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Programma





AUA MAGNA, piazzaS. Marco, 4.

ore 10.00-10.30 Apertura XII Congresso Nazionale Chimica Analitica:
Saluto delle Autorita

Presiede: M. Mascini

ore 10.30-11.15 Conferenza Plenaria
A.Roda, P. Pasini, M. Baraldini, S. Girotti e A. M. Gioacchini
"I biosensorinella diagnosrica medica enell'analisiambientale: realta eprospellive"

ore 11.15-11.45 Pausacaffe

ore 11.45-12.30 Conferenza Plenaria
M.Forina
"II Ruolo della Chemiometria nella Chimica Analitica"

ore 12.30-13.15 Conferenza Plenaria
c Amatore
Ecole Nonnale Superieure - Parigi
"Applicazioni Biologichedi Ultramicroelettrodi"

ore 13.15-15.00 Intervallo

SESSIONE; SENSORLEBIOSENSORI

AULA UGO SCHIFF, viaG. Capponi, 9.

Presiede: G. Palleschi

ore 15.00-15.20 AI: R.Rella,D. Ferrara, G. Barison, L. Doretti e L. Lora
"Biosensore a microrganismi termofili per il monitoraggio difenoli"

ore 15.20-15.40 A2: M,Adami, L. Piras, M. Sartore, S. Fenu, D. Nardelli,
A. Sardi, M. Zunino e C. Nicolini
"Realizzazione di un immunosensorepotenziometrico per pesticidi basato
sul/a misura di potenziali redox"

ore 15.40-16.00 A3: G,E Pe Benedetto
"Costruzione "one-step"diun sensorebienzimaticomedianteimmobilizzazione
elettrochimica confilm di polipirrolo"

ore 16.00-16.20 Pausa caffe

Presiede: F. Palmisano

ore 16.20-16.40 A4: L M Moretto P. Ugo, C.R. Martin, G. A. Mazzocchin e P. Guerriero
"Ultrathin-film compositemembrane sensorfor nitrate electroanalysis"



ore 16.40-17.00 AS: AAmine , C. Cremisini, G. Palleschi
"Biosensore elettrochimico basato sugli enzimi invertasi e glucosio ossidasi
per la determinazione de/ mercurio, metilmercurio ed etilmercurio"

ore 17 .00-18.30 Visione Posters P l-P53

SESSIONE; CROMATOGRAFIA LMS

AUDITORIUM, viaG. Giusti, 23.

Prcsicde: P. G. Desideri

ore 15.00-15.20 BI: CG,Zambonin
"Isolamento ed identificazione medianteGC-MS di un nuovo metabolita de/la
anlirumorale5'-deos.si-5-fluorouridinanelsierodipazientiintra11amentochemi01erapico"

ore 15.20-15.40 B2: MVincenti, C. Minero, V. Maurino, E. Pelizetti e E. Dalcanale
"Chimica host-guest all'interfaccia gas-solido. Assorbimento e desorbimento
selettivo di composti organici all'interno di un dispositivo di purge & trap"

ore 15.40-16.00 B3: A, Cappiello, G. Famiglini e F. Bruner
"Recenti sviluppi nell'interfacciamento cromatografia liquida-spettrometria
di massa di tipo particle beam"

ore 16.00-16.20 Pausa caffe

Presicde: M. C. Gennaro

ore 16.20-16.40 B4: A Ra[Taelli.S. Pucci, R. Lazzaroni e P. Salvadori
"Sviluppo di una metodica per la determinazione rapida di tiourea
in acque refluemedianteFIA-APCI-SRM-MS-MS"

ore 16.40-17.00 B5: A Di Corcia, C. Crescenzi e R. Samperi
"Determinazione specifica dipesticidi e loro metaboliti in acque ambientali:
estrazione inJasesolidapermezzo di una cartuccia di GCB seguita da LCIMS
con interfaccia elellrospray"

ore 17.00-18.30 VisionePosters Pl-P53

r «.Gioved 2I Settembre:1995

AUDITORIUM, via G. Giusti, 23.

Presicdc: P. G. Zambonin

ore 9.00-9.45 Confcrenza plenaria
L Sabbatini
"Ruolo strategico delle spettroscopiedi superficie
nello studio di materia/i di interesse biomedico"



SESSIONE; CHEMIOMETR IA

AULA UGO Scarr, via G. Capponi, 9.

Presiede: S. Sammartano

ore 10.00-10.20 A6: M. Forina, G. Drava e C, Casolino
"Numero critico dicampioninel trasferimentodeglispettriinNIRSmediantePLS-2"

ore 10.20-10.40 A7: S. Pinzauti, P. Gratteri e S, Furlanetto
"Disegno sperimentale in eletrroanalisi e sueapplicazioni in campofarmaceutico"

SESSIONE; SPETTROSCOPIA

AULA UGO SCHIFF, via G. Capponi, 9.

Presiede: F. Magno

ore 10.40-11.00 A8: R,Benetti,G. Cecchet, S. Nidasio e P. Trincherini
"Deten11inazionedi UeTh a live/IidiultratraccemediantespetrometriaICP-MS-HR"

ore 1 1.00-11.20 Pausa caffe

ore 11.20-11.40 A9: 0, Senofonte, S. Caimi e S. Caroli
"Principi e possibilita delle scariche a bassa pressione in spettroscopia di
emissione atomica: alcuni esempi applicativi"

ore 11.40-12.00 AJO: L..Lllsili!
"Caratterizzazione analitica mediantemetodologie XPS-derivatizzazione
chimica difilmdi poli(o-fenilendiammina) elettrosintetizzati"

SESSIONE: CHIMICA ANALITICA AMBIENTALE

AULA UGO SCHIFF, via G. Capponi, 9.

Presiede: F. Pantani

ore 12.00-12.20 All: G Scarponj. C. Barbante, C. Turetta e P. Cescon
"Determinazione di ultratracce di piombo nella neve antartica
mediante voltammetria di ridissoluzione anodica"

ore 12.20-12.40 AI2: DDesideri, M. A. Meli, C. Roselli e C. Testa
"Messa a punto di un sistema di campionamento, preconcentrazione
e determinazione radiometrica de/ P-32 cosmogenico in campioni marini"

ore 12.40-13.00 AJ3: C. De Stefano, A. De Robertis, C. Foti, A, Gianguzza,
F. Marrone, M. Martino e S. Sammartano
"Tossicita e speciazione di composti organometallici in acqua di mare"

ore 13 .00-15.00 Intervallo



SESSIONE; CROMATOGRAFIA

AUDITORIUM, viaG. Giusti, 23.

Presiede: F. Bruner

ore 10.00-10.20 B6: C. Bocchi, M. Careri, F. Groppi, A. Mangia, B, Manini e G. Mori
"Sviluppo dimetodi cromatografici con diversi sistemi di rivelazione per
/'analisi di acidifenolici"

ore 10.20-10.40 Bl: MC Gennaro e D. Giacosa
"Separazione e determinazione di sostanzepsicotrope mediante RP-HPLC
con reagente ad interazione ionica in basidiomiceti del genere Amanita e in
angiosperme dei generi Lophophora e Trichocereus"

ore 10.40-11.00 BB: $ Ferraro,M. Mozzoni, P. Passamonti e F. Pucciarelli
"Determinazione analitica di ormoni vegetali in acqua di mare"

ore 1 1.00-1 1.20 Pausa caffe

Presiede: G. Piccardi

ore 11.20-11.40 B9: Fogaci, R. Seeber e D. Tonelli
"Determinazione della distribuzione di masse molecolari di polielettroliti
mediante cromatograjia di esclusione sterica. Il caso degli acidi umici"

ore 11.40-12.00 BIO: F. Bachechi, M. Flieger, A. Messina, A. L. Segre e M. Sinibaldi
"Enantioseparazione di acidi carbossilici mediantefasi stazionarie chirali
funzionalizzate can derivati di ergot a/caloidi"

ore 12.00-12.20 Bll: C, Baggiani, F. Trotta, G. Giraudi, A. VannieG. Moraglio
"Polimeri biomimetici a stampo molecolare: comportamento cromatografico
di un polimero legante la teofillina"

ore 12.20-12.40 Bl2: P Reschjgljan, D. Melucci, R. Valtancoli e G. Torsi
"Una tecnica analitica separativa per la caratrerizzazione di particolato
in dispersione:frazionamento in campo gravitazionale-flusso (GFFF) per
/'analisi dimensionale difasi stazionarie HPLC"

ore 12.40-13.00 BI3: S, Racan elli , M. Favotto, F. Messineo e B. Pavoni
"Campionamento ed ana/isi con GC-MS di ammine aromatiche
a live/lo di ultratracce in acque naturali e di rifiuto"

ore 13.00-15.00 Intervallo

SESSIONE; CHIMI CA ANALITICA AMBIENTALE

AULA UGO SCHIFF, via G. Capponi, 9.

Presiede: P. Cescon

ore 15.00-15.20 AI4: RRivaroe R. Frache
"Studio de/le variazioni stagionali dell'accumulo ede/la speciazionedi composti
organostannici in organismimarinimedianteHPLC-generazionedi idrri-ICPAES"



ore 15.20-15.40 AIS: V,Zelano,M. Ginepro, D. Gastaldi, S. Rizzi e G. Ostacoli
"Determinazione di sostanze organiche volatili
in acque potabili efluviali mediante GLC"

ore 15.40-16.00 AI6: M,Grotti,F. Contegno e R. Leardi
"Studio dei meccanismi di atomizzazione in presenza o meno dimodificatori di
matrice, nella determinazione ETA-AAS di tellurio in campioni ambiemali"

ore 16.00-16.30 Pausa caff@e

ore 16.30-16.50 All: M Pesavento, E. Baldini, A. Daconi, C. Riolo, T. Soldi e A. Profumo
"Determinazione di contaminanti in campioni alimentari e ambientali
per via immunoenzimatica: aflatossina BI e atrazina"

ore 16.50-17.10 Al8: M P Colombini, R. Fuoco, B. Muscatello e F. Marra
"lmpiego di materiali di riferimento nell'identificazione di leganti proteici
in manufatti pittorici antichi"

ore 17.30-18.30 Visione Posters P54-PJ07

AULA UGO SCHIFF, via G. Capponi, 9.

ore 19.00-21.00 Assemblea dei Soci della Divisione di ChimicaAnalitica

SESSIONE; ELETTROANALITICA

AUDITORIUM, via G. Giusti, 23.

Presiede: G. A. Mazzocchin

ore 15.00-15.20 B14: 0 Abonino, M. Aceto, E. Mentasti e C. Sarzanini
"Complessi metallo-legante in voltammetria di stripping catodicoadsorbitivo:
determinazione di meta/Ii in traccia"

ore 15.20-15.40 B15: T. R. I. Cataldi, D Centonze, I. G. Casella,
M. Martuscelli e V. Forastiero
"Rivelazione amperometrica in cromatografa liquida di a/ditoli e carboidrati
con un elettrodo modificato a base di rame(l) ossido disperso
in una matrice di grafite e polietilene"

ore 15.40-16.00 BI6: C,Macca
"La determinazione della selettivitd potenziometrica:
un nuovo indice di selettivitd"

ore 16.00- 16.30 Pausa caffe

Presiede: R. Guidelli

ore 16.30-16.50 BIT: P Pastore, F. Magno, M. M. Collinson e R. M. Wightman
"Simulazione diprocessidielettrochemiluminescenza prodotti da onde quadre
ad altafrequenza s1111/tramicroe/e11rodi. Ejfelli de/la caduta ohmica e de/la
costante di tempo di cella su potenziale, correntefaradica, capacitiva e luce"



ore 16.50-17.10 8/8· M A Baldo, S. Daniele eG.A.Mazzocchin
"Jmpiegodimicroelettrodi solidinel/'analisidipiombo erame incampionireali"

ore 17.30-19.00 Visione Posters P54-PI07

AULA UGO SCHIFF, via G. Capponi, 9.

ore 19.00-21.00 Assemblea dei Soci della Divisione di Chimica Analitica

as sVenerd) 22 Settembre 1995 »st

AUDITORIUM, viaG. Giusti, 23.

Presiede: E. Scarano

ore 9.00-9.45

ore 9.45-10.05

ore 10.30-13.00

ore 13.00

Conferenza Plenaria
A,Mangia
"Tecniche analitiche combinate in campo alimentare"

Pausacaffe

Presiede: A. Liberti

Tavola Rotonda:
"L'insegnamento della Chimica Analitica in armonia
con le indicazioni WPAC (Working PartyofAnalytical Chemistry)"

E,Dondi
"La chemiometria nell'insegnamento de/la Chimica Ana/itica"

GP Cartoni
"TecnicheanalitichemodernecombinateneinuoviprogrammideiCorsidiLaurea"

R.Fuoco
"L 'insegnamento della Chimica Analitica in campo ambientale"

L, Campanella
"Certificazione, materiali di riferimento, sensori"

E, Desimoni
"JI ruolodellaChimicaAnalitica neiCorsidiLaureade/settoreagroa/imentare"

Chiusura Congresso



+ PRIMA SESSIONE POSTER

MERCOLEDI20 SETTEMBRE

Pl R. Antiochia, A.D. Magri, G. Palleschi
Amperometric determination ofglucose, ethanol, lactate and b-hydroxybutyrate using a new
purified diaphorase co-immobilised with dehydrogenases on platinum electrode

P2 C. Armanino, S. Lanteri, L. Alberotanza
Unfolding PCA per lo studio delle determinazioni analitiche nelle acque de/la laguna veneta

P3 C. Baggiani, P. Colello, G. Giraudi, A.Vanni
Sviluppo di un metodo immunoenzimatico infase solida
per la determinazione del pesticidafenoxycarb

P4 E. Barbolani, M. Ferretti, R. Udisti
Variazioni del contemuto di alcuni nutrienti ed elementi in traccia
nelle cerchie annuali diPinus pinea L. in areemediterranee

PS V. Bartocci, R. Giovannetti, L. Alfei, M. Gusteri
Determinazione spettrofotometrica dimicroquantita di Hg(l l)
mediante complessamento con coproporfirina-1

P6 S.Becagli, R. Udisti, G. Piccardi
Datazione chimica di carote di neve campionate inAntartide

P7 S. Bellandi, C. Oppo, F. Pantani
Deposizioni atmosferiche a Va/lombrosa nel biennio 1993/94 in relazione a/le acque di nube

P8 C. Bocchi, M. Careri, A. Casnati, G. Mori, A. Raineri, R. Ungaro
Elettrodi ionoseletti con ionofori cali.x[4Jarene-triamidi

P9 L. Campanella, L. Aiello, C. Colapicchioni, M. Tomassetti
Determinazione di tensioattivi cationici mediante nuovi sensori (/SE ed ISFET);
applicazioni in campo ambientale efarmaceutico

PIO L. Campanella, G. Crescentini, S. Militerno
Risanamento mediantefotodegradazione di terreni inquinati da idrocarburi

Pll L. Campanella, G. Crescentini, M.P. Sammartino, Y. Su, M. Tomassetti
Un nuovo sensore a stato solido (ISFET) per la determinazione dell'acido salicilico
ed acetil-salicilico. Applicazioni in campofarmaceutico

PI2 L. Campanella, G. Favero, M.P. Sammartino, M. Tomassetti
Biosensori enzimaticiper la determinazione dipolifenoli e di solfito nei vini

Pl3 G.P. Carloni, F. Coccioli, R. Jasionowska, D. Ramires
Trattamento dei capillari per l'analisi elettroforetica delleproteine



Pl4 L. Ciavatta,M. Iuliano, R. Porto
Determinazione simultanea di aspirina, paracetamolo e caffeina in compresse di analgesico
mediante spettrofotometria UV

PlS A. Curulli, I. Carelli, 0. Trischitta, G. Palleschi
Sensori amperometriciper enzimi deidrogenasi ottenuti per ele11ropolimerizzazione
di monomeri organici e PQQsu elettrodi diplatino, oro e carbone

Pl6 G.E. De Benedetto, A. Tenore, F. Palmisano
Filmpolimerici elettrosintetizzati come efficienti barriere anti-inte,ferenziali in biosensori
basati su enzimi immobilizzati in un gel BSAIG/utaraldeide

Pl7

PIS

Pl9

P20

M. Del Carlo, M. Mascini
Sviluppo di un saggio immunoenzimatico elettrochimico perAroclor 1248

G. Favaro, M. Fiorani
Determinazione di tio/i d'interesse biologico-farmaceutico con elettrodo modificato
con coba/tofta/ocianina

M. Forina, S. Lanteri, C. de le Pezuela, A. Ruis
Automatic selection ofvariables in PLS, AVS-PLS

R. Fuoco, M.P. Colombini
Il controllo di qualitii dei dati analitici nella determinazione deipoliclorobifenili (PCB)
in campioni ambientali

P21 M. Grotti, R. Pantani, R. Leardi
App/icazione di metodi chemiometrici alla ricerca de/lo standard illlerno 011imale
per la determinazione di metallipesanti nei sedimenti, mediante ICP-AES

P22 C. Ianni, F. Daffi
Studio di una estrazione chimica selettiva di meta/Ii in tracce /egati a carbonati
nelpartico/ato marina, mediante analisi SEM-EDX, ETA-AAS e ICP-AES

P23 C. Locatelli, G. Torsi, P. Reschiglian, F. Fagioli, D. Melucci, N. Rossi
Nuovametodicaper la determinazionedelpiombo nelparticolato atmosferico inambiente urbano

P24 S. Lorusso, M. Genova, R. Mazzeo
Monitoraggio ombientale in musei e biblioteche

P25 M.Lucarini, G. Di Lullo, E. Carnovale
Alcune considerazioni sulla determinazione de/ ca/cio ionico nel latte

P26 L. Maggi, M.T. Valentini Ganzerli
Studio sulla possibilita di impiego del rodizonato di piombo
per la preconcentrazione ed analisi de/ radio in matrici ambientali

P27 C. Malitesta, F. Palmisano, P.G. Zambonin, D. Centonze
Caratterizzazione di un biosensore amperometrico della terza generazione
ottenuto per immobilizzazione eleurochimica de//a glucosio ossidasi su sali organici conduttori



P28 S. Mannino, M.S. Cosio
Determinazione di carboidrati in prodotti alimentarimediante campionamento con microdia/isi
ed HPLC con rilevatore amperometrico

P29 G. Marrazza, M. Mascini
Determinazione dell'acido ascorbico nel siero con un reattore enzimatico

P30 F. Masi, L. Lepri, P.G. Desideri
Trasporto di composti organiciall'interfaccia acqua di mare-atmosfera
durante i processi di aerosolizzazione

P31 F. Mazzei, F. Botre, G. Lorenti, E. Polise, F. Porcelli
Amperometric biosensorfor determination ofGABA

P32 M. Minunni, P. Skladal, T. Giersch, G. Guilbault, M. Mascini, B. Hock
Characterization ofmonoclonal antibodies: a comparison between ELISA method
and the biosensor technology

P33 L. Morselli, P. Olivieri, E. Grandi
lmeta/Iipesanti nelle deposizioni atmosferiche dry

P34 D. Moscone, L. Scarciglia, J. Korf
Dispositivo di campionamento sottocutaneoper la valutazionedel "profilo"dimetabolitidurante24 ore

P35 S.Palanti, G. Marrazza, M. Mascini
Realizzazionedi un sensoreperDNA voltammetrico basato su composti intercalanti elettroattivi

P36 I. Palchetti, A. Cagnini, M. Del Carlo, C. Coppi, M. Mascini
Determinazione di pesticidi inibenti l'attivita acetilcolinesterasica mediante biosensori
rea/izzati con e/ettrodi stampati. Ana/isi di campioni reali

P37 G. Papeschi, M. Del Carlo, N. Pratesi
Silver(I) and copper(/[) ion-selective electrodes based on electrolityca//y
plated chalcogenide coatingsfromHSeO, solutions

P38 P. Passamonti, F. Costantini, S. Ferraro, F. Pucciarelli
Cararrerizzazione del comportamento elettrochimico del catione trifenilstagno su HMDE

P39 G.Peatini, G. Loglio, S. Becagli
Tirolazioni porenziometriche di sistemi diprotici

P4o M.C. Pielrogrande, A. Felinger, F. Dondi
Valutazione dell 'efficienza di separazioni HRGC mediante 1111 metodo semp/ijicato
basato sull'analisi di Fourier

P41 B.M. Poli, G. Volpe, M. Mascini, G. Geri, M. Mecatti, P. Guidotti
Modificazione nel tempo di due indici di freschezza nella trota iridea (Oncorhynchus Mykiss)
mantenuta a diversa temperatura di conservazione

P42 E. Reisenhofer, G. Adami, P. Barbieri
Caratterizzazione chemiometrica di un sistema idrografico ipogeo del Carso triestino



P43 E. Reisenhofer, G. Adami, P. Barbieri, D. Rivetti, S. Predonzani
Indagini sulla qualita delleacque nell'alto Adriatico

P44 S.Ruggeri, M. Cappelloni, E. Carnovale
Mobilita del calcio e solubilizzazione dellafbra alimentare in semi di Phaseolus vulgaris

P45 V. Ruvolo, G. Cuffari, D. Puleo, N. Tirone
Effetti sull'ambiente conseguenti al dilavamento di pali in legno
trattati con sali a base di Cu, Cr, As (CCA)

P46 G. Sanna, G. Minghetti, R. Seeber, F. Laschi
Studio elettrochimico e spettroelettrochimico di composti organometallici di Pt/II)
con 2,2 '-bipiridine 6-aril e 6-arilalchilsostituite

P47 E. Sassi, E. Russo, F. Achilli, A. Fava, L. Barazzoni, S. Calissardi, M. DeCrema, A. Ponticelli
II control/a dei microinquinami organici nelle acque destinate al consumo umano secondo il
D.PR. n° 236188: ii mode/lo organizzativo de/ PM.P. dell 'A. U.SL. di Piacenza

P48 R. Udisti, E. Barbolani, S. Becagli, G. Piccardi
Studio deifenomeni correlati al global change da carote di nevato campionate in Antartide

P49 D. Uncini, E. Barbolani, R. Udisti, G. Piccardi
Campionamento sequenzialead alta risoluzione di singoli eventi piovosi.
Applicazione a piogge raccolte a Firenze

PS0 S. Vezzani
ldentificazione de/laJonte di provenienza in caso di inquinamento marino da idrocarburi

PSI A. Viola, A. M. Polcaro, S. Palmas
Procedura analitica HPLC inJase inversa per la determinazione degli intermedi
nella reazione di demolizione elettrochimica diJenolo e suoi derivati clorurati

PS2 G. Volpe, M. Mascini, B.M. Poli, G. Geri, M. Mecatti
Rea/izzazione di un biosensoreper la determinazione dellafreschezza delpesce

PS3 V. Zelano, M. Gulmini, P.G. Daniele, A. Torazzo, G. Ostacoli
Propriera Jeganti di un sedimentofluviale



SECONDASESSIONE POSTERT

GIOVEDI 21 SETTEMBREA#

P54 P. Abis, M. Caselli, L. Curri, A. Traini
Uso della cromatografiasu stratosottileada/tapressioneper ladeterminazionedeipoliclorobifenili

PSS F. Adani
Messa a punto di un procedimenro analitico per l'ottenimento e la purificazione
dellafrazione "umina"da substrati organici e suoli

P56 D. Atzei, D. De Filippo, G. De Filippo, A. Rossi
Caratterizzazione analitica di alcuni oli utilizzati quali lubrificanti di trafilatura

PS7 D. Atzei, D. De Filippo, B. Elsener, A. Rossi
Analisi XPS di leghe antimonio zinco

PSS M. Bao, K. Barbieri, D. Burrini, 0. Griffini, F. Pantani
Determinazione di composti odorosi in tracce nelle acque mediantemicroestrazione
egascromatograjialspettrometria di massa a trappola ionica

P59 A. Berloni, P. Palma, F. Bruner
Paragone tra il merodo gascromarografico EPA 515.J modiftcato
e quello per cromarograjia liquida nel/'analisi dipesticidi acidi in acqua

P60 M. Berrettoni, S. Zamponi, S. Sconocchia, R. Marassi
Sviluppo di una apparecchiatura per misure difluorescenza X in regime di riflessione totale
basata su un anodo rotante di 18 kWdi potenza

P61 G.G. Bombi, A. Tapparo
Carbossilati di alluminio in soluzione acquosa.
Studio de/ sistema Al(lll)IN-2-idrossietilimminodiacetatolH,O
mediante tecnichepotenziometriche e spettroscopiche

P62 F. Bruner, L. Lattanzi, P. Borghesi
Applicazionidi colonnecapil/ari de/ tipa GLOT (Graphitelayer Open Tubular) all'analisiambientale

P63 F. Bruner, A.R. Mastrogiacomo, E. Pierini, L. Sampaolo
Valtazione comparativa di Tenax e Carbone grafitato per ii campionamento
di sostanze organiche volatili in ambienti di lavoro

P64 F. Bruner, A.R. Mastrogiacomo
Valurazione di un nuovo tipo di nero di carbone grafitato
per ii campionamento di composti organicibasso-bollenti

P6S F. Bruner, M. Maione e F. Mangani
Una semplicemetodologia di campionamento e analisi di CFC nell'amosfera di zone remote.
Dati recenti relativi a campioni provenienti da Baia Terra Nova (Antartide)



P66 M.C. Bruzzoniti, E. Mentasti, G. Sacchero, C. Sarzanini
Elaborazione di un modello di ritenzione per analiti a diversa carica
in cromatografia di interazione ionica

P67 L. Campanella, C. Maggi, B.M. Petronio, A. Pupella
Elettroforesi in ambiente stabilizzatoper lo studio di meta/Ii in matrici solide

P68 S. Canepari, V. Carunchio, A.M. Girelli, A. Messina
Nuovometodoper la determinazione dell'attivita enzimatica dell'argininosuccinato liasi
mediante HPLC

P69 M. Careri, M. Dieci, A. Mangia, P. Manini, A. Raffaelli
Impiego della tecnica HPLC-MS con interfacce particle beam ed ionspray
nell 'analisi difosfolipidi

P70 M. Careri, R. Cilloni, A. Mangis, P. Manini, A. Raffaelli
Impiego di sistemi di ionizzazione infase liquida e gassosa
11e//'analisi di vitamine idrosolubili mediante HPLC-MS

P71 G. Carlucci, P. Mazzeo
Analysis ofdrugs in humanplasma by high-performance liquid chromatography:
a comparison ofdisc to cartridge solid-phase extraction

P72 M.A. Carsol, I. Pouliquen-Sonaglia, G. Lesgards, M. Mascini
Enzymatic determination ofglutathione using electrochemical sensor
basedon cobalt phthalocya11i11e screen-primedelectrodes

P73 G. Castello, G. Testini
Determinazione degli indici di ritenzione dei policlorodifenili
mediante serie di riferimento rivelabili con ECD

P74 G. Castello, S. Vezzani
Separazione ed identificazione mediante rapporti strutturalritenzione su colonne capillari
a diversapolarita di composti aromatici variamente sostituiti

P75 S. Chiavarini, C. Ubaldi, A.M. Caricchia, R. Morabito
GCIMSdetermination ofplanar PCBs in mussels

P76 C. Contado, G. Bio, F. Fagioli, F. Dondi, R. Beckett
Caratterizzazione diparticelle sospese in acque naturali mediante SdFFF-ICP-MS e AAS

P77 A. De Robertis, C. De Stefano, C. Foti, 0. Giuffre, S. Sammartano
Sulle capacita complessanti dell 'acido bemen-esacarbossi/ico

P78 A. De Robertis, C. De Stefano, C. Foti, A. Gianguzza, 0. Giuffre, S. Sammartano
Studioquantitativo sulle interazioni dell 'ATP con ammine edamminoacidi

P79 F. Federici, S. Marchese, M. Sinibaldi, A. Messina, M. Flieger
Enantioseparazione cromatografica su sea/a preparativa difenoprofen
mediantefasi stazionarie chirali basate su ergot a/caloidi



P80 M. Galletti, M. Kuneshka, I. Michetti, L. Testa
Determinazione del contenuto di Pb netpartice/laro atmosferico
raccolto in Antartide nel corso delle campagne 1989190 e I 990/9I

P8I L. Gambelli, P. Santaroni, L. Pizzoferrato
Determinazione tramite cromatografia a scambio ionico di sodio, potassio,
calcio e magnesio in prodotti lattiero-caseari

P82 A.M. Gioacchini, P. Bocchini, A. Roda, G.C. Galletti
HPLC-ES-MSdeldolcificanteartificialeaspartameeuso di un reattorefotochimicopost-colonna

P83 R. Giovannelti, V. Bartocci, G. Perotti, G. Rastelli
SeparazionediHg(ll) e Pd(ll) mediante estrazione con soluzioni benzeniche
di dibenzo-/8-crown-6

P84 C. Giovannoli, C. Baggiani, G. Giraudi, A. Vanni
Evidenza diproprietd leganti in una miscela oligopeptidica preparata
mediante una tecnica di polimerizzazione a stampo mo/ecolare

P85 C. Giovannoli, C. Baggiani, G. Giraudi, V. Leone, A. Vanni, M. G. Giuffrida
Studio de/le condizioni ottimaliper la mappatura
di un idrolizzato triptico di a-lattalbumina bovina per elettroforesi capillare

P86 M. Grassi, M. Moroni, A. L. Bandini, G. Gatti
Contributo della spettroscopia NMR multinucleare
a/l'ana/isi dell'interazione metallo pesante-humus

P87 V. Librando, M. Floridia
Selective solid-phase extraction and determination ofN-PAHs in thepresence ofPAHs
in the urban street dusts

P88 E. Magi, A. Rovelli
lmpiego de/la recnica accoppiata cromatografia liquidalspettrometria di massa
nella determinazione di composri a/chilsrannici in organismi marini

P89 F.Mangani, R. Cenciarini
Microesrrazione infase solida (SPMEJ confibre di silicefusa ricoperte di carbonegrafitato:
analisi GC eGC-MS dimicroinquinanti organici nell'aria ed in matrici acquose

P90 S. Materazzi, R. Curini, M.A. Orru', G. D'Ascenzo, A. Fraioli
Studio termoanalitico dell'interazione acqua-matrice ematica
e delle modificazioni indoue da anricoagulanri e/o patologie

P9I V. Maurino, C. Minero, M. Vincenti, P. Calza, E. Pelizzetti
Fotodegradazione del diossano mediata da TiO,:
determinazione delmeccanismo e identificazione dei prodotti

P92 M.A. Meli, D. Desideri, F. Guerra, C. Testa
Determinazione di Pb-210 in sedimenti marini
mediante separazione cromatografica e conteggio del Bi-210
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P93 C. Minero, M. Vincenti, V. Maurino, M. Sega, E. Pelizzetti
Determinazione di composri idrofilici in traccia inmarrice acquosa
mediante derivatizzazione con c/oroformati alchilici e GC-MS

P94 I. Moret, A. Gambaro
Determinazione quantitativa di componenti dell 'aroma dei vini
per estrazione liquido-liquido su supporro solido (sorbent extraction)

P95 P. Pasini, A. Roda, M. Musiani, G. Carrea, S. Girotti, A. Suozzi, M. Baraldini
Prestazioni analitiche e applicazioni biotecnologiche di una strumentazione ultrasensibile
per l'analisi quantitativa dell'immagine diprocessi bio- e chemiluminescenti

P96 E. Perri, G. Sindona, A. Raffaelli, P. Salvadori
/ndaginepreliminare sui compostifenolicide/lefog/ie di o/ivo (Olea europaea L.)
mediantespettrometria dimassa ionspray

P97 D.Piazzese, V. Romano, G. Ruggirello, R. Zingales
La determinazione del potenziale di ossidoriduzione de/la coppia U(IV)-UIII) a 25°C
in mezzo HCI, NaCl (CI=3M)

P98 M. Remelli, F. Dondi, F. Pulidori
Enantiomeric resolution of underivatized amino acids by affinity chromatography
on a dinamica/ly coated chiral column

P99 M.V. Russo, G. Goretti, D. Cutilli, E. Veschetti
Colonne capil/ari per ii campionamenro di inquinanti organici dispersi nelle acque

PIOO G. Scarponi, C. Turetta, G. Capodaglio, M. Verita, S. Hreglich
Studio archeometrico sulle origini de/la produzione verraria veneziana

PIO! A. Sturaro, G. Parvoli, R. Rella, L. Doretti
Microsintesi ed analisi GC-MS: un utile abbinamento per l'identificazione di composti

Pl02 F. Tateo, G. Cantele, M. Bononi
Sulla determinazione quantitativa dell'etilvanillina sostanza aromatizzante artificiale
ad impiego limitato neiprodotti dolciari

Pl03 R. Toniolo, N. Comisso, G. Bontempelli, G. Schiavon
Una semplicemetodica per dererminare il contenuto ionico in nano-vo/umi di campione
mediante cromatografia ionica

Pl04 S. Zappoli, C. Tomba, F. Govoni, S. Canipari, F. Uggeri, P.L. Anelli
Retention meclranism oflanthanide BOPTA complexes in ion-interaction chromatography

PIOS O. Zerbinati, F. Trotta, G. Giraudi, C. Giovannoli, C. Baggiani
Capillary zone electrophoresis separation ofchiral organic acids
bymeans ofb-cyclodextrin derivatives

P106 L. Zoccolillo, L. Amendola, I. d'Harmant Francois, T. Leone
Anafisi di pesticidi organofosfati a livello di sub-picogrammo
mediante gascromatografia-spettrometria di massa a ionizzazione chimica negativa



Pl07 L. Zoccolillo, R. Hanel, A. Magri
Determinazione computerizzata dello zolfo nelle benzine
mediante gascromatografia capillare con rivelatorefotometrico
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I BIOSENSORI NELLA DIAGNOSTICA MEDICA E
NELL'ANALISI AMBIENTALE: REALTA' E PROSPETTIVE

A.Roda.P. Pasini, M. Baraldini', S. Girotti', AM. Gioacchini
Dipartimento di Scienze Farmaceutiche, 'Istituto di Scienze Chimiche Universitd di Bologna

La possibilita di detenninare in tempo reale, e senza alcuna fase preanalitica, analiti presenti in matrici
complesse e una delle pi) attuali sfide analitico-tecnologiche.
I concerto di biosensore come sistema analitico autonomo, incorporante l'elemento biospecifico di
riconoscimento molecolare, in intimo contatto con un opportuno trasduttore in grado di convertire
l'interazione con l'analita in un segnale quantificabile, e stato oggetto negli ultimi 20 anni di numerose
ricerche; sono stati sviluppati biosensori che utilizzano enzimi immobilizzati ed integrati con unaelevata
serie di sistemi elettrochimici (potenziometrici, amperometrici), ottici, piezoelettrici ed acustici, e sono
state riportatemolte applicazioni in campo medico, ambientale, alimentare.
L'avanzamento della chimica delle proteine ha portato un contributo impol1allte alla purificazione,
immobilizzazionee studio della struttura terziaria degli enzimi, incrementando la selettivita, sensibilitae
robustezza dei biosensori sviluppati.
I presenteerivolto ad aumentarelasensibilita, limitataaconcentrazioni 10-10M, arisolvere il problema
delle interferenze nei sistemi elettrochimico-ottici e alla messa a punto di biosensori "universali",
incorporando nuovi elementi biospecifici (anticorpi, recettori, sistemi biologici) in grado di analizzare
qualsiasi molecola e non solo substrati di enzimi.
Molle sono le ricerche sugli immunosensori che utilizzano anticorpi in grado di interagire con sostanze
quali fannaci, pesticidi, tossici ambientali. Gli immunosensori hanno aperto prospettive impensabili,
migliorando laspecificitaelasensibilita(10-10'M)del sistema.Le limitazioniriguardano lairreversibilita
dell'interazione analita-anticorpo e la trasduzione di tale interazione, non cosi immediatacome per gli
enzimi. Sono stati sviluppati immunosensori autonomi integrando e combinando tecniche
spettrofotometriche e cromatografiche.
Un biosensore ideale per uso diagnostico-clinico ecomplementare ametodi biochimico-clinici dovrebbe
essere implantato direttamente in vivo o ex vivo e fomire in tempo reale laconcentrazione dell'analita, al
fine di porer intraprendere opportuni provvedimenti terapeutici al letto de! paziente e in centri di terapia
intensiva. L'analisi in vivo ha posto problemi di biocompatibilitae di robustezza dei metodi sviluppati e
numerosesono lericerche in corsosui materiali etipi di immobilizzazione. Sistemicheutilizzano aggiunta
di reattivi alla matrice tipo FIA o sistemi immunometrici automatizzati sono da definirsi "pseudo­
biosensori".
Il future dei biosensori riguarda lo sviluppo di microstrutture analitiche a livello di mesoscala (chips)
contenenti, in un volume di pochi picolitri, una serie di canali collegati per le reazioni biospecifiche di
riconoscimento. Di recente sviluppo sono i "genosensori" che contengono sonde a DNA sintetiche
immobilizzate all'intemo di chips di silicio. Il processo di ibridizzazione con ii DNA bersaglio (analita)
viene rivelato mediante sistemi elettrochimici (chips-permittivi) o mediante 3D imaging (videocarnera
Saticon o CCD) con l'impiego di sondemarcatecon sostanze luminescenti o fluorescenti. Tali sistemi tipo
"wafer" sono potenzialmente molto sensibili (10%-10"? moli) e offrono la possibilita di sviluppare
biosensori integrati multianalita. Diagnosi precoce di una particolare patologia potra essere effettuata
direttamente su di un organo bersaglio con biosensori ottici combinati con tecniche endoscopiche e
laparoscopiche.
In conclusione, allo stato attuale sono gia presenti sul mercato biosensori per applicazioni biomediche
sviluppati e prodotti da almeno I diversecompagnie; immunosensori o sistemi immunometrici integrati
sono in fase di ricerca applicata e sperimentazione sul carnpo, con prospettive incoraggianti nel settore
arnbientale e della salute. L'esplosione delle biotecnologie nei settori medico-farmaceutico, agrario,
veterinario hastimolatoricerchechimico-analitichechestannoportandoallamessaapuntodi"genosensori"
per tecnologie analitiche di ibridizzazione e l'analisi automatica della sequenza de! DNA.
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IL RUOLO DELLA CHEMIOMETRIA NELLA CHIMICA ANALITICA

