale didi
pigmentipigmenti fogliarifogliari dada unun estrattoestratto delladella piantapianta CistoCisto biancobianco;; sisi trattatratta deidei pigmentipigmenti cheche
fannofanno cambiarecambiare ilil colorecolore delledelle fogliefoglie nellenelle diversediverse stagionistagioni.. LaLa separazioneseparazione èè
ottenutaottenuta concon unun discodisco didi cartacarta dada filtrofiltro comecome fasefase fissafissa ee alcolalcol etilicoetilico alal 9595 %% comecome
fasefase mobilemobile.. GliGli alonialoni sonosono attribuitiattribuiti allealle diversediverse sostanzesostanze sullasulla basebase deldel loroloro
comportamentocomportamento chimicochimico:: lele sostanzesostanze piùpiù idrosolubiliidrosolubili (e(e quindiquindi piùpiù affiniaffini all’acquaall’acqua
adsorbitaadsorbita sullasulla cellulosa,cellulosa, cheche costituiscecostituisce lala fasefase fissa)fissa) sonosono quellequelle alal centro,centro, cioècioè
clorofilleclorofille AA ee BB;; lele sostanzesostanze menomeno idrosolubili,idrosolubili, xantofillaxantofilla ee carotina,carotina, migranomigrano
all’esternoall’esterno inin quantoquanto piùpiù affiniaffini allaalla fasefase mobilemobile



Separazione di coloranti tessiliSeparazione di coloranti tessili
NellaNella figurafigura èè mostratamostrata lala separazioneseparazione perper TLCTLC didi coloranticoloranti rossirossi
didi usouso tessile,tessile, provenientiprovenienti dada insettiinsetti

L’identificazioneL’identificazione deidei varivari
coloranticoloranti èè possibilepossibile soltantosoltanto
confrontandoconfrontando gligli RfRf didi standardstandard
aa composizionecomposizione nota,nota, eded èè
essenzialeessenziale avereavere informazioniinformazioni
sulsul maggiormaggior numeronumero possibilepossibile didisulsul maggiormaggior numeronumero possibilepossibile didi
sostanzesostanze.. InfattiInfatti ii coloranticoloranti
tessilitessili anticamenteanticamente eranoerano spessospesso
impiegatiimpiegati inin miscelamiscela:: ilil colorecolore
risultanterisultante eraera ottenutoottenuto daldal
contributocontributo didi piùpiù sostanzesostanze
coloranticoloranti.. InoltreInoltre possonopossono
essereessere presentipresenti sostanzesostanze nonnon
coloratecolorate aventiaventi altrealtre funzionifunzioni
(es(es.. leganti,leganti, conservanti)conservanti)



Separazione di coloranti porporaSeparazione di coloranti porpora

SeparazioneSeparazione perper PCPC didi estrattiestratti inin etanoloetanolo dada molluschimolluschi

II molluschimolluschi sonosono delledelle
speciespecie DicathaisDicathais orbita,orbita,
MurexMurex brandaris,brandaris, MurexMurex
trunculus,trunculus, PurpuraPurpura
haemastoma,haemastoma, MurexMurex
erinaceuserinaceus ee RapanaRapana
haemastoma,haemastoma, MurexMurex
erinaceuserinaceus ee RapanaRapana
bezoarbezoar,, tuttitutti impiegatiimpiegati inin
antichitàantichità perper ottenereottenere
coloranticoloranti porporaporpora.. II
valorivalori didi RfRf sonosono
confrontaticonfrontati concon unun
compostocomposto indigoide,indigoide, ilil
potassiopotassio indossilindossil solfatosolfato
(K(K..II..SS..,, aa sinistra)sinistra)



Cromatografia liquida su colonnaCromatografia liquida su colonna

II primiprimi esperimentoesperimento didi cromatografiacromatografia susu colonnacolonna
utilizzavanoutilizzavano colonnecolonne didi vetrovetro didi 11--55 cmcm didi diametrodiametro ee
lunghezzalunghezza finofino aa 55 metrimetri.. CiòCiò richiedevarichiedeva tempitempi
diseparazionediseparazione moltomolto lunghilunghi

