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L
a cromatografia preparativa è

costituita da un insieme di tecni-

che per la preparazione di

numerosi composti purificati,

principalmente nel campo dell’industria far-

maceutica e in altre aree delle scienza della

vita. La teoria alla base del processo è oggi

ben compresa come dimostrato dall’accu-

rata modellizzazione di un’ampia varietà di

diverse condizioni sperimentali e dall’eccel-

lente accordo molto spesso osservabile tra

predizione del modello e dati sperimentali.

La strumentazione disponibile sul mercato

è adeguata per moltissimi scopi pratici (da

scala di laboratorio a scala industriale) e lo

sviluppo di nuove separazioni può essere

considerevolmente aiutato mediante simu-

lazioni al calcolatore. Inoltre, sono dispo-

nibili tecniche efficienti di preparazione di

colonne cromatografiche preparative e

materiali adsorbenti caratterizzati da pre-

stazioni sempre più elevate. Scopo di

questo breve report è la discussione dei

principi fondamentali della cromatografia

non-lineare nel semplice caso di un siste-

ma a un solo componente e di isoterma

di tipo Langmuir.

Cromatografia analitica 
e preparativa
Come discusso nella Parte 1, scopo della

cromatografia analitica (o lineare) è la sepa-

razione di miscele complesse per identifi-

care e quantificare (attraverso curve di cali-

brazione) i componenti della miscela. Una

volta che i segnali corrispondenti ai diversi

Utilizzando il modello ideale di cromatografia non-lineare e la teoria delle caratteristiche 
per la risoluzione delle equazioni differenziali, si dimostra l’effetto della termodinamica

del processo di adsorbimento-desadsorbimento (tipo di isoterma di adsorbimento) sulla forma 
dei picchi cromatografici in condizioni nonlineari.
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analiti sono stati determinati, il materiale è

eliminato. Questo può determinare l’uso di

semplici detector (UV, FID, ecc.) oppure

l’uso on-line di detector più sofisticati

(masse multiple, NMR, ecc.). La cromato-

grafia preparativa (o non-lineare) punta

invece all’isolamento di quantitativi elevati

di composti puri per un loro utilizzo suc-

cessivo. Nel momento in cui un chimico ha

la necessità di recuperare anche una pic-

cola frazione di un composto da una

miscela complessa, esso si trova di fronte

alla necessità di iniettare grandi volumi di

campione. Facendo così, insorgono una

serie di problematiche nuove. I tempi di

ritenzione e le forme dei profili di banda

dipendono fortemente dal volume iniettato

e dalla concentrazione del campione. I cro-

matogrammi diventano complessi aggre-

gati di bande di forme particolari che sem-

brano interagire con altre bande a loro vici-

ne quando aumenta la quantità di campio-

ne iniettato. Questo avviene perché i mec-

canismi di ritenzione non sono mai lineari

o indipendenti. L’ammontare di un com-

posto adsorbito in fase stazionaria dipen-

de infatti non solo dalla sua concentrazio-

ne in fase mobile ma anche da quella di

tutti gli altri composti presenti nella misce-

la (altri analiti, additivi della fase mobile,

ecc.). La relazione funzionale che esprime

la dipendenza della concentrazione di un

generico composto in fase stazionaria, qi,

dalla sua concentrazione in fase mobile,

Ci, e da quella di tutti gli altri composti pre-

senti (C1, C2,… Cn) è detta isoterma di

adsorbimento:

(1)

Il non aver compreso l’importanza della

forma dell’isoterma (e del suo carattere

competitivo) sta alla base degli iniziali

insuccessi del processo di scaling-up della

separazione da condizioni lineari a condi-

zioni preparative.

Teoria della cromatografia 
non-lineare
Esistono numerosi modelli di cromatogra-

fia non-lineare che, a seconda del grado

di sofisticazione, possono tenere conto di

diversi fenomeni che intervengono in una

separazione cromatografica (trasferimen-

to di massa in fase mobile e fase stazio-

naria, diffusione bulk e diffusione intra-

particelle, cinetiche dei processi di adsor-

bimento-desadsorbimento). Tutti questi

modelli sono comunque basati su un’e-

quazione differenziale di bilancio di

massa che descrive in uno strato infinite-

simo di colonna l’accumulo in fase sta-

zionaria e fase mobile dovuto a convezio-

ne e diffusione. Nel semplice caso in cui

si ammetta che il sistema si trovi in uno

stato di equilibrio (quando le resistenze al

trasferimento di massa risultano di lieve

entità e il raggiungimento dell’equilibrio

tra q e C è estremamente veloce), questa

equazione si scrive:

(2)

dove t e z rappresentano rispettivamente

il tempo trascorso dall’iniezione del cam-

pione in colonna e la distanza di migrazio-

ne della banda; F è definito dal rapporto

tra il volume di fase stazionaria e il volume

di fase mobile (Vs/Vm); u è la velocità linea-

re della fase mobile e DA il cosiddetto

coefficiente apparente di dispersione che

viene valutato in condizioni lineari e tiene

conto di tutti gli effetti che portano all’al-

largamento di banda (DA = Hu/2, essendo

H la cosiddetta altezza equivalente a un

piatto teorico). Il corrispondente model-

lo di cromatografia è detto di equilibrio-

dispersivo.