Michele Forina
lstituto di Analisi e Tecnologie Farmaceutiche ed Alimentari - Facold di Farmacia - Universitd di
Genova

La Chimica Analitica e la scienza della informazione chimica, ed ii processo di acquisizione della
informazione si inserisce in ogni problema di natura chimica o richiedente dati chimici.
La Chemiometria organizza il processo chimico-analitico nelle tre fasi di:
a) disegno sperimentale a livello del campionamento;
b) nella fase della determinazione:
bl) ottimizzazione strumentale;
b2) relazione tra quantita fisiche misurabili e quantita chimiche;
c) nella trasformazione delle quantita chimiche determinate in informazione chimica utile.
La Chemiometria si basa su di un insieme di tecniche della statistica univariata e multivariata, della
matematica applicata e della informatica, opportunamente adattate al problema chimico. II chimico
analitico ha spesso utilizzato elementi propri delle strategic chemiometriche in modo intuitivo e sulla
base della propria esperienza; l'evoluzione della stumentazione chimica analitica, la aumentata
complessita dei problemi, il grande numero di campioni analizzati, hanno evidenziato i limiti di un
procedere solamente intuitivo, e la necessita di una organizzazione de! processo chimico analitico
basata su procedimenti oggettivi in grado di lavorare in condizioni di grande dimensionalita di
campioni o di quantita fisiche o chimiche.
Le tecniche chemiometriche non corrispondono univocamente alle singole fasi de! processo chimico
analitico. Per esempio le tecniche di regressione multipla si usano nel disegno sperimentale (che a sua
volta e importante nella scelta dei campioni da analizzare, nella scelta degli standard da utilizzare nella
calibrazione, nella ottimizzazione di un metodo di determinazione), si usano per ottenere una funzione
di calibrazione, e infine per mettere in relazione quantita chimiche con altre quantita (p.e., valutazioni
sensoriali, attivita terapeutica, tossicita, maturazione, parametri climatici e geografici, diagnosi
mediche).
La tecnica chemiometrica non puo essere disgiunta dal problema chimico, a causa delle particolarita
delle quantita chimiche (frequentemente discontinue, con incertezza fortemente dipend ente dalla
natura dell a matrice), e deve essere utilizzata empiricamente, con maggiore attenzione per ii problema
chimico piuttosto che per gli aspetti teorici.
L'obiettivo della chemiometria e l'ottenimento di informazione chimica rilevante per ii problema, con
ii minimo costo e con la minima incertezza: poiche questi sono gli obiettivi della chimica analitica
stessa, la chemiometria e parte essenziale della chimica analitica.
Si illustra una tecnica chemiometrica, la analisi delle componenti principali, in una applicazione
strumentale (risoluzione di segnali sovrapposti in una tecnica analitica combinata), e nella valutazione
della rilevanza della informazione chimica in problemi di chimica clinica, ambientale, alimentare. In
tutti i casiesaminati, la analisi delle componenti principali (unadelle tecniche base deIla chemiometria)
permette facilmente di elaborare e di visualizzare una informazione di grandi dimensioni, e di
interpretare i risultati utilizzando l'esperienza chimica e la conoscenza del problema reale.
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1' t' 'APPLICAZIONIBIOLOGICHEDIULTRAMICROELETTRODI

C. Amatore
Ecole Normale Superieure
Departement de Chemie. URA CNRS I I JO
24 rue lhomond 75231 PARIS. Cedex 05. France

Riassunto nonpervenuto almomento di andare in stampa
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RUOLO STRATEGICO DELLE SPETTROSCOPIE DI SUPERFICIE NELLO
STUDIO DI MATERIALI DI INTERESSE BIOMEDICO.

Lauigia Sabbatini
Dipartimento diChimica, Universita di Bari ViaOrabona, 4 70126 Bari

Tra le complesse problematiche connesse con ii tema piu generico della "Salute dell'Uomo", lo
sviluppo e la produzione di materiali per dispositivi di interesse biomedico riveste un ruolo non
secondario. Seevero che lamicrochirurgiae le tecnichedi impianto hanno fatto dei progressi notevoli
e anche vero che hanno potuto contare, nel tempo recente, sulla disponibilita di materiali innovativi,
con caratteristicheconfacenti, non solo in termini di funzionalita rispetto alla destinazione finale, ma
anche in termini pi) generali di compatibilita con l'intomo biologico o, meglio, di bioattivita (cioe di
stimolo di unafunzionebiologica, comead. es., laproliferazionedi celluledel tessuto osseo sullepareti
di una protesi). Mentre le proprieta relative alla funzionalita (resistenza meccanica, elasticita,
resistenza allafatica, etc.) sono piu tipichedel "bulk"delmateriale, quellerelativeallabiocompatibilita
e bioattivita sono essenzialmente collegate alla sua superficie.
Nelle indagini tese alla comprensione della relazione struttura/proprieta nel carnpo dei materiali di
interessebiomedico hanno giocato un ruolo chiave, comeeraprevedibile, le spettroscopiedi superficie
e, tra queste, soprattutto I'ESCA (Electron Spectroscopy for Chemical Analysis), per la versatilita di
applicazioni a materiali di varia natura, l'elevato contenuto chimico delle informazioni, l'avanzato
Iivello dei modelli di trattamento ed analisi dei dati.
La relazione tendera amenere in luce ii ruolo dell'analisi di superficienellaprogettazioneenel controllo
di interfacce di interesse in campo biomedico, con particolare riferimento ai materiali polimerici (1).
Ta i vari esempi si dimostrera come la funzionalizzazione selettiva di superfici le renda in grado di
interagire attivamente con l'intomo biologico; come la caratterizzazione analitica superficiale di
membrane polimeriche in uso in biosensori possaessere messa in relazione alla loro perm-selettivita;
come l'orientazione dei gruppi funzionali e la mobilita molecolare negli strati pi) estemi di un
biomateriale ne condizionino pesantemente il response biologico; come la segregazione superficiale
e la formazione di microdomini incida sulle prestazioni a lungo termine; etc. II goal finale, una volta
acquisitequeste informazioni, sarebbeovviarnentequello di unasintesi pilotatadimateriali innovativi,
sfruuando la reattivita chimica superficiale.
Tra i problemi connessi con ii riconoscimento analitico di gruppi funzionali presenti sulla superficie
polimerica, si mostrera come la recente strategia delladerivatizzazione di superficie possa portare un
contributeapprezzabilenei casi in cui tali gruppi sono presenti in concentrazione ai limiti della tecnica
ESCA e/o nei casi in cui ii "chemical shift" dei relativi segnali spettroscopici sia inferiore alla
risoluzione strumentale.

I) L.Sabbatini, P .G.2ambonin. XPS and SIMS Surface Chemical Analysis of Some Importan t Classes of Polymeric
Biomaterials. J. Elec tron Spec trosc. Rel . Phenom., 1995, in corso di starnpa.
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TECNICHE ANALITICHE COMBINATE IN CAMPO ALIMENTARE

A.Mangia
Dipartimento di Chimica Generale e Inorganica, Chimica Analitica e Chimica Fisica
Universita degli Studi di Parma - via delle Scienze, 43100 Parma

Tra i maggiori problemi analitici che si incontrano in campo alimentare vi sono da un lato l'identifica­
zione e la determinazione a livello di tracce di sostanze indesiderate presenti in matrici complesse e
dall'altro la caratterizzazione di prodotti sulla base di un elevato numero di parametri. La soluzione di
questi problerni richiede l'impiego di tecnicheseparativesemprepillefficienti, cheportano all'ottenimento
di profili sempre pill complessi; l'identificazione dei componenti sulla base di un solo parametro,
normalmente ii tempo di ritenzione o un indice ad esso correlato, risulta spesso inadeguata, anche per
la difficolta di ipotizzare o, di avere a disposizione, le necessarie sostanze di riferimento.
Una diversa strategia consiste nell'utilizzare simultaneamente per l'identificazione un maggiore
numero di parametri, realizzando sistemi di rivelazione a tre o pill dimensioni. Sulla base del successo
dellagascromatografia-spettrometria di massa, ii numero delle combinazioni "on line" di tecniche di
separazione e di rivelazione sta rapidamente crescendo. Alcune di queste tecniche combinate, come
GC-MS e HPLC-DAD, vengono utilizzate in modo routinario, altre, come HPLC-MS, si stanno
rapidamenteaffermando, mentrealtre sono ancora in una fasedi sviluppo edi consolidamento (es. CE­
MS ed HPLC-NMR). Nella relazione verranno passate in rassegna le applicazioni, o le prospettive di
applicazione, nel campo dell'analisi degli alimenti di alcunetra lepill interessanti epromettenti tecniche
combinate ed in particolare della cromatografia liquida-spettrometria di massa.
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LA CHEMIOMETRIA
NELL'INSEGNAMENTO DELLA CHIMICA ANALITICA

E,Dondi
Dipartimento di Chimica, Universita di Ferrara, Via Luigi Borsari, 46 44100 Ferrara

La ChimicaAnalitica, e -secondo una delle piu accettale definizioni (I ]- una disciplina chimica il cui
scopo e di "produrre strategie per ottenere informazioni usando in modo ottimale procedure per
caratterizzare sistemi materiali". La Chemiometria ha ii compito di: (a) progettare o selezionare
procedure ottimali di misura od esperimenti; (b) fomire la massima informazione chimica nell'analisi
dei dati [2]. La Chemiometria si integra pertanto in modo stretto con la Chimica Analitica.
Lo sviluppo prodigioso dei mezzi computazionali ha indubbiamente fomito e sta forendo nuovo
impulso allo sviluppo della Chemiometria. La Chimica Analitica -che include parti rilevanti della
Chemiometria - sienel contempo profondamente rinnovata ancheper questi aspetti. Si esamineranno
differenti aspetti delle procedure analitiche nelle quali sono coinvolti aspetti chemiometrici,
campionamento, misura, trattamento dati, presentazione dei risultati, organizzazione di laboratorio,
previsione- unitamentealleconoscenzedi base indispensabili ed allepossibilimodalitadi insegnamen­
toed apprendimento.

[I] G. Kateman and A. Dijstra, Fresenius Z. Anal. Chem. 297(1979) 249.
[2] B.R: Kowalski in "Chemometrics in Chemistry", B.R: Kowalski Ed. Nato ASI Series, D. Reidel Publ. Comp.,
Dordrecht 1984, p . VIL.
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TECNICHE ANALITICHE MODERNE COMBINATE
NEI NUOVI PROGRAMMI DEi CORSI DI LAUREA

GP. Cartoni
Dipartimento di Chimica
Universita LaSapienza - piazzale A. Moro, 5. 00185 Roma
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Riassunto non pervenuto al momento di andare in stampa
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L'INSEGNAMENTO DELLA CHIMICA ANALITICA
IN CAMPO AMBIENTALE

RogerFuoco
Dipartimento di Chimica e Chimica Industriale,
Universitd di Pisa - Via Risorgimento, 35 56126 - Pisa

Il contributo della chirnica nello studio delle problematiche connesse con ii mantenimento e ii
miglioramento dellaqualitadell'ambienteriguardaprincipalmente l'origine, ii trasporto, le reazioni, gli
effetti e il destino di sostanze chimiche, presenti naturalmente o derivanti da attivita umane, nei vari
comparti ambientali (acqua, aria, suolo e sedimenti, specie biologiche). Nell'ambito di questi studi
interdisciplinari, tra i vari aspetti che possono richiedere le competenze specifiche di un chimico, egli
echiamato asvolgereuncompito di particolase importanza: acquisire informazioni sullapresenzadelle
sostanze chimiche di interesse in un determinato ccosistema e valutame i relativi livelli di concentra­
zione nelle varie matrici. E' evidente come l'affidabilita dei dati analitici ottenuti ed una corretta
valutazione della situazione reale siano decisivi per tutti gli studi successivi come, ad esempio, Ia
comprensione dei processi di trasporto e trasformazione nell'ambiente delle sostanze chimiche in
esame, la tempestiva evidenziazione di eventuali situazioni di rischio ambientale e la conseguente
predisposizione di misure di intervento adeguate per evitare, o almeno ridurre al minimo, danni allo
stesso ecosistema.
In questa breve relazione verranno affrontati sinteticamente alcuni degli aspeni pii) importanti legati
all'insegnamento della Chimica Analitica in campo ambientale, e si cerchera di evidenziase come Ia
capacita da parte di un ricercatore di ottenere dati analitici affidabili, sopranutto nel caso della
deterrninazionedi microcostituenti organici ed inorganici, lecui concentrazioni possono scenderesino
a Iivello delle frazioni di parti per lrilione (IO·" g/g), sia strettamente legata ad una preparazione
specifica e ad una adeguata esperienza maturata in laboratori specializzati. In particolare, tale
preparazione dovrebbe fomire da un lato i fondamenti dell'analisi chimica e i principi, teorici ed
applicativi, delle varie tecniche strumentali incluse quelle piu modeme, e dall'altro gli strumenti
culturali idonei per poter affrontare correttamente le varie problematiche relative agli stadi picritici
del processo di acquisizione dell'inforrnazione analitica (dalla definizione delle modalita di
carnpionamenlo sino all'analisi strumentale ed alla valutazione dei risultati), incluse le procedure per
l'assicurazione ed il controllo della qualita del dato analitico.
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CERTIFICAZIONE, MATERIALI DI RIFERIMENTO, SENSORI.

Luigi Campanella
Dipartimento di Chimica - Universita degli Studi di Roma"La Sapienza"

II progressivo ampliamento dei confini del mercato semprepill proie1tato versodimensioni intemazionali
ponecon drammaticaurgenza l'esigenzadi garantire laqualitadellemercie, comunque, dei prodotti fomiti
permeucrli al riparo dallaconcorrenza attiva.E'questo lo stimolo econornico industrialechehagiustilicato
lo sviluppo della referenziazioneanaliticaedei metodi, sistemi eprocessi emateriali di riferimento. A tale
aspetto se nedeveaccoppiareun altro pill rivolto alleproblematiche scientificheed analitichee flnalizzato
alla affidabilita dellamisura e quindi dei risultati. La chimica analitica in tutto questo giuoca un ruolo
fondamentale.
L'analisi nonecertamente solo chimica e non viene fatta soltanto da chimici e con mezzi chimici. Ma ta
chimica ha avuto particolari benemerenze nello sviluppo della scienza analitica in tempi storici ed oggi
contribuisceal suo profondo rinnovamentomediantelarevisionecriticadei principi econ il potenziamento
dei suoi mezzi di indagine, amontedi decisioni ponderateevalide riguardanti imolti aspetti della societa,
in particolare la salutepubblica, la qualita dell'ambientee l'avanzamento delle tecnologie.
Lachimica, dalleorigineepermolti anni, fu forementeanalitica, impegnatanell'impresadell'acquisizione
di conoscenze sul mondo inorganico epoi su quello organico, sullacomposizionedeIlamateriae sulla sua
strutturae sui processi che si determinavano nei sistemi indagati. Quando il bagaglio di conoscenza fu
notevole, fu possibile trame vantaggi economici per l'uomo, in termini di merci migliori e in maggiore
quantita, di tutela della salute pubblica, di benessere generalizzato; e allora il ruolo euristico dell'analisi
decaddeaquellodi tutoreper laconservazionediquestostato favorevoledi cose; ci fu latendenzaarelegare
l'analisi a un ruolo ancillare, a un servizio indispensabile di solida struttura ma statica.
Daun certo tempoquestastorturasi vasanandoesi vadi nuovo sviluppando laricercaanaliticaconoscitiva
rivolta ai fenomeni di base, ai problemi nuovi e reali, alla ottimizzazione e alla gestione economica dei
processi produnivi, allo sviluppo dei mezzi stumentali di indagine adeguati e alla apertura di nuovi
capitoli, come quello delle analisi biotecnologiche.
Due aspetti importanti del rinnovarnenlo riguardano, il primo, lo sposlamento dai criteri analitici basati
sullo stato di equilibrio termodinamico a quelli imperiati su processi lontani da detto equilibrio; ii
secondo, la richiesla di valutazione e di documentazione de! grado di affidabilitadelle analisi sulla base
di riferimenti materiali, strutturali e processuali accettati a livello intemazionale. In queste prospettive e
funzioni rinnovate il chimico analitico e costantemente alla ricercadi tecnichechepermettano di ottenere
affidabili risultati in modo rapido e preciso. Quesla esigenza e particolarmente sentila in quei settori
(alimentare, arnbientaleechimico) nei quali e necessario effettuare, anchegiomalmente, un'ampiavarieta
di determinazioni analiticheedi testdi controllo, su differenti tipi di matrici reali, spesso anchedi notevole
complessita. I sensori, soprattutto quelli di tipo elettrochimico, risultano particolarmente adatti alla
risoluzione di molti problemi analitici di vario tipo, concementi matrici le pill diverse, che si presentano
in numero sempre maggiore. Con essi e infatti possibile determinare: a) la maggior parte dei cationi
metallici e degli anioni di interesse analitico; b) un buon numero di composti organici presenli in matrici
biologiche o vegetali; c) specifici "indicatori chimici", o particolari processi biochimici, correlati con lo
stato di conservazione, odi degradazionedi campioni di differentenatura, ad esempio alimentari; d) alcune
sostanze inquinanti, che possono essere rinvenute nelle acque, negli alimenti; nel suolo; e) residui di
trattamenti industriali, f) ii livello di qualita di campioni di interessemerceologico.
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IL RUOLO DELLA CHIMICA ANALITICA NEI CORSI DI LAUREA DEL
SETTORE AGROALIMENTARE

E, Desimoni
Dipartimento di Fisiologia delle Piante Coltivate e Chimica Agraria
Universitd degli Studi di Milano Via Celoria 2, 20133 Milano

A seguito di un approfondito dibattito condotto su scala europea (vedere per esempio i riferimenti 1-
3) ii Working Party on Analytical Chemistry (WPAC) of the Federation of European Chemical
Societies (FECS) ha recentemente proposto un Eurocurriculum in Chimica Analitica (4,5) che
individua i contenuti irrinunciabili per una adeguata formazione a livello universitario e quantilica in
392 ore l'impegno didattico complessivo. Di queste, 28 ore sono destinate ad argomenti introduttivi e/
o generali (scopidella ChimicaAnalitica, processo analitico totale, campionamento, etc.) 168 ore sono
destinate all'analisi mediante metodi chimici (equilibri in soluzione, titrimetria, gravimetria,
cromatografia, elettroanalisi, sensori chimici, etc.), 154 ore all'analisi mediante metodi fisici (metodi
strumentali di analisi) e infine 42 ore alla Chimica Analitica assistita da computers (chemiometria,
struttura e funzioni di hardware e software, interfacciamento, etc).
L'Eurocurriculum e chiaramente finalizzato alla standardizzazionedei contenuti degli insegnamenti di
ChimicaAnaliticanei corsi di laurea in Chimicae risultadifficilmentecompatibile con l'organizzazio­
ne didattica di altri corsi di laurea.
Nel corso di laurea in Scienzee tecnologie alimentari, il pichimico dellaFacoltadi Agraria, l'impegno
didattico complessivo stabilito dalle recenti modificazioni dell'ordinamento didattico (6) e di 3300 ore
di cui almeno 400 riservate alla preparazione della tesi di laurea. A seguito della frammentazione de]
monte ore a disposizione tra le discipline fondamentali e, soprattutto, professionali o specialistiche, le
ore disponibili per i duecorsi fondamentali diChimica AnaliticaleChimicaAnalilica II oscillano Ira
I 00 e 180 a seconda della sede universitaria considerata.
II peso didattico dellaChimicaAnaliticadiventapraticamentenullo all'intemo degIi altri corsi di laurea
afferenti alla Facoltadi Agraria (corso di laurea in Scienze agrarie, Scienze delle produzioni animali,
Scienze delle produzioni vegetali, Scienze forestali) dove la Chimica Analitica compare come
disciplina complementare (spesso raramente prescelta dagli studenti) o solo come appendice agli
insegnamenti afferenti ad altre discipline. Perquanto riguarda ii corso di laurea in Scienzee tecnologie
alimentari, oltreal minornumero di oreadisposizioneper ladidatticabisognadebitamenteconsiderare
i problemi connessi ad un numerodi studenti spesso superiore alle capacita ricettive delle strutture e
che rende ancor piu inadeguata la strumentazione didattica normalmente a disposizione. In tale
situazione si deve necessariamente ricorrere all'organizzazione di numerosi tumi di esercitazioni e
quindi ad una pesante riduzione del numero delle esercitazioni stesse. Infine non possono essere
trascurati i problemi legati al fatto che queste ultime costituiscono spesso la prima occasione di
frequenza di un laboratorio chimico per la maggior parte degli studenti.
Sulla base di queste considerazioni si impone una realistica ridiscussione dei contenuti didattici degli
insegnamenti di ChimicaAnalitica nei corsi di laurea del settore Agroalimentaree, probabilmente, un
loropesanteridimensionamento. II problemaverradiscusso ancheallalucedei risultati di un sondaggio
condotto tra i Colleghi della Facolta di Agraria dell'Universita degli Studi di Milano.

I) E. Pungor, R. Keller, The Teaching ofAnalytical Chemistry in Europe; Anal. Chem., 60 (1988) 623A-629A
2) R. Keller, Repon of the WPAC-Study Group Education in Analytica Chemistry at University Level 1989/90­
Update and Reflections, Mikrochim. Acta, II (1991) 555-565
3) H. Malissa, M. Grasserbauer, Competition Analytical Chemistry- today definition and interpretation, Fresenius J,
Anal. Chem., 343 (1992) 810-835
4) R. Keller, The WPAC-Eurocuriculum on Analytical Chemistry. Compiled by the Study Group Education of
Analytical Chemistry, Fresenius J, Anal. Chem. , 347 (1 993) 1 -2
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5)R. Keller, EducationonAnalytical Chemists inEuropc:TheWPAC Eurocurriculum onAnalytical Chemistry,Anal.
Chem. , 66 (1994) 98A4-I0IA
6) Modificazioni all'ordinamento didattico universitario relativamente al corso di laurea in scienze e tecnologie
alimentari, D.M. 10 Dicembre 1993, G.U. della Repubblica Italiana, serie general, n. 143 del 21-6-1994,p. 21
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BIOSENSORE A MICRORGANISMI TERMOFILI
PER IL MONITORAGGIO DI FENOLI

R.Rella.D. Ferrara, G. Barison e L. Doretti
Ufficio Sicurezza e Prevenzione del CNR Corso Stai Uniti, 4- 35020 Podovo
l. Lora
Istituto di Fotochimica eRadiazionid'A/ro Energia de/ CNR Via Romea, 4- 35020 Legnaro (Padova)

Un facilee velocemetodo per la determinazione analitica dei composti fenoiici nelle acque reflue e di
grande interesse per molte organizzazioni interessate al monitoraggio dell'inquinamento ambientale.
Spesso risulta pi importante la concentrazione complessiva dei composti fenolici anziche la loro
determinazione individuale. Per questaragione l'utilizzazione di un biosensore basato sull'ossidazione
microbiologica dei fenoli potrebbe risultare interessante.
Molti biosensori, siamicrobiologici cheenzimatici, per i fenoii sonostati proposti. In tutti i casi l'azione
inibente dei fenoli stessi o dei prodotti dell'ossidazione hanno reso questi difficilmente utiiizzabili.
Inoltre l'instabilita strutturale degli enzimi normalmente utilizzati, specialmente in matrici complesse
come le acquedi scarico di molte industrie, ha impedito qualsiasi sviluppo. Una soluzioneal problema
potrebbe venire da modificazioni della struttura terziaria delle proteine enzimatiche utilizzando
tecnichcchimicheo bioingegnieristiche, al finedi ottenereproteinepiu stabili nel tempoecataliticamente
piu efficienti. Un approccio sicuramentepiu immediato ed economicoe l'applicazione in questocampo
dei microrganismi termofili e dei loro enzimi che gia naturalmente possiedono migliori caratteristiche
di stabilita e resistenza a molti agenti chimico-fisici deleteri per la maggior parte dei microrganismi
mesofili e dei loro corredi enzimatici.
Cellule metabolicamente attive di un ceppo di Bacillus stearothermophilus, capace di utilizzare fenolo
come unica fonte di carbonio, sono state immobilizzate in membranedi idrossietil metacrilato (HEMA).

e- ~CHOor &. a. COCH
Phenol Catechol

hydroxy lase 2,3-dloxygenaso OH

Phenol Catechol 2-hydroxymuconlc
semlaldehyde

Figura I. Rappresentazione schematica dell'ossidazionc cnzimatica del fcnolo in B. stcarotherrnophilus.

Accoppiando la membrana, microbiologicamente attivata, ad un elettrodo per l'ossigeno disciolto, e
stato prodotto un biosensore per fenoli e composti correlati con proprieta peculiari. Risposte lineari
sono state ottenute per fenolo, catecolo e per alcuni composti correlati. Lo stato stazionario era
raggiunto in un tempo massimo di due minuti. La risposta, sufficientemente specifica, era stabile e
riproducibilepermesi. II biosensorepuo essereutilizzato in un intervallo di 1emperatura da 35°a55°C
ed a pH da 4,5 a 8,0, esplicando la sua massima sensibilita a 55°C e pH 7,2. L'alta temperatura pur
influenzando negativamentela solubilitadell'ossigeno ha incrementato la permeabilita dellamembra­
na e la velocitadi diffusionedei metaboliti, producendo un migliore risultato finale rispetto alle basse
temperature. Matrici complesse contenenti piccole concentrazioni di solventi o detergenti non sono
tossiche per i microrganismi.
La stabilita di questo biosensore in condizioni estreme, l'auto-sterilita derivante dall'alta temperatura di
utilizzo e dalla presenza di fenolo nel terreno utilizzato negli intervalli tra le misure, l'auto-rigenerazione,
dovutaalla crescitadei microrganismi in tune le fasi operative, potranno incoraggiare la sua utilizzazione
su matrici come gli scarichi industriali, notoriamentepoco permissivi per i biosensori sinora proposti.
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REALIZZAZIONE DI UN IMMUNOSENSORE POTENZIOMETRICO PER
PESTICIDI BASATO SULLA MISURA DI POTENZIALI REDOX

AdamiM.. Piras L, SartoreM., Fenu S., Nardelli D., Sardi A., Zunino M. e *NicoliniC.
Technobiochip - via de/la Marina - 57030 Marciana (LI)
• lstituto di Biofisica - Universita di Genova - via Giotto, 2 - Genova Sestri Ponente

E' stato realizzato un sisternapotenziometrico, chiamato PAB (PotentiometricAlternating Biosensor),
basato su un trasduttoreal silicio. II sensore rivela variazioni di pH in quanto lo strato superficiale e
costituito da nitruro di silicio, ma pub essere reso sensibile anche a potenziali redox, modificandone
la supcrticiecon uno strato metallico. II trasduttoree stato alloggiato in unacamera a flusso, connessa
ad un circuito idraulico ed inserita in un sistema elettronico completo, studiato e realizzato nei nostri
laboratori. Uno schemadellacamera di misuraed un panicolaredel trasduttore sono rappresentati nella
figura seguente:

Mediantel'evaporazionedi uno
strato metallico di areavariabi­
le sulla superficie di nitruro di
silicio, si ottengono caratteri­
stiche di uscita del tipo sche­
matizzato nella figura seguen­
te: la curvaA si ottiene quando
tuna la superficie esposta alla
soluzionee coperta dallo strato
metallico; lacurvaC deriva in­
vece da una superficie sensibi­
le interamente costituita da
nitruro di silicio; la curva B,
bifasica, si ottiene quando la
superticie in contatto con la so­
luzione e parzialmente coperta
da uno strato metallico mentre
larestantee costituitada nitruro
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U trasduttore e stato caratterizzato in termini di sensibilita e linearita della risposta e sono state
esaminate diverse modalita di deposizione dello strato metallico; ai fini dell'applicazione come
immunosensore, in cui si utilizza la perossidasi come label enzimatico, si e scelta una configurazione
in cui l'intera superficie sensibile e coperada uno strato sottile di cromo che facilita l'adesione di un

successivo strato di oro.
La risposta del sensore all'at­
tivitadella perossidasi e stata
studiata ed e risultata lineare
in un rangecompresotra qual­
che milliunita a circa I 0
microunita. La reazione uti­
lizzata impiegaacquaossige­
nata, tetrametilbenzidina e la

-u -o., coppia redox ferricianuro/
wv««tn ferrocianuro.

Un saggio immunocnzimatico competitivo per la rivelazione di un pesticida e stato messo a punto



utilizzando un anticorpo monoclonale contro il 2,4-D (acido 2,4-diclorofenossiacetico). L'anticorpo
viene immobilizzato su un suppono solido e incubato in presenza di una concentrazione nota e fissa
di coniugato 2,4-D-perossidasi e di concentrazioni variabili di 2,4-D. Si ottiene cosi una curva di
calibrazionecome quellamostrata nella figura seguente dacui si ricavache laconcentrazioneminima
rilevabile di analita (corrispontente a un decremento del segnale pari al 10%) e di circa 5 ppb.

lg
oES;Nii;li.._

100

H
0 r,o•30

20
10

0.01 0.01 0.1
2.40), ppm'

10 control lo

Due tipi di immobilizzazione dell'anticorpo sono stati adottati: su membranaattivata (Pall Biodyne B)
e su vetro silanizzato (vetrini copriogetto). II primo metodo presenta dei vantaggi pratici per la rapidita
e la semplicita dell'immobilizzazione, tuttavia i i secondo presenta una maggiore riproducibilita dei
risultati.



COSTRUZIONE " ONE-STEP" DI UN SENSORE BIENZIMATICO MEDIAN­
TE IMMOBILIZZAZIONE ELETTROCHIMICA

CON FILM DI POLIPIRROLO

GE. DeBenedetto
Scuola di Dotorato in Scienze Chimiche, Dipartimento di Chimica, Universita degli Studi via
Orobona, 4; 70126 BARJ.

L'intrappolamento di enzimi in film elettropolimerizzati (1-4) e divenuto un metodo largamente
accettato per la costruzione di biosensori grazie ai vantaggi particolari in termini di semplicita di
esecuzione, alto controllo spaziale del processo di deposizione, elevata reiezione degli interferenti e
bassi tempi di risposta degli stessi.
Tale approccio e potenzialmente impiegabile nella costruzione di sistemi multistrato e multienzima.
Lapossibilitadi costruiredispositivi multistratoestata recentementedimostrata realizzandoun sensore
per la determinazione di lattato basato su lattato ossidasi elettrochimicamente immobilizzata in un
bilayer polifenilendiammina/polipirrolo.
In questa comunicazione verra presentata una procedura one-step e interamente elettrochimica per la
costruzione di un sensoreamperometrico bienzimatico. Gli enzimiHorse Radish Perossidasi (HRP) e
Glucosio Ossidasi (GOD). sono stati co-immobilizzati su elettrodi di carbone vetroso in un film di
polipirrolo (PPY) elettrosintetizzato. II perossido di idrogeno prodotto dall'ossidasi puoessere rivelato
attraverso la riduzione mediata dalla HRP in una finestra di potenziale (0-200 mV vs Ag/AgCI) che
assicura la conducibilitaelettrica del film e minimizza interferenze elettroattive. Film di polipirrolo di
differente spessorc sono impiegati per modulare la sensibilita e ii range lineare del sensore. Le
caratteristiche operazionali ed ii ruolo de! film polimerico verranno criticamente discussi.

(I) C.Malitesta, F. Palmisano, L. Torsi, P.G. Zambonin, Anal.Chem.,1990,64,2735
(2) P.N. Barlett, R.G. Whitaker, J. Elecroanal. Chem., 1987 .337
(3) F.Palmi<ana, D.Centanze. A.Guerrieri, L.Torsi. P.G.Zambonin. Bioscnsars & Biocleetronics, 1993, 8, 393.
(4) D.Centonze. A.Guerrieri, F.Palmisano, L. Torsi, P.G.Zambonin, Fresenius ].Anal.Chem., 1994. 2, 497­
(5) F.Palmisano, A. Guerrieri, M. Quinto, P.G.Zambonin, Ana l. Chem, 1995, 67, 1005.



ULTRATHIN-FILM COMPOSITE MEMBRANE SENSOR
FOR NITRATE ELECTROANALYSIS

LM.Moretto',P. Ugo', C.R.Martin, GA.Mazzocchin' and P.Guerriero'
1 Dipartimento di Chimica Fisica, Univesita di Venezia (Italy)
Department ofChemistry, Colorado State University, Fort Collins, Colorado (USA)
'ICTIMA, CNR, Area della Ricerca, Padova (Italy)

A novel approach for preparing voltammetric sensors based on the use of ultrathin-film composite
membranes is described in this communication, choosing the development of a new nitrate sensor as
target example of practical importance for environmental electroanalysis.
The availability of simple and reliable methods for the determination of nitrate in natural waters is
particularly relevant since nitrate is the species in higher oxidation stale involved in the nitrogen cycle;
in seawater its concentration ranges from low micromolar for oceanic to 350 µM for estuarinewaters.
This notwithstanding, analytical methods available at present for determining the nitrate ion in
seawater are not completely satisfactory [I].
Recently, we have examined the possibility to develop a nitrate sensor which uses a Nation coated
electrode incorporating Yb? or UO," as electrocatalysts useful for the voltammetric detection of
nitrate [2). •
In the case of the modified electrode incorporating UO,", it is possible to determine nitrate when
present in the 2-400M concentration range; however, problems connected with the slow release of
the catalyst from the coating areobserved. Moreover, NO,,H,PO, and to a less extent, SO," interfere
with the perfonnances of the sensor.
In order to overcome such problems and limits, the preparation and development of a different kind of
sensor which is based on the useof a ultrathin -.film composite membrane is presented. Ultrathin-film
compositemembranes consist ofa very thin selectivecoating deposited on thesurfaceof amicroporous
support membrane. Apart wideapplications in separation technology. this kind of membranes has been
recently employed fordevelopping a new prototype glucose sensor [3]. The ultrathin -film composite
membrane developed by us for nitrate detection is prepared starting from a commercial allumina
ultrafiltration membrane (Anopore®) which is characterized by an average pore diameter of 200 nm.
Onesideof theAnoporemembrane is madeconductiveby sputtering a thin (50nm) gold layer.Thegold
layer is then used as working electrode on which the electrochemical polymerization of I methyl-
3(pyrole-I-ylmethyl) pyridinium is carried out. The best polymer layer thickness able to give a
perrnselective thin coating characterized by cation exclusion and fast anion permeability, results about
500nm.
The ultrathin-film compositemembranehas been used to preparea prototype nitrate sensor containing
in the inner compartment the enzyme nitrate-reductase and a suitable redox mediator (methyl­
viologen) together with the working electrode.
Optimization of the specific nitrate sensing capabilities as well as possible applications for seawater
and lagoon waters analysis will be also described and discussed.