AttualmenteAttualmente èè possibilepossibile realizzarerealizzare microcolonnemicrocolonne didi
pochipochi cmcm didi lunghezza,lunghezza, inin gradogrado didi separareseparare inin pochipochipochipochi cmcm didi lunghezza,lunghezza, inin gradogrado didi separareseparare inin pochipochi
minutiminuti moltemolte sostanzesostanze.. QuesteQueste colonnecolonne sonosono costituitecostituite
dada particelleparticelle didi 11--55 µmµm didi diametro,diametro, cheche richiedonorichiedono
pressionipressioni moltomolto altealte perper forzareforzare ilil passaggiopassaggio delladella fasefase
mobilemobile attraversoattraverso lala colonnacolonna.. PerPer sistemisistemi didi questoquesto
generegenere ilil terminetermine utilizzatoutilizzato èè cromatografiacromatografia liquidaliquida adad
elevateelevate prestazioniprestazioni oo elevateelevate pressionipressioni ((HPLCHPLC,, HighHigh
PerformancePerformance oo PressurePressure LiquidLiquid ChromatographyChromatography))



Strumentazione per HPLCStrumentazione per HPLC
UnUn cromatografocromatografo HPLCHPLC èè costitutocostituto dalledalle seguentiseguenti partiparti::

•• riservariserva didi solventisolventi:: unouno oo piùpiù solventisolventi cheche possonopossono
essereessere utilizzatiutilizzati singolarmentesingolarmente oo inin miscelamiscela

•• pompapompa concon pressionepressione finofino aa 400400 Atm,Atm,
flussoflusso stabilestabile tratra 00..11 ee 1010 ml/minml/min

•• sistemasistema didi iniezioneiniezione costituitocostituito
dada unauna valvolavalvola aa piùpiù vievie ee dada unun
circuitocircuito aa volumevolume fisso,fisso, oo looploop,,
nelnel qualequale sisi mettemette ilil campionecampionenelnel qualequale sisi mettemette ilil campionecampione

•• colonnacolonna cromatograficacromatografica
eded eventualeeventuale precolonnaprecolonna

•• rivelatorerivelatore perper monitoraremonitorare
gligli eluatieluati

•• PCPC perper gestiregestire ilil sistemasistema
ee ii datidati



Iniezione del campioneIniezione del campione
L’introduzioneL’introduzione deldel campionecampione èè realizzatarealizzata attraversoattraverso l’iniettore,l’iniettore,
costituitocostituito generalmentegeneralmente dada unauna valvolavalvola aa duedue posizioniposizioni:: unauna didi
caricocarico oo loadload,, inin cuicui ilil campionecampione puòpuò essereessere introdottointrodotto nelnel loop,loop, ee
unauna didi introduzioneintroduzione nelnel circuitocircuito dell’eluente,dell’eluente, oo injectinject

IlIl volumevolume deldel looploop puòpuò variarevariare tratra 1010 ee 250250 µlµl;; ciòciò comportacomporta unun
consumoconsumo delladella soluzionesoluzione didi campionecampione didi circacirca 11--22 mlml perchéperché èè
sempresempre necessarionecessario unun surplussurplus didi soluzionesoluzione perper avvinareavvinare benebene ilil looploop

LOADLOAD INJECTINJECT



Schema della valvola di iniezioneSchema della valvola di iniezione



Ottimizzazione della separazioneOttimizzazione della separazione

PerPer ottimizzareottimizzare lala separazioneseparazione cromatograficacromatografica èè necessarionecessario
trovaretrovare lele condizionicondizioni inin cuicui tuttitutti gligli analitianaliti sonosono sufficientementesufficientemente
separatiseparati.. QuestoQuesto sisi realizzarealizza variandovariando alcunialcuni parametriparametri delladella fasefase
mobilemobile finofino adad
ottenereottenere lala miscelamiscela
ottimaleottimale

Nell’esempioNell’esempio aa latolato èè
mostratomostrato comecome unaunamostratomostrato comecome unauna
separazioneseparazione possapossa
essereessere ottimizzataottimizzata
variandovariando ilil rapportorapporto
tratra solventesolvente
organicoorganico ee acqua,acqua,
cheche influenzainfluenza ilil
poterepotere eluenteeluente delladella
fasefase mobilemobile



Modalità di eluizioneModalità di eluizione

IlIl processoprocesso cromatograficocromatografico puòpuò essereessere condottocondotto inin
condizionicondizioni isocraticheisocratiche,, ovveroovvero mantenendomantenendo inalteratainalterata lala
composizionecomposizione delladella fasefase mobile,mobile, oppureoppure inin gradientegradiente sese
vieneviene modificatomodificato unouno oo piùpiù parametriparametri delladella fasefase mobilemobile

IlIl gradientegradiente puòpuò essereessere necessarionecessario sese lele condizionicondizioniIlIl gradientegradiente puòpuò essereessere necessarionecessario sese lele condizionicondizioni
isocraticheisocratiche nonnon garantisconogarantiscono unauna separazioneseparazione
efficienteefficiente perper tuttitutti gligli analitianaliti dada separare,separare, eses.. sese alcunialcuni
analitianaliti sonosono eluitieluiti concon tempitempi didi ritenzioneritenzione troppotroppo alti,alti,
oppureoppure sese èè necessarionecessario rallentarerallentare l’eluizionel’eluizione perper
separareseparare duedue oo piùpiù analitianaliti



