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INTRODUZIONE,

La cromatografia & un metodo fisico di separazione,
per mezzo del quale miscele complesse sono separate
nei loro componenti per distribuzione tra due fasi:
una fase mobile ed una stazionaria.

La fase mobile pud essere un gas (come nella G.C.),
o un liquido (come nella L.C.).

Negli' ultimi anni, la cromatografia liquida ha subito
un notevole sviluppo in seguito al perfezionamento
della tecnologia, che ha permesso di raggiungere in
tempi sempre pib brevi risultati migliori. Infatti, men-
tre fino ad alcuni anni orsono I"analisi con una normale
colonna cromatografica richiedeva un tempo lungo ¢
presentava una scarsa risoluzione, ora con l'uso di
colonne ad altz efficienza (1] (in cui le dimensioni delle
particelle dell'impaccamento sono dell’ordine di 3-10
¢ le dimensioni della colonna molto ridotte rispetto
a quelle della cromatografia tradizionale) si riduce molto
la distanza che i componenti della miscela devono per-
correre, ¢ quindi anche il tempo necessario a tale ope-
razione. L'utilizzazione di queste colonne & resa pos-
sibile dalla disponibilita di pompe ad alta pressione
(500-6000 p.s.i.). Oltre alla rapiditd ¢ all’alta risoluzione,
un altro vantaggio di questo metodo di analisi & Vaita
sensibilitd. A seconda del tipo di campione ¢ del detec-
tor usato, & spesso possibile rilevare 1ng di sostanza,
¢ con detectors speciali si arriva all’apprezzamento di
picogrammi,

I’importanza della cromatografia liquida risulta evi-
dente osservando la Fig. 1: in essa si vede chiaramente
che il campo di applicazione dell’H.P.L.C. & notevol-
mente pid ampio di quello gas-cromatografico, che
non pud essere esteso ai predotti non volatilizzabili ¢
termolabili. Questo non significa, comunque, che
I'H.P.L.C. sostituisce la G.C., ma che permette di risol-
vere con un metode cromatografico problemi prima
difficilmente risolvibili, ¢ che in aleuni casi @ comple-
mentare alla G.C.

Tra gli svantaggi di questo metodo di analisi si puo
considerare, oltre all’alto costo della strumentazione,
il fatto che un cromatografo liquido, mentre permette
la separazione di una miscela nei suoi componenti,
non di informazioni atte a identificare una sostanza,
per cui bisogna ricorrere all'uso di altri strumenti,
ad es. lo spettrometro di massa, ecc. Inoltre, attualmente
non esiste un detector universale e convenientemente
sensibile allo stesso tempo: infatti, il detector a indice

di rifrazione & universale, ma ha sensibilita limitata,
mentre il detector ultravioletto ¢ molto sensibile, ma
sclettivo, ¢ dal punto di vista quantitativo non di
risposte proporzionali alla concentrazione dei vari
componenti la miscela; ¢id a causa del fatto che le so-
stanze possono non avere tutte lo stesso coefficiente
di estinzione,

Parallelamente, nel campo della G.C. si sono messe
a punto nuove tecniche, usando colonne capillari [2].
Queste ultime, avendo bassa capacith (dell’ordine di
nanogrammi) devono essere sufficientemente inerti,
dato che l'assorbimento anche di una piccola quantith
di campione pud causare la perdita di una notevole
percentuale di prodotto, specie se di natura polare.
Per questo motivo, all’acciaio ¢ al nichel & stato prefe-
rito il vetro, in quanto si pud, con opportuni tratta-
menti, renderlo eccezionalmente inerte. Tra i vari dpi
di vetro, si & notato che la silice fusa & sufficiente-
mente adatta allo scopo. Essa si ottiene infatti fondendo
Si0, amorfa al 99,9 %, prodotta bruciando SiH, o
SiCly in O,, ¢ contiene quindi meno impurezze metal-
liche del quarzo naturale, impurezze che possono cau-
sare la perdita della fase stazionaria dalla superficie
della colonna, per decomposizione,

Dandereaun ef a/. [2] hanno controilato Pefficienza ¢
I'inerzia di una colonna di silice fusa (22 m x 0,20 mm),
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Fig, 1. - Campi di applicazione dell'H.P.L.C. ¢ detk G.C.
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disattivata con Carbowax 20M, ¢ guindi rivestita con
metil silicone SP 2100, risolvendo una miscela di so-
stanze a diversa polaritd composta di fenoli, alcooli,
ammine, alcani, La separazione & stata ottima, ed é

stata resa possibile dalle caratteristiche neutre della

colonna.

La disattivazione & stata necessaria, poiché la silice ’

fusa mostra ancora una certa aciditd di Lewis, anche
se¢ molto inferiore ad altri tipi di vetro usati per le
colonne convenzionali (ad es. borosilicati). La super-
ficie della silice fusa & altresi adatta alla derivatizzazione
con organosilani, con i quali si ottiene una superficic
modificata, cosi come avviene per gli impaccamenti

per H.P.L.C.

STRUMENTAZIONE.

La Fig. 2 mostra lo schema di un cromatografo per
HP.L.C.:
La strumentazione st compone di:

@) un serbatoio di solvente che contiene la fasc
mobile, E necessario che il solvente, in cui il campione
deve essere solubile, sia ad alto grado di purezza. 1
solventi pih wsati sono esano, CHCl,, CH,Cl,, AcOEt,
CH,CN, CH,0OH, THF, H,0;
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Fic. 2. - Schema di strumentazione per H.P.L.C.

b) una pompa ad alta pressione, costruita con mate-
riali chimicamente inerti, che convoglia il solvente
nella colonna. Di solito, si usano, per scopi analitici,
pressioni fino a 5000-6000 p.s.i. e flussi compresi tra
0,5 ¢ 2,0 ml/min. E inoltre possibile operarc in gra-
diente di solvente: cioé, durante ’analisi si ha un cam-
biamento nella composizione della fase mobile (di
solito verso il solvente piu affine al campione in esame)
alic scopo di migliorare la separazione;

¢) un manometro per controllare la pressione a
monte della colonna;

d) un iniettore, di solito del tipo sample loop, per
introdusre la soluzione col campione nel flusso della
fase mobile, della capacita di 1 gl -+ 2ml;

£) una colonna, solitamente un tubo di acciaio,
impaccata con piccole particelle del materiale usato
per effettuare la separazione. Le dimensioni di una
colonna analitica (ad eccezione di quelle usate per
G.P.C. ed 1.E.C) sono di 10-30 cm, 3-4 mm LD.
Le colonne per G.P.C, sonc solitamente pin grandi

di 3/8 di pollice, le colonne preparative hanno diametro
da 3/8 ad 1 pollice ed oltre;

f) un detector che rivela la presenza dei compo-
nenti del campione all’'uscita della colonna, e gepera
segnali elettrici proporzionali alla quantitd dei compo-
nentl  stessi,

I detector pihr usati sono fotometri ultravioletti a
lunghezza d'onda fissa, spettrofotometri a lunghezza
d’onda variabile, il detector a indice di rifrazione, a
fluorescenza, elettrochimici, infrarossi; a volte, come
detector pud essere usato uno spettometro di massa.
Il detector a indice di rifrazione & quello a pit ampio
spettro d’azione, ma & il meno sensibile {campione
minimo analizzabile: 5 x 1077g/ml).

1 detector ultravioletti sono un mighaio di volte
piit sensibili, ma registrano 'assorbimento di una so-
stanza limjtatamente ad una o due lunghezze d'onda,
€ non tutte le sostanze presentano bande di assorbi-
mento in queste regioni dello spettro. Gl spettrofoto-
metri a lunghezza d’onda variabile, invece, risultano
meno sensibili dei precedenti;

£) un registratore potenziometrico, che riporta
su carta il risultato dell'apalisi: il cromatogramma.

APPLICAZIONI.

Le applicazioni del’H.P.L.C. sono molteplici: a parte
la separazione di una miscela nei suoi componenti, si
usa per il controllo di qualitd dei prodotti, per deter-
minare rapidamente un prodotto di cui si sospetti la
presenza in un campione, per analist di tracce di
materia organica nell’acqua, cce.

MECCANISMI DI SEPARAZIONE.

La vastita del campo di applicazione dell’L.C. &
dovuta alla diversitd dei merodi di separazione utiliz-
zabili dall’analista. 1 differenti tipi di H.P.L.C. sono
classificati in base alla patura dell’affinithd esistente tra
il materiale di impaccamento ed i componenti del cam-
pione e si possono ricondurre a quattro gruppi fonda-
mentali:

a) liquido-solido (cromatografia di adsorbimento);
#) liquido-liquido (cromatografia di ripartizione};
¢) cromatografia a scambio ionico;

d) cromatografia ad esclusione molecolare.

Si paria di cromatografia di adserbimento quando
i componenti interagiscono con la superficie di un
materiale solido poroso (ad es. silica gel), che possieda
un elevato rapporto tra area superficiale e volume. Se
il solido viene ricopetto da uno strato liquido in cui
i componenti siano diversamente solubili, si parla di
cromatografia di ripartizione.

Uno degli ulteriori sviluppi dell’H.P.L.C., sviluppo
che 'ha resa pil attuale, & stata la scoperta di un me-
todo per legare chimicamente lo strato sottile di lLi-
quido alla particella solida dell’impaccamento, cosicché
il liquido non viene continuamente lavato via, e si
pud stabilire un equilibrio chimico tra le frazioni delle
specie da analizzare, dissolte nelle due fasi liquide.

Per tale motivo, il termine bonded—phase chromatography
ha rimpiazzato nell’H.P.L.C. quello di cromatografia
di ripartizione.



In cromatografia, il solvente che scorre attraverso
la colonna viene chiamato fase mobile, mentre il sub-
strato solido (impaccamento) e lo strato liquido ad esso
legato vengono chiamati fase stazionaria. Nella normale
cromatografia di ripartizione, la fase mobile & costituita
da un liquido non polare, mentre la fase stazionaria
& polare. In molti casi si & reso possibile ottenere delle
migliori separazioni invertendo la polarita delle due
fasi liquide. In tal caso si parla di cromatografia in fase
inversa o R.P.L.C., che ¢ attualmente la variante pin
usata della HL.P.L.C.

Aleri due tipi di H.P.L.C. sono la cromatografia a
scambio ionico € la cromatografia ad esclusione mole-
colare. Nella prima, si usano.come materiali di impac-
camento per la colonna resine 2 scambio ionico, sotto
forma di piccole particelle porose. Tale tecnica ¢ in
genere limitata ad alcuni usi particolari, quali analisi
degli amminoacidi, in cui le specie da separare sono
sotto forma ionica. Nella cromatografia ad esclusione
molecolare le dimensioni dei pori del materiale da im-
paccamento rendono possibili le interazioni con le
molecole di soluto sufficientemente piceole da pene-
trare nej pori; grosse molecole, quali i polimeri, sono
fisicamente impedite ad ogni forma di ritenzione.

[AIPACCAMENTI PER LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA AD ALTA
PRESSIONE,

I miglioramenti ottenuti nell’area degli impacca-
menti ¢ nella tecnologia delle colonne cromatografiche
sono statt impressionanti negli ultimi anni. Fin dal
1969 si & passati dagli impaccamenti completamente
porosi di dimensioni relativamente grandi a quelli
pellicolari di 30-50 g, costituiti da un corpo centrale
inerte non poroso ricoperto da una sottile pellicola
(1-2 p) di adsorbente, che permette un trasferimento
rapido di solvente e di soluto e genera una migliore
efficienza rispetto agli impaccamenti di pari dimensioni
completamente porosi (Fig. 3).

Inoltre, la sfericitd del supporto consente la prepa-
razione di colonne facilmente impaccabili e con alta
riproducibilitd. In seguito ai lavori di Van Deemter
¢ Huber, risultd chiaro che ka migliore efficienza si
#veva con supporti costituiti da particelle « piccole »
¢ totalmente porose e bene impaccate. Comungque, i
materiali allora disponibili erano costituiti da particelle
con un range di dimensioni molto ampio; questo com-
portava alta pressione di entrata e scarsa efficienza.
Nel 1970 la tecnologia ha reso disponibili particelle
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per L.C. di dimensioni contenute entro un range molto
pid ristretto, ma non si era risolto il problema dellim-
paccamento di questi materiali per ottenere colonne
ad alta cfficienza,

Oggi, invece, sono utilizzabili due metodi princi-
pali, che permettono di ottenere colonne ad alta effi-
cienza, Il primo consiste nell’'uso di solventi ad alta
densitd (balanced density method), mescolati nelle giuste
proporzioni per bilanciare la densitd del microimpac-
camento; il secondo (viscosity method) fa uso di solventi
viscosi (glicerina, cicloesanolo, glicoli polietilenici, ecc.)
per tenere le particelle sospese,

PPressioni notevolmente elevate, nell’ordine di 6.000-
10.000 p.s.i., sono richieste per spingere la dispersione
del supporto nel tubo della colonna cromatografica,
per ottenere impaccamenti riproducibili ed elevate effi-
cienze. Comunque, colonne gia impaceate sono ora
disponibili a prezzi ragionevoli.

Inoltre, per superare i molti problemi associati con
la cromatografia liquido-liquido tradizionale, le fasi
stazionarie sono state legate chimicamente al supporto,
(bonded phase), facendo reagire la superficie attiva della
silice con opportuni reattivi, per dare materiali croma-
tografici che hanno le stesse proprieta di quelli gia
usati nella L.L.C. convenzionale.

I vantaggi delle bonded phases sulle fasi depositate
fisicamente sul supporto sono evidenti nel campo della
stabilitd e durata della colonna. It problema pia ovvio
in cui si incorre, depositando fisicamente la fase sta-
zionaria sul supporto, ¢ la perdita della fase stazionaria
stessa, dovuta all’alta pressione del vapore nella gas-
cromatografia o alla solubilita nella fase mobile in cro-
matografia liquido-liquido. La fase mobile puo dis-
solvere e asportare meccanicamente la fase stazionaria.
Spesso, Vimpoverimento della fase stazionaria nella
colonna & un problema che insorge rapidamente, pro-
vocando un drastico cambiamento nelle condizioni
operative tra una cromatografia e altra. Una soluzione
parziale a questo problema & stata la presaturazione
della fase mobile con la fase stazionaria, Questo puo
portare 2 migliorare le prestazioni della colonna, anche
s¢ non si raggiunge necessariamente Poptimum. Una
certa perdita & ancora dovuta a fattori, quali i cambia-
menti di temperatura, che influiscono sulla solubilita
della fase stazionaria. Le tecniche di presaturazione
possono altresi cambiare la natura delle fasi mobili e
quindi impedire 12 separazione.

La stabilizzazione delle condizioni sperimentali nella
cromatografia liquida, insieme alle aumentate presta-
zioni della colonna, puo essere raggiunta attraverso le
fasi legate chimicamente. Non si deve pensare che le
fasi legate siano immuni da problemi di routine, poiché
possono essere facilmente alterate o distruite se non
vengono trattate correttamente. Effetti della tempera-
tura, reazioni chimiche, ¢ persino azioni microbiolo-
giche, sono agenti che possono rendere le « fasi legate
chimicamente » inefficienti, causando la degradazione
della colonna. Due tipi di fasi chimicamente legate hanno
trovato larga applicazione: il primo comporta la diretta
esterificazione delle funzioni silanoliche della silice
con gruppi alcoolici, per formare legami del tipo:

. S
—S5i—0—C—.
e AN

Silice—Si— OH+HO—R 2 Silice—Si— O—_R +H,0
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Questi materiali, brush maferials, sono stati studiati da

Halasz [3] sia come applicazioni alla G.C. che alla L.C.-

N e
Sfortunatamente, il legame —S8i—0—C— & termolabile
s ~
e tende a idrolizzarsi facilmente in presenza di MeOH
e di H,0O; questa instabilitd ne limita pertanto P'uso in
particolari condizioni,
Un secondo tipo di fasi legate & quello preparato per

silanizzazione degli —8i—OH della superficie della si-

lice {4} (Tab. 1). La procedura dettagliata della prepa-
razione di queste fasi polimeriche & stata descritta da
Aue ¢/ al. [5, 6.

