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Figura 12,21 Elettroforesi capitlare di cinque peptidi correlati strutturalmente, La lunghezza della colonna
era di 100 cm e il voltaggio di separazione di 50 kV. I peptidi sono stati rilevati in base alla loro assorbanza
nell'ultraviotetto a 200 nm.

Peptide

i Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg

2 Met-Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg
3 Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg

4 Ser-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg

5 lie-Ser-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg

[Per gentile concessione di Patrick Camilleri e George Okafo, SmithKline Beecham Pharmaceuticals Ltd.}

cendo nel tampone un tensioattivo come 'SDS, Al di sopra di una certa concentrazione, alcune
molecole di tensioattivo si agglomerano formando micelle che, sotto Pinfluenza del campo elet-
trico applicato, migreranno verso 'elettrodo appropriato. I solutl interagiranno e verranno ri-
partiti tra le micelle in movimento, Un soluto che Interagisce fortements raggiungera il rivela-
tore dopo uno che intergisce in modo pit debole, Questo metado & noto come elettroforesi
capillare micellare elettrocinetica (MECC, Micellular Electrokinetic Capillary Electrophoresis).
Poiché anche i soluti ionici migreranno sotto Fazione del campo elettrico, la separazione otte-
nuta con fa MECC ¢ dovuta a una combinazione dell’elettroforesi ¢ della cromatografia,

In origine gli sviluppi del’elettroforesi capillare si erana concentrati sulla sepatazione dei
peptidi ¢ delle proteine; in anni recenti questa tecnica & stata applicata con successo alla sepa-
razione di una gamma di altre molecole biologiche. Di seguito vengono forniti alcuni esempi.

In passato, I'analisi dei peptidi veniva eseguita di routine utilizzando 'HPLC a fase inversa,
raggiungendo la separazione in base alle differenze di idrofobicitd dei vari peptidi. Anche
la separazione dei peptidi mediante elettroforesl capillare & ormai diventata un’analisi di
routine ed & particolarmente utile, per esempio, come strumento di controllo detla qualith
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{purezza) di peptidi e proteine prodotti con 'HPLC preparativa, La figura 12.21 illustra
I'impressionante grado di separazione che si rlesce a ottenere per peptidi con strutture ve-
‘ramente simili: )

Per una grande varieta di applicazioni & necessario usare degli oligadesossiribonucleotidi sin-
tetici con un'elevata purezza: tra questi & incluso I'uso di sonde di ibridizzazione nella dia-
gnostica e negli esperimenti di clonaggio dei geni, Puso di primer per il sequenziamento
del DNA e nella reazione polimerasica a catena (PCR, Polymerase Chain Reaction), I'uso

- nelta mutagenesi sito diretta e 'uso come terapeutico di sequenze antisenso. Per esempio,
I'analisi di un oligonucleutide antisenso 18-mer contenente frammenti contaminanti {da
8-mer a 17-mer) si pud ottenere in soli 5 minuti.

Con T'elettroforesi capillare si possono identificare mutazieni puntiformi nel DNA, come
quelli che si riscontranc in molte patologie umane,

L'elettroforesi capillare pud essere utilizzata per quantificare il DNA. Per esempio, I'analisi CE
dei prodotti PCR da HIV-1 ha permesso l'identificazione di 200 000-500 000 particelle vi-
rali per centimetro cubo di siero,

I composti chirali possono essere tisolti usando 'elettroforesi capillare. Molte ricerche sono
state eseguite in soluzione libera usando ¢iclodestrine come selettori chirali,

Numerose piccole molecole, farmaci e metabolitl possono essere misurati in soluzion fisio-
logiche come ['utina ¢ il siero. Tra questi sono inclusi aminoacidi (oltre 50 sono stati tro-
vati neftl'urina), nucleotidi, nucleosidi, basi, anioni come cloturo e solfato (NO3 ¢ NO3
possono essere separati nel plasma umano) e cationi come Ca?* e Fe¥*,

12.6 Parole chiave

elettroforesi a flusso continua

anfoliti Isotacoforest
anticorpo primario elettroforesi bidimensionale sugel  mobilitd elettroforetica
" anticorpo secondario di poliacrilammide proteoma
blotting delle proteine cletroforesi capillare Pulsed-field gel electrophoresis
capiflary blotting elettroforesi in condizioni silver stain

catalisi radicalica

chemioluminescenza intensificata

colorazione ad atgento (silver
stain)

densitometris a scanslone

elettroblotting

elettroetulrione

elettroendoasmosi

12,7 Problemi

DOMANDA 1

native
elettroforesi su gel .
di poliacritammide con sodio
dodecilsolfato (SDS-PAGE)
fotopolimerizzazione
gel di isnpaccamento
gelin gradiente
isoelettrofocalizzazione

sistemni di documentazione
su gel

stacking gel

submarine gel

submerged gel

tag di sequenza

Western blot

zimogramma

La tabella seguente 1nostra la distanza percorsa in un gel di poliacrilammide contenente
SDS da una serie di proteine di riferimento di massa molecolare relativa nota {(M,}. Una pro-
telna X putificata di recente, fatta correre sullo stesso gel, mostra una singola banda che per-
corre una distanza pari a 45 mm. Costruite un grafico di calibrazione del log M, in funzione
della distanza percorsa per ciascuna defle proteine di riferimento, quindi determinare la M,

della proteina X,




614 ‘ METOBOLOGIA BIOCHIMICA
Proteine M, Distanza percorsa (mmy)
Transferrina 78000 6.0

Albumina da siero bovino 66000 12,5

Ovoalbumina (albumina del{'uove) 45000 32,0
Gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi 36000 38.0

Antdrasi carbonlca 29000 50.0

Tripsinogena 24 000 54.0

Inibitore della tripsina della soia 20 100 61.0

B-Lactogiobulina 18 400" £9.0

Mioglobina 17 800 69,0

Lisozima 14300 79.0

Citocromo ¢ 12 400 86,5

* Nota: ba B-lactoglobulina ha una massa malecolare 36 800, ma ¢ un dimere di due unit identiche di massa molecolare 18400,
In condizloni riducenti presenti nel tampone del campicne, i ponti disolfuro che collegano le subunitd vengono ridutti ¢ le ca-
tene monomeriche vengono separate sul gel.

RISFOSTA

Dol grafico si dovrebbe riuscire a determinare una massa molecolare relativa per la protei-
na X di circa 31 000, $i noti che questo metodo ha un'accuratezza di £ 10%, per cuila risposta
¢31000 £ 3100,
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CAPITOLO 13

Tecniche cromatografiche

13.t Introduzione
13.1.1 Coefficienti di distribuzione

1] botanico russo Mikhail Tswett & considerato il primo aa aver sviluppato una tecnica
di separazione che adesso riconosciamo come una forma di cromatografia. Nel 1903 egli
ottenne con successo la separazione di una miscela di pigmenti detle piante wiilizeando
una colonna di carbonato di calcio e, durante questo processo, fu il primo ad accorgersi
che la clorofilla non & un singole composto chimico. Le moderne tecniche cromatografi-
che si presentano in forme multiple, la maggioranza delle quali pud esserc automatizzata
e ndattata per trattare quantita molto grandi o molto piccole di sostanze da separare e pu-
rificare.

La base di tutte le forme di cromatografia & il coefficiente di partizione o distribuzione
{Ky), che descrive il modo In cui un composto si distribuisce tra due fasi immiscibili, Per due
fasi immiscibili A e B, il valore del coeffigiente & una costante a una data temperatura ed & dato
dall’espressione;

concentrazione nella fase A _ ,, (13.1)
concentrazione nella fase B '

1l coefficiente effettivo di distribuzione viene definito come la quantita totale, distinta dalla
concentrazione, di sostanza presente in una fase divisa per la quantita totale presente nell'al-
tra: &, in pratica, il coefficiente di distribuzione moltiplicato per il rapporto dei volumi delle
due Fasi presenti. Se # coefficiente di distribuzione di un composto tradue fasiAeB2 1 e se
questo composto & distribuito tra 10 cm? di A e 1 cm? di B, la concentrazione nelle due fasi
sara la stessa, ma la quantita totale del composto nella fase A sard 10 volte superiore a quella
nclla fase B,

In generale, tutti i sistemi cromatografici sono costituiti da una fase stazionaria, che pud
essere un solido, un gel, un liquido o una miscela solidofliquida e che & immobilizzata, e una
fase mobile, che pud essere liquida o gassosa e che fluisce sopra o attraverso la fase stazionaria,
La scelta della fase stazionaria ¢ di quella mobile viene escguita in modo tale che i composti
che devono essere separati abbiano diversi coefficienti di distribuzione. Questo pud essere ot-
tenuto con

1) un equilibrio di adsorbimento tra una fase stazionaria solida ¢ una fase mobile liquida
{cromatografia di adsorbimento, cromatografia ad interazione idrofobica);
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2) un equilibrio di partizione tra una fase stazionaria liquida e una fase mobile liquida o gas-
sosa (cromatografia di partizione, cromatografia in fase inversa, cromatografia per accop-
piamento jonico, cromatografia chirale, cromatografia di partizione gas-liquida, cromato-
grafia controcotrente);

3) un equilibrio di scambio ionico tra uno scambiatore ionico stazionario e una fase elettro-
litica mobile (cromatografia a scambio ionico, cromatofocalizzazione);

4) un equilibrio tra una fase liquida intrappolata all’interno def pori di una struttura stazio-
naria porosa e una fase liquida mobile (cromatografia a esclusione molecolare o cromato-
grafia per permeazione su gel};

5) un equilibrio tra un ligando stazionario immobilizzato e una fase liguida mobile {croma-
{ografia per affinit, cromatografia di immunocaffinity, cromatografia di affinitd per lecti-
ne, cromatografia di affinit per chelazione di metalli, cromatografia per legame a coloran-
ti, cromatografia covalente),

In pratica & abbastanza comune che due o pits di questi equilibri siano coinvolti simulta-
neamente in una particolare separazione cromatografica,

13.1.2 Tipi di cromatografia

Le separazioni cromatografiche possono essere ottenute con due tecniche di base,

1. Cromatografia su colonna, in cui la fase stazionaria, attaccata a una matrice adatta (un sup-
porto jnerte ¢ insolubile), & impaccata in una colonna di vetro o di metallo ¢ 1a fase mobile
pussa attraverso la colonna per gravitd o usando un sistema di pompaggio oppure appli-
cando un gas sotto pressione. Questo ¢ il metodo cromatografico usato pit comunemente.
Cromatografia su strato sottile o planare, in cui 1a fase stazionaria, attaccata a una matrice
adatta, ricopre di uno strato sottile una superficie di vetro, plastica o metallo. La fase mo-
bite liquida passa attraverso lo strato sottile, in posizione orizzontale o verticale, per capil-
larita, Questo metodo cromatografico ha, rispetto al precedente, il vantaggio pratico di
consentire lo studio simultaneo di numerosi campioni, La cromatografia planare include
quella su carta in cui la fase liquida stazionaria & supportata dalle fibre di cellulosa di un
foglio di carta. Come per la cromatografia su strato sottile, la fase mobile attraversa la fase
stazionaria immobilizzata per capillarith, Questa forma di cromatografia & una delle pili
vecchie e oggl ha veramente poche applicazioni biologiche,

Le due tecniche cromatografiche possono essere suddivise in base alla modalita di svilup-
po. Con cid «i si riferisce al modo in cul il campione e la fase mobile sono applicati alla fase
stazionaria.

Nella modalita di sviluppo zonale o per eluizione, it campione viene disciolto in un solven-
te adatto e applicato alla fage stazionaria come una banda stretta e discreta. La fase mobile, a
cui <l si riferisce comunemente come eluente e che consiste normalmente di un solvente or-
ganico o di una miscela di solventi possibilmente contenenti un sistema tampone acquoso,
viene fatta scorrere continuamente sulla fase stazionaria, il che determina la progressiva sepa-
razione del campione nei suoi componenti (analiti), Gli analiti con la solubilita pit alta nella
fase mobile si muoveranno pit velocemente attraverso la fase stazionaria, Per facilitare la se-
parazione, la composizione della f2se mobile pud essere cambiata gradualmente, per esempio

2
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rispetto al pH o alla polarit. Una separazione zonale che ha successo permette Pottenimento
di campioni puri di tutti gli analiti ed 2 la forma pih comune di cromatografia, Quando un
particolare analita & stato rimosso dalla colonna dalla fase mobile si dice che & stato eluito.

Nella modalita di sviluppo per simozione o affinit), il campione 2 ancora applicato alla fase
stazionaria come una banda definita, ma la separazione degli analiti & raggiunta non in base
alle caratteristiche fisiche della fase maobile, bensl in base al faito che essa contiene un soluto
specifico avente un'affinit per la fase stazionaria pit alta di quella deghi analiti, Pereid, quan-
do viene aggiunta la fase mabile, tale agente sostituisce gli analiti nella fase stazionaria in mo-
do competitivo ¢ questo ha come risultato il loro movimento lungo la fase stazionaria ¢
Peventuale eluizione dalla colonna in ordine secondo la loro affinitd con la fase stazionaria:
quelli con la pitt bagsa affinith sl muoveranno pil velocemente,

Nella modalita di sviluppo frontale il campione viene aggiunto in continuazione alla fase
stazionaria: cosi facendo, si forzano gli analiti lungo la fase stazionaria in ordine secondo la
loro affinith per essa. L’analita con la piti bassa affinita si accumula sul fronte delta banda del
campione che si muove e, mentre un campione puro di esso pud essere isolato, non st posso-
no altrettanto ottenere campioni puri degli altri analiti. In pratica, la tecnica & effettivamente
ristretta all’analisi di singole tracce di impuritd in un campione altrimenti puro,

13.1.3 Prestazioni della cromatografia su colonna

1t principio di una separazione cromatografica su colonna pud essere descritto considerando
una colonna impaccata con uba fase stazionaria solida granulare di altezza pari a 5 em, circon-
dala da una fase liquida mobile in ragione di 1 em? per ¢m di colonna, come mostrato nella fi-
gura 13.1. Se 32 pg di un composto sono aggiunt alla colonna in 1 cm? di fase mobile, allora,
quando questo volume occupa la posizione A, | cm? di fase mobile uscird dalla base della colon-
na. Se il composto aggiunto ha un coefficiente effettivo di distribuzione di 1, f distribuira ugual-
mente tra la fase solida e liquida (stadio 1). Se viene intradotto nella colonna un altro ¢m? di fase
mobile, la fase mobile nella sezione A passera in B, portandosi dietro 16 pg di composto e la-
sciando in A gli altri 16 g (stadio 2. Sia in A sia in B, avverrs una ridistribuzione del composte
inmodo che ci siano 8 pig nella fase mobile e 8 ig nella fase solida. L'ulteriore aggiunta di 1 cm?
di fase mobile alla colonna sposta in B la fase mobile in A ¢ in C quella in B, dando la distribu-
zione del composto mostrata nello stadio 3. L'ulteriore aggiunta di 1 em? di fase mobile porta
alla distribuzione corrispondente allo stadio 4 e un altro ¢m® a quella mostrata nello stadio 5.

E evidente che, dopo un numero relativamente piccolo di equilibramenti, it composto si distri-
buisce simmetricamente all'interno di una banda. Alls stesso modo dovrebbe essere evidente che,
s¢ una miscela di due components, uno con coefliciente di distribuzione par a 1 e P'altro a 100,
viene aggiunta alla colonna, essa si separerd rapidamente in due bande distinte, In una colonna
cromatografica reale avviene un grande numero di equilibramenti man mano che fa fase mobile
scende lungo la colonna come risultato dell’aggiunta di ulteriore fase mobile in cima alla colonna.,

Un tipico sistema cromatografico su colonna, che utilizza una fase mobile liquida, presen-
ta 1 seguenti elementi: una colonna, un serbatoio per la fase mobile e un sistema di trasporto
di questa alla colonnas, un rivelatore per identificare i composti separati (analiti) man mano
che emergono nel'eluato che lascia la colonna, un registratore e un raccoglitore di frazioni
{Fig. 13.2), Il rivelatore ¢ il registratore danno un tracciato continuo della presenza degli ana-
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Figura 13.1 Principio della separazione cromatografica su colonna,

liti nell'effluente in base a qualche parametro fisico, per esempio I'assorbimento nell'ultravie-
letto, Ogni analita separato viene rappresentato come un picco sulla carta del registratore e il
ruccoglitore di frazioni permette di raccogliere ogni singolo analita separatamente per stu-
diarlo ulteriormente, se necessario, La cromatografia liquida su colonna pub essere suddivisa
in base alla pressione generata nella colonna durante il processo di separazione: nella croma-
tografia liquida a bassa pressione (LPLC, Low Pressure Liquid Chromatography) si generano
pressioni inferiori a 5 bar (1 bar = 14.5 Ibfin. “? = 0.1 MPa), poiché ¢’2 una piccola resistenza
al flusso del solvente, dovuta alla natura fisica della fase stazionaria; nella cromatografia liqui-
da a media pressione (MPLC, Medium Pressure Liguid Chromatograply) si generano pressioni
trai6 el 50 bar e in quella ad alta pressione (HPLC, High Pressure Liquid Chromatography)
pressioni che superano i 50 bar, In pratica le differenze tra 'MPLC ¢ PHPLC sono spesso in-
significanti e la loro strumentazione e le loro procedure sono pressoché identiche. Entrambe
forniscono risoluzioni eccellenti, percio lespressione cromatografia liquida ad alta risoluzio-
ne viene adottata per entrambe, in quanto descrive meglio le caratteristiche cromatografiche
delle due tecniche ed elimina 'idea sbagliata che sia principalmente "alta pressione responsa-
bile della cromatografia ad alta risoluzione.