Isocratica o gradiente?Isocratica o gradiente?

gradientegradiente
isocratica isocratica 

(meno forte)(meno forte)
isocratica isocratica 

(più forte)(più forte)



Rivelatori per HPLCRivelatori per HPLC
•• BulkBulk propertiesproperties:: sisi misuramisura unauna caratteristicacaratteristica delladella fasefase mobilemobile cheche

indirettamenteindirettamente rivelarivela gligli analitianaliti

•• SoluteSolute propertiesproperties:: sisi misuramisura unauna caratteristicacaratteristica deldel solutosoluto

•• SpettrofotometricoSpettrofotometrico UVUV--visibilevisibile:: ilil piùpiù comunecomune (quasi(quasi tuttetutte lele sostanzesostanze assorbonoassorbono
nell’UVnell’UV--vis),vis), misuramisura l’assorbanzal’assorbanza dell’eluatodell’eluato aa λλ fissafissa

•• SpettrofotometricoSpettrofotometrico UVUV--visibilevisibile concon DiodeDiode--arrayarray:: misuramisura l’assorbanzal’assorbanza dell’eluatodell’eluato
inin unun rangerange didi λλ,, restituendorestituendo inin ogniogni istanteistante lolo spettrospettro UVUV--visvis

•• SpettrofotometricoSpettrofotometrico IRIR:: pocopoco diffusodiffuso•• SpettrofotometricoSpettrofotometrico IRIR:: pocopoco diffusodiffuso

•• SpettrofluorimetricoSpettrofluorimetrico:: solosolo perper sostanzesostanze cheche fluoresconofluorescono (anche(anche concon
derivatizzazione),derivatizzazione), moltomolto piùpiù sensibilesensibile dell’UVdell’UV--visvis

•• aa IndiceIndice didi rifrazionerifrazione:: utilizzatoutilizzato perper zuccherizuccheri oo sostanzesostanze nonnon attiveattive nell’UVnell’UV--visvis

•• ElettrochimicoElettrochimico:: misuramisura lala correntecorrente generatagenerata adad unun elettrodoelettrodo sulsul qualequale avvieneavviene unauna
reazionereazione redoxredox cheche coinvolgecoinvolge l’analital’analita:: adattoadatto perper sostanzesostanze elettroattive,elettroattive,
sensibilitàsensibilità eccellenteeccellente

•• ConducimetricoConducimetrico:: misuramisura lala correntecorrente trasportatatrasportata dada ioniioni presentipresenti nell’eluato,nell’eluato, utileutile
perper sostanzesostanze ionicheioniche oo ionizzabiliionizzabili

•• SpettrometriaSpettrometria didi massamassa:: lala nuovanuova frontiera,frontiera, forniscefornisce inin ogniogni istanteistante lolo spettrospettro didi
massamassa dell’eluatodell’eluato



Rivelatore spettrofotometrico UVRivelatore spettrofotometrico UV--visibilevisibile

•• ilil rivelatorerivelatore piùpiù diffusodiffuso
(copre(copre piùpiù deldel 7070%% deidei
metodimetodi didi rivelazione)rivelazione)

•• basatobasato sull’assorbimentosull’assorbimento
didi luceluce nelnel rangerange UVUV--
visibilevisibile--NIRNIRvisibilevisibile--NIRNIR

•• sensibilesensibile aa moltissimemoltissime
sostanzesostanze organicheorganiche eded
inorganicheinorganiche (es(es.. 254254 nm)nm)

•• sensibilitàsensibilità tipicatipica:: 00..11 ppbppb

•• èè unun sistemasistema nonnon
distruttivodistruttivo (in(in sensosenso
analitico)analitico)



Gruppi cromoforiGruppi cromofori
CromoforoCromoforo FormulaFormula λλλλλλλλmaxmax (nm)(nm) εεεεεεεε

aldeidealdeide --CHOCHO 210210 1.5001.500

aminoamino --NHNH22 195195 2.8002.800

azoazo --N=NN=N-- 285285--400400 33--2525

bromurobromuro --BrBr 208208 300300

carbossilecarbossile --COOHCOOH 200200--210210 5050--7070

chetonechetone --C=OC=O 195195 1.0001.000

disolfurodisolfuro --SS--SS-- 194194 5.5005.500disolfurodisolfuro --SS--SS-- 194194 5.5005.500

estereestere --COORCOOR 205205 5050

etereetere --OO-- 185185 1.0001.000

etileneetilene --C=CC=C-- 190190 6.0006.000

fenilefenile --CC66HH55 202, 255202, 255

naftilenaftile --CC1212HH1111 220, 275220, 275

nitratonitrato --ONOONO22 270270 1212

nitritonitrito --ONOONO 220220--230230 1.0001.000--2.0002.000

nitrilenitrile --C=NC=N 160160 --

nitronitro --NONO22 210210 forteforte



Rivelatore DiodeRivelatore Diode--array (DAD)array (DAD)