I. EJ.Carpenter andD.G.Caponeeds.. Nitrogen in theMarineEnvironment. Academic Press , New York 1983. 2.P.Ugo.
L.M.Moreuo and B.Ballarin, Electroan alysis, 7 ( 1995) 129.
3 . B.Ballarin, C.R.Brumlik, D.R.Lawson, W.Liang. L. S.Van Dyke and C.R.Martin, Anal.Chem., 64 ( 1992) 2647 .
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BIOSENSORE ELETTROCHIMICO BASATO SUGLI ENZIMI INVERTASI E
GLUCOSIO OSSIDASI PER LA DETERMINAZIONE DEL MERCURIO,

METILMERCURIO ED ETILMERCURIO

A.Amine., C. Cremisini, G. Palleschi
Faculte des Sciences at Techniques, Department de Biologie, C.P. 146, Mohammadia, Morocco
ENEA Diparimento AmbienteSAF-MET, Casaccia ViaAnguillarese 301, 00060 Roma
Dipartimento diScienza degliAlimenti, Universita diNapoliFederico ll, via Universita 100, 80055

Portici, NA

II mercurio ed i suoi composti quali metil ed etilmercurio sono stati determinati utilizzando un
biosensore elettrochimico a glucosio e l'enzima invertasi.
Quest'ultimo viene totalmente inibito dalmercurio a liveIii di concentrazionedi parti permiliardo (ppb)
mentre alle stesse concentrazioni l'enzima glucosio ossidasi immobilizzato non subisce alcuna
inibizione. Sono stati inoltre misurati composti organici del mercuric per via della loro importanza
clinica. Infatti ilmercurio ingerito con gli alimenti si accumulanei capelli sotto formadi metilmercurio
(90%) ed etil mercuric. In soggetti la cui alimentazione e a base di pesce sono state trovate
concentrazioni di metilmercurio nei capeili a livelli di parti per milione (ppm). Inoltre la determinazio­
ne del mercurio a livelli di ppb con un sistema di misura rapido e poco costoso e particolarmente
interessante se confrontatacon le tecniche di analisi esistenti. La procedura di analisi e la seguente: II
glucosio, prodotto dall'azione dell'enzima invertasi sul saccarosio, reagisce con la glucosio ossidasi
immobilizzata su un sensoreelettrochimico di platino e produce H,O, che da un segnale di corrente
proporzionaleallaconcentrazionedi mercurice/o dei suoi composti organiciessendo specifici inibitori
dell' invertasi. Parametri come ii pH, ii tampone, la concentrazione di enzimae del substrato, ii tempo
di reazioneedi incubazione sono stati ottimizzati. II mercuriced i suoi composti sono stati determinati
nellecondizioni sperimentali migliori utilizzando l'enzima invertasi sia in soluzioneche immobilizza­
to. I risultati hanno dimostrato che questa inibizione e competitiva con il substrato e reversibile. II
mercuric ed i suoi composti sono stati determinati rispettivamente nell'intervallo di concentrazione
1-10 ppb. La determinazione del mercurio e risultata esserepiu sensibiledi quella dei suoi composti.
E' stato inoltre dimostrato che metalli quali Cu,Zn, Cd", Pb", inibiscono l'enzima invertasi solo se
presenti a livelli di ppm. II maggior interferentee risultato l'argento chehadato una inibizionedel 64%
quando si e utilizzata una concentrazione di 120 ppb. L'enzima invertasi e poco costoso. Per la
determinazione del mercurice dei suoi composti sono stati utilizzati 2.5µg per analisi ii che significa
che e possibile eseguire circa 400 analisi con un milligrammo di enzima. Inoltre la determinazione
eseguitacon l'enzima in soluzionee risultatapiu sensibiledi quellaeffettuatacon l'enzimaimmobiliz­
zato.
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ISOLAMENTO ED IDENTIF1CAZIONE MEDIANTEGC-MS DI UN NUOVO
METABOLITA DELL' ANTITUMORALE5'-DEOSSI-5-FLUOROURIDINANEL

SIERODI PAZIENTI INTRATTAMENTO CHEMIOTERAPICO

Carlo G, Zambonin'
Dipartimento di Chimica
Universird degli Studi di Bari - Via Orobona, 4- 70126 BARI

Le fluoropirimidinesono molecolenote per la loro attivitaantitumorale. Traesse il 5-fluorouracile(5­
FU) puo essere considerato uno dei farmaci pi) attivi nella terapia del cancro (1).
Il profaraco '-deossi-5-fluorouridina (S'-dFUR) rilascia ii fammaco 5-FU preferenzialmente nelle
cellule tumorali, riducendone gli effetti collaterali ed innalzandone I'efficacia terapeutica (2).
Nel laboratorio citato sono gia stati sviluppati (3, 4) alcuni metodi analitici (HPLC e GC-MS) per Ia
determinazione simultanea di 5'-dFUR, 5-FU e di alcuni loro importanti intermedi metabolici in
campioni di siero di pazienti sottoposti a trattamento chemioterpico con 5'-dFUR.
Nel corso del presentelavoro e stata trovata per la prima volta evidenzadella biometilazione "in vivo"
del profarmaco 5'-dFUR con fonnazione di un metabolita mai rilevato nel corso delle numerose
indagini condotte sul farmaco durante ii lungo periodo di tempo in cui ha avuto luogo la sua
sperimentazione pratica la biometilazione sembra avvenire in maniera specifica in posizione N?
sull'anello pirimidinico. II nuovo metabolita prodotto e stato individuato mediante gas cromatografia
- spettrometria di massa (GC-MS) dei trimetilsilil derivati di estratti di campioni di siero provenienti
da pazienti in trattamento chemioterapico con 5'-dFUR. In seguito ad un'attenta interpretazione dello
spettro di massa EI, ii prodotto metabolico e stato identificato come Nl-Me-5'-dFUR. Una conferma
definitiva della struttura ipotizata e stata ottenuta confrontando lo spettro di massa e ii tempo di
ritenzione gas cromatografico del composto incognito con quelli di uno standard preparato sintetica­
mente. Anche i risultati di uno studio NMR sono in accordo con leconclusioni delleindagini analitiche
sopra citate.
L'importanza pratica del risultato del presente lavoro consiste nel fatto che la descritta biometilazione
compete probabilmente con la metabolizzazione intracellulare del 5-dFUR a 5-FU catalizzata
dall'enzina timidina fosforilasi. Quindi, data la relativamente elevata concentrazione di N-Me-5­
dFUR osservata nel siero di pazienti tumorali in trattamento con 5'-dFUR, essa puo alterare sensibil­
mente la biodisponibilita del farmaco.

I) R. Duschinsk, E. Pleven and C. Heidelberger, J. Am . Chem. Soc., 79 (1957) 4559.
2) R.D. Armstron andR.B. Diasio, Cancer res., 41 ( 191) 4g9 I.
3)A. Guerrieri, F. Palmisano, C. G. Zambonin, M. De Len a, Analytica Chimica Acta, 296 ( 1994) 43-50.
4) C.G. Zambonin,Tesi di Laurea, Universita degli Studi di Bari.

L'Auto ree gratoall""Associazione ltalianaperla Ricerca sul Cancro"(AIRC,Milano)per l' assegnazionedi una borsa
di studio.
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CHIMICA HOST-GUEST ALL'INTERFACCIA GAS-SOLIDO.
ASSORBIMENTO E DESORBMENTO SELETTIVO DI COMPOSTI ORGANIC!

ALL'INTERNO DI UN DISPOSITIVO DI PURGE & TRAP

M. Vincenti, C. Minero, V. Maurino, E.Pelizzeti and E Dalcanale
Dipartimento di Chimica Analitica, Universitd diTorino, ViaPietro Giuria 5, 10125 Torino;
Diparimento diChimica Organica e Industriale, Universita diPara, Viale delle Scienze, Parma

II grandesviluppo chelachimicasopramolecolare, epill in particolare lachimicahost-guest, haassunto
negli anni reccnti, si e rivolto in grande misura allo studio in soluzione (sintesi, caratterizzazione,
proprieta termodinamiche) e secondariamente allo stato solido (forma cristallina, siti di interazione).
Solo recentemente, hanno assunto un certo rilievo anche gli studi in fase gas (natura e meccanismi di
interazione) e all'interfaccia solido-liquido (estrazioni selettive)e solido-gas (sensori). In ogni sistema
in cui non siapresenteunafase liquida, l'interazionefra laspeciehost e laspecieguest risulta privadegIi
effetti di solvatazione che tendono a modificame l'intensita e la natura medesima. Le due specie
interagisconoquindi liberamente in assenzadi terzicorpi, rivelando lanatura intrinsecade! loro legame
chimico.
Lo studio delle interazioni fra una serie di piccole molecole guest in fase gassosa ed una serie di
molecole host quali "adsorbenti" solidi, ha dunque il duplice scopo di investigare la naturae la forza
dell'interazione,eal tempo stesso di verificare lapotenzialeapplicabilitadiquesti sistemi allasoluzione
di problemi chimico-analitici, nell'ambito di dispositivi "classici" di analisi. In questo contesto,
abbiamo pensato di introdurre molecole host, quali sono i cavitandi, opportunamente supportate,
all'intemo della cartuccia adsorbente di un dispositivo di "purge & trap".Lo scopo ultimo, in ambito
chimico-analitico, e di pervenire alla ritenzione selettiva di classi di sostanze (aloalcani, idrocarburi
aromatici, ecc.)all'intemo della trappola, eliminando nel contempo gli interferenti e l'acqua, primadel
desorbimento e l'iniezione nel gascromatografo.
Al fine di pervenire ad una valutazione quantitativa delle interazioni host-guest, nei limiti della
possibile disomogeneita dei siti di interazione, e stato progettato e quindi realizzato un esperimento,
che prevede (i) lo stripping da soluzioneacquosadi unamisceladi IOcomponenti in corrente di azoto,
(ii) l'interazione dei soluti con la cartuccia adsorbente, dove molecole di cavitandi sono supportate su
microsfere di vetro, (iii) ii desorbimento a temperatura costante per tempi di desorbimento variabile,
dove tuttavia gli esperimenti sono ripetuti a temperature di desorbimento via via crescenti, (iv)
l'iniezionenel gascromatografo, previacriofocalizzazione, e ladeterrninazionequantitativa. Daquesta
serie di esperimenti a tempi di desorbimento e temperature variabili, si ottiene unamatrice di dati per
ciascun composto della miscela. Le costanti cinetiche di desorbimento (tempi variabili) sono legate
all'energia libera di desorbimento perciascun composto, che a sua volta dipende dalla temperatura. Si
sono ottenuti dati per tre diversi tipi di cavitandi, tutti supportati su microsfere di vetro. Tali dati sono
confrontati con quelli ottenuti con microsfere non supportateecon un adsorbentetradizionale (Tenax).
In generale, si e osservato che cloroforrnio e diclorometano sono le sostanze che interagiscono piu
fortemente con i cavitands supporati, dando luogo in alcuni casi ad un adsorbimento irreversibile.
Anche gli idrocarburi aromatici interagiscono con buona efficienza (elevato recupero), e vengono
desorbiti a temperature medio-alte. Viceversa, alcuni idrocarburi alifatici e l'acqua non vengono
trattenuti affatto dalla cartuccia adsorbente, a differenza di quanto avviene con gli adsorbenti
tradizionali, e quindi sono spurgati al di fuori de! dispositivo di analisi.
Attraverso il confronto dei dati ottenuti per i diversi cavitandi e possibile prefigurare un meccanismo
di interazione, dove i legami host-guest, molteplici e relativamente deboli, esplicano un'azione
differenziata. Peresempio, differente e il comportamento fra i cavitands apertiequelli chiusi, fraquelli
che possono dare legami idrogeno e quelli che possono interagire soltanto attraverso dipoli.
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RECENTI SVILUPPI NELL'INTERFACCIAMENTO CROMATOGRAFIA
LIQUIDA-SPETTROMETRIA DI MASSA DI TIPO PARTICLE BEAM

Achille Cappiello, Giorgio Famiglini e Fabrizio Bruner
Centro di studio per la Chimica dell'Ambiente e le tecnologie strumentali avanzate
clo lstituto di Scienze Chimiche, Universita di Urbino, Piazza Rinascimento 6, 61029 Urbino

A differenza di altre tecniche di interfacciamento tra la cromatografia e la spettrometria di massa,
rimpiazzate da pi) recenti soluzioni, il particle beam continua a mantenere vivo il suo interesse in
campo analitico. La spiegazione di cio risiede nel fatto che rimane l'unica tecnica, disponibile
commercialmente, in grado di fomire spettri di massa ad impatto elettronico delle sostanze analizzate.
Questa caratteristica si rivela particolarmente preziosa nell'analisi di piccole molecole organiche, non
compatibili con la gas cromatografia, delle quali e possibile ottenere spettri di massa riproducibili e
confrontabili con la letteratura.
Negli ultimi anni il nostro gruppo di ricerca ha apportato notevoli miglioramenti per un utile e razionale
impiego di questa interfaccia. In panicolare essa e stata adattata all'uso di microcolonne, che pur
mantenendo la stessa efficienza delle colonne convenzionali, consentono di ottenere flussi di fase
mobile assai piccoli (1-2 µL/min) con notevoli vantaggi (I): maggiore sensibilita, in panicolare
impiegando solventi acquosi; possibilita di lavorare con ii nebulizzatore e la camera di desolvatazione
a temperatura ambiente con minor rischio di decomposizione; maggiore facilita di ottimizzazione dell a
nebulizzazione indipendentemente dal tipo di sostanza e dal solvente impiegato.
E' stato inoltre ottimizzato l'allontanamento deIla fase mobile dal sistemae il trasporto del soluto a basse
concentrazioni. Infine e stato migliorato ii processo di vaporizzazione di sostanze particolarmente
termolabili, eliminando possibili decomposizioni o effetti memoria. Questi progressi hanno consentito
di applicare vantaggiosamente la tecnica di interfacciamento particle beam per l'analisi di diverse classi
di composti sia di interesse ambientale (pesticidi acidi e neutri) (2), sia di interesse farmacologico o
biologico (3).

(I) Cappiello, A.; Bruner, F. Anal. Chem. 1993, 65, 1281.
(2) Cappiello, A.; Famiglini. G.: Bruner, F. Anal. Chem. 1994, 66, 1416.
(3) Cappiello, A.; Famiglini, G.; Mangani, F; Tirillini, B. J. Am. Soc. Mass Spectrom. 1995, 6, 13 2.
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SVILUPPO DI UNA METODICA PER LA DETERMINAZIONE RAPIDA DI
TIOUREA IN ACQUE REFLUE MEDIANTE FIA-APCI-SRM-MS-MS

Andrea Raffaelli . Sergio Pucci, Raffaello Lazzaroni, Piero Salvadori
Centro di Studio de/ CNR per leMacromolecole Stereordinate ed OtticamenteAttive,
Dipartimento di Cliimica e C/rimica lndustriale, Via Risorgimento, 35, 56126 PISA.

La tioureae, tra le sostanzetossiche nei confronti dei batteri nitrificanti, quellapiu attiva, con un lirnite
di tossicita accertato di 76 ppb.

TIOUREA - Fomula Bruta: CH,N,S- PM 76,12
p.f. 182 C; d. 1,405 g/cm
sol. acqua, alcool; insol. etere
Limite Tossicita batteri nitrif.: 76 ppb

Questo puo costituire un serio problema per gli impianti di trattamento biologico basati sul processo
di nitrilicazione/denitrilicazione, in quanto se la tiourea supera tale limite si ha un rilascio anomalo di
ammoniaca che non e ammesso dall'attuale legislazione.
La detenninazione della tiourea ai sopracitati livelli di concentrazione in acque reflue da lavorazioni
di conceria si e rivelato un problema tutt'altro che banale:

i.I campioni di acque reflue da analizzare sono caratterizzati dalla presenza di un notevole numero di
componenti, alcuni dei quali presenti in concentrazione piuttosto elevata, dell'ordine delle ppm.
ii. La tiourea e estremamente solubile in acqua e difficilmente estraibile con solventi organici, quali
etere o cloruro di metilene, in cui e praticamente insolubile.
iii. La tiourea e poco volatile e difficilmente analizzabile in gas-cromatografia.
iv. Prove preliminari atte alla messa a punto di un metodo HPLC hanno portato al deteriorarnento
irreversibile di una colonna cromatografica dopo poche iniezioni di campione, a causadell'accumulo
di sostanze presenti nella matrice.

II problema e stato quindi affrontato mediante spettrometria di massa con una tecnica di ionizzazione
in fase liquida, in particolaremediante lonspray (IS) e lonizzazioneChimica a PressioneAtrnosferica
(APCI).
La ionizzazioneAPCI hafomito i risultati migliori, e vienequindi qui descritta. In mancanza poi di una
adeguata tecnica di separazione, e stata impiegata la spettrometria di massa tandem (MS-MS)
iniettando il campione mediante la tecnica "Flow Injection Analysis" (FIA). Le misure sono state
effettuate su uno spettrometro di massa a triplo quadrupolo Perkin Elmer Sciex API III plus,
equipaggiato con sorgenteAPI e interfacciaHeated Nebulizer per laionizzazioneAPCI. L'apparecchio
era collegato con unapornpaHPLCPerkin Elmer Serie200 adue solventie ii campioneveniva iniettato
attraverso un iniettore Rheodyne 7125 munito di un loop da 20 µI. La fase mobile eracostituita da una
miscelaacqua/metanolo 50:50 a un flusso di 1 ml/min. Lo spettro APCI-MS della tioureapresenta un
unico picco a m/z 77, attribuibile alla molecola protonata ([M+H]).
Lo spettroMS-MS di ioni prodotto dello ione a m/z 77 e caratterizzato da due intensi frammenti, uno
a m/z 60 (([M+H-NH,]) e uno a m/43 ([M+H-H,S]).
Le misure quantitative sono state effettuate in condizioni MS-MS mediante la tecnica "Selected
Reaction Monitoring" (SRM) checonsistenel monitoraresolo ledueframmentazioni77->60e77->43.
In questo modo lo strumento diventa anche un efficace mezzo di separazione: solo una sostanza che
ha uno ione a mfz 77 che produce due frammenti a m/z 60 e 43 pub essere rivelata, rendendo lo
spettrometro di massa un rivelatore completamente specilico per la tiourea.
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In questecondizioni si raggiungeun limitedi rivelabilitadi 1-2 ppb senza, con unacurvadi calibrazione
linearealmeno nell'intervallo di concentrazioni esarninate (1-5000 ppb). I cromatogrammi relativi alla
curva sono riportati in figura.
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u-­L'analisi di campioni reali ha fomito ottimi risultati, con una buona corrispondenza nei limiti di

rivelabilita osservati. Infatti, grazieallaMS-MS, lamatrice, piuttosto complessa, vienecompletamente
eliminata e anche in queste condizioni e possibile apprezzare la tiourea a livello di 2-3 ppb.
Particolarmente interessante e l'ottima rispondenza riscontrata Ira i valori di concentrazione misurati
e ii limite di tossicita riportato in letteratura. Infatti, campioni prelevati durance fasi di buon
funzionamento dell'impianto mostravano valori di tiourea al di sotto delle 50 ppb, mentre campioni
prelevati durante fasi di malfunzionamento, con rilascio di arnmoniaca, mostravano valori di tiourea
al di sopra delle I 00 ppb.



DETERMINAZIONE SPECIFICA DI PESTICIDI E LORO
METABOLITI IN ACQUE AMBIENTALI: ESTRAZIONE IN FASE SOLIDA

PER MEZZO DI UNA CARTUCCIA DI GCB SEGUITA DA
LC/MS CON INTERFACCIA ELETTROSPRAY

Antonio Di Corcia. Carlo Crescenzi, Roberto Samperi
Dipartimento di Chimica, Universita "La Sapienza", Piazza Aldo Moro 5, 00185 Roma

E' stato sviluppato un metodo molto sensibilee specifico per ii dosaggio di pesticidi acidi e neutrie loro
metaboliti in campioni ambientali acquosi. Questo metodo si basa su:
A. Estrazione in fase solida per mezzo di una caruccia contenente un nuovo tipo di Carbon Blak
Grafitizzato (GCB), cioe Carbograph 4.
Rispetto al precedente materiale (Carbograph D), il Carbograph 4 ha un'efficienza di estrazionc circa
4 volte superiore.
B. Separazioneed identificazione degli analiti per mezzo di HPLC/MS con interfaccia Elettrospray.
Per questo studio sono stati selezionati 70 pesticidi sulla base de! loro interesse ambientale e sulla
rappresentativita delle varie classi di pesticidi di uso comune. Il procedimento prevede il passaggio di
I e 4 L rispettivamentedi acquadi fiume e acqua potabile attraverso una cartucciacontenente 0.5 g di
Carbograph I. Sfruttando la presenza sulla superficie di GCB di siti attivi carichi positivamente, la
separazionedi analiti acidi daquellineutrie stata realizzataper mezzo di eluizionedifferenzialeusando
due distinte fasi eluenti. I recuperi anche di specie molto polari, come i metaboliti dell'atrazina, erano
superiori all'85%, senza riguardo della natura del campione acquoso.
La frazione neutra contenente i pesticidi neutri erano analizzati per mezzo di HPLCIESIMS in modo
positivo. E' stata valutata la variazione del segnale ionico in funzione della natura del modificante
organico (metanolo, acetonitrile) e dell'aggiunta alla fase mobile di piccole quantita di acidi e sali.
La frazionecontenenteanaliti acidie stataanalizzata in modo negativo, adottando la tecnica "Ion-Pair"
cosl daottenere ioni preformati degli analiti acidi. La variazionedell'intensitade! segnale ionico e stata
valutatavariando sia lanaturache laconcentrazionede! saledi ammonio quatemario aggiunto alla fase
mobile.
La strumentazione usata consisteva di:
I. Colonna analitica convenzionale (25 cm x 4.6 mm i.d.)
2. ES/MS del tipo "bench-lop" equipaggiato con un singolo quadrupolo.
3. "splitter" che permetteva l'ingresso nella sorgente ES di 40 µL.
4. II resto della fase mobile era diretto ad un rivelatore UV (220 nm).
Per ioni prefomati, la risposta del sistema ES/MS era linearmente correlata alla quantita iniettata
nell'intervallo 0.5-200 ng, mentrequesto intervallo si restringeva a 70 ng per ioni pseudomolecolari.
L'interfaccia elettrospay e un processo gentile di formazione di specie cariche. Ne consegue che solo
ioni molecolari sono prodotti. Tuttavia, variando ii potenzialedellacameradi desolvatazionedegli ioni,
ioni-frammento possono essere ottenuti, cosicche la specificita della tecnica puo essere di gran lunga
aumentata. La natura e l'abbondanza di ioni diagnostici e stata studiata variando opportunamente ii
potenziale della camera di desolvatazione.
Operando in "full-scan",i limiti di sensibilitadelmetodo erano 2-10 ng/L e8-1 6 ng/L rispettivamente
per pesticidi neutri ed acidi.
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NUMERO CRITICO DI CAMPIONI NEL TRASFERIMENTO
DEGLI SPETTRI IN NIRS MEDIANTE PLS-2

Michele Forina, Giuliana Drava, ChiaraCasolino
lstituto di Analisi e Tecnologie Farmaceutiche ed Alimentari Universita di Genova

La spettrofotometria NIRS e in rapido sviluppo, sopratutto come metodo per il controllo rapido della
qualita nella industria farmaceutica ed in quella alimentare.
Uno dei maggiori problemiecostituito dallaonerositadellacalibrazione, edal fattocheessadeveessere
ripetuta per tutti gli strumenti che fanno parte di una rcte e anche per uno stesso strumento nel tempo,
per le variazioni dell'ottica o delle condizioni di utilizzo.
I procedimenti di trasferimento dello spettro utilizzano una tecnica di regressione (PDS, Piecewise
Direct Standardization, o PLS-2, Partial Least Squares [ii 2 indica che la regressione coinvolge due
blocchi di variabili]) permettono di calcolare lospettro chesi otterrebbesu di un certo strumentoAdallo
spettro ottenuto su di un altro strumento B.
Il trasferimento dello spettro richiede, comelacalibrazionedellaquantitachimica, un certo numerodi
standards, che hanno ii vantaggio di non essere dipendenti dal problemachimico, e di essere stabili nel
tempo, a differenza degli standard secondari utilizzati nella calibrazione.
Tra le questioni aperte figurano la scelta di standards opportuni per il trasferimento, la individuazione
del numero minimo di questi standards pertrasferireefficientemente lospettro,eii grado di complessita
della regressione (numero di variabili latenti in PLS).
Questo lavoro affronta gli ultimi due punti. Sono stati utilizzati dati sintetici, per poter confrontare i
risultati con quelli ottenuti da altri Autori mediante PDS, e dati reali relativi alla deterrninazione di
umidita i farine di sois.
Gli standards per la calibrazionedel trasferimento sono scelti mediante disegno D-ottimo sugli spettri
di tutti i campioni candidati; e stata effettuata una analisi dettagliata delle prestazioni (misurate
dall'erroredi predizione nel trasferimento degli spettri dei campioni non utilizzati per la calibrazione)
utilizzando da 3 a 10 standards, variando ii rumore su tre livelli comprendenti le possibili situazioni
sperimentali, e ovviamente sudiando i modelli PLS in funzione del numero delle variabili latenti.
Nel caso dei dati simulati e stato osservato che 5 standards assicurano un eccellente trasferimento
(ovviamente comparato con ii rumore nello spettro da trasferire); e che ii modello PLS richiesto ha4
variabili latenti; aumentando ii numero degli standards si ha un guadagno limitato nella bonta di
trasferimento; ii numero di variabili latenti oltre le 4 none critico.
Risultati analoghi sono stati ottenuti con idati reali, per i quali sie studiato il trasferimento dello spettro
da uno strumento a filtri con diciannove bande di riflettanza, ad uno spettroscopio con settecento
lunghezzed'onda.11 trasferimento vieneeffettuato in questo caso calcolando le componenti principali
delle due matrici degli spettri, effettuando la regressionePLS-2 tra le componenti principali, e quindi
riottenendo dalle componenti principali ii dato spettrale richiesto.
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DISEGNO SPERIMENTALE IN ELETTROANALISI
E SUE APPLICAZIONI IN CAMPO FARAMACEUTICO

Sergio Pinzauti, Paola Gratteri, Sandra Furlane(to
Dipartimento di Scienze Farmaceutiche, Universita di Firenze, Via G. Capponi 9,Firenze.

L'ottimizzazione di un metodo di analisi ha come scopo l'ottenimento di risposte in grado di soddisfare
criteri quali la sensibilita, la selenivita e la riproducibilita, importanti ai fini analitici.
L'utilizzo di una strategia di ricercamultivariataquale ii disegno sperimentale pennette un significativo
rispannio di tempo e rende J'interpretazione dei risultati piu semplice ed affidabile rispetto ai risultati
ottenuti con una strategia di tipo univariato, che non valuta le interazioni esistenti Ira le variabili.
Lo scopo che si propone ii disegno sperimentale e quello di aiutare lo sperirnentatore nello stabilire una
strategia di ricerca ottimale, elaborata prirna della conduzione degli esperirnenti, con cui interpretare i
risultati ottenuti.
La messa a punto di metodi di analisi utilizzanti la voltammetria di ridissoluzione dopo adsorbimento
(AdSV) ha comportato J'ottimizzazione di una serie di variabili (elettrolita di supporto, pH,Et etc)
allo scopo di massimizzare il segnale ottenuto a seguito della riduzionedell'analita. L'ottimizzazione al
metodo di analisi perii dosaggio dell'antibatterico a struttura chinolonicacinoxacina [l], e statacondotta
mediante l'usodi unamatricedi Hadamard, seguitadall'applicazionein successionedi duedisegni fattoriali
frazionari 2"'; lo studio della superficiedi rispostaestato condotto con J'uso di un disegno di Doehlertche
ha evidenziato una forte interazione tra le variabili pH e ampiezza dell'impulso. II metodo onimizzato
mostra un'elevatasensibilita(LOD= 1.5x10%M)eun range
di linearitachesi estendeda 0.4x10Ma9.0x 10"M con un
R, pani a0.9968. Per la rufloxacina [2). altro antibatterico {
chinolonico, ii disegno sperimentalehaprevisto J'uso di una
matrice di Hadamard, seguita da un D-optimal design; lo
studio e quindi terminato con J'applicazione di un disegno
fattoriale saturo alle quattro variabili rimaste da studiare.
Anche in questo caso e stataevidenziata la presenzadi una
interazionetravariabili;(durataimpulso-velocitadiscansione,
Fig. I)ed ii range di linearitavada 1.7x10"Ma l.9x 10-7 M
con unLODparia9.2x10°M. Unesempio di onimizzazionc
simultanea di due risposte viene presentato mediante la
descrizione della messa a punto di un metodo di analisi per
l'omeprazolo, fannaco inibitore dellapompaprotonica. Lo screening dellevariabili e stato in questo caso
effettuato permezzodi unamatrice 3/4e lo studio dellasuperficiedi rispostae stato condono con J'ausilio
di un central composite design. II range di linearitatrovato si estendeda 6.8 x 10%Ma8.5 xlO"M secondo
l'equazione y = 0.01099(LAxLxg')x + 0.01568A ed il LOD trovato e pari a 5.5 x10?M. In tutti e tre
i casi presentati ii modello ottenuto e stato validato previsionalmente.

[I) Graucri P., FurlancuoS• Pinzauti S., Leardi R.. Cori P., "Optimization byexperimental design ofthe adsorptive
slripping voltammelric parameters in the determination of cinoxacin", Electroanalysis; in press.
[2) FurlaneuoS., Graueri P., Pinzauti S .. Leardi R., Santoni G.. Dre assi E., "Design and optimization ofthe variables
in the adsorptive strippingvoltammetric determination of rufloxacin in tablets, human plasma and urine", J. Phnrm.
Biomed. Anal. 13, 431-438;1995.
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DETERMINAZIONE DI U E Th A LIVELLI DI ULTRATRACCE
MEDIANTE SPETTROMETRIA ICP-MS-HR.

P,Beneti.G. Cecchet, S. Nidasio
Universita di Pavia ed INFN, sezione di Pavia
P. Trincherini,
lstituto Ambiente, JRC - lspra

La tecnica ICP-MS sta riscuo1endo un notevole interesse in campo analitico, per validi motivi.
Innanzittutto presenta i vantaggi, gia riscontrati nella spettrometria di emissione ottica (ICP-OES),
dell'impiego di una sorgente a plasma: ii campione viene introdotto a pressione almosferica e le
interferenze chimiche risultano piu contenute che in al1ri sistemi di atomizzazione. A questi occorre
aggiungere l'elevato gradedi ionizzazioneper i vari elementi ottenuto nella lorcia ICPe la riconosciuta
sensibilitadella spettrometria di massa. Unapiu attentaanalisi portaa ritenere che l'impiego di un ICP
comesorgente penalizzi nel confronlo laspettrometriaotticaacausadi unelevato val ore deltafunzione
di partizione, cui al solito si aggiunge un'efficienza quantica inferiore all'unit; questo almeno per
elementi a speuri ouici complessi. Nell'ICP-MS, invece, l'informazioneanalitica vieneconvogliatasui
pochi isotopi dell'elemento, con l'uheriore vantaggio che ii possibile utilizzo di isotopi artificiali
aggiunli all'inizio come "spikes" garantisce ulteriormente la procedura analitica. Quest'ultima prero­
gativa e ancora piu importante quando si operi a livello di ultratracce (ppt) e sia richiesto un
pretrattamento chimico del campione.
Attualmente sono disponibili due lipi di strumenti: ICP-MS quadrupolare oppure ad aha risoluzione
(HR). L'ultimo tipo di macchina, sebbene piu complesso e costoso, offre importanli vancaggi
soprattutto in fatto di sensibilita: i rispettivi limiti di rivelabilita, LOD (30), sono in genere migliori di
due ordini di grandezza. Uno degli strumenti in funzione presso ii JRC di lspra appartiene a questa
classe (VG Plasmatrace); e fomito di un analizzatoreelettrostatico con in serie un senore magnetico,
quindi a doppia focalizzazione, con un polere risolu1ivo variabile sino a 8000. Un lrasdunore ioni­
elettroni tipo "channeltron" permette la lellura dei segnali in regimedi conleggio di singoli ioni. Nella
determinazionedi uranio e Iorio talestrumento hadimostralo di poler operarecon soluzioni sino a livelli
di ppq (IO"g/g), purchesiano rispe11a1e rigorose procedure analitiche.
Innanzittutto sia le soluzioni di riferimento che i campioni devono essere preparati in laboratori ad
atmosfera controllata, classe 100, con reagenti ultrapuri.
La necessita di operare con soluzioni acquose di HNO, 1% comporta la doppia distillazione di acido
suprapuro commerciale (ouenendo cosl un prodono al 65%, di purezza comparabile con quello
Tarnapure, Giappone, cioe= 40 ppq in U e Th) mentre per passaggio su colonneMAXY, Francia, si
ottiene un'acqua contenente 12±4 e 19±6 ppq di U e Th, rispenivamente.
Le curve di calibrazione (adattamento ottimale con Minuil su una rena y =mx +q) tipicamente danno
una sensibilitam = 700 conteggi/ppt siaper uranio che per torio, con una s =8 per Ue l4per Th.
Questi datisi riferiscono aconcentrazioni non superiori a5 ppl; q in genereetrascurabile. Con un tempo
di integrazione di 8 s, il limite di rivelabilita (30) per le soluzioni acquose di HNO, 1% (bianco
strumentale) e di 20 ppq perentrambi gli analiti. I campioni esaminati sono un polimero acrilico edue
liquidi scintillatori: pseudocumene ii primo, mentre la composizione de! secondo non e stata rivelata
dal produuore.
Ciascun campione e stato suddiviso in tre aliquote, processate in modo del tutto indipendente, su
ognuna delle quali sono slate infine eseguile quattro misure.
Lopseudocumcne ha richiesto un semplicepretrallamenlo chimico, consistito in unalentaevaporazio­
ne in contenitori di quarzo precondizionati, riprendendo poi ii residuo con HNO,; per sicurezza anche
per questo campione, comeper gli allri, sono state fattecon successo ( I 00%) provedi recuperosu tune
le aliquote, utilizzando 233U.



Per la dissoluzione del polimero acrilico e dell'altro liquido scintillatore e stato invece necessario
ricorrere ad un fomo amicroonde, mettendo a punto adeguate procedure che in particolare evitassero
l'uso di H,0,, come suggerito da taluni autori, perch¢ troppo contaminata: la migliore e risultata
contenere, per es., 1.9±0.2 ppt di U.I recuperi hanno dato come valor medio (102±8) %.
Tenuto conto delie necessariediluizioni e/o dei reattivi impiegati, ladissoluzione ha innalzato gli LOD
(30) dei "bianchi di processo" per entrambi gli analiti di un ordine di grandezza per lo pseudocumene
e due ordini per gli altri campioni, rispetto ai bianchi strumentali. In tabella sono riportati i valori
ottenuti, in ppt, riferiti ai carnpioni originali.
I valori ottenuti, la loro precisione ed i risultati delleprove di recupero mettono in evidenza la bonta
della procedura analitica utilizzata, in particolare le ottime prestazioni dell'ICP-MS-HR. Occorre
tuttavia segnalare come la necessita di introdurre ii canipione in soluzione si riveli ancora un punto
deboledell'attuale configurazione strumentale: nel caso in esarne, per es., occore lavorare in ambienti
classe I 00 e le inevitabili fluttuazioni associate ai livelli dei bianchi di processo peggiorano i limiti di
rivelabilita da ppq a ppt.