13,2 Teoria e pratica della cromatografia

13.2.1 Introduzione

1L successo della separazione cromatografica degli analiti in una miscela dipende dalla scel-
ta della forma di cromatografia pilt appropriata, seguita dall'ottimizzazione delle condizioni
sperimentali associate alla separazione. L'ottimizzazione richiede una profonda conoscenza
sia dei processi che avvengono durante la separazione e lo sviluppo sia del calcolo di un gran-
de numero di parametri sperimentali che caratterizzano il comportamento di ciascun analita
nella miscela,

In qualsiasi separazione cromatografica avvengono allo stesso tempo due processi che in-
fluiscono sul comportamento di ciascun analita e quindi sul successo della separazione. 1l pri-
mo coinvolge i meccanismi di base che definiscono il processo cromatografico, come I'adsor-
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Figura 13.2 Equipaggiamento per cromatografia su colonna: (a} versione semplice; (b) versione sofisticata.

bimento, la partizione, lo scambio ionico, Paccoppiamento ionico e 'esclusione molecolare.
Questi processi coinvelgeno i processi cinetici e termodinamici unici che caratterizzano I'in-
terazione di ciascun analita con le fasi mobili e stazionarie. Il secondo processo generale, che
include per esempio fa diffusione, tende a opporsi alla separazione e da luogo a un compor-
tamento non ldeale di ciascun analita: questi processi si manifestano come un allargamento
o una coda della banda di ciascun analita. La sfida & di ridurre questi processi secondari.

1 parametri associati alle prestazioni di un dato sistema cromatografico sono meglio illu-
strati in relazione alla cromatografia su colonna, ma sono ugualmente applicabili a quella su
carta,

13.2.2 I cromatogramma; tempo e volume di ritenzione

Un cromatogramma & la rappresentazione illustrata della risposta del rivelatore in funzio-
ne del tempo o del volume di eluizione, Consiste in una serie di picchi, che rappresentano
Peluizione dei singoli analiti, come mostrato nella figura 13,3, It tempo di ritenzione 1 per
clascun analita ha due componenti. La prima & il tempo che occorre alla molecola di analita
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Figura 133 (a) Cromatogramma di due composti che mostra una completa risoluzione dei picchi  if cal-
cofo dei ternpi di titenzione; (b) due composti che danno una risoluzione incompleta e la produzione di pic-
chi fusi; (¢) un composto che mostra un fenomeno di scodamento eccessivo,

per passare attraverso gli spazi liberi nella matrice della fase stazionaria. Ci si riferisce a questo
spazio come volume vuoto della colonna, Vi, ¢ al tempo che occorre per attraversarlo come
tempo morto, fy. 11 valore di £y, sara lo stesso per tutti gli analiti e pud essere misurato utiliz-
zando un soluto che non interagisce con la fase stazionaria, ma semplicemente occupa tutto
il tempo di eluizione nella fase mobile viaggiando attraverso il volume vuoto. La seconda
componente 2 il tempo in cui Panalita viene trattenuto dalla fase stazionaria, fy. Questo tem-
pa & caratteristico dell’analita. 1l suo vatore, a cui cisi riferisce come tempo di ritenzione adat-
tato, & dato quindi da:

=t (122

I: pratica comune mettere in relazione il tempo di ritenzione #g 0 t} per un analita con uno
standard interno o esterno (13.2,5). In questi casi viene spesso caleolato il tempo di ritenzione
relative, che corrisponde semplicemente al tempo di ritenzione per 'analita diviso quello per
lo standard.

13.2.3 Fattore di capacitd

Uno dei pid importanti parametri nella cromatografia & i fattore di capacitd, &', ossia il
tempo relativo che occorre all’analita per eluire dalla colonina in relazione a un analita non
trattenuto o escluso che non interagisce con la fase stazionaria e, per definizione, ha un k" pari

a0, Per cui

PO B (13.3)
Y f

Da questa equazione & evidente che, se 'analita passa un tempo uguale nella fase staziona-
tia e in quella mobile, il suo #, uguaglia 2 #yy ¢ il suo K’ sark uguale a 1; se invece passa nella
fase stazionaria un tempo quattro volte pid lungo di quelio passato nella fase mobile, il suo K’
sard uguale a 4, Notate che k' non ha unita,

Se un analita ha un ¥ di 4 ne consegue che la quantita di analita netla fase stazionaria sard
quattro volte superiore a quella della fase mobile in ogni momento. B evidente, quindi, che ¥’
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& relazionato al coefficiente di distribuzione dell'analita (equazione 13.1), che & stato definito
come le concentrazioni relative dell’analita tra le due fasi, Poiché la quantitd e la concentra-
zione sono in relazione con il volume, si pud scrivere

AR My Vs
kurM -W-dem (13.4)

dove Mg ¢ la massa dell'analita nella fase stazionaria, My, la massa dell’analita nella fase mo-
bile, V¢ it velume della fase stazionaria e ¥y il volume della fase mobile,
Cli si riferisce al rapporto Vg/ V), come al rapporto volumetrico di fase, 8, Quindi

K=Ky (13.5)

Il fattore di capacitd per un analita aumenter quindi sia con il coefficiente di distribuzione
tra le due fasi sia con il volume della fase stazionaria, [ valori di & sono normalmente com-
presi nell’intervallo da 1 a 10. I fattori di capacitd sono importanti perché sono indipendenti
dalle dimensioni fisiche della colonna e dalla velocita di flusso della fase mobile attraverso es-
sa. Essl possono essere quindl utilizzati per confrontare il comportamento di un analita in di-
versi sistemi cromatografici. C'& anche un riflesso della selettivitd del sistema che & una misura
della sua capacith intrinseca di discriminare tra due analiti. Tale selettivith & espressa dalla se-
lettivitd o fattore di separazione, o, che pud anche essere considerato semplicemente come il
rapporto di ritenzione relativo per i due analiti;

R =2 = 2
kg Kdn ng (]3.6)

11 fattore di selettivith & influenzato dalla natura chimica della fase stazionaria e della fase
mobile. Alcuni meccanismi cromatografici sono molto selettivi. Buoni esempi sono forniti
dalla cromatografia per affinita (13.9) e dalla crometografia chirale (13.6.5).

13,.2.4 Efficienza della colonna e risoluzione

5i ritlene che le colonne cromatografiche consistano in un numero di zone adiacenti In
ciascuna delle quali ¢'2 spazio sufficiente per 'analita per equilibrarsi completamente tra le
due fasi. Ogni zona & chiamata piatto teorico (ce ne sono N in totale nella colonna) per ana-
logia con le colonne per la distillazione, Ci si riferisce alla lunghezza della colonna conte-
nente un piatto teorico come altezza del piatto, H, che ha normalmente come unita di mi-
sura i micrometri. I valori numerici sia di N sia di H per una particolare colonna sono
espressi in funzione di un particolare analita. L'altezza del piatto & semplicemente relazio-
nata alla Jarghezza del picco dellanalita e alla distanza che ha percorso all'interno della co-
lonna, x, specificatamente:

o2
He= - (13.7)
dove o & la deviazione standard della banda gaussiana (Pig, 13.3), Per { plechi gaussian

simmetrici, la larghezza della base ¢ uguale a 40 ¢ la farghezza del picco al punto di in-
flessione, w; ¢ uguale a 20, per cui il valore di H pud essere calcolato dal cromatogramma
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misurando la larghezza del picco, Il numero di piatti teorici In tutta la colonna & quind]
dato da

L Lx '

I 3.8
N H a? (13.8)
dove L & la lunghezza della colonna.

Se si considera la posizione di un picco in uscita dalla colonna cosicché x = L, e il fatto che
1a larghezza del picco alla sua base, w; ottenuta dalle tangenti disegnate nelle due parti piti ri-
pide del picco, & uguale a 40, s pud convertire 'equazione 13.8 in

2
N=18L (13.9)
Wl
Se sia L sia w sono misurati in unita di tempo piuttosto che di lunghezza, allora 'equazione
13.9 diventa:

2
N=Ié(—i§) (13.10)

Le equazioni 13.9 e 13,10 rappresentano quindi modi alternativi di calcolare I'efficienza di
colonna in piatti teorici, Il valore di N, che non ha units, pud raggiungere valori pari a 50 000
¢ 100000 per metro per colonne efficienti e il valore corrispondente di H pud essere molto
piccolo pari a pochi micrometri, Pid piccola 2 Paliezza del piatto (pils grande il valore di N),
pils stretto & il picco dell'analita (Fig, 13.4), Tuttavia, il processo di diffusione si oppone a que-
sto restringimento del picca dell’analita. La legge di Fick sulla diffusione (equazione 8.10) af-
ferma che un composto diffondera da una regione ad alta concentrazione & una a bassa con-
centrazione a una velocitd determinata dal gradiente di concentrazione e dal coefficiente di
diffusione dell'analita, Percid I'analita allinterno di nna banda stretta tenderd a diffondere
verso I'esterno, dando come risultato un allargamente delta banda. Ci sono altre ragioni per
I'allargamento della banda, In primo luogo, ¢'2 semplicemente il fatto che occorre un tempo
finito per applicare la miscela dell'analita alla colonna, per cui la parte del campione applicata
per prima star gid muovendosi lungo la colonna nel tempo in cui la parte finale viene appli-
cata. La parte del campione applicata per prima verra elujta al fronte del picco, In secondo
luogo, nelle colonne impaccate, ¢l sono vari percorsi attraverso le particelle sia per la fise mo-
bile sia per gli analiti e questi percorsi varieranno in lunghezza e quind. in tempo di eluizione,
Pid piccole sono le dimensioni delle particelle meno grave ¢ questo problema; nelle colonne
tubolari aperte il fenomeno & totalmente assente, ¢ questa & una delle ragioni per cui esse dan-
no un minor tempo di eluizione e migliori risoluzioni delle colonne-impaccate.

In alcune separazioni cromatografiche, non si ottengono picchi dalla forma ideale gaussia-
na, ma piuttosto vengono prodotti picchi asimmetrici. Nei vasi in cui | picchi sono costituiti
da una salita graduale ¢ da una discesa ripida, si verifica un fenomeno noto come fronting, la
cui causa pld comune 2 # sovraccarico nella colonna, Riducendo Iz quantita di miscela appli-
cata alla colonna spesso si risolve il problema. Nei casi in cui la salita nel picco & normale ma
la coda si prolunga, si verifica un fenomeno noto come failing o scodamento (Fig. 13.3), In
probabile spiegazione del quale ¢ la ritenzione dell’analita da parte di alcuni “siti attivi” nella
fase stazionaria, comunemente sulla matrice di supporto inerte. Questi siti assorbone forte-
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Concenteazione relativa del sofulo

0.26 0.6 0.75 1.0
Distribuzione reiativa In colonna

Figura 13,4 Relazione tra il numero di piatii teorici (N} e la forma del picco dell'analita.

mente le molecole dell’analita e le rilasciano solo lentamente. Il problema pud essere superato
rimuovendo chimicamente i siti, pil comunemente trattando la matrice con un reagente si-
lanizzante come 'esametildisilazina. Questo processo & noto come capping. ’

I} successe di una separazione cromatografica ¢ giudicato dalla capacitd del sistema di
separare il picco di un analita da un altro, La risoluzione & definita come il rapporto della
differenza nel tempo di ritenzione tra i due picchi al valore medio delle loro larghezze di
base (w,,):

_ 2(]‘}(,\— Tu“) _ A
Rym — D e —

Wyt Wy Wy (1311

Quando Ry = 1,0, la separazione dei due picchi @ completa al 97.7% (per cui la sovrappo-
sizione ¢ del 2.3%. Quando Rg = 1.5 la sovrapposizione & ridotta allo 0.2%. I picchi non ri-
solti sono detti fusi (Fig. 13.3). A condizione che la sovrapposizione non sia eccessiva, l'analisi
dei singoli picchi pud essere fatta assumendo che le loro caratteristiche non siano influenzate
dalla risoluzione incompleta,

La risoluzione & condizionata dall’efficienza della colonna, dal fattore di selettivita e dai fat-
tori di capacita secondo 'equazione:

w5 :
I v Pango (13.12)

dove k; & il fattore di capacitd per il picco trattenuto pil a lungo e k;, & i fattore di capacita
medio per i due gnaliti... .

L’equazione 13:17-8.upg detle pii1 importanti in cromatografia in quanto permette di uti-
lizzare un approccio razionale per migliorare la risoluzione tra i composti. Per esempio, si
pud vedere che la risoluzione aumenta con YN, Poiché N ¢ collegato alla lunghezza della co-
lonna, raddoppiare questultima aumenter la risoluzione di V2, ciod di un fattore paria 1.4.
Poiché sia i fattori di capacita sia quelli di selettivitd sono collegati ai tempi ¢ ai volumi di ri-
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tenzione, alterare la natura delle due fasi o { loro volumi relativi avrd un impatto sulla risolu-
zione, 1 fattori di capacith sono anche dipendenti dai coefficienti di distribuzione, che a loro
volta sono condizionati dalla temperatura; alterare la temperatura di colonna pud migliorare
la risoluzione, La capaciti di una particolare separazione cromatografica & una misura della
quantita di materiale che pud essere risolta nelle sue componenti senza causare sovrapposi-
zione dei picchi o fronting. La cromatografia a scambio ionico {13.7) e la cromatofocalizza-
zione {13.7.3) hanno un'alta capacitd, e questo & il motivo per cui esse vengono spesso utiliz-
zate negli stadi iniziali di un processo di purificazione.

13.2.5 Quantificazione degli analiti: standard interni ed esterni

Quando 'eluato di colonna & stato analizzato dando origine a un tracciato su carta, allora
generalmente si pud mostrare che P'area di ogni picco & proporzionale alla quantita di un dato
analita eluito dalla colonna. L’area del picco pud essere determinata misurando l'altezza del
piceo {hp) e la sua larghezza a metd dell'altezza {w,,). §i prende il prodotto di queste dimen-
sioni come uguale all’area del picco, In alternativa, il picco pud essere ritagliato dal tracciato
su carta e pesato assumendo che I'area ¢ il peso siano retazionati linearmente. Tali procedure
portano via veramente molto tempo quando sono coinvolte analisi complesse efo molto nu-
;. merase, | caleoli sono meglio eseguiti utilizzando integratori dedicati o microcomputer, che
-+ possono essere programmati per calcolare il tempo di ritenzione ¢ 'area del picco e per met-
= tere in relazione questi con quelli degli standard (composti puri di riferimento}, permettendo
= di caleolare i rapporti relativi di ritenzione e i rapporti relativi delle aree dei picchi, Queste
. possono essere utilizzate per identificare un particolare analita e per quantificarlo utilizzando

* dati di calibrazione dagli standard ottenuti ¢ memorizzati in precedenza. Il sistema di dati pud

-anche essere impiegato per correggere problemi inerenti al sistema cromatografico. Tali pro-

« blemi possono derivare sia dalle caratteristiche del rivelatore sia dall’efficienza del processo
di separazione. I problemi attribuibili al rivelatore sono lo spostamento della linea di base, do-
ve il segnale del rivelatore cambia gradualmente con il tempo, € il rumore della linea di base,
che & una serie di rapide fluttuazioni minoti nel segnale del rivelatore, comunemente il risul-
tato dell’uso da parte dell'operatore di una sensibilitd del rivelatore troppo alta oppure di un
disturbo elettronico.