•• misuramisura inin ogniogni istanteistante lolo spettrospettro UVUV--visibilevisibile dell’eluatodell’eluato
nell’intervallonell’intervallo desideratodesiderato

•• puòpuò fornirefornire informazioniinformazioni
strutturalistrutturali suglisugli analitianaliti
(database(database didi spettri)spettri)



Rivelatore a spettrometria di massaRivelatore a spettrometria di massa

•• ilil detectordetector finalefinale::
sensibile,sensibile, selettivoselettivo ee
universale,universale, puòpuò
permetterepermettere lala
caratterizzazionecaratterizzazione
chimicachimica deldel campionecampionechimicachimica deldel campionecampione

•• possibilitàpossibilità didi
discriminarediscriminare analitianaliti
coeluiticoeluiti inin modalitàmodalità
SIMSIM

•• sensibilitàsensibilità tipicatipica:: 00..11 ppbppb

•• limitatolimitato dall’interfacciadall’interfaccia ee dalladalla necessitànecessità didi rimuovererimuovere ilil solventesolvente daldal
campionecampione

•• gligli analitianaliti devonodevono essereessere ionizzabiliionizzabili



Esempio di spettro MSEsempio di spettro MS

SpettroSpettro didi massamassa delladella COCO22.. LoLo ioneione molecolaremolecolare comparecompare aa m/zm/z ==
4444 (C(C == 1212,, OO == 1616));;
gligli ioniioni frammentoframmento
compaionocompaiono aa m/zm/z ==
2828 (CO(CO++),), 1616 (O(O++)) ee
1212 (C(C++))

OltreOltre aa questiquestiOltreOltre aa questiquesti
segnalisegnali devonodevono
comparirecomparire ii picchipicchi
delledelle speciespecie
isotopicheisotopiche (es(es.. ii
frammentiframmenti cheche
contengonocontengono 1313CC
anzichéanziché 1212C)C)



Cromatogramma con rivelatore MSCromatogramma con rivelatore MS

L’informazioneL’informazione cheche sisi ottieneottiene daldal rivelatorerivelatore aa spettrometriaspettrometria didi
massamassa puòpuò essereessere gestitagestita inin modimodi diversidiversi::

•• nellanella modalitàmodalità TICTIC (Total(Total IonIon CurrentCurrent)) sisi misura,misura, inin ogniogni istanteistante
delladella corsacorsa cromatografica,cromatografica, lala correntecorrente ionicaionica totaletotale generatagenerata
daidai varivari ioniioni cheche sisi formanoformano daldal solutosoluto inin quell’istantequell’istantedaidai varivari ioniioni cheche sisi formanoformano daldal solutosoluto inin quell’istantequell’istante

•• nellanella modalitàmodalità SIMSIM (Single(Single IonIon MonitoringMonitoring)) sisi misuramisura ilil segnalesegnale aa
m/zm/z fissafissa;; ilil cromatogrammacromatogramma cheche sisi ottieneottiene indicaindica lala presenzapresenza
soltantosoltanto deidei solutisoluti daidai qualiquali sisi generagenera unun frammentoframmento aventeavente quelquel
valorevalore didi m/zm/z

•• inin ogniogni istanteistante deldel cromatogrammacromatogramma èè inoltreinoltre possibilepossibile avereavere lolo
spettrospettro didi massamassa didi ciòciò cheche stasta passandopassando inin quelquel momentomomento nellonello
spettrometrospettrometro didi massamassa



Applicazioni LCApplicazioni LC--MSMS

LeLe applicazioniapplicazioni delladella tecnicatecnica LCLC--MSMS inin campocampo
archeometricoarcheometrico risalgonorisalgono agliagli ultimiultimi duedue--tretre annianni ee
dimostranodimostrano quantoquanto lala tecnicatecnica siasia promettentepromettente..
MedianteMediante essaessa èè possibilepossibile affrontareaffrontare problemiproblemi
coinvolgenticoinvolgenti miscelemiscele complesse,complesse, ee risultarisulta quindiquindi didi
particolareparticolare aiutoaiuto nellanella caratterizzazionecaratterizzazione didi campionicampioni didi
naturanatura organica,organica, qualiquali residuiresidui alimentari,alimentari, umaniumani oo
particolareparticolare aiutoaiuto nellanella caratterizzazionecaratterizzazione didi campionicampioni didi
naturanatura organica,organica, qualiquali residuiresidui alimentari,alimentari, umaniumani oo
animali,animali, legantileganti ee vernici,vernici, sostanzesostanze naturali,naturali, eccecc..

