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Cromatografia
Il termine cromatografia indica un insieme di tecniche che hanno lo scopo di 
separare una miscela nei suoi componenti, per permetterne il riconoscimento 
qualitativo e quantitativo
Queste tecniche sono basate sulla distribuzione differenziale dei vari 
componenti fra due fasi, una chiamata fase fissa o fase stazionaria e l’altra 
chiamata fase mobile o eluente, che fluisce in continuo attraverso la fase 
fissa
Le tecniche sono molto utilizzate in campo archeometrico, essendo 
particolarmente utili nell’analisi di miscele complesse come sono la maggior 
parte dei campioni di natura organica 
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Una cromatografia si basa sul fatto che i vari componenti di una MISCELA
tendono a ripartirsi in modo diverso tra due FASI, in funzione della loro affinità
con ciascuna di esse.

Una fase, un solido o un gel, rimane fissa (la fase stazionaria) un'altra fase, 
liquida o gassosa, (la fase mobile) fluisce su di essa trascinando con sé in 
quantità maggiore i componenti della miscela che più risultano affini a lei.

Separazione dei componenti di una 
goccia di inchiostro nero per TLC (THIN 
LAYER CHROMATOGRAPHY)

FASE STAZIONARIA (SOLIDO ADSORBENTE)

FASE LIQUIDA MOBILE

Nella pratica le separazioni cromatografiche si realizzano in 3 diversi modi:
- su colonna: la fase stazionaria viene impaccata in colonne di vetro o di metallo.
- su strato sottile: la fase stazionaria ricopre sotto forma di strato sottile piastre di vetro, plastica o   

di metallo.
- su carta: la fase stazionaria aderisce alle fibre di cellulosa di un foglio di carta

Cenni preliminari
Le tecniche cromatografiche sono 
sempre distruttive (anche se in 
senso strettamente analitico 
possono in alcuni casi essere non 
distruttive), in quanto operano 
esclusivamente su campioni in 
soluzione o in fase vapore: i materiali 
oggetto di analisi vanno quindi 
disciolti in un opportuno solvente. 
Non è possibile l’analisi senza 
prelievo di campione né tanto meno 
l’analisi in situ (tranne con strumenti 
miniaturizzati)
Nonostante questa premessa 
scoraggiante, è bene precisare che il 
consumo di campione è minimo. 
Sono sufficienti da 1 ml a 1 µl di 
soluzione, corrispondenti a pochi mg 
di campione solido

Separazione di coloranti animali “porpora”
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Basi del procedimento 
cromatografico

• il campione è introdotto nella fase mobile, che può essere un gas, un 
liquido o un fluido supercritico

• la fase mobile viene fatta eluire in continuo attraverso la fase stazionaria, 
che deve essere immiscibile nell’eluente

• la fase stazionaria (liquida o solida) si trova all’interno di una colonna
oppure è supportata su una superficie piana

• la fase mobile e la fase stazionaria sono scelte in modo che i componenti 
della miscela da separare si distribuiscano tra le due fasi

– i componenti più affini alla fase stazionaria passeranno più tempo in 
questa fase, quindi si sposteranno più lentamente attraverso il sistema

– i componenti più affini alla fase mobile si sposteranno invece più
velocemente

• la separazione dei componenti avviene in quanto ogni sostanza ha una 
distribuzione caratteristica tra le due fasi (costante di ripartizione Kd=Cs/Cm)
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Interazione soluto-fasi
Le interazioni che si verificano tra le sostanze da separare e le due fasi 
(mobile e stazionaria) sono deboli: se così non fosse non ci sarebbe 
trattenimento sulla fase stazionaria oppure, al contrario, eluizione. Sono 
sfruttate a scopo separativo le seguenti interazioni:

In tutte queste interazioni svolge un ruolo solitamente decisivo la polarità
delle due fasi. Spesso possono essere presenti più tipi di interazione nello 
stesso processo cromatografico