Nel modello ideale di cromatografia non-

lineare i trasferimenti di massa tra fase

stazionaria e fase mobile sono istantanei

e non c’è dispersione assiale. Sotto que-

ste ipotesi, dall’Eq. 2, si ottiene:

(3)

che dal punto di vista matematico ha la

proprietà di propagare discontinuità di

concentrazione (vedi oltre). Malgrado

l’apparente semplicità del modello rap-

presentato dall’Eq. 3, la sua importanza

per comprendere gli effetti della non-

linearità dell’isoterma di adsorbimento

(termodinamica del processo) sulla forma

dei picchi cromatografici è fondamentale,

dal momento che ogni effetto cinetico

viene trascurato. Un semplice riarrangia-

mento dell’Eq. 3 consente di scrivere:

(4)

oppure:

(5)

che indica (equazione di continuità) che

una data concentrazione di fase mobile si

muove a una velocità di migrazione

costante uz:
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(6)

La velocità di migrazione dipende esclusi-

vamente dalla concentrazione C cui è

associata e dalla curvatura locale dell’iso-

terma. In altre parole la velocità con cui si

propaga ciascuna concentrazione entro la

colonna è costante: il punto che rappre-

senta questa concentrazione nel piano

(t,z) si muoverà lungo una linea retta chia-

mata, nel linguaggio delle equazioni diffe-

renziali, caratteristica.

Si supponga per semplicità di avere un

sistema a un solo componente con un’i-

soterma di tipo Langmuir:

(7)

dove a e b rappresentano rispettivamente

la pendenza dell’isoterma a diluizione infi-

nita (costante di Henry dell’adsorbimento)

e la costante di equilibrio del processo di

adsorbimento-desadsorbimento. 

La Figura 1 riporta un tipico andamento di

isoterma langmuiriana. Nel caso di isoter-

ma di tipo Langmuir, l’Eq. 6 afferma che le

concentrazioni maggiori si muoveranno

entro la colonna cromatografica a una

velocità più elevata delle concentrazioni

minori. Infatti, il termine δq/δC (dq/dC nel

caso di sistema a singolo componente)

diminuisce all’aumentare della concentra-

zione quando l’isoterma presenta una cur-

vatura come quella riportata in Figura 1:

(8)

Fisicamente questo è dovuto al fatto che

quando si considera un’isoterma di tipo

Langmuir si assume implicitamente un

modello di adsorbimento in cui il soluto,

all’aumentare della sua concentrazione,

occupa progressivamente la fase stazio-

naria formando un monostrato. Dal

momento che la quantità di materiale

adsorbente entro la colonna è finito,

all’aumentare della concentrazione iniet-

tata diminuirà la frazione di fase staziona-

ria libera (su cui il soluto può adsorbirsi) e

conseguentemente il tempo che il soluto

potrà trascorrere sul mezzo adsorbente.

Il semplice uso dell’Eq. 6 consente poi di

comprendere come evolve un impulso di

concentrazione iniettato dentro una

colonna cromatografica a causa della ter-

modinamica del processo come è grafi-

camente dimostrato in Figura 2. In questa

figura, L indica la lunghezza della colonna

mentre il profilo di iniezione è rappresen-

tato sul piano (C, t) a z=0. Considerando

un’isoterma di tipo Langmuir, le concen-

trazioni più alte si muoveranno più velo-

cemente delle basse concentrazioni. In

Figura 2 si sono usati colori diversi per

indicare diverse caratteristiche, cioè velo-

cità proprie di diverse concentrazioni

(stessi colori utilizzati per le rispettive

concentrazioni in Fig. 1).

Si confronti, ad esempio, la minore pen-

denza sul piano (z/t) delle rette colorate in

verde corrispondenti alla concentrazione

C2 rispetto a quelle della rette colorate in

rosso per la concentrazione C1 (C2>C1).