OltreOltre alal poterepotere diagnostico,diagnostico, lala spettrometriaspettrometria didi massamassa
garantiscegarantisce unauna sensibilitàsensibilità elevatissima,elevatissima, cheche permettepermette didi
minimizzareminimizzare ilil consumoconsumo didi campionecampione richiestorichiesto perper
l’analisil’analisi



Cromatografia ionicaCromatografia ionica

SebbeneSebbene lala maggiormaggior parteparte delledelle tecnichetecniche cromatografichecromatografiche siasia
rivoltarivolta allaalla determinazionedeterminazione didi sostanzesostanze organicheorganiche neutre,neutre, esisteesiste
unauna tecnicatecnica cheche èè utilizzatautilizzata specificamentespecificamente perper lala separazioneseparazione ee
identificazioneidentificazione didi sostanzesostanze ionicheioniche oo ionizzabiliionizzabili:: lala cromatografiacromatografia
ionicaionica (IC,(IC, IonIon Chromatography)Chromatography).. QuestaQuesta tecnicatecnica èè basatabasata susu
equilibriequilibri didi scambioscambio cheche sisi realizzanorealizzano tratra ioniioni presentipresenti inin soluzionesoluzione
ee ioniioni fissatifissati susu unun supportosupporto solido,solido, secondosecondo lele reazionireazioniee ioniioni fissatifissati susu unun supportosupporto solido,solido, secondosecondo lele reazionireazioni

RR--SOSO33
--NaNa++ + H+ H++ ↔↔ RR--SOSO33

--HH++ + Na+ Na++

RR--NHNH33
++OHOH-- + Cl+ Cl-- ↔↔ RR--NHNH33

++ClCl-- + OH+ OH--

LaLa primaprima reazionereazione èè unouno scambioscambio cationicocationico,, lala secondaseconda èè unouno
scambioscambio anionicoanionico



Cromatografia ionicaCromatografia ionica

NellaNella cromatografiacromatografia ionicaionica lala fasefase stazionariastazionaria èè unun solidosolido
contenentecontenente gruppigruppi ionizzatiionizzati (es(es.. --SOSO33

--,, --NHNH33
++)) concon ii rispettivirispettivi

controioni,controioni, mentrementre lala fasefase mobilemobile èè unauna soluzionesoluzione contenentecontenente ioniioni
cheche sonosono inin gradogrado didi competerecompetere concon gligli ioniioni presentipresenti nelnel campionecampione
perper ii sitisiti carichicarichi delladella fasefase stazionariastazionaria

MentreMentre l’interazionel’interazione tratra solutisoluti ee fasefase stazionariastazionaria èè basatabasata
sull’attrazionesull’attrazione coulombianacoulombiana tratra carichecariche didi segnosegno opposto,opposto, lalasull’attrazionesull’attrazione coulombianacoulombiana tratra carichecariche didi segnosegno opposto,opposto, lala
separazioneseparazione èè garantitagarantita dalladalla competizionecompetizione tratra solutisoluti ee fasefase mobilemobile

AttraversoAttraverso lala sceltascelta opportunaopportuna deldel sistemasistema fasefase mobilemobile -- fasefase
stazionariastazionaria èè possibilepossibile separareseparare sostanzesostanze ionicheioniche oo ionizzabili,ionizzabili, siasia
inorganicheinorganiche cheche organicheorganiche

II rivelatoririvelatori impiegatiimpiegati nellanella cromatografiacromatografia ionicaionica possonopossono essereessere
quelliquelli convenzionaliconvenzionali perper cromatografiacromatografia liquida,liquida, mama normalmentenormalmente sisi
impiegaimpiega ilil rivelatorerivelatore aa conducibilità,conducibilità, specificospecifico perper sostanzesostanze ionicheioniche



