
Tecniche cromatografiche

Al termine della lezione lo studente sarà in grado di:

❖ Comprendere i principi generali della cromatografia e le principali tipologie di 
tecniche cromatografiche.

❖ Conoscere i parametri che influenzano l'efficienza e la risoluzione di una 
separazione cromatografica

❖ Apprendere le caratteristiche e il funzionamento delle principali tecniche 
cromatografiche (cromatografia su colonna, cromatografia su strato sottile, 
HPLC)
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*PRINCIPI GENERALI

*LE TECNICHE CROMATOGRAFICHE sono usate per separare le 
molecole;

*La separazione avviene per ripartizione di un soluto  tra due fasi: 
una FASE MOBILE (M) e una FASE FISSA  (FASE STAZIONARIA, S);

*La fase mobile può essere liquida (CROMATOGRAFIA LIQUIDA) o 
gassosa (GAS CROMATOGRAFIA);

*La fase fissa può essere solida o liquida;

*La separazione può avvenire su diversi supporti: planari 
(cromatografia su carta o strato sottile) o colonne impaccate con la 
fase fissa.
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Il flusso della fase mobile 
entro la colonna può 
avvenire semplicemente 
per effetto della gravità 
oppure per azione di una 
pompa peristaltica.
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La ripartizione di un soluto tra due fasi dipende dalle caratteristiche chimico-fisiche del 
soluto e delle fasi stesse ed è misurata dal coefficiente di ripartizione (o di distribuzione), Kd:
 
Kd = concentrazione analita nella fase S / concentrazione analita nella fase M

SOLUTI con Kd differenti si separeranno con formazione di bande cromatografiche distinte 
che eluiranno in tempi diversi.

CROMATOGRAFIA SU COLONNA
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CROMATOGRAMMA

➢ Le molecole che fuoriescono dalla colonna vengono rivelate da un 

detector con la rappresentazione di un cromatogramma che mostra i 

picchi cromatografici;

➢ FATTORE DI RITENZIONE, k’: misura la capacità di un analita di interagire 

con la colonna cromatografica, dato dal rapporto tra la quantità (in moli) 

del soluto nella fase S e quella nella fase M e dipende da Kd:

   K’ = CsVs/CMVM = Kd Vs/VM
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TEMPO DI RITENZIONE E RISOLUZIONE CROMATOGRAFICA

✓ TEMPO DI RITENZIONE tR: punto di maggiore altezza del picco 

cromatografico; tempo che impiega un componente della miscela 

iniettata ad uscire dalla colonna o, tecnicamente, ad essere 

rivelato come picco dal detector

✓ TEMPO MORTO t0 o  tM: tempo di eluizione di una sostanza che non 

interagisce con la fase stazionaria;

✓ VOLUME DI RITENZIONE VR E VOLUME VUOTO V0 (O VOLUME MORTO, 

VM) dipendono dal flusso della fase stazionaria F (mL/min):

   VR= tRF

    

    VR = VM + KdVs
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RISOLUZIONE  di un PICCO (Rs) = capacità di separare o risolvere due o tre 

picchi tra di loro

Si calcola misurando il rapporto tra la differenza dei rispettivi tempi di 

ritenzione (t) e la somma dell’ampiezza dei picchi cromatografici (W):

   Rs = 2 t/ W1 + W2

Dove:

t = differenza dei tR dei soluti 2 e 1 (tR2 – tR1)

W1 e W2 = ampiezze dei picchi 1 e 2

La qualità di una separazione cromatografica è tanto maggiore quanto maggiore 

è la risoluzione.

Rs = 1 separazione completa al 97%

Rs = 1,5 separazioni ottimali al 99%

TRE FATTORI CONTRIBUISCONO ALLA RISOLUZIONE CROMATOGRAFICA:

➢ SELETTIVITA’ (PARAMETRO ),

➢ FATTORE DI CAPACITA’ (o di ritenzione, parametro k’)

➢ EFFICIENZA della separazione cromatografica (parametro N)
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➢ SELETTIVITA’ (PARAMETRO ),

Misura della capacità del sistema cromatografico di discriminare tra due soluti 

diversi. Dipende dai valori di Kd delle due sostanze da separare:

    = tR2 –t0/ tR1 – t0 = Kd2/Kd1

Dipende dalle caratteristiche chimico fisiche della fase stazionaria e della fase 

mobile

può essere considerato come il rapporto tra i 
tempi di ritenzione per i 2 analiti:

RB

RA

t

t

'

'
=
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➢ EFFICIENZA della separazione cromatografica (parametro N)

❖ Si quantifica con il cosiddetto numero di piatti teorici (N). Un 

piatto teorico è il più piccolo volume all’interno della colonna in cui 

il soluto raggiunge un equilibrio tra fase mobile e stazionaria, ossia 

in cui si instaura l’equilibrio di ripartizione;

❖ Il numero di piatti teorici definisce il numero di equilibramenti che 

avvengono in una colonna;

❖ Il numero di piatti teorici condiziona la larghezza del picco di 

eluizione, ossia l’efficienza della colonna. Più stretti sono i picchi, 

più efficiente è la colonna.

❖ La lunghezza della porzione di colonna corrispondente a un piatto 

teorico è definita ALTEZZA DEL PIATTO:

    HETP =L/N

L = lunghezza della colonna

    N = 16(tR/W)2

W = larghezza del relativo picco
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H

L
N =

migliore è una colonna:
•  maggiore è il numero di piatti teorici e 
• minore l’altezza del piatto teorico. 
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A = diffusione o dispersione vorticosa

B = diffusione longitudinale

C = resistenza al trasferimento di massa

u = velocità lineare della fase mobile

RELAZIONE TRA EFFICIENZA CROMATOGRAFICA E FLUSSO DELLA Fm

EQUAZIONE DI VAN DEEMTER


C
B

AH ++=

A,B,C fenomeni che rallentano il 
raggiungimento dell’equilibrio

Minore è il valore di H, 
maggiore è il numero di piatti 
teorici contenuti nella colonna 
e quindi maggiore sarà la sua 
efficienza.
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VARIABILI CHE INFLUENZANO L’EFFICIENZA (la larghezza dei picchi)

 DI UNA COLONNA SONO:

1. VELOCITA’ DI FLUSSO LINEARE (cm/s) DELLA FASE MOBILE

2. ALTEZZA EQUIVALENTE DEL PIATTO TEORICO (H) CHE DIPENDE DALLA 

VELOCITA’ DEL FLUSSO DELLA FASE MOBILE

3. IMPACCAMENTO DELLA COLONNA

VARAIBILI CHE INFLUENZANO LA RISOLUZIONE (separazione dei picchi) 

DI UNA COLONNA SONO:

1. SCELTA DELLA FASE STAZIONARIA

2. SCELTA DELLA FASE MOBILE

3. LUNGHEZZA DELLA COLONNA

4. TEMPERATURA
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TIPOLOGIE DI CROMATOGRAFIA SU COLONNA

✓ CROMATOGRAFIA A SCAMBIO IONICO

✓ CROMATOGRAFIA DI AFFINITA’

✓ CROMATOGRAFIA DI ADSORBIMENTO

✓ CROMATOGRAFIA DI RIPARTIZIONE

✓ CROMATOGRAFIA A ESCLUSIONE MOLECOLARE O GEL-FILTRAZIONE
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➢ Si basa sull'attrazione che si verifica tra molecole di cariche di segno

opposto. La carica netta che questi composti presentano dipende dal

loro punto isoelettrico (pi) e dal pH della soluzione tampone in cui sono

disciolti.

➢ Tale metodo permette di separare le molecole sulla base della carica

netta superficiale. Le molecole modificheranno il grado di interazione

con il mezzo cromatografico in base alla loro carica totale, alla densità

di carica e alla distribuzione della loro carica.

✓CROMATOGRAFIA A SCAMBIO IONICO
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Le separazioni  per scambio ionico sono condotte  in colonne 

impaccate con una resina scambiatrice di ioni 

Esistono due tipi di resine:

➢Scambiatori cationici: possiedono gruppi carichi negativamente e

attraggono molecole cariche positivamente (i cationi); sono anche chiamati

materiali acidi a scambio ionico, perché le loro cariche negative risultano

dalla ionizzazione di gruppi acidi.

➢Scambiatori anionici: possiedono gruppi carichi positivamente e

attraggono pertanto molecole cariche negativamente (gli anioni). Sono anche

chiamati materiali basici a scambio ionico, perché le loro cariche positive

risultano generalmente dall'associazione di protoni con gruppi basici.
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❖ Scambiatori forti, mantengono la loro carica anche per valori di pH

estremi,

❖ scambiatori deboli, presentano una carica in un intervallo di pH più

ristretto.