Quando la nuova area del picco & stata determinata, si pud stabilire la quantita di analita
presente usando tna curva di calibrazione ottenuta cromatografando, in condizioni identi-
che, quantitd note della forma pura defl’analita, Per aiutare questo sagglo cercando di com-
pensare le variazioni nelle condizioni cromatografiche e per qualsiasi procedura di estrazione
preliminare, si fa uso di uno standard interno. Bsso & un composto ché ha proprieta fisiche
il pitt possibile simili agli analiti in esame e con cromatogrammi vicini al loro, ma distinti.
Idealmente dovrebbe avere la stessa risposta al rivelatore degli analiti, Una quantitd nota del-
lo standard viene introdotta nel campione in esame prima possibile nell’estrazione e viene
quindi portata con esso attraverso qualsiasi procedura preliminare, Qualsiasi perdita delto
standard durante Panalisi sard identica alla perdita degli analiti in esame. L'area del picco as-
sociato alla quantitd fissa di standard interno & usata per calcolare il rapporto relativo
dell’area del picco per ogni picco sia nei dati di calibrazione sia nel campione in analisi. Una
curva di calibrazione consiste quindi in un grafico di rapporto relativo del picco dell’area in

TECNICHE CROMATOGRAFICHE 625

funzione della quantitd nota di analita, che permette di calcolare la quantita di analita net
campione in esame. Un procedura alternativa consiste nell'usare uno standard esterno. In
questo metodo lo standard & aggiunto al campione in esame immediatamente prima che il
campione venga cromatografato e vengono prodotte indipendentemente rette di calibrazio-
fe separate per soluzioni standard e campione. Non viene quindi portato attraverso la pro-
cedura di estrazione preliminare ¢ non pud essere utilizzato per compensare per le variazioni
nell'efficienza della procedura di estrazione. Tale metodo & valido solo nei casi in cui i recu-
pero dell’analita dal campione in ¢same @ virtualmente quantitativo ¢ in quelli in cui non ci
sono fluttuazioni a breve termine nella risposta del rivelatore,

13.2.6 Preparazione del campione

Anche se le tecniche cromatografiche sono progettate per separare miscele di composti,
questo non significa che non si debba prestare attenzione alla purificazione preliminare (clean
up) del campione in esame, Al contrario, & chiaro che, per determinazioni quantitative che usa-
na le tecniche HPLC in particolare, questa azione preliminare & essenziale specialmente se il (1)
composto(i) in esame & in una miscela complessa come plasma, urina, omogenato cellulare o
mezzo di coltura per microbiologia. L'estrazione ela purificazione dei componenti da un omo-
genato cellulare & spesso un processo complesso multistadio. I principi associati per Ia purifi-
cazione delle proteine sono discussi nel capitolo 6, 6.3, Per alcune forme di analist, per esempio
quella dei farmaci nei fluidi biologic, ia preparazione del campione & relativamente facile, La
tecnica di purificazione pitt semplice e pit comunemente usata & I'estrazione con solventi,
Questa & hasata sul fatto che i composti organici possono essere solitamente estratti da miscele
acquose con un solvente & basso punto di ebollizione immiscibile con PPacqua, come il dietile-
tere o il diclorometano. La tecnica & un'altra applicazione del principio det coefficienti di pat-
tizione. [ composti organici che sono deboli elettroliti, come gli acidi ¢ le basi, possono esistere
in forme ionizzate o non ionizzate in funzione del loro pK, e del pH predominante. Per Pestra-
zione in un solvente organico vengono richieste generalmente le specie non lonizzate e quindl
il pH del campione in esame deve essere regolato al valore appropriato. I solventi organici, co-
me il dietiletere e il diclorometano, estraggono anche quantit significative d’acqua ¢, in gene-
re, questa deve essere rimossa, per esempio mediante laggiunta di un sale anidro come solfato
disodio o solfato di magnesio, prima che I'estratto venga evaporato fino a secchezza (spesso in
atmosfera di azoto o sotto vuoto), dissolto in un appropriato solvente, come metanolo o ace-
touitrile, e sottoposto a separazione cromatografica, Questa procedura di estrazione con sol-
vente & carente fn selettivitd ed & spesso insoddisfacente per le analisi in HPLC dei composti in
quantitd di ng cm™ o anche meno. A volte pud sssere migliorata con la tecnica dell’accoppia-
mento ionico (13.6.4).

L'alternativa all'estrazione con solvente & I'estrazione in fase solida. Il vantaggio di quest'ul-
tima tispetto alla semplice estrazione con solvente & che mostra una selettivith maggiore, prin-
cipalmente perché & una forma di cromatografia. La soluzione in esame viene fatta passare su
una piccota colonna (di lunghezza pari a pochi millimetri) impaccata con particelle relativa-
mente grandi di silice legata, simile a quella utilizzata per I'HPLC (13.4.3). Queste assorbono
selettivamente I'analita in esame e idealmente permettono ai composti interferenti di passare.
Un'attenzione preliminare va data al tipo particolare di silice scelta ¢ il campione in esame deve
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essere frattato con agenti come l'acido tricloroacetico, P'acido perclorico o i solventi organici,
come l'acetonitrile per deprotenizzarlo in modo da minimizzare la possibilitd del legame di
proteine all'analita, Deve anche essere regolato il pH della soluzione in esame per massimizzare
1a ritenzione dell’analita. Una volta che si & fatta passare la soluzione in esame attraverso la co-
tonna, per semplice spinta gravitazionale o applicando un leggero vuoto nel recipiente di rac-
colta, la colonna viene lavata con acqua e 'analita assorbito viene recuperato per eluizione con
un solvente organico, come il metanolo o 'acetonitrile, E usato il volume minimo possibile di
solvente di eluizione perché I'analita viene poi recuperato evaporando la soluzione fino a sec-
chezza (in atmosfera di azoto o sotto vuote) e il residuo viene dissolto nel minimo volume di
un appropriato solvente prima dell’analisi cromatografica, Di questa tecnica di estrazione in
fase solida sono disponibili diverse forme commerciali che facllitano il trattamento simultaneo
di un grande numero di campioni da analizzare,

Una procedura pitr sofisticata per la preparazione del campione, particolarmente adatta
all’analisi di analiti in concentrazioni molto basse nelle miscele complesse per mezzo del’HPLC,
% la tecnica nota come column switching. In questa tecnica, la soluzione in esame ¢ applicata
preliminarmente a una piccola colonna simile a quella usata nell'estrazione in fase solida, Una
volta che l'analita in esame & stato assorbite ¢ le impurita sono state eliminate dalla colonna,
I'analita viene eluito con un solvente organico adatto € F'eluato trasferito direttamente a una co-
lonna HPLC analitica. Tecnicamente questo risultato non & facile da ottenere ¢, nltretutto_ri-
chiede diverse pompe e valvole di switch che lo rendono assai costoso, Uno dei principali pro-
blemi presentati da questa tecpica & che tutti i composti interferenti, se non vengono eluiti dalla
colonna preliminare prima che Panalita assorbito venga passato alla colonna analitica, si accu-
muleranno eventualmente nella colonna analitica riducendone il potere di risoluzione. Cid no-
nostante, con questa tecnica, & stato possibile ottenere melte difficili risoluzioni,

In anni recenti, & stato analizzato un nuovo appreccio alla preparazione del campione.
Neota con il nome di estrazione con fluidi supercritici (SFE, Supercritical Fluid Extraction),
questa tecnica sfrutta il fatto che i gas, come P'anidride carbonica, esistono allo stato liquido
in certe condizioni critiche, Nel caso dell’anidride carbonica, queste condizioni sono 31,1 °C
€ 7,38 MPa (10.7 ibf in."2); la risultante anidride carbonica liquida pud essere utilizzata come
solvente di estrazione, comportandosi come un solvente a bassa polaritd, se confrontato con
Pesano, Alterando le condizioni fisiche dell'estratto, I'anidride carbonica pud essere riportata
allo stato gassoso, semplificando cosl il recupero degli analiti estratti.

La tecnica della derivatizzazione pre- o postcolonna dell'analita pud facilitare la separazio-
ne cromatografica e la rivelazione. La derlvatizzazione & progettata per migliorare la separa-
zione ¢ la rivelazione dell’analita, usando reagenti del tipo mostrato nella tabella 13.1.

13.3 Cromatografia a bassa pressione su colonna

13.3.1 Colonne

La colonna di vetro usata dovrebbe avere un supporto della fase stazionaria il piti vicino
possibile alla base della colonna per ridurre al minimo lo spazio morto al di sotto del supporto
della colonna, nel quate potrebbe avvenire mescolamento postcolonna di analiti separati. Le
colonne commerciali possiedono sia un filtro di vetro poroso fuso sopra la base della colonna
sia un dispositivo adatto a supportare una rete di nylon intercambiabile, che a sua volia so-
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Tabella 13.1 Esempi di reagenti derivatizzanti

Analita Reagente

A, Precolonna
Rivelazione nell'ultravisletto

Alcol, ammine, fenoli 3,5-Dinftrobenzoiiclorure

Aminoacidi, peptidi Fenilisiotiocianato, clorure di dansile

Carboidrati Benzoilcloruro

Acidi carbossitici 1-p-Nitrobenzile- NN -diisopropilisourea

Acidi grassl, fosfolipidi * Penacl] bromuro, naftacil bromuro

Rivelazione elettrochimica

Aldeldi, chetoni 2,4-Dinitrofenitidrazina

Amemine, amincacidi o-Fralaldeide, ftuorodinitrobenzene

Acidi carbossilici p-Amminalenolo

Rivelazione per fluorescenza .
Aminoacidi, ammine, peptidi DPansifcloruro, dubsilcloruro, fluosescamina, o-ialaldeide

Acidi carbossilici 4-Bromometile-7-metossicumaring -
Composti carbonllici Dansilidrazina

B. Postcolonna
Rivelazione nell uitravioletto

Aminoacidi Fenilisotiocianato
Carboidrati Qrcinolo e acido solforico
Penicilline Imidazolo ¢ cloruro di mereurio

Rivelazigue per fluorescenza

Aminoacidi o-Ftalaldeide, lucrescamina, 6-aminogquinolil-
n-idrossisuccinimidil carbammato

stiene la fase stazionaria. Un'alternativa menc costosa a questi supporti commerciali consiste
nell'usare un piccolo strato di lana di vetro insieme con una quantitd minima di sabbia di
quarzo o di particelle di vetro. Un tubo capillare, di solito, guida I'eluato dalla colonna al ri-
velatore efo a un collettore di frazioni (Fig. 13,2). Per alcune separazioni cromatografiche &
necessario che la temperatura della colonna sia mantenuta costante durante la separazione.
Cid si pub ottenere facilmente ricoprendo la colonna, di modo che il liquido di un bagno con-
trollato termostaticamente (posto alla temperatura di lavorazione richlesta, che potrebbe es-
sere al di sotto della temperatura della stanza) possa essere pompato attorno alla parte esterna
della colonna. Metodi pili sofisticati prevedono il posizionamento della colonna in un blocco

riscaldato o in un,forﬂna_g;qntrollo termostatico.

13.3.2 Materiali per le matrici

La matrice & if materiale usato per sostenere la fase stazionaria. La selezione di una matrice
per una particolare fase stazionaria & di importanza fondamentale per il successo nell’uso cro-
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matografico della fase. Parlando in termini generali, una matrice necessita di un’alta stabilita
meccanica per facilitare buone velocit di flusso e per ridurre al minimo la eaduta di pressione
lungo la colonna; di una buona stabilitd chimica; di gruppl funzionali per facilitare il fissaggio
della fase stazionaria; di elevata capacity, ossia della densiti del gruppi funzionali per mini-
mizzare il volume di letto, B poi necessario che la matrice sia disponibile in una serie di di-
mensioni di particelle. Inoltre, aleuni tipi di cromatografia richiedonc una matrice a struttura
porosa, nel qual caso i pori devono essere della mistra e della forma corrette. Infine, la super-
ficie di una matrice deve essere chimicamente inattiva per ridurre al minimo Padsorbimento
non selettivo deghi analiti. Nella pratica, i sei tipi di matrice pitt comunemente usata sono
quelli descritti di seguito,

Agarosio. Un polisaccaride fatto di D-galattosio e di 3,6-anidro-1-galattosio unita (Fig, 12.4).
Le catene di polisaccaride ron ramificate sono legate tra loro con agenti quali 2,3-dibro-
mopropanolo per produrre gelatine stabili nell’intervallo di pH da 3 a 14, Essi possiedono
buone proprietd di flusso ed elevata idrofilicitd ma non dovrebbere mai essere lasciati
seccare, pena cambiamenti irreversibili, Esempi commerciali includono Sepharose e Bio-
Gel A. 3

Cellulosa. Un polisaccaride di unitd di glucosio collegate mediante legami B-1-4. Per I'uso co-
me matrice essa presenta lega.ni crociati con epicloroidrina e la quantita di legami cto-

" ciati determina la misura del poro. E disponibile in particelle, forme microgranulari e fi-
brose, presenta buona stabilith al pH e proprieta di flusso ed & altamente idrofilica.

Destrano. Un polisaccaride che consiste di unita di glucosio collegate mediante legami ot-1-6.
Per I'uso come matrice esso presenta legami crociati con epicloroidrina, ma & mena stabile
all'idrolisi acida di quanto non lo siano le matrici i cellulosa, B stabile fino a pH 12 ed 2
idrofilico. Esempi commerciali includono il Sephadex.

Poliaerilammide. Un polimero di acrilammide con legami crociati con N,N'- metilene-bis-acri-
lammide (Fig, 12.5). E stabile a valori di pH da 2 a 11, Esempi commerciali includono il Bio-
Gel P. _ B

Polistirerte. Un polimero di stirene con legami crociati con divinilbenzene, Le matrici di poli-
stirene presentane una buona stabilita a tutti i valori di pH e vengono usate pii comune-
mente per la cromatografia a esclusione e per quella a seambio ionico. Esse presentano
idrofilicita relativamente bassa,

Stlice, Un materiale polimetico prodotto dall'acido ortosilicico. I numeros gruppi di silanolo
(5i-OH) lo rendono idrofilico. Quando viene derivatizzato, { gruppi di silanolo in eccesso
possono essere rimossi mediante un trattamento con triclorometiisilano, La stabilita delle
matrici di silice & limitata ai valori di pH da 3 a 8, Molto simile alle matrici di silice & il vetro
a porosita controllata, Esso & chimicamente inerte, ma, allo stesso modo delle matrici di
silice, tende a dissolversi oltre il valore di pH 8.

13.3.3 Fasi stazionarie

La natura chimica della fase stazionaria dipende dalla particolare forma di cromatografia.

che deve essere eseguita, Dettagli approfonditi vengono forniti nel successivi paragrafi di que-
sto capitolo. La maggior parte delle fasi stazionarie & disponibile legata alle matrici in una serie
di dimensioni e forme, Entrambe le proprietd sono importanti perché esse influiscono sulla
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velocitk di flusso e le caratteristiche di risoluzione, Pilr grande & la particella, pit veloce sard
la velocith di flusso, ma, all'inverso, plit piccola & la particella, pid ampio sarh il rapporto area
della superficie/volume e potenzialmente pid grande sari il potere di risoluzione, Nella pra-
tica & necessario trovare un equilibrio, Le migliori caratteristiche di impaccamento sono date
da particelle sferiche e la maggior parte delle fasi stazionarie ora possiede forma sferica o ap-
prossimativamente sferica. La dimensione delle particelle 2 comunemente espressa in termini
di mesh, che & una misura dei pori presentati dal setaccio per pollice; quindi, pili ampia & 1a
dimensione del mesh, piti piccola & la particella. Un mesh da 100-120 & il piit comune, mentre
un mesh da 200-400 viene usato per lavori a pill elevata risoluzione,

13.3.4 Impaccamento della colonna

Questo & uno dei fattori pilt critici nel successo di una separazione tramite qualsiasi forma
di cromatografia su colonna. L'impaccamento di una colonna viene eseguito versando deli-
catamente una sospensione della fase stazionaria nella fase mobile all’interno di una colonna
che presenta l'uscita chiusa, mentre la sospensione nella parte superiore nella colonna viene
agitata ¢/o la colonna & delicatamente ostruita per assicurare che nessuna bolla d'aria rimanga
intrappolata e che Ja fase stazionaria si depositi in maniera omogenea,

Nel caso di un impaccamento grossolano della ¢olonna, ¢ il rischio di creare un flusso
ron omogeneo (channeling) ¢ una ridotta risoluzicne. La sospensione viene aggiunta fino a
ottenere I'altezza richiesta e a questo punto comincia il flusso della fase mobile attraverso la
colonna impaccata aprendo I'uscita, che viene continuata fino a completo impaccamento.
Questo processo, di solito, richiede una considerevole pratica per ottenere risultati riprodu-
cibili. Per impedire che la superficie del materiale impaccato venga disturbata dall’aggiunta
della fase mobile alla colonna oppure durante Fapplicazione del campione allz colonna, &
normale posizionare un’adatta protezione, come per esempio un disco di carta da filtro o una
garza di nylon o di rayon, sulla superficie della colonna. Alcune colonne in commercio pos-
siedono un adattatore con il duplice ruolo di proteggera la superficie della colonna e di fornire
un ingresso {spesso un tubo capillare) per portare la fase mobile alla superficie delia colonna.
Quando una colonna & stata preparata, & assolutamente indispensabile che nessuna delle sue
parti si secchi, per cui uno strato di fase mobile dovrebbe sempre essere mantenuto al di sopra
della superficie della colonna,

£ difficile generalizzare riguardo alla proporzione ideale altezza/diametro della colonna e
al volume di letto totale. Entrambi influenzano la quantitk di materiale che pud venir sepa-
rato sulla colonna ¢ nella pratica dovranno essere determinati attraverso vari tentativi.
L'esperienza, spesso, funge da guida; quindi, per esempio, nélla cromatografia a esclusione,
& solitamente appropriata una proporzione altezza/diametro da 10:1 a 20:1,

13.3.5 Applicazione del campione

Sono disponibili diversi metodi per applicare il campione sulla colonna preparata. Un
modo semplice consiste nel rimuovere la magglor parte della fase mobile daltalto mediante
aspirazione e nel far semplicemente defluire it timanente all'{nterno del letto delta colonna,
1l campione viene poi applicato con attenzione attraverso una pipetta e viene lasclato scor-
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rere anch'esso all'interno della colonna, Un volume piccolo di fase mobile viene poi appli-
cato in manlera simile per far fluire le ultime tracce di campione nel letto, Una quantita pits
elevata di fase mobile viene attentamente aggiunta alla colonna a una altezza che varia dai
2 al 5 cm. La colonna viene quindi connessa a un serbatoto adatte, che contiene {a fase mo-
bile, in modo che 1'altezza della fase mobile sulla colonna possa essere mantenuta a 2-5 cm.
Un procedimento alternativo, che evita la necessita di eliminare Ja fase mobile stratificata
sulla colonna, consiste nell’aumentare la densita del campione aggiungendo del saccarosio
a una concentrazione di circa 1%. Quando questa soluzione viene stratificata sul liquido
posto sopra al letto della colonna, essz sprofonderd automaticamente verso la superficie
della colonna stessa e quindi velocemente passerd in essa. Questo metodo di applicazione
del campione & soddisfacente, a condizione che Ja presenza del saccarosio non interferisca
in alcun modo con la separazione e la conseguente analisi del campione. Un terzo modo
implica l'uso di tubl capillari e/o di una siringa o di una pompa peristaltica per far passare
il campione direttamente sulla superficie della colonna, Quest’ultimo metedo & il pili sod-
disfacente dei tre.