Cromatografia planare
L’esecuzione dell’analisi è molto semplice: la miscela da separare va 
depositata sulla superficie, posandone con un tubo capillare una goccia su 
una linea che segna l’inizio del processo di eluizione

Quindi il foglio o la lastrina si pongono in 
una vaschetta contenente la fase mobile 
che per gravità (modalità discendente), per
capillarità (modalità ascendente) o per diffusione laterale (modalità
orizzontale) fluisce sulla fase fissa trascinando gli analiti e 
separandoli
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Esempio: pigmenti fogliari
Nella figura è mostrata la separazione per cromatografia su carta orizzontale 
di pigmenti fogliari da un estratto della pianta Cisto bianco; si tratta dei 
pigmenti che fanno cambiare il colore delle foglie nelle diverse stagioni. La 
separazione è ottenuta con un disco di carta da filtro come fase fissa e alcol 
etilico al 95 % come fase mobile. 

Gli aloni sono attribuiti alle diverse sostanze sulla base del loro 
comportamento chimico: le sostanze più idrosolubili (e quindi più affini 
all’acqua adsorbita sulla cellulosa, che costituisce la fase fissa) sono quelle al 
centro, cioè clorofille A e B; le sostanze meno idrosolubili, xantofilla e 
carotina, migrano all’esterno in quanto più affini alla fase mobile

Cromatografia planare bidimensionale
Per aumentare la separazione tra gli analiti e 
quindi la loro identificazione è possibile effettuare 
l’eluizione lungo due dimensioni, prima lungo un 
asse e poi, girando a 90° la lastrina, lungo l’asse 
ortogonale, evenutalmente con una fase mobile 
differente: in questo modo le macchie sono 
separate in maniera più efficiente
Sotto: separazione di aminoacidi
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Cromatografia planare

(a) camera di sviluppo a flusso ascendente
(b) camera di sviluppo a flusso orizzontale

Meccanismi della 
separazione

In base ai tipi di interazione possiamo suddividere i meccanismi di 
separazione impiegati in cromatografia in:

• adsorbimento
• scambio ionico
• esclusione
• affinità
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Scambio ionico
La fase stazionaria è costituita da un polimero inerte contenente siti 
attivi ionizzati o ionizzabili, i cui controioni possono essere scambiati 
con altri ioni aventi carica dello stesso segno. Il meccanismo di 
separazione è basato sulla competizione per i siti di scambio tra gli 
ioni presenti nella fase mobile e quelli presenti nel campione. Si parla 
di cromatografia di scambio ionico (IEC)

La cromatografia a 
scambio ionico è
impiegata per la 
separazione di 
sostanze ioniche o 
ionizzabili

Esclusione dimensionale
La fase stazionaria è un solido poroso o un gel. Le molecole dell’analita, 
disciolte nella fase mobile, penetrano nei pori se le loro dimensioni sono 
compatibili e vi rimangono per un certo tempo; le molecole più grandi sono 
invece escluse dai pori ed escono dalla colonna in tempi brevi

Si parla di cromatografia di 
esclusione dimensionale (SEC) con 
le varianti Gel permeazione per la 
separazione di sostanze insolubili in 
acqua e Gel filtrazione per la 
separazione di sostanze solubili in 
acqua
La tecnica è impiegata per la 
separazione di molecole di grandi 
dimensioni
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Affinità
In questo caso si utilizzano reazioni di tipo biochimico, reversibili e 
molto specifiche, in modo che le molecole da separare interagiscano 
con la fase stazionaria e si ottenga così l’eluizione selettiva di alcuni 
componenti della miscela. Si parla di cromatografia di affinità (AFC)

La cromatografia di affinità è
impiegata nella separazione di 
molecole di interesse 
prevalentemente biochimico

TLC: scorrimento della fase liquida su un 
solido su strato sottile

GC: il campione in fase gassosa viene 
iniettato  all’interno di una colonna sulle 
cui pareti sono presenti reagenti con i 
quali  i diversi composti presenti nel 
campione si combinano.