Tabella 1. — Schema della preparagione per silanigzazions
delle fasi legate.

l Silice—Si—OH
’ CHq
CH;),;SiCl,;
(CHs),3CL, Silice—-Siw-O—gi—Cl
by,
H,0 ]
'
CH,
i
Silice—Si—O—Si-~-OH
Hs
| R,SiCly
H,© l
CH; R
[
Silice—8i—O0—8i—0O— —»gi-—-Ou- —H
|
‘ éHw R n
(CHy)sSiC1 I
{
CH, R

|
Silice—Si—O—Si—O— —-Li—O-—— —8i(CH ),

ST O S

B importante notare che il legame —\Si—O—Si-—C—

e AN

& stabile termicamente e presenta, inoltre, resistenza

notevole all’idrolisi, per cui si possono usare tranquil-

lamente soluzioni acquose, sia in condizioni acide che
basiche (pH 2 <+ 9).

La Tab. 2 illustra schematicamente le reazioni che
hanno luogo tra mono-, di-, e triclorosilani o alcossi-
silani ¢ gel di silice. Correntemente si ammette che il
numero di gruppi ~OH accessibili sulla superficie detla

silice sia compreso tra 4 ¢ 5 per (A)?2 {7]. Per ragioni
steriche, soltanto due dei we gruppi tricloro o trial-
cossi possono reagire col silanolo della superficie,
come descritto in tabella. 1 gruppi della molecota di
organosilano che non hanno reagito possono essere
facilmente idrolizzati ¢ dar vita a gruppi ossidrilici,
che possono a loro volta reagire con 'eccesso di rea-
gente solo per formare un rivestimento polimerico.

Tali polimeri sono stati utilizzati da Auve ¢/ af,
[5, 6] per ottenere eccellenti separazioni in gas-croma-
tografia, In cromatografia liquida questi polimeri pos-
sono portare al deterioramento della efficienza, a causa
della formazione di sacche stagnanti di fase mobile
intrappolata. 1 gruppi ossidrilici liberi possono anche
interferire con la separazione cromatografica, 2 causa
dei meccanismi di ritenzione mista. Per prevenire la
formazione di gruppi ~OH liberi sugli organosilani,
nonché dei loro polimeri, la reazione deve avvenire in
solventi anidri. L’acqua legata al gel di silice deve es-
sere anch’essa rimossa. L’eliminazione di questi gruppi
pud essere realizzata mediante successiva silanizzazione.

Le fasi legate pit comunemente disponibili sul mer-
cato vengono preparate con silani monofunzionali,
bifunzionali, ¢ anche trifunzionali. Di solito, queste
fasi sono ulteriormente trattate con clorotrimetilsi-
lano per rimuovere i residui gruppi ossidrilici, Attual-
mente, alcune case stanno cominciando a preparare
fasi da silani monofunzionali.

Una gran varictd di fasi pud essere legata al supporto
o sintetizzata su di esso, una volta che al supporto sia
stato legato un adattc materiale di partenza, Quest'ul-
timo approccio & stato descritto da Novotny [8]. Le
principali fasi legate che oggi sono disponibili in com-
mercio sono riportate nella Tab. 3.

Sebbene siano stati preparati molti tipi di fasi legate,
solo poche hanno raggiunto una vasta popolaritd.
Dopo gli alcani, che saranno trattati successivamente,
la fase non polare pill comunemente usata & quella
fenilica. Per certi sistemi, dove le interazioni m-7 pos-
sono essere importanti, separazioni significativamente
differenti si possono ottenere con la fase legata fenilica.

Sono state preparate molte fasi a media polarita.
Nella gas-cromatografia le fasi legate pii note sono
i Carbowax (polietilenglicoli), mentre nella cromato-
grafia liquida sono quelle con gruppi cianoalchilici
e amminoalchilici, Di queste ultime, la prima & meno
polare della seconda, ¢ puod essere usata anche in fase
inversa, La fase con gruppi «amminici» pud agire
come un debole scambiatore anionico in soluzioni
acquose. Vengono usate anche fasi eteree o poliam-
midiche, anche se non cosi di frequente come altre
fasi di media polarita. Allorché si abbia bisogno di
fasi polari, nonostante siano state preparate fasi sta-
zionarie con gruppi ossidrilici (DIOL), si fa ricorso
di frequente all’uso di adsorbenti come il gel di silice.

Sonoe disponibili fasi legate scambiatrici di ioni, che
vengono utilizzate attualmente per analisi di routine.

Kirkiand [9] ha illustrato l'uso della fase polieterea
nell’H.P.L.C. per la risoluzione di varie miscele: egli ha
ottenuto eccellenti risoluzioni ¢ tempi rapidi di analisi
di tiolidrossammati, di isomeri della fenilendiammina,
e fenoli sostituiti. Questo lavoro ¢ significativo perché
discute Peffetto di carico di polimeri di vario tipo sulle
caratteristiche di ritenzione osservate nel sistema croma-
tografico. Knox e Vasvari [10] hanno descritto un me-
todo per la valutazioni delle fasi legate scambiatrici di
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Tabella 2. — Schema delle reasioni che banﬁo lnogo tra i clorosilani o alcossisilani ¢ i el di silice,

Monofunzionale
] B R, ' R,
| /s | s
Si—OH + X—Si—R, _— Si—O—Si—R,
| AN I ~
l R; i R;
Bifunzionale
| [
Si—OH X R, Si— 0O R,
1 NS ] N
' -+ p Sn\ —_——— | /Sl\
5i—0OH X R Si—Q Ry

I l

Trifunzionale (in solventi anidri)

Si—OH X R, Si—O R,
AN

|| + Si/ —_—— l‘ Si
SN e

Si— OH X X Si—0O \X

Trifunzionale (in solventi con tracce di acqua)

S$i—OH X R, S5i—0Q R, X R,
! Ngi | NS NS
I + Sl\ —_—— i Si + /S: _——
S8i—OH X X Si—0O \OH X \x n
| l
| !
Si—0O R, O
| N |
N

t ~— é X =Cl o OCH,

R; = Supporto organico

é
o—é—m
4
!
Tabella 3. - Principali Jasi legate dispomibili in commercio ioni. Sebbene essi abbiano studiato uno scambiatore
¢ loro polarita. anienico, il loro approccio ¢ applicabile anche a scam-
= — —_— biatori cationici.
GRUPPO FUNZIONALE POLARITA Hartwich ¢ Brown [11] hanno usato fasj legate scam-
biatrici di anioni per la separazione dei nucleotidi;
Schwarzenbach [12] ha utilizzato una fase legata ammi-
—CuHar oo Bassa nopropilica per la separazione di saccaridi; Rabel {13]
—~CeHiz oo Bassa ha descritto una fase polimerica per H.P.L.C., che pos-
—CeHy oo Bassa siede molti siti capaci di formare legami idrogeno: la
~CHy oo Bassa migliore efficacia si ha con soluti che possono formare
, tali legami. Grushka e Scott [14] hanno tentato di
—(CHsCN .o Intermedia . s 3s . . .
. usare dei peptidi legati come fasi per H.P.L.C. Kikta
— CHCHOHCH,0H ... Inermedia e Grushka [15] hanno dimostrato Dutilitd di peptidi
—(CHaNH, ... Incermedia legati nelle separazioni di amminoacidi, peptidi e
—(tH,),N(CH,)*; = Alea PTH-amminoacidi. Un lavoro recente [16] ha mostrato
—(CHY);CHSOT X .o, Alta come dei diasterecisomeri peptidici  possano essere

separati con tle fase legara,
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Una delle applicazioni pilt stimolanti delle fasi legate
si & avata nella separazione degli enantiomeri ottica-
mente attivi. Dotsavi e/ a/. [17] hanno ad esempio uti-
lizzato crown-—eteri (otticamente attivi}, legati chimica-
mente, per la risoluzione ottica di amminoacidi ¢ dei
loro esteri salificati, Mikes ef 4/, [18] hanno separato
eliceni racemici mediante agenti complessanti chirali
a trasferimento di carica, legati chimicamente al sup-
porto.

ISIPACCAMENTI PELLICOLARI E MICROIMPACCAMENTI.

1 fattore importante da tener presente ¢ la differenza
di superficie nelle duc classi di impaccamenti. Infatn,
i microimpaccamenti piit comunemente utilizzat: hanno
una superficie attiva di circa 400 m?/g, contro 1 15/30 m?/y
degli impaccamenti pellicolart (2). Questa differenza
sostanziale si riflette in tutta un’altra serie di diffe-
renze che sono riassunte nella Tab, 4.

Tabella 4. — Confronto tra le pii significative caratteri-
stiche dei microimpaccamenti ¢ degli impaccamenti pelli-
colati.

MICRO!MPACCAMENTI

C
PELLICOLAR!

Altn superficie (350m?/g) Basse superfici (15 m¥/g}

Impaccamento difficile Impaccamento facile
Elevata capacitd (lavori prepa- Bassa capacitd {solo scopi
rativi) analitici)

Alta efficienza (40.000 piatti;m,  Efficienza moderata (1.000
10u) piattifm, 32-50 u)

Larghi scopi in condizioni
isocratiche

Scopi ristretti in  condizioni
isocratiche

I microimpaccamenti presentano un‘alta capacita e
sono, pertanto, raccomandati in lavori di tipo prepa-
rativo, mentre quelli pellicolari sono indicati solo per
scopi analitici. Inoltre, quando i primi sono usati in
condizioni isocratiche, i componenti del campione in
esame che hanno un’alta polarita saranno molto rite-
nuti. Le colonne pellicolari, invece, con le loro super-
fici ridotte, fanno eluire i componenti piti rapidamente
in condizioni isocratiche e, pertanto, possono esserc
usate nelle indagini preliminari su campioni incogniti.

SCELTA DEL MECCANISMO DI SEPARAZIONE.

Un altro problema che deve essere affrontato dall’ana-
lista & quello della scelta del metodo di separazione
da seguire. In genere, con un dato tipo di colonna, pre-
domina uno dei quattro modi fondamentali di sepa-
razione riportati precedentemente.

{2) E bene ricordare che esistono anche microimpaccamenti
con superfici di pechi m%jg, per cui la suddetia divisione & solo
di comodo.

Comunque, vi sono spesso associati contributi da
parte degli altri meccanismi: per es., con una colonna
di silice il meccanismo di separazione predominante ¢
quello di adsorbimento, ma, quando si usano miscele
di solventi come eluente, non sono da escludere mecca-
nismi di ripartizione; per questo in una analisi & dif-
ficile determinare l’esatto meccanismo di separazione.

Dalle considerazioni di carattere generale sulle pro-
prierd del campione si giunge ad una logica seelta per
ia selezione del meccanismo di separazione ideale.

CROMATOGRAFIA DI ADSORBIMENTO.

La cromatografia /figuido—solide viene generalmente
utilizzara per la separazione di composti aventi diverse
polarita,

In generale, se una molecola presenta pitt di un gruppo
funzionale, il pitt polare ha il maggior peso nel deter-
minare il fatrore di capacitd (K'), che & legato al tempo
di eluizione del compostn. Per questa ragione, nella
cromatografia di adsorbimento le separazioni avvengono
in funzione delle classi di composti. I meccanismo di
separazione & schematizzato in Fig. 4.

FSANDO
CH,0H
\ ')
s ~9
' Al O
\
gi —OH
/ !
(I)H
H3C—C ~CHy
A 4

FiG. 4. — Schematizzazione del meccanismo di separazione me-
diante adsorbimento

In genere, la T.L.C. pud esscre un test preliminarce
della applicabilita delle colonne di adsorbimento ad
un determinato problema. Normalmente, i risultati della
T.L.C. non sono direttamente trasferibili alla L.C. su
colonna, ma ultimamente sono apparse in commercio
delle lastre H.P.T.L.C. (High Performance Thin Layer
Chromatography) preparate con lo stesso materiale delle
colonne cromatografiche, In quest’ultimo caso i risul-
tati possono essere trasferiti alla L.C. su colonna. Bi-
sogna tuttavia tener presente che, a differenza della
H.PL.C., in cul ci si trova sempre in condizioni di
equilibrio, nella T.L.C. Veluizione avviene quasi sem-
pre in condizioni di non equilibrio, specialmente sc¢
Peluente & una miscela di solventi con pronunciate
differenze di polarita.

Le caratteristiche di efficienza di queste lastrine sono
riportate nefla Tab. 5.

L e



Tabella 5. - Caratteristiche di  efficienga  delle  lastre
HAPT.LC.

Migrazione dell’eluente :
ZE (inmm}......... 20 30 40 50 60

Numero di piatti teorici

o 950 1.850 2.650 3.100 3.450

Risulta dalla tabella che gid sviluppando su 30-
60 mm si ottengono ottimi risultati.

La T.L.C. & una tecnica semplice, rapida ed econo-
mica, che permette di determinare la natura e la compo-
sizione approssimativa del sistema eluente da wtiliz-
zare, e di verificare che il solvente scelto non dia luogo
a fenomeni di demiscelazione.

CROMATOGRAFIA DI RIPARTIZIONE.
In questo tipo di cromatografia la fase stazionaria &
supportata fisicamente su materiale poroso € deve

essere immiscibile con la fase mobile. Il meccanismo
di separazione & riprodotto in Fig. 5.

ESANO

Pp-OOPN

AcetanitrilesAcqua

¥ ]
$i-0-Si-C1s

. “o

FiG. 5, -~ Schematizzazioni del meccanismo di separazione me-
diante distribuzione tra fasi. In alto: fase fissa assorbita fisica-
mente; in basso: fase fissa legata chimicamente
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La cromatografia di ripartizione liquido-liquido &
pil indicata per separazioni di composti aventi diverse
solubilitd (seric omologhe). Comunque, con 'uso delle
bonded phases sono molto spesso coinvolti fenomeni di
adsorbimento nel meccanismo di separazione e si ha
quindi un overlap con la cromatografia di adsorbi-
mento,

Nel caso di fasi legate lipofile (G5, Cq, Gy, ecc.),
lordine di eluizione in genere & inverso rispetto a
quello della cromatografia in fase normale ¢ si parla,
pertanto, di cromatografia liquida in fase inversa. La
fase mobile & polare o molto polare ed & costituita da
una miscela di H,O con solventi miscibili in HyO
(MeOH, CH,CN, THF, eccc.).

Lavori intesi a far luce sul meccanismo di ritenzione
sulle fasi alchiliche legate sono stati effettuati in G.C.
[19, 20] e, pik estesamente, in H.P.L.C. [22-25]. I
dati pit recenti in G.C. sembrano indicare che i soluti
non polari interagiscono principalmente coi gruppi
alchilici legati, e la ritenzione sembra essere dovuta
ad adsorbimento sulla fase legata [26]. Senza dubbio,
i gruppi ~-OH di superficie che non hanno reagito
possono influenzare il comportamento cromatografico
dei soluti [27]. Importanti variazioni nei meccanismi
di ritenzione possono essere dovute al fatto che si
stia usando una fase a brush o una fase polimerica, ed
alla entitd della superficie coperta.

La cromatografia liquida presenta un caso molto
pi complesso, perché la fase mobile gioca un ruolo
attivo nel processo cromatografico e le interazioni
soluto—fase mobile devono essere considerate in sovrap-
posizione alle interazioni con i gruppi alchilici legati.
I pid recenti lavori sulla cromatografia a fase inversa
sembrano indicare che, oltre alla disattivazione della
superficie da parte dei gruppi alchilici, anche effetti
idrofobici sono implicati nelle separazioni ¢ nelle selet-
tivith, L’associazione reversibile dei soluti con le fasi
alchiliche legate 2 responsabile del tempo di ritenzione
dei soluti. Questa associazione ¢ funzione della natura
della fase mobile e della sua forma jonica,

In cromatografia liquida, il termine « cromatografia
a fase inversa » & usato per le fasi alchiliche legate, dato
che, come fasi mobili, vengono usate miscele acquose.
La fase alchilica legata di uso pil frequente & l'otta-
delcilsilano (ODS), sebbene catene idrocarburiche pil
corte siano attualmente reperibili sul mercato. Per so-
luti contenenti significativi residui alchilici, come gli
acidi grassi, il tempo di ritenzione & chiaramente cor-
relato alla lunghezza della catena. Esempi simili sono
riportati da Hastings ¢ 2/ [28], che hanno separato
n~idrocarburi usando una fase poliottadecilsilanica su
Chromosorb G.

Nella R.P.L.C. (cromatografia liquida a fase inversa),
la fase stazionaria (tipicamente idrocarburica) ¢ meno
polare della fase mobile. Le sostanze vengono cosl
eluite in un ordine generale di polaritd decrescente, ¢
la forza della fase mobile aumenta proporzionalmente
al decrescere della polaritd {cosi 'acetonitrile & un sol-
vente pit forte dell’zcqua).