In ogni caso, bisogna aver cura di evitare di sovraccaricare di campione la colonna, altri-
menti avverrd una separazione irregolare, E inoltre vantaggioso applicare il campione in
quantitd pit piccola possibile, perché questo assicura che si formi una banda stretta di mate-
riale quando comingia la separazione,

13.3.6 Sviluppo della colonna ed eluizione del campione

I componenti del campione applicato vengono separati dal continuo passaggio della fase
mobile attraverso la colonna, Questo processo & noto come sviluppo della colonna (13,1.2).
Durante il processo di eluizione & essenziale che il flusso della fase mobile venga mantenuto a
una veloclta stabile ¢ il modo pid semplice per raggiungere questo scopo consiste neli’uso del-
la gravitd, La velocit di flusso pud essere regolata adattando la pressione di esercizio, che cor-
risponde alla differenza tra il livello del liquide nel serbatoio situato sopra la colonna e il li-
vello ali'uscita detla stessa. Un comune serbatolo aperto non & soddisfacente perché, durante
Pesperimento, la caduta di livello nel serbatoio quando la fase mobile scorre neila colonna
provoca la caduta della pressione di esercizio, Tale inconveniente pud essere superato usando
un vaso di Mariotte, che manterri costante la pressione operativa (Fig. 13.2). Un metodo al-
ternativo e pily efficace per mantenere stabili velocita di flusso consiste nell’usare una pompa
peristaltica, Le pompe pid comunemente impicgate sona di tipo rotante (Fig. 13.5), Queste
incanalano la fase mobile liquida attraverso tubi di silicone, polivinilclorure o flueruro com-
primendeo § tubi appena il disco girevole viene fatto ruotare a una velocitd predeterminata se-
condo Ja velocitd di flusse richiesta, Pompe e tubi di diametro noto devono essere precalibrati
per determinare la velocita di flusso, Bisogna fare attenzione quando si usano le pompe affin-
ché la pressione di esercizio non comprima eccessivamente la colonna causando un cambia-
mento della sua struttura, T

Uno sviluppo della colenna che avviene utilizzando un singolo liquido come fase mobile
¢ conosciuto con il nome di eluizione isocratica, Comunque, in molti casi per incrementare
il potere di risoluzione della fase mobile, & necessario cambiare continuamente il suo pH,
la concentrazione ionica o la polaritd. Questo procedimento ¢ conosciuto come eluizione

TECNICHE CROMATOGRAFICHE _—

Tuho flessiblle

Fase mobllo
con la valocta
di flusso fissala

g

Fase moblle
daj serbatolo
-——

Figura 13,5 Pompa peristzitica semplice, comunemente usata nella cromatografia iiguida a bassa pressione.

in gradlente, Per produrre un gradiente adatto, bisogna miscelare due eluenti nefla corretia
proporzione prima che vengano immessi nella colonna. Cid sj pud ottencre mediante 'uso
di formatori di gradienti disponibili in commercio o, piti semplicemente, nel seguente mo-
do: i due eluenti vengono posizionati in camere separate, una ricevente, collegata alla co-
Jonna, e una donatrice, collegata alla camera ricevente tramite un sifone (Fig. 13.6). Appena
Peluente entra nella colonna dalla camera ricevente, I'eluente nella camera donatrice pren-
de il suo posto (lo rimpiazza) e viene mescolato da un agitatore. | valori relativi di pH, forza
jonica o polaritd dell'eluente nella camera donatrice in rapporto a quello nella camera rice-
vente determinera la direzione nella quale il gradiente verra formato. Inoltre, j relativi dia-
metri e le relative forme delle due camere determineranno se il gradiente varierd nel tempo
in maniera lineare, convessa o concava (Fig. 13.6b). In sistemi pill sofisticati, vengono usate
due pompe per consegnare i due eluenti a velocitd predeterminate all'interno dl un’area di
mescolamento, prima dell'applicazione alla colonna. Gradienti convessi danno una risolu-
zione migliore all’inizio, mentre gradienti concavi danno una risoluzione migliore nella

parte finale.

13.3.7 Rivelatori e raccoglitori di frazioni

Appena gli analiti separati nei loro costituenti escono con Peluato dalla colonna, & neces-
sario rivelare la loro presenza. Nel caso di analiti colorati, ¢id si pud ottenere semplicemente
con l'osservazione visiva, ma per composti incolori sono necessarie delle alternative, La rive-
lazione pud basarsi sull’assorbimento della luce ultravioletta, sulla spettroscopia per fluore-
scenza, su cambiament nellindice di rifrazione dell’eluato, sulla presenza di un atomo radio-
attivo, sulla facilith di ossidazione o riduzione degli analiti, che vengono misurati da un
rivelatore elettrochimico (cap. 15, 15.7),

I rivelatori a raggi, ultravioletti sono probabilmente i piu comuni nell’analisi biochi-
mica, Gli strumenti'migliori permettono di rivelare la presenza di proteine e di quantifi-
carle a lunghezze d’onda tra i 190 € i 220 nm ¢ tra § 260 ¢ i 280 nm (cap. 6, 6.3.2). I rive-
fatori per fluorescenza di solito danno una piti grande sensibilita se possono essere usati,
ma tendono a essere pit sensibili alle impurita presenti nella fase mobile. Tutti i rivelatori
spettrofotometrici utilizzano celle a flusso continuo con un piccolo volume interno (ti-
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Figura 13.6 (a) Apparato semplice per la {formazione di geadienti di elulzione ¢ (b) forme di gradiente pit
comunements usate,

picamente 8 mm?), che permettono il rilevamento continuo dell’eluato della colonna
(cap. 9, 9.4.2).

Per studi in cui si deve raccopliere e studiare 'analita nel’cluato, quest'ultimo (Peluato)
deve essere diviso in frazioni, Sono disponibili due tipi di approccio per raggiungere tale
obiettivo: il primo prevede che I'eluato possa essete continuamente analizzato e che Ja frazio-
ne contenente un particolare analita venga raccolta; il secondo prevede che I'eluato possa es-
sere diviso in piccole frazioni (da 1 a 10 cm?), che vengono successivamente analizzate e delle
quali quelle contenenti un particolare analita vengono riunite insieme,

Vari tipi di raccoglitori automatici di frazioni sono disponibili in commercio. Bssi sono
progettati per raccogliere una certa quantita di eluato in ogni tubo, prima che un nuovo tu-
bo sia posizionato automaticamente. La quantiti di eluato in ogni frazione pud essere de-
terminata in uno dei seguenti modi: attraverso un sistema di sifoni o un sistema simile per
far arrivare un volume predeterminato in ogni tubo, oppure mediante un sistema elettro-
nico con cui lasciar entrare in ogni tubo un numero predeterminato di gocce di eluato,
Quest'ultimo metodo presenta il piccolo svantaggio che, se la composizione dell’eluato
cambia (per esempio durante I'eluizione in gradiente), pud cambiare di conseguenza anche
1a sua tensione superficiale e quindi la dimensione delle goccioline, e cost cambia anche it
volume reale raccolto. Un'ulteriore possibilitd & che I'eluato venga raccolto in ogni tuboe per
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un intervallo di tempo fissato. In questo caso se la velocita di flusso attraverso la colonna
varia, si modificherd anche il volume di ogni frazione, cosa insolita, per cui, nella pratica, i
raccoglitori a tempa fisso sono i pit comuni.

13.4 Cromatografia iquida ad alta risotuzione (HPLC)
13.4.1 Principi teorici

Come risulta dalle equazioni dal3.1 a 13.12, il potere di risoluzione di una colonna cro-
matografica aumenta con la lunghezza della colonna e il numero dei piatti teotici per unita
di lunghezza, sebbene ¢i sfano limlti di lunghezza di una colonna dovuti al problema dell’al-
largamento dei picchi, Essendo il numero dei piatti teorici in relazione con I'area di super-
ficie della fase stazionaria, ne consegue che pit piccola & la dimensione della fase staziona-
ria, migliore & la risoluzione, Sfortunatamente, piir piccola & la dimensione della particella,
pils grande & la resistenza al flusso della fase mobile. Questo crea una contropressione nella
colonna che pud danneggtare la struttura della matrice della fase stazionaria, di fatto ridu-
cendo il flusso dell’eluente ¢ rendendo irregolate la risoluzione, Nel recente passato ¢’¢ sta-
to un notevole sviluppo nella tecnologia della cromatografia su colonna, che ha dato come
risultato la disponibilitd di nuove fasi stazionarie con particelle di dimensioni piti piccole,
che possono sopportare queste pressioni. Tale sviluppo, avvenuto nell’adsorbimento, nella
partizione, nello scambio ionico, nell’esclusione e nella cromatografia per affinita, ha dato
come risultato una risoluzione pih veloce e migiiore, e questo spiega perché 'HPLC sia fa
forma di cromatografia pid conosciuta, potente e versatile, Molti sistemi HPLC esistenti in
commercio sono controllati da un microprocessore per permettere separazioni cromato-
grafiche dedicate e continue.

13.4.2 Colonne

Le colonne (Fig, 13.7) usate per 'HPLC sono solitamente fatte di acciaio inossidabile e
sono costruite per sopportare pressioni fino a 5,5 % 107 Pa (~8000 Ibf in."2), Sono general-
mente usate colonne dritte dellz lunghezza da 15 a 50 ¢m ¢ del diametro da 1 a 4 mm, seb-
bene siano disponibili colonne microbore pii piccole o colonne aperte tubulari, Le colonne
microbore hanno un diametro interno da 1a 2 mm ¢ sono lunghe generaimente 25 ¢m,
Possonto sostenere velocita di flusso da 0.05 a 0,20 cm® min™! rispetto ai 2 em® min! delle
colonne HPLC convenzionali, i trovano in commercio anche colonne preparative, con
diametri interni che vanno fino ai 25 mm; esse possono sostenere velocita di flusso fino a
100 ¢cm? min~L Le migliori colonne sono calibrate ad alta precisione, con una rifinitura in-
terna a specchio che consente un efficace impaccamento deila colonna. Setti porosi di ac-
ciaio inossidabile o Teflon vengono utilizzati alle estremita delle colonne per trattenere il
materiale di impaccamento, Questi setti devono essere omogenei per assicurare un flusso
uniforme di liquido attraverso [a colonna. B vantaggioso, in alcune separazioni che impli-
cano cromatografia liquida a partizione e cromatografia a scambio di foni, mantenere la
temperatura della colonna leggermente al di sopra di quetla ambiente {fino a 60 °C) durante
Panalisi.
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Figura 13,7 Diagramma dei componenti di un sistema HPLC isocratico,

13.4.3 Matrici ¢ fasi stazionarie

Sono disponibili tre tipi di materiale di supporto, che si basano su una struttura rigida so-
lida (in contrapposizione a quella gelatinosa).

Supporti micreporosi, in cui i micropori si ramificano al'interno delle particelle, che misurano
generalmente dai 5 ai 10 um di diametro,

Supporti pellicolari (porosi in'superficie), in cui particelle porose sono poste a rivestimento di
un nuclec (core) solido inerte, come una pallina di vetro di circa 40 jim di dizmetro,

Fasi legate, in cui la fase stazionaria viene legata chimicamente su un supporto inerte come il
silice,

Per la cromatografia di adsorbimente, adsorbenti come il silice ¢ I'allumina sono disponi-
bili in forme microporose o pellicolari con varie dimensioni delle particelle, I sistemi pellico-
lari di solito possiedono un'alta-zfficienza ma una bassa capacita di campione; per questa ra-
gione vengono preferiti supporti microporosi, quando disponibili,

Nei sistemi cromatografici a partizione, la fase stazionaria pud essere posta a rivestimento
di un supporto inerte microporoso o pellicolare. Uno svantaggio dei supporti ricoperti con
fasi liquide & che la fase mobile durante lo sviluppo put gradualmente lavare via la fase liqui-
da, Per superare questo problema, sono state sviluppate fasi legate in cui il materiale di sup-
porto & costituito dal silice.

Nella cromatografia liquida in fase normale, la fase stazionaria & un composto polare, co-
me un nitrile alchilico o un’alchilammina, e la fase mobile & un solvente non-polare, come
Pesano. Per la cromatografia liquida a fase inversa, la fase stazionaria ¢ un composto non-
polare, come 'octasilano {OS) o l'octadecilsilane (ODS), e la fase mobile ¢ un solvente polare
come acquafacetonitrile oppure acqua/metanolo, TN '

Sono disponibili molti tipi diversi di scambiatori ionici adatti per I'HPLC, tra i quali sono
largamente usate le resine microporose di polistirene con un certo grado di legami crociati.
Sono inoltre dispenibili resine pellicolari costituite da scambiatori a fase legata legati covalen-
temente a una rete croclata di silicone, Queste resine vengono classificate come gel forti e re-
sistono senza problemi alle pressioni generate durante I'analist.
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Le fasi stazionarie per le separazioni mediante cromatografia ad esclusione sono costituite
solitamente di silice poroso, di vetra, di palline di polistirene ¢ di polivinilacetate, disponibili
in una serie di dimensioni dei pori. Vengono generaimente usate quando il solvente eluente
¢ un sistema organico,

Gel semirigidi come Sephadex o Bio-Gel P ¢ gel non rigidi come Sepharose e Bio-Gel A
vengono wtilizzati poce in HPLC perché possono resistere solo a basse pressioni. | supporti
per le separazioni per affinita sono simili a quelli per le separazioni per esclusione. 1l braccio
spaziatore e il ligando sono attaccati a questi supporti attraverse mezzi chimici simili a quelli
usati nella cromatografia convenzionale per affinith a bassa pressione (13.9). La tabella 13.2
presenta fa lista di alcuni ‘esempt di fasi stazionarie per HPLC comunemente usate.