CAMPIONE

polimero

scintillatore

pseudocumene

m TH

55±1

14±1

0.81±0.08

RSD%

1.8

7.1

9.9

89±2

56±1

3.2±0.1

RSD%

2.2

1.8

3.1



PRINCIPI E POSSIBILITA' DELLE SCARICHE A BASSA PRESSIONE
IN SPETTROSCOPIA DI EMISSIONE ATOMICA:

ALCUNI ESEMPI APPLICATIVI

O, Senofonte, S. Caimi, S. Caroli i
Istituto Superiore di Sanita, Laboratorio di Tossicologia Applicata
Viale Regina Elena, 299 - 00161 Roma

L'analisi diretta di campioni senza trauamento ireliminare riduce notevolmente sia ii tempo di analisi
sia il rischio di contaminazione dovuta alla disfoluzione e manipolazione de! campione stesso. Nella
letteratura degli ultimi anni sono riponate numerose indagini in merito al modo piu idoneo di
introduzione del campione solido nella sorgentespettroscopjca per laconseguente analisi elementare.
In particolare sono stati studiati, con discreto successo, metodi per la volatilizzazione di particelle
solide in spettroscopiadi emissioneatomicacon plasmaaccoppiato induttivamente (ICP-AES). Questi
metodi, prevalentementedi tipo termico, necessitano dell'utilizzo di filamenti, fomaci, archi, scintille
o laser oppure ricorrono all'inserimento diretto nella sorgente. Esistono peraltro metodi alternativi per
la deterrninazionedi elementi in solidi conduttori e non, quali quelli basati su scaricheabassapressione,
come la scarica luminescente (GD) od ii catodo cavo (HCD). Queste offrono, rispetto all'ICP-AES,
vantaggi siaper quanto riguarda lo spettro relativamentepovero di righecon interferenzespettrali assai
limitate, sia in termini di utilizzazione de! campione come tale. Infatti, l'analisi diretta con queste
sorgenti per la determinazione dei costituenti minori e degli elementi a bassa concentrazione presenti
in matrici solide (acciai, leghe, ecc.), offre oggi prospettive notevoli viste le elevate caratteristiche di
accuratezza e precisione. I campioni che devono essere souoposti all'analisi non hanno bisogno di
particolari trattamenti se non per fatto che devono presentare una superficie piana adatta ad essere
interfacciata alla sorgente. La polverizzazione del campione, previa corretta impostazionedi alcuni
parametri operativi come l'intensita di corrente, la differenza di potenziale e la pressione di gas di
trasporto (ad esempio Ar ed He), e conseguente dall'impatto delle particelle di gas ionizzato sulla
superficie de! campione. Gli atomi cosi estratti dallo strato superficiale vengono quindi eccitati e la
radiazione emessa viene risolta e quantizzata. Nel caso di campioni elettricamente non conduttori, e
necessario che questi vengano miscelati con materiali conduttori, come polvere di rame o di grafite.
Questo tipo di sorgenti e stato utilizzato per ladeterrninazionedi elementi in tracciaeaconcentrazioni
superiori comeAl, Cr, FeeMn, in carnpioni di sedimenti antartici. I campioni sono stati miscelati con
polvere di rame ad elevatapurezza nel rapporto di I :5 e successivamente compressi in forrnadi dischi.
I calibranti sono stati preparati analogamente utilizzando ossidi puri degli elementi in esame.
Irisultati cosi ottenuti sono stati confrontaticon quelli conseguiti tramite ICP-AES, con ottimo accordo
tra le due seriedi dati. Le prestazioni offertedaquestatecnicasi possono quindi considerareaccettabili
anche se ii loro potere di rivelabilita puo in alcuni casi non essere adeguato alla soluzionedi specifici
problerni analitici.
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CARATTERIZZAZIONE ANALITICA MEDIANTE METODOLOGIE XPS­
DERIVATIZZAZIONE CHIMICA DI FILM

DI POLI(O-FENILENDIAMMINA) ELETTROSINTETIZZATI

Ilario Losito
Scuola di Dottorato di Ricerca in Scienze Chimiche Dipartimento di Chimica,
Universita degli Studi, Via E. Orabona 4, 70126 BARI.

Film di poli(o-fenilendiammina) (PPD) possono essere ottenuti per polimerizzazione elettrochimica de!
monomero su vari tipi di elettrodi (ad esempio platino o grafite) [I]. Ne! periodo intercorso dalla prima
elettropolimerizzazione riportataper laPPD [2], numerosi studi sono stati dedicati all'applicabilitadi tale
materiale in settori di notevole interesse tecnologico, che vanno dalla misuradel pH alla mediazione de!
trasferimento elettronico, alla protezione dei metalli dalla corrosione, alle celle fotovoltaiche. Recente­
mente tale polimero e stato usato con successo nell'immobilizzazione di enzimi finalizzata alla realizza­
zionedi biosensori [3,4], potendo in questo caso usufruire anchedellasuaperselettivitanei confronti di
specie in soluzione.
Nonostante l'interesse suscitato in ambito applicativo, tuttavia,un'attenzionerelativamentelimitatae stata
rivoltaallo studio dellastrutturachimicadellaPPD. Ciosideve inqualchemisura all'esiguitadello spessore
(tipicamente dell'ordine della decina di nanometri) dei film utilizzati per talune applicazioni.
Per lesuecaratteristiche l'XPS apparequindi unadelietecnichepi) indicateperottenere inforrnazioni sulla
struttura del polimero.
In questo lavoro l'analisi degli spettri XPS ad elevata risoluzione degli elementi presenti net polimero (C,
N, 0 ), effettuata con l'ausilio di procedure di fitting e di verifica incrociata, e statautilizzata per indagare
sulla struttura di film di PPD elettrosintetizzati da soluzioni acquose a vari valori di pH. La notevole
complessitdelmaterialenon perrnetteperouna speciazioneequantificazioneper tutti i gruppi funzionali
presenti. All'analisi XPS "convenzionale" e stato allora affiancato l'uso di tecniche di derivatizzazione
chimica (CD-XPS). La tecnica CD-XPS [5, 6, 7] consente, infatti, di rivelare e quantificare gruppi
funzionali derivatizzandoli in maniera selettiva con molecole contenenti un elemento (uno o piu atomi)
ad elevata cross-section di fotoionizzazione (ad esempio F) ed analizzando ii segnale XPS derivante
dall'elemento introdotto.
Nel caso specifico particolareattenzioneestatarivolta ai gruppi amminici primari, lacui presenza potrebbe
essere associata ad un particolare modello strutturale del polimero (tipo-polianilina), e ai gruppi
carbonilici, C=O, cui sembraappartenere gran partedell'ossigeno rivelato dall'analisi XPSconvenzionale.

I. K. Chiba, T. Ohsaka, Y. Ohn uki, N. Oyama, J. Electroanal. Chem., 219, 117 (1987), e riferimcnti ivi citati.
2. A.M. Yacynych, H.B. Markjr.,J. Electrochem. Soc., 123, 9, 1346 (1976).
3. C.Malite sta, F. Palmisano, L. Torsi, P.G. Zambonin, Anal. Chem. , 62, 2735 (1990).
4. F. Palmisano, D. Centonze,P.G. Zambonin, Biosens. Bioelectron., 9, 471 (1994).
5. A. Chilkoti, B.D. Rainer in Surface Characterization ofAdvancedPolymers (ed.L.Sabbatini, P.G. Zambonin), cap.
6, VCH, 1993.
6. F. Palmisano, C. Malitesta,D. Centonze, P.G. Zambonin, Anal. Chem., (1995), in stampa
7. C. Malitesta, I. Losito, L. Sabbatini, P.G. Zambonin. J. Electron Spectrosc. Relat. Phenom., (1995), accettatoper la
pubblicazione.
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DETERMINAZIONE DI ULTRATRACCE DI PIOMBO
NELLA NEVE ANTARTICA MEDIANTE VOLTAMMETRIA

DI RIDISSOLUZIONE ANODICA

G, Scarponi, C. Barbante, C. Turetta, P. Cescon
Dipartimento di Scienze Ambientali, Universita Ca' Foscari di Venezia

Viene presentata una metodologiaelettroanalitica per lamisura del contenuto di piombo in campioni di
neveantartica(livello diconcentrazione 1-1 0pg/g). La determinazionevieneeseguitadirettamente(senza
preconcentrazione) mediante voltammetria di ridissoluzione anodica con scansione de! potenziale ad
impulsi emisuradifferenzialedellacorrente(DPASV). Viene utilizzataunacellaelettrochimicacostruita
interamente in Teflon e provvista di un elettrodo a disco rotante di grafite vetrosa (RGCDE), su cui un
sottile film di mercurio (TMFE) viene depositato elettroliticamente prima dell'analisi, di un elettrodo di
riferimento ad Ag/AgCI, KCI(sat. ) e di un elettrodo ausiliario in platino.
A 50 g de! campione di neve scongelata vengono aggiunti 20 l di una soluzione satura di KC! quale
elettrolita di suppono. Viene utilizzato sale ultrapuro e la soluzione e ulteriormente purificata mediante
passaggio attraverso laresinachelanteChelex I00. Vengono impiegate leseguenti condizioni strumentali.
Deposizione: degasamento 15-30 min, potenzialedi deposizione -0.95 V, tempo di deposizione 40 min,
velocitadi rotazionedell'elettrodo4000giri/min, tempodi equilibrazione30 s. Scansione: elettrodo fermo,
scansione ad impulsi differenziale, velocita di scansione 10 mV/s, ampiezza dell'impulso 50 mV,
frequenzaimpulsi 5s', potenziale iniziale -0.95 V, potenziale finale -0.20 V. Condizionamento elettrodo:
velocita di rotazione 4000 giri/min, potenziale -0.20 V, tempo di condizionamento 5 min. La determina­
zionequantitativa viene effettuata utilizzando lamisura della corrente di picco e ii metodo delleaggiunte
standard multiple.
n potenziale di deposizione ottimale e stato scelto sulla base di un esperimento pseudopolarografico. II
bianco dovuto all'aggiuntadell'elettrolitadi supportoerisultato pari a0.1 0pg/g. L'accuratezzadellemisure
e statacontrollata, in assenzadi materiali di riferimento specifici, attraverso l'analisi dell'acquadi maredi
riferimento permetalli in tracce NASS (National Research Council ofCanada).
La tecnica voltammetrica risulta sufflcientemente sensibile per la determinazione def piombo alle
bassissime concentrazioni rilevate nella neve antartica (l- l 0 pg/g). La deterrninazione non richiede
preconcentrazioneo particolari manipolazioni che potrebbero portareallacontaminazionedel carnpione.
Lastrumentazione, compattae leggera, puo essereagevolmente trasportata in areeremote, e, purchesiano
garantite le condizioni di pulizia del laboratorio, essa consente di verificare direttamente in campo le
procedure di prelievo e conservazione dei campioni, nonche di ottenere immediatamente risultati validi
che potrebbero evitare la conservazione ed il trasporto di campioni congelati.
La concentrazione del piombo nella neve antartica presenta un andamento temporale simile a quello
rilevato in Groenlandia, anche se i valori sono dieci-venti volte inferiori. Dopo un incremento osservato
fino alla fine degli anni settanta, la quantita e recentemente diminuita fino ad un valoreche, nellaTerra
Vittoria e attualmente di 2-3 pg. I massimo di concentrazione (intomo a 10 pg/g) sembra essere
Iocalizzato agli inizi degli anni ottanta e la successiva diminuzione puo essere collegata all'uso della
cosiddetta benzina senzapiombo.
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MESSA A PUNTO DI UN SISTEMA DI CAMPIONAMENTO,
PRECONCENTRAZIONE E DETERMINAZIONE RADIOMETRICA DEL P-32

COSMOGENICO IN CAMPIONI MARINI

D Desideri, MA. Meli, C. Roselli, C. Testa
lstituto di Chimica Generale, Universita di Urbino

Lo studio del comportamento biogeochimico del fosforo nel mare e di notevole interesse per la
comprensione dei fenomeni che govemano ii ciclo dei nutrienti.
Il P-32 (Tl/2= 14,3 giomi), prodotto neg Ii alti stra ti dell'atmosferaper azionedei raggi cosmici su nuclei
di argon, puo essere utilizzato per stimare i tempi di residenza del fosforo nei vari comparti
dell'ecosistema marino: cio a causa del suo tempo di dimezzamento che e dello stesso ordine di
grandezza dei fenomeni che regolano ii ciclo del fosforo nel suddetto ecosistema.
Poiche la concentrazione del P-32 (disciolto, particellato ed associato alle componenti planctoniche)
emolto bassa, per poterlo misurareoccorre prelevaregrandi volumi d'acqua; cio comporta la necessita
di disporre di: a) un sistema di campionamento e di preconcentrazione adeguato, b) una tecnica di
separazione chimica del fosforo dagli elementi interferenti c) un contatore beta a basso fondo.
Il campionamento e la preconcentrazione dello ione fosfato vengono realizzati filtrando circa I 00 m3

di acqua di mare su retini di plastica con maglie di 200 m e 60m per trattenere lo zooplancton e ii
fitoplancton rispettivamente. Per laraccoltadel microparticolato un volumedi circa IO m3 viene filtrato
su filtroamembranacon magliedalm;per laritenzionedel fosforo inorganico disciolto (DIP), l'acqua
viene fatta passare su tre cartucce in serie contenenti I litro di resina XAD7 supportante Fe(OH),.
Il pretrattamento dellematrici prelevateconsistenella distruzione deIlamatrice siliceaed organicaper
il fito-zooplancton ed il microparticolato; per ilDIP, si scioglie Fe(OH), e si eliminaFe?con metil­
isobutil chetone.
Sulle soluzioni cosl ottenute viene poi effettuata la separazione del fosforomediante doppia precipi­
tazione dello ione fosfato prima come fosfomolibdato d'ammonio e successivarnente come fosfato
ammonico magnesiaco.
Le sorgenti di fosfato ammonico magnesiaco vengono infine contatecon un contatorebeta a flusso di
gas (argon-metano) aventeun fondo particolarmentebasso (0,44±0,03 cpm). I conteggi sono ripetuti
per 20-30 giomi per verificare il decadimento del P-32.
In questo lavoro, che e frutto della collaborazionetra CISE, ENELed Universitadi Urbino, verranno
presentati i primi risultati ottenuti in alcune campagne effettuate nel Mar Mediterraneo.
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TOSSICITA' E SPECIAZIONE DI COMPOSTI ORGANOMETALLICI
IN ACQUA DI MARE

Concetta De Stefano ", Alessandro De Robertis ", Claudia Foti ", Antonio Gjanzza , Francesca
Marrone , Manuela Martino " and Silvio Sammartano "
'' Dipartimento Chimica lnorganica, Analitica e Struttura Molecolare,
Universita di Messina, S. Agata di Messina, /-98166, Messina
Dipartimento Chimica Inorganica,
Universita di Palermo, Via Archiraf7 26-28, 1-90123 Palermo

La produzionemondialedi derivati di organostagno (IV)utilizzati sopratutto comecatalizzatori (nelle
industrie di materie plastiche) o come antivegetativi (nelle vemici e nei preservanti del legno e del
marmo) o ancora come additivi negli antiparassitari in agricoltura, raggiunge alcune migliaia di
tonnellate per anno, nonostante alcuni paesi abbiano vietato l'uso di detti composti a causa della loro
elevata tossicita. Questa e strettamente dipendente dal numero e dal tipo di gruppi organici presenti
nella molecola, mentre la natura del gruppo anionico e, di solito, priva di importanza.
OItre che per gli accennati usi industriali, derivati organici dello stagno possono essere presenti negli
ambienti idrici - sia in soluzione che nei sedimenti - per effetto della bioalchilazione dello stagno
inorganico [I], sopratutto in presenza di alte concentrazioni di sostanza organica biodisponibile,
analogamente a quanto avviene per ii mercurio inorganico. In questo senso, i sedimenti, ricchi di
materialeumico, rappresentano ii maggior serbatoio di composti organostannici dalqualeessi vengono
rilasciati lentamente nelle acque distribuendosi nelle pi svariate forme chimiche in dipendenza di
alcuni importanti fattori ambientali, quali pH, salinita, temperatura, ossigenazione, etc.
La elevata tossicita dei composti di organostagno hanno indotto molti ricercatori ad effettuare, negli
ultimi anni, studi sia in vitro che in vivo sugli effetti prodotti daquesti composti nei confronti di alcun'-..
organismi acquatici [2]. A frontedi unagrande quantitadi pubblicazioni sullachimica allo stato solid~
dei derivati di organostagno esugli effetti tossici daessi prodotti in relazioneagli usi piu comuni, il loroe
comportamento in soluzione acquosa e stato solo parzialmente studiato [3-6] essendo limitato alle
indagini sulle interazioni di questi composti con acqua (specie idrolitiche) e/o con molecoledi interesse
biologico ad un solo valore di forza ionica, 0.1 MKNO,. None riportato in letteratura alcun lavoro sul
comportamento chimico (speciazione) dei composti di organostagno nelle acquenaturali (acquedolci,
acquemarine, estuarine) icui valori di salinita (forza ionica) variano in un intervallo abbastanzaampio
(0.05 -0.8 mol dm?).
E' ben noto [3] che i cationi di organostagno (IV) idrolizzano in soluzioneacquosa in un largo intervallo
di pH, dando luogo allaformazionedi specie [(R,Sn),(OH)_]8, manonestataesaminatal'influenza
che i costituenti maggiori delle acque naturali esercitano sulla formazione delle specie idrolitiche.
Allo scopo di fornire un quadro dettagliato della speciazione di composti di organostagno (IV) nelle
acque naturali, viene riportato uno studio di complessazione [7,8] dello ione (CH,),Sn? in mezzi
acquosi contenenti i principali costituenti delle acque naturali (Na•, K', Ca2', Mg'' CI, SO,) con
particolare riferimento all'acquamarina; per le indagini inquesto mezzo sono stateadoperatesoluzioni
di acquadi maresintetica (SSWE) in un intervallo di salinita tra5 e45%/00. Lo studio e stato effettuato
per via potenziometrica a 25°C, seguendo il seguente schema: .
a) determinazionedelie costanti di idrolisi in mezzi non interagenti (NaNO,, NaCIO,) in un intervallo
di forza ionica (0I<3 M)
b) determinazione delle costanti di idrolisi (09::;'.2 M) e delle costanti di formazione delle specie
complesse cloruro e solfato in mezzi interagenti contenenti i principali costituenti delle acque naturali
(NaCI, Na,SO,)
c) determinazione delle costanti di idrolisi in SSWE (Na♦, K•, Ca'', Mg''Ct·, SO/) e controllo della
validitadel modello di complessazione
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Le indagini hanno messo in evidenza la fonnazione delle seguenti specie idrolitiche
[M(OH)), [MOH),]", (M,(OH),}[M,(OH),)' +, (M(OH),), [con M = (CH,),Sn")e delle specie
complessec [MCI], [MCI,]", [MCI(OH)}, [MSO,] e [MSO,(OH)).
Considerando sia la formazione delle specie idrolitiche che quella delle specie complesse, e stato
possibile tracciare ii quadro completo della speciazione inorganica in acqua di mare, prendendo in
considerazione tutte le interazioni tra i componenti della stessa SSWE [9].

(1) RJ. Maguire, Chemosphere, 15, 253, (1986)
12) R. Viuuri, A. Gianguzza, F. Maggio andL. Pellerito, Applied Organomel. Oiem. 8, 509-515, (1994), e riferimenti
ivi riportati.
(3] R.S. Tobias andM. Yasuda, Inorg. Chem., 2, 207, (1963)
[4] G. Arena, R,. Purrello, E. Rizzarelli, A. Gianguzzaand L. Pellerito, J. Chem. Soc. Dalton Trans., 773, (1989).
(5) V.Cucinotta, A. Gianguzza, G. Maccarone, L. Pellerito, R. Purrello andE. Rizzarelli, J. Chem. Soc. DaltonTrans.,
2299, (1992)
(6) G. Arena, A. Contino, S. Musumeci and R. Purrcllo, J. Chem. Soc. Dalton Trans., 3383, (1990); G. Arena, R. Call ,
N. Lorena, S. Musumeci and R. Purrcllo,J. Chem. Soc. Dalton Trans. 2039, (1992).
[7]P.G. Daniele, A. De Roberis, C. De Stefano andS. Sammartano, in Miscellanyof scientific papers offered toEnric
Casassas, Barcelona, Spain (1991) .
(8) P.G. Daniele, A. De Robertis, C. De Stefano, S. SammartanoandC.Rigano,J. Chem. Soc. DaltonTrans.2353, (1985)
(91A. De Robertis, C. De Stefano, A. Gianguzzaand S. Sammartano, Chem. Speciation andBioavailabilily, 6,65, 1994).



STUDIO DELLE VARIAZIONI STAGIONALI
DELL'ACCUMULO E DELLA SPECIAZIONE DI COMPOSTI

ORGANOSTANNICI IN ORGANISMI MARINI
MEDIANTE HPLC-GENERAZIONE DI IDRURI-ICPAES.

Paola Rivara, Roberto Frache
Cattedra di Chimica Analitica, Istituto di Chimica Generale, Universita di Genova

I composti organostannici, in particolar modo tributilstagno cloruro (TBT) e trifenilstagno cloruro
(TPT) sono utilizzati come sostanze biocide ad ampio spettro di azione nella composizione di vemici
marine antivegetative.
Rilasciati nell'ambiente marino, gia a concentrazioni pari a 2-3 ng I', possono produrre effetti tossici
cronici in molluschi e gasteropodi (1).
II mitilo (Mytilus galloprovincialis) viene sovente utilizzato nei programmi di monitoraggio come
bioindicatoreper lavalutazionedellaqualitadell'ambientemarino, poichee in grado di accumularenei
tessuti lesostanze inquinanti presentinell'acqua, fornendo unastimadelle loro variazioni temporali (2).
Per la separazionee la quantificazione degli analiti e stato impiegato un sistema strumentalecostituito
da HPLC-generatore di idruri-ICP AES.
Tale metodica consente la separazione delle specie oggetto di studio in breve tempo e presenta limiti
di rilevabilita (7 ng Sn) tali da renderla utilizzabile per l'analisi di campioni reali (3).
In questa comunicazione sono presentati i risultati riguardanti le variazioni stagionali di composti
organostannici riscontrate in tessuti di mitili stabulati per un anno nelle acque del porto petroli di
Genova e carnpionati mensilmente.

(I)- Bryan,G.W. , Bun,G .R. , Gibbs, P .E, Pascoe, P.E. -J.Mar.Biol.Ass . U.K, 1993, 73, 913.
(2)- Page. D.S. -Mar.Poll.Bull .,1989,20, 129.
(3)- A.Mazzucotelli, P.Rivaro - Microchem. J., 1995,1,23 1.
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DETERMINAZIONE DI SOSTANZE ORGANICHE VOLATILI
IN ACQUE POTABILI E FLUVIALI MEDANTE GLC.

,Zelano.M. Ginepro, D. Gastaldi, S. Rizzi, G. Ostacoli.
Universitil di Torino, Dipartimento di C/rimica Analitica, Via P. Giuria n. 5 -Torino.

A seguito del notevoleuso di solventidapartedell'industriaeaseguito dellapresenzadei trialometani nella
acque clorate lo studio delle sostanze organiche volatili presenti nelle acque ha suscitato un interesse
sempre crescente, e questo perche tali sostanze possono essere tossiche a breve e a lungo tennine, sia
direttamente come tali, che indirettamente a seguito della reazione con gli ossidanti e/o i disinfettanti di
cui l'uso appareperdi piu ineluttabile.Chiaramentegli effetti tossici valgonosiaper gliesseri umani (acque
potabili) cheper la flora e la fauna fluviale (acquedi fiume). lnoltre dette sostanzevolatili sono largamente
responsabili delladegradazionedei pararnetri organolettici delieacquepotabili,oltrecheessereall'origine
dei fenomeni di reviviscenza batterica nelle reti di distribuzione [I]. La loro determinazione viene
effettuatamedianteGC, precedutadaunaestrazionecon opportuno solventeo con ii metodo dello spazio
di testa. Negli ultimi anni la tecnica Purgeand Trap (P&T) sembrapero essere diventataquellapiu adatta
alladeterminazionedi tali sostanze. Ancorapiu recentemente sono comparse sul mercato delle fibreche
haimopermessodi svilupparelamicroestrazionein fase solida(SPME). In questo lavoroicomposti volatili
elencati nel metodo US-EPA 502.2 sono stati determinati nelle acque potabili di fontane pubbliche (21
punti di campionamento) dellacitta di Torino, mediante latecnica P&T. Viceversa latecnicaSPMEe stata
adottata per l'analisi delle acque di alcuni fiumi piemontesi. Come rivelatori si sono adoperati ii PID e
l'ELCD montati in seriee lo spettrometro di massa, quest'ultimo soprattutto per ii riconoscimento di altre
sostanze volatili non comprese nell'elenco di cui sopra. La tabella riporta l'elenco delle sostanze ritrovate
nelle acque delle fontane considerate e le figure rappresentano due cromatogrammi tipici. Come si nota
esse costituiscono meno del 50%di quelle considerate nel metodo EPA e di esse solo 16 sono quelle che
si ritrovanoconmaggiore frequenzaechesono stateutilizzatepervalutare laqualitadelieacqueanalizzate.
I dati analitici sono stati trattatimediante analisi statisticamultivariata (HCA, PCA,FA)e in base aquesto
studio si sono potute distinguere differenti zone della citta le cui acque hanno caratteristiche diverse.
Soprattutto rispetto al primo fanore (associato acompostiqualiTriclorofluorometano, cis-1,2-Dicloroetilene
e 2,2-Dicloropropano, Trielina, 1,2-Dicloropropano, Tetracloroetilene) si e potuta individuare una zona,
centro-ovest, amaggiorecontenuto di solventi, rispetto ad unazona nettamentepiu pulita situata lungo ii
fiume Po. L'analisi dei fattori, effettuata dopo la rotazione dei componenti principali, ha pennesso di
individuare aimeno altri tre fattori significativi, ognuno correlato con un certo numero di variabili.

[I] Brucbct A., Legrand M. F., Anselmc C., MallevalleJ. Water Supply, 1989, 7,77-84.
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Tabella: clenco dei composti ritrovati nei campioi:

I diclorodifluoromtttllfO
2 clorometano
3 bromometano
4 triclorofluorometuno
5 1,1-dicloroctiknc
6 I.I-dicloroetano
7 ci.s-1,2-dtclorottibl:+lJ-<licloropropeno

bromoclorometano
9 cloroforio
10 1,1,1-tricloroctano
l1 tetraclo ruro di carbonio
12 1,2-dicloroetuno
13 trie lina
14 1,2dicloropropano
15 bromodiclorometuno
16 toluene
11 1.1.2-uicloroctano
l tetrsc loroeti lene
19 dibromocloromcta.no
20 Ill2eraclorometano
21 bromoformio
22 I .lJ -rricloropropa,,o+J ,/,2,2-tttrodONNMIOltO
23 1.4-d iclorobcnr.enc
24 I24 triclorobenzene
25 nafulene
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STUDIO DEiMECCANISMI DI ATOMIZZAZIONE, IN PRESENZA O MENO
DI MODIFICATORI DI MATRICE, NELLA DETERMINAZIONE ETA-AAS

DI TELLURIO IN CAMPIONI AMBIENTALI.

MarcoGrotti e Francesco Contegno
Cattedra di Chimica Analitica-lstituto di Chimica Generale, Universita di Genova.
Riccardo Leardi
Istituto di Analisi e Tecnologia Farmaceutica eAlimentare, Universitd di Genova.

Due aspetti fondamentali della Spettroscopia di Assorbimento Atomico con Atomizzazione
Elettrotermica (ETA-MS) non ancora completamente risolti sono ii problema delle interferenze
chimiche, dacui moltedeterminazioni sono affette,e lacomprensionedei meccanismi di atomizzazione,
soprattutto quando l'analita e in presenza di altri elementi costituenti la matrice e di un modificatore
chimico, aggiunto in molti casi per ridurre gli effetti interferenti. Tali aspetti, inoltre, sono strettamente
connessi, in quanto solo la delucidazione dei meccanismi che stanno alla base dell'atomizzazione
dell'analita, delle interferenze dellamatriceo dell'azionedei modificatori puo portare ad unasoluzione
razionale del problema delle interferenze. Il lavoro presentato in questa comunicazione si poneva un
duplice obiettivo:
I) Effettuare una migliore caratterizzazione delle interferenze chimiche mediante un approccio
multivariato, che consideri non solo gli effetti dei singoli interferenti, aggiunti "uno alla volta", ma
anche le eventuali interazioni tra interferenti.
2) Sviluppare un nuovo metodo per lo studio delle reazioni che avvengono all'intemo de! fometto di
grafite eapplicare talemetodo per investigare lacausadelle interferenzee ii meccanismo di azione dei
modificatori di matrice.
II problema analitico considerato e la determinazione ETA-AAS di tellurio, in presenza di elementi
maggiori, quali ii sodio, il potassio, il calcio e ii magnesio, normalmente presenti in campioni
ambientali. Tale determinazione e particolarmente importante dal punto di vista ambientale c::::,__
tossicologico, data l'accertata tossicita dei composti del tellurio, anche a livello di tracce.
L'analisi ETA-AAS di tellurio e complicatadallasuaelevata volatilita e dai pesanti effetti interferenti
i quali deterrninano laforrnazionedi undoppiopicco di assorbimento, non piu utilizzabileanaliticamente,
probabilmente originato dalla atomizzazione di tellurio da due differenti composti. Per ridurre la
perdita di analita prima dell'atomizzazione ed eliminare le interferenze, palladio e niche! vengono
normalmente impiegati come modificatori di matrice.
Le interferenze di Na, K, Ca e Mg sono state studiate mediante un approccio chemiometrico. Un
opportuno disegno sperimentale, haperrnesso di stimare i coefficienti del seguentemodello ipotizzato:

Y=b,+b, [Na] + b, [K] + b, [Mg] + b, [Ca) + b, [Na][K] + b, [Na][Mg] + b, [Na][Ca] + b, [K][Mg]
+b,(K)Ca) +b,,Mel[Ca)+b,, [Na)(KJ[Mg)+b,,[Na][KJ[Ca] +b,[K]Mg](Ca] +b,Na]K]Mg](Ca]

dove la risposta Yel'area del picco di assorbimento.
Si ecosl evidenziato che, qualora si vogliano quantificareo studiare le interferenze dellamatrice, oltre
all'effetto dei singoli elementi, devono essere considerate anche le loro interazioni. L'effetto del
palladio e del nickel nel ridurre le interferenze e stato confermato, ripetendo laseriedi esperimenti con
unapiattaformaricoperta di modificatore, mentre ii ruolo del carbonio e stato studiato, sostituendo alla
piattaforma di grafite, una piattaforma di tantalio.
Per quanto riguarda, invece, ii secondo obiettivo di questo lavoro, si e pensato di studiare le reazioni
che avvengono all'intemo del fometto di grafite,medianteuna "riproduzione in macro" di tale sistema.
Mantenendo fissi i rapporti tra analitae interferente, quantita macroscopiche di tellurio (IO mg) e di
interferente (lg o IOg) sono state poste in un crogiolo di grafite e riscaldate, in un fomo ad induzione,
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in corrente di Argon e secondo un programma termico del tulto analogo a quello utilizzato durante
l'analisi ETA-MS. II riscaldamento e stato interrotto rapidamente alla tempcratura di fusione della
miscela reattiva, in corrispondenza di un punto intermedio della rampa di riscaldamento, poco prima
dell'atomizzazione. In questo modo i composti che eventualmente si formano, in fase condensata, tra
l'analita e l'interferenle, o tra l'analita e ii modificatore chimico, vengono "congelati", prima che
vaporizzino o si decompongano, e possono essere studiati mediante microscopia elettronica o
diffrattometria a RX. Poiche i reattivi, l'ambienle e le condizioni terrnodinamiche e cinetiche sono
identiche a quelle di una analisi ETA-AAS, non vi sono obiezioni leoriche all' estrapolazione dei
risultati a quantita assolute pi)piccole. I risultati ottenuti finora possono esserecosi riassunti:
1) E' stata osservata la forrnazione di due composti cristallini, a struttura esagonale, tra lellurio e sodio
e tra tellurio e potassio. Si puo, percio, ipotizzare che l'effetto interferente osservato sia causato dalla
forrnazione di tali composti dai quali ii tellurio vieneatomizzato in un tempo diverso econ unadiversa
facilita rispetto al composto dal quale atomizza in assenza di interferente.
2)Inpresenza di palladio odi nichelnell'ambientedi reazione, in quantitapari aquelladell' interferente,
non si sono osservati composti tra tellurio e interferenle ma degli aggregati sferoidali tra tellurio c
modificatore. Si puo, percio, ipotizzare che la formazione di un aggregato analita-modificatore, pi)
stabile, prevenga la forrnazione del composto tra analita e interferente, eliminando l'effetto di
quest'ultimo.
Un analogo procedimento e stato applicato per ii calcio e ii magnesia, ma l'ambiente fortemente
igroscopico ha impedito, finora, una chiara osservazione microscopica. Infine, i composti ottenuti,
sono stati sottoposti ad analisi strutturale mediante microdiffrattrometria a RX.
In conclusione, la ricerca condotta fino a questo punto ha consentito di forrnulare un' ipotesi sul
meccanismo di interferenza del sodio edel potassio sulladeterrninazione del tellurio e sul meccanismo
di azione di niche! e palladia nel prevenirla. Inoltre, e stata sviluppata una metodologia chepuo essere
applicata, in generale, per lo studio dei meccanismi di atomizzazione.



DETERMINAZIONE DI CONTAMINANTI IN CAMPION!
ALIMENTARI E AMBIENTALI PER VIA IMMUNOENZIMATICA:

AFLATOSSINA Bl E ATRAZINA.

aria Pesavento", Enrica Baldini, Alessia Daconi, Carla Riolo, Teresa Soldi, Antonella Profumo.
Dipartimento di Chimica Generale, Universita diPavia.
Istito di Scienze Mat. Fis. Chim., Universita diMilano

E' stato messo a punto un metodo ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) per la determinaz ione di
due possibili contaminanti di cibi, I'Aflatossina BI e l'Atrazina. II primo e un contaminante naturale
prodotto da alcuni funghi, del tipo Aspergillus Flavus e Aspergillus Parasiticus, che si sviluppano su
sostanze alimentari quali semi oleosi, cereal i, spezie, prevalentemente in zone a clima caldo-umido, ma
che attualmente sembrano essersi diffusi anche in quelle a clima temperato. Si tratta di una delle sostanze
piu altamente cancerogene finora conosciute. L'Atrazinae un pesticidautilizzato in agricoltura, e sue tracce
sono presenti in acque natural i e potabili, e in numerosi vegetali, anche se attualmente il suo utilizz o e
severamente limitato.
Dato che tutti i reagenti immunologici richiesti sono reperibili in commercio, i tests qui proposti possono
essere eseguiti in un normale laboratorio per analisi chimiche.
II maggiore vantaggio delle analisi immunologiche di tipo ELISA, gia ampiamente utilizza te damolti ann i
in campo chimico-clinico, ma solo recentemente applicate a campioni di altra natura (I), consiste nel fatto
che si possono determinare concentrazioni molto basse in matrici complesse, con alta specificita, senza
bisogno di apparecchiature particolarmente sofisticate,e in tempi ragionevoli.11 piu imponan te svantaggio
e costitu ito dalla bassa riproducibilita del metodo. Questo aspetto e stato esaminato con part icolare
attenzione nel presente lavoro, assieme a quello delle interferenze. In ambedue i casi si e utilizzato come
fase soIida, da attivare con l'opportuno reattivo immunologico per la formaz ione del complesso anticorpo­
aptene in fase solida, una normale piastra da microtitolaz ione a 96 pozzetti, sulle pareti dei quali le proteine
vengono adsorbite per via fisica. Le successive fasi della analisi sono quindi state eseguite rispettivamente
facendo reagire con la fase solida una so luzione contente Aflatossina BI e anticorpo specifico marcato con
enzima (fosfatasi alcalina e perossidasi di rafano) in difetto, e una soluzione contente Atrazin a e Atrazina
marcata con enzima (perossidasi di rafano). Pur impiegando per tutti e due gli analiti un metodo per
competizione, si sono utilizza te due strategie diverse, dato che in commercio sono disponibili reagenti
diversi. Nel caso della Aflatossina BI la attivazi one della fase solida e stata fatta con un coniugato BSA­
AllatossinaBI (SIGMA),mentre per l'Atrazinasieusato un anticorpo specifico anti-atrazina(Ch emicon).
In ambedue i casi sono state ottimizza te lequantitadei reagenti tanto bloccati infase solidache in soluzione.
Sono state anche ottimizza te le reazi oni enzimatiche di rivelazi one, in relazi one alla acidita, alla
concentrazione di substrata, e ai tempi di incubaz ione. La risposta del test e ottenuta in termini di
assorbanza in funzione della concentrazione di analita nella so luzione in esame. In ambedue le stra tegic
adottate la assorbanza diminuisce all'aumentare della concentrazione di analita. L'intervallo dinamico e
dell'ordine di 3 uni ta logarit miche, da circa 100 a0. 1 ppb, con riproducibilita del 15% all'intemodi una
curva di standardizzazione.
Allo scopo di meglio caratterizzare gli equilibri di competizione, e stato messo a punto un metodo per la
determinaz ione dei coefficienti di fonnaz ione dei complessi antigene-anticorpo tanto in fase solida che in
so luzione. E ' stataancheconsiderata lapossibilitadi impi egare come fase solida unamembrana preattivata,
disponibile commercialmente, sulla quale le proteine possono essere legate covalentemente. Una fase
solida di questo tipo presenta un ce rto interesse in quanto puo essere riutilizza ta, e quindi usata per lo
sviluppo di biosensori (2).