Selezione della tecnica HPLCSelezione della tecnica HPLC



GascromatografiaGascromatografia

LaLa gascromatografiagascromatografia èè impiegataimpiegata perper lala separazioneseparazione didi
sostanzesostanze volatilivolatili.. SiSi prestapresta menomeno facilmentefacilmente aa misuremisure
quantitativequantitative rispettorispetto allaalla LC,LC, inin compensocompenso haha maggiorimaggiori
potenzialitàpotenzialità daldal puntopunto didi vistavista diagnosticodiagnostico.. SiSi possonopossono
separareseparare sostanzesostanze appartenentiappartenenti aa varievarie classiclassi tratra cui,cui, didi
interesseinteresse archeometricoarcheometrico::interesseinteresse archeometricoarcheometrico::

•• aromiaromi (terpeni,(terpeni, esteri)esteri)

•• idrocarburiidrocarburi aa catenacatena cortacorta

•• acidiacidi carbossilicicarbossilici

•• composticomposti didi interesseinteresse biochimicobiochimico



GascromatografiaGascromatografia

NellaNella gascromatografiagascromatografia ilil campionecampione èè vaporizzatovaporizzato ee poipoi
iniettatoiniettato inin colonnacolonna;; unun gasgas costituiscecostituisce lala fasefase mobilemobile
mama inin questoquesto casocaso nonnon haha alcunaalcuna interazioneinterazione concon ii solutisoluti
inin quantoquanto agisceagisce soltantosoltanto dada carriercarrier,, cioècioè trasportatrasporta ii
solutisoluti lungolungo lala colonnacolonna

II composticomposti iniettabiliiniettabili inin unun sistemasistema GCGC devonodevono avereavere TTebeb

<< 300300°°CC ee nonnon devonodevono essereessere termolabilitermolabili,, ovveroovvero nonnon
devonodevono degradarsidegradarsi perper effettoeffetto delladella temperatura,temperatura, penapena
l’impossibilitàl’impossibilità didi riconoscerliriconoscerli nelnel campionecampione



GascromatografiaGascromatografia

•• GasGas--liquidoliquido

•• supportosupporto inerteinerte solidosolido

•• liquidoliquido nonnon volatile,volatile, legatolegato covalentementecovalentemente

•• meccanismomeccanismo didi ripartizioneripartizione

•• moltissimemoltissime applicazioniapplicazioni•• moltissimemoltissime applicazioniapplicazioni

•• GasGas--solidosolido

•• fasifasi stazionariestazionarie didi silice,silice, alluminaallumina oo carbonecarbone

•• meccanismomeccanismo didi adsorbimentoadsorbimento

•• adattaadatta perper lala separazioneseparazione didi gasgas permanentipermanenti ((HH22,, He,He, Ar,Ar, OO22,,
NN22,, COCO)) oo idrocarburiidrocarburi aa bassobasso puntopunto didi ebollizioneebollizione



Schema di un GCSchema di un GC



Colonne per gascromatografiaColonne per gascromatografia

•• ColonneColonne impaccateimpaccate

•• contcontengonoengono unun supportosupporto solidosolido inerte,inerte, finementefinemente suddivisosuddiviso
(com(comumenteumente basatobasato susu terraterra didi diatomeediatomee)),, ricopertoricoperto didi fasefase
stazionariastazionaria liquidaliquida

•• ColonneColonne capillaricapillari•• ColonneColonne capillaricapillari

•• WCOTWCOT (Wall(Wall CoatedCoated OpenOpen Tubular),Tubular), stratostrato sottilesottile didi fasefase liquidaliquida ((11
µm)µm) depositatodepositato sullasulla superficiesuperficie

•• SCOTSCOT (Support(Support CoatedCoated OpenOpen Tubular),Tubular), stratostrato porosoporoso creatocreato sullesulle
paretipareti delladella colonnacolonna perper trattamentotrattamento oo deposizionedeposizione chimicachimica

•• PLOTPLOT (Porous(Porous LayerLayer OpenOpen Tubular),Tubular), stratostrato porosoporoso polimericopolimerico oo
inorganicoinorganico cheche fungefunge dada fasefase stazionariastazionaria perper unauna cromatografiacromatografia didi
adsorbimentoadsorbimento



Confronto tra colonne impaccate e capillariConfronto tra colonne impaccate e capillari

LeLe colonnecolonne capillaricapillari
possonopossono essereessere lunghelunghe
finofino aa 100100 mm ee hannohanno
quindiquindi unun numeronumero didi piattipiatti
teoriciteorici enormementeenormemente piùpiù
elevatoelevato rispettorispetto allealle
colonnecolonne impaccateimpaccate..colonnecolonne impaccateimpaccate..
QuestaQuesta differenzadifferenza èè
esemplificataesemplificata nellanella figurafigura
aa latolato (in(in altoalto separazioneseparazione
concon colonnacolonna capillare,capillare, inin
bassobasso lala stessastessa
separazioneseparazione concon colonnacolonna
impaccata)impaccata)



