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Introduzione alla cromatografia: introduzione 3

Le tecniche di separazione cromatografica sono state all'inizio sviluppate per ovviare alle

limitazioni delle tecniche di separazione (estrazione) liquido-liquido.

Infatti, supponendo di dover identificare e quantificare un analita presente in un campione in

cui sono presenti una o più sostanze interferenti che impedirebbero di ottenere il risultato

voluto utilizzando il metodo strumentale di interesse (es. spettroscopia UV-Vis, spettrometria

di massa, etc...), è necessario separare l'analita dagli interferenti.

Le limitazioni principali per questa operazione utilizzando la separazione liquido-

liquido sono due:

- se gli interferenti (o gli analiti) sono più di uno, la procedura di separazione diventa lunga e

complessa;

- l'efficienza della separazione dipende dal coefficiente di distribuzione del/degli analiti e

del/degli interferenti nei due liquidi.

https://chem.libretexts.org/Textbook_Maps/Analytical_Chemistry_Textbook_Maps/Map%3A_Analytical_Chemistry_2.0_(Harvey)

segue →



Esempio:
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Supponiamo di dover separare 1 analita (A) e 1 interferente (I) mediante separazione L-L, con coefficiente

di distribuzione 5 e 0.5 rispettivamente e presenti in L1 alla medesima concentrazione.

Operando una prima separazione L1-L2 con volumi uguali dei due solventi si ottiene una rimozione di A da

L1 circa dell'83% e di I circa del 33%.

Operando una seconda separazione per ottenere una rimozione di A da L1 del 97% si ottiene anche una

rimozione di I del 55%.

(Una terza separazione porta a rimozione di A da L1 del 99% ma anche di I del 70%...)

Di fatto non esiste una combinazione di numero di estrazioni/volumi utilizzati che permetta di ottenere una

separazione accettabile.

Il problema principale è dato dal fatto che la separazione avviene in modo UNIDIREZIONALE,

in questo caso da L1 a L2.

https://chem.libretexts.org/Textbook_Maps/Analytical_Chemistry_Textbook_Maps/Map%3A_Analytical_Chemistry_2.0_(Harvey)

segue →
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Nell'esempio precedente la prima separazione porta ad ottenere un rapporto [A]/[I] = 2.5 e la seconda a

[A]/[I] = 1.8. Quindi la seconda separazione favorisce l'arricchimento di L2 in sostanza interferente!!!!

https://chem.libretexts.org/Textbook_Maps/Analytical_Chemistry_Textbook_Maps/Map%3A_Analytical_Chemistry_2.0_(Harvey)

segue →
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Si può migliorare la separazione operando una "retro-separazione" cioè effettuando una prima separazione da L1 a L2

e poi una seconda da L2 a L1 con una nuova porzione di L1.

Poiché A ha coefficiente di distribuzione 5 tra L2 e L1 e I 0.5, la seconda operazione comporta che A non si sposti

significativamente da L2 mentre I "ritorna" in L1. In questo modo alla fine si ottiene [A]/[I] = 6.3.

https://chem.libretexts.org/Textbook_Maps/Analytical_Chemistry_Textbook_Maps/Map%3A_Analytical_Chemistry_2.0_(Harvey)

segue →
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può essere nuovamente estratto ricominciando
la procedura da capo e ottenendo ulteriore
arricchimento di A in una nuova frazione di L2

da aggiungersi a L2 arricchito in A ottenuto dal
metodo in figura
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Ripetendo lo schema precedente per un certo numero di cicli si ottiene una separazione significativa di A da I.

Questo processo di estrazione dell'analita "avanti e indietro" tra le due diverse fasi è detto ESTRAZIONE in

CONTROCORRENTE e fu sviluppato da Craig negli anni '40.

Il fenomeno su cui si basa l'estrazione in controcorrente ha fornito le basi per lo sviluppo della

CROMATOGRAFIA MODERNA.

In una SEPARAZIONE CROMATOGRAFICA si fa scorrere una FASE MOBILE contenente il campione

(analiti+interferenti) su una FASE STAZIONARIA che rimane fissa nello spazio.