(I)J. M. Van Emon, WV. Lopez-Avila, Anal. Chem., 64, 794 (1992).
(2)R.M.Carter,MA.Poli,M.Pesavento,D.E.T. Sibley, GI. Lubrano,G.G.Guilbault, Immunomethods,3,128(1993).
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IMPIEGO DI MATERIAL! DI RIFERIMENTO NELL'IDENTIFICAZIONE DI
LEGANTI PROTEICI IN MANUFATTI PITTORICI ANTICHI

M.PerlaColombini. Roger Fuoco, Beatrice Muscatello, Francesca Marra
Dipartimento di Chimica e Chimica Industriale,
Universita di Pisa via Risorgimento 35, 56126 Pisa

La conoscenza e la caratterizzazione chimica dei leganti pittorici, utilizzati nei dipinti antichi come
mezzi fissativiedisperdenti dei pigmenti, sono fonte di preziose informazioni sia per la ricostruzione
delle tecniche esecutive di un'opera d'arte siaper la definizione di un adeguato programmadi restauro
econservazionedell'operastessa. Talecaratterizzazione presenta problematiche analitiche particolar­
mente difficili da risolvere a causa della presenza simultanea di piu leganti, de! degrado de! materiale
ad opera dell'invecchiamento e dell'inquinamento ambientale e della scarsezza del materiale da
analizzare.
Per quanto riguarda ii riconoscimento e lacaratterizzazione dei leganti proteici (caseina, uovoecolla
animale), sono state sviluppate metodologie analitiche particolarmente complesse basate sulla deter­
minazione quantitativa degli amminoacidi che Ii compongono. La difficolta di ottenere risultati
accurati e riproducibili, intrinsecanelleprocedurecomplesse, e lamancanzaquasi assolutadi materiali
di riferimento in questo settore, hanno portato sino ad oggi alla produzione di dati poco attendibili e
spesso discordanti tra di loro.
Sulla base di queste considerazioni, si e ritenuto opportuno avviareuno studio rclativo alla caratteriz­
zazione di stesure pittoriche di riferimento con l'obienivo finale di fomire parametri ggettivi ed
affidabili per la idenlificazione dei vari leganti proteici presenti, anche in miscela, net campione. A
questo scopo, sono state preparate a cura dell'Opificio dellePietre Dure di Firenze (Ministero dei Beni
Culturali) seguendo leantiche ricettedel Cennini, trentadiverse stesure pittorichecompostedacaseina,
colla animale e uovo intero, presenti sia da soli che in miscela I: I, e mescolati con sei pigmenti
fondamentali (ocra rossa, ocra verde, nero vile, bianco S.Giovanni, terra verde e smaltino). In questa
comunicazionevengono descriui irisultati relativiaquesteslesure, eai materiali proteici puri impiegati
per la loro preparazione, ottenuti mediante una procedura analitica da noi messa a punlo e basata
sull'idrolisi acida assistita dalle microonde, sulla deriva1izzazione degli amminoacidi liberati con un
agentesilanizzantee sull'analisi mediantegas-cromatografia/spettrometriadi massa. Dai risultati cosl
oltenuti, sono stati calcolati e confrontali i valori di alcuni rapporti Ira le concentrazioni degli
amminoacidi pirappresentativi, ognuno con il proprio coefficientedi variazione, edestatadimostrata
la capacita del metodo proposto di identificare i vari leganti proteici mediante la sua applicazione
all'analisi di alcuni campioni reali provenienti da manufatti pittorici.
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SVILUPPO DI METODI CROMATOGRAFICI CON DIVERS!
SISTEMI DI RIVELAZIONE PER L'ANALISI DI ACID! FENOLICI

C. Bocchi, M. Careri, F. Groppi, A. Mangia,P,Manini.G. Mori
Dipartimeno di Chimica Generale ed Inorganica, Chimica Analitica, Chimica Fisica,
Universita di Parma, Viale de/le Scienze, 43/00 Parma

Gli acidi fenolici svolgono un importante ruolo nella definizione delle caratteristiche organolettiche di
vini e distillati, apportando la caratteri stica nota "di legno" tipica dei prodotti a lungo invecchiamento
in botti di rovere; il loro ruolo e per) sicuramente piu complesso intervenendo, attraverso equilibri
acido-base e formaz ione di complessi, nei processi biochimici cheavvengono nella produzione c nclla
conservazione "),
Per quanto riguarda la determinaz ione analitica degli acidi fenolici in matrici natural i e necessario
ricorrere ad una tecnica di tipo separativo. Poich la mancanza di volatilita degli acidi fenolici esclude
la possibilita di impiego della gascromatografia, il metodo pi) comunemente applicato e la tecnica
HPLC in fase inversa con meccanism i di forazione di coppie ioniche o di soppressione ionica";2
possibile inoltre l'impiego della cromatografia liquida in fase diretta, limitatamente pero ai metossi- ed
ai monoidrossi derivati degli acidi benzoico e cinnamico • Per la determinaz ione di basse concentra­
zioni di acidi fenolici anche la tecnica HPLC none priva di difficolta a causa della limitata sensibilita
della tradizionale rivelaz ione spettrofotometrica, dovuta ai modesti assorbimenti specifici degli acidi
fenolici ed alla complessita delle matrici nelle quali questi si trovano.
L'obiettivo del presente lavoro e stato quello di studiare la possibilita di impiego di diversi sistemi di
rivelaz ione per HPLC (spettrofotometrico, amperometrico, spettrometria di massa con interfaccia
Part icle Beam) al fine di ottenere maggiore sensibilita e specifi cita nella determinaz ione degli acidi
fenolici; sono stati corispondentemente sviluppati procedimenti di separazione con meccanismi adatti
ai vari rivelatori utilizzati.
Per la rivelazione spettrofotometri ca in assorbimento e stato utilizzato un meccanismo di riparizion
in fase normale su colonna CN, con fase mobile organica-acquosa a pH apparente circa 2, cheh
permesso di ottenere la separaz ione di 15 acidi fenolici in un un tempo notevolmente inferiore a quellc
richiesto dai tradizionali sistemi a fase inversa @,
Nel presente studio sono stati considerati i seguenti acidi: salicilico (I), benzoico (2), cinnamico (3),
veratrico (4), gentistico (5), vanillico (6), p-idrossibenzoico (7), o-cumarico (8), p-cumarico (9),
ferulico (10), 3,4diidrossibenzoico (11), siringico (12), caffeico (13), sinapico (14) e gallico (15).
Elevate sensibilita sono state ottenute utilizzando la rivelaz ione amperometrica, con un meccanismo
di separaz ione a fase inversa che fa uso di una colonna Cl8 e di una fase mobile costituita da miscele
in percentuali vari abili di metanolo (8-13%) e tampone acetato d'ammonio (5x10? M)/acido acetico
(1.77-2.50 M)ad un pH 2.3-2.5. E' stato riscontrato che mentre la percentuale di metanolo influisce sui
tempi di ri tenzione, la concentraz ione dell'acido acetico nella miscela eluente risulta determinante per
la forma dei picchi cromatografici. Un esempio di cromatogramma e riportato in Figura la.
L'impiego di questo tipo di rivelazi onee stato preceduto dallo studio del comportamento elettrochirnico
degli acidi fenolici in voltammetria ciclica, in soluzioni aventi caratteristiche simili a quelle dell a fase
mobile, ed involtarnmetria idrodinarnica con ii rivelatore in flusso. Sulla base dei risultati ottenuti e
stato scelto un potenziale di lavoro chepermettessedi rivelare tutti gli acidi presi in esame ad eccezione
dell'acido veratrico, che richiede un potenziale pialto, e degli acidi cinnamico e benzoico che, non
contenendo alcun gruppo ossidri lico ossidabile, non sono risultati elettroattivi. Questo studio ha
evidenziato la possibilita offerta dalla rivelaz ione elettrochimica di utilizzare il potenziale app licato
all'elettrodo di lavoro come elemento di selettivita, utile soprattutto nel caso della presenza di matrici
complesse.
Il limitedi rivelazi one determinato per gli acidi fenolici presi in esame e risultato essere compreso tra

B6



'1
i

10 e 50 ppb (volume di iniezione 20l); e stata inoltre verificata la linearitadi risposta in un intervallo
di due ordini di grandezza.
Allo scopo di ottenereuna identificazionecertadegli acidi fenolici anche in mancanzadi unacompleta
separazionecromatografica, e stato studiato il comportamento degIi acidi fenolici utilizzando la tecnica
accoppiata PB LC-MS. L'interfaccia Particle Beam offre la possibilita di ottenere spettri di massa ad
impatto elettronico (EI) confrontabili con quelli delle raccolte. Negli spettri di massa EI degli acidi
fenolici acquisiti nell'intervallo 90-250u sonopresenti sia lo ionemolecolare sia frammenti dovuti alla
perdita di gruppi ossidrilici, di gruppi metile e di molecole di acqua nel caso degli isomeri orto.
La separazione nel caso del sistema PB LC-MS e stata condotta in fase diretta con colonna CN, in
condizioni analogheaquellcutililizzateper larivelazioneUV. In Figura I be riportato un cromatogmma
ottenuto con la tecnica PB LC-MS.
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Figura I Separazione di unamiscela di acidi fenolici ottenutamediante (a) RPHPLC-
EC; colonnaCl 8; fasemobile: metanolo (13%)-acetatodi ammonio (5x10?M)/acido acetico (1.77MO,
flusso I ml/min; (b ) sistemaPB LC-MS con colonnaCN; fasemobile: eluenteA: esano-dietil etere 80/
20; eluenteB: 2-propanolo/acido formico 80%, 91/9 (v/v); A:B rapporto volume98/2 (v/v); flusso 0.8
ml/min.
I metodi sviluppati sono stati quindi impiegati per l'analisi degli acidi fenolici in campioni di sughero
e di vino.

1 T. Delgado, C. Gomcz-Cordovb, Rev. Franc. Oenol., 1987,107, 39
2 J.M. Andersen, W.B. Pedersen, J. Chromatogr., 1983, 259, 131
D.P. Miller, G.S. Howell, C.S. Michaelis, DJ.Dickmann, Am. J. Enol. Vitic., 1992, 43, 333
G.P. Cartoni, F. Coccioli, L. Pontelli, E. Quartucci, J. Chromatogr., 1991, 537, 93
'D.A. Guillen, G.C. Barroso, J.A. Perez-Bustamante, J. Chromatogr. A, 1994, 679, S9
•R. Schwarzenbach, J. Chromatogr., 1982, 239, 677
7 M. Careri, P. Manini, G. Mori, Anal. Proc., 199S, 32, 129



SEPARAZIONE E DETERMINAZIONEDI SOSTANZE PSICOTROPE
MEDIANTE RP-PLC CON REAGENTE AD INTERAZIONE IONICA
IN BASIDIOMICETI DEL GENERE AMANITA E IN ANGIOSPERME

DEi GENER! LOPHOPHORA E TRICHOCEREUS.

MC. Gennaro, D. Giacosa
Dipartimento di Chimica Analitica, Universita di Torino - Via P. Giuria 5- 10125 Torino

Amanita muscaria
Le prime notizie sull'uso psicotropo dell'Amanita giunsero in Europa nel XVIII secolo. Poco srudiata
neetuttora lacomposizione. Men Ire l'effetto tossico deIlamuscarina e noto da tempo, piil recentemenle
sono stati individuati come responsabili degli effetti psicotropi il muscimolo e l'acido ibotenico, che
rivestono attuale e notevole interesse in farmacologia per le loro potenzialita come psicofannaci.

H
Icg

CH NH
1 2

muscimolo

Io"'Q
CH NH
I 'COOH

acido ibotenico

oH

muscarina

Considerando ii rilevante interesse e la scarsita di metodi attualmente disponibili, si e sviluppato un
metodo di cromatografiaHPLCcon reagentead interazione ionicaper la identificazionee ii dosamento
in Amanita muscaria di acido ibotenico, muscimolo e muscarina. Il metodo, ottimizzato sia nel
processo di estrazione che nellasceltadeliediversecondizioni cromatografiche, consente ii dosamento
nell 'Amanita di muscimolo (limitedi dererminazione30 µg/L), acido ibotenico ( 15g/L)emuscarina
(3 mg/L).

Cactus Lophophora williamsii e Cactus Trichocereus pachanoi
Mediante ii metodo HPLC con reagente di interazione ionica sviluppato per il dosamento della
mescalina limitedi determinazione 35 µg/L) sono stalepossibili identificazionee determinazione non
solo nel piu noto Lophophora wil/iamsii (peyote) ma anche nel Trichocereus pachanoi.

CHO~CHCHNH
J O 2 2 2

CH 0
J

OCH
J

mescalina
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DETERMINAZIONEANALITICADI 0RMONI VEGETALI INACQUA DI MARE

S,Ferraro.M. Mozzoni, P. Passamonti e F.Pucciarelli
Dipartimento Scienze Chimiche, Universita di Camerino - via S. Agostino, CAMERINO (MC)

Clnolra
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Le citochinine sono una famiglia di onnoni di origine vegetale presenti nell'acqua di mare (I- 3)
provenienti da organismi viventi come macro e microalghe e batteri. In genere i fitormoni, prodotti
normalmente dalle piante superiori, vengono anche introdotti artificialmente come sostanze regolatrici
della crescita nellecoltivazioni onofrutticole. Successivamente dette sostanze, attraverso meccanismi di
dilavamento e trasporto (precipitazioni atmosferiche, irrigazioni etc..), vengono riversate in mare
provocando delle alterazioni piu o meno marcare della zona di mare costiera (4-5). Dette sostanze, in
quanto onnoni, sono ovviamentc attive a bassissimaconcentrazione (0.1-10 ppb) e lecitochinine sono in
genere promotrici dell'accrescimento e della differenziazione delle alghe.

,cH,OH Dastudi microbiologici sievisto che ii processo
n» cHcG6,,, Inns zana di produzione di essudati polisaccaridici (muco)

da pane di alcune alghe e legato al fenomeno
dell'eutrofizzazione. Questo fenomeno sembra
correlato sia allo squilibrio di concentrazionedi
determinati nutrienti (nitrati, fosfati esilicati) sia
alla presenza di questi ormoni che promuovono
la produzione di muco facilitando l'aggregazio­
nedellecellule (6). Dacio risultache ii dosaggio

Ra-c11,-a+•C:C11s llopenefi lAderlra delle citochinine nell'acqua di mare puo fomire
CH uno saumento in grado di tenere sotto controllo

uno dei parametri legati al fenomeno di fonnazione delle mucillagini. Per questo si e cercato di mettere
a punto una metodica che permettesse di dcterminare contemporaneamente la isopentenil adenina, la
zeatina, la cinetinae la benzil adenina sfruttando la proprieta di queste sostanze di essere elettroattive su
vari elettrodi. Da proveeffettuate lecitochinine risultano essereelettroattivesia in riduzionesu HMDE in
ambience acido sia in ossidazione su GCE in ambiente neutro. Poiche i segnali mostrati sono aspecifici,
siaqueUi inossidazionesiaqueUi in riduzione, siesviluppataunametodicaHPLCper separare le sostanze
per poi identificarlemediante rivelatore elettrochimico in serie alla colonna. Qui di seguito emostrato un
cromatogramma delle quattro citochinine:

........., ..
, ..
, ..
,....

Cromatogramma di una miscela di citochinine: Colonna
SupelcosilLC-8 DB 1504.6mmparicelle 3 .lm:fasemobile
metanolo $3% . ampon e acetato diammonio O.2M in acqua
pH= 6.0 :flusso0 .5 ml/min; rfrtlatortUV,268 nm; iniezione
JµJ, 25 mglmlfase mobilt (J :tatina; 2 cintlina; J lwn:il
adenina ; 4 is ope nteniladenina ).

Lo studio sta oraprocedendo verso lamessa
a punto del detector elettrochimico e net
preconcentrare le citochinine separandole
dallamatricemarina in modo daottirnizzare
ii dosaggio analitico.

IM. Pedersen, Nature 218 (1968) 776.
2 M. Pedersen; G. Fridborg. Esperientia 28 (1972) 111-112
3M. Pedersen, Physiol.Plan1 28 (1973) 101-105
4T. Kentzer; K Kluszynska-Burkiewicz; A. Radziwonowska; B. Potulska-KleinStud.Mat.Ocean. 19 (I977) 164-170
5 T. Kentzer; R.Synak: K. Burkiewicz Biol. Plant 22 (0980) 218-225
6 H.Homme; A.MazurAmbiente, Risorse, Salute Maggio-Giugno 1992
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DETERMINAZIONE DELLA DISTRIBUZIONE DI MASSE MOLECOLARI
DI POLIELETTROLITI MEDIANTE CROMATOGRAFIA

DI ESCLUSIONE STERICA. IL CASO DEGLI ACIDI UMICI

Valeria Fogacci, Renato Seeber, Domenica Tonelli
Dipartimento di Chimica Industriale e deiMateriali
Universita di Bologna - Viale del Risorgimento, 4 - 40/36 Bologna
Carlo Gessa
Istituo di Chimica Agraria - Universita di Bologna - Viale Berti-Pichat, 10-40127Bologna

In un lavorodi ricerca volto acaratterizzareaspetti diversidel chimismo di acidi umici (HA), alla luce
delle diverse proprieta chimichedegli stessi al variare dellamassamolecolare, I'estratto totale di HA
e stato sottoposto ad una procedura di frazionamento mediante ultrafiltrazione tangenziale. Per
verificare I'efficienza di taleoperazione, siepensato di utilizzare lacromatografiadi esclusionesterica
(SEC) quale tecnica di controllo della distribuzione di masse molecolari nei tagli ottenuti.
La cromatografia di esclusione sterica e frequentemente utilizzata per determinare la distribuzione
dellemassemolecolari di polimeri organici di sintesi. Una curva di eluizione in SEC puo essere vista
come un profilo della distribuzione delle dimensioni molecolari, quando sia possibile trovare una
relazione che trasformi laseala in ascissa, espressa in termini di volumedi ritenzione(Ve), in unanuova
scalaespressa in tennini di massemolecolari. Ovviamente, tale relazione sara funzione della specifica
Colonna e strumentazione usate. Il metodo piu convenzionale di calibrazione consiste nell' uso di una
serie di standard della stessa naturachimica dei composti che si analizzano, aventi una distribuzione
di masse molecolari la piu stretta possibile.
Quando si usi la SEC per la determinazionedi distribuzioni di masse molecolari di HA, ci si trova ad
affrontare problemi inerenti alla loro natura di polielettroliti, nonche al loro specifico chimismo. Per
ottenere unaseparazionebasataunicamentesulledimensioni molecolari, occorreevitareogni interazione
con la matrice polimerica che costituisce il riempimento della colonna; queste interazioni possono
essere significative quando si haache fare con sostanze in cui siano presenti molti gruppi funzionali,
quali i polielettroliti in generale; in particolare, la varieta dei gruppi presenti negli acidi umici impone
di considerare una vasta gamma di possibili interazioni. Un altro problema risiede nella non
disponibilitadi standard di calibrazionechesiano adatti per polielettroliti non proteici. Ancora, lafora
e le dimensioni delle molecole di acidi umici in soluzione risentono foremente della concentrazione
de!materialeumico, dellaforza ionicaedelpH.Ad altaconcentrazione (>3.5-5 g/L), altaforzaionica
(>0.05M)ebasso pH(<3.5), gli acidi umici tendono ad aggregarsi tramite legami aHeperazionedeIle
forze di Van derWaals. Aumentando ii pH queste interazioni diventano piu deboli e, a causa della
progressivasalificazionedei gruppi acarattereacido, gli aggregati si separano in particelle piu piccole
fino ache, a bassa concentrazione (< 3.5-5 g/L). bassa forza ionica (< 0.05 M) e pH sufficientemente
elevato (>3.5), gli HA si possono considerare polielettroliti lineari e flessibili.
II primo approccio alla caratterizzazione della distribuzione delle masse molecolari degli HA e stato
quello di utilizzare il metodo della calibrazione con opportuni standard. Poiche si e lavorato in
condizioni in cui gli HA presumibilmente si comportano come polielettroliti lineari e flessibili, ii kit
di calibrazione piu idoneo e sembrato quello dei polisaccaridi, anche se si tratta di polimeri neutri;
peraltro, quando non sono disponibili, come in questo caso, standard della stessa natura delle sostanze
in esame, la SEC puo servire solarnente come mezzo per confrontare distribuzioni di dimensioni
molecolari.
Perverificare laconsistenza delledistribuzioni di massemolecolariottenute, sietentatodi passaredalla
curva di calibrazione in termini di masse molecolari di standard commerciali ad una curva di
calibrazione propria della sostanza in esame, seguendo un procedimento riportato in letteratura, noto
come "calibrazione universale" • Tale metodo prevede di riportare, in funzione di Ve, il logaritmo di
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J, volume idrodinamico del polimero definito comeJ= [n] x M, doveMe la massa molecolare e [n]
ela"viscositaintrinseca"ottenuta, con proceduradiversaasecondadellanaturadel polimero, damisure
di viscosita a diversa concentrazione. II volume idrodinamico e il reale parametro su cui si basa Ia
separazionein SEC.Talecalibrazioneestataottenutaeseguendomisureviscosimetriche sui polisaccaridi
standard, nello stesso solvente che costituisce l'eluente in colonna. Dalla definizione di J e dalla
equazionedi Mark-Houwink [n]=KxM,checorrela [n]con lamassamolecolare tramiteduecostanti,
Ke acaratteristiche di ogni singolo polimero neutro in un certo solvente, e possibile ricavare i valori
di tali costanti per gli acidi umici. II procedimento si basa sul profilo cromatografico relativo a due
frazioni di HA con diversa distribuzione di massa molecolare e sui valori di J ricavati dalla curva di
calibrazione universale in corrispondenza di una serie di Ve de! profilo sperimentale. Noti i valori
ottenuti per i parametri Ke a, si costruisce la retta di calibrazione tipica de! polimero.
I valori da noi ottenuti per gli HA sono risultati privi di significato fisico, motto probabilmente per la
difficolta di applicare i concetti validi per i polimeri neutri ai polielettroliti. Questo lavoro ha
confermato quindi la difficolta di definire le distribuzioni delle masse molecolari di polimeri tramite
SEC quando non si abbiano a disposizione gli standard opportuni e, soprattutto, ha evidenziato Ia
necessita di elaborare modelli teorici adatti a definire il comportamento in soluzione di polimeri non
neutri.

I. Ghosh, K., and Schnitzer, M.• Soil Sci., 1980,129, 266
2. Morris, M.C., J.Chromatog, 1971, 55, 203



ENANTIOSEPARZIONE DI ACIDI CARBOSSILICI
MEDIANTE FASI STAZIONARIE CHIRALI FUNZIONALIZZATE

CON DERIVATI DI ERGOT ALCALOIDI

F. Bachechi
lstilllto di Strutturistica Chimica, CNR -Area de/la Ricerca di Roma, C.P. 10, 00016 Monterotondo
Stazione, Roma
M. Flieger
Institute of Microbiology, Academy of Sciences of the Czech Republic, Videnska 1083, C-142 20
Prague 4, CzechRepublic
A.Messina
Dipartimento di Chimica, Universita di Roma "La Sapienza" P.le Aldo Moro 5, 000185 Roma
A.L. Segre
Istituto di Strutturistica Chimica e Servizio NMR, CNR -Area de/la Ricerca di Roma
M. Sinibaldi
Istituto di Cromatografia, CNR - Area della Ricerca di Roma.

Gli Ergot alcaloidi costituiscono unaclasse di composti con alta potenzal ita di applicaz ione nella sintesi
di fasi stazionarie chirali per HPL (1-5). Ci0 e dovuto alla presenza
nella struttura ergolinica (I) di: a) due o tre atomi di carbonio
asimmetrico; b) un gruppo accettore di elettroni rappresentato
dall'anello indolico; c) funzioni basiche che possono costituire siti di
interaz ioni elettrostatiche o di legami H, d) versatilita di introdurre
in R, gruppi di impedimenta sterico o siti di ulteriori interazioni
stereoselettive. Un'altro fattore favorevole all'impiego di Ergot
alcaloidi nel camp o delle separaz ioni enantiomeriche analitiche e su
scala preparativa e il cosro di produzione relativamente basso,
essendo tali composti ottenuti mediante processi di fermentaz ione.
Nella presente comunicaz ione saranno illustrati: I) la sintesi di
aleuni support i chiral i ottenuti funzionalizzando gel di silice con il derivato (+)-(5R,8S,1OR)-erguride,
che presenta rispetto a I):

R, =HR, =NH-CO-NC,H,): R, = H; R, = C,H,-NH, o C,H;

2) il relativo meccanismo di ri tenzione osservato per una serie di acidi organici (amm ino acidi, acidi
2-ari lproponici), che e stato individuate come la risultante della formazione di complessi o coppie
ioniche, in cui N(6 ) ed ii gruppo indolico rappresentano ri spettivamente un punto di ancoraggio per la
funzione carbossilica, ed un silo di interazione - con le funzioni ari lichc del soluto; 3) lo studio del
meccanismo di ricognizione chirale, che e stato condotto mediante spettr oscopia NMR in soluzione e
la determinaz ione per raggi X della struttua dei complessi diastereomerici tra la terguride e gli isomeri
(R-)e (S-) dell 'acido 2-(6-metossi-2-naftil)propionico (naproxen). Questa ultima indagine e determi­
nante non solo per prevedere il grado di risoluzione di un racemato, ma soppratrutto per sviluppare
ulteriorrnente la chimica degli Ergot alcaloidi come selettori chirali.

I. M. Rieger, M. Sinibaldi, L. Cvak and L. Castellani, Chirality, 6 (1994) 549.
2. M. Sinibaldi, M. Flieger, L. Cvak, A. Messina and A. Pichini, Chromatogr. A, 666 (1 994) 47 1.
3.L. Castellani. M. Fieger, L. Mannina. P. Sedmar, A.L. Segre and M. Sinibaldi, Chirality, 6 (1994) 543.
4. L. Castellani. M. Flieger andM. Sinibaldi, J.Liq. Chrom., 17 (1994) 3695.
5. A. Messina, A.M. Girelli, M. Flieger. M. Sinibaldi, P. Sedmera andL. Cvak,"Directresolution ofopticall yactive isomers
on chiral packings containingergoline skeletons. PanV. Enantioseparationofamino acid derivatives", in preparazione.
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POLIMERI BIOMIMETICI A STAMPO MOLECOLARE: COMPORTAMENTO
CROMATOGRAFICO DI UN POLIMERO LEGANTE LATEOFILLINA

C. Baggiani, F.Trotta, G.Giraudi, A.Vanni, G.Moraglio
Dip.di Chimica Analitica, Universita di Torino, via P.Giuria 5 - 10125 Torino -tel.011-6707622
*Dip.diChimica !norganica, Fisica edeiMareriali, Universira diTorino, viaP.Giuria 7-1OJ25 Torino
- tel.011-6707550

La polimerizzazionea stampo molecolare rappresenta unametodologiaemergenteper lapreparazione
di macromolecole sintetiche ad elevato grado di reticolazione, dotate di capacita legante selettiva nei
confronti di specifici legandi. I polimeri a stampo molecolare (MIP, molecular imprinted polymer)
vengono ottenuti a partire da miscele a composizione predefinita di monomeri, agenti reticolanti e
legandi, in un opportuno solventeorganico. Le proprieta leganti de) polimero derivano dallacreazione,
indottadalla presenza del legando, di cavitadi formaecaricaelettrostaticacomplementari a quelledel
legando stesso. Recenti studi hanno dimostrato l'utilita di tali polimeri come componenti per la
costruzione di sensori molecolari ad elevato grado di selettivita, come sistemi biomimetici capaci di
simulare le proprieta leganti di un anticorpo o le proprieta catalitiche di un enzima, e come fasi
stazionarie per cromatografa HPLC. In quest'ultimaveste i MIP sono stati utilizzati con successo nella
separazione di isomeri ottici e nella preconcentrazione ed estrazione selettiva di analiti di interesse
clinico da matrici complesse.
Una valutazione generale dell'applicabilita in campo arnbientale, clinico e biotecnologico dei MIP
richiede uno studio delle loro caratteristiche in termini di specificita e capacita legante. Tale studio e
stato effettuato su di un sistema di riferimento noto in letteratura, preparato per polimerizzazione di
acido metacrilico e etilenglicole dimetacrilato in presenza di teofillina.
La valutazione dell'effetto di variabili quali pH, forza ionica e capacita tamponante della fasemobile
sullacostanted'equilibrio termodinamicaestatastudiatamediantecromatografia frontale, detenninan­
do sia la costante d'equilibrio che la concentrazione dei siti leganti. II comportamento cromatografico
in termini di selettivita della colonna e rapporto di capacita e stato studiato mediante cromatografia
zonale, utilizzando miscele solvente organico - tampone a vari pH come fase mobile.
In vistadell'utilizzo di MIP quali fasi stazionarie per estrazioni selettive di contaminanti ambientali e
molecole d'interesse clinico da matrici complesse, sul medesimo sistema di riferimento sono state
eseguite alcune prove preliminari di estrazione di teofillina da una matrice complessa. In particolar
modoestato valutato J'effettodi alcuni pararnetri chimico-fisici (pH, forza ionica, solventi non acquosi)
sul comportamento estrattivo, con particolare riguardo al coefficiente di ricupero e alla selettivita.



UNA TECNICA ANALITICA SEPARATIVA PER LA CARATTERIZZAZIONE
DI PARTICOLATO IN DISPERSIONE: FRAZIONAMENTO

IN CAMPO GRAVITAZIONALE-FLUSSO (GFFF)
PER L'ANALISI DIMENSIONALE DI FASI STAZIONARIE HPLC

P. Reschiglian, D. M e l u c ci , R. V al t anc o li e G. T o r s i

D i p a r t i m e n t o di C h i m i c a " G . C i a mic i a n " , U ni v e r si t a d i B o l o g n a , V. Selmi2, 4 0 1 2 6 B o l o g n a

L'analisi d imensionale di materiale particolato riveste notevole interesse nella genera le caratterizzaz io­
ne di tali campioni in quanto molte proprieta dei sistemi dispersi dipendono dalla curva di distribuzione
dimensionale (PSD). In HPLC, ad esempio, e noto come l'efficienza di una colonna sia fortcmente
determinata dal diametro medio e dalla PSD della fase staz ionaria Per chi svolge attivita in campo
cromatografico, in un laboratorio di metodiche analitico-separative, l'accesso alla determinaz ione
accurata di tali grandezze pub essere notevolmente ostacolato dal fatto che le tecniche di analisi
dimensionale di norma utilizzate (microscopia elettronica, coulter-counter, laser scattering) sono di
tipo non separativo, quindi difficilmente implementabili in tali laboratori , e di costo elevato da
giustificamne solo un uso ben piu che saltuario.
Le tecniche di Fraz ionamento in Campo-Flusso (FFF) sono metodiche separative di tipo liquido­
cromatografico da tempo dimostratesi valide per la rapida determinaz ione PSD di varie fasi disperse
[ I), Ira cui support i per uso cromatografico [2,3]. In part icolare la tecnica di Fraz ionamento in Campo
Gravitazionale-Flusso (GFFF) , la piu semplice ed economica delle metodiche FFF, si e dimostrata
accurata nella valutaz ione PSD di fasi silicee irregolari e sferiche [4]. In GFFF, infatti, esistono le
condizioni per una determinaz ione diretta delle dimensioni dai param etri di ri tenzione (tempo di
ri tenzione e larghezza di picco).
Vengono qui presentate la configurazi one strumentale e la metodologia GFFF utilizzabili per l'analisi
PSD di vari support i silicei, siadi tipo "diretto"che di tipo "inverso"(RP) Si dirnostracome unacolonna
GFFF pub essere facilmente assemblata a basso costo e sostituire, in una strumentaz ione classica
liquido-cromatografica, la colonna HPLC permettendo a laboratori non attrezzati per lo studio PSD di
ottenere accurate analisi dimensionali di sistemi in dispersione con conoscenze standard di liquido­
cromatografia.
Rispetto alla ottimizzaz ione della procedura di analisi GFFF di tali sistemi dispersi vengono descri tti
gli effetti dell a composizione della fase mobile e del tipo di colonnaGFFF sulla ri tenzione e quindi sulla
accuratezza dell'analisi PSD derivata e, in un ambito quantitativo, sia la dipendenza del recupero di
carnpione dalle condizioni sperimentali chc la possibilita di deterrninazi one diretta della quantita
iniettata mediante una singola analisi.