Gid una significativa maggioranza delle separazioni
biochimiche per L.C. sono realizzate per mezzo della
R.P.L.C., usando fasi stazionarie legate e¢ fasi mobili
acquafsolvente organico [29, 30]. Le fasi legate sono,
come gik detto in precedenza, preparate per reaziene di
appropriati cloro— o alcossisilani con gel di silice com-
pletamente ossidrilato.
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Per ragioni steriche [7], non tutti i gruppi silanolici
possono reagire: infatti, a causa della lunghezza delle
catene di R, solo il 459, verrd legato. La superficie
del gel consisterd quindi in un misto di catene idro-
fobiche e di gruppi silanolici che possono essere rimossi
mediante trattamento con trimetilclorosilano, piccolo
agente silanizzante., Come risultato della reazione di
legame, una superficie idrofila & convertita in una sostan-
zialmente idrofoba, consistente in uno strato idro-
carburico.

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

Da un punto di vista di trasferimento di massa, uno
strato monomerico composto di bristles di catene alchi-
liche & in genere da preferire ad uno strato polimerico,
che pud rigonfiarsi ¢ impedire la penetrazione delle
molecole, provocando una bassa diffusione {14, 33, 49].
Petcid, la reazione con i monoclorosilani & preferita
a quelia con gli analoghi dicloro e triclorosilani, dato
che non pud avvenire alcuna polimerizzazione. Inol-
tre, reazioni incomplete con gli analoghi dicloro— e
tricloro— ptrovocano la formazione di gruppi sila-
nolici per idrolisi di silanoli che non hanno reagito [7].
1l ruolo della lunghezza della catena n-alchilica nella
scparazione non &, al momento, completamente chia-
rito. Comunque, in generale, le ritenzioni aumentano
con la lunghezza della catena [30, 31] ed anche la capa-
citd della colonna aumenta all’aumentare della lunghezza
della catena. Relativamente alla selettivitid, sembrano
esserci delle differenze dovute alla lunghezza della
catena [32]; comunque, in generale, le differenze non
sono cosi marcate come quelle dei tempi di titenzione.
Invero, il controllo dellz selettivitdh 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 ¢ le
limitazioni della R.P.L.C., in pasticolare le loro rela-

Tabella 6. — Vantaggi, svaniaggi ¢ limitazioni nella
R.PL.C,

Vantaggi:

1) Fase mobile perzislmente o completamente acquosa;
compatibilith con le sostanze biologiche, semplicitd ope-
razionale, equilibri chimici selettivi, speciali metodiche
di rivelazione.

2) Deboli energie superficiali delle fasi alchiliche legate:
snalisi rapide, rapidi scambi della fase mobile, arricchi-
menti di tracce.

}) Colonne ad alte prestazioni: efficienza, selettivit,

4) Strumento per caratterizzazioni fisico—chimiche: idrofo-
bicitd, equilibri di complessazione, determineazioni di
purezza.

Svantaggi:
1) Relativamente limitato intervallo di pH delle fasi legate
(2-7,5).
2) Presenza di gruppi silanolici attivi che non hanno rea-
gito: ritenzione di eostanze basiche.
3) Incompleta comprensione del meccanismo di ritenzione.

4) Insufficienza delle attuali colonne commerciali: stabilitd,
riproducibilitt della ritenzione e della selettivits, effi-
cienza della colonna.

zioni con ja cromatografia liquida nel campo di appli-
cazione biofarmaccutica,

Molecole di soluto, che hanno gruppi polari ¢ che
interagiscono pill fortemente con Peluente polare, sono
meno trattenute rispetto a composti affini privi di
sostituenti polari. La ionizzazione di soluti appropriati,
attraverso la regolazione del pH dell’eluente, conduce
ad un brusco aumento della loro interazione elettro-
statica con l'eluente acquoso ¢ ad una diminuzione
concomitante della rsitenzione ¢romatografica, D’altra
parte, la rimozione della carica eletirica dai soluti per
mezzo del controllo del pH o la formazione di complessi
aumenta la ritenzione.

CROMATOGRAFIA A SCAMBIO IONICO.

La scelta dello scambio ionico come maccanismo di
separazione dipende dalla presenza di gruppi ionici
nella molecola. In genere composti non ionici non ven-
gono riteauti, mentre quelli che hanno ioni con diverse
affinitd per la resina possono essere separati. Lo schema
del! meccanismo di separazione & riportato in Fig. 6.

acqua; tompone fosfate
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i
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FiG. 6. - Schematizzazione del meccanismo di separazionc me-
diante scambio ionico

Pairep IoNn CHROMATOGRAPHY — « P.I.C.».

Una variante della cromatografia liquida & stata recen-
temente sviluppata per risolvere problemi tradizional-
mente associati con campioni contenenti specic ioni-
che: si tratta della Paired Ion Chromatograply (P.LC.).

Lo sviluppo della cromatografia a coppia ionica
viene generalmente attribuito a G. Schill e ai suoi colla-
boratoti [34-39], che per la prima volta hanno appli-
cato le tecniche estrattive a coppia ionica alla moderna
cromatografia liquida. Essi osservarono che colonne
di silice o di cellulosa possono essere ricoperte con
un reagente capace di formare coppie ioniche ¢ che,
usando fasi mokili relativamente non polari, si possono
ottenere delle separazioni di ottimo livello di specie
ioniche.

Successivamente, altri hanno sviluppato questa tec-
nica [40-45], dimostrandone la versatilitd nella scpa-
razione di vari tipi di composti (ammine biogene, far-
maci, metaboliti, coloranti, acidi carbossilici, ecc.).



La P.LC. impiega un «contro-ioné organico »
nella fase mobile, che entra in un complesso equili-
prio con le specie presenti nel campione; le specie
fisultanti possono essere facilmente cromatografate per
H.P.L.C. in fase inversa,

Usando la P.LC., invece della tradizionale fon Exchange
Chromatography, si possono evitare i problemi connessi
al preciso controllo del pH ¢ si avrd una maggiore du-
rata dellz colonna. Inoltre, mediante la P.1.C. si pos-
sono determinare contemporancamente composti neu-
tri e ionici, cosa molto difficile e spesso impossibile con
la cromatografia a scambio ionico.

Le teorie di base dellz P.L.C. sono state discusse da
Schill [36). Tuttavia, malgrado esse siano state ampia-
mente confermate, il meccéanismo della P.LC. 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 contre-ione
nella fase mobile; questa coppia ionica neutra si ripar-
tisce quindi tra le fasi. Nel secondo meccanismo si
postula che il contro-ione, ripartitosi nella fase sta-
zionaria, vi si fissa orientando il gruppo ionico verso
la superficie: la colonna si comporta quindi come una
colonna 2z scambio jonico,

Nella. realtd, il meccanismo reale comporta sicura-
mente ambedue i postulati, ma ¢ reso probabilmente
pid complesso dall’adsorbimento, dalla formazione di
micelle e dalla formazione di complessi, sia del soluto
che del reattive a coppia ionica. In ogai caso, il mo-
dello con fa formazione della coppia ionica nella fase
mobile & concettualmente di pil semplice compren-
sione, € viene riportato in Fig. 7.

[~
FASL MOBILE h */c‘l

Nolue. Atide /N\ oM

Q.01 M Gy Ca

HaOH

Cﬂslcﬂz)ncﬂgﬁoi Na'
inkpet
Cs Cy

wt
§i-0-81-Cyg ===+ CHy(CHzInCH,S05§ N

\ roppin ienicy c‘/ \c‘
CHIOH

b4 * 4 *
S$O1UT0” + CONTROIONE oo SOLUTG= CONTROIONE

" it

SOLUTO CONTROLONK

FiG. 7. - Schematizzazione del meccanistno di sepamazione me-
diante coppia ionica

Vi sono molti fattori che entrano in gioco in una
R.P.-P.LC.; la Tab. 7 descrive il ruolo di agnune di
essi,

Considerato il numero pinttosto elevato di para-
metrl necessari per operare una scparazione, risulta
piuttosto difficile sclezionare un punto di pattenza per
uno studio.

Con campioni contenenti composti debolmente o
fortemente riteputi, & spesso necessario usare lelui-
zione con gradiente. Nella R.P.-P.IC., s¢ si vuole

651

Tabella 7. ~ Variabili presenti in una separagions R.P.~
P.IC.

VARIABILE EFFRETTO

Maggiore sard 'abilith di formare
coppie ioniche, pid lunga sard
la ritenzione,

Tipo di « contro—ione »

Grandezza del « contro~ Un asumento di grandezza del
ione » « contro—ione » porterk ad un
aumento della ritenzione.

Concentrazionedel ¢con- Un aumento della concentrazione

tro-ionen provoca un avmento della ri.
tenzione fino ad un certo limite.
pH Leffetto dipende dalla natura del

soluto. La ritenzione aumenta
quando il pH porta al valore
massimo la concentrazione del-
la forma ionica del soluto,

Tipo di modificatore or-  La ritenzione diminuisce con 1'au-
ganico mento della lipofilia.

La ritenzione diminuisce con I'au-
mento della temperatura.

Temperatura

La ritenzione diminuisce con 1'au-
mento della concentrazione.

Concentrazione del mo-
dificatore organico

La ritenzione aumenta con |'au-
mento della lipofilia e col gra-
do di ricopertura.

Fase stazionaria

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

1) variazione del carattere lipofilo del « contro-
ione » (ad es. mediante 'uso di « contro-ioni » misti):
diminuendo la lipoflia del «contro-ione » diminuird
la ritenzione (Figg. 7, 8, 9);

2) concentrazione del «contro-ione »: diminuen-
dola si avrd una diminuzione della ritenzione (Figg. 9, 10);

3) pH: una diminuzione del grado di ionizzazione
diminuird la ritenzione;

4) concentrazione del modificatore organico: un
aumento della concentrazione organica abbassa Ia
ritenzione.

In pratica, solo i parametri 1, 2 ¢ 4 sono stati usati,
ma il punto 4 & il pia noto per la sva somiglianza alle
pormali tecniche R.P. La cromatografia in fase inversa
(R.P.C.) su fasi legate & attualmente una tecnica molto
nota ¢ la sua versatilith nella separazione di un gran
numero di soluti polari ¢ non polari & stata ampiamente
dimostrata, Se tutte le variabili, ad esclusione della
concentrazione del modificatore organico, vengotio con-
trollate, la separazione a coppia ionica pud essere consi-
derata come una separazione in fase inverss, ad es.:
cluizione in ordine decrescente di « polarith» della
coppia ionica.

1l controllo del pH & un fattore molto importante,
in quanto determina la concentrazione della forma ionica
del soluto. Ovviamente, se si desidera upa maggiore
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F16. 8. - Colonna: uBondapak C,s, 4 mm I X 30 cm; eluente: me-

tanolofacqua con 0,005 M ac. pentansolfonico ¢ 1% ac. acctico

50/50; flusso: 2 ml/min; det.: UV 254 nm 20,1 AUFS. Picchi: 1)ac.

maleico, 2} fenilefrina, 3) fenilpropanolammina, 4} nafazolina,

5) fenacetina, 6) pirilammina (Da/ manuale ** Liquid Chromato-
graphy School’ della Millipore—Divisione Waters)
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FiG. 9. — Colonna: pBondapak Cys, 4 mm ID X 30 cm; eluente:

metanolofacqua con 0,005 M ac. esansolfonico €19, ac. acetico

50/50; flusso: 2 mlfmin; det.: UV 254 nma 0,1 AUFS, Picchi: 1)

ac. maleico, 2) fenilefrina—HCI 12,5 ug, 3) fenilpropanclammina—

HCI 25 pg, 4) fenacetina, 5) nafazolina-HCI 2,5 ug, 6) pirilammina

maleato 2,5 ug (Da/ manuale *¢ Liquid Chromatography School
della Millipore-Divisione Waters)

ritenzione, bisogna ottenere la massima ionizzazione.
Per quanto riguarda i solventi, come nel caso del’R.P.,
le combinazioni pit comunemente usate sono H,Of
McOH e H,O/CH,CN. La maggiore limitazione &
costituita dalla solubiliti del reattivo a coppia ionica.
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Fic. 10. — Colonna: uBondapak Cy4, 4 mm ID X 30 cm; eluente:

metanolofacqua con 0,005 M P.L.C. Reagent B-7 50/50; flusso:

2 ml/min; det.: UV 254 nma 0,1 AUFS. Picchi: 1) ac. maleico, 2)

fenilefrina, 3} fenilpropanolammina, 4} fenacetina, 5) nafazolina

6) pirilammina {Da/ manaale * Liquid Chromatography School ™
della Millipore-Divisione Waters)

\ | | 1 | l

0 ] 4 min

Fig. 11, - Colonina: p Bondapak Cig, 4 mm ID X 30 cm; eluente;

metanolofacqua con 0,001 M P.I.C. Reagent B-7 50/50; flusso:

2ml/min; det.: UV 254 nma 0,2 e 0,02 AUFS, Picchi: 1) ac. maleico,

2) fenilefrina, 3) fenilpropanclammina, 4) nafazolina, 5)fenacetina,

6) pirilammina (Dal mansale * Liquid Chromatography School "
. della Millipore-Divisione Waters)

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

Per quanto concerne le colonne, sono stati usati
gli impaccamenti in fase inversa con gruppi alchilici
a C,, G, c Cyu [38, 39, 44, 45}; la lunghezza del gruppo
alchilico pud essere o non essere un parametro impor-
tante, dato che il meccanismo di separazione pud va-
riare con la lunghezza del gruppo alchilico. L'adsorbi-
mento pud giocare un ruolo importante. Un rendimento

¢ una durata ottimali vengono ottenuti in un ramge
di phda 22 74,

T Y



Tabella 8. — Vari tipi di contro—ioni ¢ relative applica-
gioni.

TIPO AFPLICAZIONE PRINCIPALE

RS

Con acidi forti & deboli. Pigmen-

Ammine quaternarie: ad
ti solfonati, acidi carbossilici.

es. ioni tetrametil—,
tetrabutil-, palmitil-,
trimetilammonio.

Ammine terziarie (ad es.  Solfonati.

triottilammina).

Con basi forti e¢ deboli. Sali di

Alchil- e aril-solfonati,
benzalconio, catecolamine.

ad es. metan~ ed ep-
tan—soifonato, acido
canforsolfonico.

Forma coppie loniche molto forti
con un’ampia serie di seluti ba-
sici.

Acido perclerico.

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

CROMATOGRAFIA AD ESCLUSIONE MOLECOLARE.

La cromatografia ad esclusione molecolare & un’altra
forma di cromatografia liquida, che utilizza supporti a
porositd controllata per separare i materiali in base alle
dimensioni. Lo schema del meccanismo di separazione
¢ 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 ge/ permeation e gel filtration:
il primo termine & generalmente riferito a separazioni
che usano acqua come eluente, mentre il secondo &
riservato ai solventi organici, pur restando lo stesso
il processo di separazione.

BENZIENETE

Fi16. 12. - Schematizzazione del meccanismo di separazione
mediante esclusione sterica
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1l grade 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 pit grandi eluiscono prima di quelle pit
piccole.

H.P.L.C. QUANTITATIVA.

La cromatografia 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. Il secondo metodo & pilt accurato, in
quanto richiede un minore controllo delle condizioni
sperimentali; quando si usa un normale registratore &
preferibile usare il primo metodo, in quanto 'altezza
dei picchi ¢ facilmente e direttamente ricavabile dal
cromatogramima.

L’area dei picchi si pud misurare con i seguent
metodi:

2} triangolazione;
k) pesata del picco;
¢) planimetro;

d) integrazione elettronica.

Il metodo dell’integrazione elettronica ¢ largamente
applicato, in quanto permette di ottenere una elevata
precisione nelle misure (0,29, di errore).

H.P.L.C. PREPARATIVA,

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

Come regola generale, la massima quantitd che si pud
cromatografare su una colonna non pud superare il
5%, del peso dell'impaccamento; questo significa che
in una colonna della lunghezza di un metro ¢ del dia-
metro di 7 mm, che contiene circa 25 g di impacca-
mento, non si pud applicare pit di 1,25 g di campione
per iniezione. La quantitd da iniettare varia notevol-
mente da caso a caso 2 seconda della complessitd del
problema da risolvere. Il rivelatore gioca un ruolo
molto importante nella H.P.L.C. preparativa: il rifrat-
tometro differenziale {rivelatore universale)} & parti-
colarmente indicato per lavori preparativi in quanto,
essendo meno sensibile del rivelatore U, V., si satura
meno facilmente, Lo scopo principale & quello di otte-
nere la maggior quantitad di prodotto puro nel minor
tempo possibile; viene chiamato Zbroughpat la quantitd
di campione purificato per unitd di tempo. Il termine
« purezza » ¢ relativo e puramente arbitrario; 2 inoltre
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LE PRINCIPALI FAS| DI UNA SEPARAZIONE
SU COLONNA UTILIZZANTE 1L PRINCIPIO
DELLA COMPRESSIONE ASSIALE

Introduzione della
fase stazionaria

Eccesso di
solvente

o .