Durante lo scorrimento della fase mobile i diversi componenti del campione si distribuiscono tra le due fasi a

seconda dei loro rispettivi coefficienti di partizione.

Un componente che ha affinità per la fase stazionaria (cioè alto coefficiente di partizione rispetto ad essa) sarà

trasportato dalla fase mobile più lentamente rispetto a componenti con maggior affinità per la fase mobile.

Utilizzando una fase stazionaria ed una fase mobile adatte alla specifica composizione del campione si ottiene

una separazione delle componenti nel tempo all'uscita del sistema.

https://chem.libretexts.org/Textbook_Maps/Analytical_Chemistry_Textbook_Maps/Map%3A_Analytical_Chemistry_2.0_(Harvey)

FASE STAZIONARIA

FASE MOBILE

t1t2>t1

segue →



http://brussels-scientific.com/?p=4673
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Il termine cromatografia è stato coniato all'inizio del

XX secolo dal botanico russo Mikhail Tswett (o

Cvet) che utilizzò una colonna impaccata con calcio

carbonato (fase stazionaria) e una fase mobile di

etere di petrolio per separare i pigmenti colorati da

estratti di piante. I campioni si separavano in bande a

diversi colori lungo la colonna. Il nome nasce dalle

parole greche per "colore" (chróma) e "scrivere"

(gráfo).

L'interesse per la tecnica di Tswett fu scarso finchè

Martin e Synge svilupparono la prima teoria della

cromatografia (Martin, A. J. P.; Synge, R. L. M. “A

New Form of Chromatogram Employing Two Liquid

Phases,” Biochem. J. 1941, 35, 1358–1366)

ottenendo il Nobel per la Chimica nel 1952.

https://chem.libretexts.org/Textbook_Maps/Analytical_Chemistry_Textbook_Maps/Map%3A_Analytical_Chemistry_2.0_(Harvey)
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Il principio della cromatografia è basato sul passaggio delle costituenti da separare tra due fasi immiscibili.

A questo scopo il campione è disciolto nella fase mobile (che può essere una fase liquida, gassosa o

supercritica) e si muove attraverso una fase stazionaria che può essere un solido o film di liquido che riveste

una superfice solida.

A seguito delle interazioni dei costituenti con le fasi mobile e stazionaria, dopo un tempo sufficiente essi si

separano.

segue →

Classificazione delle cromatografie

Fase stazionaria Fase mobile

gassosa fluida liquida

solida GSC (gas-solid
chromatography)

SFC (supercritical fluid
chromatography)

LSC (liquid-solid
chromatography)

liquida GLC (gas-liquid
chromatography)

- LLC (liquid-liquid
chromatography)
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Ci sono due modi per permettere il contatto tra la fase stazionaria e la fase mobile:

- nelle CROMATOGRAFIE SU COLONNA la fase stazionaria viene impaccata in una stretta colonna, che

può essere di vetro o altri materiali, e la fase mobile viene fatta passare attraverso di essa per gravità o

applicando una pressione. La fase stazionaria può essere formata da particelle solide oppure da un film

liquido ricoperto sulle superfici interne della colonna o ricoperto su un materiale particellare solido per

impaccamento.

- nelle CROMATOGRAFIE PLANARI la fase stazionaria è ricoperta su una superficie piana, che può essere

di vetro, metallo o plastica. Ad una estremità della superfice è posta la riserva di fase mobile che si muove

attraverso la fase stazionaria per capillarità. Esempio: cromatografia su strato sottile (Thin Layer

Chromatography – TLC).

segue →

 Contatto tra la fase mobile e la fase stazionaria

https://chem.libretexts.org/Textbook_Maps/Analytical_Chemistry_Textbook_Maps/Map%3A_Analytical_Chemistry_2.0_(Harvey)
Introduzione alla cromatografia: classificazione
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Ci sono due tipi di interazione possibili tra le sostanze del campione e la fase stazionaria:

- nelle CROMATOGRAFIE PER ADSORBIMENTO la fase stazionaria è solida e le sostanze si separano a

seconda della loro affinità di adsorbimento sulla fase solida;

- nelle CROMATOGRAFIE DI PARTIZIONE la fase stazionaria è un film liquido supportato su solido e le

sostanze si separano in dipendenza dei loro coefficienti di partizione tra la fase mobile e la fase stazionaria.