[I) J.C. Giddings, Science, 260, (1993)1456
(2) J.C. Giddings, M. Moon, Anal. Chem ,63, (1991) 2869
(3)S. K. Ratanathanawongs, I. C. Giddings, Chromatographia, 38, (1994) 545
[4] P. Reschiglian, G. Torsi, Chromatographia 40, (1995) 467
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CAMPIONAMENTO ED ANALISI CON GC-MS DI AMMINE AROMATICHE
A LIVELLO DI ULTRATRACCE IN ACQUE NATURALI EDI RIFIUTO

S. Raccan elli. M. Favotto, F. Messineo
(EniChem S.p.A. SIA, Via della Chimica, 5, 30175 Poro Marghera- VE)
B. Pavoni
(Dip. Sci. Amb., Universitii di Venezia, Dorsoduro 2137- 30123 VE)

E' stata sviluppata unametodologia di campionamento e analisi, sensibile e selettiva, che permette di
deterinare le concentrazioni di 21 ammine aromatiche e 4 benzidinetra le piu diffuse e tossichea
livello di ppt in acqua.
n metodoestatoinizialmentemessoapunto per acquedi faldae successivamenteestato adattato anche
per acque reflue.
Il campione ( I L) prelevato in doppio tramite pompa ad immersione, viene addizionato di idrossido di
sodio e conservato in bottiglia silanizzata di vetro scuro a4°Cc.
Anilina, difenilammina e 3,3'diclorobenzidina deuterate sono usate come standard intemi.
Dopo estrazione liquido-liquido con diclorometano (3x50 ml), l'estratto viene addizionato di I ml di
toluene e concentrato in evaporatore rotante.
Laderivatizzazionevieneeffettuatasu 0.500mLdi toluenecon APFP(anidridepentalluoropropionica).
Le rese di derivatizzazione superano i1 97% per 18 ammine e 4 benzidine, mentre le N,N- sostituitee
la dinitroanilina non reagiscono.
L'analisi viene condotta con HRGC-LRMS in frammentografia di massa.
La resa calcolata in base agli standard intemi e superioreal 90 %. Il limite di rilevabilita per ciascun
analita derivatizzato e di IO ng/L (ppt).
In genere per campioni di acquedi faldanonenecessaria una proceduradi purificazionede! campione.
Gli estratti da acque di scarico vengono invece purificati per eluizione su colonna cromatografica
multistrato caricata con allumina acida, carbonato di sodio e solfato di sodio. Il campionepurificato
vienepoi derivatizzato e analizzato seguendo Iaprocedurasopradescritta. Inquesto caso Iaresaglobale,
calcolatacon gli standard intemi, e superiore a 85%.
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COMPLESSI METALLO-LEGANTE IN VOLTAMMETRIA DI STRIPPING
CATODICO ADSORBITIVO: DETERMINAZIONE DI METALLI IN TRACCIA

Ornella bolling,Maurizio Aceto, Edoardo Mentasti, Corrado Sarzanini
Dipartimento di Chimica Ana/itica, Universita di Torino - Via P. Giuria, 5-10125 Torino

Tra le tecniche di preconcentraz ione per la determinaz ione di elementi in traccia sono comunemente
impiegate procedure di precomplessazione ed arricchimento di complessi me1allo-legan1e perestrazio­
ne in fase solida (adsorbimento, scambio ionico). A queste procedure puo essere assimilata la
voltammetria di stripping, in questo caso, stri pping catodico adsorbi1ivo, la preconcentrazione si
realizza per adsorbimento del complesso metallo-legante sulla goccia di mercurio, e la successiva
scansione di potenziale in senso catodico puo fomire un segnale correlabile alla concentrazione di
metallo. In questa ricerca abbiamo studiato il comportarnenlo polarografico, con la tecnica di shipping
catodico adsorbitivo, di alcuni Ieganti quali EDTA, DTPA, Tiron, 8-idrossi chinolina, acido 8-idrossi-
7-iodo e 8-idrossi chinolin 5-solfonico, 8-idrossi chinaldina e chelanti di tipo azo-solfonato: Acid
Alizarin Violet N, Calmagite, Plasmoscorinth B, Acid Red 4, Acid Orange 8, Palatine ChromeBlack,
Nitraz ine Yellow, per una loro applicaz ione nella determinaz ione di metalli in traccia in sistemi
naturali.
Lo studio econsistito nella valutazione dei voltammogrammi ollenuti per i leganti considerati, a diverse
condizioni operative (pH,intervalli di potenziale, concentrazionirelative), e eventuali loro modificaz ioni
in presenza di metalli (Ni, Pb, Mn, Cd). Si e poi proceduto ad un confronto dei risultati ottenuti con
questa procedura, picchi di riduzione in presenza dei metalli, con Ia distribuzione delle specie
metalliche (metallo libero/metallocomplessato) calcolata attraverso le costanti condizionali di stabilita
e la distri buzione relativa ottenuta in recuperi dei metalli quali complessi solfonati su res ine a scambio
anionico.
Il metodo e stato utilizza 10 per la detcrminazi one de! Mn(Il) a livello di tracce in carnpioni ambientali
(acqua di mare dell'Antart ide).
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RIVELAZIONEAMPEROMETRICA IN CROMATOGRAFIA LIQUIDADI
ALDITOLI ECARBOIDRATI CON UNELETIRODOMODIFICATO A BASE DI
RAME(I)OSSIDO DISPERSO IN UNAMATRICE DI GRAFITE E POLIETILENE.

T. R. l. Cataldi, D. Centonze, I.G. Casella, M. Martuscelli, V. Forastiero
Dipartimento di Chimica, Universita degli Studi de/la Basilicata
via N. Sauro, 85 -85100 Potenza. Tel. 0971474237,far 0971474223
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Gli elettrodiapastadi carbone(CPE)rappresentano un argomento di notevole interesse scientifico, come
dimostrato dal loro crescente impiego in vari senori elettroanalitici e dall'aumento del numero di
pubblicazioni avvenuto nell'ultimo decennio [I]. La metodologia dei CPE modificati con catalizzatori di
vario tipo rappresentano una valida altemativa alle strategic classiche basate sulla modificazionedelle
superfici elettrodichemediante adsorbimento chimico, fonnazione di legami covalenti ecrescitadi films
polimerici elettroattivi. L'utilizzo, in luogo del carbone vetroso, di una matrice costituita da polvere di
grafitemistaad un legantedi natura organicae/o inorganicaegiustificato dallafacilita con cui lasuperficie
del CPE pu essere rinnovata e dal miglioramento del rapporto segnale rumore. Aquesto proposito e da
notare che la corrente di fondo e la stabilitameccanica dei CPE sono influenzate sia dalla purezza della
grafite utilizzata nella pasta, sia dal tipo di legante organico [2]. In questi ultimi anni, rilevante successo
hanno riscosso i CPEmodificati con ossidi di metalIi di transizione, quali Cu(l), Ni(II), Ru(IV) eCo(II,II
[3-6], che mostrano una spiccata attivita catalitica in ambiente alcalino verso l'elettrossidazione di
composti alifatici scarsamenteossidabili eprivi di gruppi cromofori o fluorofori. Recentemente, nelnostro

laboratorio e stata dimostrata la fattibilita di un CPE
preparato con NiOintrappolato in unamatricedi grafite+
PVCed usato come rivelatoreamperometrico in flusso di
alditoli [4]. Nell'ambito di uno studio piu generale volto
alla realizzazione e caranerizzazione di nuovi elettrodi a
pasta di carbone modificati con catalizzatori metallici, si
e approntato un sensore costituito da ossido di rame(I)
disperso in una matrice di grafite (G) e polietilene (PE),
Cu,O/G/PE. Questo sensorerisultaessere preparabile in
meno di l ora, presenta una superficie facilmente
rinnovabile ed e caratterizzato sopratutto da una bassa
corrente di fondo. I risultati preliminari in voltarnmetria
ciclica hannoevidenziato un'elevataattivitaelettrocatalitica

¥.,~
5
j" 1

Figura I Figura2 nei confronti di composti poliossidrilati. Questa attivita
risultaessere funzione del caricodi Cu,Onellamatrice di grafite epolietilene, comemostrato in figura I
dove sono riportati i voltammogrammi ciclici ottenuti in presenzadi mannitolo 5 mM ad una velocitadi
scansione di 50 mV/s in NaOH0.48 M. L'impiego di questo elettrodo nella rivelazione in cromatografia
liquidaedimostratain figura 2, dovee riportataunaseparazionedi alditoli, Inositolo (250nmoli incolonna),
Xilitolo (25 nmoli), Sorbitolo (150 nmoli), Mannitolo (IOnmoli)ezuccheri, Glucosio (25 nmoli), Fruttosio (25
nmoli) e Ribosio (75 nmoli). La separazione e stata effettua con una colonna Carbopac MAI (Dionex)
utilizando unacellettaelettrochimica in configurazionewalljet. D Cu,O/GPEpresenta, peraitro, elevata
stabilita, rapido tempo di rispostae bassi limiti di rivelabilita per tutti gli analiti investigati.

1. K. Kalcher, J.-M. Kauffmann,J. Wang, I. Svancar, K. Vytras,C.Neuhold an!Z. Yang, Electroanalysis, 7(1995)5.
2. C. Urbaniczky and K. Lundstrolll. J. Electloanal. Chem., 176 (1984) 169.
3. Y. Xie and C.O. Huber, Anal. Chem., 63 (1991)1714.
4. T.R.I. Catakli and D. Centonze, Anal. Chim. Acta, 31)7 (1995) 43.
5.1. Wang and Z. Taha, Anal. Chem., 62 (1990) 1413.
6.S. Mannino, M.S. Coio anJ S. Ratti, Elctroanalysis, 5 (1993) 145.
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LA DETERMINAZIONE DELLA SELETTIVITA' POTENZIOMETRICA:
UN NUOVO INDICE DI SELETTIVITA'

Carlo Maccd
Dipartimento di Chimica Inorganica, Metallorganica edAnalitica,
Universita di Padova, Via Marzolo 1,1-35131, Padova

La Commissione di Chimica Elettroanalitica della Divisione di Chimica Analitica della IUPAC ha
recentementeaggiornato laRaccomandazionesui metodi per lapresentazionedeivalorideicoefficienti
di selettivita degli elettrodi iono-selenivi, [l] precedentemente contenuta nelle disposizioni sulla
relativa nomenclatura. [2] Nella presence cornunicazione comrnentiarno l'ullima Raccomandazione,
spiegando i motivi per laquale la troviamo piuttosto deludente, eproponiamo un diversoapproccio alla
soluzione dei problemi sollevati dagli autori e da essi risolti in maniera a nostro parere non adeguata.
Comunemente per l'espressione quanlilativa della selettivita d'un elettrodo per lo ione primario in
presenza d'uno ione interferente con carica dello stesso segno s'impiega ii coefficienle di selettivita
potenziometrico, k?<,, generalmente definito in riferimento all'equazione di Nikolskii-Eisenman:

E=E"+Nlog([A] + k,<(BJjv (1)

Tuttaviaquestaequazione in una gran pante dei casi risulta inadeguata a rappresentare lareale risposta
elettrodica al variare delle concentrazioni delle specie pertinenti, particolarmente quando Z,l4.
Anche equazioni di altra forrna risultano sperimentalmente giustificate solo in casi particolari e in
condizioni limitate.
L'equazione di N-E implica la dipendenza delle dimensioni del coefficiente di selettivita dal rapporto
fra le cariche ioniche. Di conseguenza, ii confronto dei valori dei coefficienti di selettivita percoppie
di ioni primario/interferenteadiverso rapporto di carica non consente di fissare una scala di selettivita
numericaunivoca (altrettanto avviene, del resto, senza suscitare scandalo, per i prodotti di solubilita);
inoltre, mentre percoppie di ioni isovalenti un valore di ~-r..< I segnala univocamente una preferenza
per lo ione primario e un valore > I la preferenza opposta, altrettanto non avviene per coppie
eterovalenti. Gli Autori della Raccomandazionegiudicano queste caratteristichecome gravi inconve­
nienti, per risolvere i quali consigliano l'adozione generalizzata de! metodo di determinazione de!
coefficiente di selettivita denominato "matched potential method" [3], quale metodo puramente
operazionale avulso da qualsiasi modello di risposta. Tuttavia lemodalita del metodo corrispondono
all'assunzione implicita dell'equazione

E=E+Nog([A) +k;(B)) (2)

come modello della risposta elettrodica bi-ionica. Nella Raccomandazione vengono riportati alcuni
esempi nei quali, mediante l'adozione di questo approccio, valori di coefficienti di seleffivita ritenuti
"assurdamentegrandi" e "ingannevoli" vengono ricondotti entro termini "ragionevoli" e chiaramente
indicativi della reale preferenza dell'elettrodo per l'uno o per l'altro ione.
Nella presente comunicazione viene dimostrato che il metodo sostenuto dalla IUPAC, se applicato
secondo le indicazioni, anzicheappianareledifficoltaper unaquantificazionerazionaledellaselettivita
potenziometrica le puo aggravare notevolmente. Infatti, sia che l'equazione (I) rappresenti ii reale
comportamento dell'elettrodo, sia che non lo rappresenti, l'uso di talemetodo percoppie eterovalenti
introduce nei valori dei coefficienti di selettivita una dipendenza sistematica dalla concentrazione di
ione interferente a cui vieneeffettuata la delerminazione (a meno che Ia reale risposta elettrodica per
una coppia eterovalente non obbedisca all'equazione (2), cio che puo accadere solo fortuitamente);
questa dipendenzapuo esseremolte volle superiore a quella, deprecata, dei coefficienti di selettivita

8/6



l

tradizionali. E' proprio grazie a questa dipendenza che, scegliendo opponunamente le condizioni di
misura, si riesce a riportarek,", a dei valori "ragionevoli".
Viene dimostrato anche che per ioni eterovalenti ii coefliciente di selettivita operazionale (che
proponiamo, per chiarezza, di denominare rapporto d'interferenza, RY,",) aumentaall'aumentare della
concentrazione d'interferente quando ZA< ZB, diminuisce nel caso contrario. In ambedue i casi e
possibile trovareo calcolareunaconcentrazione, realeo virtuale, d'interferente (chedi per se puo anche
essere assurdamente grande o piccola), per la quale il rapporto d'interferenza ha valore unitario. n
corrispondente valore numerico, che denominiamo indice di selettivita, e probabilmente l'unica
grandezza adatta a stabilire, qualorane venga ravvisata la necessita, una scala univocache permettadi
confrontare la selettivitaper lo ione a carica maggiore rispetto allo ione a carica minore indipenden­
temente dal valore del rapporto di carica.

[I) Y. Umezawa, K. Umezawa and H. Salo, Pure Appl. Chem., 67 (1995) 507.
(2) IUPAC, Compendium of Analytical Nomenclature, Pergamon, Oxford, 1978. p.168
(3) V. P. GadzekpoandG.D. Christian, Anal . Chim. Acta, 164 (1984) 279.



SIMULAZIONE DI PROCESS! DI ELEITROCHEMILUMINESCENZA PRODO'ITI
DAONDE QUADREAD ALTA FREQUENZA SUULTRAMICROELETTRODI.

EFFETTI DELLA CADUTA OHMICA E DELLACOSTANTEDI TEMPO DI CELLA
SUPOTENZLALE, CORRENTEFARADICA, CAPACITIVAE LUCE.

P Pastore*. F. Magno*, M.M. Collinsone R.M. Wightman***
Diparimento diChimica lnorganica, Metallorganica ed Analirica, via Manolo 1, 35131 Padova, ITALIA.
Department ofChemistry, Kansas State University, Manhattan, Kansas 66506-3701, USA.

***Department ofChemistry, University ofNorth Carolina, Chapel Hill, NC 27599-3290, USA.
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(E"I)
A- c· <=>C (E2)
B+ c+ ->A*+A (reazione di annichilazione)
A-> A+hv (emissione di luce)
Un singolo precursore, A, viene ridotto ed ossidato a due potenziali distanti tra loro producendo i
corrispondenti radicali anione (B) e catione (C ) che, reagendo tra loro. producono due molecole di
precursore unadellequali nello statoeccitato di singoletto. Fig. I Simulazione digiuke del

Quest'ottimadecadeallosato fondamentaleementendown +177,7....
fotone. Lo studio e stato fatto per mezzo della simulazione con polarinzrione retungolure

digitaleusando l'algoritmo hopscotch" comemetodo ate=e11"272.
differenze finite. La simulazione ha permesso di e .dimensional,; C> "'"""

deconvolvere le correnti faradica e capacitiva e di dimo- :,::;,::::;:1.,;:.>
srare che la cad0a ohmica, i,R8, e la costane di temo .sf ?2..7%2. %."15.
dellacella, RC,condizionano laforad'ondadelpotenzia- '' oemuse di rid«anion=2.0v,
le cheasuavoltaritardaemodifica la formadella corrente - o va50UI,. DA=l.lxlo'ml,·'.
faradicaequindi t'emissione di lace comemosrao inn. >,e ;;;;";
IA-D. Opporuni diagrammi perettono, in linea di prin- f"]
cipio, di distinguere sistemi aventicostantidi annichilazione <- ):S-1.ss,10' an'

adimensionali ;\,=kt5CA maggiori di 1000, valorelimiteper
ii controllo diffusivo (k=costante di annichilazione,
t=semiperiodo dell'ondaquadra eCA=concentrazionedel
precursore). Si e studiato inoltre l'effeno del valore di A
sulla formaesullaposizionedello stratadi reazione (fig.2)
assieme all'influenza che diversi coefficienti di diffusione
hanno anchesul movimento dello strato di reazionestesso.
Infine, e stata individuata la presenza di strati di reazione
multipli relativi a step precedenti che dimostrano che le
zone di emissione possono essere piil di una.

In questo Iavorosierazionalizzato un processo di elenrochemiluminescenza [1-5] (ECL) prodoto daonde
quadre simmetrichead alta frequenza (5· l00kHz) su ultramicroelettrodi prestando particolare attenzione
all'effetto che la caduta ohmica e la costante RC del sistema hanno su potenziale elettrodico, corrente
faradica, corrente capacitiva ed emissione di luce. Il processo studiato e quello descrino dal seguente
schema di reazioni:
A+e <=>B

I. E.A. Chandross andF.1. Sonntag. J.Am.Chem.Soc., 86(1964)3179.
2. S.W. Feldberg. J.Am.Chem.Soc.. 88(1966)390.
3. L.R. Faulkner, J.Electrochem.Soc.. 124(1977)1724.
4. M.M. Collinson, P. Pastore, K.M. Maness and R.M. Wightman, J.Am.Chem.Soc., I 16(1994)4095.
5. M.M. Collinson, P. Pastore and R.M. Wightman, J.Phys.Chem., 98(1994) 11942.
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IMPIEGO DI MICROELETIRODI SOLIDI NELL'ANALISI
DI PIOMBO E RAME IN CAMPIONI REALI

M. Antonietta Baldo, Salvatore Daniele and Gian A. Mazzocchin
Dipartimento di Chimica Fisica, Universita di Venezia, Calle Larga S. Marta 2137, 30123 Venezia

Fig.1
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L'interesse legato alla salvaguardia ambientale ed ai pericoli tossicologici che derivano dal consumo
di alimenti, ha reso necessario lo sviluppo di tecniche d'analisi sempre piu sensibili per la determina­
zione di inquinanti organici, inorganici, organometallici. Tra i modemi metodi voltammetrici, lo
stripping anodico viene ampiamente utilizzato nell'analisi di tracce di metalli pesanti, impiegando
generalmente elettrodi di mercurio sia di dimensioni convenzionali, che microscopiche [ 1,2]. In
part icolare, i microelettrodi di mercurio hanno recentemente trovato numerose applicazioni nell'ana­
lisi diretta di campioni reali, in quanto presentano alcune vantaggiose proprieta che consentono il loro
impiego ad esempio in sistemi a bassa forza ionica in assenza di elettrolitadi supportoe senza agitazi one
dell a soluzione durante lo stadio di preconcentrazione (2,3 ].
I microelettrodi solidi, invece, sono stati finora poco utilizzati per la determinazione di specie
metalliche in tracce. Tali microsonde, oltre a presentare le stesse vantaggiose proprieta dei microelettrodi
di mercurio, consentono una ulteriore semplificazi one della procedura analitica, in quanto in questo
caso viene eliminate lo stadia di deposizione di mercurio sul substrata elettr odico.
In questa comunicaz ione viene presentato uno studio relativo alla messa a punto di una procedura
analitica per determinare piombo e rame in matrici di natura ambientale ed alimentare, impiegando
microelettrodi a disco di grafi te e platino. Sono state innanzitutto eseguite alcune indagini preliminari
riguardo ii processo di deposizione dei due cationi in soluzioni sintetiche a di versa concentraz ione e
composizione, per ottimizzare i parametri sperimentali di stripping quali potenziale di deposizione,
tempi di elettrolisi, e caratteristiche voltammetriche dei processi di stri pping. Un'attenzione part icolare
e stata dedicata allo studio delle interferenze nella codeposizione di piombo e rame, a causa della
formaz ione di composti intermetallici
che in determinate condizioni rendono
dif licoltosa l'analisi simultanea di que­
sti due cationi.
La procedura analitica messa a puntoe
stata successivamente applicata all 'ana­
lisi in situ di un campione di acqua
piovana e alcuni campioni di vino.
L'accuratezza di questo metodo e stata
valutata mediante misure di confronto
eseguite utilizzan do microelettrodi di
mercurio. In Fig. I e riportato un ti pico
voltammogrammadi stripping registra­
to su microelettrodo a disco di gralite
in un campione di vino.

I J. Wang, "Stripping Analysis: Principles, Instrumentation and Applications", VCH, Deerfield Beach, FL, (1985).
2 M.A. Baldo, S. Daniele, M. Corbetta and G.A. Mazzocchin, Electroanalysis, (1995).
3 S. Daniele, M.A. Baldo, P. Ugo and G.A. Mazzocchin, Anal. Chim. Acta, 219(1989) 19.
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AMPEROMETRIC DETERMINATION OF GLUCOSE, ETHANOL, LACTATE
AND ~-HYDROXYBUTYRATE USING A NEW PURIFIED DIAPHORASE CO­
IMMOBILISED WITH DEHYDROGENASES ON PLATINUM ELECTRODE

R Antiochia,A.D. Magri and G. Palleschi
Dipartimento diChimica, Universita di Roma "La Sapienza" ,PiazzaleAldoMoro 5,0015Roma, ITALY
Dipartimento di Scienza degliAlimenti, Universita diNapoli Federico 11 Via U11iversita JOO, 80055
Portici, Napoli

Diaphorases catalyse the electron transfer from NADH to oxidised dyes.
The reoxidation of these molecules, called mediators, at the electrode surface is carried out at a much
lower potential than the one required for the direct oxidation of NADH.
Since NADP)' is the cofactor of more than 300 dehydrogenases NAD(P) dependent enzymes, by
adding adehydrogenase in solution in presenceof diaphorase, NAD(P)> andmediator thedetennination
of many substrates of analytical, clinical, food and environmental interest is feasible. However these
enzymes can also be used immobilised on polymer membranes. This avoids the enzyme waste and
makes the analysis inexpensive. The overall reaction is the following

dehydrogenase
substrate,...+ NAD• ---------->substrate.,.+ NADH

diphorse
NADH+ ferricyanide ----------> NAD + ferrocyanide

P electrode
ferrocyanide ------------> ferricyanide

The diaphorase used in these experiments was extracted from Bacillus stearothermophilus and was
purified using a combination of ion exchange, gel filtration and affinity chromatography. The specific
activity was found to be 281 units/mg protein.
In order to assemble electrochemical biosensors firstly the experimental conditions were optimised
immobilising only the diaphorase.
Four different membranes were tested and Immobilon™ Affinity Membrane resulted the best to
immobilise theenzyme. It showed thehighest current sensitivity (linearity range: 10/1.0 mmol/1..) and
the lower detection limit (5x10 mol/L).
For all membranes tested the optimum pH was 7 .0 in 0.1 mol/L phosphate buffer and the optimum
temperaturewasat about 70° C, according to theexcellent thermalstabilityofBacillusstearothermophilus.
After theoptimization of all theparametersdiaphorasewasco-immobilisedwithselected dehydrogenases
enzymes. Enzymeratio, enzymeamount, different buffersand pHwere tested and optimised. Thesame
buffer and pH selected for previous experiments performed with diaphorase gave the best results for
all the dehydrogenase enzymes tested. Glucose dehydrogenase, alcohol dehydrogenase, lactate
dehydrogenase and, ~-hydroxybutyrate dehydrogenase were immobilised and the related substrates
were determined as shown in the following table:

Substrate Linearity range Detection limit
(mmol/L) (mol/L)

Glucose 10-3 / 0.2 5x107
Ethanol 10?/1.0 Ix10°
Lactate 102/0.2 Ix10°

-hydroxybutyrate 102/0.5 5x IO·'
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UNFOLDING PCA PER LO STUDIO DELLE DETERMINAZIONI
ANALITICHE NELLE ACQUE DELLA LAGUNA VENETA

CarlaArmanino, Silvia Lanteri, Luigi Alberotanza.
IstitutodiAnalisi eTecnologieFaraceuticheedAlimentari, UniversitddiGenova,viaBrigataSalerno,Genova
+CNR -lsrituto per lo Studio della Dinamica de/leGrandiMasse, San Polo 1364, 30125 Venezia

La qualita della vita e strettamente correlata alla qualita delle acque che utilizzi amo e che ci circondano.
L'esigenza di continue determinazioni chimiche nelle acque, la loro grande importanza ed i l loro costo
elevato,gencrano lanecessitadi utilizzare nel migliormodo possibile tutte le informaz ioni raccoltedurante
ii procedimento analitico. La individuaz ione del significato chimico e biologico delle deterrn inaz ioni
analitiche, ultima fase del processo analitico, diventa fondamentale e so lo i metodi di esplorazione dei dati
basati sull'analisi multivariata sono in gradodi interpretare le grandi matrici di dati tri dimensionali (staz ioni
di ri levamenti, parametri chimico analitici, tempo) prodotte dai monitoraggi ambientali. Allo scopo di
sottolineare questo aspetto, si e studiata una serie di dati storici, comunque recenti, ottenuti da ri levamenti
effettuati durante il quinquennio 1986-1990 nel bacino centrale della Laguna di Venezia. I campioni
provcngono da 13 stazi oni sparse all'intemo della Laguna, dove i rilevamenti sono stati effettuati con
regolarita mensile, e sui quali sono stati determinate 14 variabili chimiche e fisiche. Considerando
separatamente ogni anno di prelievi, le misure raccolte costituiscono una matrice di dimensioni 13 (le
stazi oni) 14 (le vari abili misurate) 12 (le condizioni, cioe le osservaz ioni mens ili), mentre ii dataset
completo costituisce unamatrice 13 * 1460. Queste matrici possono essereosservate da tie punti di vista,
le tie differenti facce del cubo, da cui si puo studiare l'effetto delle stazi oni di campionamento, dei mesi
di prelievo, e l'importanza e le correlaz ioni tra le variabili in gioco. Da ciascuno di questi punti di vista si
deve ottenere un array bidimensionale che dia l'immagine piu informativa possibile. L'analisi dei
componenti principali, effertuata dopo unfolding, e i l trattamento piu sempl ice in grado di fare questo (1).
L'unfolding e uno sviluppo, solitamente in senso orizzontale, della matrice dei dati originali, a cui segue
poi la consueta analisi dei componenti principali. In questo caso e stato effettuato un pretrattamento di
scaling delle variabili sull'intero dataset prima dell'unfolding, dal momento che si e voluto studiare
principalmente l'effetto delle staz ioni di ri levamento e del
periodo di ri levamento. Studio delle stazioni di rilevamen-
to: dall'osservazione dei primi due componenti principali
ottenuti dalla matrice che ha per righe le 13 staz ioni e per
colonne le combinazioni delle 14 variabili per le 12
osservazioni si vede chiaram ente il significato spaz iale de!
primo componente, che trattiene l'inforazione dovuta
alla distanza daJ mare aperto. Si notano similari ta (attese
e non attese) tra alcuni siti di ri levamento, si osserva come
ii percorso costante compiuto per i prelievi possa aver
influito sui risultati, ma venga trattenuto dal secondo
componente principale e sia quindi eliminabile. Le stazi o-
ni sono indicate nella figura, secondo ii percorso di prelie-
vo.a: Boccadi Pono de! Lido, b: San Marco, c: ii canale de Ila
Giudecca, d: S. Giorgio in Alga, e-h: Porto Marghera, i: c
Fusina, l: punto intemo all' altezza di Malamocco, m: Bocca di Ponodi Malamocco, o: iso la di S. Clemente. E
stato studiato inoltre l'effetto dei mesi di campionamento (matrice che ha per oggetti i I 2 mesi di
campionamento e percolonne le combinazioni Ira le 13 staz ioni e le 14 variabili) e l' effetto delle variabili
(matri ceche ha per righe le variabi li epercolonne lecombinazioni tra le 13 stazi oniele 12osse rvazioni rnens ili).

(I) Rene Henrion, "N-way principal component analysis. Theory algorithms and applications", Chemometrics and
Intelligent Laboratory Systems, 25 (1994) 1-23.
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SVILUPPO DI UN METODO IMMUNOENZIMATICO IN FASE SOLIDA
PER LA DETERMINAZIONE DEL PESTICIDA FENOXYCARB

C. Baggiani, P.Coleto, G.Giraudi, A. Vanni
Dip. di Chimica Analitica, Universita di Torino, viaP. Giuria 5 - 10125 Torino -tel. 011-6707622
Scuola di Specializzazione in Biotecnologie, Facolta di Scienze M.FN., Universita di Torino

L'etil-2-(4-fenossifenossi)-e tilcarbammato, noto picomunemente come "fenoxycarb" e un pesticida
a bassa tossicita che agisce come regolatore dell'ormone della crescita su molte specie di insetti.
Impiegato come protettore delle piante da fru tta, e sospettato di interferire con l'imbozzolarnento dei
bachi da seta, e di essere quindi responsabile indiretto di un considerevole danno economico.
La determinaz ione analitica corrente del residuo al suolo o su foglia prevede, dopo una complessa
procedura di clean-up del campione, un'eluizione isocratica su fase inversa C-18 degli estratti organici.
Poiche il metodo non e sensibile a dosi inferiori a 50 ppb, si e considerata la possibilita di sviluppare
un metodo immunochimico capace di abbassare il limite di rilevabilita a livello del ppb.
E' stato quind i ottenuto un'antisiero di coniglio contenente anticorpi anti-fenoxycarb per immunizzazione
con un coniugato tra albumina bovina e un derivato dell'analita, il 2-(4-fenossifenossi)-etilarnina
emisuccinarnidato, scelto in modo da ottenere anticorpi il piu possibile specifici.
II metodo immunoenzimatico competitivo utilizzato consiste nella competizione per una quantita fissa
di anticorpo specifico tra ii fenoxycarb contenuto nei campioni e una quantita fissa di coniugato
fenoxycarb - tiroglobulina bovina (insolubilizzato sui pozzetti di una piastra per microtitolaz ione) per
l'occupaz ione dei siti leganti dell'anticorpo specifico anti-fenoxycarb. Una volta realizza to l'equilibrio
tra i reagenti, l'anticorpo legato all'analita viene lavato via, mentre quello legato al fenoxycarb in fase
solida viene successivarnente determinato anraverso ii legarne con un anticorpo anti-y-globu line di
coniglio, marcato con un enzima. Misurando poi ii segnale colorimetri co generato dalla reaz ione
dell'enzima con un adeguato substrato/cromogeno, si ottiene un'assorbanza della soluzione inversa­
mente proporzionale alla concentraz ione di analita nel carnpione.
E ' stato studiato l'effetto de! grado di sostituzione del coniugato fenoxycarb -tiroglobulina bovina in
fase solida e le condizioni operative del saggio, quali la diluizione ottimale dell'antisiero anti­
fenoxycarb e del secondo anticorpo , la temperatura e i tempi di incubaz ione, ii pH di reaz ione, la
presenza di solventi organici e ii rapporto volumetrico tra la soluzione di antisiero specifico e ii
cam pione, ottenendo un saggiocapace di misurare concentraz ioni di fenoxycarb in soluzione comprese
tra 0.1 e I00 ppb (doseminima ri levabile in tampone 50 ppt). Le prove eseguite suuna matrice costitu ita
da estr atti fogliari hanno dimostrato la stabilita della curva in condizioni reali, confermando la
possibilita di determinare con elevata sensibilita il fenoxycarb mediante un saggio immunoenzimatico.
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VARIAZIONI DEL CONTENUTO DI ALCUNI NUTRIENTI ED ELEMENTI
IN TRACCIANELLE CERCHIE ANNUALI DI Pinuspinea L.

IN AREE MEDITERRANEE.

E. Barbolani, M. Ferretui eR. Udisti
Department ofSoil Science and Plant Nutrition,

University ofFlorence - Piazzale delle Cascine, 28 1-50144 Florence (Italy).
+ Department ofPublic Health and Environmental Analytical Chemistry,
University ofFlorence - Via Gino Capponi, 91-50121 Florence (Italy).

Lapossibilitil dell'analisi chimicadellecerchieannuali degli alberi comemezzo di indagine ambientale
e stata precedentemente considerata per quanto riguarda la concentrazione di P, CI e S negli anelli
legnosi di Pinus pinea L. campionati in Sardegna (Ferretti et al. 1992). Una evidente variazione
temporale di accumulo di Cl e S a partiredal 1970 stata messa in evidenza elaborando i dati relativi
alle concentrazioni e tenendo conto della quantita di legno prodotta nei rispettivi anni.
Sempre in Sardegna e nell'area di Livomo, sono stati campionati anelli di Pinus pinea L. per avcre
indicazioni sul contenuto di metalli che, qualora non esistano traslocazioni di questi elementi all'intemo
dellapianta, possono rispecchiare lasituazione ambientale al tempo di formazionede! legno. La specie
Pinuspinea L.e stata sceltapoiche le conifere, per la loro strutturadel legno, si prestano meglio di altre
piantedecidueper lacostruzionedi un andamento cronologico dellapresenzadei metalli. Infatti l'attrito
che i liquidi circolanti devono superare nelle tracheidi delle aghifoglie e molto maggiore di quello che
si verifica nel passaggio dai vasi delle latifoglie. lnoltre gli anelli di accrescimento sono chiaramente
individuabili, con andamenti regolari e mostrano un passaggio netto tra la zona primaverile e la zona
tardiva.
In seguito alle indicazioni emerse da queste precedenti indagini, sono stati carnpionati anelli, sempre
dellaspeciePinus pinea L. inpiantesituate in condizioni arnbientali diverse. per valutare l'andamento
temporale delle concentrazioni di vari metalli e verificare se, anche in localita diverse, esistono
differenze di componamento per metalli notoriarnente connessi allo stato nutrizionale della pianta e
metalli la cui disponibilita ambientale appare maggiormente connessa alle attivita antropiche.
Nella zonadi Ravenna sono state campionate piante di 28,68, 79 e 90 anni di eta, chesi trovano ad una
distanzadalmarecompresa fra 0,3 e3,5 Km. E statacarnpionataanche unapiantadi 62 anni nella zona
dell'Appennino Forlivese (Brisighella) ed una di 140 anni a Coca (Spagna), per averc un piu ampio
periodo d'indagine.
Dal momento che, aparitadi apporto del metallo, la concentrazione di questo risulta influenzatadalla
dimensionedell'anello legnoso, e statacalcolata laquantita totaledi legno prodotto nei vari anni. In tal
modo e stato possibile evidenziare la quantita totale accumulata dei vari metalli e osservare che
l'andarnento temporale della quantitadi elementi nutrienti, quali Ca eMg, segue lo stesso trend della
quantita di legno prodotta nei vari anni. Gli altri elementi hanno diverso componamento e la loro
presenza puo essere legata al contributo di differenti condizioni arnbientali.
Sono stati analizzati anchei terreni sottostanti, ma non sono state osservate rclazioni tra la concentra­
zione dei metalli e ii contenuto di questi nella pianta.
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DETERMINAZIONE SPETTROFOTOMETRICA DI MICROQUANTITA'
DI Hg(II) MEDIANTE COMPLESSAMENTO CON COPROPORFIRINA-1.

V. Bartocci, R. Giovanneti, L. Alfei°, M.Guster}°.
Centro Interdip. GrandiApparecchian,re, P./e G. da Varano,Universitii degliStudi di Camerino, Camerino
°Dipartimento di Scienze Chimiche, Via SAgostino I, Universita degli Studi diCamerino, Camerino.

A causa della grande abbondanza e dell' importanza biologica delle metallo porfirine in piante e
animali, la chimica di questi composti e stata ampiamente studiata in una grande varieta di campi.
L'importanza dal punto di vista analitico delle porfirine risiede nel fatto che esse formano complessi
molto stabili con alcuni metalli, nonostante la velocita di reazione sia comunemente piu bassa dei
cornuni agenti complessanti acatenaapcrta (1-4 ). Le porfirineavendo un'intensabandadi assorbimenlo
tra 400 e 500 nm ed essendo quindi dei composti altamente reattivi per i metalli, sono state
vantaggiosamente utilizzate nella determinazione di microquantita di ioni metallici.
In questo studio e stato messo a punto un semplicemetodo che comporta l'utilizzo dell'acido 2,7, 12, 17
tetrapropionico della 3,8,13,18-tetrametil-21H, 23H-porfinadenominata Coproporfirina-I (CPI), per
la determinazione di ppb di Hg(II) mediante misure spettrofotometriche.
Lemisure sono stale effenuate a pH= 10 siamedianle ii metodo delle aggiunte standard chemediante
titolazione diretta con CPI; tali metodi hanno permesso la determinazione di I ppb di Hg(II) con una
deviazione standard del 2%.
In tale determinazione, Cu(II), Co(II), Mn(II), Zn(II), Ni(II), Pb(II), Cr(Il), Fe(Ill), Mg(Il), Ca(Il).
Sr(II) e Ba(II) non interferiscono fino a I 00 mg/I. mentre Pd(Il) e Fe(ID) interferiscono. L'interferenza
de! Pd(II) puo essere rimossa mediante addizione di di una soluzione di KI0.01 M, mentre quella del
Fe(Il) mediante preliminare ossidazione a Fe(III).
Sono state inoltre effettuate diverse misure spettrofotometriche allo scopo di chiarire la cinetica e i
meccanismo di incorporazione di Hg(II) nella CPI- I nonche per ii calcolo della costante d
complessarnento.