13.4.4 Impaccamento della colonna

Le colonne HPLC possono essere acquistate gid impaccate con il materiale richiesto, della
struttura e dimensionj volute. Molti ricercatori, comunque, preferiscono impaccare da soli
le loro colonne perché & pid economico. Sono disponibili diversi metodi per impaccare le
colonne e il metodo usato dipendera dalla natura del materiale da impaccamento ¢ dalle di-
mensioni delle particelle. La priorita maggiore durante I'impaccamento di una colonna &
quella di ottenere un letto di materiale uniforme senza crepe o scanalature. 1 solidi rigidi ¢ i
gel forti dovrebbero essere impaccati nella forma piti densa possibile, senza perd creare frat-

Fabelln 13,2 Alcuni esempi di fasi stazionarie HPLC

Tipo di separazione

cromatografica Nome commerclale Natura delia fase stazionaria Tipo di supporto
Adsorbimento Partisil C, Qctilsilano Poroso
Corasil Silice Pellicolare
Pellumina Allumina Pellicolare
Partisil Silice Microparoso
MicroPak A 1 Allumina . Microporoso
Partizione Bondapak-CjgfCorasil  Octadecilsitano Pellicolare
fBondapak-C4 Octadecllsitano Poroso
ULTRApak TSK OD$ Octadecilsilano Poroso
uBondapak-NH, Alchilammina Poroso
ULTRApak TSK NH, Alchilammina Poroso
Scamblo {onico Partisil-SAX Base forte Poroso
MicroPak-NH, Base debole Paroso
Partisil-S5CX Base forte Poraso
AS Pellionex-5AX Base forte Pellicolare
e ZipakaWAX Base debole Peilicolare
" Perisorb-KAT Base forte Pellicolare
Esclusione Bio-Glas Vetro Solido rigido
Styragel Polistirene-divinitbenzene Gel semirigido
Superose Agarosio ) Gel morbide
Fractogel TSK Pelivinilclorure Gel semirigido
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ture nelle particelle durante il processo di impaccamento. La tecnica di impaccamento pily
largamente usata & quella di risospensione ad alta pressione. Una sospensione del materiale
di impaccamento & creata in un solvente dalla densita uguale a quella del materiale di impac-
camento. La sospensione viene quindi pompata rapidamente ad alta pressione dentro una
colonna con un sette poraso all’'uscita, Il letto di materiale impaccato, che ne risulta all’in-
terno della colonna, pud essere preparato per I'uso facendo scorrere 1 fase mobile in via di
sviluppo attraverso la colonna. Quando & necessario usare gel forti, bisogna lasciar decantare
il materiale ne! solvente che si andra a usare nel procedimento cromatografico prima che
vengano impaceati sotto pressione. I gel morbidi non possono essere impaccati sotto pres-
sione; devono essere impaccati partendo da una sospensione cosl come avviene nell'impac-
camento delle colonne per PLPLC (13.3.4),

13.4.5 Fasi mobili e pompe

La scelta della fase mobile da utilizzare dipendera dal tipo di separazione che si intende rag-
giungere. Le separazionl Isocratiche possono essere effettuate con una pompa singola, utiliz-
zando un solo solvente o due o plil solventi precedentemente mescolati insieme in proporzio-
ni prefissate,

L'eluizione in gradiente (13.3.6) usa solitamente pompe differenti per convogliare due
solventi nelle proporzioni prefissate da un programmatore di gradiente, Tuttl i solventi da
usare nei sistemi HPLC devono essere purificati in modo particolare, poiché tracce di im-
puritd possono avere effetto sulla colonna e interferire con il sisterna di rilevamento. Que-
sto & soprattutto il caso di un sistema di rilevamento che stia misurando V'assorbanza al di
sotto dei 200 nm. Solventi aventi un grado di purezza adatto all'uso in sistemi HPLC sono
disponibili in commercio, ma, anche con questi solventi, & generalmente intredotto un mi-
crofiltro da 1 a 5 jum nel sistema prima della pompa. Inoltre & indispensabile che tutti i sol-
venti vengano degassati prima dell'uso, altrimenti i gas (bolle d’aria nel solvente) tendono
a localizzarsi nelle pompe, La presenza di gas, che tendono a formarsi particolarmente con
soluzioni acquose di' metanolo ed etanolo, pud alterare Ja risoluzione della colonna e inter-
ferire con il monitoraggio continuo dell’sluato. 11 degasamento pud avvenlre in dlversi mo-
di: riscaldando il solvente, miscelandolo vigorosamente con un agitatore magnetico, con
una pompa da vuoto, con gli ultrasuoni, facendo gorgogliare elio gassoso nel serbatoio del
solvente. :

1 sistemi di pompaggio per convogliare la fase mobile sono uno degli elementi pils impor-
tanti dei sistemi HPLC., Le caratteristiche principali di un buon sistema di pompe sono que-
ste: che sia capace di una pressione in uscita di almeno 5 % 107 Pa (~7200 Ibf in~?) e che non
presenti pulsazioni (cio variazioni cicliche nella pressione), perché questo pud influire sulla
risposta del rivelatore, Deve esserci una capacitd di flusso di almeno 10 em® min™ e fino a
100 cm? min! per separazioni preparative. Sono disponibili diversi sistemi di pompe che
operano sul principio delia pressione costante o del flusso costante,

Le pompe a portata costante mantengono una velocita di flusso costante attraverso la co-
lonna, indipendentemente dal cambiamento delle condizioni all'interno di essa. Un tipo di
pompa a spostamento costante & quella del tipo a siringa azionata tramite motore, che con-
voglia un volume prefissato di solvente alla colonna mediante un pistone mosso da motore.
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La pompa a siringa a volume costante contiene una vite a banda azionata da un motore di
avanzamento. Nella fase di consegna dell'eluente, il pistone viene mosso a una velocita co-
stante, spostando I'eluente sulla cotonna alla stessa velocith. Due valvole 2 senso unico con-
trollano il flusso dell’eluente nelta camera (Fig. 13.8a). La pompa alternativa ¢ il tipo di pom-
pa a portata costante pil comunemente usata. Il pistone & mosso da una biella motorizzata e
I'entrata di solvente nella colonna & regolata da valvole di controllo, Nella fase di compressio-
ne il solvente viene spinto sulla colonna dalla camera della pompa. Durante la fase di ritorno
la valvola di controllo d'uscita si chiude e il solvente viene introdotto tramita la valvola di en-
trata, nella camera della pompa, pronto a essere pompato nella colonna durante la successiva
fase di compresstone, Tali pompe producono piccole pulsazioni e solitamente, per minimiz-
zare questo effetto, vengono incorporati nel sistema degli smorzatori di pulsazioni, Tutte le
pompe a portata costante possiedono meccanismi di sicurezza interni di sconnessione auto-
matica cosl che, se la pressione nei sistemi cromatografici varia oltre i limiti prefissati, 1a pom-
pa si disattiva automaticamente.

13.4.6 Caricamento del campione

L'applicazione corretta del campione su una colonna HPLC & un fattore particolarmen-
te importante per ottenere buone separazioni e generalmente viene usato uno dei due se-
guenti metodi possibili. Il primo utilizza una microsiringa per iniettare il campione diret-
tamente sulla colonna o su un piccolo strato di materiale inattivo subito al di sopra della
colonna impaccata. Questa iniezione pud essere fatta mentre il sistema & sotto pressione o
pud richiedere che la pompa venga spenta ¢, quando la pressione & calatz quasi al livelio
di quella atmosferica, viene praticata l'iniezione e quindi la pompa viene riattivata.
Quest'ultimo approccio viene chiamato iniezione a flusso interrotto, I secondo metodo
di introduzione del campione che conserva la pressione in colonna si ha tramite I'uso di
un iniettore a spirale {Fig. 13.9). Esso consiste in una spirale di metallo, di un volume pic-
colo fisso, che pud essere riempito con il campione. Attraverso un sistema appropriato di
valvole, I'eluente dalla pompa viene incanalato attraverso la spirale, la cui uscita porta di-
rettamente sulla colonna. Il camplone viene quindi caricato in colonna attraverso 'eluente
senza interruzione di flusso alla colonna, Un'applicazione ripetuta di campioni grezzi co-
me sieri, urina, plasma o sangue intero, che sono stati preferibilmente deproteinizzati, pud
infine causare alla colonna la perdita del suo potere di risoluzione. Per evitare questa eve-
nienza, viene frequentemente instailata una precolonna tra 'iniettore e la colonna anali-
tica. Questa precolonna & una colonna piccola (da 1 a2 ¢m) con lo stesso diametro interno
¢ impaccata con lo stesso materiale della colonna analitica, L'impaccamento nella preco-
lonna trattiene preferenzialmente il materiale contaminante e viene rimpiazzato a inter-
valti regolari.

13.4.7 Rivelatori

Poiché lx quantita di materiale applicato alla colonna & spesso molto piccola, & necessario
che la sensibilith del sistema di rivelazione sia sufficientemente elevata ¢ stabile per rispondere
alla bassa concentrazione di ognt analita nell’eluato. Pili comunemente il rivelatore & un let-
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{8} Camera della pompa
Valvola d'ingresso Valvole d'uscita

Dal sematolo ———» 5 § <* ~—— Alia colonna
Guarnlziong —» » Pistone
Motorg —————=a Q le—— — Marlinelfo meccanico a vite
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Figura 13.8 Pompe a portata costante usate comunemente: (a) volume costante; (b) alternativa. In entram-
bi § vipi Il movimento verso il basso del pistone chiude Ja valvola di uscita ¢ apre la valvola di entrata per far
entrare cluente nella camera della pompa. 1 movimento verso I'alto del pistone chiude la valvola di entrata
¢ apre la valvola di uscita per mandare 'eluente verso la colonna. {Riprodotte per gentile concessione delia
Academic Press Inc, {London) Limited, da R, Newton in Food Analysis curato da R, Macrae, 1982.)
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{b) Poslzione di inlezlone

{a) Poslzlone di carlcamente

Elusnie
dalla pompa Eluente

Alla Alla
Loop colenna colonna
det volume{ 3 =
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Figura 13.9 L'iniettore & spirale per HPLC: Ia spirale {0 loop) viene caricata (a) dall'entrata 3 con l'eccesso
di campione che viene scartato dall’entrata 5. In questa posizione I'eluente daila pompa passa alla colonna
attraverso le posizioni [ ¢ 2, Nella posizione di iniezione (b}, it flusso dell’eluente passa direttamente atira-
verso Ja spirale (entrate 1 ¢ 6) e poi alla colonna. -

tove a lunghezza d'onda variabile che si basa sulla spettrofotometria visibile ¢ ultravioletta,
Questo tipo di rivelatore riesce a misurare e assorbanze fino a 190 nm di lunghezza d'onda ¢
ha sensibilita dell’'ardine di 0,001 unitd di assorbanza {AUFS). I rivelatori a scansione della
lunghezza d’onda hanno 1 vantaggio di registrare lo spettro completo di assorbimento di ogni
analita, aiutando quindi 'identificazione. Tali opportunitd sono possibili fermando tempo-
raneamente i flusso dell’effluente o utilizzando tecniche a diodi {divde array}, che permetto-
no di misurare contemporaneamente I'assorbanza a molte o a tutte le lunghezze d’onda in un
tempe di 0.01 s (Fig. 13,10,

I rivelatori per fluorescenza sono estremamente utili per 'HPLC perché sono molto sensi-
bili, ma tale tecnica & limitata dal fatto che relativamente pochi composti emettono fluore-
scenza, | rivelator] elettrochimici, che sono selettivi per le specie elettroattive (cap. 15, 15.7),
sono potenzialmente altamente sensibili, Sono disponibili in due tipologie, quella ampero-
metrica e quella coulometrica, I cui principi sono similarl, Una cella & flusso & fornlta di due
elettrodi: un elettrodo stabile di riferimento {Ag/AgCl o calomelano) e un elettrodo di misu-
1a, altamente polarizzabile, Viene applicato un potenziale costante all'elettrodo di mlsure a
un valore tale per cui, quando un analita scorre attraverso la cella di flusso, le molecole alla
superficie dell'elettrodo subiscono un'ossidazione o una riduzione, dando come risultato un
flusso di corrente tra i due elettrodi. Il potenziale applicato all'elettrodo di riferimento & suf-
ficiente per assicurare che la corrente rivelata generi una risposta massima sul registratore, |
composti che possono subjre 'ossidazione includono idrocarburi, ammine, amidi, fenali, di-
e triazine, fenotiazifie; cateéofammine ¢ chinoline. 1 composti che possono subire riduzione
includono olefine, esteri, chetoni, aldeidi, eteri, azo- ¢ nitrocomposti, La fase mobile dovreb-
be certamente essere priva di composti che possano rispondere al rivelatore. I rivelatore elet-
trochimico ha avute particolare successo nel saggiare le catecolamine, le vitamine e gli antios-
sidanti. '
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Forse il pits grande progresso nel sistema di rivelazione mediante 'uso di HPLC si & avuto
tramite I'accoppiamento del’ HPLC a uno spettrometro di massa. I problemi tecnici associati
all'organizzazione della rimozione della fase mobile prima dell’introduzione del campione
nello spettrometro di massa sono stati risolti in molti modi. L'interfacciamento diretto con-
siste in un fAlusso di eluato attraverso un capillare in una sonda di inserzione situata nello spet-
trometro di massa. L'analita entra nella fonte di ionizzasione insietie con un eccesso di mo-
lecole della fase mobile e di conseguenza la {onizzazione & debole e predominano spettri CI
{cap. 11, 11.3) piuttosto che spettr EI {cap. 11, 11.4), Comunque lo ione (M + H)* dell'ana-
lita & chiaramente visibile e cid facilita Iidentificazione della struttura, La jonizzazione a ter-
mospray (TSI) (cap. 11, 11.7.1} solitamente richiede I'uso di una fase mobile acquosa che
contiene in genere acetato di ammonio, La terminazione di un capillare riscaldato (400 °C}
in cui si trova l'eluato entra in una camera nella quale avviene un bombardamento di elettroni
¢ dove viene effettuato il vuoto da un sistema di pompaggio (vacuum pumping). La tempera-
tura elevata crea un getto supersonico di goccioline che sono lonizzate e gradatamente ridotte
di dimensioni grazle al sistema di pompaggio. Alla fine gli ioni dell’analita sono espulsi dalla
gocciolina nell’analizzatore di massa.

Gli spettri CI sono registrati ancora come ioni (M + H}* o (M + NH,}*, Nellz jonizza-
zione a elettrospray (ESI) (cap. 11, 11.7.2} il capillare contenente Peluato & mantenutoa un
voltaggio elevato ¢ I'eluato viene mischiato con azoto. Il voltaggio crea una carica sulla su-
perficie liquida che causa la sua dispersione in uno spray molto fine. 1l solvente nelle goc-
cioline fini evapora e viene trascinate via dall'azoto, Gli joni del’analita vengono trascinati
via come un fusso supersonico in una camera da vuoto e alla fine nelPanalizzatore di mas-
sa. Pilt recentemente, 'HPLC & stato interfacciato con la spettroscopia NMR per fornire
informazioni strutturali riguardo agli analiti complementari a quelle ottenute mediante
HPLC-MS.

La sensibilith det rivelatori per assorbimento all'ultravioletto, per fluorescenza ed ¢lettro-
chimici pud essere spesso accresciuta in maniera sighificativa attraverso i processo di deriva-
tizzazione, per cui Panalita viene convertito a un suo derivativo chimico mediante un tratta-
mento pre- o postcolanna. Vengono forniti esempi nella tabella 13.1.

13.4.8 Applicazioni

Le grandi applicabilitd, velocita e sensibilita deli’ HPLC hanno prodotto come risultato
che essa & diventata una delle pit note forme dl cromatografia ¢ praticamente tutti i tipi i
molecole biologiche sono stati dosati o purificati usando questa tecnica. L'HPLC ha avuto
un forte impatto sulla separazione degli oligopeptidi e delle proteine, Strumenti dedicati al-
la separazione delle proteine hanno dato luogo alla tecnica della cromatografia liquida ve-
loce delle proteine (FPLC, Fast Protein Liquid Chromatography). Non ¢i soho principi unici
associati all'FPLC; esso & semplicemente basato sulla cromatografia a fase inversa, per affi-
nitd, per esclusione, a interazione idrofobica e a scambio ionico, e sulla cromatofocalizza-
zione. Le colonne di acciaio inossidabile microbore rivestite di vetro permettono di usare
una quantita melto piccola di campione, con la separazione che avviene in solo 10 min: La
tecnica permette che miscele complesse, come digeriti triptici di proteine e surnatanti di
colture di microrganismi, vengano applicate direttamente alla colonna, mentre le miscele
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Figura 13.10 Separazione in HPLC della lacipidina, bloccante diidropiridinico del canale del calcio, e dei
su91.merabohu. Colonna: ODS Hypersil, Eluente! metanclo/acetonitrile/acqua (669%, 5%, 29% in volume),
acidificato a pH 3.5 con 1% di acldo formico. Velocitd di flusso: 1 em® min™. Temperatura delia colonna: 40
°C. {a) Registrazione mediante un rivelatore a diodi; (b) registrazione mediante un rivelators a ultravioletti,
(Riprodotta per gentile concessione della Glaxo Wellcome, Stevenage.)




642 : METODOLOGIA BLOCHIMICA

di proteine da estratti cellulari necessitano ancora di qualche forma di frazionamento pre-
liminare {cap. 6, 6.3.3} prima di essere analizzate.

13.4.9 Elettrocromatografia capillare (CEC)

Quest’ultimo sviluppo nella cromatografia ¢ effettivamente un ibrido di HPLC ed elettro-
foresi capillare {cap. 12, 12,5), Come suggerisce il nome, essa viene eseguita in colonne capil-
lari nelle quali la fase stazionaria viene legata a un supporto inattivo ¢ impaccata o viene rico-
perta direttamente sopra le pareti del capillare, Come avviene nella elettroforesi capillare,
viene applicato lungo la superficie del capillare un potenzlale, che genera un flusso di solvente
attraverso la elettroosmosi (cap. 12, 12.1). Questo flusso elettroosmotico (EOF) guida il sol-
vente ¢ gli analitl nel campione applicato attraverso la colonna caplllare. Mentre gli analiti si
spostano lungo il capillare, essi sono soggetti alle forze opposte dell'EOF e della distribuzione
tra le fasi mobile e stazionaria. Essi verranno quindi separati in parte sulla base delle loro dif-
ferenze nei coefficienti di distribuzione, K, tra le due fasi, esattamente come in tutte le altre
forme di cromatografia, Inolire, comunque, essi saranno influenzati dalle differenze riguar-
danti la loro mobilitd elettroforetica come nella elettroforesi capillare, La conseguenza 2 che
il fattore di capacitd, k', caratteristico della cromatografis, non & valide neila CEC.

