














$ Per ragioni steriche [q, non tutti i p p p i  siianolici 
possono reagire: infatti, a causa della lunghezza delle 
catene di R, solo il 45 % v& kgato. La superhcie 
del gel consisterà quindi in un misto di catene idro- 
fobiche e di e n i ~ ~ i  siianolici che oossono essere rimossi - .. 
mediante trattamento con trim~tilclorosilano, piccolo 
agente siianizzante. Come risultato della reazione di 
legame, una superficie idrofila è convertita in una sostan- 
zialmente idrofoba, consistente in uno strato idro- 
urburico. 

I materiali commerciali sono tipicamente composti 
di etile, ottile, o ottadccile (ODS); si possono usare 
catene di varia lunghezza: da C,, a G. 

Da un punto di vista di trasfcrimento di massa, uno 
strato monomerico composto di bri~tles di catene aichi- 
liche t in genere da preferire ad uno strato polimerico, 
che può rigonfiarsi e impedire la penetrazione delle 
molecole, provocando una bassa diffusione [14, 33, 491. 
Percib, la reazione con i monoclorosilani è preferita 
a quella con gli analoghi dicloro e triclorosilani, dato 
che non può awcnire alcuna polimerizzazione. Inol- 
tre, reazioni incomplete con gli analoghi dicloro- e 
mcloro- provocano la formazione di gmppi sila- 
nolici per idrolisi di silanoli che non hanno reagito m. 
il molo della lunghezza della catena n-aichilica nella 
~panz ione  non *, al momento, completamente chia- 
rito. Comunque, in generale, le ritenzioni aumentano 
con la lunghezza della catena [30, 311 ed anche la capa- 
cità della colonna aumenta all'aumenme della lunghezza 
della catena. Reiativamente d a  selettiviti, sembrano 
csserci delle differenze dovute d a  lunghezza della 
catena [32]; comunque, in generale, le differenze non 
sono così marcate come quelle dei tempi di ritenzione. 
Invero, il controllo della selettiviti mediante modifi- 
cazioni della fase mobile sembra essere il tipo di approc- 
cio adottato dalla maggior parte dei ricercatori. 

La Tab. 6 riassume le caratteristiche positive e le 
limitazioni della R.P.L.C., in particolare le loro rela- 

Tabella G. - Vamtaggi, s v a n t a ~ i  e limitapiani nella 
R .P .L .C.  

Vantaggi: 

1) Fase mobile pirrielmente o complctsmente acquosa; 
compatibilith con le sostanze biologiche, sempliciti op. 
razionale, equilibri chimici elettivi, apecisll metodiche 
di rivelazione. 

2) Deboli energia supaficiali delle fasi alchiliche legate. 
analisi rapide, rapidi acambi della fase mobile, micd i i -  
menti di tracce. 

3) Colonne ad alte prestazioni: efficienza, sclettivith. 

4) Strumento per caratterizzarioni fisico-diimiche: idrofo. 
bicità, equilibri di complcssprlone. determinsrioni di 
purezza. 

SMnta@: 

I )  Relativamente limitato intervallo di pH delle fpsi legate 
(2-7.5). 

2) P~~MNB di gruppi s i lpn~l id  attivi che non hanno m. 
giro: ritenione di eoitsmc basi&. 

3) incompleta comprensione del meccsntsmo di ritenzione. 

4) insufficienza delle attuali colonne commerciali: stabiliti, 
riprodudbilith deUa ritcndone e della dettivith, cm- 
ci- della colonna. 

zioni con la aomatografia liquida nel ampo  di appii- 
azione biofarmaceutica. 

Molecole di soluto, che hanno gruppi polari e chc 
intcragiscono più fortemente con l'cluente polare, sono 
meno trattenute rispetto a composti a f h i  privi di 
sostituenti polari. La ionizzazione di soluti appropriati, 
aitraverso la regolazione del pH dell'eluente, conduce 
ad un brusco aumento della loro interazionc clettro- 
statica con I'eluente acquoso e ad una diminuzione 
concomitante deiia ritenzione aomatografica. D'altra 
parte. la rimozione della carica cletuica dai soluti per 
mezzo del controllo del pH o la formazione di complessi 
aumenta la riteniione. 

La scelta dello scambio ionico come maccanismo di 
separazione dipende dalla presenza di gmppi ionici 
nella molecola. In genere composti non ionici non ven- 
gono ritenuti, menue quelli che hanno ioni con diverse 
mtà pe1 la resina possono essere separati. Lo schema 
del meccanismo di separazione t riportato in Fig. 6. 

FIG. 6. - SchcrmtiaPEione dcl mcccnniamo di se-ionc mc- 
dimtc scambio ionico 

PAIRED ION CHROMATOGRAPHI - u P.I.C. m. 

Una variante della aomatografia liquida t stata recen- 
temente sviluppata per risolvere problemi tradizional- 
mente associati con campioni contenenti specie ioni- 
che: si tratta della Paired lon Cbromatograp~ (P.I.C.). 

Lo sviluppo della uomatografia a coppia ionica 
viene generalmente attxibuito a G. Schill e ai suoi colla- 
boratoti [H-391, che per la prima volta hanno appii- 
cato le tecniche estrattive a coppia ionica aila moderna 
uomatogralia liquida. Essi osservarono chc colonne 
di silice o di cellulosa possono essere ricoperte con 
un reagente capace di formare coppie innichc e che, 
usando fasi mobili relativamente non polari, si possono 
ottenere delle scpanzioni di ottimo l ivdo di specie 
ioniche. 

Successivamente, aiui hanno sviluppato questa tcc- 
nica [4045], dimostrandone la versatiiiti nella rcpa- 
razione di vari tipi di composti (ammine biogcne, fnr- 
maci, mctaboliti, coloranti, acidi mbossilici, ecc.). 



' Con campioni contenenti composti debolmente o 
fortemente ritenuti, è spesso necessario usare l'elui- 
zione con gradiente. Nella R.P.-P.I.C., se si vuole 

P.I.C. impiega un a contro-iond organico a 
fase mobile, che entra in un complesso equili- 

G o  con k specie presenti nel campione; le specie 
risultanti possono essere facilmente aomatogfafate per 
H.P.L.C. in fane inversa. 

Usando In P.I.C., invecc della tradizionale lon Exrbm8e 
~)ro*~dogrdp&, si possono evitare i problemi connessi 
,,l preciso controllo del pH e si avA w maggiore du- 
rata d e h  colonna. inoltre, mediante la P.I.C. si pos- 
sono determinare contemporaneamente composti neu- 
tn e ionici, cosa molto difficile e spesso impossibile con 
la cromatograha a scambio ionico. 
Le teorie di base della P.LC. sono s&te discusse da 

Schiii [36]. Tuttavia, malgrado esse siano state ampia- 
mente confermate, il mecianismo della P.I.C. non & 
stato finora completamente chiarito. Allo ' scopo di 
comprendere alcuni fatti sperimentali, sono stati pro- 
posti vari modelli, di cui qui si riportano soltanto due 
fondamentali. Nel primo, si postula che la molecola 
di soluto formi una coppia ionica con il con-ione 
nella fase mobile; questa coppia ionica neutra si ripar- 
tisce quindi tra le fasi. Nel secondo meccanismo si 
postuù che il contro-ione, ripartitosi nella fase sta- 
zionaria, vi si fissa orientando il gnippo ionico verso 
la superhcie: b colonna si comporta quindi come una 
colonna a scambio ionico. 

Nella realtà, il meccanismo reale comporta sicura- 
mente ambedue i postulati, ma è reso probabilmente 
pia complesso &11'adsorbimento, dalla formazione di 
micelle e dalla formazione di complessi, sia del soluto 
che del reattivo a coppia ionica. In ogni caso, il mo- 
dello con la formazione della coppia ionica nella fase 
mobile t concettualmente di più semplice compren- 
sione, e viene riportato in Fig. 7. 

Fio. 7. - Schcmatiuuione del meccmismo di separui~nc me- 
diante coppia ioni- 

Vi sono molti fattori che entrano in gioco in una 
R.P.-P.I.C.; la Tab. 7 descrive il ruolo di ognuno di 
essi. 

Considerato il numero piuttosto elevato di para- 
metri necessari per operare una separazione, risulta 
piuttosto diffide selezionare un punto di partenza per 
uno studio. 
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Tabella 7. - Variobili presenti in una sepora<ionr R.P.- 
P.I.C. 

Tipo di contro-ione n 

Grandezza del « contrc- 
ione n 

Concentrazione del «con. 
tro-ione* 

Tipo di modificatore or- 
ganico 

Temperatura 

Concenmazione del mo- 
dificatore organica 

F w  rtarionazia 

Maggiore sa& I'abilit) di formare 
coppie ioniche, plii lunga uri 
In ritedone. 

Un eumenro di grandezza d d  
« conmc-ione » p o n e d  ad un 
aumento della ritcnzionc. 

U n  aumento della concentrazione 
provoca un aumento della ri. 
temione fino ad un ceno limite. 

L'effetto dipende dalla m t u n  del 
aohto. La rifenrione aumenta 
quando il pH porta a1 valore 
massimo la conccnmprionc del. 
1. formi ionica del aoluto. 

Ls ritenzionc diminuisce con l'su. 
mcnto della lipoflia. 

!A ritemionc diminuisce con I'm. 
mento della tempcntun. 

La ritenrionc diminuisce con I'iu- 
mento della conccntruione. 

La ritemione aumenta con I'iu- 
mento della lipofilii e col 
do di ricoprnun. 

operare su gradiente, pub essere necessario modifi- 
care i seguenti parametri: 

1) variazione del carattere lipohlo del n contro- 
ione » (ad es. mediante l'uso di « contro-ioni n misti): 
diminuendo la lipohlia del u contro-ione r diminuirh 
la ritenzione (Figg. 7, 8, 9); 

2) concentrazione del « contro-ione n: diminuen- 
dola si avrà una diminuzione della ritenzione (Figg. 9,lO); 

3) pH: una diminuzione del grado di ionizzazione 
diminuiri h ritendone; 

4) concentrazione del modihcatore organico: un 
aumento della concentrazione organica abbassa la 
ritenzione. 

In pratica, solo i parametri 1, 2 e 4 sono stati usati, 
ma il punto 4 è il più noto per la sua somiglianza alle 
n o r d  tecniche R.P. La cromatograha in fase inversa 
(R.P.C.) su fasi legate è attualmente una tecnica molto 
nota e la sua versatilitl nella separazione di un gran 
numero di soluti polari e non polari è stata ampiamente 
dimostrata. Se tutte le variabili. ad esclusione della 
concentrazione del modificatore organico, vengono con- 
trollate, la separazione a coppia ionica può essere consi- 
derata come una separazione in fase inversa, ad m.: 
eluizione in ordine decrescente di apolaritlr della 
coppia ionica. 

Il controllo del pH & un fattore molto importante, 
in quanto determina la concentrazione della forma ionica 
del soluto. Ovviamente, se si desidera una maggiore 
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FIG. 8. - G ~ O M P :  pbndapak Cia. 4 mm ID X M un; ducnn: mc- 
~nolo/ncqua con 0,005 M ac. pcntansolfonico e 1 % ac. acctico 
50150; flusso: 2 ml/min; der.: UV 254 nm n0,lAUFS. Picchi: WC. 
mlcico, 2) fcnilcirina, 3) fcnilpropanolammina, 4) nafazolina, 
5) fcnnatina, 6) pirilammina ( D d  m m d  "Liquid Chromato- 

gnphy Schwl" ddln Millipox-Divisione Waters) 

8 I 1 1 I l I l 
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Frc. 9. - Colonna: @mdapak CM, 4 mm W x M cm; clucnn: 
metanolo/pcqua con 0,005 M nc. ssmsolfonico c l % *C. m t i m  
50150; flusso: 2 ml/min; dct.: UV 254 nms. 0.1 AUFS. Picchi: 1) 
nc. mlcico, 2) fsnilefrina-HCl 12,s pg, 3) fenilpropanolzmmina- 
HCI 25 pg, 4) fenacctina, 5) mfarolina-HCI 2,s pg, 6) pirilammina 
mlcpto 2,s (Dal nmulc "Liquid Chromatography Sdiwl"  

ddla Millipo*Divisione Witers) 

ritenzione, bisogna ottenere la massima ionizzazione. 
Per quanto riguarda i solventi, come nel caso deli'R.P., 
le combinazioni più comunemente usate sono H,O/ 
MeOH e H,O/CH,CN. La maggiore limitazione 
wstituita dalla solubilitA del reattivo a coppia ionica. 