CARICAMENTO COMPRESSIONE |1 %

| Il gos ol Ll | Eecesso d

eluente

!

L

Campione —p a1

ELUIZIONE |V

INIEZIONE |1 4

gas —r
_" eluate

—_— eluato

®

ESTRUSIONE

ili p i i Da/ mannale ** Preparative High
incipali i i ioni lizzanti colonne a compressione asm}lc { H
e 13- Pm;)c:&zl;m?;.; (E;r:;ge(lh?g;;?;:;gql',ﬁ? j& Dugois, L. Charles e 5. Montastier, della Jobin-Yvon)
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importante nella L.C. preparativa, quando si valuta
il throughput, considerare il Joad, ciod I'ammontare del
campione grezzo cromatografato in un singolo pas-
saggio su colonna. Il Joad deve esserc ottimizzato per
ottenere il massimo livello di sbroaghput.

Lo scopo principale della cromatografia in fase li-
quida preparativa & la scparazione dei componenti di
miscele, ma anche:

- concentrazione dei prodotti in quantitd sufficienti
a permetterne I'identificazione;

- produzione, su scala industriale,. dei prodotti di
inteyesse commerciale (olii essenziali, coloranti, medi-
cinali, molecole molto complesse, ecc.); |

- miglioramento delle ricerche di sintesi organica;

— realizzazione delle sperimentazioni in farmacodi-
namica ¢ bioclogia;

- misura molto accurata delle attivitd specifiche.

Tenuto conto dei diversi aspetti insiti nella proble-
matica precitata, in particolare delle differenti quaatita
di campione messe in gioco, si pud senz’altro compi-
lare la Tab. 9, che pud servire ad indirizzare nella
scelta dello strumento pid idoneo. Le tecniche wutiliz-

Tabella 9. — Tipe di apparecchiatura in fungione delia
guantitd di campione da separare.

o
A
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COLONNA COLONNA CROMATOGRAFICA
CROMATOGRAFICA A COMPRESSIONE
NOERMALL RAGIALE

Cartuccla a puarerl Heasibill con
camprossions radisle

Cortuccin o .p-n!i
Flasaibith

Fic. 14. — Principio della compressione radiale (Dal manuale
“ Liquid Chromatography School’ della MilliporeDivisione
Waters)

|

 components desidaroto @ costituite
daf picto di maggiors intensita

‘Due o piu componenti

Il compeonants desiderate ® costituite
da) picco di minore intensité

S

QUANTITA DI CAMPIONE TIPQ DI APPARECCHIO

Apparecchi analitici.

Da 10 mga 100 mg .. Apparecchi analitici attrezzati con

componenti idonel allo scopo
(iniettore, colonne).

Dalmgadtlyg .....
Dal0mgal0g ....

Minipreparativi,

Chromatospac Prep 10 o Waters
Prep 500 (1 cartuccia).

Da 500 mg a 70 g ... Chromatospac Prep 100 0 Waters

Prep 500 (2 cartucce).

Da LO mg/h a oltre 100

7] S Prepamatic.

zate oggi in L.C. peeparativa, nel montaggio delle
colonne ad alta cfficienza, sono essenzialments due:
compressione assiale (Fig. 13) e compressione radiale
(Fig. 14).

Le problematiche della I.C. preparativa possono
riportatsi a tre casi principali illustrati dalle Figg. 15-18.

L’approccio ad una separazione preparativa, qua-
lunque sia il problema pratico, consiste nell’ottimiz-
zzzione dell’e (fattore di sclettivitd) su scala znalitica,
AL.C. (Analytical Ligwid Chromatography) o T.L.C., ¢
nel trasferire le condizioni a livello preparativo.

TRATTAMENTO DEL CAMPIONE.

* L'analisi dei prodotti si presenta molto spesso abba-

stanza difficile per la complessitd della matrice in cui
si trovano le sostanze da determinare, per cui si ren-
dono necessatie delle operazioni preliminari nel cam-

F1G. 15. ~ Principali casi che si presentano all’atto di eseguire
una separazione preparativa

risoluzions

oS T I N |

prodotto

separazione

limiti di carice
Iy | | 1 1 L L,

sovraccarico

prodotto,

bl L.l

L Ll

FiG. 16. — Si cerca di migliotare la tisoluzione, modificando il
tenore in solvente di maggiore polatitd, in modo da poter iniettare
quantiti tilevanti di prodotto

RICICLO

raccoita

raccolta

F16. 17. - Se la riscluzione necessaria non viene raggiunts, qua-

lunque sia il sistema solvente, e i due prodotti rimangono sepa-

mati, ¢ necessario sumentare la lunghezza della coloana ed ope-
rare in riciclo.
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prodotto
limiti di
carico

flrclzipni
R

sovraccarico

frazioni raccolte
¢ concentrate

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

pione prima di passare all’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
matetiali analoghi a quelli delle colonne cromatogra-
fiche (ad es. silice normale, silice Cy,, ecc.), come risulta
dagli esempi di seguito riportati nelle Figg. 19 e 20.

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

B C
Fig, 19. - Strategia della preparazione del campione mediante
cartuccia Cy. A: eliminazione dei composti polari; B: rimozione

del composto di interesse; C: composti poco polari che fiman-
gono nella cartuccia

Fic. 20, ~ Strategia della preparazione del campione mediante

cartuccia di gel di silice. A: eliminazione dei composti poco polari;

B: eluizione del composto di interesse; C: composti altamente
polari che rimangono nella cartuccia

ANALISI DI TRACCE,

Un traguardo maggiore della L.C. biofarmaceutica
& la rivelazione, a bassi livelli di concentrazione, nel-
I'ordine di pgfml, in soluzioni o in liquidi fisiologici.

Finora sono stati compiuti molti sforzi per indivi-
duare i vari fattori che controllano Vottimizzazione della
L.C. per I'analisi di tracee. Oggi, & possibile fare una
analisi di microtracce al livello di picogrammi.

I campi di interesse sono: la colonna ¢ le sue condi-
zionil sperimentali, il rivelatore, la derivatizzazione
pte- e¢/o post—colonna. Esamineremo in breve i primi
due.

La colonna viene considerata come un dispositivo
di diluizione che aumenta al crescere della ritenzione.
Perci il campione entra come una miscela relativa-
mente concentrata ed esce dalla colonna diluito circa
10-100 volte o pid dalla fase mobile. In veritd, attra-
verso il controllo appropriato delle condizioni cromato-
grafiche si possono ottenere, a seconda del problema
di separazione, diluizioni di sole 3-5 volte.

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

Un parametro particolarmente critico & il volume del
campione iniettato nella colonna se '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 luage,
per un dato diametro di colonna possono essere iniet-
tati volumi di campioni piti grandi nelle colonne da
L.C. che, per esempio, in quelle da G.C.; questo ¢

R
e
STADIO 1 I R
Silice C1g
H,0

x x kA 4 x %
X o x ¥
b - »w x W

Campione diluito in H, O

X

L % ﬂ'xn-’
e l’i X
CH3CN/H2° | lxl

STADIO 2
‘ I Campione
purificato

e concentirato

FiG. 21. - Uso dellz cartuccia C,g per purificarc ¢ concentrare

campioni melto diluiti. Stadio 1: fissazione del composto sullz

cartuccia; Stadio 2: rimozione del composto purificato ¢ con-
centrato



senz’altro un vantaggio rispetto alla G.C, in cui il
campione dovrebbe essere concentrato prima di venire
iniettato in colonna. Tuttavia, potrebbero insorgere
dei problcmi con la solubilith dei componenti nella
matrice, nel qual caso le procedure di concentrazione
Potrcbbe:o essere limitate. In sccqndo luogq, spesso
si presume che ’analisi di tracce richieda P'uso di colonne
strette  piuttosto che larghe, poiché la diluizione del
campione & minore.

Una naturale estensione della tecnica del grande
volume di campione & quella di usare un solvente di
iniezione che sia significativamente pit debole di quello
della fase mobile.

In questo caso, si avrd una preconcentrazione del
soluto nella paste alta della colonna, man mano che la
fase mobile al principio della colonna viene conver-
tita nel solvente di iniezione, pit debole. Storicamente,
I'approccio della preconcentrazione era ben noto e
veniva applicato nella programmazione di temperatura
in G.C. e nella programmazione di solventi in L.C.
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Con lintroduzione delle colonne a fase inversa,
'iniezione di soluzioni acquose & diventata veramente
popolate per Panalisi di tracce, e la tecnica generale
¢ chiamata «arricchimento di tracce ». Il sistema &
diventato di routine specialmente nell’analisi di inqui-
namento [46], dove volumi molto grandi (per es.
centinaia di ml) sono stati iniettati in colonne a fase
inversa, e¢d eluiti in gradiente.

L’arricchimento di tracce sta diventando di uso cre-
scente nella L.C. biofarmaceutica. Una relazione di Frei
et al. dimostra che lanalisi quantitativa di tracce di
peptidi, per es. dell’ossitocina, € possibile attraverso
questo sistema [25] mediante iniczioni di quasi 2 ml
di una soluzione tampone acquosa.

Se P’arricchimento di tracce ha chiaramente una grande
importanza nella L.C. biofarmaceutica, cid nondimeno
si deve riconoscere che anche eventuali impurezze
tendono a concentrarsi insieme ai soluti e che i volumi
dei campioni di liquidi fisiologici devono essere in defi-
nitiva limitati.
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PREMESSA.

Com’¢ noto, le tecniche cromatografiche rappresen-
tano uno strumento di grande capacitd selettiva nella
c¢himica fine e nella microanalisi di tracce di prodotti.
In gas cromatografia, il rilevamento delle sostanze
claite avviene mediante rivelatori che possono essere
raggruppati in tre classi fondamentali: a termo—con-
ducibilitd, a ionizzazione di fiamma, a cattura d’elet-
troni. Nel passare dal primo tipo ail’ultimo, la risposta
diventa sempre pih selettiva: in altri termini, mentre
il rivelatore a termo-conducibilita rileva tutte le sostanze
da cui viene attraversato, quello a cattura d’elettroni
rileva, con sensibilith molto elevata, solo le sostanze
elettroaffini ed & relativamente insensibile alle altre.
L’argomento della presente relazione vette su un «rive-
latore » particolare, lo spettrometro di tmassa, che uni-
sce ad unz elevata sensibilitd, una marcata capacitid’iden-
tificazione.

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

Nella Fig, 1 2 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 generate dall’elettromagnete B,
gl loni vengono, infine, registrati in C. 1l sistema &
fornito di fenditure ad ampiezza variabile, frazioni di
mm, per modificare secondo le necessitd le dimensioni
del pennello di ioni.

Serbatoio

/7

Setto permeabile
Ingresso del

campione A Raggio
/ elettronico
. Campo
Camera di magnetico

onizzazione

Sorgente
ionica

Registratore

Ampliticatore

C ) ——— Coliettore

» pompa

Preamplificatore

Fic. 1. - Schema di spettrometro di massa a settore magnetico
{a focalizzazione singola)

NOMENCLATURA E ASPETTI GENERALL

Di seguito si & tentato di presentare sinteticamente
alcuni aspetti essenziali della M.S. (Mass Spectrometry)
per fornire, pit che zliro, 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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PREMESSA.

Com'¢ noto, le tecniche cromatografiche rappresen-
tano pno strumento di grande capacitd selettiva nella
chimira fine e nella microanalisi di tracce di prodotti,
In gds cromatografia, il rilevamento delle sostanze
eluite| avviene mediante rivelatorl che possono essere
raggruppati in tre classi fondamentali: a termo-con-
ducibjlitd, a ionizzazione di fiamma, a cattura d’elet-
troni.| Nel passare dal primo tipo all’ultimo, la risposta
diventa sempre pia selettiva: in altri termini, mentre
il rivelatore a termo-conducibilita rileva tutte le sostanze
da cui viene attraversato, quello a cattura d’elettroni
rileva; con sensibilith molto elevata, solo le sostanze
elettrgaffini ed & relativamente insensibile alle altre,
L’argomento della presente relazione verte su un «rive-
latore(» particolare, lo spettrometro di massa, che uni-
sce ad una elevata sensibilitd, una marcata capaciti d’iden-
tificazfone.

Se a una molecola, altriment] stabile, si fornisce una
sufficiente quantitd di energia, essa si decompone in
frammenti di varie dimensioni: il limite ultimo di
tale decomposizione & rappresentato daghi stessi atomi
costitgenti. Ad ogni frammento sono associate una
certa probabilit di formazione, una massa m, e, even-
tualmente, una carica ¢, 0 sua multipla. L’insieme dei
frammenti caricati elettricamente, idealmente suddi-
visi in gruppi ognuno dei quali distinto da uno speci-
fico rapporto mfe, pud essere risolto nei singoli gruppi
proprio come un raggio di sole pud essere risolto nelle
singole componenti monocromatiche, i colori dell’iride.
Lo strumento che effettua tali operazioni - ionizza-
zione ¢ frammentazione della molecola; risoluzione dei
frammenti carichi secondo i rapporti mje; registra-
zione, per ogni mfe, delle relative abbondanze - & lo
spettrometro di massa.

Nella Fig. 1 & schematizzato uno spettrometro a
settor¢ magnetico a focalizzazione semplice: gli ioni
sono prodotti e accelerati nella camera di ionizzazione
Aj il raggio ionico ottenuto viene risolto attraversando
un campo magnetico generato dall’elettromagnete B;
gli ipni vengono, infine, registrati in C. Il sistema &
fornite di fenditure ad ampiezza variabile, frazioni di
mm, per modificare secondo le necessitd le dimensioni
de! pennello di ioni.
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Fig. 1. - Schema di spettrometro di massa a settore magnetico
(a focalizzazione singola)

NOMENCLATURA E ASPETTI GENERALL

Di seguito si & tentato di presentare sinteticamente
alcuni aspetti essenziali della M.S. (Mass Spectrometry)
per fornire, pid 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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sia perché d’interesse assolutamiente generale nell’im-
piego della M.S., sia perché particolarmente attinent
al suo uso come teenica microanalitica, soprattutto
quando in abbinamento con la gas cromatografia. Per

“ulteriori € pit dettaglinte informazioni, si rimanda alle
pubblicazioni specializzate [1-6].

i . L.
. Formagione degii foni.

In genere, la ionizzazione viene effettuata sulla so-
stanza a dispersione molecolare. Uno dei metodi pin
comuni £ quello dlintrodurre la sostanza, mediante

una sonda, direttamente nella sorgente ionica; il cam-
pione & contenuto gencralmente in un piccolo capil-

lare di quarzo, ¢ pud essere riscaldato fino a 300- 430 oC
per favorirne la volatilizzazione. Gas o liguidi molto
volatili sono contenuti in un serbatoio; da questo

“diffondono lentamente nella camera di lonizzazione, 4

causa del gradiente di pressione. Nell'ultimo decennio
si ¢ diffusa la combinazione gas cromatografo-spettro-
in questo caso il gas cromatografo
fornisce i prodotti da analizzare allo stato di vapore
e dopo un processo di scparazione ed isolamento.