Un fronte del profilo di iniezione (che va

da C=0 fino a Cmax) tenderà a creare una

discontinuità di concentrazione, detta

shock, dal momento che non è fisica-

mente possibile che concentrazioni più

veloci (associate a concentrazioni più

alte) superino entro la colonna concentra-

zioni più lente (proprie delle concentrazio-

ni più basse). Considerando la Figura 2,

un punto di discontinuità si origina quan-

do la caratteristica rappresentata in verde

(che corrisponde a una concentrazione

maggiore) sul fronte del profilo interseca

la caratteristica blu (associata a una con-

centrazione minore) o quella rappresenta-

ta in rosso. Matematicamente, questo è

possibile essendo l’Eq. 3 in grado di pro-

pagare discontinuità. Superato il massi-

mo del profilo di iniezione (Cmax), entre-

ranno in colonna concentrazioni progres-

sivamente decrescenti che si muoveran-

no a velocità sempre minori. Questo

genera il cosiddetto lato diffuso, rimanen-

do le concentrazioni più basse progressi-

vamente distanziate dalle concentrazioni

più alte. Ragionando in termini di caratte-

ristiche la linea blu non intersecherà mai

la linea verde.

Nel caso in cui l’isoterma presenti una

curvatura opposta a quella rappresentata

(isoterma detta di tipo anti-Langmuir),

considerazioni analoghe mostrano che

entro la colonna il lato diffuso si troverà

nel fronte del picco mentre la discontinui-

tà sulla sua coda.
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Fig. 1 - Isoterma Langmuir. C1, C2, Cmax
concentrazioni appartenenti al tratto non-lineare
dell’isoterma. La pendenza dell’isoterma alle
diverse concentrazioni è indicata in colori
diversi



Conclusioni
Il semplice modello di cromatografia idea-

le, assieme alla teoria delle caratteristiche,

consente di razionalizzare in modo sem-

plice e diretto le forme dei picchi croma-

tografici comunemente osservabili in cro-

matografia non-lineare nota la forma dell’i-

soterma di adsorbimento. La comprensio-

ne degli effetti della termodinamica del

processo rappresenta un passo fonda-

mentale per il corretto utilizzo dei sistemi

cromatografici in condizioni non-lineari ed

è alla base di ogni processo di ottimizza-

zione razionale di una separazione prepa-

rativa. In condizioni reali, ovviamente, gli

effetti cinetici possono avere un ruolo

importante: il concetto di shock viene

sostituito da quello di shock layer. In uno

shock layer, si instaura un equilibrio dina-

mico tra l’influenza della termodinamica

che tende a generare discontinuità di con-

centrazione e l’influenza della dispersione

assiale e delle resistenze al trasferimento

di massa che tendono a erodere e disper-

dere lo shock. Un’equazione del tipo Eq.

2 può essere risolta con metodi numerici

di calcolo, una volta che siano note l’iso-

terma di adsorbimento e le condizioni ini-

ziali (ovvero il profilo di iniezione) e al con-

torno (lo stato della colonna al tempo t=0)

del sistema cromatografico in uso.

Oggi sono disponibili numerose procedu-

re per la misura di dati di adsorbimento via

HPLC; alcune di esse (metodi numerici)

sono ottimizzati per utilizzare quantità

minime di composto per la determinazio-

ne di questi dati di equilibrio. In altri casi,

la quantità di materia necessaria per

misurare le isoterme può essere minimiz-

zata utilizzando sistemi micro (colonne

microbore o micro impaccate, HLPC

capillare). In tutti i casi, la simulazione al

calcolatore (basata su un’equazione del

tipo 2) rappresenta uno strumento fon-

damentale per lo studio della separazio-

ne e dell’effetto delle variabili sperimen-

tali sulle prestazioni cromatografiche in

termini di resa del processo, costi, tempi

di utilizzo, ecc. (si veda a titolo di esem-

pio la Figura 2 della parte I dei report di

cromatografia nonlineare).
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Fundamentals of Preparative Chromatography. 
Part 2: Nonlinear Chromatography Modeling
The use of the simplest ideal model of non-linear chromatography allows for a clear understanding of the effects due to the thermodynamics

of the adsorption-desorption process (namely, adsorption isotherm shape) on the empirical overloaded band profiles observed under

overloaded chromatographic conditions. The theory of characteristics is used to solve in a straightforward way the mass balance differential

equation describing the accumulation of material in an infinitely narrow slice of a chromatographic column.

ABSTRACT

Fig. 2 - Origine della discontinuità e del lato diffuso nel caso di isoterma Langmuir.
L: lunghezza della colonna. I diversi colori sono utilizzati per enfatizzare il fatto che concentrazioni
diverse si muovono a velocità diverse (caratteristiche) dentro la colonna a seconda della posizione che
occupano sull’isoterma (vedi Fig. 1). Si noti che è lo shock ad arrivare per primo al detector