Frc. 10. - Colonna: pbndppnk 4 mm ID x M cm; eluaite: 
mctanolo/acqua con 0,005 M P.I.C. Rcagent E 7  50150; flusso: 
2 mllmin; dct.: UV 254 nmn 0.1 AUPS. Picchi: l)  ac. malcico, 2) 
fuiilefrina, 3) fenilpropanolzmmina, 4) faucctina. 5) nnfpmlinn 
6) pi"limmina (Dal mmuh " Liquid Chmm~togaphy Scbml" 

della Milliporc-Divisione Waters) 

Frc. 11. -Colonna: y Bondapnk Cm, 4 mm ID X M cm; elucntc: 
memnolo/acqua con 0,001 M P.I.C. Raggcnt E 7  50150; flusso: 
Zml/min; det.:UV254 nma0.2 e 0,02 AUFS. Picchi: l)  *C. maleico. 
2) fcnilefrina, 3) fcnilpmpanolnmmLu, 4) nahrolina, 5) fwonina, 
6) pinlnmmLu (Dd D I M I Y I I ~  "Liquid Chromntography Scbml" 

dclh Millipore-Divisione W P ~ )  

La Tab. 8 riporta i diversi tipi di contro-ioni e le 
loro applicazioni. 

Per quanto concerne le colonne, sono stati usati 
gli impaccamenti in fase inversa con gruppi alchilici 
a G, Q, e q, [38, 39, 44, 451; la lunghezza del gruppo 
dchilico può essere o non essere un parametro impor- 
tante, dato che il meccanismo di separazione pub va- 
riare con la lunghezza del gruppo alchilico. L'adsorbi- 
mento può giocare un molo importante. Un rendimento 
e una durata ottimali vengono ottenuti in un rungt 
di ph da 2 a 7,4. 



Tabella 8. - vari tipi di ronirr3ioni e relative applica- 
cioni. 

T I P O  APPUWIONB PRINCIPALE 

~ ~ ~ i ~ e  quatcrmrie: ad Con acidi forti e deboli. Pigmen- 
.S. ioni tcmmetil-. ti aolfonati, acidi carbossilici. 
tctrabutil-, palmitil-, 
rrimeriiammonio. 

Amrnine terziarie (ad es. Solfonati. 
triottilammina). 

Alchil- c aril-solfonati, Con basi forti c deboli. Sali di 
.d cs. metan- ed e p  benralconio, catecolarnine. 
tan-eolfonato, acido 
canforsolfonico. 

Acido perclorico. Forma coppie loniche molto forti 
con un'ampia serie di soluti ba. 
sici. 

Alchilsolfati; laurilsol- Simile agli acidi solfonici: presen. 
fato. ta diversi tipi di selettivitA. 

La cromatografia ad esclusione molecolare & un'altra 
forma di cromatograiia liquida, che utilizza supporti a 
porosith controllata per separare i materiali in base alle 
dimensioni. Lo schema del meccanismo di separazione 
t riportato in Fig. 12. Le molecole piccole possono pene- 
trare nel supporto poroso e saranno ritardate rispetto 
a quelle grandi. 

Si parla in genere di gel permcation e gel filtration: 
il primo termine t generalmente riferito a separazioni 
che usano acqua come eluente, mentre il secondo t 
riservato ai solventi organici, pur restando lo stesso 
il processo di separazione. 

Fio. 12. - Schcmatiuuione del meccanismo di scpamionc 
mediante esclusione rrrricn 

Ji grado di ritenzione dipende dalle dimensioni delle 
molecole di soluto in soluzione, rispetto alle dimen- 
sioni dei pori del supporto: infatti, le molecole molto 
piccole riusciranno a permeare tutti i pori, le molecole 
di dimensioni intermedie soltanto una parte di essi, 
mentre quelle molto grandi saranno completamente 
escluse. Pertanto. in un meccanismo di esclusione puro 
le molecole più grandi eluiscono prima di quelle pib 
piccole. 

H.P.L.C. QUANTITATIVA. 

La cromatograiia liquida ad alta risoluzione si presta 
molto bene per analisi quantitative, in quanto i rive- 
latori usati hanno risposte lineari verso le concentra- 
zioni. 

I parametri che vengono usati sono le altezze e le 
aree dei picchi. I1 secondo metodo è più accurato, in 
quanto richiede un minore controllo delle condizioni 
sperimentali; quando si usa un normale registratore t 
preferibile usare il primo metodo, in quanto l'altezza 
dei picchi t facilmente e direttamente ricavabile dal 
uomatogramma. 

L'area dei picchi si pub misurare con i seguenti 
metodi: 

a)  triangolazione; 

b) pesata del picco; 

c) planimetro; 

d )  integrazione elettronica. 

Il metodo dell'integrazione elettronica t largamente 
applicato, in quanto permette di ottenere una elevata 
precisione nelle misure (0,2 % di etrore). 

H.P.L.C. PREPARATIVA. 

La cromatografia liquida ad alta pressione consente 
di operare su elevate quantith di campione e le frazioni 
separate possono essere facilmente raccolte. La tecnica 
può essere usata sia per scopi di identificazione che 
per la preparazione di quantith relativamente grandi 
di composti puri. È bene ricordare che in lavori pre- 
parativi sono indicati soltanto i supporti completa- 
mente porosi ad alta superficie. 

Come regola generale, la massima quantith che si pub 
cromatografare su una colonna non pub superare il 
5 % del peso dell'impaccamento; questo significa che 
in una colonna della lunghezza di un metro e del dia- 
metro di 7 mm, che contiene circa 25 g di impacca- 
mento, non si pub applicare più di 1,25 g di campione 
per iniezione. La quantith da iniettare varia notevol- 
mente da caso a caso a seconda della complessiti del 
problema da risolvere. I1 rivelatore gioca un ruolo 
molto importante nella H.P.L.C. preparativa: il rifrat- 
tometro differenziale (rivelatore universale) t parti- 
colarmente indicato per lavori preparativi in quanto, 
essendo meno sensibile del rivelatore U.V., si satura 
meno facilmente. Lo scopo principale t quello di otte- 
nere la maggior quantith di prodotto puro nel minor 
tempo possibile; viene chiamato throughput la quantitl 
di campione purificato per unith di tempo. I1 termine 
«purezza r t relativo e puramente arbitrario; t? inoltre s 



LE PRINCIPALI FASI D I  U N A  S E P A R A Z I O N I  
SU C O L O N N A  U T I L I Z Z A N T E  IL P R I N C I P I O  
DELLA COMPRESSIONE ASSIALE 

Introduzione d e l l a  
fase  stazionaria 

C A R I C A M E N T O  

Eccesso di 

COMPRESSIONE 

ESTRUSIONE 

FIG. 13. - Principali fasi opcntire per scpanrioni utilizzanti colonne a compcessionc assialc (Dal n m ~ d c  "Pcepantive High 
Perfa-ce Liquid Chromntognphy ". di A. Dugnir, L. Charlcs c S. hlontasticr. della Jobin-Yson) 



importante n e h  L.C preparativa, quando si valuta 
il tbrongbpmt, considerare ii load, cio* l'ammontare del 
-ione grcao cromatografato in un singolo p 
%gio su colonna. Il load deve essuc ottimimto p u  
ottenerr ii massimo livello di thngbpmt. 
h scopo principale della aomatognfin in fase li- 

quida preparativa t h separazione dei componenti di 
miscele, ma anche: 

- concentrazione dei prodotti in quantith sufficienti 
a pcrmmerne I'identi6cazione; 

- produzione, su scala industriale, dei prodotti di 
interesse commerciale (o& essenziali, coloranti, medi- 
cinaii, molecole molto còmplesse, ecc); . 
- miglioramento delle ricerche di sintesi organica; 

- reaiizzazione deUe spedmentazioni in farmaco&- 
namia e biologia; 
- misura molto accurata delle attività specifiche. 

Tenuto conto dei diversi aspetti insiti nella proble- 
matica precitata, in particolare deUe differenti quantith 
di campione messe in gioco, si può senz'altro compi- 
lare la Tab. 9, che può servire ad indirizzare n e k  
sccita dello suumcnto pib idoneo. Le tecniche utib- 

Tabeh 9. - Tipo di appmeccbiatunr in fwnxiona dclh 
pantitd a? carnpiom & rcpararr. 

RU-A DI CAMPIONB TIPO DI APPARECCHIO 

IO mg ............... Apparecchi adi t ic i .  

D. l 0  mg a' 100 mg . . Apparecchi a d i t i c i  attrezzati con 
componenti idonei allo scopo 
(inienore, colonne). 

.... D. 10 mg i 10 g Chromatospc R e p  10 o W a t m  
R e p  500 (1 cartuccia). 

Di 5W mg a 70 g ... Chromatospac R e p  i00 o W a t m  
Prep 500 (2 cartucce). 

zate oggi in L.C. preparativa, nel montaggio delle 
colonne ad alra efficienza, sono essenzialmente due: 
compressione assi& Fig. 13) e compressione radiale 
(Fig. 14). 

Le problematiche della L.C. preparativa possono 
riportarai a tre casi principali illustrati dalle Figg. 15-1 8. 

L'approccio ad W sepaxazione preparativa, qua- 
lunque sia il problema pratico, consiste nell'ottimiz- 
zazione dell'a (fattore di selettività) su scala analitica, 
A.L.C. (Ana&ica/ Liquid Cbrornatograply) o T.L.C., e 
nel trasferire le condizioni a livello preparativo. 

Fra. 14. - Principio della compmsionc radiale (Da/ d a  
" Liquid Chromntognphy Schml" della Millipa~Divirionc 

Wntcn) 

Il componente dasidaroto i costituito 
d a l  picco di maggiore intensità 

Due o piu componenti 

Il romponint. d e i i d e r o t o i  costituito 
do1 picco di minor. intensità 

limiti di carico 

& 
Fro. 16. - Si ccrcp di rnigiionrs h riroluzionc. modifimndo il 
tuio- in solvcnte di maggio- polnntà, in modo dn poter iniettare 

qu~atità rilevanti di prodotto 

- ' L'analisi dei arodotti si aresenta molto sacaso abba- . ~~~ 

~~ ~ -. r 
stui2n diffide per ~n comblessitp della matrice in cui FIG. 17. - Se la risoluzione necessari~ non viene raggiun-, qui- 

lunque sia il sistema solvente, c i due prodotti rimangono q- , si trovano le rostnnze da determim, per cui si m- ,, -&O eummtnrc La lungheap della colo- ed o p b  
dono necessarie delle opera7ioni preliminari nel cam- m- in riciclo. 



Fic. 18. - Bisogna arricchire in impuruze, per cui, come nel 
caso della Fig. 16, va ricercata la risoluzione otrimale 

pione prima di passare a1l'H.P.L.C. Queste operazioni 
sono riassunte di seguito: 

1) purificazione del campione; 

2) arricchimento di tracce; 

3) analisi di matrici complesse. 

Alcuni di questi problemi possono essere facilmente 
risolti utilizzando opportune cartucce, costituite da 
materiali analoghi a quelli delle colonne cromatogra- 
fiche (ad es. silice normale, silice C,,, ecc.), come risulta 
dagli esempi di seguito riportati nelle Figg. 19 e 20. 

Queste cartucce, se usate in modo opportuno, pos- 
sono essere impiegate anche per concentrare il com- 
posto qualora fosse presente in piccolissime quantiti 
(Fig. 21). 

Un traguardo maggiore della L.C. biofarmaceutica 
2 la rivelazione, a bassi livelli di concentrazione, nel- 
l'ordine di pg/ml, in soluzioni o in liquidi fisiologici. 

Finora sono stati compiuti molti sforzi per indivi- 
duare i vari fattori che controllano I'ottimizzazione della 
L.C. per l'analisi di tracce. Oggi, -2 possibile fare una 
analisi di miuotracce al livello di picogrammi. 

I campi di interesse sono: la colonna e le sue condi- 
zioni sperimentali, il rivelatore, la derivatizzazione 
pre- e/o post5olonna. Esamineremo in breve i primi 
due. 

La colonna viene considerata come un dispositivo 
di diluizione che aumenta al crescere della ritenzione. 
Perciò il campione entra come una miscela relativa- 
mente concentrata ed esce dalla colonna diluito circa 
1&100 volte o piu dalla fase mobile. In veriti, attra- 
verso il controllo appropriato delle condizioni uomato- 
grafiche si possono ottenere, a seconda del problema 
di separazione, diluizioni di solo 3-5 volte. 

Le colonne ad alte prestazioni sono ideali per l'ana- 
lisi di tracce, con K' (fattore di capaciti) sufficiente- 
mente bassi. 