1) Impatto elettronico. 1. uvsato comunemente per
ionizzare sostanze organiche. Uno schema di questa
sorgente & riportato in Fig, 2. I} filamento & costruito

R

Piaccn
P |
Ll

.——
Filamento

Gg

FiG. 2, - Schema di sorgente ionica per fa produzione di ioni
mediante impatto elettronicn. Nell'impiego  analitico, 'energia
EE degli clettroni ¢ emessi dal filamento ¢ mantenuta tea 40 e
70 eV poiché la corrente ionica totale rageiunge un massinn, ¢
risulta poco sensibile alle variazioni di ELZ, nell’intervallo 50-150
eV, Il patenziale acecleratore su Gy pud arrivare fino ad alcuni kV

in tungsteno o in renio, ed emette clettroni per effetto

' termoionico; MF rappresenta la direzione in un campo

magnetico (—— 150 gauss), eventualmente applicabile
per diminuire la dispersione degli elerironi. La placea
& a potenziale positivo (< 100 V) rispetto alla scherma-
tura, equipotenziale con G,, ¢ misura la corrente elet-
tronica. R & una placca repulsiva a potenziale positivo;
la sua funzione & di respingere gli ioni positivi BI* che
si formano per collistone tra la sostanza a dispersione
molecolare, introdotta ortogonalmente rispetto alla dire-
zione di propagazione degli elettroni, ed il raggio elet-
tronico. Con G si indicano griglie di acccicrazione e
focalizzazione: G, ¢ G, a potenziale positivo; G,
G,, e G, 2 potenziaie negativo. Oltre a foni positivi,
si formano anche radicali ¢ loni negativi: questi riman-
gono nella camera di ionizzazione quando la distribu-
zione dei potenziali & quella descritta,

2y Towizzavione chimica. 11 campione vicne ioniz-
\‘ -\. N - N - . .

zato da un’altra specie chimica ionizzata e presente in
quantitd preponderante. La specic ionizzante & otte-

nuta mediante jmpatto elettronico, Questo tipe di
ionizzazione produce spettri generalmente poco affol-
lati e dai quali si ricava facilmente il peso molecolare
della sostanza in esame. Trova un impiego pii "limi-
tato dell’impatto elettronico, ma si & rivelata di note-
vole utilita nella determinazione quantitativa di so-
stanze d’interesse biologico (cfr. Reagioni ione—niole-

cola, p. 664).

Riselugione dei frammenti fonjci.

13 Settore maguetice. La risoluzione del fascio di
ioni ottenuto nelle singole componenti, ciascuna carat-
terizzata da un particolare rapporto /e, viene effet-
tuata in varic maniere. Una delle pit diffuse, € la prima
in ordine di tempo, utilizza 'applicazione di un campo
magnetico le cul Jinee di forza siano normali alla traict-
toria degli ioni (Figg. T e 3). 8¢ V ¢ il potenziale acce-

Deflessione
¥

Elettromagnete ,

Frc. 3. - Rappresentazione della defiessione magnetica

leratore ed ¢ la carica di uno ione individuato da un
rapporto mje qualsiasi, eV = (1/2) #V?2 sari la sua ener-
gia dopo laccelerazione (V = velocitd dello ione di
massa »). Evidentemente, a pariti d’energia, all’aumen-
tarc della massa la velocita diminuisce.

Se uno ione in movimento incontra un campo ma-
gnetico d’intensita 1, ortogonale alla  traiettoria,
quest’ultima subisce una deflessione la cui entitd &
definita dall’equilibrio tra la forza deviatrice eserci-
tata dal campo magnetico e la forza centrifuga. 5i pud
dimostrare che (R = raggio dclla traiettoria):

R = wV/el; mje = (1/2) (HR2/V) = k(H/V).

11 magnete ha, quindi, il duplice effetto di focaliz-
zare ciascuna singola frazione a cui corrisponde un
precisa mje, e di risolvere il fascio di ioni nelle singole
frazioni: infatti, se H ¢ V sono costanti, al variare di
mje dovra variare R. In genere, sia la sorgente che il
collettore di ioni sono fissi (R = cost) ¢, di conse-
guenza, per focalizzare successivamente i singoli raggi
sul collettore si deve variare V o, preferenzialmente, H.

2) Seiettore a gradrupols. 1o spettrometro di massa
a quadrupolo, spesso indicato come «filtro  di
massa », & costituito da quattro barre paralicle cilin-
driche (Fig. 4) oppure, pill propriamente, di sezionc
iperbolica. Gl elcttrodi sono tra loro collegati elettri-
camente a coppie alterne. Al sistema & applicato un
voltaggio continuo U, ed un voltaggio modulato a
tf V=V, cosot. 1l voltagglo sugli elettrodi posm\'
sard + (U + V,coswt) e quello sugli elettrodi negativi
— (17 4+ 7, costst), Gli ioni vengono imimessi nel campa
a rf in direzione ortogonale al piano della figura. Per
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Fic. 4. - Schema di filtro di massa quadrupolare

una | deternmiinata combinazione di U, 7, e w solo
framimenti caratterizzatl da un certo mfe possono rag-
giungere if rivelatore oscillando stabilmente attraverso
la regione a rf; tutti gli altri urtcranno contro le barre
e si |disperderanno. La scansione delle masse si attua
varigndo 7 e I/, (con UJfl7, = cost.), oppure va-
riando .

La Fig. 5 mostra 'andamento delle funzioni di scan-

siong w = f{t) e Pandamento della separazione tra

masse mje adiacenti per alcuni comuni selettori,

{a)

(b)

fc}

mie

FiG. §. - Variazioni delle larghezze dei picchi di massa nelle
Seguenti scansioni: {g) scansione esponenziale magnetica; (4)
scansipne magnetica linearizzata elettronicamente; (¢} scansione
quadrupolare
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Rivelatori.

1) Moltiplicatore d'elettroni dinedice. 11 funzionamento
di questo rivelatore ¢ in tutto simile a quello di un
comune fototubo, con la variante che il processo pri-
mario {estrazione degli clettroni dal catodo) & inne-
scato dai frammenti lonizzati, positivi o negativi, e
non dai fotoni. Il fattore di moltiplicazione & dell’or-
dine di 10¢, e cid rende possibile misurare correnti ioni-
che estremamente basse, fino a 10718 A se ulteriormente
amplificate.

2) Moeltiplicatore d’elettroni a dinsde continuo. 1 dinodi
di moltiplicazione sono sostituiti da uno strato uni-
forme di materiale ad alta resistivitd elettrica, distri-
buito sopra un supporto inerte di verro. Una ddp
continua di qualche kV & applicata tra il catodo e
I'altra estremitd del moltiplicatore. Il fattore di molti-
plicazione & simile al precedente.

Potere risolutive.

E questa una caratteristica molto importante; esso
viene definito come I'abilith a separare loni di masse
differenti ¢ s1 csprime, generalmente, con la relazione
R = m/Am. Supponiamo di considerare N, e C,H,,
i cui pesi molecolari » sono calcolabili dai valori ripor-
tati in Tab. 1. La differenza & Aw = 0,0252 uma, cui
corrisponde un rapporto mjAm == 28,0/0,0252 - 1100;
lo strumento sard in grado di separare Detilene dal-
I'azoto se il suo potere risolutivo ¢ maggiore di 1100,
Due picchi si dicono risolti quando altezza della valle,
determinata dalla loro parziale sovrapposizione, & infe-
riore in quota ad una certa percentuale dell’altezza dei
picchi stessi. Cosi, il potere risolutivo viene riferito,
in genere, al 109, o al 509, di sovrapposizione con
altezze paragonabili (I'ig. 0).

Il potere risolutivo atruale, riferito a due « standards »
pud servire a determinare le condizioai di sensibilitd
di uno spettrometro. Se si considerano, ad es., con-
dizioni operative normali quelle per cui R=1100,
allora 1 picchi corrispondenti alle due sostanze succi-
tate devono cssere risolti con una sovrapposizione mas-
sima del 10 %,

Requisiti di alto ruoto.

Per consentite la produzione, Paceclerazione e il
movimento degli ioni dalla sorgenre al moitiplicatore
d’elettroni, in tutta ka linea ionica si manticne una con-
dizione di vuoto spinto (10751077 torr) mediante I'im-
piego di pompe rotative ¢ a diffusione, In sostituzione
di queste ultime, vengono spesso utilizzate pompe tur-
bomolecolari.

Lo speltra di massa.

Segue una descrizione delle specic ioniche che contri-
buiscono, comunemente, alla formazione degli spettri
di massa.

1) Tome molecolare. Esso prende origine per collisione
tra un ¢letrrone, di energia superiore o uguale al po-
tenziale di ionizzazione della molecola M (—— 6-15 eV,
pet le sostanze organiche), e la molecola stessa:

Mp e Mt 4 2e,
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i Tabella 1. - Massre nuclidiche (:ma) ¢ abbondanze isotopicke relative ( 0) di aleuni :mtop; naturali (C 1B — 12,000 060).
ELEMENTO Peso Numero Numero Massa Abbondanza
stomive atomico di mnsea nuclidica relativa
H Idrogeno . oo i e 1,00797 - 1 1 1, 007 825 99,985
2 2, 014 102 0,015
C Carbonio ... it e 12,01115 6 12 12, Q00 000 98,488
13 13, 003 355 1,112
N O OAZOLO it e e 14,0067 7 14 14, 003 073 99,633
15 15, 000 108 0,367
O Ossigeno ..o e 15,9994 8 16 15, 994 914 99,759
17 16, 999 134 0,037
18 17, 999 160 0,204
FOSFOTO oot e e, 30,9738 15 3t 30, 973 708 100,000
<Y £ 25 S 32,064 16 3 3L, 972 074 95,018
33 32, 971 460 0,750
34 33, 967 864 4,215
3o 35, 967 091 0,017
Cl Cloto .o e e i e e 35,453 17 35 34, 968 85) 15,7171
37 36, 965 903 24,229
Br Bromo o ccveerettemteteeiuneeetinnee s 79,909 35 79 78, 918 328 50,537
81 80, 916 287 49,463
) R L T S 126,9044 53 127 126, 504 471 100,000
10 T T T T L T
- i /P W B
wm——— i = 59
o8 ——— it = 45 N
P — mig =27
i P ® 26
st ]
[ W
X
00 You 02 o.qr 7
mie
Fi1G. 6. - Potere risclutivo ¢ sua visualizzazione grafica: « valle » o ” "'-—-.-__-__ =
(AH), 287, T V
f// - -
0 11 e "-"-1_“. - 16 éa .-"0
0 0 0 30 [ 5 oV

Ovviamente, il peso molecolare ricavabile da M*
& corrispondente 2 quello della molecola di partenza.
Aumentando energia incidente, prima intervengono
fenomeni di ionizzazione e frammentazione, poi comin-
ciano a comparire ioni con pib di una carica. L'abbon-
danza percentuale dello ione molecolare dipende dalla
sua tendenza a successive frammentazioni ¢ pud, 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 stabilita.

2y Ioni di fmmmmta{mm Poiché gli elettroni ioniz-
zanti hanno un'energia superiote a quella di ionizza-
zione, essi determinano normalmente marcati feno-
meni di frammentazione. Nello studio dei meccanismi
di frammentazione occorre tener presenti i seguenti
patametri: a) la stabilitd del frammento carico; 8) Ia
stabilitd del frammento neutro; ¢) 'energia necessaria
a dissociare quel determinato legame; 4) i fattori ste-
rici. Come esempio, si guardi Ia Fig. 7; in essa sono

Fic. 7. - Rappresentazione grafica della frammentazione del

solfuro di etilene in funzione dell’encrgia elettronica, eV. In

ordinata viene tiportata la corrente jonica relativa (probabilita
di formazione) di ciascuna specie ionica

riportate le correnti joniche relative a cinque specic
ottenute dal solfuro di etilene. Lo ione molecolare &
la specie pil abbondante per EE < 20 ¢V, mentre
la sua intensita cala rapidamente all’aumentare dei
contributi degli altsi frammenti. Intorno ai 10 ¢V lo
ione molecolare risulta l'unica specie lonica presente.

3) Joni di riarrangiamento o di frasposizions. le rea-
zioni di riarrangiamento sono, in genere, abbastanza
specifiche e percid possono fornire delle buone indica-
zioni sulla struttura della molecola. Esse sono partico-
larmente favorite dagli stati di transizione che presen-
tano una struttura ciclica a sei termini, ma si possono,
talvolta, spiegare ammettendo la formazione di un
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intermedio ciclico a tre, quattro, o cinque termini. I
fenomeni di trasposizione pill comuni avvengono con
lo spostamento dell’idrogeno, ma da numerose osset-

H
A,A:/‘}-{/ ﬁ l\ \Ili"‘
¢ l : Rt B'f' 5
Iﬂ\c/( "~¢ @ N6
Lo

vazioni, si pud concludere che anche gruppi alchilici
e ruclei aromatici migrano in ambienti opportuni
(riarrangiamento di McLafferty). Questo meccanismo
jn:c-iviene solo se vi & un legame multiplo tra D ed E,
¢ un idrogeno in y disponibile per il trasferimento. 11
riarrangiamento & pid intenso a seconda che PH in vy
sia Jegato a un carbonio terziario, secondario, o pri-
matio.

ei composti alchilbenzenici si ottiene una riga
molto intensa in corrispondenza della massa 91. Essa
si spiega ammettendo un processo di frammentazione
secgndo il seguente meccanismo:

{C,H, — CH, — R}* — {C;H,— CH,}* + R.

La notevole stabilitd dello ione viene attribuita alla
forrTmzionc di un anello a sette termini, il « tropilio »,
che |porta la carica dispersa uniformemente su tutta la
molecola. Si &, infatti, dimostrato che la struttura alchil-

benfenica isomerizza a struttura completamente cicliz-
zata| 2 sette atomi di carbonio, tutti equivalenti (C;H7).

4) foni metastabili. Uno ione di massa sy appena for-
matp pud frammentarsi seconde lo schema:

my ——s w7 + frammenti neutri.

Lo ione di massa m, viene poi normalmente acce-
lerato ¢ registrato in accordo al rapporto m,fe. Pud
accadere che m;" si frammenti dopo aver lasciato la
camera di ionizzazione, durante la traiettoria, in un
punto qualsiasi tra la zona di accelerazione ed il rive-
latore: una parte dell’cnergia cinetica viene sottratta,
in tal caso, dal frammento neutro.

Llenergia cinetica e il momento dello ione m}, for-
mato durante la traiettoria e rappresentato con ",
saranno minori di quelli che lo caratterizzano quando
s1 forma nella sorgente ionica, L’effetto deviatore del
campo magnetico risulta, quindi, diverso da quello
che si ha sullo ione m, anche se in realta »™ = m,,
¢ lo ione metastabile verrd registrato in corrispondenza
di un rapporto mje = m,le, secondo la relazione mate-
tmatica ()2 fm, = m™. | picchi dovuti agli ioni meta-
stabili sono riconoscibili perché, in genere, presentano
forma bassa e allargata; essi si trovano in corrispondenza
di valori m/e sia interi che frazionari.

CHy —+ C,H" + CH,

mle 69 41 28
‘ Mo = 24,36 Mo = 24,4
J CH,CO* — CHY + CO

mle 105 77 28

moy = 54,47 Mo = 56,5
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Si pud notare come dallo spettro risulti apparente-
mente ™ < m,! questo & in accordo con la relazione
R = myfeH, da cui si vede come il raggio della trajet-
toria siaz direttamente proporzionale alla quantitd di
moto dello iene. Negli esempi precedenti abbiamo cal-
colato #™ ritenendo note #, ed m,; in pratica sipud
conoscere direttamente solo =, in quanto facilmente
identificabile nello spettro. Le masse m, ed m, si rica-
vano, invece, ricorrendo ad alcuni metodi semplici
{2d es., i nomogrammi di Benon), tenendo presente
che, normalmente, =} e w3 danno righe piuttosto
marcate.

5) foni con carica deppia. Questi ioni sono facilmente
individuabili se hanno massa dispari, poiché il rapporto
mfe & frazionario. Se invece la massa & pari, occorrerd
procedere all’individuazione della massa isotopica (m +
1). Dalla presenza di ioni con piu cariche si ricavano
informazioni sulla facilitd di ionizzazione e sullz sta-
bilitd dello ione finale.

6) foni negativi. Questl loni vengono prodotti per
impatto elettronico, mediante i seguenti meccanismi:

a) Cattura di risonanza: AB + ¢ — AB™;

b} Cattura di risonanza dissociativa:
AB+ e —— A+ B

¢) Produzione di coppie:
AB 4+ e ——— At B 4.

Nei processi 2) e &) non sono prodotti ¢lettroni che
possano climinare 'energia in eccesso, ¢ la formazione
di ioni pud determinarsi solo a basse energie degli elet-
troni incidenti (EE < 10 eV) e su intervalli d’energia
piuttosto ristretti. Il processo ¢) non ¢ di risonanza
e lenergia eccedente pud ritrovarsi come energia
cinetica dell’elettrone prodotto; in questo caso, le
curve di resa della ionizzazione assomigliano a queile
gid incontrate per gli ioni positivi. Nei casi &) e ¢)
I'energia in eccesso pud ritrovarsi come energia cine-
tica, vibrazionale, o elettronica dei frammenti. I se-
guenti processi sono raffigurati in Fig. 8:

COte —sC+ O AP(OT) = 9,6 eV
CO +e——CH4+ 0O +e-  APOT) = 20,9 V.