I. M.TabataandM.Tanalta,Trends in analytical chemisuy, 1991, 10,128.
2. K. Kavamura, S. Igarashi and T. Yotsuyanagi, Analytical Sciences, 1988,4, 175.
3. J. I. Hoh, T. Yotsujanagi andK. Aomura, Analytica Chimica Acta, 1975,74, 53.
4. R. Giovanneti, V. Banocci, S. Ferraro, M. Gusteri, P. Passamonti, Talanra in corso di stampa.
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DATAZIONE CHIMICA DI CAROTE DI NEVECAMPIONATE IN ANTARTIDE.

S. Becagli, R. Udisti and G. Piccardi .
Department ofPublic Health and Environmental Analytical Chemistry,
University ofFlorence - Via Gino Capponi, 9 1-50121 Florence (Italy).

Perla corretta interpretazione delle informazioni climatiche e ambientali contenute in campioni di neve
raccolti da trincee o perforazioni de! manto nevoso, e importantepoter risalire all'anno e, possibilmente,
alla stagione in cui tale deposizione e avvenuta. L' attribuzione di una datazioneassoluta a ogni singolo
campionc raccolto puo essere ottenuta riconoscendo e contando gli strati nevosi annuali accumulatisi
successivarnente a partire dalla superficie o da un evento temporale noto, memorizzato in un particolare
strata nevoso (eruzioni vulcaniche, csperimenti o incidenti nucleari ecc..).
La datazionee, in particolare, laclassificazione stagionale di un campione esaminato e importante nello
studio dei fenomeni correlati al global change come, ad esempio:
a) l'identificazionedelle fonti primariee secondarie dell'aerosol atmosferico; b) lo studio dei meccanismi
di trasporo dellevarie sostanzeesaminate; c) ii significato di correlazioni esistenti tra i vari componenti.
Daun punto di vistaglaciologico, si puo ottenere, inoltre, lacaratterizzazionedi una stazione di prelievo,
mettendo in evidenza l'importanza dell'altitudine, della distanza dal mare e della posizione geografica
sull'accumulo nevoso medio annuo. Tali informazioni sono essenziali nell'ambito climatico in quanta
possono portare a una migliore comprensione dei bilanci di massa delle calotte glaciali. Numerosi
parametri chimici sono stati esaminati ai fini dell'individuazione dei migliori traccianti stagionali nella
RegioneNorthernVictoria Land (Antarctica). Le variazioni con laprofonditadi un parametro chimico e/
o fisico possono presentare un comportamento stagionale dovuto sia alla stagionalitadella sorgenteche
a quella dei meccanismi di trasporto. Inoltre, la scelta dei parametri utilizzabili deve essere effettuata in
base all'univocitdel segnale stagionale nell'ambito della tipologia della stazione di campionamento. Per
la regione studiata, caratterizzata da una notevole influenza marina, i migliori indicatori stagionali sono
risultati essere i componenti dell'aerosol atmosferico di origine marina, con particolare riguardo ai
metaboliti delle fioriture fitoplanctoniche estive (solfati non da spray marine = non sea salt sulphate ­
nssSO,2· eacidometansolfonico -MSA). L'estremadifferenzatra irraggiamento solareestivoed invemale,
principalecaratteristica ambientaledelle areesituate ad elevate latitudini, fornisce, inoltre, un attendibile
indicatore stagionale fotochimico: H,O,. MSA, nssSO'e H,O, sono stati, quindi, scelti come traccianti
chimici stagionali. Le variazioni della concentrazione di tali sostanze sono riportate in funzione della
profondita degli strati nevosi campionati e un metodo multiparametrico e utilizzato per ottenere una
datazione affidabile. Una valutazione multiparametrica della stagionalita permette di superare alcune
difficoltil imposte dai profili di concentrazionedi singoli traccianti annuali come, ad esempio, la perdita
o la difficile interpretazione del segnale stagionale perun dato anno. D'altra parte, la valutazione di pi
parametri contemporaneamentepuo presentare alcuni limiti legati essenzialmente a:
a) scelta dei pararnetri utilizzati; b) contemporaneita dei massimi stagionali delle sostanze considerate;
c) presenza, per certi anni e per uno o piu componenti, di massimi stagionali relativamente piu bassi (o
addirittura assenti) di altri massimi annuali vicini.
Persuperare tali difficoltae statomesso apunto un semplice metodomultipararnetrico basato sullaricerca
enormalizzazionedei massimiperogni profilo di concentrazione in funzionedellaprofondita. Unacurva
risultantedai valori sommati punto perpunto dei singoli profili nonnalizzati costituisce un nuovo profilo
temporale piil facilmente esaminabile che permette di ottenere una datazione piu oggettiva. Questa
procedura e applicataai campioni raccolti in due trincee della profonditadi circa duemetrie in unacarota
di circa 8 metri nel raggio di circa 200 Km dalla base italiana in AntartideTerraNova Bay. I valori degli
accumuli nevosi annui sono stati messi in relazione all'altitudine e alla distanzadal mare. Tali valori sono
inaccordoconquantoprecedentementeriportato sullestessestazioni o in stazioni di analogatipologia. Una
affidabile datazione chimica e, infine, estremarnente utile per la migliore comprensione dei segnali
stagionali fomiti da rnisure stratigrafiche ed isotopiche.
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DEPOSIZIONI ATMOSFERICHE A VALLOMBROSA NEL BIENNIO 1993/94
IN RELAZIONE ALLE ACQUE DI NUBE.

Silvano BELLANDI, Caterina OPPO e Francesco PANTANI
Dipartimento di Sanita Pubblica, Epidemiologia e Chimica Analitica Ambientale, via G. Capponi 9,
50121 Firenze

La stazione di campionamento di Vallombrosa e una tipica stazione di montagna, posta a I 000 metri
d'altezza sul livello del mare. Le indagini e i dati relativi alle acque meteorichesono in corso fino dal
I 984, con particolare riferimento alla caratterizzazione della loro acidita. L'acqua di pioggia e stata
raccolta settimanalmente col campionatore WET and DRY della Ditta MTX, mentre l'acqua di nube
e stata prelevata con un campionatore attivo (CNB 1000-A della MTX) che raccoglie gocce di acqua
deIla nube per mezzo de) loro impatto inerziale su filamenti di teflon.
Gli anni 1993e I 994 sono stati caratterizzati da una scarsa presenza di acidita liberanelle deposizioni
meteoriche raccolte a Vallombrosa: pH mediano 5.05, alcalinita globalmentedepositata nei due anni
(valore netto) 21 mequiv/m?. La neutralizzazione e imputabile al materiale calcareo del pulviscolo
atmosferico. Nell'acqua di nube al contrario e spesso presente elevata acidita, con pH < 4. Il rapporto
fra acidita solforica e nitrica appare all'origine di poco superiore a I. L'apporto dei componenti
dell'aerosol marino alla composizione chimica delle precipitazioni appare maggiore nella stagione
fredda. II confrontocol decennio precedentesembra indicareun andamento attualmente in diminuzione
delle deposizioni acide.
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ELETTRODI IONOSELETTIVI CON IONOFORI CALIX[4JARENE-TRIAMIDI

C. Bocchi, M. Careri, A. Camati, G. Mori, A. Rainer, R. Ungaro
Dipartimento di Chimica Generale ed /norganica, Chimica Ana/itica, Chimica Fisica, Universitd di
Parma, Viale delleScienze, 43100 Parma
Dipartimento di Chimica Organica e Indusmriale, Universita di Parma, Vialedelle Scierze, 43100 Parma

I composti calixarenici, variamente funzionalizzati, vengono da tempo impiegati come ionofori nella
realizzazione di membrane di trasporto e di elettrodi ionoselettivi'?. Essi spesso presentano notevoli
selettivita nella coordinazione con metalli alcalini o alcalino-terrosi, e offrono comunque sempre
l'opportunita di verificare semplici ed interessanti relazioni selettivita-struttura.
Gli ionofori studiati in questo lavoro sono sei calix[4 )arene-triamidi che differiscono per lanatura de!
quarto sostituente nel bordo inferiore e per la presenza del terz-butile nel bordo superiore.

Con questi ionofori sono
stati messi a punto elettro­
di ionoseleuivi a membra­
na liquida secondo ii pro­
cedimento precedentemen­
te descritto', impiegando
o-nitrofenilottileterecome
solvente.
Tutti gli elenrodi cosl rea­
lizzati hanno presentato

una evidente selettivita per lo ione sodio che e stato quindi scello come ione primario.
Dal punto di vista analitico, la selettivitapiu interessante compete agli ionofori triamidici la e lb con
un valore di pK. pari a 2.97 per entrambi, migliore di quelli ottenuti con ionofori omologhi
calixarenici tetramidici (3). Le risposte sono stale studiate in termini di sensibilitil. (mV/pNa) e
selettivita rispetto agli ioni alcalini e alcalino-terrosi. La sensibilitil. si avvicinaal valore nemnstiano per
tuttigli ionofori,mentre lo ionepiu interferente risultaessereLi'. In un precedente lavoro'si era trovato
cheper ionofori calix(4 ]areni tetramidici iimaggiore interferenteera lo ioneK'. Cio puo essere spiegato
ammettendo che lo ione Li' possa interagire con due soli gruppi amidici e che, al contrario, la
coordinazione deUo ioneK' ne interessi quattro. Come nel caso dei calix[4]areni tetramidici, il terz­
butile nel bordo superiore non influenza la selettivita.
Esperimenti di voltamrnetria ciclica dello ionoforo 3 in presenza di quantitacrescenti di ioni Li', Na
eK' hanno perrnesso di forrnulare ipotesi sulle relazioni struttura-selettivita.

(I) C. D. Gutsche, Calixarencs. In SupramolecularChemistry; F. J. Stoddard, Ed.; Royal Society of Chemistry:
Cambridge, 1989.
(2) Calixarenes, a versatile classofmacrocyclic compounds; J. Vicens, V. Bohmer, Eds.; Kluwer:Dordrecht, 1990.
(3) M. Careni, A.Casnati, A.Guarinoni, A.Mangia, G.Mori, A.Pochini, R.Ungaro Anal.Chem. 1993, 6, 3156.
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DETERMINAZIONE DITENSIOATTIVI CATIONICI MEDIANTE NUOVI SENSORI
(ISE ED ISFET): APPLICAZIONI IN CAMPO AMBIENTALE E FARMACEUTICO.

L. Campanella, l. Aiello, C. Colapicchioni, M. Tomassetti.
Dipartimento di Chimica, Universita "La Sapienza", PiazzaleAldo Moro 5, 00185 Roma (Italia)

II monitoraggio ambientale dei tensioattivi cationici ha assunto un crescente interesse, sia a causa de!
loro continuo impiego nella vita quotidiana, che delle loro applicazioni in campo industriale (ad
esempio nell' industria tessile), siapercheil lorocostante utilizzo puo determinaredegli effetti dannosi
sugli organismi acquatici e provocare inquinamento delle falde acquifere, a causa della loro proprieta
di disperdere particelle sospese e virus, che in ta! modo risultano difficilmente eliminabili nei processi
di percolazione attraverso il terreno. La determinazione quantitativa dei tensioattivi cationici puo
essere effettuatamediantemetodi volumetrici, gravimetrici e spettrofotometrici, anche accoppiati con
sistemi operanti in FIA (flow-injection analysis). Questi metodi hanno lo svantaggio di richiedere in
genere lunghi tempi di analisi. lnoltre queste tecniche non sempre si rivelano adatteper ladetermina­
zione di tensioattivi cationici a concentrazioni molto basse quali quelle richieste ad esempio nel
monitoraggio ambientale. Anche gli elettrodi iono-selettivi (ISE) sono stati impiegati per la determi­
nazione di tensioattivi, sia mediante potenziometria diretta, o mediante metodi basati su titolazioni
potenziometriche. Per esempio nel nostro laboratorio sono stati sviluppati negli ultimi anni !SE( 1,2]
ed ISFET [3] selettivi per tensioattivi anionici.
In questa comunicazione e invece descritta la messa a punto e la caratterizzazione di tre nuovi tipi di
sensori ISE e ISFET, selettivi verso tensioattivi cationici, che impiegano, come scambiatori, dispersi
inunamatricedi PVC, rispettivamente: reineckato di benzildimetilcetil ammonio(RBDHA), reineckato
di dodeciltrimetilammonio (RDDTMA), o invece fosfotungstato di esadecilpiridinio (PT(HDP)3).
E stata inoltre studiata, sia la selettivita dell' ISFET che impiega l'RDDTMAcome scambiatore e che
hadato i migliori risultati, in temini di sensibilitae di intervallo di linearita, nei riguardi dei principali
cationi inorganici e dei pi) comuni interferenti organici. Questo ISFET e stato impiegato anche per il
dosaggio di tensioattivi cationici in acque di Iago, fiume e mare. Inoltre si e controllato se l'ISFET
preparato potesse operare in modo corretto anche se direttamente immerso nei suddetti campioni reali
acquosi. In entrambi icasi, e possibile affermarecheirisultati ottenuti sono stati in genere soddisfacenti
sotto ii profilo analitico.
L'impiego notevolecheviene fatto dei tensioattivi cationici nellapreparazionedi prodotti disinfettanti,
di uso siaestemo che intemo, data la loro proprietagericida,ci haspinto ad utilizzare ii nostro sensore
anche nel controllo del contenuto in tensioattivo cationico di alcune specialita farmaceutiche, reperibili
in commercio. E stato possibile effettuare le misure senza ricorrere a processi separativi od estrattivi,
del tensioattivo dalle soluzioni farmaceutiche commerciali analizzate, in cui esso e contenuto. E' stato
quindi eseguito ii dosaggio de! cloruro di benzalconio (BCCI), uno dei gemmicidi piu usati, ed i valori
ottenuti sono stati confrontati con quelli nominali, fomiti dalle ditte produttrici. Per verificare
l'accuratezza del metodo, sono state eseguite prove di "recupero" di benzalconio, con ii metodo
dell'aggiunta standard, in alcune delle soluzioni farmaceutiche commerciali analizzate. I risultati
sperimentali sono risultati in buon accordo con quelli calcolati.
I dati sono stati certamentesoddisfacenti sotto ii profilo analiticoed i i metodo decisamente interessante
sotto il profilo innovativo. I nuovo sensore a stato solido si e infatti dimostrato piu efficiente del
corrispondente ISE di tipo classico, dotato inoltre di buona selettivita, di un tempo di risposta molto
basso S$30 secondi, infine di costo limitato e di realizzazionerelativamente semplicee riproducibile.

[ I] L.Campanella, F. Mazzei and M. Tomassetti, Inquinamento, (6) (June) (1987) 44-46.
[2] L.Campanella, F. Mazzei, M. Tomassetti andR. SbriUi, Analys, 113 (1988) 325-328.
[3] L. Campanella, M. Battilotti, A. Boraccino, C. Colapicchioni, M. Tomassetti, G Visco, Sensors andActuators B,
19 (1994) 321-328.
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RISANAMENTO MEDIANTE FOTODEGRADAZIONE
DI TERRENI INQUINATI DA IDROCARBURI

L. Campanella, G. Crescentini, S. Militerno
Dipartimento di Chimica, Universitd dgli Studidi Roma "La Sapienza"P.leAldo Moro,5 -00185 Roma.

Gli idrocarburi sono attualmente tra i chemicals maggionnente utilizzati nell'idustria e, contempora­
neamente, gli inquinanti piu diffusi nella biosfera.
n largo impiego di tali sostanze ha portato ad un notevole aumento del rischio di contaminazione dei
suoli, contaminazione che puo verificarsi durante l'estrazione, iltrasporto e ii trattamento del petrolio
e dei suoi derivati.
Per quanto riguarda l'impatto ambientaledi tali sostanzemolti sono i fattori datenere in considerazionc
sia relativamente al terreno che all'idrocarburo in esame.
Tra questi fattori i principali sono: natura e tipo de! terreno (caratteristiche idrogeologiche), concen­
trazione, composizionechimica e stabilita dell'idrocarburo.
Gli idrocarburi risultano particolarmentetossici sia per le pianteche per l'uomo, nel qual caso possono
portare a cancerogenesi.
Nell'evenienza di inquinamento da idrocarburi su terreni, le tecniche di risanarnento attualmente
utilizzate prevedono ii recupero, che permette di ripristinare la "sicurezza" del sito ma non allontana
realmente le sostanze nocive, o il trattamento con ii quale le sostanze nocive vengono distrutte o
trasformate in altre non tossiche. Tali tecniche inoltre possono essere distinte in tecniche exsitu e in
situ.
In questo lavoro, vengono presentati i risultati primari ottenuti nel trattamento di suoli inquinati da
idrocarburi via fotodegradazione catalizzata da una miscela, costituita da un semiconduttore inorga­
nico (TiO,)e da un polimero organico conduttore (polianilina), direttamente dispersa sul terreno da
trattare.
L'attivita di tale miscela catalitica, immobilizzata in membrana di polivinilcloruro, e gia stata
abbondantementesperimentataeconfennatacon altri precedenti studi, svolti sempredalnostro gruppo
di ricerca, relativarnente al trattamento di reflui acquosi contenenti composti organici clorurati
(monoclorofenoli, atrazina, terbutilazina, propoxur) e idrocarburi (benzene, toluene).
Leprovesperimentali sono stateeseguite su campioni di terreno essicato in stufaa60°C fino acostanza
del peso, senza alcun trattamento ulteriore. 18g di tale terreno sono stati addizionati con opportune
quantitadi idrocarburoebagnati con acqua. I campionicosi preparati sono stati irradiati per deterrninati
intervalli di tempo mediante uno strumento (QUVPannel Accelerated Weathering Tester) che simula
perfertamente la radiazione solare fino a 400 nm.
Ad ogni intervallo di tempo, e stata valutata la percentuale di fotodegradazione dell'idrocarburo in
esame, previa estrazione dal terreno, via HPLC.
Le prove sperimentali hanno previsto sempre il confronto tra ii processo fotodegradativo catalizzato
e quello non catalizzato di analoghi campioni di terreno, nonche provedi diffusione degli idrocarburi
stessi nel suolo.
Dai primi risultati si puo affermare che ii processo fotodegradativo potrebbeessere utilizzato per un
pretrattamento nelle metodologie di risanamento dei suoli, poiche il processo catalizzato consente di
ridune in modo notevole la concentrazionedell'idrocarburo, almeno negli strati piu supefficiali, in
tempi relativamente brevi, e comunque molto piu brevi di quelli richiesti per la penetrazione
dell'idrocarburo negli strati profondi de! terreno.
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UN NU0V0 SENS0RE A STAT0 S0LID0 (ISFET) PER LA DETERMINAZIONE
DELL'ACID0 SALICILIC0 ED ACETIL-SALICILIC0.

APPLICAZI0NI IN CAMPO FARMACEUTICO.

L. Campanella*, G. Crescentini, M.P. Sammartino*, Y. Su**, M. Tomassei
Dip.to di Chimica, Universiti! "La Sapienza" Roma
Institute ofSoil Science, Academia Sinica, Nanjing (China)

Il salicilato ed i suoi derivati sono principi attivi molto importanti contenuti in parecchie specialita
fannaceutiche. L'acido salicilicoe principlmente usato come agente terapeutico estemo (cheratolitico),
mentre l'acido acetilsalicilicoe ancor oggi l'antiinfiammalorio, analgesico ed antipiretico maggionnen­
te utilizzat o. Sebbene l'efficacia e la sicurezza dell'acidoacetilsalicilicocome analgesicoed antireumatico
sia ben nota, e necessario tenere in considerazione la sua potenziale tossicita, se usato imp ropriamente.
Quindi l'analisi dell'acido acetilsalicilico e ormai un esame di routine, sia nella chimica clinica, che nel
controllo di qualita nella produzione di farmaci. In questa comunicaz ione viene descri tto un nuovo
ISFET, basato su unamembrana polimerica, selettiva perlo ione salicilato, che ricopre la superficie de!
"gate" del FET.
La membrana selettiva e formata da tetradodecilammoniosalicilato (scamb iatore) polivinilcloruro
(polimero di suppo rto) ed un opponuno plasticizzante. Sono state studiate le risposte de! sensore verso
il salicilato e l'acetilsalicilato, nonche le principali caratteristiche analitiche. L'intervallo di linearita e
compreso tra 5 x 10' mol/Le 1,5x 10?mol/L e la pendenza della curva di calibraz ione ha un valore
di 49 mV per decade di concentrazione, nel caso dell'acido salicilico; per l'acido acetilsalicilico sono
stati trovati valori dell'intervallo di linearita compresi tra 7x 10'mol/Le 1,5x 10?2 mol/L,e 47 mV
per decade di concentraz ione, come valore della pendenza della curva di calibrazione. Per entrambi i
composti il tempo di ri sposta e risultato < 20 s. II sensore puo lavorare in un intervallo di pH compreso
tra 6,9 e 12,7 , essendo pH 9 ii valore ottimale. Ad eccezione dello ione ftalato e dello ione nitrato, non
sono state riscontr ate notevoli interferenze da parte di altre sostanze comunemente contenute nelle
preparaz ioni farmaceutiche commerciali. II sensore e stato usato per analizzare il contenuto di acido
acetilsalicilico e salicilico in alcuni farmaci commerciali (compresse e pomate). I dati ottenuti sono
risultati ben correlati con quelli ottenuti utilizz ando il classico metodo volumetrico, per l'analisi
dell'acido salicilico ed acetilsalicilico, che del resto non risulla sempre applicabile, al contrario de!
metodo basato sul nuovo sensore, qui propo sto .
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BIOSENSORI ENZIMATICI PER LA DETERMINAZIOE DI POLIFENOLI
EDI SOLFITO NEI VINI

L. Campanella, G. Favero, M.P. Sammarldno, M. Tomassetti
Dp. di Chimica, Universita di Roma "La Sapienza " P.le A. Moro,5 - 0015Roma.

Recentemente sono state condone nel nostro laboratorio una serie di ricer che, volte allamessa a punto
di nuovi metodi per l'analisi di alcuni composti, presenti nei vini , quali il solfito ed i polifenoli totali,
la cui determinazione riveste notevole importanza analitica.
II solfito, in part icolare, viene utilizz ato nell'industria alimentare per la conservaz ione dei cibi, come
antiossidante, antimicrobico e come sbiancante; la determinaz ione del solfito risulta quindi di
part icolare importanza , in quanto e possibi le che insorga, a causa dell'assunzione di cibi e bevande
contenenti solfito , una patologia che si manifesta con irritazi oni gastri che, nausea, cefalea ed in alcuni
casi shock anafi lattico.
Anche il contenuto polifenolico rappresenta un indice importante e caratteristico dei vini; molte sono
infatti le sostanze polifenoliche contenute nel vino, ad esempio, gli antociani ed i tann ini, che,
soprattutto nei vini giovani, sono i principali responsabili della tipica colorazione di questa bevanda;
ne va dimenticata l'attivita batteriostatica delle sostanze polifenoliche.
Inquesta ricerca sono stati messi a puntodue biosensori, ottenuti accoppiando unelenrodoarnperometrico
a diffusione gassosa per la determinaz ione dell'ossigeno (elettrodo di Clark), ri spettivamente con
l'enzima solfito ossidasi, o con l'enzima tirosinasi. L'elettrodo indicatore per l'ossigeno perrnette di
seguire le rispettive reazi oni di ossidaz ione de! sollito a solfato, o del fenolo ad ortochinone, nelle quali
viene consumato ossigeno; ii segnale prodotto e funzione della concentrazione del substrato volta per
volta impiegato. Gli enzimi sono stati immobilizzati in maniera opportuna: la solfi to ossidasi su
membranadi nailon funzionalizzato, mentre la tirosinasi, oltre che su membranadi nailon funzionalizza to,
anche in gel di kappa-Caraginina.
Le risposte dei biosensori sono state caratterizzate in soluzioni tarnpone utilizzan do rispettivamente ii
solfi to, oppure la catechina, come substrato; quest'ultima e in genere considerata come ii composto
fenolico di riferimento nell'analisi di vini.
Sono state infi ne valutate le reali possibilita di impiego nell'analisi del solfito e dei polifenoli, contenuti
in diversi carnpioni di vino commerciali. I risultati ottenuti sono stati confr ontati con quelli trovati
rispettivamente permezzo di un classico metodo enzimatico a rivelazione spettrofotometri ca, nel caso
dell'analisi del solfito, oppure con il metodo spettrofotometri co basato sul reattivo di Folin-Ciocalteau,
nel caso dell'analisi dei polifenoli. La correlazione ottenuta, tra dati spettrofotometrici e risultati
elettroc himici, e risultata sicuramente buona in entrambi i casi.
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TRATTAMENTO DEI CAPILLARI PER L'ANALISI
ELETTROFORETICA DELLE PROTEINE

G.P. Carloni, F. Coccioli, R. Jasionowska, D. Ramires
Dipartimento di Chimica Universita "La Sapienza"di Roma - Piazza A. Moro, 5 - 00185 ROMA

II problema principale connesso con la determinazione delle proteinemediante elettroforesi condotta
nei capillari di silice fusaeil forte adsorbimento di questi composti (in particolare di proteine basiche)
sulle pareti del capillare con conseguente diminuzione dell'efficienza e della risoluzione. La causa di
questa forte interazionesono i gruppi silanolo presenti sulla superficiedi silice fusa che fungono da siri
di adsorbimento.
Per eliminare questo inconveniente si possono tentare vari approcci tra cui i principali sono:
l) variazione del pH e aumento della concentrazione dell'elettrolita base;
2)disattivazione dinamicadella superficie del capillaremediante additivi all'elettrolitabase (ammine,
tensioattivi cationici solventi organici);
3) modificazione chimica della superficie intera del capillare (silanizzazione e rivestimento con
polimeri: PEG, poliacrilamide, metilcelhllosa, etc).
Per effettuare la separazione delle proteine e necessario non lavorare a pH estremi per evitare la
denaturazionedelle proteine.
L'elevata concentrazione dell'elettrolita base e favorevole in quanto consente di schermare meglio la
parete (i gruppi silanolo delta silice fusa), ma aumenta troppo la corrente e quindi ii riscaldamento
dovuto all'effetto Joule.
La disattivazione dinamica de) capillare consiste net condizionamento dello stesso con il tampone
addizionato di un tensioattivo. In un capillare cosi preparato si effettua l'analisi elettroforetica
utilizando un identico tampone contenente il tensioattivo. Sono molto efficaci per questo scopo i sal
di tetraalchilammonio con un sostituente alchi lico a lunga catena. I cationi di ammonio quatemaric:-~
vengono adsorbiti sulla parete di silice fusa schermandola. In queste condizioni si puo osservare
un'inversione de) flusso elettroosmotico equindi le proteine, a secondadellaconcentrazione, vengono
rilevate all'anodo.
I rivestimento e stato effettuato con un metodo statico in una fase unica, utilizzando la soluzione
contenente silanizzante, polimero (PEG) e catalizzatore.
Per variare lo spessore del rivestimento sono stale utilizzate soluzioni a diverse concentrazioni del
polimero. Nei capillari rivestiti si osserva una riduzione de) flusso elettroosmotico che e indice dello
scherrnaggio dei gruppi silanolo, e anche l'adsorbimento delle proteine risulta notevolmente ridotto.

PI3



DETERMINAZIONE SIMULTANEA DI ASPIRINA,
PARACETAMOLO E CAFFEINA IN COMPRESSE DI ANALGESICO

MEDIANTE SPETTROFOTOMETRIA UV

Liberato Ciavanta, Mauro Iuliano e Raffaella Poro
Dipartimento di Chimica dell'Universita "Federico II", ViaMezzocannone,4 80134, Napoli
++ Dipartimento di Chimica,Universita della Calabria, Arcavacata di Rende 87030, Cosenza

E' stato messo a punto un metodo rapido, poco costoso e preciso per la determinazione simu ltanea di
aspirina, paracetamolo e caffeina in preparati analgesici(APC). II saggio si basa su assorbimento
specifico della radiazi one ultravioletta da pare dei costituenti attivi in soluzione 0.1 M di HCI, dove
la trasformaz ione per idrolisi di aspirina in acidi acetico e salicilico e sufficientemente lenta a
temperatura ambiente . E' evitato cosi l'uso di grandi quantita di solvente organico, come cloroformio
o alcol metilico, spesso suggeri ti per tale tipo di analisi. Poiche compresse anche polverizzate si
so lubilizzano con lentezza a temperatura ambiente in HCI 0.1 M, un procedimento altemativo piil
conveniente e quello di trallare campioni solidi all' ebollizione in acqua per 15-20 minuti. In queste
condizioni l'aspirina e completamente trasformata in prodotti di idrolisi ed ii suo contenuto e
determinato tramite assorbimento caratteristico della radiazi one ultravioletta di acido salicilico.
Le assorbanze misurate in soluzioni dei singoli componenti, in concentraz ione 100 µM, sono conformi
alla legge di Lambert-Beer entro ±0.001 unita . D'altra pare, piccole ma apprezzabili deviaz ioni dalla
legge, attribu ite a interazioni associative per legami idrogeno, si osservano in miscele sintetiche
binarie. Apportando correzioni per questi piccoli effetti, la legge di Lambert-Beer puo essere scri tta
come espressione lineare delle concentrazioni dei tre principi attivi. Queste, pertanto, possono essere
dedotte dalla soluzione di tre equaz ioni lineari .
Perche il metodo acquisti sensibilita e selettivita, viene utilizzato un gran numero di sensori (lunghezze
d'onda) e ii sistema ridondante di equaz ioni viene trattato con metodi standard di minimi quadrati.
Adoperando dati spettrofotometri ci presi ogni 2 nm tra 226 e 330 nm, corrispondenti a 53 sensori , la
radice quadrata del determinante dell a matrice di calibrazione, che d una misura de lla sensibilita [ 1,2),
raggiunge valori sufficientemente elevati, di circa 1.6xl0 (cmM)?. Inoltre, il numero di condizione
della matrice di calibrazione ha un valore di 3.69, che e sinonimo di un soddisfacente livello di
selettivita [3,4].
Il metodoe stato applicato all'analisi di una serie di miscele temnarie sintetiche in cui ii rapporto molare
dei costituenti e simile a quello in cui generalmente si trovano in prodotti commerciali; aspirins:
paracetamolo: caffeina = I: I: 0.1. Dall'esame di 5 miscele si e stabilito che l'errore relativo medio di
previsione[4] per i tre componenti e inferiore a 0.6%, un livello di accuratezza quindi sufficiente per
analisi di controllo in serie.
Tre preparati farmaceutici commerciali sono stati analizza ti con il metodo proposto . I risultati mo­
strano differenze dalla composizione nominale anche maggiori dell'!%. II metodo quindi sembra
idoneo per controlli in serie di omogeneita.
Il tempo di analisi si aggira intomo ad I ora.

I. SustekJ .. Anal. Chem., 46,1676(1974).
2. Junker,A. e Bergmann. G.Z.Anal.Chem.,272,267(1974).
3. Jochum,C.Jochum,P.e Kowalski, B.R., Anal.Chem.,53,85(1981).
4. Otto.M.e Wegscheider,W., Anal.Chim.Acta,180,445(1986).
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SENSORI AMPEROMETRICI PER ENZIMI DEIDROGENASI OTTENUTI
PER ELETTROPOLIMERIZZAZIONE DI MONOMERI ORGANICI E PQQ

SU ELETTRODI DI PLATINO, ORO E CARBONE.

A Curulli, I. Care/Ii*, O.Trischitta e G. Palleschi
Centro diStudioper l'Eletrochimica ela Chimica FisicadelleInterfasi, Viade/CastroLaurenziano,7 • Roma.
Dipartimento di ICMMPM, Universita di Roma "LaSapienza", Via del Castro Laurenziano, 7- Roma.
**DipartimentodiScienzadegliAlime11ti, Unil•ersitidiNapoli "Federico/I", Via Universitd, 100, Portici,Napofi.

Il pirro lochinolinochinone, l'acido4,5-diidro-4 ,5-diosso-lH-pirrolo [2,3-f]chinolino-2,7 ,9-tricarbossilico
(PQQ) un "electron carrier" specifico per NADH e stato inglobato sulla superficie di trasduttori
elettrochimici per elettropolimerizzazione di monomeri organici, quali 1,3-e 1,4 fenilendiammina in
tampone fosfato a pH 8.2. E' stata eseguita una voltammetria ciclica del PQQ sull'elettrodo nudo, che
ha evidenziato in tampone fosfato a pH 7. I due picchi voltammetrici complementari , uno di riduzione
a -0.14 V vs. SCE ed uno di ossidaz ione a +0. I 9 V vs. SCE. La voltammetri a e stata ripetuta con
l'elettrodo modificato col fi lm polimerico ed ii PQQ: si e osservato un quadro voltammetrico, analogo
a quello ottenuto precedentemente con ii PQQ in soluzione: questo dimostra che ii PQQ e stato
inglobato sulla superficie dell'elettrodo.
Nelle stesse condizioni sperimentali ii NADH ha dato un picco ossidativo su elettrodo nudo a +o.77V.
Questo picco scompare, se sull'eleltrodo e presente un film polimerico senza PQQ. Se invece
sull'elettrodo e presente un fi lm polimerico dove e stato inglobato il PQQ, si osserva un piccoossidativo
a+0.20 V, la cui corrente dipende dalla concentraz ione di NADH. Questo e in accordo con ii seguente
schema di reaz ioni :

1) NADH + PQQ, + H' ---> NAD' +PQO

2) PQO, ---> PQQ + 2e +2H°

L'acido ascorbico, che costituisce uno dei piu comuni interferenti nell'analisi di Iiquidi biologici e che
ha un picco di ossidaz ione prossimo a quello de! PQQ, non da luogo ad alcun picco ossidativo su un
elettrodo dove e presente un film polimerico pi PQQ.
Sono stati presi in consideraz ione diversi parametri , come la quantitadi PQQe di monomero, la velocita
e ii tempo di durata dell'elettropolimerizzazione, il tampone ed il pH di lavoro. Sono stati provati diversi
materiali elettr odici; buoni risultati hanno dato l'oroed ii platino, meno buoni la grafite vetrosa, pessimi
la grafi te pirolitica, dove ii PQQ si adsorbe con successiva degradaz ione. IINADH e stato determinato
nel range I0- 10?molL'conunlimite di rilevabilitadi 5x10'molL-'.IINAD'eun cofattore utilizzato
nella trasformazione di substrati, catalizzat a da enzimi deidrogenasi, secondo Io schema seguente:

Enzima
Substrato + NAD ------------> Prodotto + NADH

Il NADH viene ri trasforrnato in NAO• dal PQQ.. e Ia reaz ione 2) da un segnale di corrente
proporzionale alla concentrazione di substrato analizzat o. Glucosio deidrogenasi, lattato deidrogenasi
e glutammato deidrogenasi sono stati selezionati come enzimi guida. I risultati ottenuti con questa
nuova procedura saran no inseguito discussi.

Lavoro eseguito con il contributo finanziario delCN.R. e delMURST (60% Progetti diAteneo)
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FILM POLIMERICI ELEITROSINTETIZZATI COME EFFICIENT!
BARRIERE ANTI-INTERFERENZIALI IN BIOSENSORI BASATI SU ENZIMI

IMMOBILIZZATI IN UN GEL BSA/GLUTARALDEIDE.

G.E.DeBenedetto, A. Tenore, F. Palmisano
Dipartimento di Chimica, Universitta degli Studi di Orabona, 4; 70126 Bari.

I film polimerici non conduttori presentano dei ben definiti vantaggi per quanto riguarda le proprieta
di permselettivit nei confronti di interferenti elettroattivi.
n polipirrolo overossidato ad esempio mostra ( 1,2) notevoli proprietaanti-interferenziali difficilmente
eguagliabili da approcci convenzionali.
Un recente studioelettrochimico/XPS (3) su membranedi polipirrolo overossidato (PPY_) ha inoltre
fomito chiarc evidenze circa la relazione fra perm-selettivita e caratteristiche chimico strutturali del
film. L'utilizzazionedi membrane non conduttrici elettrosintetizzatenonecomunque necessariamente
confinato ai biosensori ottenuti per immobilizzazione elettrochimica. Infatti tali membrane possono
vantaggiosamente sostituire quelle piu tradizionali (vedi acetato di cellulosa) in quanto di gran lunga
piu efficienti, depositabili con elevato controllo spaziale e con una procedura completamente
elettrochimica potenzialmente adattabile a sistemi di produzione su larga scala.
In questa comunicazione veradescritto un biosensore al glucosio basato su GOD intrappolata in un
gel (ottenuto medianteco-crosslinking (4) di enzima, BSAe glutaraldeide) deposto su un elettrodo di
Pt modificato con PPY,.
La procedura di immobilizzazione, semplice e veloce, perrnette di costruire facilmente un biosensore
con le carattcristichcdesiderate; infatti controllando opportunamenteuna seriedi parametri sperimen­
tali e stato messo a punto un biosensore completarnente privo di interferenti, con elevata sensibilitae
stabilita ed ampio range lineare.