Un parametro particolarmeite critico è il volume del 
campione iniettato nella colonna se l'eluizione avviene 
in condizioni isocratiche. Se si usa lo stesso solvente 
sia per il campione che per la fase mobile, vanno in 
particolare notati due punti significativi: in primo luogo, 
per un dato diametro di colonna possono essere iniet- 
tati volumi di campioni più grandi nelle colonne da 
L.C. che, per esempio, in quelle da G.C.; questo 6 

I 

Z W Y I  

Campione diluito in H 2 0  

FIG. 19. - Strategia della prepanuione dei campione mediante 
cartuccia Cie. A:  diminazione dei composti polari; B:  "mozionc 
del composto di intcre~as; C: composti poco polari che rimm- 

gono nella cartuccia 

FIG. 20. - Strategia della prepanuione del campiune mcdiante 
nnucc ia  di gel di dice.  A:  eliminazione dei comporti poco polari; 
H :  eluizione dcl composto di interesse; C: composti dtamcnrc 

poh" die n-gono nella camiccia 

e concentrato 

Fic. 21. - USO della cartuccia C,* per purifiarc e mnccnuare 
campioni molto diluiti. Stadio 1:  fissazione del composto rulla 
amiccia; Stadio 2: rimozione del composto purificato c con- 

centrato 
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La spettrometria di massa: considerazioni generali ed il suo impiego 

quale a rivelatore B in gas cromatografia 

A. DI DOMENICO 

~borolorio di Tossirologia Comparata td Erotossirologia, Istituto Superiore di San&, Roma 

Com'è noto, le tecniche uomatografiche rappresen- 
tano uno strumento di grande capacita selettiva nella 
chimica fine e nella microanalisi di tracce di prodotti. 
In gas uòmtografia, il rilevamento delle sostanze 
eluite avviene mediante rivelatori che possono essere 
raggruppati in tre classi fondamentali: a termo-con- 
ducibilita, a ionizzazione di fiamma, a cattura d'elet- 
troni. Nel passare dal primo tipo all'ultimo. la risposta 
diventa sempre più selettiva: in altri termini, mentre 
il rivelatore a termo-conducibilith rileva tutte le sostanze 
da cui viene attraversato, quello a cattura d'elettroni 
rileva, con sensibilith molto elevata, solo le sostanze 
elettroaffini ed è relativamente insensibile alle altre. 
L'argomento della presente relazione verte su un «rive- 
latore n particolare, lo spettrometro di massa, che uni- 
sce ad una elevata sensibilitb, una marcata capacitad'iden- 
tificazione. 

Se a una molecola, altrimenti stabile, si fornisce una 
sufficiente quantiti di energia, essa si decompone in 
frammenti di varie dimensioni: il limite ultimo di 
tale decomposizione è rappresentato dagli stessi atomi 
costituenti. Ad ogni frammento sono associate una 
certa probabilità di formazione, una massa m, e, even- 
tualmente, una carica c, o sua multipla. L'insieme dei 
frammenti caricati elettricamente, idealmente suddi- 
visi in gruppi ognuno dei quali distinto da uno speci- 
fico rapporto mie, può essere risolto nei singoli gruppi 
proprio come un raggio di sole può essere risolto nelle 
singole componenti monocromatiche, i colori dell'iride. 
Lo strumento che effettua tali operazioni - ionizza- 
zione e frammentazione della molecola; risoluzione dei 
frammenti carichi secondo i rapporti mie; registra- 
zione, per ogni mie, delle relative abbondanze - è lo 
spettrometro di massa. 

Nella Fig. 1 è schematizzato uno spettrometro a 
settore magnetico a focalizzazione semplice: gli ioni 
sono prodotti e accelerati nella camera di ionizzazione 
A; il raggio ionico ottenuto viene risolto attraversando 
un campo magnetico generato dall'elettromagnete B; 
gli ioni vengono, infine, registrati in C. 11 sistema è 
fornito di fenditure ad ampiezza variabile, frazioni di 
mm, per modificare secondo le necessità le dimensioni 
del pennello di ioni. 

Se t t o  prrmcobilc 

campione 

Camera di 

Sorgen t e  
ionico 

Registratore 

m 
Ampliticarore ,+?A 

Campo \bW 
/ 

/ 

- Coiierrore 

1 

FIG. 1. - Schema di spettrumcrro di massa a serrorc magnetico 
(1 focali-ione singola) 

Di seguito si è tentato di presentare sinteticamente 
alcuni aspetti essenziali della M.S. (Mass Spectrometry) 
per fornire, più che altro, un tessuto di riferimento, 
senza la pretesa, tuttavia, di esaurire in alcun modo il 
soggetto. Gli argomenti trattati sono stati selezionati , 
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FIG. 1. - Schema di spettromctro di massa a settorc magnetico 
(a foca l iu l~ ione  *ingoia) 

Di seguito si è tentato di presentare sinteticamente 
alcuni aspetti essenziali della M.S. (Mass Spectrometry) 
per fornire, pih che aluo, un tessuto di riferimento, 
senza la pretesa, tuttavia, di esaurire in alcun modo il 
soggetto. Gli argomenti trattati sono stati selezionati 



sia perché d'interesse assolutamente generale ncll'im- 
piego dclla M.%, sia perché particol&uente attinenti 
al suo uso comc tecnica microanalitica, soprattutto 
quando in albinanicnto con la gas crornat«gr?fin. Per 
ulteriori e più dcttngliate informazioni, si rimandi allr 
pubblicazioni specializzate 11-61. 

In genere, la innizzaiione viene cffctrunta sulla so- 
stanza a dispersione ni<ilccnlarc. Unii dei nictodi più 
comuni è qucllo d'intrr~diirrc la smtana .  mrdinntc 
una sonda, dircttanientc riclla sorpcntc ionica; i l  cani- 
piiinc è cnntcnuto pcncr.ilmrntc in un piccdo capil- 
lare di quarzn, e puk rsscrc riscald:ito fin<, a 300 400 "C 
pcr favorirne la \datilizz:izionc. Gas i> liquidi ninlto 
volatili sono c<intenuti in un serbar&>; da qursto 
diffondnno Icntanicntc nella camera di ionizia~ionc, n 
causa dcl gr;idicntc di prcssione. Ncll'ultinio decennio 
si è diffusa la coniliinazione gas cr»iiiatr>grafo-spettro~ 
metro di massa: in questo case> il gas cromatografo 
fornisce i prodotti da analizzare allo stato di vaporc 
e dopo un processo di separazione ed isolamento. 

1) Impatto rlettroriiro. l i  usato coniuneniente per 
ionizzarr sostanze organiche. Uno schema di questa 
sorgente è riportato in Fig. 2. 11 filainrnto è costruite 

FIG. 2. - Srhemn d i  sorgctite ionics pcr la proliuzi<inr d i  ioni 
mediante inipatcc elcttionicr>. Kcll ' i inpicgo annliiicn, I ' rnerpi i  
EE degli clcrtroiii C- rmcssi &l fiiarncnto i. maiitenutn tra 40 e 
70 e i  poiché l a  corrcnte ionicn totnle ragxiunpe un ~iiassinio, C 

risulta pocc seiisibilc allc wl - iaz i im d i  EL, iicll'iiitervalio 50-150 
c i .  Il potenziale nccclcratorc sii Ci;. piii, arrivare fim ad alcuni I;\' 

in tungsteno o in renio, cd cmcttc clcttrrmi per effetto 
termoionico; MI; rappresenta la direzionc in un campo 
magnetico (- 150 gauss), ercntualnicntc applicabile 
per diniinuire la dispersione degli elettroni. La placca 
è a potcnziale positirc (< 100 T') rispetto alla scherma- 
tura, equipotenziale con G,, e nusurn la corrente elct- 
tronica. R è una placca rcpulsira a potenziale piisitiro; 
la sua funzione è di respingere gli ioni positivi BIJ che 
si formano per ci>llisionc tra la sostanz.1 a dispersione 
molccolarc, introdotta ortogonalnirnte rispetto alla dire- 
zione di propngazionc dcgli cletrrnni, ed il raggio clct- 
tronico. Con G si indicano griglie di accclcr azione . '  e 
focalizzazione: G ,  e G, a porcnzialc positivo; G,, 
G,, e G,  a potenziale negativo. Oltre a inni positivi, 
si forniann anche radicali e ioni negatiri: questi rimnn- 
gono nella camera di ionizzazione quando la distribu- 
zione dei potenziali è quella descritta. 

2) Iuoi;~a<iunr i i  11 cnmpionc vicnc ioniz- 
zato da uii'altra specie chimica ionizzata e prcscntc in 
quantità prrpondcrante. La specie ionizzanre è otte- 

nuta mediante impatto elettronico. Questo tipo di 
ionizzazione produce spettri generalmente poco affol- 
lati e dai quali si ricwa facilniente il peso niolec,o]are 
della sostanza in esame. Trova un impiego più limi- 
tato dell'inipatto elettronico, ma si è rivelata di note- 
vole utilità nclla drterniinazione quantitativa di so- 
stanze d'intrressc biologico (cfr. Rro-;iorii i m - m l e -  
mio, p. 664). 

1) Srtton niqri~tii.n. 1.a risoluzione drl fascio di 
ioni ottcnutci ncllc singolc coinlioncnti, ciascuna carat- 
terizzata da un partic«l:irc rapportn i,,,'?, viene effet- 
tuata in anric rnanirre. Una delle più diffuse, e la prima 
in ordine di ienip<i, utilizz.~ l'applicazione di un canipo 
magnetico le cui lincc di forza siano norinali alla traiet- 
tnria dcgli iijiii (Figg. 1 C 3). Se 1' è il potcnziale acce- 

Fiti. 3. - Rnpprcrentazioiic dclla dellcssiotie niagncricn 

leratore ed r la carica di uno ione individuato da un 
rapporto tnle qualsiasi, eV = (112) mV2 sarà la sua ener- 
gia dopo l'accelerazione (V - velocità dello ione di 
massa m). Evidentemente, a parità d'energia, all'aumcn- 
tarc della massa la velocità diniinuisce. 

Se uno ione in movimento incontra un campo ma- 
gnetico d'intensità II, ortogonale alla traiettoria, 
qucst'ultima subisce una dcflcssinne la cui entità è 
deiinitn dall'equilibrio tra la forza deviatrice eserci- 
tata dal campo magnetico e la forza centrifuga. Si può 
dimostrare che (R = raggio dclla traiettoria): 

I1 niagnete ha, quindi, i l  duplice effetto di focaliz- 
zare ciascuna singola frazione a cui corrisponde un  
preciso  li:^, e di risolvere il fasci<> di ioni nelle singolc 
frazioni: infatti, se I l  e V sono costanti, al variare di 
n ~ / e  dovrà variare R. In gcnerc, sia la sorgente che il 
collcttorc di ioni sono fissi (R = cost.) e, di cnnsc- 
guenza, per focalizzare succcssiraniente i singoli ragsi 
sul collettore si deve variare n, prefcretizialnienre, H. 

2) Srl~tton. o q,,ad~iqolo. 1.0 spettronietro di massa 
a quadrupolo, spesso indicato comc afiltro di 
ninssan, è costituito da quattro barrc parallele ciliii- 
driche (I'ig. 4) oppure, più propriamente, di sezione 
ipcrbolica. Gli elettrodi sono tra loro collegati elctrri- 
camente a coppie alterne. Al sistema è applicato un 
voltaggio continuo C, ed un voltaggio modulato a 
rf V = V,coswt. Il voltaggio sugli elettrodi positivi 
sarà + (V i I<coswt) e quello sugli elettrodi negativi 
- ( L '  f T'ocos<ot). Gli ioni vengono inimessi nel campc] 
a rf in direzione ortogonale al piano della figura. Per 



1 F S  4. - Schema di filtro di massa quadnipolarc 

una 1 dcterniinata combinazione di U ,  V,, e w solo 
enti caratterizzati da un certo m/e possono rag- 

il rivelatore oscillando stabilmente attraverso 
a rf; tutti gli altri urteranno contro le barre 

e si disperderanno. La scansione delle masse si attua 
variqndo C e l'. (con LIIV, = cost.), oppure va- 
rian o o. 

L Fig. 5 mostra l'andamento delle funzioni di scan- 
sion f m = fit) e l'andamento della seoarazione tra 
~ ~ > ,  

rnssI m/e adiacenti per alcuni comuni &lettori. 

FIG. . - Variazioni delle larghczu dei picchi di massa ncllc 
segue ti scaiisioni: (o) scansione esponemiale magnetica; (h) 
scansi ne magnetica linearizzata elcttronicamenre; (i) scansione i quadrupulmc 

Rivelatori. 

l )  ilfoltiplicatore d'elettroni dir~odiro. I1 funzionamento 
di questo rivelatore è in tutto simile a quello di un 
comune fototubo, con la variante che il processo pri- 
mario (estrazione degli elettroni dal catodo) è inne- 
scato dai frammenti ionizzati, positivi o negativi, e 
non dai fotoni. Il fattore di moltiplicazione è dell'or- 
dine di 106, e ciò rende possibile niisurare correnti ioni- 
che estremamente basse, fino a 10-lB :\ se ulteriormente 
amplificate. 

2) J4oltiplir-atorr d'~h/trorii  o dinodo i.ontinao. I dinodi 
di nioltiplicazione sono sostituiti dn uno s t r ~ t o  uni- 
forme di materiale ad alta resistività elettrica, distri- 
buito sopra un supporto inerte di vetro. Una ddp 
continua di qualche kV è applicnta tra il catodo e 
l'altra estremità del moltiplicatore. Il Cattore di niolti- 
plicazione e simile al precedente. 