 Interazioni tra il campione e la fase stazionaria

https://chem.libretexts.org/Textbook_Maps/Analytical_Chemistry_Textbook_Maps/Map%3A_Analytical_Chemistry_2.0_(Harvey)
Introduzione alla cromatografia: classificazione
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Principalmente per le cromatografie su colonna si usa la tecnica dell'eluizione (eluente è sinonimo di fase mobile).

- Il campione viene disciolto nella fase mobile (f.m.) e introdotto alla testa alla colonna;

- Una volta che il campione è iniettato, i costituenti si distribuiscono tra la f.m. e la fase stazionaria (f.s.). Se la f.m. è

continuamente fornita come eluente, le sostanze si distribuiscono lungo la colonna tra nuova f.m. e la f.s.;

- Continuando ad aggiungere f.m. si procede all’eluizione finché le sostanze sono separate e rilevate alla fine della

colonna;

- Composti trattenuti in modo più forte dalla f.s. impiegano più tempo a essere separati di sostanze che interagiscono

poco con la f.s..

- Idealmente, le sostanze sono separate dopo un certo tempo di eluizione e rilevate individualmente alla fine della

colonna.

- Il segnale viene registrato come funzione del tempo di eluizione o del volume di eluizione (di f.m.), il grafico che si

ottiene viene chiamato cromatogramma.

segue →

Il cromatogramma



Introduzione alla cromatografia: il cromatogramma 14

Se si seguono nel tempo le “zone” (bande) occupate dalle sostanze lungo la colonna si notano due effetti:

a) la distanza tra le bande delle sostanze aumenta nel tempo (ovvero con il volume di eluente aggiunto), quindi

aumenta la separazione temporale del "cammino" delle diverse sostanze;

b) allo stesso tempo i picchi rilevati nel cromatogramma si allargano, causando possibili sovrapposizioni tra i picchi,

quindi peggiore separazione.

Quindi si può migliorare in via di principio una separazione se:

i. Le velocità di migrazione delle sostanze viene alterata in maniera selettiva;

ii. L’allargamento dei picchi viene minimizzato il più possibile.
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 Velocità di migrazione

 Parametri caratteristici del Cromatogramma

La velocità di migrazione è la velocità con cui le particelle/molecole viaggiano lungo la colonna.

Nel caso più semplice, il passaggio delle sostanze tra le fasi mobile (M) e stazionaria (s) è governato da un 

equilibrio di partizione. 

Il coefficiente (o rapporto) di partizione K per una sostanza è:

K non può esser dedotto direttamente dal cromatogramma. 

Tuttavia si può mettere in relazione il parametro  tR tempo di ritenzione totale (che è ricavabile direttamente 

dal cromatogramma) con K.

cs
K =

cM

segue →

Introduzione alla cromatografia: il cromatogramma



Il picco tM è denominato tempo morto.

Viene generato da un composto per nulla trattenuto, cioè il tempo che le molecole della fase mobile impiegano

per attraversare la colonna. Il tempo morto è l'intervallo di tempo che intercorre tra l’effettivo momento dell'

iniezione e l’effettivo momento della rivelazione.

Il picco tR è denominato tempo di ritenzione totale (di una sostanza eluita).

La velocità lineare media dell'analita è:

La velocità lineare media della fase mobile è:

16

 Tempi di ritenzione

L
v =

tR

L
u =

tM

dove L è la lunghezza della colonna

segue →

Introduzione alla cromatografia: il cromatogramma



Dal momento che la fase mobile è l'unica in movimento, la ritenzione di una sostanza corrisponde al suo tempo di

residenza nella fase mobile.

Sostanze non trattenute permangono per tutto il tempo nella f.m., mentre sostanze che interagiscono con la fase

stazionaria rimangono solo per una frazione del tempo nella fase mobile, in paragone alle sostanze non trattenute.