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

T T 3 T T T

0" da CO

Corrente ionica di 9 {unita arbitrarie)
T

Energia elettronics , eV

Fic. 8. - Andamento dell’efficienza di ionizzazione nella for-
mazione di O— da CO
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'elettroni incidenti. Gli loni negativi sono, in genere,
meno intensi di quelli positivi.

7y Reagioni ione-molecola. Queste sono reazioni bimo-

. lecolari, raramente a molecolarity superiore, tra ioni
. ¢ molecole, Esse vengono favorite da pressioni ele-

vate (1-1072 torr) nella sorgente ionica. Le sorgenti
ioniche impiegate sono, pertanto, pili chiuse & meno
shnestrate di quelle convenzionali, La reazione tra
Pi-esimo ione primatio P e la specie molecolare M
con produzione del j-esimo ione secondario S pud
essere descritta brevemente con:

P b Mo—— {PJ\I } — & + N,

Tra le reazioni ione-molecola occorre menzionare
quelle dove si ha sclo trasferimento di carica (€7), ¢
non di massa. Esse possono schematizzarsi breve-
mente cosi (trasferimento di carica di risonanza}:

Pt 4+ M——P 4 M+

In reazioni frequentemente usate nella spettrome-
tria di massa applicata all’analisi organica (ionizzazione
chimica), lo ione primario & una specie che pud cedere
facilmente un protone, mentre 'accettore ha, in genere,
una notevole affinitd per lo stesso. Si ottiene, cosi,
un intenso ione molecolare di massa (w - 1):

AH® 4+ M —— A + MH".

MH™ pud a sua volta subire vari processi degrada-
tivi. Alla reazione descritta & associata una costante
di velocitt £ determinabile sperimentalmente, Per la

reazione:
CHf + CH,—— C[—Jl_.?,L + CH,
£~ 5.101 itri-moli—?-s™ L

Nella Fig. 9 & mostrato un tipico grafico di reazioni
tra ioni precursori negativi $= e molecole neutre CICN,
secondo lo schema:

COS + e —— 5 + CO
S~ 4+ CICN —— SCN™ + CL

Lo ione precursore e lo jone secondario si ricono-
scono poiché il secondo & nettamente meno intenso
del primo e, spesso, appare in corrispondenza del po-
tenziale di apparizione (¢ dell’eventuale cattura di

risonanza, per ioni negativi} dello ione primario.

Potengiali di apparigione, potengiali di ionigzagione.

1l potenziale di apparizione (AP) & Penergia minima ri-
chiesta per produrre vn certo frammento lonizzato,
E+, e gli eventuali frammenti neutri complementari,

i
Ny, da una data molecola {0 ione, o radicale}, M:

M4+ e” ——Fr + Ny+ 2.

11 potenziale di fonizzazione (1) di una molecola (o
atomo, o radicale) & la minima enecrgia necessaria pet
allontanare un elettrone dalla specie non ionizzata, BM:

M+e™ ——s M7T 427

1’interesse nella determinazione sperimentale delle
duc grandezze definite 2 motivato dal fatto che esse
rappresentanio un’utile informazione per la definizione
di alcune importanti proprietd di una molecola, tra
cui Delettronegativitd, I'ordine e energia di legame,
I'entalpia di formazione, P'affinitd elettronica, ecc.
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Fic, 9. - Curve delle efficienze di ionizzazione nella formazione
di ioni negativi primari e secondari nel sistema CICN-COS.
Tempo di reazione: 500 ns; p(CICNY: 0,011 mmHg; p(COS):
0,008 mmHg; CN™, triangoli; §7, circoli; SCN™, quadrati.
ICN™): (8™) : J(SCNTY == 10:1: 200, Da: Di Domenico ez al. [7)

Rappresentazione degli spettri di massa.

In uno spettro di massa i rapporti m/e¢ sono unifor-
memente ordinati secondo valori crescenti da sinistra
a destra. A ciascun m/e & associata una linea verticale
proporzionale alla probabilitd di formazione (o inten-
sita) del frammento cotrispondente. Poiché in genere
i picchi sono numerosi, si cerca di rappresentare uno
spettro nel modo pit semplice e chiaro. La riga piu
intensa si pone uguale a 100 (o 1000), e le altre si
riportano in proporzione (Fig. 10). Si pud anche consi-
derare la corrente ionica totale, riportando poi tutte
le righe significative proporzionalmente alle singole
percentuali. Deve essere sottolineato che il profilo
pressocché « gaussiano » di ciascuna singola linea mje
emerge chiaramente se la scala delle masse vienc ade-
guatamente amplificata. Tale profilo si perde quando
uno spettro di massa & osservato nel suo insieme (Fig. 11).
Gli stessi criteri vengono adottati per rappresentare
uno spettro di massa con tavole numeriche, invece che
graficamente. A parita di condizioni sperimentali, le
probabiliti di formazione dei singoli frammenti si
mantenigono sostanzialmente costanti: in altri termini,
due spettri di massa della stessa sostanza, presi in iden-
tiche condizioni, saranno praticamente soviapponi-
bili. Nelle Figg. 10 e 11 sono mostrati gli spettri, otte-
nuti mediante strumenti a settore magnetico, dells
trietilammina e del colesterolo (parziale). Solo lo spet-
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Fic.| 11, - Spettro parziale (non normalizzato) del colesterolo
registrato a due diverse sensibilitd (X 1e x 10} del registratore

tro |di Fig. 10 & stato normalizzato, privato dei segnali
indgsiderati, e riprodotto graficamente sostituendo linee
al picchi originali, secondo i criteri accennati. Nella
stessa figura sono indicati alcuni canali di frammenta-
ziofe della molecola: pud essere interessante notare
che; la carica positiva risiede sull’etero-atomo, e che
la produzione del frammento ionico mfe 86, cui &
assgciata la massima probabilitd di formazione, cotri-
spopde alla formazione di un 2zoto quaternario,

Asmzrﬂ APPLICATIVI.

Separatori molecolari.

Da alcuni anni ¢ piuttosto frequente I'abbinamento
tra spettrometria di massa e gas cromatografia. Solo le
sostanze sufficientemente volatili possono essere ana-
lizzate mediante lz combinazione G.C.-M.S., che si &
rivefata particolarmente utile nelle analisi di composti
organici in miscele anche molto complesse, L’identi-
ficazione dei vari componenti in cui viene risolta una
misgela complessa pud offrire, a volte, notevoli diffi-
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coltd anche per le piccole quantitd 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 quantitd di sostanza necessariz ad effet-
tuare tale analisi ¢ estremamente piccola (< 107 g).
Occorre aggiungere che uno spettro di massa pud es-
sere registrato anche in pochi secondi e cid consente,
ad esempio, di analizzare uno stesso picco gas cromato-
grafico sia in «salita » che in «discesa »,

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

1} Separatore di Rybage (Fig. 12). 1l separatore &
collegato a pompe rotative e a diffusione; il gas di tra-
sporto viene eliminato perché, a causa della massa
molecolare molto piccola, & soggetto a seattering in
misura maggiore rispetto alle pit pesanti molecole da
analizzare, 1l principale difetto di questo separatore &
di essere costruito in acciaio: le superfici metalliche
calde provocano in alcuni casi fenomeni di decompo-
sizione piuttosto accentuati. 5i lavora con flussi ope-
rativi fino a 30-40 ml/min.

Paastm *Atla sorgente
lomes
Dall'urits S
.Y

Fi1g. 12. ~ Separatore molecolare di Ryhage

2) Separatore di Watson ¢ Biemann (Fig. 13). La sepa-
razione avviene in quanto il gas di trasporto (He)
diffonde attraverso la superficie porosa del separatore
molto pid rapidamente degli altri componenti. Questo
separatore & costruito interamente in vetro € presenta
come unico inconveniente quello di chemi-adsorbire
parzialmente le sostanze che lo attraversano. Il flusso
massimo che pud passare attraverso questo tipo d’inter-
faccia ¢ di circa 12 ml/min; valori pill elevati deter-
minano picchi di forma irregolare,
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Fig, 13. - Sepamtotre molecolare di Watson-Biemann

3) Separatore a membrana. 11 materiale cluito passa
attraverso un diaframma di gomma al silicone: la
separazione avviene in quanto I’He & poco solubile
nella gomma predetta, mentre quest’ultima & notevol-
mente permeabile alle sostanze organiche
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L'uso dell elio come gas di trasporto ¢ dovuto, pre-
Walentemente, all’alto potenziale di ionizzazione ed alla
ua inerzia chimica. Malgrado il sepatatore, infatti,
una piccola quantitd di carrier penetra nella sorgente
ionica e incontra il flusso d’elettroni, L’elio si ionizza
meno di tutti gli altri gas, e determina percio il minor
numero d’interferenze. Esso, inoltre, non reagisce con
le sostanze da analizzare. L'idrogeno, Punice gas che
potrebbe sostituire 1'He per quanto riguarda la ten-
denza a diffondere e la massa molecolare, pud provo-
care visibili fenomeni d’idrogenazione.

La «resa» di un separatore molecolare ¢ definita
come il rapporto tra la quantitk di campione che entra
nello spettrometro ¢ la quantitd di eampione che entra
nel separatore; essa pud arrivare fino al 90 9. Tl « fat-
tore di arricchimento » si ottiene dividendo il rapporto
campione/earrier alla spettromerro di massa per lo
stesso rapporto all’entrata del separatore molecolare.

Recentemente & stato anche realizzato Pinterfaccia-
mento tra spettrometro di massa ¢ cromatografo a
carrier liquido (FLP.L.C)), con il risultato di estendere
notevolmente il campo d’applicabilitd delle tecniche
cromatografiche in combinazione con la M.S,

Due applicagioni della teenica G.L.C-M.5.

Nei duc casi che seguono, la M,S. & stata utilizzata
come tecnica di identificazione e conferma a sostegno
di procedure gas cromatografiche di pit facile esecu-
zione ¢ disponibilitd,

1) I cloruro di cetilpiridinio, C,,H,;,CIN, ¢ comune-
mente usato come disinfettante e antisettico nella pra-
tica ospedaliera, Per un controllo di qualita, Ianalisi
put essere effettuata per via gas cromatografica sulla
soluzione alcoolica de) prodotto salificato. Le domande
che venivano poste ctano: a) se il prodotto subiva
degradazione termica nell’iniettore gas cromatografico;
¥), in caso affermativo, quali prodotti passavano nella
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Fig. 14, — Gas cromatogramma (F.1.D.) del 2-carbetos-sifarnesi
lacetato di etile
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Fig, 15. — Speteri dif massa degli isomeri cis~trans del 2-carbe-
tossifarnesilacetato  di etile. Da: Di Domenico ¢ Misiti [8]

colonna gas cromatografica; ¢} se tali prodotti pote-
vano essere usati ai fini analitici per identificazione e
dosaggio. La risposta al punto ¢) doveva risultare affer-
mativa, dal momento che la G.C. veniva normalmente
implegata per questo tipo d’analisi. 11 .CPC fu, per-
cid, sottoposto a varie prove di pirolisi tra 375 ¢ 770 oC,
e si vide che 'unico componente gas cromatografico
di rilievo si formava in modo riproducibile alle tem-
perature considerate, Tale componente aveva uno spet-
tro di massa corrispondente a quello del cloruro di
cetile, gid noto dalla letteratura. Dalle evidenze spe-
rimentali si dedusse che il CPC si degradava termi-
camente secondo lo schema seguente:

Cyt HyeCIN ——» CH,N 4 Ci(CH,),,CH,

e che tale degradazione poteva esserc utilizzata nella
pratica analitica. Pud essere utile notare che nello
spettro del cloruro di cetile la maggior parte dei fram-
menti non conticne Plalogeno (mancanza del picco
isotapico caratteristico), mentre il CI* ed il suo iso-
topo CI7 sono presenti a mfe 91-93, 105-107, 119-121,
133-135, 147-149 come si desume dalle intensitd re-
Jative dei due frammenti isotopici costituenti ogni cop-
pia {es., 1(91): 1(93) == 3:1. Cfr. Tab. 1).

2) Da uno swudio preliminare mediante G.C-M.S.
su alcuni campioni commerciali di farnesilacetato di
geraniolo (Gefarnato), fu possibile accertare che ogni
campicne conteneva non meno di due componenti,
spesso in numero superiote. Dalla procedura di sintesi
era possibile attribuire un’identitd ai vari componenti



che accompagnavano quello prin-cigalc ma, dato }’im-
piego medicinale del prodotto, si ritenne fosse giusti-
feato confermare le varie ipotesi tramite uno studio
appropriato- . o

Dalla duplicazione del procedimento di sintesi, si
riuscirono ad ottenere miscele complesse di farnesila-
cetato di metile, in tutto simili alle miscele ottenute per
idrolisi ¢ metilazione del farnesilacetato di geraniolo
commerciale. I risultati delle analisi degli intermedi di
sintesi confermarono le ipotesi iniziali, Per es., il
2-carbetossifarnesilacetato di etile, C,,H,O,, era pre-
sente nelle quattro forme isomeriche possibili (Fig. 14),
prevedibili in base ai due centri d’isomeria cis—trans
presenti nella molecola al C-4 ed al C-8. L'affinitd
strutturale dei quattro prodotti suddetti risalta dai
loro spettri di massa (Fig, 15), nei quali & individuabile
lo ione molecolare. Nello studio con la M.S. Pobiettivo
non cra la ricerca dei meccanismi di frammentazione
dei derivati dell’acido farnesilacetico, bensi la conferma
qualitativa della presenza di certe strutture. Per una
discussione pii dettagliata dell’argomento, si rimanda
alla letteratura [8]. Qui basta sottolineare, a sostegno
deila notevole specificitd della spettrometria di massa,
che i quattro spettri della Fig. 15 sarebbero, tra loro,
virtualmente indistinguibili se non fosse per il fram-
mento a mfe = Bl uma, la cui intensitd presenta mar-
cate differenze, passando dalla forma 8-trans a quella
8—cis,

Clusters irotapici,

Dalla Tab. 1 si vede che la miscela isotopica naturale
del cloro ¢ costituita da CI% ¢ C1¥7, nel rapporto 6,75771:
0,24229, Quindi, nel caso una molecola contenga un
solo atomo di cloro, nol ci aspetteremo, laddove &
presente I'alogeno, coppie di frammenti ionici in cui
il secondo dei due dista dal primo 2 uma, ed & circa
tre volte meno intenso. Se la molecola contiene due
atomi di cloro, quale sari lintensitd relativa dei sin-
goli frammenti ionici isotopici contenenti i due atomi
di clore nelle combinazioni CI% CBS, CI3% CI¥7, e CI¥?
CI¥? La risposta si ottiene facilmente applicando la
relazione (a + b)*. Nel nostro caso:

(0,75771 - 0,24229% = 00,5741 4 0,3672 4 0,0587
100 64 10

Nel secondo membro, il primo termine & propor-
zionale alla intensitd che, nel gruppo isotopico, avri
lo ione contenente due CI%5; il secondo all'intensiti
dello ione contenente un CI¥ ed un CI¥, a2 2 uma di
distanza; ed il terzo all’intensitd dello jone a 4 uma
di distanza dal primo, contenente due CI¥. Breve-
mente, indicheremo le intensitd relative come:

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

Analogamente, nel caso dello ione CClY ci aspet-
teremo le seguenti abbondanze frazionarie:

(0,75771 + 0,24229) =
— 0,4350 40,4173 + 0,1335 = 0,0142
100 96 31 3

0
relative ai contribudi di Cl3, CIICP?, CISCl3, e CI27.
Anche in questo caso disemo:

IX) 1K 4 2): I(X +4) 1 I(X + 6)=100:96 : 31: 3,

=
=

Fic. 16. ~ Abbondanze isotopiche relative attese per frammenti
ionici contepenti fino ad 8 atomi di cloro ¢fo di bromo

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

XN IX+2): (X +4): (X +6: (X 48 =
78 :100:48 :10:1.