Rivelatori per GCRivelatori per GC

•• aa conducibilitàconducibilità termicatermica (TCD)(TCD)

•• aa ionizzazioneionizzazione didi fiammafiamma (FID)(FID)

•• aa catturacattura didi elettronielettroni (ECD)(ECD)

•• aa conducibilitàconducibilità elettroliticaelettrolitica
(ELCD)(ELCD)

•• amperometricoamperometrico perper lolo zolfozolfo

UnoUno deidei puntipunti didi forzaforza delladella
tecnicatecnica GCGC èè lala grandegrande varietàvarietà
deidei rivelatoririvelatori disponibilidisponibili.. AlcuniAlcuni
sonosono aspecificiaspecifici ee quindiquindi didi usouso
generalegenerale (TCD,(TCD, FID),FID), altrialtri sonosono
inveceinvece moltomolto specificispecifici (AED,(AED,
ASD)ASD).. QuelliQuelli universalmenteuniversalmente
accettatiaccettati sonosono TCDTCD eded FID,FID, mama èè•• amperometricoamperometrico perper lolo zolfozolfo

(ASD)(ASD)

•• termoionicotermoionico (TID(TID oo NPD)NPD)

•• fotometricofotometrico aa fiammafiamma (FPD)(FPD)

•• aa fotoionizzazionefotoionizzazione (PID)(PID)

•• adad emissioneemissione atomicaatomica (AED)(AED)

•• aa chemiluminescenzachemiluminescenza

•• spettrometriaspettrometria didi massamassa (MS)(MS)

accettatiaccettati sonosono TCDTCD eded FID,FID, mama èè
sempresempre piùpiù diffusodiffuso l’impiegol’impiego deldel
rivelatorerivelatore aa spettrometriaspettrometria didi
massamassa (MS)(MS)

UnUn aspettoaspetto dada considerareconsiderare nellanella
sceltascelta deldel rivelatorerivelatore èè verificareverificare
sese èè distruttivodistruttivo oo nono:: nelnel secondosecondo
casocaso puòpuò essereessere interessanteinteressante
metteremettere inin serieserie piùpiù rivelatoririvelatori
(es(es.. TCDTCD ee MS)MS)



Rivelatore a spettrometria di massaRivelatore a spettrometria di massa
QuestoQuesto rivelatorerivelatore impiegaimpiega unouno spettrometrospettrometro didi massamassa.. ComeCome nelnel casocaso
dell’LCdell’LC--MS,MS, l’analital’analita èè ionizzatoionizzato e/oe/o frammentatoframmentato ee sisi ottieneottiene ilil suosuo
spettrospettro m/zm/z.. L’interfacciamentoL’interfacciamento GCGC--MSMS èè ormaiormai piùpiù cheche consolidato,consolidato, inin
quantoquanto l’eluatol’eluato inin fasefase gassosagassosa ponepone assaiassai menomeno problemiproblemi sese immessoimmesso inin unun
sistemasistema adad altoalto vuotovuoto.. IlIl riconoscimentoriconoscimento deglidegli analitianaliti èè aiutatoaiutato daidai
databasedatabase didi spettrispettri didi massamassa cheche possonopossono contenerecontenere finofino aa 250250..000000
sostanzesostanze diversediverse



Esempio di cromatogramma GCEsempio di cromatogramma GC--MSMS
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Spettro di massaSpettro di massa
QuestoQuesto rivelatorerivelatore impiegaimpiega unouno spettrometrospettrometro didi massamassa.. ComeCome nelnel casocaso
dell’LCdell’LC--MS,MS, l’analital’analita èè ionizzatoionizzato e/oe/o frammentatoframmentato ee sisi ottieneottiene ilil suosuo
spettrospettro m/zm/z.. L’interfacciamentoL’interfacciamento GCGC--MSMS èè ormaiormai piùpiù cheche consolidato,consolidato, inin
quantoquanto l’eluatol’eluato inin fasefase gassosagassosa ponepone assaiassai menomeno problemiproblemi sese immessoimmesso inin unun
sistemasistema adad altoalto vuotovuoto.. IlIl riconoscimentoriconoscimento deglidegli analitianaliti èè aiutatoaiutato daidai
databasedatabase didi spettrispettri didi massamassa cheche possonopossono contenerecontenere finofino aa 250250..000000
sostanzesostanze diversediverse