Questa porzione di tempo può essere descritta usando la relazione tra massa di analita nella f.m. e massa totale

dell’analita nella colonna (cioè esprimendo la velocità di migrazione dell'analita come frazione della velocità di

migrazione della fase mobile):

17

 Relazione tra tR e K

Vs e VM sono parametri sperimentali misurabili
segue →

Introduzione alla cromatografia: il cromatogramma

1

1 + K·

= u ·

VM

Vs

v

cM · VM
v =

cM · VM + cs · Vs

u ·
1

1 +

= u ·

cM · VM

cs · Vs

K (coefficiente di partizione)

n°di moli di analita nella f.m.

n°di moli totali di analita (f.m. + f.s.)



Si definisce fattore di ritenzione k:

18

 Fattore di ritenzione k

Dynamics of Chromatography: Principles and Theory  di J. Calvin Giddings
Introduzione alla cromatografia: il cromatogramma

= K ·
VM

Vs
k oppure =

K

β
k dove β è il rapporto tra le fasi

Il fattore di ritenzione k può essere dedotto direttamente dal cromatogramma, sulla base dei tempi di ritenzione totali e

del tempo morto, ottenendo il tempo di ritenzione corretto.

I fattori di ritenzione dovrebbero aver valori tra 1 e 5 (k <1 eluito troppo velocemente; >20 tempo di ritenzione

intollerabilmente lungo)

La relazione con i tempi di ritenzione è derivabile come:

1

1 + k
= u ·v

1

1 + k
= ·

L

tR

L

tM

Riarrangiando è possibile dimostrare che:

tR - tM

tM

=
t'R

tM

k =

tempo di ritenzione corretto

(adjusted retention time)

segue →



Il fattore di selettività o fattore di separazione è una misura della separazione di due sostanze ed è indicato con α.

Utilizzando i coefficienti di partizione per calcolare il fattore di selettività per due sostanze A e B, si ottiene:

19

 Fattore di selettività

Dynamics of Chromatography: Principles and Theory  di J. Calvin Giddings
Introduzione alla cromatografia: il cromatogramma

=
KB

KA

α =
kB

kA

=
(tR')B

(tR')A

Quindi il fattore di selettività dipende dai tempi di ritenzione corretti (adjusted retention time) delle due sostanze A e B
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La teoria classica della cromatografia esamina l’effetto di allargamento dei picchi lungo la colonna e giunge

alla conclusione che l’ampiezza del picco è direttamente collegata all’efficienza di separazione o efficienza

di colonna.

segue →

Teoria classica

La teoria classica della cromatografia può essere considerata come

la trasposizione logica di un numero discreto di stadi di

partizione in una colonna.

Martin e Synge hanno introdotto:

- l’altezza equivalente a un piatto teorico H e

- il numero dei piatti teorici N

quali parametri di efficienza di una colonna.

Secondo questa teoria, la colonna è immaginabile come una

successione di piatti immaginari e su ciascun piatto teorico si verifica

un’equilibrazione della distribuzione della sostanza tra f.m. e f.s..

Se la sostanza si muove attraverso la colonna, ciò significa che essa

effettua un passaggio graduale da uno stadio di separazione a quello

successivo.



Introduzione alla cromatografia: teoria classica 21

segue →

Supponiamo di iniettare in colonna un campione costituito da un unico componente:

- Al momento dell'iniezione il campione occupa una banda stretta di larghezza finita.

- Quando il campione percorre la colonna, la larghezza di tale banda aumenta continuamente in un processo che si

chiama allargamento di banda.

- L’efficienza della colonna fornisce una misura quantitativa dell’entità dell’allargamento di banda.

- Quando si inietta il campione la sua banda ha un profilo di concentrazione uniforme, o rettangolare, in funzione della

distanza lungo la colonna.

- Mentre scende nella colonna, la banda si allarga ed assume un profilo di concentrazione gaussiano.

 Efficienza della colonna
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segue →

 Distribuzione gaussiana o normale

•http://www.camilab.unical.it/didattica/statistica/DistrNormale.pdf