Le intensitd relative attese per il contributo degh
isotopi del Cl efo del Br in un frammento ionico sono
mostrate in Fig, 16. Il numero massimo considerato,
per ciascuna singola specie, & 8, Si deve osservare che
i componenti con intensitd trascurabili non risultano
dalla figura,

Conni tuf criteri d'identificazione,

In base alle considerazioni fatte, & facile individuare
gli ioni contenenti atomi di cloto, ed il numero degli
stessi, neghi spettri presentati in Fig. 17. Per es., nel
caso del TDE (i due spettri superiori) ¢ del DDT
il gruppo a mfe = 235 uma & formato da frammenti
ionici contenenti due atomi di cloro, mentre nel caso
della. TCDD (i due spettri centrali) il gruppo isoto-
pico a mf¢e = 320 uma & chiaramente dovuto al contri-
buto di quattro atomi di cloro e cotrisponde, infatti,
allo ione molecolare. Deve essere, infine, notato il
limitato numero di picchi presenti negli spettri sud-
detti € come quelli pit intensi siano riconducibili a
ioni contenenti I'alogeno. Nel caso specifico, la forte
elettronegativitt 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 clettronegativith fortemente
dissimile da quella di C ¢ 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 deli’H?, ed in generale degli isotopi
pesanti stabili come C!3, Q¥ e N, per marcare la
molecola in esame & piuttosto frequente: tale tecnica
consente di seguire i meccanismi di frammentazione
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e, quindi, risalire alla struttura della molecola. Nella
Fig. 18 viene mostrato l'effetto sugli spettri di massa
dell’introduzione di "N' in molecole contenenti un
gruppo amminico primario. Si nota che, nel prodbtto
marcato, tutti i frammenti contenenti azoto sofo spo-
stati di 1 uma.

Per ricostruire la struttura di una sostanza total-
mente sconosciuta si segue schematicamente il se-
guentc procedimento: a) si ricava dal rapporto mje
della riga corrispondente allo ione molecolare, il peso
molecolare esatto (possibilmente in alta risoluzione)
della sostanza; #) si individuzno nello spettro i fram-
menti tonici pil significativi; ) si cercano correlazioni
tra i meccanismi di frammentazione noti, 1 frammenti
rilevati, e lipotetica struttura della sostanza in esame,
L’esperienza costituisce un valido aiuto per inqua-
drarc la ricerca. Quando questo procedimento non
porta a risultati soddisfacenti, si ricorre a tecniche
pit elaborate come la marcatura o la formazio-
ne di derivati, ¢ si utilizzano informazioni ot-
tenute con altri metodi (LR, U.V., ES R, NNM.R,,
ecc.).

FRAMMENTOGRAFIA DI MASSA.

La registrazione di uno spettro di massa si basa sul
rilevamento delle intensitd di tutti gli ioni caratteriz-
zati da valori {m/e), compresi tra i limiti cstremi, pre-
stabiliti, dell’intervalio di scansione, (m/e), ----— (/€4
In tale processo, il tempo di registrazione a disposi-
zione del singolo lone i-esimo {mfe), & una frazione
del tempo totale di scansione, in genere tanto pi@ ri-
dotta quanto pit ampio & Pintervallo suddetto. Sc
immaginiamo di avvicinare progressivamente gli estre-

mi {(#[¢)a, (Me)auy, fino a convergenza, lasciando con-
temporaneamente immutate tutte le altre condizioni
di scansione, ogni ione nell’intervallo potrd usufruire
di tempi di rilevamento sempre pit lunghi: a conver-
genza avvenuta, il periodo di rilevamento sard con-
centrato su un singolo ione. L'effetto finale sard la
perdita dei segnali relativi a tutti i frammenti ionici
tranne uno, la cul intensitd risulterd grandemente
aumentata,

Neli’abbinamento G.C.—M.S., il rilevamento di un
singolo ione va anche sotto il nome di $.1.D. (Singl
Jon Detection). Gli strumenti attuali sone in grado di
tilevare individualmente, ed allo stesso tempo, piu
di uno ione¢ con una tecnica detta MID. (Malriple
Ion Detectionr) o S LM, (Selected Tom Monitoring): queste
ultime due sono meglio conosciute sotto la definizione
impropria di Frammentografia di Massa (M.F.). La
M.F. & importante perché all’elevata capacitd di
separazione della G.C. viene abbinata Iestrema
specificita ¢ sensibilita del rilevamento frammento-
grafico.

Un frammentogramma di massa appare simile ad un
gas cromatogramina, Esso di informazioni sul tempo
di ritenziene caratteristico del composto, con le arec
dei picchi {(ogni mje selezionato) proporzionali alla
quantitd della sostanza iniettata. Ovviamente, le inten-
sitd relative dei picchi si mantengono uguali 2 quelle
degli stessi ioni nello spettro di massa stabilendo, cosi,
un potente criterio d’identificazione. In generale, Ia
frammentografia di massa & da 100 a 1000 volte pia
sensibile dei rivelatori a ionizzazione di iamma (F.I.D.),
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e della combinazione G.C.~M.S. quando il rilevamento
& fatto sull'abbondanza ionica totale. La sensibilitd &
dovuta sia al numero limitato di frammenti ionici
rilevati, sia alla possibilitd di selezionare quelli pin
intensi ¢ con rapporto segnale/« fondo » pih favore-
vole. La massima specificitd di rilevamento si ottiene
quando S.1.D. o M.LD. sono eseguiti con spettro-
metri ad elevato potere risolutivo.

Un tipico frammentogramma di massa della 2,3,7,8-
tetraclorodibenzodiossina & mostrato in Fig. 19, Del
caratteristico pentupletto relativo allo ione molecolare,
soltanto 1 tre ioni pil intensi {mje = 320, 322 ¢ 324)
sono correntemente utilizzatd [9].

wella Fig, 20, il clwster isotopico dello spettro 1 cor-
risponde allo ione molecolare del TDE, mentre nello
spettro 2 troviamo quello della TCDD che immagi-
niamo di dover ricercare in un campione a compo-
sizione sconosciuta, Negli spettri 3 ¢ 4 sono mostra-
ti due clusters isotopici dovuti a frammenti lonici del-
P'o,p-DDT e del p,p’-DDT, rsispettivamente (cfr.
Yig. 17). Appare chiaro che, se la TCDD deve essere
determinata in presenza di tali composti; la sovrappo-
sizione di segnali caratterizzati da mfe uguali modi-
ficherd, con contributi decrescenti da mfe == 320 a
mie = 324 uma, Pintensitd dei piccht tipici della
TCDD, con conscguente alterazione dei rapporti
Lintensitd rispetto a quelli atresi, Queste alterazioni,
sc suthcientemente marcate [>>4- 109, 1 (322) = 100]
indicane all’operatore che vi & interferenza da parte di
sastanze estranee,

Vi sono vari modi, oltre all’elaborazione matema-
tica, per risolvere una difficoltd come questa. Per es.,

M 322

Tg mMin

Fre, 19, ~ Analisi  frammentografica  della 2,3,7,8-tetracloro-
dibenzo-p—diossina mediante Pimpicgo delle tre masse isoto-
piche pin intense selezionate Jal pentupletto deflo ione mole-
colare. Condizioni gas cromatogtafiche: colonna in vetro 2 mm ¥
2,2 m di OV-61 al 39 su Chromosorb W-HP 100-120 mesh;
tednperatura  deil’iniettore, 300 °C; temperatura della colonna,
240 9C; gas i trasporto, elio con fusse di 30 ml/min; separa-
tore molecolare di Ryhage; spettrometro di massa a settore ma-
gnetico e a focalizzazione semplice Da: Di Domenico [91
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Fic. 20. - Clusters isotopict intorno a mfe = 320 di TDE,
TCDD ¢ DDT

sia una pil efficiente separazione gas cromatografica,
sia un miglioramento delle tecniche di purificazione
(arricchimento in TCDD) del campione possono
portare 2 un dosaggio accurato. Anche fa M.S. ad alta
risoluzione pud essere utilizzata per ottenere una mag-
giore specificith, Un modo semplice, comunque, d’ef-
fettuare la determinazione & quello di considerare se-
gnali non interferiti in aggiunta, o in luogo, di quelli
normalmente utilizzati. Nel caso deila TCDD, gli
unici frammenti ionici alternativi, di utilith pratica,
hanno mfe == 257 e 259 uma (M — COCI).

CALCOLATORI « ON LINE ».

I segnali ottenuti dai moltiplicatori d’elettroni sono
detti awalogici e possono essere inviati ad un registra-
tore potenziometrico, oppure a un registratore oscillo-
grafico, per la rappresentazione grafica (Fig. 21, 4). La
scelta dell’'uno o dell’altro & legata alla durata della
scansione: pet es., 1 sistemi oscillografici, in genere
caratterizzati da notevole velocitd di risposta, vengono
utilizzati per scansioni molto rapide (deil’ordine di
alcuni secondi). Normalmente, per evidenziare sia i
picchi pil intensi che quelli pii deboli, una registra-
zione & eseguita contemporaneamente su almeno due
tracce, ognuna caratterizzata da un proprio fondo-
scala (Fig. 11).

1 segnali analogici possono anche essere registrat
su traccia magnetica, e riportati graficamente, dalla
registrazione effettuata, solo in un secondo tempo.
E, cosi, possibile introdurre i dati raccolti in un calco-
latore off-/ine, ¢ ottenerne Pelaborazione desiderata.
La registrazione su traccia magnetica & necessaria quando
i tempi di scansione sono troppo rapidi anche per i
registratori oscillografici.

Se Ia scansione & molto veloce, 1 segnali possono es-
sere acquisitt direttamente da un calcolatore on-/ine,
ciot collegato allo spettrometro di massa ed interattivo
con esso in fase di scansione. In questo caso, il calco-
latore assolve ai seguenti compiti: 4) controllo della
scansione; &) raccolta ed immagazzinamento dei dat
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»

Ib}

Fig. 21. - Visualizzazione di due diversi modi di scansione:
{(2) analogica; (b)) digitale

via via ottenuti per una successiva elaborazione; ¢} rap-
presentazione grafica durante la scansione (¢ 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 (bits) tramite il convertitore
A/D, e cosi comservato su nastro o disco magnetico,
1t segnale analogico pud essere rigenerato mediante il
convertitore DfA, e riprodotto tramite un registratore
convenzionale (Fig. 21,4). 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 quelll dispo-
nibilt in libreria.

CONCLUSIONI.

In questa breve nota, si & cercato di mettere in rilievo
Ielevata specificitd che caratterizza i reperti ottenuti
mediante uno spettrometro di massa, Né deve sfug-
gire la multiforme possibilita 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 & mostrata strumento d’in-
sostituibile efficacia. Al riguardo, possiamo citare, per
es.: I'identificazione di strutture molecolari, anche molto
complesse; la determinazione di grandezze d’interesse
chimmico-fisico; lo studio di reazioni chimiche in fase

gassosa, ¢ la caratterizzazione delle relative cinetiche;
ecc.

L'uso dello spettrometro di massa quale rivelatgre
nell’analisi gas cromatografica &, probabilmente, il pil
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 tet-
mini di generico impatto nel mondo scieatifico. Infatti,
I'uso combinato della G.C. ¢ M.S. sembra aver pro-
dotto un incremento quasi esponenziale nell’impiego ¢
nella diffusione degli spettrometri di massa. A tale
incremento, di relativamente recente acquisizione, ha
fatto riscontro un chiaro miglioramento delle presta-
zioni generali di tale strumentazione, In relazione all’ab-
binamento G.C.-M.S., & utile ricordare che la speci-
ficitd dei reperti aumenta grandemente quando si uti-
lizzano colonne capillari. Queste colonne, di difficile
preparazione rispetto a quelle impaccate e, in genere,
pit delicate di quest’ultime nell’impiego, stanno diven-
tando d’uso sempre pid frequente, soprattutto per la
necessita di disporre di sistemi d’analisi altamente
selettivi. Cid 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; I'individuazione,
I'identificazione, ¢ il dosaggio di prodotti metabolici;
la determinazione delle impurezze in prodotti indu-
striali d'interesse farmaceutico; ecc. In tutti questi
campi, ¢ necessario disporre di sistemi d’analisi che,
oltre a garantire elevata specificitd, permettano di rag-
giungere sensibilith 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 interfacciamento con lo spet-
trometro di massa ¢ possono essere portatc diretta-
mente fino alla sorgente jonica; inoltre, esse hanno mo-
desta interazione con la miscela eluita, Questi due fat-
tori si rifiettono in un aumento della capacitd di rile-
vamento (abbassamento della soglia di silevabilitd) del
sistema combinato G.C.-M.S. Oggi, I'impiego di tali
colonne ed un miglioramento generale del disegno delle
sorgenti ioniche e dei filtri di massa, dei sisterni d'alto
vuoto, dell’elettronica e dei rivelatori, permettono di
considerage il limite di rilevabilitd di 10715 g come un
obiettivo concretamente perseguibile e, probabilmente,
realizzabile in un prossimo futuro. Attualmente sono
gid pote determinazioni escguitc mediante le tecniche
S.LD. nell'intervallo 1015 - 10712 g.
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Identificazione di alcaloidi minori
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in campioni commerciali di colchicina

M. A. IORIO (), A. MAZZEO FARINA (s), G. CAVINA (z) ¢ L. BONIFORTI (})

(4) Laboratorio di Chimica del Farmaco (b) Laboratorio di Tossicologia, Istituto Superiore di Sanité, Roma

L’esame cromatografico (T.L.C.) di campioni com-
metciali di colchicina, provenienti da fonti diverse
(Aldrick o Fluka Chemical Co.), ha messo in cvidenza
la presenza di tracce di altre tre sostanze, probabil-
mente alcaloidi a struttura colchicino—simile, che in
tutti i sistemi eluenti provati si spostavano pil lenta-
mente della colchicina.

Un concentrato di impurezze ¢ stato ottenuto cti-
stallizzando la colchicina commerciale da acetato di
etile e concentrando parzialmente a pil riprese le acque

I

Y

O

Oz
OB

¥

tFig. 1. - T.L.C. su Stratoctom SI F 254 (C. Erba) del residuo

delle acque madri di cristallizzazione. I, CHCly-MECO-EtgNH

(5040-10); II, CHCl,-MeOH-NH,OH (90 :9:1). Visualizza-

zione alla lampada UV, 254 nm. La macchia 4 corrisponde
alla colchicina

madri di cristallizzazione in modo da ottencre ulte-
tiore separazione di colchicina, Il residuo finale da il
cromatogramma illustrato in Fig. 1.

Per poter valutare il contenuto originale di questi
alcaloidi minori nella colchicina commerciale & stata
utilizzata la cromatografia liquida (H.P.L.C.) nelle con-
dizioni sperimentali illustrate in Fig. 2. In queste con-
dizioni I’alcaloide 1 non veniva eluito; usando un
solvente pilt polare come cloroformio contenente il
10}, di metanolo, ed operando in isocratico, il suo
tempo di ritenzione era di 8,1 min. La corrispondenza
dei picchi in H.P.L.C. con le macchie in T.L.C. &
stata ottenuta sia iniettando campioni degli alcaloidi
isolati per verificarne il tempo di ritenzione, sia addi-
zionando gli stessi, separatamente, alla colchicina com-
merciale e verificando 'aumentata intensitd del picco
corrispondente. 11 contenuto degli alcaloidi minori nella
colchicina commerciale risultava di circa il 6 9%.