Fino a oggi, la CEC & stata utilizzata nella tipologla della fase inversa. Le fasi stazionarie uti-
lizzate sono simili & quelle del’HPLC basate sulle matrici di silice. La fase mobile ¢ solitamente
un sisterna organico-acquoso che contiene un elettrolita, L'EOF viene generato all'interfaccia
salido-liquido, La superficie di silice & caricata negativamente a causa della deprotonizzazione
dei gruppi di silanolo e quindi le molecole della fase mobile assuniono una netta carica positi-
va, formando percid un doppio strato elettrico, Le molecole caricate positivamente vicino alla
superficle del silice inducono cambiamenti simili nelle molecole vicine. Sotto influenza del
campo applicato, queste molecole migrano verso Peletirodo negativo, trascinando il grosso
della fase mabile con loro. La velocita di EOF & determinata da un numero di fattord che inclu-
de il campo applicato, la viscositd ¢ Ia costante dieletirica della fase mobile, Bssa € significativa-
mente piii Jenta nelle colonne a capillare impaccate che nel tipo a tubo aperto. La strumenta-
zione per CEC & simile a quella per CE a eccezione del fatto che entrambe le terminazioni della
colonna sono pressurizzate per assicurare che non ci sia alcun calo di pressione, Vengono co-
munemente usate colonne che misurano 50 cm X 100 pm e, poiché il flusso & prodotto
dall’elettroosmosi piuttosto che dalla pressione applicata, possono essere usate particelle di di-
mensioni pilt piccole (da 1.5 a 5 pm) rispetto all’ HPLC, con il risultato che I'efficienza della
colonna ¢ molio pib elevata in CEC ¢ il tempo di risoluzione pils breve che in HPLC. CEC 2
potenzialmente una forma di cromatografia molto interessante grazie alla sua minlaturizzazio-
ne ¢ al suo basso costo. Attualmente la CEC & ancora in fase di sviluppo, ma entro un decennio
potrebbe sfidare PHPLC, come la tecnica di separazione preferita, ‘

13.5 Cromatografia di adsorbimento

13.5,1 Principi teorici

Questa & la classica forma di cromatografia basata sul principio che alcuni materiali solidi,
noti nelPinsieme come adsorbenti, hanno la capacita di trattenere le molecole alla loro super-

'
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ficie. Questo processo di adsorbimento, che coinvolge forze d'interazione deboli, non-ioniche,
del tipo delle forze di van der Waals e del tipo dei legami idrogeno, avviene in siti di adsorbi-
mento specifici, ‘Tali siti hanno la capacita di discriminare tra molecole ¢ nel processo di ad-
sorbimento cromatografico sono occupati da molecole dell’eluente o degli analiti presenti
nella miscels in proporzioni che dipendono dalle forze relative della oro interazione. Mentre
Peluente viene costantemente passato attraverso la colonna, le differenze in queste forze dile-
game portano infine alla separazione degli analiti. La forza di legame di un particolare analita
dipende dai gruppi funzionali presenti nella sua struttura. I gruppi idrossilici e quelli aroma-
tici tendono ad aumentare V'interazione con la superficie di adsorbimento, mentre i gruppi
alifatici di differente dimensione, di solito, differiscono solo leggermente nella loro interazio-
ne. In generale, la cromatografia ad adsorbimente 2 influenzata pih dalla presenza di gruppi
specificl che dalla semplice dimensione molecolare, perché sclo un gruppo specifico pit che
Pintera molecola pud interagire con i sito di adsorbimento.

Un adsorbente caratteristico & il silice, che presenta gruppi di silanolo (i — OH) sulla sua
superficie. Questi gruppi, che sono leggermente acidi, possono interagire con gruppi funzio-
nali polari dell'analita o dell'eluente. La topologia (sistemazione) di questi gruppi di silanolo
in diverse preparazioni commerciali di silice spiega le loro diverse proprieta di separazione.
Altri adsorbenti comunemente usati sono Pallumina e il carbone, Materiali basati su carbo-
ne, allumina o silice sono disponibili per la cromatografia a bassa pressione e per 'HPLC
{Tab, 13.2), Mentre le silici sono acide e vanno bene per la separazione di materiali basic, le
allumine sono pils basiche e pid adatte per la risoluzione di materiali acidi,

La selezione dell’eluente corretto (fase mobile) & indispensabile per una buona risoluzio-
ne perché essa influenza il fattore di capacita, k', degli analiti (13.2.3). In genere, viene scelto
un eluente con una polarita paragonabile a quella dell’analita pil polare presente nella mi-
scela, Quindi, gli alcol sarebbera selezionati se gli analiti contenessero gruppl idrossili; 'ace-
tone o gli ester sarebbero scelti per gli analiti contenenti gruppi carbonilici, e gli idrocarburi
come esano, eptano e toluene per gli analiti prevalentemente non-polari. Miscele di solventi
vengono comunemente usate per l'eluizione In gradiente (13.3.6), La presenza di piccole
quantitd d'acqua nella fase mobile & spesso vantaggiosa quando la silice viene usata come fase
stazionaria, poiché le molecole d’acqua bloccano in maniera selettiva | gruppi di silanclo pia
attivi, lasciando una popolazione di siti di legame piis deboli,

La cromatografia per adsorbimento, che pud essere eseguita sia su strato sottile sia in co-
lonna, viene usata pil comunemente per separare composti non-ionici, non solubili in acqua,
come | trighiceridi, i PTH-aminoacidi(cap. 6, 6.4.3), le vitamine e molti farmaci.

13.5.2 Cromatografia su idrossiapatite

L'idrossiapatite cristallina {Ca,o(PO,)s(OH),) ¢ un adsorbente usato per separare le misce-
le di proteine o gli q_gig)i,p:u;glgjci. I} reccanismo di adsorbimento non & stato ancora del tutto
compreso, ma si ritiene che toinvolga sia gli ioni di calcio sia gli ioni di fosfato sulla superficie
nonché le interazioni dipolo-dipolo e probabilmente le attrazioni elettrostatiche. Una delle
pits importanti applicazioni della cromatografia su idrossiapatite & la separazione di DNA &
singolo filamento dal DNA a doppio filamento, Entrambe le forme di DNA legano a basse
concentrazioni di tampone di fosfato, ma, quando la concentrazione di tampone viene au-

i
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mentata, il DNA a singolo filamento viene staccato selettivamente, Quando la concentrazione
di tampone viene ulteriormente aumentata, viene rilasciato il DNA a dopplo filamento. Que-
sto comportamento & sfruttato nella tecnica dell’analisi Cot (cap. 2, 2.3.1). L'affinitd della
idrosslapatite per il DNA a doppio filamento & cost elevata che quest'ultimo pud venir rimos-
50 in maniera selettiva dal’RNA e dalle proteine in estratti di cellule usando questo tipo di
cromatografia.

U'idrossiapatite & disponibile in commercio in una serie di forme adatte per I'LPLC ¢
PHPLC. Queste includone I'idrossiapatite cristallina o sferoidale e forme collegate a una ma-
trice di agarosio. La capacitd di adsorbimento di tutte queste forme & massima attorno al pH
neutro, e le condizioni includono solitamente 20 mM tampone di fosfato per il processo di
adsorbimento. L'eluizione si ottiene aumentando la concentrazione del tampone fosfato 2
500 mM.

13.5.3 Cromatografia per interazione idrofobica

Questo tipo di cromatografia fu sviluppato per purificare le proteine sfruttando la loro idro-
fobicita superficiale, che & collegata alla presenza di residui aminoacidi non-polari {cap. 6,
6.3.4), Gruppi di residui idrofobici sono sparpagliati sulla superficie delle proteine in un mo-
do che fornisce proprieti caratteristiche a ogni proteina. In soluzione acquosa, queste regioni
idrofobiche sulle proteine sono coperte da 1na pellicola ordinata di molecol= d'acqua, che ef-
ficientemente maschera i gruppi idrofobici, Questi gruppi possone, comunque, venire esposti
aggiungendo ioni salini, che sottraggono preferenzialmente le molecole di acqua ordinate. Le
regioni idrofobiche esposte possono poi interagire 'una con I'altra e questo & il fenomeno alla
base del salting-out (cap. 6, 6.3.4) ottenuto utilizzando il solfato di ammonio. Nella cromato-
grafia per interazione idrofobica, pluttosto che facilitare'interazione proteina-proteina espo-
nendo i gruppl idrofobicl, la presenza di gruppi idrofobici attaceati a una matrice adatta faci-
lita l'interazione proteina-matrice, Le fasi stazionarie pid comunemente usate sono formate
da gruppi alchilici (esile, ottile} o da gruppi fenilici attaccati a una matrice di agarosio, Mate-
riali commerciali includono Phenyl Sepharose ¢ Phenyl SPW, entrambi per la cromatografia
per interazione idrofobica a bassa pressione, e Bio-Gel TSK Phenyl e Spherogel TSK Phenyl
per 'HPLC.

Dat momento che la cromatografia per interazione idrofobica richiede la presenza di com-
posti che possano provocare il fenomeno det salting-eut, come il solfato di ammonio, per fa-
cilitare I'esposizione delle regioni idrofobiche sulla molecola proteica, essa viene comune-
mente usata subito dopo il frazionamento con solfato di ammonio (cap. 6, 6.3.4), poiché gli
ioni ammonio ¢ solfato sono gid presenti nel campione proteico. Per ottimizzare il processo,
& vantaggioso adeguare il pH del campione proteico a quello del suo punto isoelettrico. Una
volta che le proteine sono state adsorbite nella fase stazionaria, Peluizione selettiva pud essere
ottenuta in vari modi, tra cui anche Puso di un eluente di forza fonica gradualmente minore
o con un aumento del pH {questo incrementa l'idrofilicita defla proteina) o mediante uno
spostamento selettivo da parte di uno spiazzatore che ha un’affinitd per la fase stazionaria pif
forte di quella che ha la proteina. Alcuni esempi includono detergentl non-ionici come Tween
20 e Triton X-100, alcol alifatici, come il butanolo e Petilenglicole, e ammine alifatiche come
1a butilammina. Une dei potenziali problemi con la cromatografia per interazione idrofobica
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¢ che alcune di queste condizioni di eluizione possono causare la denaturazione delle protei-
ne. L'altro problema pratico presentato da questa tecnica ¢ Ja sua non prevedibilitd, poiché
funziona bene per alcune proteine ma non per altre & uno studio preliminare & sempre neces-
sario. Le proteine purificate da tale tecnica includono aldolast, transferrina, citocromo c e ti-

roglobulina.

13,6 Cromatografia di partizione

13.6.1 Principi teorici

Come altre forme di cromatografia, la cromatografia di partizione ¢ basata sulle diffe-
renze nei fattori di capacitd, k', e aei coefficient! di distribuzione, Ky, degli analiti e utiliz-
za fasi stazionarle e mobili liquide (13.23). Pud essere suddivisa in cromatoprafia liquide-
liquido, in cui la fase stazionaria liquida & attaccata alla matrice di supporto attraverso
mezzi puramente fisich, € in cromatografia liquida a fase legata, in cui la fase stazionaria 2
legata covalentemente alla matrice. Un esempio di cromatografia liquido-liquido & quello
in cui una fase stazionaria acquosa & legata a una matrice di cellulosa, amido o silice, com-
posti che hanno tutti la capacita di legare fisicamente fino al 50% (peso/volume) di acqua
rimanendo polverl a flusso libero. I vantaggi di questa forma di cromatografia consistono
nel fatto che & economica, ha un’alta capacita e una larga selettivitd. Lo svantaggio sta nel
fatto che il processo di eluizione pud gradualmente rimuovere la fase stazionaria, alterando
quindi le condizioni cromatografiche, Questo problema viene superato con le fasi legate, il
che spiega il loro utilizzo sempre pi diffuso. La maggior parte delle fasi legate usa silice co-
me matrice, che viene derivatizzato per reazione con un organoclorosilano per immobiliz-
zare la fase stazlonaria:

Hy s
3si~OH + Cl-§i-R-—>Si-0-Si-R + HCl
CH, “  CH,
Silice Clorosilano
organico

L’eccesso di gruppi silanolo viene rimosso trattando con clorotrimetilsilano per migliorare
la qualita della cromatografia minimizzando 1§ fenotneno di scodamento (Fig. 13.3¢). Ci sono
due modi comunemente utilizzati di cromatografia di partizione, che differiscono nelle pola-
rith relative delle fasi stazionaria ¢ mobile e danno luogo alla cromatografia liquida in fase
normale e alla cromatografia liquida in fase inversa.

13.6.2 Cromatografia liquida in fase normale

in questa forma di cromatografia, la fase stazionaria & polare ¢ la fase mobile relativamente
non-polare. La fase stazionatia pit comune & un’alchilammina legata alla silice {Tab. 13.2), La
fase mobile & generalmente un solvente organico, come esano, ottano, diclorometano o etilace-
tato. } meccanismo della separazione sfrutta la capacita dell'analita di spostare molecole defla
fase mobile adsorbite come monostrato sulla superficie della fase stazionaria, cost come fa capa-




646 METODOLOGIA BIOCHEMICA

<ita dell’analita di competere con le molecole della fase mobile nella formazione di un doppio
strato sulla superficie della fase stazionaria. L'ordine di eluizione degli analiti & tale che it meno
polare viene eluito per primo ¢ il pit polare per ultimo, Effeltivamente, gli analiti polari richie-
dono generalmente un gradiente di eluizione con una fase mobile a polarita crescente, general-
mente ragglunta usando metanolo o diossane, I principali vantaggi della cromatografia liquida
in fase normale stanno nella sua capacita di separare analiti che hanno bassa solubilita in acqua
¢ quelli che non sono trattabili con la cromatografia liquida in fase inversa,

13.6.3 Cromatografia liquida in fase inversa

In questa forma di cromatografia liquida, la fase stazionaria & non-polare e Iz fase mabile re-
lativamente polare, 1l tipo di gran lunga pit utilizzato & quello a fase legata, in cui i gruppi alchil-
silanici sono legati chimicamente alla silice. Sono utilizzati piti frequentemente i gruppi silanici
batile (C,), ottile {C;) e ottadecile (C;g} (Tab. 13,3}, La fase mobile & comunemente acqua o
tamponi acquosi, metanolo, acetonitrile, tetraidrofurano o miscele di questi. Ci si riferisce al
solvenie organico come modificatore organico, La cromatografia liquida in fase inversa differi-
sce dalla maggior parte delle altre forme di cromatografia per il fatto che la fase stazionaria & es-
scnzialmente Inerte e sono possibili solo interazioni non-polari (idrofobiche) con gli analiti. La
separazione cromatografica degli analiti 2 determinata principalmente dalle caratteristiche della
fase mobile e coinvolge probabiimente una combinazione di meccanismi di adsorbimento e
partizione, §i crede che ¢l siano melte similitudini con |a cromatografia per interazione idrofo-
bica, Non & stato descritto alcun modello semplice per spiegare la cromatografia in fase inversa;
la tearia solvofobica & quella maggiormente considerata. E basata sul bilanciamento delle varia-
zioni di energia libera ed entropia associate al legame dell'analita con la fase stazionaria e con la
fase mobile, Cid che attrae di pil della tecnica in fase inversa @ che piccoli cambiamenti nella
composizione della fase mobile come 'aggiunta di sali, variaziont di pH o della quantita di sol-
vente organico, influiscono profondamente sulle caranteristiche di separazione, In piiy, la tecnica
¢ sensibile alle variazioni di temperatura in misura tale che un aumento di 10 °C dimezza ap-
prossimativamente il fattore di capacitd, & (13.2.3).

Tabella 13.3 Esempi di fasi legate per HPLC in fase inversa

Dimenslone

della particelle
Prodotto Materiale (pm) Produttore
Sephacil C18 Silice, C18 5 Pharmacia
LiChrsorb PR18 Ct8 5-10 Merck
Zorbax ODS Cls 6 DuPont
{Bonda-Pak Cis8 10 Waters
Sephaci C8 C8 5 ., . Pharmacia
Resolve C8 Cs 10 o Watels
yBonda-Pak Phenyt Fenile 10 Waters
iBonda-Pak CN C 10 Waters

pBonda-Pak NH, NH,; 10 Waters
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Nella cromatografia in fase inversa, gli analiti polari eluiscono per primi e quelli non-polari
per ultimi, Gli analiti non polari necessitano di un gradiente di eluizione che utilizza propor-
zlon{ crescentl dj un solvente a bassa polaritd, come I'esano,

L'HPLC in fase inversa & probabilmente la forma di cromatografia pit: largamente utiliz-
zata principalmente a causa della sua flessibilita e dell’alta risoluzione, E largamente impie-
gata per analizzare farmaci e i loro metaboliti, residui di insetticidi e di pesticidi, e gli ami-
noacidi, Adesso & anche applicata largamente alle proteine utilizzando I'FLPC. Le fasi di
o¢tadecilsilano (ODS) leganc le proteine molto pib fortemente di quello che fanno le fusi di
octil- o metilsilane e hanno quindi pid probabilita di provocare la denaturazione della pro-
teina a causa delle condizioni pil estreme richieste per I'eluizione della proteina. In forma
non acquosa, la cromatografia in fase inversa pud essere usata per separare i composti lipofili
come i grassi,

13.6.4 Cromatografia liguida in fase inversa per accoppiamento jonico

La separazione di alcun! composti altamente polari, come gli aminoacidi, i peptidi, gli acidi
organici e le catecolammine, che sono difficili da risolvere adeguatamente ton la cromatografia
convenzionale in fase inversa, pud spesso essere migliorata utilizzande degli approcci alternati-
vi. 1l prime consiste nella soppressione jonica in cul la onizzazione del composto viene soppres-
sa eseguendo la cromatografia a un pH appropriatamente basso o alto. Gli acidi deboli, per
esempio, possono essere separati usando una fase mobile acldificata, 1l secondo approccio & 'ac-
coppiamento jonico, in cui un contro-ione con carica opposta a quello da separare & aggiunto
alla fase mobile in modo che la risultante coppia ionica abbia sufficiente carattere lipofilo per
essere trattenuta dalla fase stazionaria non-polare di un sistema in fase inversa, Percid, per faci-
litare la separazione dei composti acidi, che sarebbero presenti in forma di anioni conjugati, po-
trebbe essere utilizzato, come contro-ione, lo ione di un'alchilammina quaternaria, per esempio
lo fone tetrabutilammonio, mentre, per la separazioni delle basi, che sarebberc presenti come
cationi, si potrebbe usare un alchilsolfonato, come il sodio eptansolfonate:

hJ ,
RCOO- + RyN* m===== [RCOO~NE,]
anione derivato contro catione coppia ionica
dall’acido carbossilico

RNH, + RSO3 wm=—  [RNH,"0,5K]
acido coniugato contro anione coppia ionica
di una base debole

Il meccanismo per cui 'accopplamento ionico di luogo a una migliore separazione non ¢
chiaro anche se sono state proposte due teorle, La prima suggerisce che la coppia ionica si com-
porta come una singola specie neutra; la seconda teoria suggerisce che venga prodotta una su-
perficie attiva di scambio jonico in cui il contro-jone, avente considerevoli proprieta lipofile, e
gli ioni, che devono essere separati, vengonoe assorbiti dalla fase stazionaria idrofobica non-po-
fare. In pratica, il successo dell’approccio ad accoppiamento ionico & variabile ¢ in qualche mo-
do empirico. Le dimensioni del contro-ione, la sua concentrazione e il pH della soluzione sono
tutti fattori che possono influenzare profondamente il risultato della separazione.