✓ Gli scambiatori sono legati covalentemente a matrici solide inerti.

Queste resine scambiatrici di ioni sono formate da polimeri insolubili

uniti tra loro da legami intrecciati, che formano una matrice più o

meno intricata. Le particelle da cui sono formate queste resine

possono essere di diverse dimensioni, dette mesh.

✓ Il mesh indica le dimensioni del setaccio molecolare: maggiore

è il numero di mesh, più piccole sono le particelle che compongono

la matrice.
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Le resine possono essere porose o non porose, ma

devono:

• Essere fisicamente stabili;

• Essere chimicamente resistenti anche a condizioni

stringenti di lavaggio;

• Avere bassi livelli di interazione non specifica;

• Essere modificabili per diventare specifiche;
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La  risoluzione  dipende:

•      Dalle proprietà della matrice;
•      Dalle condizioni di eluizione;
•      Dalle condizioni di impaccamento della colonna;
•      Dal flusso della fase mobile .

L'efficienza  dipende:

•Dalla  diffusione  longitudinale,  che a sua  volta  dipende  dall'impaccamento  
della colonna,  e dalla presenza di bolle;
•  Dal   tipo  di  resina  utilizzata:   più  piccole  sono  le  dimensioni  delle  
particelle,   migliore  sarà   la dimensione del  picco.

La selettività  dipende:

•      Dalla natura e dal numero di gruppi funzionali presenti sulla matrice;
•      Dalle condizioni sperimentali come il pH e dalla forza ionica;
•      Dalle condizioni di eluizione 
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✓ CROMATOGRAFIA DI AFFINITA’

➢ La cromatografia di affinità, a differenza degli altri tipi

di cromatografia, non si basa sulle differenze nelle proprietà

chimico-fisiche delle molecole da separare, ma sfrutta le

interazioni altamente specifche che si possono instaurare tra le

macromolecole biologiche;

➢ Permette di separare proteine sulla base di un legame reversibile

(interazioni di natura elettrostatica o idrofobica, forze di Van der

Waals o ponti idrogeno) tra una proteina e uno specifico ligando

agganciato alla matrice cromatografica;

➢ la tecnica è caratterizzata da alta selettività, alta risoluzione e

alta capacità, permettendo di raggiungere una purificazione

completa in una singola tappa, anche partendo da miscele complesse.
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Il  ligando utilizzato, che di solito è legato ad un braccio spaziatore per renderlo 

più accessibile alla macromolecola,  deve avere le seguenti caratteristiche:

❖ Il  gruppo chimico  da legare  alla matrice  o al  braccio spaziatore  non deve 

essere coinvolto  nel legame con la macromolecola  da purificare;

❖ Deve   essere  attaccato  alla  matrice   in  modo  da  non  interferire  con  la   

capacità   di  legare   la macromolecola;

❖  Il  braccio spaziatore tra ligando e matrice deve avere una lunghezza di 6-10 

atomi di carbonio.

La  matrice ideale da utilizzare nella cromatografia di affinità deve possedere le 

seguenti caratteristiche:

❖ Deve  contenere numerosi gruppi  reattivi adatti  a  legare covalentemente  il 

ligando e deve risultare stabile nelle condizioni in cui avviene tale attacco;

❖ Deve  essere stabile nelle condizioni di interazione della macromolecola  e 

nella successiva eluizione;

❖ Non deve interagire,  se  non debolmente,  con altre  macromolecole,  per 

evitare  un adsorbimento aspecifico;

❖ Deve  possedere buone capacità di flusso .
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Cromatografia di adsorbimento

➢Si  basa sulla capacità di alcuni  materiali solidi di adsorbire  (legare 

tramite interazioni deboli, quali forze di Van der Waals e legami 

idrogeno) le molecole sulla loro superficie; 

➢Sulla superficie dei  granuli si trovano siti  attivi  che possono stabilire  

legami  deboli  (reversibili!)  con le molecole della miscela da separare;

➢Le molecole che si vogliono  separare si  legano alla fase stazionaria  

solida  e  devono  essere  eluite  utilizzando  una  fase  mobile   diversa  

da  quella  usata  per l'equilibratura della colonna;

➢Può essere gas-solido o liquido-solido a seconda della natura della 

fase mobile ed è indicata per separare molecole con polarità diversa.
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I siti  di adsorbimento  possono essere occupati  dall'eluente  o  

dall'analità.  Un tipico adsorbente  è la  silice, che è  leggermente  

acida e  può  interagire  con gruppi  polari  dell'analita  o dell'eluente.  