È questa una ciratteristica niolto iinpc,rtnnte; esso 
viene definito come l'abilità a scpirare ioni & masse 
differenti e si csprinie, gcnernlmentr, con la relazione 
R = m / h .  Supponiamo di considcrnrc N, e C,H,, 
i cui pesi molect>l~ri m sono calcol~bili dai valori ripor- 
tati in Tab. 1. La differenza è A/// = 0,0252 uma, cui 
corrisponde un rapporto rn/Am = 28,0/0,0252- 1100: 
lo strumento sarh in grado di separare i'etilene dal- 
I'azoto se il suo potere risolutivo è maggiore di 1100. 
Due picchi si dicono risolti quando l'altezza della valle, 
determinata dalla loro parziale sovrapposizione, è infe- 
riore in quota ad una certa percentuale dell'alteiza dei 
picchi stessi. Così, il potere risolutivo viene riferito, 
in genere, al 109.; o al 50:; di sorrapposizione con 
altezze paragonabili (Fig. 6). 

Il potere risolutivo attuale, riferito a due « standards » 
puh servire a determinare le condizioni di sensibiliti 
di uno spettroinetro. Se si considerarin, ad CS., con- 
dizioni nperntire normali quclle per cui R-1100, 
allora i picchi corrispondcnti alle due sostanze succi- 
tate devono essere risolti con una sovr:ipposizione mas- 
sima dcl 10 (>,. 

Requisiti di alto i,i~oto 

Per conscntire la produzione, l'nccclerazione e il 
movimcntc degli inni d.illa snrgcnte al moltiplicatore 
d'elettroni, in tutta la linca ionica si mantiene una con- 
dizinne & vuoto spinti] (10-'-10--' torr) nicdiante I'im- 
piego di pompc rmarive C a diffusimie. In sostituzinne 
di queste ultime, rcngono spesso utilizzate pnmpe tur- 
bomolectilari. 

Segue una dcscrizimc dclle specie ioniche che contri- 
buiscono, coniunrnicntc, :alla tòrniazione degli spettri 
di massa. 

1) Ione molrioinr~. Esso prende origine per collisione 
tra un elettrone, di energia superiore o uguale al po- 
tenziale di ionizzazione dclla molecola M (- 6-15 eV, 
per le sostanze organiche), e la iiinlecoln stessa: 



Tabella 1 .  - Massr nuclidicbr ( m a )  c abbu&n~r isotopir6r rcloti~fe (s) di alcuni isotopi naturali (C" = 12,000 000).  
.... ... ----p----...-.--....-. ..... ....... -- ~ 

E L E M E N T O  Puo Numero Nurnero Massa Abb0nd.n.. 
.tomico .temico di misal ""<lidi<. dntiv.  

H Idrogeno . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

C Carbonio . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

N Aroto . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

O Ossigeno . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

P Fosforo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
S Z o l f o . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Br Bromo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Fic. 6. - Potcrs risolutwo c sua visualirznzione grafica: i valle x 
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Ovviamente, il peso molecolare ricavabile da M' 
è corrispondente a quello della molecola di partenza. 
Aumentando l'energia incidente, prima intervengono 
fenomeni di ionizzazione e frammentazione, poi conun- 
ciano a comparire ioni con più di una carica. L'abbon- 
danza percentuale dello ione molecolare dipende dalla 
sua tendenza a successive frammentazioni e pub, quin- 
di, fornire indicazioni sulla natura del composto in 
esame. In genere tutte le strutture che consentono 
forti delocalizzazioni della carica determinano ioni 
molecolari caratterizzati da notevole stabilità. 

2) Ioni di frnn~rnmtqione. Poiché gli elettroni ioniz- 
zanti hanno un'energia superiore a quella di ionizza- 
zione, essi determinano normalmente marcati feno- 
meni di frammentazione. Nello studio dei meccanismi 
di frammentazione occorre tener presenti i seguenti 
parametri: a) la stabilita del frammento carico; b) la 
stabilita del frammento neutro; t )  l'energia necessaria 
a dissociare quel determinato legame; d )  i fattori ste- 
rici. Come esempio, si guardi la Fig. 7; in essa sono 

Fic. 7.  - Rappresenraniunc srafics della frnmnientazionc drl 
solfuro di stiletic in funriurie dcll'eiiergia clettronics, e\:. 1" 
ordinata viene riportata la correntc ionica rehtiva (probabili& 

di formazione) di ciascuna spccic innicn 

riportate le correnti ioniche relative a cinque specic 
ottenute dal solfuro di ctilene. Lo ione molec«lue è 
la specie più abbondmte per EE < 20 eV, mentrc 
la sua intensiti cala rapidamente all'aumcntare dei 
contributi dcgli altri frammenti. Intorno ai 10 C\' lo 
ione molecolare risulta I'unica specie ionica presente. 

3) Ioni di riarrongiomrnto o di traspori~ionr. Le rea- 
zioni di riarrangiamento sono, in genere, abbastanza 
specifiche e perciò possono fornire delle buone indica- 
zioni sulla struttura della molecola. Esse sono partico- 
larmente favorite dagli stati di transizione che presen- 
tano una struttura ciciica a sei termini, ma si possono, 
talvolta, spiegare ammettendo la formazione di un 



ciclico a tic, quattro, o cinque termini. I 
fenomeni di trasposizione più comuni avvengono con 
lo spostamento dell'idcogeno, ma da numerose osser- 

,,azioni, si può concludere che anche gruppi alchilici 
"uclei aromatici migrano in ambienti opportuni 

([i rangiamento di McLafferty). Questo meccanismo 
in&-iene solo se vi è un legame multiplo tra D ed E, 

u ' idrogeno in y disponibile per il trasferimento. Il 
riar angiamento è più intenso a seconda che l'H in y 
sia 1 egato a un carboni0 terziario, secondario, o pri- 

composti alchilbenzenici si ottiene una riga 
intensa in corrispondenza della massa 91. Essa 

si s iega ammettendo un processo di frammentazione 
sec$ndo il seguente meccanismo: 

L'p notevole stabiliti dello ione viene attribuita alla 
for azione di  un anello a sette termini, il « uopilio n, r f '  che porta la carica dispersa uniformemente su tutta la 
molecola. Si è, infatti, dimostrato che la struttura alchil- 
ben mica isomerizza a struttura completamente cicliz- 
zata a sette atomi di carhonio, tutti equivalenti (C,H:). t 

metartubi/i. Uno ione di massa m, appena for- 
frammentarsi secondo lo schema: 

+ m, -4 m: + frammenti neutri. 

L ione di massa m, viene poi normalmente acce- 
lera o e registrato in accordo al rapporto mJe. Può 
acca ere che m: si frammenti dopo aver lasciato la 
cam ra di ionizzazione, durante la traiettoria, in un 
pun o qualsiasi tra la zona di accelerazione ed il rive- 
lato e: una parte dell'energia cinetica viene sottratta, 
in t 1 1 caso, dal frammento neutro. 

Llenergia cinetica e il momento dello ione m:, for- 
matb durante la traiettoria e rappresentato con m", 
saranno minori di quelli che lo caratterizzano quando 
si forma nella sorgente ionica. L'effetto deviatore del 
campo magnetico risulta, quindi. diverso da quello 
che si ha sullo ione m:, anche se in realtà m" =m,, 
e lo ione metastabile verri registrato in corrispondenza 
di un rapporto tn/e f m,/e, secondo la relazione mate- 
tnati'ca (n,)'/m, = m". I picchi dovuti agli ioni meta- 
stabili sono riconoscibili perché, in genere, presentano 
forma bassa e allargata; essi si trovano in corrispondenza 
di valori m/a sia interi che frazionari. 

C.H: --t C,H+ + GH, 
m/e 69 41 28 

" " 
m, = 24,36 m.. = 24,4 

C,H,COf + &H: + C 0  

m/e 105 77 28 

m$ = 54,47 = 56,s 

Si può notare come dallo spettro risulti apparente- 
mente m"< m,: questo & in accordo con la relazione 
R = mu/eH, da cui si vede come il raggio della traiet- 
toria sia direttamente proporzionale alla quantiti di 
moto dello ione. Negli esempi precedenti abbiamo cal- 
colato m" ritenendo note m, ed m,; in pratica si pub 
conoscere direttamente solo m", in quanto facilmente 
identificabile nello spettro. Le masse m, ed m, si rica- 
vano, invece, ricorrendo ad alcuni metodi semplici 
(ad es., i nomogrammi di Benon), tenendo presente 
che, normalmente, m: e m: danno righe piuttosto 
marcatc. 

5) Ioni con caricu doppia. Questi ioni sono facilmente 
individuabili se hanno massa dispari, poiché il rapporto 
m/e è frazionario. Se invece la massa è pari, occorreri 
procedere all'individuazione della massa isotopica (m + 
1). Dalla presenza di ioni con più caricbc si ricavano 
informazioni sulla faciliti di ionizzazione e sulla sta- 
biliti dello ione finale. 

6) Ioni negativi. Questi ioni vengono prodotti per 
impatto elettronico, mediante i seguenti meccanismi: 

a) Cattura di risonanza: AB + é - r  AB-.; 

b) Cattura di risonanza dissociativa: 
AB + e---+ A , +  B-; 

L) Produzione di coppie: 
AB + e- -- A+ + B-+ e-. 

Nei processi a) e b) non sono prodotti elettroni che 
possano eliminare l'energia in eccesso, e la formazione 
di ioni può determinarsi solo a basse energie degli elet- 
troni incidenti (EE < 10 eV) e su intervalli d'energia 
piuttosto ristretti. Il processo C) non è di risonanza 
e l'energia eccedente può ritrorarsi come energia 
cinetica dell'elettrone prodotto; in questo caso, le 
curve di resa della ionizzazione assomigliano a quelle 
g i i  incontrate per gli ioni positivi. Nei casi b) e C) 

l'energia in eccesso può ritrovarsi come energia cinc- 
tica, vibrazionale, o elettronica dei franimenti. I se- 
guenti processi sono raffigurati in f ig.  8: 

C O + e - - - C + 0 -  ( O )  = 9,6 eV 
C 0  + e- -4 C+ + O- + e- AP(0-) = 20,9 eV. 

La larghezza del picco di cattura di risonanza è, 
in parte, dovuta alla dispersione dell'energia degli 

Energia .Isttronici .eV 

FIG. 8. - 4ndamenta dell'cfficicnza di ionizrarionc nella for- 
mazione di O- da C0 



elettroni incidenti. Gli ioni negativi sono. in genere. 
meno intensi di quelli positivi. 

7 )  ReaBoni ione-n~olecola. Queste sono reazioni bimo- 
lecolari, raramente a molecolarità superiore, tra ioni 
e molecole. Esse vengono favorite da pressioni ele- 

l vate (1-10-3 torr) nella sorgente ionica. Le sorgenti 
I ioniche impiegate sono, pertanto, più chiuse e meno 

sfinestrate di quelle convenzionali. La reazione tra 
i l'i-esimi, ione primario p? e la specie moìecoiarc M 

con produzione del i-esinio ione secondario S$ può 
1 essere dcscritta brevemente con: 
l + Sl -- {I',hf ' } - SI[ + N,', 

Tra le reazioni ione-molecola occorre menzionare 
quelle dove si ha solo trasferimento di carica (e-), e 
non di massa. Esse possono schematizzarsi breve- 
mente cosi (trasferimento di carica di risonanza): 

l 
i P+ + M - + l ' + M i  

In reazioni frequentemente usate nella spettronle- 
tria di massa applicata all'analisi organica (ionizzazionc 
chimica), lo ione primario è una specie che può cedere 1 facilmente " un protone, mentre I'accettore ha, in genere, 

I una notevole affiniti per lo stesso. Si ottiene, cosi, 
un intenso ione molecolare di massa (m + 1): 

! AH + h l  - li + hlt l i .  

h lHt  può a sun volta subire vari processi degrad*. l . 1 tivi. Alla reazionc descritta è associata una costante 
di velocità k determinabile sperimentalmente. Per la 
reazione: 

CI<: + CH, -- CH? + CH3 
i k - 5.10" litri. moli-'. s-i. ~ 
l 
! Nella Fig. 9 è mostrato un tipico grafico di reazioni 

tra ioni precursori negativi S e n~olecole neutre CICN, 1 secondo lo schema: 

COS +e---. S- + C 0  
S- + CICN -- SCN- + CI. 

Lo ione precursore e lo ione secondario si ricotio- 
scono poiché il secondo è nettamente meno intenso 
del primo e, spesso, appare in corrispondenza del po- 
tenziale di apparizione (e dell'eventuale cattura di 
risonanza, per ioni negativi) del10 ione primario. 

Il potenziale di apparizione (AP) è l'energia minima ri- 
chiesta per produrre un certo frammento ionizzato, 
F,f, e gli eventuali frammenti ncutri compiemcntari, 
N,,, da una data niolecola (o ione, o radicale). h f :  

h1 + e- -+ T,+ + N,! $ 2e-. 