HPLC: fase liquida ad alta pressione (il 
campione sciolto in fase liquida viene 
iniettato ad alta pressione nella colonna, i 
vari composti reagiscono con diverse 
velocità con i reagenti posti sulle pareti 
della colonna)

IC: ionica, la separazione avviene sulle specie 
ionizzate

MS: spettroscopia di massa (separazione 
delle masse molecolari dei vari composti)

Principali tipi di cromatografie
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Separazione di coloranti tessili
Nella figura è mostrata la separazione per TLC di coloranti rossi di uso 
tessile, provenienti da insetti

L’identificazione dei vari coloranti è
possibile soltanto confrontando gli Rf di 
standard a composizione nota, ed è
essenziale avere informazioni sul 
maggior numero possibile di sostanze. 
Infatti i coloranti tessili anticamente 
erano spesso impiegati in miscela: il 
colore risultante era ottenuto dal 
contributo di più sostanze coloranti. 
Inoltre possono essere presenti 
sostanze non colorate aventi altre 
funzioni (es. leganti, conservanti)
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Residui alimentari
Un esempio di analisi GCUn esempio di analisi GC--MS su un residuo alimentare prelevato in un sito MS su un residuo alimentare prelevato in un sito 
romano romano èè riportato di seguito. Nel riportato di seguito. Nel cromatogrammacromatogramma si notano alcuni si notano alcuni 
marcatori:marcatori:
•• pirrolo e toluene, marcatori per le proteinepirrolo e toluene, marcatori per le proteine

•• furano, marcatore per i carboidratifurano, marcatore per i carboidrati

•• acidi organici, marcatori per grassi, cere e acidi organici, marcatori per grassi, cere e oliiolii

Marcatori di proteine 
 Marcatori di polisaccaridi 
 Acidi grassi 
 Alcani/Alcheni 
 Idrocarburi aromatici  
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Residui umani
Il Il cromatogrammacromatogramma mostra l'analisi GCmostra l'analisi GC--MS di un residuo di tibia MS di un residuo di tibia 
umana risalente al IVumana risalente al IV--VI secolo d.C.: la presenza di colesterolo e VI secolo d.C.: la presenza di colesterolo e 
del suo congenere 7del suo congenere 7--chetocheto--colesterolo sono indicatori di un colesterolo sono indicatori di un 
processo processo degradativodegradativo avvenuto in condizioni ossidativeavvenuto in condizioni ossidative

Separazione di coloranti rossi
In questo esempio è separata per CZE-MS una miscela standard di coloranti
rossi antrachinonici, composti che si trovano nelle lacche di origine animale o 
vegetale

I picchi sono relativi a 1) alizarina
(lacca di robbia), 2) emodina
(dall’aloe), 3) purpurina (lacca di
robbia), 4) acido carminico
(cocciniglia), 5) acido laccaico (dal
Coccus laccae)
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Estratti da lacche

Estratto da lacca di robbia: si
identificano l’alizarina (spettro di
massa a sx) e la purpurina (dx)

Estratto da una lacca ignota: si
identificano l’acido laccaico A 
(spettro di massa a sx) e l’acido
laccaico B (dx)
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TEMPO (minuti)
Azelato

Palmitato

Stereato

(

Esteri di acidi grassi

(a) metil-deidroabietato

(b) Metil-7-oxodeidroabietato

resina di pino

Cera d’api ma 
anche
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Esempio di 
applicazione allo 
studio dei leganti

PROTEINE  (UOVO)

AMINOACIDI (PROTEINE)