In Fig. 2 & anche riportato il tempo di titenzione della
f-lumicolchicina, un alcaloide che si ritrova nelle solu-

l & 22.32(93.9%)

M

3 22.84(29%)
/

13648 20018

\\‘ {0.34‘.{ . (/(/ )
+

T 1 1 T T T T

4 8 12 16 20 24 28
Tfempo (min)

Fic. 2. - Separazione per HLP.L.C. (Hewlett-Packard 1084,
colonna Lichtosorb $i-100 Merck) di alcaloidi minori in campioni
commerciali di colchicina (10 pg in 50 pl di cloroformio) con i
tempi di titenzione e le arce percentuali. Fase mobile: (A), clo-
roformio saturo d’acqua, prelavato tre volte con acqua per allon-
tanare l'etanolo usato come stabilizzante; (B), lo stesso clorofor-
mio contenente 5% di metanolo ¢ in pik lo 0,2-0,3 % di acqua
per completare la saturazione, Il gradiente inizia da A con il 10%
di B per arrivare al 100 % di B in 20 min, seguito da un isocra-
tico di 10 min e da un ritorno alle condizioni iniziali e di ricon-
dizionamento di 20 min, Lunghezza d'onda del rivelatore fissa
a 254 nm, flusso 1 ml/min

2 26.48{13%)

=] ’——> inizie Risposta del ritevatore
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Fic. 3. — Trasformazione fotochimica della colchicina in B-lumicolchicina per esposizione di una soluzione 6,6 X 10~6 M di colchicina

in etanolo, in beuta di quarzo sotto agitazione magnetica, ad una sorgente di madiazioni UV (5 lampade Sylvania 15 W Black light bluc)

a 15 cm di distanza. T.L.C. (Stratocrom $I F 254, C. Erba): R, I, colchicina: 0,48; B-lumicolchicina: 0,70. Ry II, colchicina: 0,60;
fi-lumicolchicina: 0,70, La vy-lumicolchicina pud essere differenziata dalla f- in questi sistemi cluenti

zioni di colchicina conservate alla luce diurna e che
si forma per trasposizione fotochimica dell’ancllo tro-
polonico della colchicina [1]. Tale trasformazione alla
luce indiretta & molto lenta; irradiando invece una
soluzione diluita di colchicina {10-5 M) con una forte
sorgente ultravioletta, la sua trasformazione & molto
rapida ¢ 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
preparau sono state effettuate in semioscurita,

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

La struttura chimica dei tre alcaloidi isolati & 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 alealoidi si differenziavano solo nel diverso
sostituente lepato all’azoto ammidico nella catenz late-
rale in C-7. Lo spettro di massa della colchicina ¢ la
sua interpretazione sono stati precedentemente ripor-
tati [2). La colchicina e gli alcaloidi 2 ¢ 3 danno lo
ione molecolare (Fig. 4) che pud 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
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regione delle basse masse, dove il picco caratteristico
pet la colchicina & mjz 43 (COMe), per 2 mjz 31 ¢ per
3 nessun picco di particolare intensith. L'alcaloide 3,
MT 385, & stato identificato come N-formil-deacetil-
colchicina, un alcaloide molto noto [3,4) che si ritrova
nelle stesse piante che producono colchicina.
Llalcaloide 2, M™* 415, ¢ risultato essere un nuovo
alcaloide, mai isolato da piante del genere eolchico,
che si differenzia dalla colchicina per la catena late-
tale in C-7 NHCOCH,OH, invece di NHCOCII,.
Questo gruppo glicolico € responsabile del frammento
m/z 31 che compare nello spettro di massa di 2 (Fig. 5);
che esso sia dovuto al gruppo CH,OH ¢ stato confer-
mato iniettando nello spettrometro di massa una sofu-
zione di 2 in CDCl; con una gocecia di acqua deute-
rata. Nello spetiro & comparso anche il picco 2 m/fz
32 dovuto allo scambio dell’idrogeno del gruppo ossi-
drilico con deuterio ¢ inoltre il picco molecolare ed i}

picco a 387 (M*-CO) sono stati fiancheggiati da due
picchi, maggiori di una o due unitd di massa, dovuti
al parziale scambio con deuterio sia dell’OH che dell'NH
ammidico. '
L’alcaloide piu polare 1 ha lo stesso ione molecolare,
M* 415, di 2, ma un diverso andamento di frammen-
tazione (Fig. G), il che indica che le variazioni strut-
turali rispetto alla colchicina non risiedone pid nella
catena laterale ma in un’altra posizione del sistema tri-
ciclico. Dal tipo di frammentazione ottenuto un gruppo
OH dovrebbe essere presente nell’ancllo B, Olire ai
processi di frammentazione, notati precedentemente,
lo ione molecolare per perdita di HyO e CO dava un
picco a mjz 369. Dal suo punto di fusione, 169-171¢
dec. (da acetato di etile}, corrispondente a quello ripor-
tato per il f-G-idrossicolchicina, si pud ipotizzare che
si tratti dello stesso alcaloide isolato da Santavy dal

C. Latifolium [5}.
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Purificazione dell’acido folinico

cAun. st Super. Samita
Vol. 18, N, 4 (1982), pp. 675-676

mediante cromatografia preparativa ad alta efficienza

p. CELLETTI

Laboratorio di Ricerche  Analitiche, SIGMA T AU, Pomezgia,

PREMESSA.

E 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
nunlerose prove effettuate non hanno fornito risultati
soddisfacenti, si & reso necessario Vuso della tecnica
cromatografica preparativa anche in considerazione del-
l’alto costo della materia prima, Inoltre, esiste la neces-
sita di dover disporre di standard di lavoro ad elevate
purezze nel pit 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 689, come calcio folinato pentaidrato.
Dal cromatogramma analitico, si notano 4 gruppi di
sostanze, come si vede dalla Fig. 1,

80 «
604
40-

20 -

O =N e . - el

P, 1. -~ Cromatogramma analitico di un lotto di folinato di
calcio pentaidrato a titolo 66 %. Oltre al picco del folinico st
nota la presenza di 4 gruppi sostanze individuate come %, B, ¥, 8

le percentuali di impurezze sono calcolate rispetto
all’area totale, anche in considerazione del fatto che
Bl spettri delle impurezze sono qualitativamente simili
allo spettro del folinico. Inoltre, Ia somma delle impu-
rezze ¢ complemento ai titoli riscontrati,

PROVE PRELIMINARI

Tabella 1.

1) Fase normale:
Licroprep [5-25 u (100 gk
Butanclo: acido acetico: acqua = 70: 20: 0.
I prodotti vengono eluiti col fronte del solvente.
2) Fase inversa:
Licroprep RP~8 5-20 u (100 g);
Acqua: acetone = 99: 1,
Separazione buona.
3) Fase inversa:
Lictoprep RP-8 5-20 (200 g);
== 99.5: 0,5,

Acqua: acetone

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

Non & stato possibile adottare la fase mobile usata
in analitica, perché in essa il folinico non & sufficiente-
mente solubile,

PROVE DI PURIFICAZIONE.

Tabella 2.

Condizioni

Fase stazionaria .......... Licroprep RP-8 5-2C p (200 g)

Pressione di impaccamento  8-10 bar
Fase mobile ......... ... acqua alle 0,5 95 in acetone
Pressione fase mobile .... 6-8 bat

Flusso «v..ovvvviennao... 16--12 mb/min

Detector ............... LR. (solo in un caso si & usato
il doppio rivelatore LR.—
Uwv.)

Sensibilitd ............... 6432

e - — P
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2 g di materia prima al 67 %, (pari a 1,34 g di foli-
nico puro), disciolti in circa 10 mi di fase mobile e fil-
trati, sono stati inicttati e sono state raccolte frazioni
da 20 ml usando il doppio detector, ottenendo il cro-
matogramma di Fig, 2

e

Fi6. 2. - Cromatogramma preparative del folinato di ecalcio
pentaidrato con doppio tivelatore a Indice di rifrazione e Ultra
violetto A 254. Sul grafico sono segnate le varie frazioni da 20 ml
che successivamente sono state riunite, concentrate ed analizzate

Tutte le frazioni sono state cromatografate su strato
sottile, opportunamente riunite, tirate a secco € tito-
late mediante H.P.L.C. e titolo microbiologico. Fino
alla frazione 14 il folinico & risultato assente (Tab. 3),
mentre si sono avuti i titoli di 659, per le frazioni
15-19 (689, H.P.L.C. e 62°] microbiologico), 80 %,
per le frazioni 20~26 ¢ 989, per le frazioni 2740
{H.P.L.C. e microbiologico).

Tabella 3.

Frazione 4-10 .... mg 189 Folinico assente

Frazione 11-14 .... mg 116 Folinico assente

Frazione 15-19 .... mg 241 68 9%, H.P.L.C, -62 %, M.B.
Frazione 20-26 .... mg 500 80 °; H.P.L.C. - 77 %, M.B.
Frazione 2740 .... mg B67 98 °, HP.L.C. e M.B.
Frazione 4160 .... mg 24 Folinico assente

Frazione 61-80 .... mg 12 Folinico assente

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

Tabela 4.
T 77T prodomo Purificatl Purlficati  Purificati
ANALISI ini:i'ale dsn-f g daoﬁ g daoﬁ g
0 70 o By
Titolo MB. ......... 68 %8 98 9

Titolo H.P.L.C. ...... 56 99 96 92

Per abbreviare | tempi, tra una iniezione e Yaltra si
& lavata la colonna con circa 100 ml di T.H.F. all’80 9,
riuscendo cosi a portare a termine 3-4 cicli nell’arco
della giornata lavorativa.

Sulla stessa colonna, & stato possibile effertuare fino
a 5 iniezioni anche in 2 giorni diversi, Le rese sono
risultate oscillanti tra 65 ¢ 729,

6 | |

8g
L

F1c. 3. - Comparazione di cromatogrammi preparative con rives
latore a Indice di rifrazione, all’aumentare della carica: 1-4-6-8
grammi rispettivamente
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FiG. 4. - Cromatogsammi analitici del prodotto purificato, Al
variare della carica iniziale, 4-6-8 g rispettivamente, diminuisce
la purezza del prodotto ottenuto

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

Considerata conclusa la fase di messa a punto, € stata
eseguita una seric di purificazioni su vari lotti.

Tabella 5.

STRUMENTAZIONE:

H.P.L.C. Analitico ....... Waters pompa 6000 - rivela-

tore 440 a » = 254 nm

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

LR, o Knauer

UV e Beckman LC 25
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Esempi di criteri di purezza di farmaci steroidei
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Sanita, Roma; (¢) Ospite presso I'Istituto di Fisiologia Generale dell’Universita degli Studi, Roma

Gli esempi che qui si riportano sono due, per 1 quali
si utilizza la stessa metodica di base, un procedimento
di H.P.L.C. su colonne di acido silicico da 100 5 pum,
eluizione a gradiente da CHCl, esente da alcool, sa-
turo di acqua, a CHCl, esente da alcool, saturo di acqua
con il 5% di MeOH, miscela questa resa anch’essa
satura di acqua (gradiente lineare di 20 min, Ausso
1 ml/min con adeguate ricondizionamento della co-
lonna),

Il primo esempio riguarda la possibilitd di mettere
in rilievo profonde alterazioni anche in una miscela
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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 459). Il procedimento
di H.P.L.C. da noi studiato consente di ottenere una
buona separazione per i principali corticosteroidi natu-
rali, come ¢ illustrato nella Fig. 1, e di determinare
singolarmente il titolo di clascun corticoide [1].

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

-
g 3

b ® . T
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Fig, 1. - Cromatogramma di una miscelz di corticosteroidi di riferimento. 20 pg in 100 pl. - Cofonna: LiChrosorb $i-100/10 pm, — Flusso:

1 ml/min; Gradiente: A) Cloroformio esente da etanolo, saturo di acqua e B) 5% metanolo ¢ 0,3 % di acqua nello stesso solvente, li-

nedre da 109% di B in 4 a 100% di B in 20 min seguito da 10 min di isocratico con 100 ¢, di B ¢ ritorno 2 10% di B in 5 min;

Velocitd della carta: 0,5 cmjmin; A#fennazgione: 28 :1 cm = 256 % 10—4 A U. La successione dei picchi ¢ la seguente (t.r, in min): 9,35

min: desossicorticosterone; 12,70 min: 11-deidrocorticosterone; 14,45 min: 1i-desossicortisolo; 15,79 min: corticosterone; 18,20 min:
cortisone; 19,77 min; aldosterone; 21,28 min: sconosciuto; 23,94 min: cortisolo
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liofilizzata ¢ di 889,6 pgffala con il metodo dell’assor-
bimento nell’U.V.; il contenuto in singoli corticoste-
roidi risultante con il nostro metodo cromatografico &
riportato in Tab. 1. Inizialmente il totale era 187,21 9,
sul trovato U.V. (889,6 pg) e dopo I'esperimento scen-

Tabella 1, — Valwtazione del contennto in corticosteroidi di
una preparagione farmacentica di - estratio  corticoswrre-
nale fofifigzate.

STEROIDE Contenuts d?pg‘;';“;‘;_
g iniziale . s
™ e
11-deidrocorticosterone ......... 124,70 —
LI-desossicortisole ............. 15,178 —
Corticosterone .. .. ....oovvin..s 185,64 183,38
Cortisone -.....v.ocuniiieannis 122.35 —-
Aldosterone ....vvon.s Ve 14,53 —
Idrocortisone . o.oovvivearnranen 302,84 30,88
ToOTALE 775,84 214,26

deva al 24,08 9. 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 'entith della trasforma-

12.68

16.19

24,31

t
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26.738

zione (corticosteroidi U.V. assorbenti totali 578,75 ug
su B889,6: 65,09 ; B.T. totali 200,64 ug su 900,5;
22,28 %).

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

L’applicazione del nostro procedimento di elui-
zione a gradiente al problema analitico indicato ¢ mo-
strata nella Fig. 3 (cromatogramma ottenuto con 1060 pg
di idrocortisone). Limitando al momento attuale le
nostre considerazioni alla individuazione dei picchi
ed al confronto dei due procedimenti cromatografici,
si pud affermare che questi consentono una valutazione
pressocché paraliels delle impurezze presenti in questo
campione di steroide, come risulta dai dati presenti
neila Tab. 2.

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

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

44,91
483.89
%8B
1ARARA

Fic. 2. - Cromatogramma di un Estratto corticale liofilizzato dopo la prova di stabilita accelerata, Candizioni di analisi come in Fig. 1.
Si nota la scomparsa pressoché totale dei picchi del cartisone, cortisolo, aldosterone; si nota il picco 2 16,19 min identificato per cortico-
sterone, relativamente stabile

\
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Fic. 3. - Cromatogramma di un campione di Idrocortisone; 100 ug in 50 ul. Condizioni di analisi come in Fig. 1, ma con attenua-
zione 27:1 ecm = 128 x 104 AU. colonna S5i-100 5 pm, Per la valutazione orientativa dei picchi sccondari ¢ per la correlazione
con la T.L.C. vedi Tab. 2

basse o profilo non integrabile), in tal caso conducendo
ad un miglioramento artificioso del titolo del prodotto
{se si lavora in area 9,). In secondo luoge, occorre
tenere conto della rivelabilitd della sostanza (assorbanza
nelP’U.V, nel caso pit generale di uso di un rivelatore
di assorbimento ottico nell’U.V.) e della linearita della
risposta del rivelatore nell’U.V.: bisogna tenere conto
ancora delle caratteristiche deil’integratore, se questo

¢ in dotazione. Si fa osservare che esisterd facilmente il
rischio di una disparitd di capacitd di valutazione nel
fare 'area 9, fra il picco principale vicino al 1009
ed i picchi minori compresi attorno all’l %, ed allo
0,1 9;. Converrd, per una valutazione orientativa con
questo procedimento, scegliere un valore di quantitd
di campione da iniettare, per il quale la risposta del
sistema rivelatore-integratore sia lineare nell’intervallo

Tabella 2. — Osservazgioni sulle prove di purezza con steroidi (campione: idrocortisone F.U.).

Plechi considerati

LIVELLO INIEZIONE py—e o T ndonl e
He Numero rea % corrjspondenti

Tr. min. Aren % cchi
o battute rea % co:::ideud

100100 pl oot s 14,24 25.240 0,407 0,410 0,41 (tracce)
19,24 19.520 0,315 0,317 0,32 (cracce)
12,40 15.780 0,255 0,256 0,27 (< 0,5 %

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

27,17 53.700 0,866 0,872 0,15 (0,5-1 %)

! 32,86 154,500 1,492 2,510 0,12 (1-2 %)

— 6.154.740 99,269 99,998 —_
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da 1 a 1000 per avere risposte ottimali in accuratezza
{p. es., battute da 1000 a 1.000.000 o da 10.000 a
10.000.000),

b) Procedimenti di calcolo dei titoli del campions ¢
delle impurezze. Al punto 4) si & 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 del composto principale contro uno standard
puro ed ufficialmente definito, mediante procedimenti
vsuali (standard esterno o interno) ¢ quindi per diffe-
renza la somma delle impurezze (procedimento simile
a quello del Single Sterold Assay dell’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-
ritd della risposta e di magpior accuratezza di valuta-
zione (procedimenta simile a quello adottate dalla
F. Eur. nei confronti in T.1L.C.). La condizione jdeale
sarebbe quella di conoscere esattamente la natura di

tutte le impurezze, di poter disporre di esse ¢ quindi
sarebbe possibile riferite un campione ad una miscela
standard in cul entrano le varie impurezze, che ven-
gono cosi valutate singolarmente e pil accuratamente
in base alie loro assorbanze specifiche che possono
essere molto diverse da quella del composto princi-
pale, come possono essere le lunghezze d’onda det
massimi d'assorbimento. Occorre gquindi fissare la o
le lunghezze d’onda alle quali operare con il rivela-
tore spettrofotometrico o forzatamente con quello a
fissa. A tutto cib deve essere fatta una necessaria pre-
messa: al discorsc quantitativo, al quale & é posto
Paccento, deve essere sempre fatto precedere quello
qualitativo, o di individuazione dei compasti apparen-
tati, che potrd richiedere una pluralitd di condizioni
operative cromatografiche, la quale dovrebbe compren-
dere almeno un sistema cromatografico a fase diretta
¢d uno a fase inversa. La pluralitd & necessaria anche
per escladere 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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