Il potenziale di ionizzazionc (11') di una molecola (o 
atomo, o radicale) è la niininu energia necessaria per 
allontanare un elettrone dalla specie non ionizzara, h l :  

L'interesse nella determinazione sperimentale delle 
due grandezze definite è motivato dal fatto che esse 
rappresentano un'utile informazione per la definizione 
di alcune importanti proprieti di una molecola, tra 
cui I'elettronegatività, l'ordine e l'energia di legame, 
I'entalpia di formazione, l'affinità elettronica, ecc. 

- 
Energia elettronica.eV 

Fic;. 9. - Currr dcllr cfficienzc di ionizzarione iiclla hrinurionc 
di ioni negativi primmi e sccoodari nrl sistema CICN-COS. 
Tempo di reaiotie: 500 ns; p(CICNj: 0,011 mrnllg; p(<:OS): 
0,008 rnmHp; CN-, triangoli; S-. circoli: SCN-, quadrati. 
I(CN-): I(S-) : I(SCN-) - 10 : 1 : 200. Do: Di  Domcnico e1 o/. [71 

Rappre~entqiom dcgli rpuftri di mamz. 

In uno spettro di massa i rapporti nl/c sono unifor- 
memente ordinati secondo valori crescenti da sinistra 
a destra. A ciascun n ~ / e  è associata una linea verticale 
proporzionale alla probabilirA di formazione (o inten- 
sità) del frammento corrispondcnte. Poiché in genere 
i picchi sono numerosi, si cerca di rappresentare uno 
spettro nel modo più semplice e chiaro. La riga più 
intensa si pone uguale a 100 (o 1000), e le altre si 
riportano in proporzione (Fig. 10). Si può anche consi- 
derare la corrente ionica totale, riportando poi tuitc 
le righe significative proporzionalmente allc singole 
percentuli. Deve essere sottolineato che il profilo 
pressocché a gaussiano n di ciascuna singola linea mi? 
emerge chiaramente se la scali delle masse rienc ade- 
guatamente amplificata. Tale profilo si perde quando 
uno spettro di massa è osservato nel suo insicmc (Fig. 11). 
Gli stessi criteri vengono adottati per rappresentnrt. 
uno spettro di massa con tavole numeriche, in\.ece che 
graficamente. A parità di condizioni sperimentali. le 
probabilità di formazione dei singoli frammenti si 
mantengono sostanzialmente costanti: in altri termini, 
due spettri di massa della stessa sostanza, presi in iden- 
tiche condizioni, saranno praticamente sovrapponi- 
bili. Nelle Figg. 10 e l 1  sono mostrati gli spettri, otte- 
nuti mediante strumenti a settore magnetico, della 
trietilammina e del colesterolo (parziale). Solo lo  spet- 



IO. - Spettro d i  massa ed alcuni canali di frammentnrione 
della trietilammina 

tro di Fig. 10 è stato normalizzato, privato dei segnali 
ind siderati, e riprodotto graficamente sostituendo linee 
ai icchi originali, secondo i criteri accennati. Nella 
stesa 4 figura sono indicati alcuni canali di frammenta- 
zioje della molecola: pub essere interessante notare 
che, la carica positiva risiede sull'etero-atomo, e che 
la *roduzione del frammento ionico m/e 86, cui è 
assqciata la massima probabilith di formazione, corri- 
spo$de alla formazione di un azoto quaternario. 

" I .  

FIG. 

ASPETTI APPLICATIVI. 

L,, 
4 s  , 

5.. 37, 3,. 

11. - Spettro parziale (non normaliuato) del colestcrolo 
mgipato a due dkerse scnsibilita ( X  l e x IO) del registratore 

d a  alcuni anni e piuttosto frequente I'abbinamento 
tra pettrometria di massa e gas cromatografia. Solo le 
sos nze sufficientemente volatili possono essere ana- t$ 

G.C.-M.S., che si e 
analisi di composti 

in miscele anche molto complesse. L'identi- 
dei vari componenti in cui viene risolta una 

complessa pub offrire, a volte, notevoli diffi- 

coltà anche per le piccole quantith di sostanza che, 
spesso, si hanno a disposizione. I picchi gas cromato- 
grafici ottenuti dopo la separazione possono essere, 
invece, facilmente e rapidamente analizzati mediante 
M.S., poiché la quantiti di sostanza necessaria ad effet- 
tuare tale analisi e estremamente piccola (< 10-7 g). 
Occorre aggiungere che uno spettro di massa può es- 
sere registrato anche in pochi secondi e ciò consente, 
ad esempio, di analizzare uno stesso picco gas cromato- 
grafico sia in « salita n che in « discesa ». 

Quando si collegano direttamente un gas cromato- 
grafo ed uno spettrometro di massa è necessario inse- 
rire tra i due strumenti un s separatore molecolare » 
per evitare che il gas di trasporto penetri nello spettro- 
metro in quantith eccessiva. 

1) Separatore di Rjhage (Fig. 12). I1 separatore è 
collegato a pompe rotative e a diffusione: il gas di tra- 
sporto viene eliminato perché, a causa della massa 
molecolare molto piccola, è soggetto a scaftering in 
misura maggiore rispetto alle più pesanti molecole da 
analizzare. Il principale difetto di questo separatore è 
di essere costruito in acciaio: le superfici metalliche 
calde provocano in alcuni casi fenomeni di decompo- 
sizione piuttosto accentuati. Si lavora con flussi ope- 
rativi fuio a 30-40 ml/min. 

Y "'""'"'i 
n n 

Frc. 12. - Separatore molecolare di Ryhagc 

2) Separatore di Wafmn e Biemann (Fig. 13). La sepa- 
razione awiene in quanto il gas di trasporto (He) 
diffonde attraverso la superficie porosa del separatore 
molto più rapidamente degli altri componenti. Questo 
separatore è costruito interamente in vetro e presenta 
come unico inconveniente quello di chcmi-adsorbire 
parzialmente le sostanze che lo attraversano. Il flusso 
massimo che pub passare attraverso questo tipo d'inter- 
faccia è di circa 12 ml/min; valori più elevati deter- 
minano picchi di forma irregolare. 

3) Separatore a membrana. Il materiale eluito passa 
attraverso un diaframma di gomma al silicone: la 
separazione avviene in quanto 1'He è poco solubile 
nella gomma predetta, mentre quest'ultima è notevol- 
mente permeabile alle sostanze organiche 



L'uso del1 elio come gas di trasporto 6 dovuto, pre- 
Yalentemente, ali'alto potenziale di ioninazione ed alla 
(Eua inerzia chimica. Malgrado il separatore, infatti, 
una piccola quantità di carrier penetra nella sorgente 
ionica e incontra il flusso d'elettroni. L'elio si ionjzza 
meno di tutti gli altri gas, e determina perciò il minor 
numero d'interferenze. Esso, inoltre, non reagisce con 
le sostanze da analizzare. L'idrogeno, l'unico gas che 
potrebbe sostituire 1'He per quanto riguarda la ten- 
denza a diffondere e la massa molecolarc, può provo- 
care visibili fcnomeni d'idrogenazione. 

La «resa » di un separatore molecolare è definita 
come il rapporto tra la quantiti di campione che entra 
nello spettrometro e la quantità di campione che entra 
nel separatore; essa può arrivare f i o  al 900/0. Il fat- 
tore di arricchimento si ottiene dividendo il rapporto 
campione/tarricr allo spettrometro di massa per lo 
stesso rapporto all'entrata del separatore molecolarc. 

Recentemente è stato anche realizzato I'interfaccia- 
mento tra spettrometro di massa e cromatografo a 
carrier liquido (M.P.L.C.), con il risultato di estendere 
notevolmente il campo d'applicnbilità delle tecniche 
cromatografiche in combinazione con la M.S. 

Due applica$oni della tecnica G.L.C.-M.S. 

Nei due casi che seguono, la M.S. i stata utilizzata 
come tecnica di identificazione e conferma a sostegno 
di procedure gas cromatografiche di più facile esecu- 
zione e disponibilità. 

1) I1 cloruro di cetilpiridinio, (;,H,,CIN, 6 comune- 
mente usato come disinfettante e antisettico nella pra- 
tica ospedaliera. Per un controllo di qualità, l'analisi 
può essere effettuata per via gas cromatografica sulla 
soluzione alcoolica del prodotto salificato. Le domande 
che venivano poste erano: a )  se il prodotto subiva 
degradazione termica nell'iniettore gas cromatografico; 
b), in caso affermativo, quali prodotti passavano nella 

FIG. 14. - Gas crornatogamrna (F.I.D.) del 2-carbetos-sifarnesi 
lacctato di &le 

Fic. 15. - Spetrri di massa degli isorneri cis-tram del 2-carbc- 
tossifarnesilacetato di etile.  DI^: Di Domenico c Misiti [E] 

colonna gas cromatogratica; C) se tali prodotti pote- 
vano essere usati ai fini analitici per identificazione e 
dosaggio. La risposta al punto C) doveva risultare affer- 
mativa, dal momento che la G.C. veniva normalmente 
impiegata per questo tipo d'analisi. Il CPC fu, per- 
ciò, sottoposto a varie prove di pirolisi tra 375 e 770 OC, 
e si vide che l'unico componente gas uomatografico 
di rilievo si formava in modo riproducibile alle tem- 
perature considerate. Tale componente aveva uno spet- 
tro di massa corrispondente a quello del cloniro di 
cetile, già noto dalla letteratura. Dalle evidenze spe- 
rimentali si dedusse che il CPC si degradava termi- 
camente secondo lo schema seguente: 

CZiH&lN --t &H& $. W(CIIJ&H, 

e chz tale degradazione poteva essere utilizzata nella 
pratica analitica. Può essere utile notare che nello 
spettro del cloruro di cetile la maggior parte dei frani- 
menti non contiene I'alogeno (mancanza del picco 
isotopico caratteristico), mentre il CI= ed il suo iso- 
topo C137 sono presenti a m/e 91-93, 105-107, 119-121, 
133-135, 147-149 come si desume dalle intensiti re- 
lative dei due frammenti isotopici costituenti ogni cop- 
pia (es., I(91): I(93) = 3:1. Cfr. Tab. 1). 

2) Da uno studio preliminare mediante GL-M.S. 
su alcuni campioni commerciali di farnesilacetato di 
geranio10 (Gefarnato), fu possibile accertare che ogni 
campione conteneva non meno di due componenti, 
spesso in numero superiore. Dalla procedura di sintesi 
era possibile attribuire un'identità ai vari componenti 



che accompagnavano quello principale ma, dato I'im- 
piego medicinale del prodotto, si ritenne fosse giusti- 
ficato corifermare le varie ipotesi tramite uno studio 
~~propriato.  

Dalla duplicazione del procedimento di sintesi, si 
riuscirono ad ottenere miscele complesse di farnesila- 
~ ~ t a t o  di metile, io tutto simili alle miscele ottenute per 
i&oIisi e metilazione del farnesilacetato di geranio10 
commerciale. I risultati delle analisi degli intermedi di 
sintesi confermarono le ipotesi iniziali. Per es., il 
2-betossifarnesilacetato di etile, G,H,,O,, era pre- 
sente nelle quattro forme isomeriche possibili (Fig. 14), 
prevedibili io base ai due centri d'isomeria cis-trans 
presenti nella molecola al C-4 ed al C-8. L'affiniti 
strutturale dei quattro prodotti suddetti risalta dai 
loro spettri di massa (Fig. 15). nei quali è individuabik 
lo ione molecolare. Nello studio con la M.S. l'obiettivo 
non era la ricerca dei meccanismi di frammentazione 
dei derivati dell'acido Farnesilacetico, bensì la conferma 
qualitativa della presenza di certe strutture. Per una 
discussione più dettagliata dell'argomento, si rimanda 
alla letteratura [B]. Qui basta sottolineare, a sostegno 
della notevole specificiti della spettrometria di massa, 
che i quattro spettri della Fig. 15 sarebbero, tra loro, 
vktualmente indistinguibili se non fosse per il fram- 
mento a nr/e = 81 uma, la cui intensiti presenta mar- 
cate differenze, passando dalla forma 8-trans a quella 
8-cis. 

Clusters isotopici. 

Dalla Tab. 1 si vede che la miscela isotopica naturale 
del cloro & costituita da Cl'5 e C1'7, nel rappofio 0,75771 : 
0,24229. Quindi, nel caso una molecola contenga un 
solo atomo di doro, noi ci aspetteremo, laddove è 
presente I'alogeno, coppie di frammenti ionici in cui 
il secondo dei due dista dal primo 2 uma, ed è circa 
tre voite meno intenso. Se la molecola contiene due 
atomi di cloro, quale sari I'intensiti relativa dei sin- 
goli frammenti ionici isotopici contenenti i due atomi 
di cloro nelle combinazioni C135 CP,  C135 CP7, e CI37 
CI"? La risposta si ottiene facilmente applicando la 
relazione (a + br .  Nel nostro caso: 

(O,  75771 + O ,  24229)2 = O ,  5741 + O, 3672 + O, 0587 
100 64 10 

Nel secondo membro, il primo termine è propor- 
zionale alla intensiti che, nel gruppo isotopico, avri 
lo ione contenente due W ;  il secondo all'intensiti 
dello ione contenente un CI3' ed un CP7, a 2 uma di 
distanza; ed il terzo all'intensiti dello ione a 4 urna 
di distanza dal primo, contenente due CI". Breve- 
mente, indicheremo le intensiti relative come: 

I(X) : I(X + 2) : I(X + 4) = 100 : 64 : 10. 