Strumenti GCStrumenti GC--MSMS

Esempi di strumenti GCEsempi di strumenti GC--MSMS

GCGC--MS da bancoMS da banco

GCGC--MS portatileMS portatile



Cromatografia Fluida SupercriticaCromatografia Fluida Supercritica

•• sisi utilizzautilizza comecome fasefase mobilemobile unun fluidofluido supercriticosupercritico (cioè(cioè portatoportato
alal didi soprasopra delladella temperaturatemperatura critica,critica, Tc,Tc, soprasopra lala qualequale unauna
sostanzasostanza nonnon puòpuò piùpiù essereessere trasformatatrasformata inin unun liquido),liquido), aventeavente
caratteristichecaratteristiche fisichefisiche intermedieintermedie tratra ii liquidiliquidi ee ii gasgas::

•• maggioremaggiore densitàdensità rispettorispetto aiai gasgas

•• minoreminore viscositàviscosità rispettorispetto aiai liquidiliquidi

•• fluidifluidi supercriticisupercritici impiegatiimpiegati
inin cromatografiacromatografia::

•• COCO22,, TcTc == 3131°°CC

•• CC22HH66,, TcTc == 3232°°CC

•• NN22O,O, TcTc == 3737°°CC

•• altoalto poterepotere solubilizzantesolubilizzante



Caratteristiche della SFCCaratteristiche della SFC

•• èè utileutile inin particolareparticolare perper analizzareanalizzare composticomposti cheche nonnon possonopossono
essereessere determinatideterminati concon GCGC oo LCLC ((2525%% deidei problemiproblemi analitici)analitici)::

•• composticomposti nonnon volatilivolatili

•• composticomposti termicamentetermicamente instabiliinstabili

•• composticomposti nonnon rivelabilirivelabili concon ii normalinormali rivelatoririvelatori perper LCLC•• composticomposti nonnon rivelabilirivelabili concon ii normalinormali rivelatoririvelatori perper LCLC

•• lala strumentazionestrumentazione èè similesimile aa quellequelle perper GCGC oo LCLC;; necessitanecessita didi
controllocontrollo accuratoaccurato delladella temperaturatemperatura

•• fasifasi mobilimobili analogheanaloghe aa quellequelle perper HPLCHPLC inin ripartizioneripartizione

•• l’eluatol’eluato sisi rivelarivela comecome gasgas ⇒⇒ rivelatoririvelatori FID,FID, MSMS
(interfacciamento(interfacciamento semplice),semplice), TCD,TCD, ECDECD



Applicazioni della SFCApplicazioni della SFC

•• separazioneseparazione didi molecolemolecole adad altoalto PMPM (fino(fino aa 101055),),
sostanzesostanze naturali,naturali, residuiresidui didi alimenti,alimenti, eccecc..

•• COCO22 supercriticosupercritico puòpuò solubilizzaresolubilizzare alcanialcani CC55--CC4040 ee PAHPAH

separazioneseparazione didi
polietilenipolietileni oligomericioligomerici
concon gradientegradiente didi
pressionepressione



RiassumendoRiassumendo

•• analitianaliti volatilivolatili oo volatilizzabili,volatilizzabili, termicamentetermicamente stabili,stabili, nonnon ioniciionici

⇓⇓

GascromatografiaGascromatografia

•• analitianaliti nonnon volatilivolatili oo pocopoco volatili,volatili, ionici,ionici, ionizzabiliionizzabili oo nonnon ionici,ionici,
termicamentetermicamente instabiliinstabilitermicamentetermicamente instabiliinstabili

⇓⇓

Cromatografia liquidaCromatografia liquida

•• analitianaliti nonnon volatilivolatili oo termicamentetermicamente instabiliinstabili mama nonnon rivelabilirivelabili daidai comunicomuni
detectordetector perper LCLC

⇓⇓

Cromatografia fluida supercriticaCromatografia fluida supercritica



GC, LC o SFC?GC, LC o SFC?
•• CaratteristicheCaratteristiche comunicomuni

•• efficientiefficienti ee altamentealtamente selettiveselettive;; nonnon distruttivedistruttive (in(in sensosenso analitico)analitico);;
possonopossono essereessere quantitativequantitative

•• VantaggiVantaggi delladella GCGC

•• rapidarapida;; risoluzionerisoluzione eccezionaleeccezionale;; facilmentefacilmente interfacciabileinterfacciabile concon MSMS

•• VantaggiVantaggi delladella LCLC

•• determinazionedeterminazione didi speciespecie nonnon volatilivolatili oo termicamentetermicamente instabili,instabili, speciespecie
ionicheioniche inorganicheinorganiche

•• VantaggiVantaggi delladella SFCSFC

•• caratteristichecaratteristiche intermedieintermedie tratra GCGC eded LCLC