Le  proprietà  di separazione  dipendono  dalla  disposizione  dei  

gruppi  di  silanolo.  Altre  resine  utilizzate  sono  l'allumina (Al203)  e 

il carbone.
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SCELTA  DEL  SOLVENTE  DI  ELUIZIONE  (FASE  MOBILE):

➢Alcoli: se la miscela contiene analiti con gruppi ossidrilici;

➢Acetone o esteri: se gli analiti presentano gruppi carbonilici;

➢Idrocarburi come esano, eptano e toluene per analiti non polari.

L'eluizione può essere isocratica, cioè a concentrazione costante, oppure essere 

in gradiente.
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✓ CROMATOGRAFIA DI RIPARTIZIONE

➢ Si basa sulla distribuzione di un soluto tra due fasi liquide delle 

quali una è adsorbita sulla fase stazionaria (cromatografia 

liquida/liquida)

➢ Es cromatografia su carta: la fase stazionaria costituita da acqua è 

adsorbita su un supporto cellulosico;

➢ Gli analiti saranno separati tra di loro grazie ai diversi valori di Kd 

e in base al fattore di capacità K’
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CROMATOGRAFIA SU STRATO SOTTILE



M.C. Bonaccorsi di Patti, R. Contestabile, M.L. Di Salvo, Metodologie biochimiche - Seconda edizione, Zanichelli editore 2019 37



IL FATTORE DI RITENZIONE

38



❖ I campioni che si sono separati sulla lastrina devono essere rilevati con delle 

colorazioni: es. gli aa e i composti amminici vengono rilevati spruzzando sulla 

lastrina una soluzione di ninidrina in acetone oppure fluorescamina rilevabile 

mediante luce UV

39
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NB: L'HPLC  non è un metodo  di separazione  nuovo rispetto  a  quelli  già 

illustrati,  ma solo  un sistema  più sofisticato per sfruttare gli stessi principi 

al fine di ottenere prestazioni molto più elevate.
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Un cromatografo HPLC è costituito dalle seguenti parti:

➢ Riserva  di solventi: uno o più solventi che possono essere 

utilizzati singolarmente o in miscela;

➢ Pompa: con pressione fino a 400 atm e flusso stabile tra 0.1 e 10 

ml/min;

➢ Sistema di iniezione: costituito da una valvola a più vie e da un 

circuito a volume fisso (o loop) nel quale mettere il campione;

➢ Colonna cromatografica (ed eventuale precolonna);

➢ Rivelatore per monitorare gli eluati;

➢ PC per gestire il sistema e i dati. 
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❖ La  lunghezza  delle colonne nella cromatografia  HPLC varia  da 10 

a  30 cm, mentre  il  loro diametro  interno dai 4 ai 10 mm.  Le  

particelle della fase stazionaria  hanno un diametro  dai 5 ai 10 

µm, della quale la  resina più utilizzata è la silice. Colonne di 

questo tipo arrivano generalmente a  contenere dai 40000 ai 60000 

piatti per metro di lunghezza.
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Dal momento che vengono utilizzati dei volumi  molto  piccoli,  i   

metodi  di rivelamento devono essere molto sensibili e sono scelti 

in base alle singole esigenze:

❑ Rilevatore spettrofotometrico  UV/visibile;

❑ Rilevatore  a  indice  di rifrazione (RI);

❑ Rilevatore a fluorescenza;

❑ Spettrofotometro di massa.
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➢ Quali sono i principi generali su cui si basa la cromatografia?
➢ Cosa si intende per fase mobile e fase stazionaria in un sistema 

cromatografico? Come avviene la separazione?
➢ Cosa si intende per risoluzione cromatografica (Rs)? Quali sono i fattori che la 

determinano?
➢ Descrivi le principali caratteristiche della cromatografia su colonna e le 

diverse tipologie (scambio ionico, affinità, adsorbimento, ripartizione).
➢ Spiega il principio di funzionamento della cromatografia su strato sottile 

(TLC). Come si determina il fattore di ritenzione (Rf)?
➢ Quali sono i vantaggi offerti dalla tecnica HPLC rispetto ad altre tecniche 

cromatografiche?
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