Analogamente, nel caso dello ione CCI: ci aspet- 
teremo le seguenti abbondanze frazionasie: 

(0,75771 + O ,  24229)l = 
= 0,4350 + O  ,4173 + O, 1335 + 0,0142 

100 9 6 31 3 

relahve ai contributi di CI:5, CI25C137, C135C1;', e CI;?. 
Anche in questo caso diremo: 

FIG. 16. - Abbondanze isotopichc relative attese per frammenti 
ionici contenenti fino ad 8 atomi di cloro c/o di bromo 

Infine, nel caso siano presenti quattro atomi di cloro, 
si avri: 

Le intensiti relative attese per il contributo degli 
isotopi del C1 e/o del Br in un frammento ionico sono 
mostrate in Fig. 16. I1 numero massimo considerato, 
per ciascuna singola specie, è 8. Si deve osservare che 
i componenti con intensiti trascurabili non risultano 
dalla figura. 

Cenni mi criteri d'identificazionne. 

In base alle considerazioni fatte, t facile individuare 
gli ioni contenenti atomi di cloro, ed il numero degli 
stessi, negli spettri presentati in Fig. 17. Per es., nel 
caso del TDE (i due spettri superiori) e del DDT 
il gruppo a m18 = 235 uma è formato da frammenti 
ioniu contenenti due atomi di cloro, mentre nel caso 
della TCDD (i due spettri centrali) il gruppo isoto- 
pico a m/e = 320 uma è chiaramente dovuto al contri- 
buto di quattro atomi di cloro e corrisponde, infatti, 
allo ione molecolare. Deve essere, infine, notato il 
limitato numero di picchi presenti negli spettri sud- 
detti e come quelli più intensi siano riconducibili a 
ioni contenenti I'alogeno. Nel caso specifico, la forte 
elettronegativiti del cloro e la presenza del substrato 
aromatico orientano nettamente il corso della frammen- 
tazione. Da quanto detto, risulta evidente come la 
presenza di elementi con elettronegativiti fortemente 
dissimile da quella di C e H, e con composizione iso- 
topica caratteristica, introduca negli spettri di massa 
alcuni tratti peculiari che, spesso, sono di grande aiuto 
nella interpretazione di uno spettro incognito. 

L'utilizzazione dell'HZ, ed in generale degli isotopi 
pesanti stabili come C'), 0 ' 8  e N'S, per marcare La 
molecok in esame è piuttosto frequente: tale tecnica , 
consente di seguire i meccanismi di frammentazione 



RG. 17. - Spettri di massa a confronto di: TDE, TCDD 
e DDT 

Fic. 18. - ESetto della u marcatura n con N15 sull'tstcie etilico 
dcll'acido aspartico (o, b), e sull'cstere d i c o  dclla fenilalanina 

(C, d). Rcsn della marcetura, circa 60 

e, quindi, risalire alla struttura della molecola. Nella 
Fig. 18 viene mostrato l'effetto sugli spettri di massa 
dell'introduzione di N15 in molecole contenenti un 
gruppo amminico primario. Si nota che, nel prodbtto 
marcato, tutti i frammenti contenenti azoto sono spo- 
stati di 1 uma. 

Per ricostruire la struttura di una sostanza total- 
mente sconosciuta si segue scheniaticamente il se- 
guente procedimento: a )  si ricava dal rapporto m/e 
della riga corrispondente allo ione molecolare, il peso 
molecolare esatto (possibilniente in alta risoluzione) 
della sostanza; b) si individuano nello spettro i fram- 
menti ionici più significntivi; c) si cercano correlazioni 
tra i meccanismi di frammentazione noti, i franimcnti 
rilevati, e l'ipotetica struttura dclla sostanza in esame. 
L'esperienza costituisce un valido aiuto per inqua- 
drare la ricerca. Quando questo procedimento non 
porta a risultati soddisfacenti, si ricorre a tecnichc 
più elaborate come la marcatura o la formazio- 
ne di derivati, c si utilizzano informazioni ot- 
tenute con altri metodi (I.R., U.V., E.S.R., N.M.R., 
ecc.). 

La registrazione di uno spettro di massa si basa sul 
rilevamento delle intensità di tutti gli ioni caratteriz- 
zati da valori (mie), compresi tra i limiti estremi, pre- 
stabiliti, dell'intervallo di scansiniie, (mie),, ------(nile),,. 
In  tale processo, il tempo di  registrazione a disposi- 
zione del singolo ionc i-esimo (n~le), è una frazione 
del tempo totale di scansione, in genere tanto più ri- 
dotta quanto più ampio è l'intervallo suddetto. Sc 
immaginiamo di avvicinare progressivamente gli estre- 
fi {(m/e),*. (mje),,), fino a convergenza, lasciando con- 
temporaneamente immutate tutte le altre condizioni 
di scansione, ogni ione nell'intcrvallo potrà usufruire 
di tempi di rilevamento sempre più lunghi: a conver- 
genza avvenuta, il periodo di rilevamento sarà cori- 
centrato su un singolo ione. L'effetto finale sarà la 
perdita dei segnali relativi a tutti i frammenti ionici 
tranne uno. la cui intensità risulterà erandemente " 
aumentata. 

Nell'abbinamento G.C.-M.S., il rilevamento di un 
sineolo ionc va anche sotto il nome di S.I.D. (Sinel,, - . ,. 
1011 Dett,rtiot~). Gli strumenti attuali sono in grado di 
rilevare individualmente, ed allo stesso tempo, più 
di uno ione con una tecnica detta M.I.D. (iCfuItiph 
loti Deteition) o S.I.hI. (St,Ierted lon Monitoritg): questc 
ultime due sono meglio conosciute sotto la definizione 
impropria di Frammeotografia di Massa (h1.F.). La 
M.F. è iniportante perché all'elevata capacita di 
separazione della G.C. viene abbinata l'estrema 
specificità e sensibilità del rilevamento frammento- 
grafico. 

Un frammentogramma di massa apparc simile ad un 
gas cromatogramma. Esso dà informazioni sul tempo 
di ritenzione caratteristico del composto, con le aree 
dei picchi (ogni w/c selezionato) proporzionali alla 
quantità della sostanza iniettata. Ovviamente, le inten- 
sità relative dei picchi si mantengono uguali a quelle 
degli stessi ioni nello spettro di massa stabilendo, così, 
un potente criterio d'identificazione. In  generale, In 
frammentngrafia di massa è da 100 a 1000 volte più 
sensibile dei rivelatori a ionizzazione di fiamma (F.I.D.), 



della combinazione G.C.-h1.S. quando il rilevamento 
è fatto sull'abbondanza ionica totale. La sensibiliti è 
diIaut2 sin al numero limitato di frammenti ionici 
riler,~ti, sia alla possibiliti di selezionare quclli più 
intensi e con rapporto segnale/« fondo » più favore- 
vole. 1.2 massima specificith di rilevamento si ottiene 
qusn,do S.I.D. o h1.I.D. sono eseguiti con spettro- 

ad cievato potere risolutivo. 
Vn tipico framinentogramma di massa della 2,3,7,8- 

tctr;iclorodibenzodiossina è mostrato in Fig. 19. Del 
c;lr,~tteristico pentupletto relativo allo ione molecolnre, 

i tre ioni più intcnsi (m/e = 320, 322 e 324) 
s ( , l ~ ~  correntcniente utilizzati [9 ] .  

Scila Fig. 20, il i i i~s t~r  isotopico dello spettro 1 cor- 
I.isponde allo ione molecolare del TDE, mentre nello 
spettro 2 trovianio quello della TCDD che immagi- 
niamo di dover ricercare in un campione a compo- 
sizionc sconosciuta. Negli spettri 3 e 4 sono mostra- 
ti due rliijtcrs isotopici dovuti a frammenti ionici del- 
]'Q-DDT e del p,p'-DDT, rispettivamente (cfr. 
17% 17). Appare chiaro che, se la TCDD deve essere 
detcrniinata in presenza di tali composti; la sovrappo- 
sizione di segnali caratterizzati da m/e uguali modi- 
ficlicrà, con contributi decrescenti da tnle = 320 a 
,,//t -- 324 uma, I'intensita dei picchi tipici della 
TCDD, con conseguente alterazione dei rapporti 
d'intensità rispetto a quelli attesi. Queste alterazioni, 
sc sutficientemente marcate [>h 10 Ojo, I (322) = 1001 
indicano all'operatore che vi è interferenza da parte di 
sostanze estranee. 

Vi sono vari modi, oltre all'elaborazione matema- 
ticn, per risolvere una difficoltà come questx. Per es., 

O 5 T, min  

I'iu. 19. - Anaiisi franimentograiica dclla 2,3,7,8-tetracloro- 
iiibeiizo-p-diossiiia inediantc I'iiiipicgo dcile tre masse isoto- 
~piche p i i  intense selezionate dnl pcnrupletto deiio ione molc- 
r i h c .  Condizioni ph5 croniatogmiiche: colonna in vetro 2 mm x 
2,2 m di 0Y-61 al 3 :o su Chromosorb W-IIP 100-120 mish; 
ieinperatura dcil'iiiictrorc, 300°C; tcnipernriira deila colonna, 
240°C; gs$ di trasporto, elio con Busso di 30 rn lh in ;  separa- 
iore molccoiare di Ryhage; spettromctro di rnnrra a rettorc ma- 

gnetico e a focdizzazionc semplice Do: Di Donieiiico [9] 

FIG.  20. - Chrrtrrr isotopici intorno a m/c = 320 di TDE, 
TCDD e DDT 

te0 

sia una più efficiente separazione gas cromatografica, 
sia un miglioramento delle tecniche di purihcazione 
(arricchimento in TCDD) del campione possono 
portare a un dosaggio accurato. Anche la M.S. ad alta 
risoluzione pub essere utilizzata per ottenere una mag- 
giore specificith. Un modo semplice, comunque, d'ef- 
fettuare la determinazione è quello di considerare se- 
gnali non interferiti in aggiunta, o in luogo, di quelli 
normalmente utilizzati. Nel caso della TCDD, gli 
unici frammenti ionici alternativi, di utiliti pratica, 
lianno m/e = 257 e 259 uma (M - COCI). 

l I 

I segnali ottenuti dai moltiplicatori d'elettroni sono 
detti analogici e possono essere inviati ad un registra- 
tore potenziometrico. oppure a un registratore oscillo- 
grafico, per la rappresentazione grafica (Fig. 21, o). La 
scelta dell'uno o dell'altro è legata alla durata della 
sansione: per es., i sistemi oscillografici, in genere 
caratterizzati da notevole velociti di risposta, vengono 
utilizzati per sansioni molto rapide (dell'ordine di 
alcuni secondi). Normalmente, per evidenziare sia i 
picchi più intensi che quelli più deboli, una registra- 
zione è eseguita contemporaneamente su almeno due 
tracce, ognuna caratterizzata da un proprio fondo- 
scala (Fig. 11). 

I segnali analogici possono anche essere registrati 
su traccia magnetica, e riportati graficamente, dalla 
cegistrazione effettuata, solo in un secondo tempo. 
E, cosi, possibile introdurre i dati raccolti in un calco- 
latore off-line, e ottenerne l'elaborazione desiderata. 

T D E  

- 
1.a registrazione su traccia magnetica è necessaria quando 
i tempi di  scansione sono troppo rapidi anche per i 
registratori oscillografici. 

Se la scansione è molto veloce, i segnali possono es- 
sere acquisiti direttamente da un calcolatore ondine, 
cioè collegato allo spettrometro di massa ed interattivo 
con esso in fase di scansione. In questo caso, il calco- 
latore assolve ai seguenti compiti: a) controllo della 
scansione; b) raccolta ed immagazzinamento dei dati 



gassosa, e la caratterizzazione delle relative cinetiche; 

FIG. 21. - Visualizzazione di due diversi modi di scansione: 
(o) analogica; (b) digitale 

via via ottenuti per una successiva elaborazione; L )  rap- 
presentazione grafica durante la scansione (e succes- 
siva a quest'ultima, secondo le richieste dell'operatore). 
Per effettuare le varie operazioni, il segnale analogico 
proveniente dal moltiplicatore di elettroni viene con- 
vertito in impulsi digitali (bitr) tramite il convertitore 
A/D, e così conservato su nastro o disco magnetico. 
Il segnale analogico pub essere rigenerato mediante il 
convertitore DIA, e riprodotto tramite un registratore 
convenzionale (Fig. 21.b). Le informazioni logiche, 
conservate su nastro o disco magnetico, contengono 
tutti i dati necessari allo studio della registrazione mede- 
sima. Oggi si dispone di numerose librerie di riferi- 
mento (raccolte di spettri di massa standard su nastri 
o dischi) per procedere all'individuazione degli spettri 
in studio mediante confronto tra questi e quelli dispo- 
nibili in libreria. 