648 METODOLOGIA BIOCHIMICA

Le fasi legate con octil- e octadecilsilano sono usate molto comunemente insieme con la
fase mobile acqua/metanclo o zcqua/acetonitrile, Uno dei vantaggi della cromatografia in fa-
se inversa ad accoppiamento lonico & che, se il campione che deve essete risolto contiene una
miscela di composti ionici e non ionici, | due gruppi possono essere separati contemporanea-
mente in quanto il reagente di accoppiamenta fonico non influisce sulla cromatografia delle
specie non ioniche. Questo non & vero pet la cromatografia a scambio fonico.

13.6.5 Cromatografia chirale

I composti chirali contengono come minimo un atomo di carbonio asimmetrico o sono
molecolarmente asimmetrici. Esistono in due forme enantiomotfe, una 'immagine speculare
dell'altra, che hanno le stesse proprieta fisiche e chimiche e differiscono solo nella loro inte-
razione con il piano della luce polarizzata, facendolo ruotare una in senso destrogiro (+) eT'al-
tra in senso levogiro (=), C'¢ una setie di convenzioni per indicare la configurazione spaziale,
in relazione alle proprieta ottiche, degli enantiomeri. Il sistema classico I e L per { monosac-
caridi e gli aminoacidi non pud essere applicato facilmente ad altre strutture; il sistema Cahn-
Ingold-Prelog, che assegna la configurazione R {rectus) o § (sinfster) a un enantiomero, & quel-
lo che viene usato pid frequentemente. Fino a poco tempo fa non era possibile risolvere mi-
scele di enantiomeri e questo creava problemi all'industria farmaceutica e nello sviluppo
dell’'uso clinico dei farmaci, molti dei quali sono chirali, e, sebbene gli enantiomeri abbiane
proprietd chimiche e fisiche identiche, sono distinguibili da un punto di vista biclogico. Per-
cid essi differiscono nella capacita di interagire con i recettori coinvolti in una serie di risposte
fisiologiche e sono spesso metabolizzati ed escreti con velocita diverse,

Sono state sviluppate di recente tecniche cromatografiche che permettono di risolvere mi-
scele di enantiomeri, Una di queste tecniche si basa sul fatto che | diastereoisomeri, isomeri
ottici che non sona Puno Fimmagine speculare dell’altro, differiscono nelle proprieta fisiche,
anche se contengono gruppi funzionali identict. Essi possono quindi essere separati per mez-
zo delle tecniche di cromatografia convenzionali, il piit delle volte con la cromatografia in fase
inversa (13.6.3), L'approcclo dei diastereoisomeri richiede che gli enantiomeri contengano
un gruppo funzionale che po:sa essere derivatizzato da un agente derivatizzante chirale

“(CDA, Chiral Derivatising Agent), chimicamente e otticamente puro, per conventirli in una

miscela di diastercoisomer,

(R+8) + K RR + SK

miscela agente miscela

di enantiomeri derivatizzante di diastereoisomeri
chirale

Esempi di CDA includone le forme R o § dei seguenti composti:

N-trifluorcacetil-L-prolilcloruro, anidride c-fenilbutirrica
2-Fenilpropionil cloruro, 1-feniletilisotioctanato
2,2,2-Trifluoto-1-pentiletilidrazina

Per l¢e ammine

Per gli alcol

Per i chetoni

Per gli acidi alifatici
e aliciclici 1-mentolo, desossiefedrina
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Sebbene questo approcelo alla risoluzione chirale sia abbastanza semplice, & essenziale che
il processo di derivatizzazione sia rapida e quantitativo. Molto spesso non & cos ¢ questo ha
limitato 'uso di tale metodo. Un approccio alternativo al problema della risoluzione consiste
nell'usare una fase chirale mobile, In questa tecnica, un complesso diastereoisomerico tran-
siente viene formato tra gli enantiomeri ¢ 'agente chirale nella fase mobile. Esempi di agenti
chirali nella fase mobile includono 'albumina, la glicoproteina acida o, le a-, B-, e y-ciclo-
destrine, l'acido 10-canforsolfonico e la N-benzossicarbonilglicil-L-prolina, tutti utilizzati
con un sistema cromatografico in fase inversa,

1’approccio con maggiore successo alla cromatografia chirale, comunque, passa attraverso
Putilizzo di una fase stazionaria chirale e si basa sul principio che la necessitd di un'interazione
a tre punti tra fase stazionaria {che funziona come discriminatore chirale) ¢ Penantiomero per-
mette la risoluzione di miscele racemiche a causa del diverso arrangiamento spaziale dei gruppi
funzionali al centro chirale negli enantiomeri. Uno di questi approcci che ha avuto successo usa
le fasi di Pirkle, basate sui derivati dinitrobenzoici degli aminoacidi, come la fenilglicina, che so-
ho legati all silice; si pensa che queste fasi funzionine permettendo la formazione di complessi
tra enantiomero e fase stazionaria transfenti, coinvolgendo legami idrogeno e forze di van der
Walls, L'eluizione viene generatmente eseguita con Ja tecnica in fase inversa, Fasi chirali stazio-
narie alternative includono triacetilcellulosa e varie clelodestrine legate alla silice, Queste ciclo-
destrine sono oligosaccaridi ciclici che hanno una struttura a tronco di cono aperta, larga alla
base da 64 8 A (da 0.6 a 0.8 mm). La loro superficie interna # in prevalenza idrofobica, ma ci
sono gruppi ossidrilici secondari localizzati attorno alla larga apertura del cono, La B-ciclode-
strina ha 7 unith glucopiranosiche & contiene 35 centri chirali; at-ciclodestrina ha 6 unita glu-
copiranosiche, 30 centri chirali ed & pit: piccola della B-ciclodestrina, Nell'insieme ¢ si riferisce
a loro come fasi a cavitd chirale perché dipendono dalla capacity delPenantiomero di entrare
nella gabbia tridimensionale delfa ciclodestrina, mentre allo stesso tempo presentano gruppl
funzionali e quindi It centro chirale per Pinterazione con gruppi ossidrilicl all'apertura del cono,
Enantiomeri che possiedono anelli aromatici a cinque, sei, sette membti sono stati risolti con
questo approceio, unito all'eluizione In fase inversa. Un'innovazione piby trecente consiste
nell'uso degli antibiotici macrociclici, vancomicina e teicoplanina, come fasi chirali stazionarie.
La vencomicina ha 18 centri chirali, 1a teicoplanina 23. Sono state usate entrambe con successo
nelle separazioni chirali normali o in fase inversa,

Poiché le proteine sono otticamente attive, possono in principio essere utilizzate come fase
chirale stazionaria, Sono state utilizzate l'albumina di siero bovino e la glicoproteina acida «,
{AGP); si ¢ dimostrato che funzionano con successo per numerose separazioni, anche se il lo-
ro meccanismo di sepatazione & scarsamente conosciuto. Sia Palbumina sia 'AGP si trovano
nel plasma e si sa che legano | farmaci (Fig. 13.11), L'albumina ha come minimo due sitl di
legame distinti ai quali si possono legare i farmaci acidi e basici, L’AGP ha un solo sito di le-
game per i farmaci ristretto al legame di farmaci basici come il propanoloto. Queste fasi chirali
proteiche sano usate insieme a tamponi acquosi e non possono éssere utilizzate a valori estre-
mi di pH o in presenza di solventi organici,

13.6.6 Cromatografia controcorrente (CCC, CounterCurrent Chromatography)

Questo processo di separazione si base sulla distribuzione di un composto tra due fasi li-
quide immiscibili, Queste fasi possono essere miscele di solvent organici, tamponi, sali e vari
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Tabella 13,6 Esempi di ligandi gruppo-specifici utilizzati in cromatografia di sffinita

Ugando Affiniti;
Nucleotidi
5-AMP Deidrogenasi NAD*-dipendenti, alcune chinasi
2’ §'-ADP Deidrogenasi NAD*-dipendenti
Calmodulina Enzimi che legane la calmodulina
Avidina Enzimi che contengono ta biotina
Acidi grassi Proteinie che legano gl acidi prassi
Eparina Lipoproteine, lipasi, fattori di coagulazione, DNA polimerasi, recettori
_ proteici per ghi steroidi, fattori di crescita, inibitord delle serin proteasi
Proteine Ae G Immunoglobuline

Concanavalina A

Glicoproteine contenenti residui di o-D-mannopiranosile
¢ di a-p-glucopiranosile

Lectina di germe di sola

Glicoprotelne contenenti residui di N-acetil-o-(a B)-galattopiranosile

Fenilboronato Glicoproteine
Poli {A) RNA contenente sequenze poli (U), alcune proteine RNA specifiche
Lisina TRNA

Cibacron Blue F3G-A

Enzimi dipendenti da nucleatidi, fattori di coagulazione

Attivazione Accopplamento
{con L-NHp}
- / NH
OH + BICN - — /}-0—CN 0—&NH—
Bromwro
dl clanogano
HCH- X CH— CH; QCH, HaNHL
0H+CQ,(—J-;H—-X—C\H—;CH, — a(’i X H-OHy ,?mc::ﬂc Al
OH o OHOH -
Bisepossido
a cl NHL.
0+ fl’d — 0-{: -\g’; o-.(N=S.|
. = N
o] Nx i - . B R v R
Diclorotriazina
0 + CISO,CH,CF, e 0—80,CH,CF; . #T=NHL
ure
Gruppt lirossilic] Reagente Matrice altivata, » Ligandol
funzionall + attivante conllene grupplreattivio .. . immoblllzzate
buoni gruppi uscenti EaRR L

" delta matrice -

Figura 13.15 Esempi di reazioni i accoppiamento utilizzate per immobilizzare ligandi (L} in cromatografia
d'affinitd. Se un braccio spaziatore deve essere introdotto tra if ligando immobilizzato ¢ la matrice, I'accop-
plamento chimico & simile.

|
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Una volta che il campione & stato applicato e la macromolecola legata, la colonna viene eluita
con un eccesso di tampone per rimuovere i contaminanti non specificamente legati.

il composto purificato viene recuperato dal ligando o per eluizione specifica o per eluizio-
ne non specifica, L'eluizione non specifica si pud ottenere mediante una varjazione di pH o
di forza lonica. Un’eluizione per variazione di pH, che utilizza acido acetico diluito o idrossi-
do d’ammonio, si verifica per una variazione nello stato di fonizzazione di gruppi, net ligando
efo nella macromolecola, che sono critici per il legame ligando-macromolecola. Una varia-
zione nella forza ionica, non necessariamente con una concomitante variazione nel pH, causa
anch’essa eluizione dovuta a rottura dell’interazione ligando-macromolecola; a queste scopo
viene frequentemente utilizzato NaCl 1M, Se I'eluizione viene raggiunta mediante una varia-
zione di pH, il pH delle frazioni raccolte deve essere riportato a un valore ottimale tale da mi-
nimizzare la possibilita di denaturazione proteica. L'eluizione d’affinita coinvolge I'aggiunta
di un’alta concentrazione di substrato, o di inibitore reversibile della macromolecola se que-
sta & un’enzima, o 'aggiunta di ligandi per i quali la macromolecola abbia un'affinita maggio-
re di quella che ha per i ligando immobilizzato. Il materiale purificato & infine recuperato in
una soluzione tamponata che pud percid contenere agenti di eluizione specifici o alte cancen-
trazioni di sali; queste sostanze devono essere rimosse affinché I'isolamento sia completo me-
diante tecniche come la cromatografia a esclusione,

13.9.3 Applicazioni

Mediante la cromatografia d’affinita sono stati purificati malti enzimi e proteine, inclusi i
recettori ¢ le immunoglobuline, L’applicazione di questa tecnica & limitata sole dalla disponi-
bilita dei ligandi da immobilizzare. T principi sono stati estesi agli acidi nucleici e hanno dato
un contributo considerevols agli sviluppi nella biologia molecolare. L'RNA messaggero, per
esemplo, viene Isolato di routine per ibridazione selettiva su poli (U)-Sepharose 4B, sfruttan-
do la sua coda poli (A). S pud usare DNA a singola elica immobilizzato per isolare il DNA ¢
I'RNA complementare, Anche se questa separazione pud essere ottenuta in colonne, viene di
solito eseguita usando DNA a singola elica immobilizzato su filtri di nitrocellulosa. I nucleo-
tidi immobilizzati sono utili per Pisolamento delle proteine coinvolte nel metabolismo degli
acidi nucleici,

Uno sviluppo molto utile della cromatografia d’affinita ¢ il suo uso per la separazione di
una miscela di cellule in popolazioni omogenee, La tecnica si basa sulle proprieta antigeniche
della superficie cellulare, sulla natura chimica dei carboidrati esposti sulla superficie cellulare
o su ur’interazione specifica recettore di membrana-ligando. I ligandi immobilizzati utilizzati
includono la proteina A, che silega alla regione Fc delle IgG, una lectina o un ligando specifico
per un recettore di membrana,

13.9.4 Cromatografia di affinitd con lectine

Le lectine sono un gruppo di proteine, prodotte da animali, piante e muffe, che hanno la
capacita di legare carboidrati e quindi glicoproteine, Hanno una struttura polimerica, spesso
tetramerica. Le loro sottouniti possono essere identiche, nel qual caso riconoscono uno spe-
cifico residuo saccaridico, o costitulte di due tipi, nel qual caso riconoscono due diversi sac-
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caridi. Hanno tutte una M, compresa nell'intervallo da 40000 a 400000. La loro capacita di
riconoscere ¢ legare zuccheri specifici le ha rese di grande valore nella purificazione delle ghi-
coproteine, in particolare dei recettori proteici di membrana,

Le lectine pii largamente utilizzate in cromatografia sono quelle delle piante leguminose
(piselli, fagioli, semi di soia) a causa della loro abbondanza, Pdsson_o essere immobilizzate su
matrici di agarosio mediante tecniche convenzionali e molte sond ofa disponibili in commer-
cio. Se la natura del componente saccaridico di una glicoproteina non & conoscluta, la lectina
scelta viene selezionata mediante una semplice procedura di screening. Una volta che le gli-
coproteine sono state legate alla lectina immobilizzata, 'eluizione pud essere raggiunta in una
serie di modi: per esempio, ¢on un'eluizione per affinitd usando il semplice monosaccaride
per il quale la lectina ha affinith oppure con un tampone borato che forma un complesso con
la glicoproteina, oppure mediante un’accurata variazione del pH {non sotto pH 3 o0 sopra pH
10}; per aggiunta di un reagente come il glicol etilenico per ridurre I'interazione idrofobica
del ligando, Uno dei maggiori vantaggi della cromatografia d’affinita con lectine & che pud es-
sere eseguita in presenza di concentrazionl di sali relativamente alte perché non si basa sulle
interazioni ioniche. In linea di principio, quindi, pud essere applicata direttamente dopo i
frazionamento con sali, E anche stata utilizzata per separare miscele di cellule sfruttando i
componenti saccaridici delle loro membrane esterne, La maggior parte delle applicazioni del-
la cromatografia d’affinitd con [ectine & stata eseguita usando LPLC convenzionale,

13.9.5 Cromatografia di immunoaffinita

: L'uso di anticorpi come ligandi immobilizzati & stato sfruttato nell’isolamenta e nella pu-

-..tificazione di numerose proteine che includono quelle di membrana di origine virale. Gli an-

* ticorpi monoclonali possono essere legati a matrici di agarosio mediante la tecnica del bro-

“ muro di cianogeno, 1l legame della proteina all'anticorpo immobilizzato avviene in una
soluzione tampone a pH neutro contenente moderate concentrazioni di sale. L'eluizione della
proteina legata richiede, abbastanza spesso, condizioni estreme a causa del legame molto forte
con Panticorpo {K; = 10~ 2 10712 M) e questo pud portare alla denaturazione della proteina,
Esempi di procedure di eluizione includono I'uso di alte concentrazioni di sali con ¢ senza
Puso di detergenti o di urea, sodio dodecilsolfato o cloruro di guanidina, tutti in grado di de-
terminare denaturazione. L'uso di agenti caotropici, come tiocianato, perclorato e trifluoro-
acetato, o I"abbassamento del pH a circa 3 pud evitare la denaturazione,

13.9.6 Cromatografia cont chelati di metalli (cromatografia di affinitd con metalli
immeobilizzati)

Questa & una forma speciale di cromatografia d'affinita in cui uno ione metallico immo-
bilizzate, come Cu®*, Zn#*, Hg?* o Cd?*, o uno ione di un metallo di transizione, come
Co**, Ni** 0 Mn?, viene utilizzato per legare selettivamente le proteine per reazione con i
gruppi imidazolo di residui cisteinicl, con i gruppi tiolo def residui di cisteina e con i gruppi
indolo dei residui di triptofanc. L'immobilizzazione della proteina coinvolge la formazione
di un legame di coordinazione che deve essere sufficientemente stabile per permettere 'at-
tacco deltla proteina e la sua ritenzione durante eluizione del materiale contaminante non
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legato. IE seguente rilascio della proteina pud essere ottenuto o, semplicemente, abbassa
il pH, quindi destabilizzando il complesso proteina-metallo, oppure con I'uso di ag
complessanti come 'EDTA. Pi comunemente, 1'atomo metallico viene immobilizzato
legame con Pagarosio sostitnito con iminodiacetato o tris(carbossimetil)etilendiamm
Le proteine purificate con questa tecnica includono it fibrinogeno, la superossido dismu
e le proteine nucleari non-istoniche.