ACIDI GRASSI (LIPIDI)
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PROTEINE
COMPOSTI 
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LINO
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Separazione di acidi grassi
Separazione di acidi
monocarbossilici, rivelazione UV 
(sx) e conducimetrica (dx); gli acidi
sono, in ordine di eluizione, 1) 
stearico, 2) oleico, 3) palmitico, 4) 
linoleico, 5) linolenico
Gli acidi monocarbossilici sono
presenti negli oli siccativi (formano
esteri con la glicerina)Separazione di acidi bicarbossilici, 

rivelazione UV (sx) e 
conducimetrica (dx); gli acidi
sono, in ordine di eluizione, 1) 
pimelico 2) suberico, 3) azelaico, 
4) sebacico
Gli acidi bicarbossilici si formano
in conseguenza
dell’invecchiamento degli oli
siccativi
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Olio di lino

Olio di lino invecchiato di
consistenza gommosa: notare
l’incremento di acidi dicarbossilici

Olio di lino fresco: notare
l’assenza di acidi dicarbossilici
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• Lo spettrometro di massa rappresenta il 
rivelatore ideale per la gascromatografia, 
perchè permette di analizzare in tempo reale i 
singoli picchi in uscita dalla colonna, effettuando 
sia un’analisi qualitativa che quantitativa, 
mediante il confronto dello spettro ottenuto con 
uno dei numerosi spettri memorizzati nella 
banca dati.

Accoppiamento GC-MS.

Cromatogramma con rivelatore MS
LL’’informazione che si ottiene dal rivelatore a spettrometria di informazione che si ottiene dal rivelatore a spettrometria di 
massa può essere gestita in modi diversi:massa può essere gestita in modi diversi:

•• nella modalitnella modalitàà TIC (Total TIC (Total IonIon CurrentCurrent) si misura, in ogni istante ) si misura, in ogni istante 
della corsa cromatografica, la della corsa cromatografica, la corrente ionica totalecorrente ionica totale generata generata 
dai vari ioni che si formano dal soluto in quelldai vari ioni che si formano dal soluto in quell’’istanteistante

•• nella modalitnella modalitàà SIM (Single SIM (Single IonIon MonitoringMonitoring) si misura il segnale a ) si misura il segnale a 
m/z fissa; il m/z fissa; il cromatogrammacromatogramma che si ottiene indica la presenza che si ottiene indica la presenza 
soltanto dei soluti dai quali si genera un frammento avente quelsoltanto dei soluti dai quali si genera un frammento avente quel
valore di m/zvalore di m/z

•• in ogni istante del cromatogramma in ogni istante del cromatogramma èè inoltre possibile avere lo inoltre possibile avere lo 
spettro di massa di ciò che sta passando in quel momento nello spettro di massa di ciò che sta passando in quel momento nello 
spettrometro di massaspettrometro di massa
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DISTRUTTIVA :DISTRUTTIVA :



20



21

50                  100                 150               200  massa relativa
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• Lo spettro (così chiamato solo perché è a righe, non 

perché si tratti di una spettroscopia) ottenuto consente, 
dall’identificazione dei frammenti in base alla loro massa 
atomica, di ricostruire la formula della molecola presente. 
Molto più semplicemente, negli strumenti moderni lo 
spettro viene confrontato dal computer con i numerosi 
spettri memorizzati nella banca dati.
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• In uno spettrometro di massa il campione viene 
portato in fase gassosa e le molecole vengono 
frammentate per bombardamento con elettroni.

• Gli ioni che si formano , accelerati da un campo 
elettrico posto in un campo magnetico, percorrrono 
traiettorie diverse secondo il rispettivo rapporto 
carica/massa e perciò si separano tra di loro.

analita

Camera di 
ionizazione

fascio 
ionico

Campo elettrico 
acceleratore

Campo 
magnetico 
analizzatore
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Coloranti per arazzi
In alto è riportato il 
cromatogramma ottenuto 
analizzando un estratto da una 
fibra blu di un arazzo 
giapponese del XIX secolo, con 
rivelatore UV-vis a 620 nm. Il 
picco a 17 minuti (1) è dovuto 
all’indaco ma il picco a 10 minuti 
(2) è incognito ed è identificato 
soltanto impiegando il rivelatore 
MS, dal cui spettro risulta 
essere il composto blu di 
metilene
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Massa molecolare