In questa breve nota, si è cercato di mettere in rilievo 
l'elevata specificità che caratterizza i reperti ottenuti 
mediante uno spettrometro di massa. Né deve sfug- 
gire la multiforme possibiliti d'utilizzazione di tale 
tecnica, sia quando si osservi il solo campo della micro- 
analisi chimica, sia quando si considerino i numerosi 
altri settori in cui la M.S. si è mostrata strumento d'in- 
sostituibile efficacia. Al riguardo, possiamo citare, per 
es.: l'identificazione di strutture molecolari, anche molto 
complesse; la determinazione di grandezze d'interesse 
chimico-fisico; lo studio di reazioni chimiche in fase 

ccc. 
L'uso dello spettrometro di massa quale riuclatwc 

nell'analisi gas cromatografica C?, probabilmente, il più 
importante impiego specializzato dello strumento sia 
per le conseguenze che ha avuto nel diffondere la tec- 
nica della M.S., ed incentivarne lo sviluppo, sia in ter- 
mini di generico impatto nel mondo scientifico. Infatti, 
l'uso combinato della G.C. e M.S. sembra aver pro- 
dotto un incremento quasi esponenziale nell'impiego e 
nella diffusione degli spettrometri di massa. A tale 
incremento, di relativamente recente acquidzione, ha 
fatto riscontro un chiaro miglioramento delle presta- 
zioni generali di tale strumentazione. In relazione all'ab- 
binamento G.C.-lrl.S., è utile ricordare che la speci- 
ficita dei reperti aumenta grandemente quando si uti- 
lizzano colonne capillari. Queste colonne, di di&cile 
preparazione rispetto a quelle impaccate e, in genere, 
più delicate di quest'ultime nell'impiego, stanno diven- 
tando d'uso sempre più frequente, soprattutto per la 
necessita di disporre di sistemi d'analisi altamente 
selettivi. Ciò risulta evidente quando si considerano 
alcuni dei campi d'applicazione della G.C.-M.S.: la 
ricerca dei microinquinanti ambientali, vera e propria 
sfida per la microanalisi chimica; l'individuazione, 
l'identificazione, e il dosaggio di prodotti metabolici; 
la determinazione delle impurezze in prodotti indu- 
striali d'interesse farmaceutico; ecc. In tutti questi 
campi, è necessario disporre di sistemi d'analisi che, 
oltre a garantire elevata specifiuta, permettano di rag- 
giungere sensibiliti al livello di parti per bilione o per 
trilione. 

Le colonne capillari offrono numerosi vantaggi ri- 
spetto a quelle impaccate, oggi comunemente in uso. 
Per es., non richiedono interfacuamento con lo spet- 
trometro di massa e possono essere portate diretta- 
mente fino alla sorgenti ionica; inoltre, esse hanno mo- 
desta intcrazionc con la miscela eluita. Questi due fat- 
tori si riflettono in un aumento della capacita di rile- 
vamento (abbassamento della soglia di rilevabilità) del 
sistema combinato G.C.-M.S. Oggi, l'impiego di tali 
colonne ed un miglioramento generale del disegno delle 
sorgenti ioniche e dei filtri di massa, dei sistemi d'alto 
vuoto, dell'ekttronica e dei rivelatori, permettono di 
considerare il limite di rilevabilith di 10-15 g come un 
obiettivo concretamente perseguibile e, probabilmente, 
realizzabile in un prossimo futuro. Attualmente sono 
già note determinazioni eseguite mediante le tecniche 
S.I.D. nell'intervallo 10-15 - 10-1". 
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Colchicini 

FIG. 3. - Tnsforma~ionc fotochimica della colchicina in ~lumicolchicina per esposizione di una mluionc 6.6 x 10-6 M di mldiillna 
in eranolo, in beuta di quano sotto agitazione magnetica, ad una sorgente di radiazioni UV (5 lampadc Sylvulia 15 W Black Light bluc) 
a 15 cm di distanza. T.L.C. (Stratocrom SI P 254, C .  Erba): R, I ,  colchicina: 0.48; ~lumicnlchicina: 0,70. R, 11, colchicina: 0,60; 

8-lumicolchicina: 0,70. La y-lumicolchicina puh essere diAcrenziata dalla P- in questi sistemi clucnti 

zioni di colchicina conservate alla luce diurna e che 
si forma per trasposizione fotochimica dell'anello tro- 
polonico della colchicina [l]. Tale trasformazione alla 
luce indiretta è molto lenta; irradiando invece una 
soluzione diluita di colchicina (10-5 M) con una forte 
sorgente ultravioletta, la sua trasformazione è molto 
rapida e controllabile mediante registrazione nel tempo 
del suo spettro U.V. e per T.L.C. (Fig. 3). Per le ra- 
gioni su esposte, tutte le operazioni effettuate su questi 
preparati sono state effettuate in semioscuritL 

Gli alcaloidi minori sono stati isolati dalle acque 
madri per cromatografia preparativa su lastre di silice 
dello spessore di 2 mm, usando come solvente il si- 
stema l o I1 e per I'eluizione delle bande staccate dalle 
lastre cloroformio-metanolo (1 : 1). 

La struttura chimica dei tre alcaloidi isolati è stata 
stabilita per spettroscopia di massa (Spettrometro 
LKB fornito di un sistema elaboratore di dati Digital 
PDP 11). L'andamento della frammentazione degli al- 
caloidi 2 e 3, per impatto elettronico, era molto simile 
a quello della colchicina e permetteva di dedurre che 
questi tre alcaloidi si differenziavano solo nel diverso 
sostituente legato all'azoto ammidico nella catena late- 
rale in G7.  Lo spettro di massa della colchicina e la 
sua interpretazione sono stati precedentemente ripor- 
tati [2]. La colchicina e gli alcaloidi 2 e 3 danno lo 
ione molecolare (Fig. 4) che pub frammentarsi in due 
modi i quali portano entrambi al picco base, m/z 
312. Oltre questo picco il profilo della frammenta- 
zione diventa uguale per differenziarsi di nuovo nella 

FIG. 4. - Pnmmentazione della colchieina (4) c degli alcaloidi 
minori _3 c 2: m/. (intcnsitl rclativa %) 



i: 
I: 
l". 

Fii,. 5 .  - Spcttm di massa dell'alcdoidr 2 

FIG. 6.  - Spettro di massa del1'nlc;iluidc 1 



regione delle basse masse, dove il picco caratteristico 
per la colchicina è m/z 43 (COMe), per S m/z 31 e per 
3 nessun picco di particolare intensith. L'alcaloide 3, - 
Al' 385, è stato identificato come N-formil-deacetil- 
colchicina, un alcaloide molto noto I3,4] che si ritrova 
nelle stesse piante che producono colchicina. 

L'alcaloide 2, Mi- 415, è risultato essere un nuovo 
alcaloide, maitsolato da piante del genere colchico, 
che si ditTercnzia dalla colchicina per la catena late- 
rale in C-7 NI~ICOCI-1,011, invece di NHCOCII,. 
Questo gruppo glicolico è responsabile del frammento 
m/z 31 chc compare nello spettro di m m a  di 2 (Fig. 5); 
che esso sia dovuto al gruppo CH,OH è stato confer- 
mato iniettando nello spettrometro di niassa una solu- 
zione di 2 in CDCI, con una goccia di acqua deutc- 
rata. Nello spettro e comparso anche il picco a ni/z 
32 dovuto allo scambio dell'idrogeno del gruppo ossi- 
drilico con deuterio e inoltre il picco molecolarc cd i l  

picco a 387 (M+-CO) sono stati fiancheggiati da due 
picchi, maggiori di una o due unita di massa, dovuti 
al parziale scambio con deuterio sia dell'OH che dell,'NH 
anunidico. 

L'alcaloide più polare 1 ha lo stesso ione molecolarc, 
M ~ '  415, di 2, ma un diverso andamento di frammen- 
tazione (Fig. 6), il che indica che le variazioni strut- 
turali rispetto alla colchicina non risiedono più nella 
catena laterale ma in un'altra posizione del sistema tri- 
ciclico. Dal tipo di frammentazione ottenuto un gruppo 
OH dovrebbe essere presente nell'anello B. Oltre ai 
processi di frammentazione, notati precedentemente, 
lo ione molecolare per perdita di H,O e C 0  dava un 
picco a mjz 369. Dal suo punto di fusione, 169-1710 
dec. (da acetato di etile), corrispondente a quello ripor- 
tato per il P-6-idrossicolchicina, si p u i ~  ipotizzare che 
si tratti dello stesso alcaloidc isolato da Santavj. dal 
C. Latifoliun1 [SI. 
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~~rificazione deli'acido folinico 

mediante cromatografia preparativa ad alta efficienza 

p. CELLETTI 

Laboratorio di Rirerrhe Analitiche, SIGIMA TAL: Pom~tio.  

È stato intrapreso questo studio sul folinico per 
poter recuperare quelle partite di sintesi che, per cause 
varie, sono risultate fuori specifiche. 

Poiché le tecniche tradizionali di purificazione, da 
numerose prove effettuate non hanno fornito risultati 
soddisfacenti, si è reso necessario l'uso della tecnica 
cromatografica preparativa anche in considerazione del- 
l'alto costo della materia prima. Inoltre, esiste la neces- 
siti di dover disporre di standard di lavoro ad elevate 
purezze nel più breve tempo possibile. 

Le nostre prove sono state effettuate su una materia 
prima con il titolo H.P.L.C. analitico del 66 % e micro- 
biologico del 68 % come calcio folinato pentaidrato. 
Dal cromatogramma analitico, si notano 4 gruppi di 
sostanze, come si vede dalla Fig. 1. 

I'rc. 1. - Crornatogramma analitico di un lotto di folinato di 
calcio pntaidrato a titolo 66 x. Oltre al picco del folinico s! 
iiota la presenza di 4 gruppi sostanre individuate comc I, P, y, 6 

Le percentuali di impurezze sono calcolate rispetto 
all'area totale, anche in considerazione del fatto che 
gli spettri delle impurezze sono qualitativamente simili 
allo spettro del folinico. Inoltre, la somma delle impu- 
rezze è complemento ai titoli riscontrati. 

PROVE PRELIMINARI 

Tabella 1. 

1) Fnre tiormale: 

Licroprep 15-25 p (101) g); 

Butanolo: acido scetico: acqua = 70: 20: 10. 
1 prodotti vengono eluiti col fronte del solvente. 

2) F a r  inversa: 

Licroprep RP-8 5-20 p (100 g); 

Acqua: acetone = 99: 1 .  

Separazione buona. 

3) Fnre iiiuersa: 

Licroprep RP-R 5-20 $ (200 g); 

Acqua: acetone 99.5: 0 , s .  
-- ~ ~- .. .- - ~~ ~ - ~ -- ~ 

La separazione (3) è risultata migliore della precedente 
e pertanto è stata adottata questa fase mobile, per le 
successive sepaiazioni, che ha anche il vantaggio di es- 
sere estremamente poco costosa. 

Non è stato possibile adottare la fase mobile usati 
in analitica, perché in essa il folinico non è sufficiente- 
mente solubile. 

Tabella 2. 

Conilirioni 
. . Fase rrarmnaria . . . . . . . . . . Licroprep RP-8 5-20 p (200 g) 

Pressione di impncraniento 8 -10 bar 
Fase mobile . . . . . . . . . . . . . acqua d o  0,s " o  in acetuiic 

Pressione fase mobile . . . . 6-8 bar 
Flusso . . .  . . . .  . . . .  . . . .  . . . 16-12 mI,'rnin 

Dctector . . . . . . . . . . . . . . . I.R. (solo in un caso si C usato 
il doppio rivelatore 1.R.- 
U.V.) 



2 g di materia prima al  67 q& (pari a 1,34 g di foli- 
Nco puro), disciolti in circa 10 m1 di fase mobile e fil- 
trati, sono stati iniettati e sono state raccolte frazioni 
da 20 m1 usando il doppio detector, ottenendo il cro- 
rnatogramma di Fig. 2. 

Fic. 2. - Cromatogramma preparativo del folinato di calcio 
pentaidrato con doppio rivelatore a Indice di rifrazione e Ultn 
violetto A 254. Sul grafico sono segnate Ic varie frazioni da 20 in1 
che succcssivamentc sono state riunite, concentrate ed analizzate 

Tutte le frazioni sono state cromatografate su strato 
sottile, opportunamente riunite, tirate a secco e tito- 
late mediante H.P.L.C. e titolo microbiologico. Fino 
alla frazione 14 il folinico è risultato assente (Tab. 3), 
mentre si sono avuti i titoli di 65  % per le frazioni 
15-19 (68 7; H.P.L.C. e 62 Oj, microbiologico), 80 q/, 
per le frazioni 20-26 e 98 % per le frazioni 27-40 
(H.P.L.C. e microbiologicn). 