13.9.7 Cromatografia con ligandi colorati

Una serie di coloranti triazinici, che contengono sia anelli coniugati sia gruppi ionici, h
no la capacitd di legare alcune proteine. It termine psendo-ligandi viene utilizzato per des
vere questi coloranti. Non & possibile prevedere se una particolare protelna si legherd a un
to colorante, in quanto l'interazione non & specifica, ma st pensa coinvolga I'interazi
ligando-domini di legame attraverso forze ioniche e idrofobiche, T legame dei colorant
proteine esalta i loro legami con materiali come Sepharose 4B e cid viene sfruttato nel proi
sa di purificazione, Cio che attrae di questa tecnica & che i coloranti sono economici, si a
ciano facilmente alle matrici convenzionali e sono molto stabiti. Il colorante utilizzato pit:
fusamente & Cibacron Blue F3G-A. La selezione del colorante per la purificazione di |
particolare proteina & empirica e viene eseguita sulla base di vari tentativi. Il legame della g
teina at colorante immobilizzato viene generalmente raggiuntoa un pH da 7 a 8.5, L'eluizi
viene comunemente eseguita mediante gradiente salino o per affinita (spostamento).

13.9.8 Cromatografia covalente

Questa forma di cromatografia & stata sviluppata specificatamente per separare tioli (~
contenenti proteine sfruttando la lore interazione con un ligande immaobilizzato che prese
un gruppo disolfuro. Il principio viene illustrato nella figura 13.16. 11 ligando pity comunem
te utilizzato & un gruppo 2"-piridil disolfuro legate a una matrice di agarosio, come Sephar
4B. Dalla reazione con la proteina contenente tiolo, viene rilasciato piridin-2-tione. Que
processo viene seguito spettrofotometricamente a una Junghezza d’onda di 343 nm, il |
permette quindi di seguire 'assorbimento della proteina, Una volta che la proteina silega
valentemente alla matrice, i contaminanti che nost contengono tiolo vengono eluiti e i gru;
tiopiridilici che non hanno reagito vengono rimossi usando ditiotreitolo o mercaptoetan
4 mM. La proteina viene quindi rilasciata per sostituzione con un composto contenente tic
come il ditiotreitolo, il glutatione ridotto o 1a cisteina 20-50 mM. Viene infine rigeneratalan
trice per reazione con 2,2"-dipiridilsolfuro. Questo metodo & stato usato con successo per m
te proteine anche se il suo uso & limitato dai costi e dallo stadio di rigenerazione pluttosto ¢
ficoltoso. Pud tuttavia essere applicato alle preparazioni di proteine molto impure.

13.10 Cromatografia gas-liquide (GLC, Gas-Liguid Chromatography)

13,10.1 Apparato ¢ materiali

Questa techica, basata sulla partizione dei composti tra una fase liquida e una gassosa, v
ne largamente utilizzata per Panalisi qualitativa e quantitativa di un grande numero di co1
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e Ligando rigenarato
Figura 13.16 Principi della cromatografia covalente,

posti in quanto ha elevata sensibilitd, riproducibilita ¢ velocita di risoluzione, E stato provato
che & di grande valore soprattutto per la separazione di composti che hanno una polarita re-
lativamente bassa, Una fase stazionaria di un liquido a elevato punto di ebollizione, come la
resina di silicone, & supportata su un solido granulare inerte. Questo materiale viene impac-
cato in una stretta colonna a spirale di vetro o di acciaio lunga da 1 a 3 m e avente un diametro
interno da 2 a 4 mm, attraverso la quale viene fatto passare un carrier costituito da un gas
inerte (la fase mobile), come I'azoto, I'elio o I'argon. La colonna viene tenute in una stufa a
elevata temperatura, che assicura che i composti che devono essere separati siano allo stato di
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vapore ¢ che i tempi di analisi siano ragionevoli (13.10.3). La separazione si basa sulla diffe-
renza nei coefficienti di partizione del composti volatilizzati tra le fasi liquida ¢ gassosa che si
instaura quando i composti sono trasportati attraverse la colonna dal gas carrier. Man mano
che | composti lasciano la colonna passano attraverso un rivelatore che & collegato, mediante
un amplificatore, a un registratore su carta, che, a sua volta, registra un picco ogni volta che
un analita passa attraverso il rivelatore (Fig. 13.17).

La cromatografia gas-liquido (GLC) pud anche essere eseguita usando colonne capillari,
fatte di vetro o di metallo, con diametri tra 0.03 e 1.0 mm e che possono essere lunghe fino
a 100 m, In cromatografia di adsorbimento vengono utilizzati due tipi di sistemi di colonne
capillari noti come colonne tubolari aperte a parete ricoperta (WCOT, Wall-Coated Open
Tubular) e colonne tubolari aperte a supporto ricoperto (SCOT, Support-Coated Open Tubular),
anche note come colonne tubolari aperte a sirato poroso (PLOT, Porous Layer Open Tubular},
Nelle colonne WCOT la fase stazionaria ricopre direttamente le pareti del tubo capillare, Poi-
ché c'# solo una piccola quantiti di fase stazionaria presente, possono essere sottopaste a cro-
matografia solo piccole quantita di campione, Di conseguenza deve essere utilizzato un siste-
ma di deviazione nel punto di iniezione del campione in moclo che solo una piccola frazione’
del campione iniettato raggiunga la colonna. Il resto del campione & indirizzato allo searico.
La realizzazione del sistemna di deviazione & un punto critico neil’analisi quantitativa in quan-
to esso deve assicurgre che il rapporto tra il campione cromatografato e il campione scartato
sia sempre lo stesso. Alcuni strumenti sono equipaggiati con iniettori sulla colonna che richie-
dono una considerevole abilita per essere utilizzati,

Nelle colonne SCOT un materiale di supporto & legato alle pareti delia colonna capillare ¢
la fase stazionaria ricopre tale supporto. La capacita delle colonne SCOT & considerevolmente
pits alta rispetto a quella delle colonne WCOT, ¢ di conseguenza si possono iniettare piccoli

Reglstratore ¢
Rivelatore Amplificatore sistema di
analisl dei datl
< Hifomimanto
an ol gas carrler

Punto &i Infazione
del campiona

Forno __|
flscaidato _j Programmaiore
R dalla temperatura
A del forno
Colonnd
cromatopmlica

Figura 13.17 Schema di un sistema GLC,
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campioni direttamente nelle colonne senza la necessith di un sistema di deviazione, I sistemi
SCOT sono quindi decisamente pil semplici da utilizzare per Panalisi quantitativa di quanto
lo siano | sistemi WCOT. La loto efficienza & inferfore a quella dei sistemi WCOT, ma consi-
derevolmente migliore di quella delle colonne GLC convenzionali, In termini generali, ke co-
lonne PLOT hanno scarse applicazioni biologiche. )

Lefficienza di una colonna GLC & determinata dal principi descritti nel paragrafo 13.2.
Occorre una velocitd di flusso ottimale del gas carrier per avere la massima efficienza di co-
lonna {minimo valore di H). Per le colonne capillari, il massimo numero di piatti teorici che
pud essere ottenuto & indipendente dal gas carrier utilizzato, In questi casi, una diminuzione
del diametro della colonna dovrebbe dare un aumento proporzionale de! numero di piatti per
unita di lunghezza, ciod di H, Poiché queste colonne sono molto pitt lunghe di quelle conven-
zionali, si ottengono efficienze molto alte (equazioni dalla 13,8 alla 13.12) e questi sistemi so-
no molto utili per analisi di miscele complesse,

Matrici

Dal momento che esse vengono utilizzate per fornire una superficie di supporto che viene
ricoperta dallo strato di fase stazionaria, & importante che il supporto sia inerte verso il cam-
pione. Cid non & generalmente un problema quando il supporto trattiene uno strato ad alta
percentuale di fase stazionaria, ma, se la percentuale di rivestimento & bassa, esposizione del
supporto al campione spesso ostacola la separazione. Il supporto comunemente pit1 utiliz-
zato ¢ la Celite (silice di diatomee), che, a causa del problema detl’interazione supporto-
campione, viene spesso trattata in modo da modificare i gruppi idrossiliei che st trovano in
essa. Cid sl ottiene normalmente per silanizzazione del supporto con composti come P'esa-
metildisilazano. In aggiunta al supporto, vengono sottoposte a silanizzazione anche la co-
lonna di vetro, il tappo di lana di vetro, che si trova alla base della colonna, e qualsiasi altra
superficie che pud venire in contatto con i campione. Le particelle di supporto hanno di-
mensioni uniformi che, per la maggioranza delle applicazioni pratiche, sono 60-80, 80-100
o0 100-120 mesh {13.3.3),

Fasi stazionarie

Qualsiasi fase stazionaria per GLC deve avere i seguenti requisiti: essere non volatile e sta-
bile termicamente alla temperatura utilizzata per Panalisl, Spesso e fasi utilizzate sono com-
posti organici con elevato punto di ebollizione, che rivestono il supporto in proporzioni
dall'1% al 25%, a seconda dell'analisi. Queste fasi sono di due tipi: selettive, in cui la separa-
zione avviene sfruttando le diverse caratteristiche chimiche dei componenti, o non selettive,
dove la separazione viene ottenuta sulla base di differenze nei punt di ebollizione dei compo-
nenti il campione. La temperatura operativa dell’analisi deve essere compatibile con la fase
scelta. Temperature troppo alte risultano in un eccessivo rilascio da parte della colonna do-
vuto alla volatilizzazione della fase stazionaria, il che provoca la contaminaziene del rivelatore
¢ da una linea di base instabile nel registratore. La scelta della fase stazionaria per 'analisi di-
pende dal composto in analisi e viene decisa, nel migliore dei modi, facendo riferimento alla
letteratura, Fasi stazionarie comunemente utilizzate includono i glicoli polietilenici, le gom-
me di metilfenil- e metilvinilsilicone (le cosiddette fasi OV), FApiezon L e gli esteri dell’acido
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adipico, succinico e ftalico, Le fasi basate sulle B-Ciclodestrine sono disponibili per separazio-
ni chirali (13.6.5).

Le colonne sono impaccate a secco sotto una leggera pressione di gas ¢, dopo I'impacca-
mento, devono essere condizionate, per un tempo che va dalle 24 alle 48 ore, per riscaldamen-
to a una temperatura vicina al imite operativo superiore, mentre il gas carrier viene fatto pas-
sare attraverso la colonna alle normali velocitd di flusso. Durante questo condizionamento, la
colénna non deve essere connessa al rivelatore, per prevenire la contaminazione, Con fasi li-
quide di buona qualita, il condizionamento della colonna pud essere semplificato facendo
fluire il gas carrier a 100 °C,

13.10.2 Preparazione e applicazione del campione

La maggior parte dei composti non polari, 0 a bassa polarita, & applicabile direttamente in
GLC mentre altri composti, che possiedono gruppi polari come ~OH, ~NH,, ~-COOH, sono
generaimente trattenuti dalla colonna per periodi di tempo eccessivi se vengono applicati di-
rettamente, Questa eccessiva ritenzionc & accompagnata inevitabilmente a una bassa eisolu-
zione e a scodamento dei picchi (13.2.4), Il problema pub essere superato per derivatizzazione
dei gruppi polari, Cid aumenta Ja volatilitd e i coefficienti di distribuzione effettivi dei com-
posti, La metilazione, la silanizzazione e la perfluoroacilazione sono metodi di derivatizzazio-
ne comuni per gli acidi grassi, i carboidrati e ghi aminoactdi,

Il campione per la cromatografia viene dissolto in un solvente adatto, come Pacetone, 'ep-
tano o il metanolo. I solventi organici cloridrati vergono in genere evitati in quanto contami-
nang il rivelatore. I campione viene iniettato sulla colonna utilizzando una microsiringa at-
traverso un setto nel punto di iniezlone che si trova in cima alla colonna, Normalmente
vengono iniettati da 0.1 4 10 mm? di soluzione, E pratica comune mantenere la zona di inie-
zione della colonna a una temperatura leggermente pid alta di quella deila colonna stessa in
quanto questo aiuta ad assicurare una rapida ¢ completa volatilizzazione del campione. In
molti strumenti in commercio l'injezione del campione & automatizzata.

13.10.3 Condizioni di separazione

L'azoto, I'elio e 'argon sono i tre gas carrier pidt utilizzatl. Vengono fatti passare attraverso
12 colonna a una velocita di flusso che va da 40 & 80 cm? min-, La temperatura della colonna
deve essere all'interno dell’intervallo di lavoro della particolare fase stazionaria e viene scelta
in modo da trovare un compromesso tra tempo di ritenzione di picco e risoluzione, Nella
GLC, i coefficienti di partizione sono particolarmente sensibili alla temperatura; in questo
modo i tempi di analisi possono essere determinati regolando la temperatura del forno, cosa
che pud essere fatta in due modi, Nell'analisi isotermica viene impiegata una temperatura co-
stante. Nella separazione dei composti che differiscono molto per polaritd o M,, pud essere
vantaggioso aumentare la temperatura gradualmente, Cl si riferisce a questo come alla pro-
grammazione della temperatuta, Cid, perd, determina spesso una perdita eccessiva della fase
stazionaria quando la temperatura viene aumentata, con seguente variazione della linea di ba-
se. Di conseguenza alcuni strumenti hanno due colonne e due rivelatori identici, una coppia
dei quali viene usata come riferimento. Le correnti dai due rivelatori sono opposte; quindi,
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DOMANDA 3

Due composti (1 ¢ 2} con coefficienti di distribuzione di 10 e 12 devono essere separati su
una colonna incui il volume della fase stazionaria & un quinto di quello della fase mobile. Cal-
colare il numero di piatti teorici necessari per dare una risoluzione di 1.5.

RISPOSTA

. 17
szd-‘-/s;

ky=10x ?l,’-- quindikj=2
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» quindi k; = 2.4
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B TR

Quindi N = 2304

DOMANDA 4

Due composti A ¢ B sono stati separati su una colonna lunga 25 cm, I tempi di ritenzione
osservati sono stati di 7 min 20 5 ¢ 8 min 20 s rispettivamente. La larghezza di base del picco
per l'analita B era 10 s, Quando & stato studiato un composto di riferimento, che era comple-
tamente escluso dalla fase stazionaria sotto le stesse condizioni di eluizione, si & trovato che il
suo tempo di ritenzione era di 1 min 20 s,

Calcolare:

(1} il tempo di ritenzione corretto per A e B
{2) il fattore di capacith per A ¢ B;
(3) il fattore di selettivitd per i due composti;

v
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{4) il numero di piatti teorici nella colonna;
{5) la risoluzione dei due compostl;
{6) la lunghezza di colonna negessaria per raddoppiare Ia risoluzione.

RISPOSTA

(1) tp=tr— bty
(A} ry=440-80=360s
{B) ty=500-80=420s

oI
Qk=¢
. 360 _
{A) k= 350 4.5

. 420
(B) kp=-1o- =525

Gos =2 Lig
A 1
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w
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2
= |——] = 1764
{4)PerB N (10)

on (e

4 o M\+k,

_ 1764)0.167)( 5,25 )
VU4 1167 J\1 +4.875

(6) H=< = 222 =0,l4mm

Per Rg = 2,38, N=7025

0l4= 7("){:2? ,quindi L = 983.5 mm oppure 98.35 cm

DOMANDA §

La massa malecolare relativa (M,) di una proteina ¢ stata studiata mediante cromatografia
di esclusione utitizzando una colonna Sephacryl 5300 ¢ usando come standard Faldolasi, la
catalasi, Ja ferritina, la tiroglobulina e il Blue Destrano, Si sono ottenuti i seguenti dati di elui-
zione,