Tabella 3. 
..... ~ ...... ~~. -... - . -- ..-p--.p.. 

Frazione 4-10 . . .  mg l89 
Frazione 11-14 . . . .  mg 116 
Frazione 15-19 . . . .  mg 241 
Frazione 20-26 . . . .  mg 500 
Frazione 27-40 . . . .  mg 867 
Frazione 41-60 . . . .  mg 21 
Frazione 61-80 . . . .  m g  12 

--- p-.--.-.- -~ 

Folinico assente 
Folinico assente 
68 % H.P.L.C.-62 ':, M.B. 
80 " H.P.L.C. - 7 7  'l, M.B. 
98 " ,  H.P.L.C. e M.B. 
Folinico assente 
Folinico assente 

------.p. 
-A-~ 

In Fig. 3, sono riportati 4 cromatogrammi relativi 
a quantità crescenti di prodotto iniettato, mentre in 
Fig. 4, sono riportati i cromatogrammi analitici dei 
purificati corrispondenti a 4-6-8 g. Altri dati analitici 
sono esposti in Tab. 4: 

Tabella 4. 
~ .- -. -~ -- -.. -~ -- 

Prodotto Purificati Purlhcati Purificsti 
A N A L I S I  inizi& dm04 p da06 p dq0 s 

0 ,  ," 

Titolo M.B. . . . . . . . . .  6R 98 9R 94 
Titolo H.P.L.C. . . . . . .  66 99 96 92 
- -. 

Per abbreviare i tempi, tra una iniezione e l'altra si 
lavata la colonna con circa 100 ml di T.H.F. all'8O y,, 

riuscendo così a portare a termine 3 4  cicli nell'arco 
della giornata lavorativa. 

Sulla stessa colonna, è stato possibile effettuare fino 
a 5 iniezioni anche in 2 giorni diversi. Le rese sono 
risultate oscillanti tra 65  e 72 %. 

Fio. 3. - Comparazione di cromatogrammi preparativi con rive- 
Istorc a Indice di rifrazione, all'aumentarc della carica: 1-4-64 

grammi rispcttivamcote 

0 L  
A - 

Fic. 4. - Cromatogrammi aiialitici del prodotto purificato. Ai 
variare dclln carica iniziale, <M8 g rispsttivamcnte, diminuisce 

la purcm del prodotto ottenuto 

Per la preparazione dello standard, si è ovviamente 
partiti da un folinico in specifica. 

Considerata conclusa la fase di messa a punto, è stata 
eseguita una serie di purificaiioni su vari lotti. 

Tabella 5.  
~ -~ .- -- - 

S.r~uurur*ziosE: 

. . . . . . .  H.P.L.C. Analitico Waters pompa 6000 - rivela. 
tore 440 a ì. = 254 nm 

. . . . .  H.P.L.C. Preparativo Jobin Yvon Chromatospac 
Prep. 100 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  I.R. Knaucr 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . .  U.V. Beckman LC 25 

-. -. --p - ~~ 
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Gli esempi che qui si riportano sono due, per i quali 
si utilizza la stessa metodica di base, un procedimento 
di H.P.L.C. su colonne di acido silicico da 10 o 5 p ,  
eluizione a gradiente da CHCI, esente da alcool, sa- 
turo di acqua, a CHCI, esente da alcool, saturo di acqua 
con il 5 % di hfeOH, miscela questa resa anch'essa 
satura di acqua (gradiente lineare di 20 min, flusso 
1 ml/min con adeguato ricondizionamento della co- 
lonna). 

Il primo esempio riguarda la possibiliti di mettere 
in rilievo profonde alterazioni anche in una miscela 

complessa di corticosteroidi, quale quella costituita 
da un estratto di corteccia surrenale per uso farmaceu- 
tico, quando questo venga preparato allo stato liofiliz- 
zato in modo non appropriato e sottoposto a prove 
di stabilita accelerata (35 gg a 450). I1 procedimento 
di H.P.L.C. da noi studiato consente di ottenere una 
buona separazione per i principali corticosteroidi natu- 
rali, come è illustrato nella Fig. l ,  e di determinare 
singolarmente il titolo di ciascun corticoide [l]. 

Nel caso studiato il titolo in corticosteroidi totali, 
analizzati con il metodo al B.T., era di 900,5 pglfiala 

Fic. 1. - Cromatogramma di una miscela di corticostemidi di riferimento. 20 trg in 100 +l. - Coiorino: LiChrosorb Si-100/10 +m. - FIum: 
1 ml/min; Grodieittc: A )  Cloroformio cscnte da etanolo, saturo di acqua e 8 )  5% metanolo e 0,3 % di acqua nello stesso solvcntc, li- 
ndrc da 10 % di B in A a 100 % di B in 20 min seguito da 10 min di isocratico con l00 :/, di B e ritorno a 10 % di B in 5 mi"; 
Vdocità dilh corta: 0,5 em/min; Attevmziom: 28 : 1 cm = 256 x 10-1 A.U. La successione dei picchi è la seguente (1.r. in min): 9,35 
inin: desossiconicostcronc; 12,70 min: ll4eidrocorticosteronc; 14.45 min: Il4esossicortisolo; 15,79 min: corticosterone; 18,20 min: 

cortisone; 19,77 min: aldosterone; 21,28 mi": sconorciuro; 23,94 min: cortisolo * 



liofilizzata e di 889.6 yg/fiala con il metodo dell'assor- 
bimento nel1'U.V.; il contenuto in singoli corticoste- 
roidi risultante con il nostro metodo cromatografico è 
riportato in Tab. 1. Inizialmente il totale era l'87,21 j, 
sul trovato U.V. (889,G pg) e dopo l'esperimento scen- 

Tabella 1. - Vali~fa~iorie del contemito in corfi~o~feroidi di 
una prepurayione far~~faceufira di ~strntto corticoswru- 
nate /io/Flyyu/o. 

.--.p - - - - 
~ ~ - ~ . ~ -  

cont.nutii contrnuto &m )i 
S T E R O I D E  inizlslc 

PP 
.45 '  
w 

Corticosterone . . . . . . . . . . . . . . . . .  185.64 183.38 

Cortisone . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  I 2 2  15 - .. 
Aldosterone . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  14.53 

.................. Idrocartisone 302.84 30,88 

. . .  TOTALE 775,84 214.26 
. -- 

deva al 24,08 %. Le profonde alterazioni che si veri- 
ficano nell'estratto sono immediatamente evidenzia- 
bili dal cromatogramma H.P.L.C. (Fig. 2) ed i risultati 
analitici indicano chiaramente l'entita della trasforma- 

zione (corticosteroidi U.V. assorbenti totali 578,75 &g 
SU 889,6: 65,O %; B.T. totali 200.64 yg su 900,s; 
2228 %). 

Il secondo esempio riguarda la valutazione dehe 
impurezze presenti in un campione di idrocortisone e 
il confronto di un metodo L.C. con quello basato sulla 
T.L.C. anualmente prescritto dalla F. Eur. e analoga- 
mente dalla F.U. VIII. 

L'appliwione del nostro procedimento di elui- 
zione a gradiente al problema analitico indicato è mo- 
strata nella Fig. 3 (cromatogramma ottenuto con 100 yg 
di idrocortisone). Limitando al momento attuale le 
nostre considerazioni alla individuazione dei picchi 
ed al confronto dei due procedimenti cromatografx$ 
si può affermare che questi consentono una valutazione 
pressocché parallela delle impwezze presenti in questo 
campione di steroide, come risulta dai dati presenti 
nelln Tab. 2. 

Per quanto concerne le applicazioni quantitative del 
procedimento L.C., il discorso, specie a livello norma- 
tivo, deve farsi più complesso. Un possibile approccio 
sperimentale potrebbe essere il seguente, articolato in 
vari punti, come di seguito esposto: 

a)  Qwntità del campione da iniettare. L'importanza 
di stabilire questo dato deriva in primo luogo da consi- 
derazioni che sono principalmente di tipo cromatogra- 
fico e precisamente: natura del sistema da separare 
(sostanza + impurezze); necessita di un compromesso 
fra riduzione del carico in colonna che migliora la riso- 
luzione e necessita di non scendere a valori tali da far 
correre il riachio di perdere i picchi minori (aree uoppo 

Fic. 2. - Cromatognmina di un Estratto coiticale liofiliuato dopo 11 prova di stabilirà accclcrstn. Candizioni di analisi come in Fig. 1. 
Si nota la scomparsa pressoché rotale dei picchi del cortisone, cortisolo, nldostcmnc; si nota il picco a 16.19 min identificato per conico- 

stcmnc, relativamente stabile 



Ro. 3. - Crom~togramma di un ampionc di Idmortisone; 100 pg in 50 g. Condizioni di analisi come in Fig. 1, ma con attcnua- 
ione  27 : l cm = 128 x 10-4 A.U. colonna Si-100 5 p, Per In valutazione orientativa dei picchi wcondari c per la comlazione 

con h T.L.C. vedi Tab. 2 

basse o proiùo non integrabile), in tal caso conducendo 
ad un miglioramento artificioso del titolo del prodotto 
(se si lavora in area %):,In secondo luogo, occorre 
tenere conto della rivelabilità della sostanza (assorbama 
ne1l'U.V. nel caso pih generale di uso di un rivelatore 
di assorbimento ottico ne1l'U.V.) e della linearita della 
risposta del rivelatore ne1l'U.V.: bisogna tenere conto 
ancora delle caratteristiche dell'integratore, se questo 

8 in dotazione. Si fa osservare che esister& facilmente il 
rischio di una disparita di capacità di valutazione nel 
fare l'area % fra il picco principale vicino al 100 % 
ed i picchi minori compresi attorno all'l % ed allo 
0.1 %. Converri, per una valutazione orientativa con 
questo procedimento, scegliere un valore di quantità 
di campione da iniettare, per il quale la risposta del 
sistema rivelatore-integratore sia lineare nell'intervallo 

Tabella 2. - Osrerua~ioni rn/k prove di pnrcx<a con steroidi (campione: idrorortironr F.U.). 

L I V E L L O  I N I E Z I O N E  O.rm.1onl 

IY % In T. L. C Rf m d l e  

T,. min. Numero Ami % ~ ~ r c h l  
corrliwndrntl 

b.mif* con.ldc..tl 

lOO/iOO pl . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14.24 25.240 0,407 0,410 0.41 (tracce) 

19,24 19.520 0,315 0,317 0,32 (tracce) 

22.40 15.780 0.255 0,256 0,27 (C 0.5 1;) 

24,33 5.886.000 94,934 95,633 0,21 

27,77 53.700 0,866 0,872 0.15 (0,5-1 %) 

32.M 154.500 2,492 2,510 0.12 (1-2 %) 

6.154.740 99,269 99.998 - 
- 



da l a 1000 per avere risposte ottimali in accuratezm 
(p. es., battute da 1000 a 1.OOO.OM) o da 10.000 a 
10.000.000). 

b) Procrdhenti di caldo dei titoli del rnmpjone e 
delle impurqrt .  Al punto a)  si è delineato come venga 
individuato un profilo evidenziabile di impurezze. Per 
valutare queste, un primo procedimento potrebbe es- 
sere quello di determinare per via cromatografica il 
titolo dcl composto principale contro uno standard 
puro ed ufficialmente definito, mediante procedimenti 
usuali (standsrd esterno o interno) e quindi per diffe- 
renza la somma delle impwezze (procedimento simile 
a quello del Single Steroid Assay de1l'U.S.P. XIX). 
In alternativa, le impurezze potrebbero essere deter- 
minate singolarmente contro uno standard di prodotto 
in studio, opportunamente diluito per ragioni di linea- 
rità della risposta e di maggior accuratezza di valuta- 
zione (procedimento simile a quello adottato dalla 
F. Eur. nei confronti in T.L.C.). La condizione idealc 
sarebbe quella di conoscere esattamente La natura di 

tutte le impurezze, di poter disporre di esse e quindi 
sarebbe possibile riferue un campione ad una miscela 
standard in cui entrano le varie impurezze, che v p  
gouo così valutate singolarmente e più accuratamente 
in base alle loro assorbanze specifiche che possono 
essere molto diverse da quella del composto princi- 
pale, come possono essere le lunghezze d'onda dei 
massimi d'assorbimento. Occorre quindi fissare la o 
le lunghezze d'onda alle quali operare con il rivela- 
tore spettrofotometrico o forzatamente con quello a A 
fissa. A tutto ciò deve essere fatta una necessaria pre- 
messa: al discorso quantitativo, al quale si t posto 
l'accento, deve essere sempre fatto precedere quello 
qualitativo, o di individuazione dei composti apparen- 
tati, che potri richiedere una pluralità di condizioni 
operative cromatografiche, la quale dovrebbe compren- 
dere almeno un sistema cromatografico a fase diretta 
ed uno a fase inversa. La pluralità necessaria anche 
per escludere la presenza di picchi dovuti ad artefatti 
analitici, picchi che possono originarsi attorno ad un 
picco principale in condizioni operative critiche. 
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