(I) D.Centonzc, A.Guerrieri, F.Palmisano, L. Torsi, P.G.Zambonin, Fresenius }.Anal.Chem., 1994, 34, 47.
(2) F.Palmisano, A. Guerrieri, M. Quinto, P.G.Zambonin, Anal. Chem., 1995, 67, 1005.
(3) D.Centonze, F.Palmisano, P.G.Zambonin, Anal.Chem., 1995, in stampa.
(4) A. Guerrieri, G.E. DcBenedetto, F.Palmisano, P.G.Zambonin, The Analyst, in corso di stampa (1995)

P/6



SVILUPPO DI UN SAGGIO IMMUNOENZIMATICO ELETTROCHIMICO
PER AROCLOR 1248

Michele Del Carlo eMarco Mascini
Dipartimento di Sanita pubblica, Epidemiologia, e Chimica Analitica Ambientale
Sez. di Chimica Analitica Via G. Capponi, 9 50121 Firenze.

I policlorobifenili (PCB) sono inquinanti ubiquitari presenti in tutto l'ecosistema e a causa della loro
tossicita rappresentano un rischio potenziale perl'uomo. II monitoraggiodella presenza di PCB riveste una
part icolare importanza sia nella valutaz ione dello stato di un sito contaminato sia nella valutaz ione
dell'az ione di disinquinamento. Lamisura di PCB in matrici di interesse ambientale usando le metodiche
tradizionali e costosa e richiede tempo nella produzione dei risultati, per cui esiste un crescente interesse
per metodi altemativi. I saggi immunoenzimatici (ELISA) rappresentano un area di ricerca in espansione
net campo della chimica analitica ambientale per la loro rapidita, precisione, velocita e semplicita di
esecuzione. Gli anticorpi per i PCB utilizza ti in questo lavoro sono stati ottenuti da conigli utilizzan do per
la prima immunizzazi one PCB coniugati a gelatina, e successivamente una miscela di PCB non coniugati
a proteine. Si sono cosi ottenuti finora 4 sieri con anticorpi per i PCB, usando questi e stato sviluppato un
saggio immunoenzimatico di tipo competitivo per la determinaz ione di Aroclor 1248 secondo ii seguente
protocollo: a) una miscela di PCB coniugati con una proteina virale sono stati adsorbiti alle pareti dei
pozzet ti della piastra usando una miscela (50/50) metanolo/tampone carbonato a pH 9.6 per 3 ore a
temperatura ambiente b) gli standard di Aroc lor 1248 in un interval lo compreso fra 5 ppme I00 ppm sono
stati incubati in provetta per 30 minuti con una opportuna quantita di anticorpo e poi trasferi ti in piastra
dove l'incubazi one e proseguita peraltri 60 minuti. c) ii legame fra il sieroe i PCB immobilizza ti su piastra
e stato controllato usando un anticorpo secondario anti- .. ,
IgG di coniglio coniugato con perossidas i, l'attivita della ,,.
perossidas i era poi misurata per via spenrofotometrica a : '"
450 nm con ii cromoforo TMB-one step (Pierce). Ogni ~ , ..
fase de! saggio e stato seguito da tre lavaggi con una !!. m
soluzione di Tween 20 al 0.5% intampone fosfato salino. ! ,,.

•
J.= ...I risultati mostrano che con questo procedimento e possi­

bile misurare concentraz ioni di Aroclor 1248 nell'inter- • "'
vallo 5-100 ppm (figura I). In una seconda fase della '"
ricerca si e voluto sviluppare un procedimento «4+11,1,I,g,
elettrochimico per la misura della attivita dellaperossidasi uwon
compatibile con ii saggiodescri tto. Trarni te voltammetrie F,-,.,.,
idrod inamiche con un elettrodo glassy carbon, ed un procedimento FIA (flow injec tion analysis) si sono

stabilite le rnigliori condizioni operative. Due substrati
elettroc himici per la peross idas i sono stati studiati:
l'acido ferrocene acetico, e il guaiacolo, i potenziali di
riduzione sono rispettivamente -300 mVe -250 mV vs
Ag/AgCI. ll pH ottimale, considerando stabi lita del
substrato e attivita, 2 7.5. In figura 2e riportata la misura
elettrochimica di attivit della perossidasi usando ii
substrata acido ferrocene acetico, nelle condizioni pre­
cedentemente stabi lite, utilizzan do un tempo di incuba­

a zione enzima/subs tarto di IO minuti. Combinando ii
--- saggio su piastra precedentemente caratterizzato con
Fiurea ciascuno dei due substrati e stato real izzato un saggio

imm unoenzimatico elettrochimi co di tipo competitivo per Aroc lor 1248.
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DETERMINAZION DI TIOLI D'INTERESSE BIOLOGICO-FARMACEUTICO
CON ELETTRODO MODIFICATO CON COBALTO-FTALOCIANINA.

Gabriella Favaro e Mario Fiorani
Dipartimento di Chimica lnorganica,Metallorganica edAnalitica, Universitd di Padova, viaManolo,
1-35131 Padova

L'introduzione di elettrod i chimicamente modificati ha pennesso di estendere ii campo d'applicaz ione
delle tecniche elettroanalitiche soprattutto per quanto riguarda l'analisi di sostanze presenti in tracce
d'interesse alimentare, ambientale, clinico e biologico. Tra questi gli elettrodi costitu iti da compositi
di carbonio quali la pasta di carbone hann o trovato largo impiego soprattutto grazi e alla facilita di
costruzione e di rinnovo della superficie.
La presente comunicazi one si riferisce all'utilizzo di un elettrodo del tipo a pasta di carbone, modificato
con cobalto-ftalocianina, impiegato nella detenninaz ione di tioli d'interesse ambientale e biologico.
Nel nostro caso anziche pasta di carbone (grafite + nujol o altro legante)stato utilizzato il Conductive
Carbon Cement (CCC, un composito costituito da grafite + un polimero acrilico disciolto in toluene
o xilene). Com'e noto la pasta di grafi te ha una consistenza piuttosto morbida, anche dopo essere stata
impaccata, che ne facilita il rinnovo, ma la rende poco adatta per applicaz ioni in flusso (FIA o HPLC)
[I). Inoltre e poco resistente in presenza di solventi organici in cui ii legante e solubile ii che la rende
poco adatta nel caso di accoppiamento con HPLC. II CCC si presenta invece, una volta seccato, come
un cemento piuttosto duro da rimuovere, la cui superficie non viene modificata dal flusso di soluzione,
ed e piu resistente anche in presenza di solventi organici (in percentuale non elevata).
Alcune metallo-ftalocianine hanno un'az ione catalitica nei confronti dell'ossidaz ione di determinati
tioli, e se incorporate in un elettrodo fanno da mediatori redox. Le caratteristiche dell'elettrodo CCC
modificatocon cobalto-ftalocianina (CoPC) sono state studiate in flusso, inizialmente con i piu comuni
tioli: cisteina, glutatione, 2-mercaptoetanolo, ditiotrei tolo.
Successivamente l'elettr odoe stato utilizzato per la determinaz ione di alcuni tioli d'interesse biologico­
farmaceutico: captopril, penicillammi na, tiopronina (antiipertensivi e/o antireumatici). I metodi di
detenninaz ione usuali di tali composti prevedono derivatizzaz ione e determinazione per via
spettrofotometri ca o fluorimetrica, eventualmente dopo separazione HPLC[2-41,0 metodi voltarnmetrici
con HOME (5), non utilizzabili in flusso.
La risposta elettr ochimica a tali composti su elettrodi solidi, quali GC, pasta di carbone o CCC ~
estremamentc bassa o nulla fino a potenziali dell'ordine di 0.9-1.0 V vs. SCE, mentre l'elettrodo CCC­
CoPC da ri sposte soddisfacenti gill a potenziali di 0.6V,con notevole diminuzione del rumore di fondo
e aumento della selettivita. Questo avviene soprattutto a pH acidi, i piu adatti ad una separazione
cromatografica di questi composti di tipo amminoacidico [6]. L'andamento della risposta a stato
valutato in funzione del potenziale applicato e del pH tramite voltammo grammi idrodinamici ottenuti
con un sistema FIA e una cella a strata sottile. Le calibraz ioni hanno andamento inizialmente lineare
e poi tendenzialmente costante per valori piu elevati di concentraz ione (reaz ione di tipo catalitico).
L'intervallo dinamico lineare varia per ogni composto. Sensibilita di risposta e limite di rivelabilita
ottenuti sono abbastanza buoni. Le sostanze prese in esame sono state determinate su elettrodo CCC­
CoPC anche dopo separazione HPLC a fasi inverse con soddisfacenti risultati.

1. X. Huang, W.Th. Kok, Anal. Chim. Acta, 273 (1993) 245-253.
2. K.K. Verma, K.K Stewart, A. Jain, D. Gupta, S.K. Sanghi. Talanta, 38 (1991) 283-289.
3. V. Cavrini, R. Gatti, P. Rover, M.R. Cesaroni, Analyst, 13 (1988)1447-1452.
4. B. Kagedal, T. Andersson, M. Carlsson, T. Dennebcrg, A. Hoppe, J. Chromatogr., 417 (1987) 261.
5.P. Passamonti, S. Ferraro, V. Barocci, F. Pucciarelli, Electroanalysis, 3 (1991) 847-854. 6. M.K. Halbert, R.P.
Baldwin, Anal. Chem. , 57 (1985) 591-595.

PI8



AUTOMATIC SELECTION OF VARIABLES IN PLS, AVS-PLS

Michele Farina, Silvia Lanteri
Istituto di Analisi e Tecnologie Farmaceutiche ed Alimentari Universitd di Genova
CristinadelePezue/a,AntonioRuisDepartamentodeQuimicaAnalitica UniversitadAutonomadeBarcelona

PLS (Part ial Least Squares Regression) e attualmente la tecnica di regres sione piu utilizza ta in chimica
analitica, in tutti i problemi multivariati in cui le variabili predittrici sono piu o meno correlate. Un caso
tipico e la calibrazione multivariata applicata in spettrometria, dove una quantita chimica e messa in
relaz ione con molte quantita fisiche, assorbanze a lunghezze d'onda contigue.
Un problema importante in PLS e la eliminazi one delle variabili predittrici che portano pi rumorc che
infonnaz ione utile.
AVS (Automatic Variables Selection) si contrappone a IVS (Interactive Variable Selection), ede come
questo un metodo component-wise, che non elimina totalmente le variabili, ma le esclude solamente
da alcune (al limite da tutte) variabili latenti di PLS .
Mentre IVS comporta una serie di interventi dell'operatore, e conseguentemente una soluzione
soggettiva che puo essere di buon livello solo se l'operatore ha un elevato grado di conoscenze
chemiometriche, AVS fomisce una soluzione unica e richiede poca esperienza (relativamente) da parte
dell'operatore.
Sia X, la matrice delle V variabili predittri ci con I righe (oggetti, campioni), ey, il corrispondente
vettore della variabile risposta (la quantitchimica).
PLS lavora generalmente sulle variabili autoscalate o centrate.
L'algoritmo fondamentale di PLS (una sola variabile risposta) comprende, per ogni variabile latente,
i seguenti passi:
a) u, = x,j indica una qualunque colonna di X
b)w= X u,
c)c=yt/(tt)
c) normalizzaz ione di u (divisione per la nonna euclidea)
d)t, = X,w
e)p=Kt,/t)
DX,=,-4,P
g)y,=y,-ct,

Gli ultimi due passi eseguono l'aggiomamento della matrice Xe del vettore y, per ii passaggio alla
variabile latente successiva, che lavora sui residui.
L'algori tmo e costituito, tra l'altro, (punto b), da una regressione per l'origine, che calcola i coefficienti
w (weights) dei predittori sulla vari abile latente. AVS interviene a questo livello, e se la correlaz ione
tra ii predittore (o ii suo residuo) e la variabile risposta e inferiore ad un determinato livello di
significato, ii coefficiente e posto eguale a zero.
AVS esplora vari livelli di significato, sino acancellare per la variabile latente in studio tutti i predittori
meno uno. II valore onimo del livello di significato e ottenuto mediante ottimizzaz ione predittiva. Un
set di convalida estemo misura l'errore di predizione effenivo del modello cosl onenuto sulla quantita
chimica di interesse. IL vantaggio di AVS e quello di eliminare prediuori che non contribuiscono
positivamente alla regressione, diminuendo l'erro re di predizione, ma anche quello di fomire variabili
latenti piu semplici e quindi piu facilmente interpretabili.
Le prestaz ioni di AVS vengono illustrate sia con i dati sintetici utilizzati per IVS da Lindgren e Wold,
sia con set di dati rea li.
AVS implementatonel programma PLS-AVS del package F-PARVUS, versione Fortran PowerStation
del package PARVUS.
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IL CONTROLLO DI QUALITA' DEI DATI ANALITICI
NELLA DETERMINAZIONE DEi POLICLOROBIFENILI (PCB)

IN CAMPIONI AMBIENTALI

Roger Fuoco eMaria Perla Colombini
Dipartimento di Chimica eChimica Industriale, Universitd di Pisa- Via Risorgimento,3556126 -Pisa

Ipoliclorobifenili (PCB)sono unaclassedi composti organicidi sintesi di elevato interesseambientale,
sopratutto in considerazione della loro tossicita e del ruolo che alcuni di essi giocano nei processi di
carcinogenesi. Senzadubbio, l'impiego di questi composti come fluidi dielettrici e stata l'applicazione
industrialeche daun lato ha sfruttato almeglio le loro proprieta, mache dall'altro hacostituito la fonte
principale della contaminazione ambientale a causa della assolutamancanza, percirca quaranta anni,
di norme per ii loro corretto smaltimento. Cio ha determinato ladiffusionedei PCB, soprattutto per via
atmosferica, in tutti i comparti ambientali, portando alla loro inclusione nella lista degli inquinanti
prioritari, ed al loro inserimento in vari programmi intemazionali di ricerca sui cambiamenti globali
del nostro pianeta. Negli ultimi anni, sono state quindi proposte in letteratura numerose procedure
analitiche per la loro determinazione in varie matrici, ma purtroppo, i dati pubblicati sono risultati, in
molti casi, poco attendibili, e spesso contraddittori, a causa della mancanza o della non corretta
applicazione di idonee procedure per ii controllo di qualita dei dati analitici.
In questa comunicazione vengono illustrate alcunemetodologie analitiche da noi messe a punto perla
determinazione dei PCB in campioni ambientali (acqua di mare, sedimenti, terreno) e in campioni di
oli utilizzati come fluidi dielettrici, insiemealle procedure adottate per ii controllo della qualita dei
risultati. In particolare viene mostrato come, attraverso ii corretto impiego di materiali cerficati e di
campioni "spiked", sia possibileavere informazioni quasi intempo reale sullaqualita dei dati prodotti
e sulle prestazione della procedura analitica utilizzata. Infine, vengono discussi i risultati piu
significativi relativi a un programma Europeo di intercalibrazionc per la deterrninazione di PCB in
soluzioni standard, oli e sedimcnti marini.
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APPLICAZIONE DI METODI CHEMIOMETRICI ALLA RICERCA DELLO
STANDARD INTERNO OTTIMALE PER LA DETERMINAZIONE
DI METALLI PESANTI NEI SEDIMENTI, MEDIANTE ICP-AES.

Marco Grotti e Raffaella Pantani
Cattedra di Chimica Analitica-Istituto diChimica Generale, Universita di Genova.
Riccardo Leardi
Istituto di Analisi e Tecnologia Farmaceutica e Alimentare, Universitd di Genova.

II metodo dello standard intemo, in quanta basato sulla lettura del rapporto tra ii segnale dell'analita e
ii segnale di un elemento di riferimento, si presenta come un' ottima tecnica per ottenere risultati pill
precisi e per ridurre le interferenze da matrice.
Nella spettrometr ia atomica di emissione con sorgente a plasma indotto da radiofrequenze (ICP-AES),
tale metodo e stato applicato soprattutto permigliorare la precisione analitica (1-6).
La condizione fondamentale perche la sua applicazione deter ini anche una riduzione degli effetti
interferenti consiste nel fatto che I' analita e lo standard risentano di tali effetti in eguale misura .
Per valutare la possibilita di applicare ii metodo dello standard intemno alla determinazione di alcuni
metalli pesanti (Sn, Ni, Pb e Cu) nei sedimenti, mediante spettrometria atomica di emissione con
sorgente a plasma indotto da radiofrequenze (ICP-AES), e stato iniziato uno studio finalizzato alla
ricerca dello standard intemo, e della sua concentraz ione, ottimali per tale deterrn inaz ione.
La ricerca e stata condotta sulle terre rare, sulle quali il nostro gruppo di ricerca possedeva gia un certo
numero di inforrnaz ioni riguardo alla loro suscettibilita alle interferenze, ed e stata affrontata con
metodi chemiometrici.
In questo poster vengono presentate le applicaz ioni di tali metodi (analisi dei componenti principali,
disegni sperimentali di Doehlert, fattoriali completi e D-ottimali) e i risultati ottenuti.

I) J. Schmidt and W. Slavin, Anal. Chem., 1982, 54, 2491.
2) S.A. Myers and D.H. Tracy, Spectrochim. Acta, 1983, 38B, 1227.
3) A. Lorber and Z. Goldban, Anal. Chem., 1984, 56, 37.
4) T. Catterick, Analyst, 1984, 109, 1465.
5) M.H. Ramsey and M. Thompson, Analyst, 1985,110, 519.
6) J.M. Mermet and J.C. lvaldi,J. Anal At. Spectrom., 1993, 8, 795.
7) A. Mazzucotelli, F. De Paz, E. Magi and R. Frache, Anal. Sci., 1992, 8, 189



STUDIO DI UNA ESTRAZIONE CHIMICA SELETTIVA DI METALLI
IN TRACCE LEGATI A CARBONATI NEL PARTICOLATO MARINO,

MEDIANTE ANALISI SEM-EDX, ETA-AAS E ICP-AES.

G. lanni e F.if
Istituto di Chimica Generale - Cattedra di Chimica Analitica Universita di Genova
Viale Benedetto XV, 3 16132 -GENOVA

Le tecnichedi valutazione dei cicli biogeochimici degli elementi in tracceedell'impatto ambientaleda
panedi inquinanti sono attualmente rivolte, quando possibile, alla detenninazionedelle "specie" di un
determinato elemento piuttosto che alla detenninazione della concentrazione totale.
Ne! sistema sedimento-acqua di mare-particolato sospeso la tendenza di un elemento ad essere
accumulato dagli organismi dipende, fra l'altro, dallabiodisponibilita dell'elemento in questione, che
a sua volta e funzione della sua speciazione, e dalla capacitadel sistema stesso di rifomire, mediante
il particolato, l'elemento precedentemente rimosso dalla soluzione tramite processi biotici e abiotici.
Percio l'identificazione delle specie dei metalli in tracce adsorbiti o precipitati sulla superficie de!
particolato o dei sedimenti e piil indicativadell'analisi totale. Di particolare interesse sono, fra le altre,
le frazioni carbonatiche di varia origine e le loro interazioni con i metalli in tracce.
In un nostro precedente lavoro [I] abbiamo applicato al particolato marino sospeso una procedura di
estrazione sequenziale selettiva usata solitamente per i sedimenti [2]. II residuo di ogni estrazione e
stato controllato col microscopio elettronico a scansione econ la microsonda (SEM-EDX) ed e stata
verificata in generale una scarsa efficienza di tutti gli stadi dell'estrazione sequenziale. Si e quindi
successivamente cercato di migliorare ed ottimizzare i vari stadi dell'estrazione, usando sempre
l'analisi al SEM-EDX comecontrollo. Lo scopoedi ottenereunaproceduradi estrazionepiil cfficiente
e di conseguenza uno strumento piu accurato da utilizzare negli studi di speciazione.
Ad oggi siarno riusciti ad affinare ii primo stadia dell'estrazione sequenziale, relativo alla frazionedei
carbonati, che consiste in un attacco con acetato d'arnmonio a pH 5, mediantemodifiche de! tempo di
contatto e del rapporto estraente/particolato. Il migliorarnento ottenuto permette un'individuazioneed
unacorrelazione picompletadei metalli in tracce legati ai carbonati, risultati che, come si e gia visto,
sono particolammente importanti per i problemi di rimobilizzazione dei metalli stessi nell'ambiente
marino.

l)F. Baff77,M. Ravera, C. lanni, F. Soggia e E. Magi, Anal. Chim. Acta, 306 (1995) 149
2)A.Mazzucotelli, B. Cosma eF. Soggia, Ann. Chim., 79 (1989) 617.
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NUOVA METODICA PER LA DETERMINAZIONE DEL PIOMBO
NEL PARTICOLATO ATMOSFERICO IN AMBIENTE URBANO.

Clinio Locatelli, Giancarlo Torsi, Pierluigi Reschiglian, Francesco Fagioli, DoraMelucci, NicolaRossi.
Dipartimento diChimica "G. Ciamician", Universita diBologna, Via F. Selmi2,1-40126 BOLOGNA (Italy).
Dipartimento diChimica, Universita di Ferrara, Via L. Borsari46, 1-44100 FERRARA(Italy).

Vieneproposto un nuovo metodo, chiamato "Standardless Method" per ladeterminazione de! piombo
nel particolato atmosferico.
Risulta evidente, da un confronto fra il metodo ufficiale e ii metodo da noi proposto, che ii primo
sottostima ii livello di piombo presente nell'ambiente urbano intomo al 27%.
Dali i livelli normalmente esistenti, un tale errore, anche se non porta a situazioni pericolose, non puo'
comunque essere accettato soprattutto se esistono metodi piu' accurati, semplici e capaci di dare
risposte, se necessario, praticarnente in tempo reale, in quanto ii tempo di raccolta de! campione e
l'analisi de! medesimo e di qualche minuto.
In questo lavoro vengono illustrate le apparecchiature necessarie per la messa in opera di un nuovo
metodo con le caratteristiche sopraelencate e vengono presentati i dati relativi al confronto con ii
metodo ufficiale.
Viene inoltre presentato un metodo combinato per eseguire misure atte a separare e analizzare due
frazioni di particolato di diversa granulometria determinata dal cut off de! filtro. La conoscenza
quantitativadella frazione granulometrica associata all'inquinante e molto importante per valutazioni
tossicologiche.
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MONITORAGGIO AMBIENTALL IN MUSEi E BIBLIOTECHE

Salvatore Lorusso
Dipartimento di ScienzeAmbientali, Universid della Tuscia, Viterbo
Mario Genova
CISE, Milano
Rocco Mazzeo,
Museo Civico Archeologico, Bologna

Gli studi riguardanti le relazioni esistenti fra l'inquinarnento atmosferico e il degrado del patrimonio
storico-artistico sono notevolmentecomplessi e in molti casi richiedono, di conseguenza, un approccio
muhidisciplinare.
Solamente in anni recenti e stato possibilepassaredastudi piuttosto generici, caratteristicidelleprime
ricerche iniziate circa una trentina di anni fa, a studi sempre piu specifici e complessi, grazie anche
all'evolversi delle tecniche e delle strumentazioni dedicate.
Lo stato di conservazione dei materiali di interesse storico-artistico ed archeologico all'intemo dei
musei o in arnbienti di deposito e strettamente legato al grado di inquinamento chimico e biologico
dell'aria e alle variabili temperatura, umidita relativa e illuminazione dell'ambiente.
In generale i danni prodotti dall'inquinamento dell'aria sui materiali esposti nei musei dipendono dai
valori delle tre variabili dette, ad es. l'umidita relativa puo influenzare gli attacchi dellamicroflora, la
temperatura influenzagli attacchi chimiciebiologici in generale, l'illuminazione favoriscegli attacchi
chimici e i fattori di invecchiarnento.
Purmettendo in atto provvedimentifinalizzati allariduzionedell'inquinamento arnbientale, in generale
none possibile ottenere l'eliminazione totale degli agenti inquinanti, soprattutto quelli biologici.
Diventaquindi importantecontrollarelevariabili ambientali termoigrometricheedi illuminazioneallo
scopo di mantenere quelle condizioni che rendano minimo ii danno prodotto dagli agenti inquinanti.
La ricerca, svoltanel corso degli ultimi anni, e stata quindi condotta allo scopo di valutare le variabili
energetico-ambientali sul benessere sia umano che dei beni conservati in ambienti confinati.
In particolare, in riferimento agli ambienti museali le finalita sono state:
- esaminare la situazione energetica ed ambientale esistente in una area muscale significativa con
particolare riguardo alla climatizzazione, all'illuminazione e alla presenza di agenti inquinanti (come
area museale significativa e stato sceho ii Musco Nazionale di VillaGiulia a Roma);
- valutare, almenoqualitativamente, eventuali effetti negativi sullo stato di conservazionedelmatcriale
storico-artisticoesposto all'intemodelmuseo, in relazioneall'inquinamento chimicodell'ariaeai valori
di temperatura, umidita relativa e illuminazionedell'ambiente;
- applicare un modello termodinamico agli ambienti espositivi;
- individuare alcuni interventi sul sistemaenergetico de! museo tendenti amigliorare laconservazione
del patrimonio storico-artistico;
- applicare un modello di correlazione fra i valori di concentrazione degli inquinanti negli ambienti
indoor-outdoor.
In riferimento poi agli ambienti "biblioteche" siepreso in esameunaunitaculturale in cui, insiemecon
unapresenzaumanapiu significativaepiu continuarispetto all'ambientemuseale, sono conservati beni
caratterizzati damaterialidiversi dai precedenti, maparticolarmente importanti ediffusi nello scenario
della conservazione.
Si trattadi beni librari, siaquelli adisposizionedi un gran numerodi fruitori per lettura econsultazione,
sia quelli che, per via del lodevole interesse storico-artistico, sono solamente esposti al pubblico in
opportuni luoghi protetti.
Per lo svolgimento della ricerca sono state individuate due biblioteche: la Biblioteca Nazionale
Centrale e la Biblioteca Casanatense, entrambe a Roma



La prima biblioteca ha permesso di affrontare la problematica della conservazione di libri che, essendo
a disposizione del pubblico perconsultazione, vengono frequentemente spostati e quindi permolte ore
del giomo si trovano esposti alle condizioni ambientali delle sale di consultazione.
La seconda biblioteca ha permesso di affrontare la problematica della conservazione dei libri che,
essendo opere di grande interesse storico-artistico (codici miniati), in generale non sono a disposizione
del pubblico per consultazione e devono essere conservati costantemente in luoghi protetti.
Il quadro sperimentale che ne e derivato ha permesso di fomire una definizione pi) chiara ed affidabile
sulla valutazione energetico-arnbientale in ambienti "indoor", in cui e fondamentale affrontare le
problematiche relative al benessere del sistema: ambiente-bene culturale-fru itore, nei quali cioe
l'integrita fisica col tempo dei materiali costituenti i beni culturali deve necessariamente "sposare"
esigenze di benessere non solo per i fruitori, ma anche di gestione corretta e di ottimizzazione dei
consumi (in particolare quelli energetici) ai fini di ricadute economiche positive.



ALCUNE CONSIDERAZIONI SULLA DETERMINAZIONE
DEL CALCIO IONICO NEL LATIE

Lucarini M., Di Lullo G., Carnovale E.
Istituto Nazionale Della Nutrizione, Via Ardeatina 546-00178 Roma

Introduzione
Latte e prodotti derivati sono la fonte pill imponante di calcio nella dieta sia dal punto di vista
quantitativo che della biodisponibilita (1). La fonna chimica in cui ii calcio e presente nei prodotti e
fondamentale ai fini dell'assorbimento. In vista dell'importanza nutrizionale de! calcio e della presenza
crescente sul mercato di nuovi prodotti e nuove formulazioni lattiero-casearie e necessario disporre di
un metodo "in vitro" che pennetta di avere un'indicazione della disponibilita all'assorbimento del
calcio. Alcuni autori affermano che ii calcio solubile (totale), dopo digestione simulata, e indice della
biodisponibilita (2), mentre altri sostengono che ii calcio ionico rappresenta in modo pill soddisfacente
tale indice (3). I valori riponati in letteratura per ii calcio determinato tramite digestioni "in vitro"
risultano diversi da quelli ottenuti da digestioni "in vivo" ed in particolare pi alti nel caso che sia ii
calcio solubile a rappresentare la biodisponibilita o pii\ bassi nel caso de! calcio ionico.

Obiettivo
Alla luce di questi dati ci e sembrato utile, prima di iniziare lo studio della di sponibilita del calcio nel
latte e nei prodotti derivati, cercare di standardizzare le condizioni per la deterrninazione delle diverse
forrne di calcio nel lane; mentre per ii calcio totale, determinato mediante assorbimento atomico, si e
proceduto con la metodologia riportata in letteratura, per ii calcio ionico sono state prese in
considerazione diverse variabili che possono influire nella sua determinazione; tra queste variabili non
e stato considerato il pH in quanto gia noto il suo effetto sulla concentrazione di ioni calcio in matrici
alimentari quali lane e derivati.

Materiali emetodi
Sono stati studiati i tre tipi di latte in commercio (intero, parzialmente scremato e scremato)
deterrninando ii calcio ionico, in funzione della diluizione e della forza ionica, sui campioni di latte ta!
quale e campioni di lane centrifugati (lh a 10000 r.p.m. e lh a 30000 r.p.m. alla temperatura di 5°C).
Per la detnninazione de! calcio ionico e stato utilizza to un elettrodo Orion con membrana polimerica,
mentre permodificare la forza ionica sie utilizzato unregolatoredi forza ionica in soluzione 4M sempre
fornito dalla Orion.
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Risultati e discussione
Vengono discussi i risultati ottenuti nel caso de! latte parzialmente scremato in quanto gli altri due
campioni mostrano andamenti analoghi senza nes­
suna apparente relazione con ii diverso contenuto in
grasso dei tre campioni.
Nella figura I e mostrato l'andamento de! calcio
ionico in funzione della diluizione de! campione
dopo centrifugazione a tre differenti forze ioniche
(Fl) della soluzione (0,08 M; 0,50 Me 1,00 M).
Appare evidente l'effetto della diluizione che mo­
stra un plateau dopo aver diluito il campione circa
20 volte con acqua bidistillata; l'effetto della
diluizione puo essere interpretato ammettendo che
parte del calcio che si trova nello stato colloidale
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possa, a seguito della diluizione, passare in soluzione potendo cosi essere misurato; la cinetica
dell'estrazione del calcio dallo stato colloidale e
influenzata dalla forza ionica ed aumenta all'au- 0 L ,. I.

mentare di quest'ultima. 0,026 a L.$,t. cat/ begets

Nella figura 2eriportato il confronto tra il conte­ 0,02
nuto di calcio ionico nel latte prima e dopo la

; 0,015

.
centrifugazione, in funzione della diluizione. .
Nel latte ta! quale gli effetti della diluizione sono

1 0,0 1
amplificati, rispetto al latte centrifugato, per la . •
presenza delle caseine (in particolare la a,­ 0,006 °caseina) che hanno la maggior affinita per ii

0
calcio (4) e sono in grado di rilasciame maggiori 0 3l .., Ill Ill 100 120

quantita in seguito alla diluizione.
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Figura 2

I)Carnovale E., Di LulloG., CaMelloniM. (1994). AN! ConvcgnoLane e Dcrivati: tra tccnologiae nutrizione, Roma
7-8 giugno 1994.
2) Schwartz et al. ( 1982). An in vitro system for measuring intrinsic dietarymineral cxchangeability: alternative to
intrinsic isotopic labelling. J. Nutr., 112, 497-504.
3) Zemel , (1984). In vitro evaluation of the effect of orho-tripoly-exametaphosphate on inc, iron and calcium
bioavalability. J. Food Sci ., 51,957-9.
4)C. P. Pappas, J. Rothwell (1991). The effects of heating, alone or in presence of calcium or lactose, on calcium
binding to milk proteins; Food Chem., 42, 183-201.
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STUDIO SULLA POSSIBILITA' DI IMPIEGO DEL RODIZONATO DI PIOM­
BO PER LA PRECONCENTRAZIONE ED ANALISI DEL RADIO

IN MATRICI AMBIENTALI

Maggi L., Vantini Ganzerli M.T.
Dipartimento di Chimica Generalle dell' Universita di Pavia - Viale Taramelli, 12 - 27100 PAVIA

La determinazione dell'attivita di radionuclidi naturali e artificiali nell'ambiente comporta notevoli
difficoltaacausadeIleconcentrazioni molto basse. Alcuni di essi, comead esempi lo "'Sr, sono dei beta
emettitori puri e per ii loro dosaggio radiometrico si rende necessaria una loro completa purificazione
dagli altri radionuclidi. Tenendo conto di questi presupposti diventa indispensabile disporre di metodi
che perrnettano la preconcentrazione e la purificazione di ciascun radionuclide in esame. II presente
lavoro riguarda lamessaapunto di un metodo di preconcentrazionee purificazionedel radio mediante
assorbimento selettivo in colonnacromatografica. In particolare sie studiata lapossibilitadi impiegare
un sale dell'acido rodizonico. La sceltae cadutasul rodizonato di piombo che e piu solubile rispetto al
rodizonato di radio e di bario e consente in tal modo l'assorbimento di tali ioni dalle soluzioni. La
preparazione dello scambiatore e stata effettuata trattando il rodizonato di sodio con piombo nitrato in
presenzadi carbone che funziona come supporto. In assenza di carbone la fillrazinedel composto, che
si presenta colloidale, e piuttosto difficoltosa, Le prove eseguite in batch impiegando come tracciante
i] 'Bahanno evidenziato che lo scambiatore funziona molto bene a pH 9. Tutte le prove di scambio
sono state effettuate impiegando ii '"Ba in sostituzione del radio in quanto esso, pur avendo un
comportamento chimico molto simile, presenta minori problemi per ii dosaggio e la radiotossicita.
Sono stale valutate la capacitadi scambio e la variazione de! coefficiente di assorbimento in funzione
de! pHedellaconcentrazionedegli ioni chegeneralmente si trovano nellematrici ambientali quali Ca2•,
HCO, CO,7.
Si,e infinesperimentato l'impiego dell'assorbitore in colonnaper lapreconcentrazione de! radio dalle
acque superficiali.
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CARATIERIZZAZIONE DI UN BIOSENSORE AMPEROMETRICO
DELLA TERZA GENERAZIONE OTTENUTO PER IMMOBILIZZAZIONE

ELETTROCHIMICA DELLA GLUCOSIO OSSIDASI
SU SALi ORGANICI CONDUTTORI

C.Malitesta, F .Palmisano, P .G.l.ambonin
Dipartimento di Chimica, Universita degli Studi di Bari, via Orobona 4, 70100 BARI
D.Centonze
Dipartimento di Chimica, Universita degli Studi de/la Basilicata, via N. Sauro 85, 85100 POTENZA

L'immobilizzaz ione elettrochimica di enzimi (p.es. Glucosio Ossidasi, GOx) in membrane polimeriche
permselettive non-conduttrici (ad es. poliortofenilendiammina (PPD), polipirrolo overossida10 ecc.)e
oggi riconosciuta come un metodo valido per la preparazione di biosensori(l,2]. Tale procedura
completamente elettrochimica rappresenta una maniera molto efficace di produrre, in un solo stadio,
biosensori della prima generaz ione, ii cui responso non risente delle piu comuni interferenze[3-6].
Nonostante le peculiari caratteristiche mostrate, tali biosensori condividono con gli altri della prima
generaz ione il limite della dipendenza dalla concenlraz ione di ossigeno nel mezzo analizzato. Tale
problem aestato in passatoaffrontalo anraverso l'uso di mediatori redox, immobilizzat i sulla superficie
elettrodica o in soluzione (biosensori dell a II generaz ione) [7], in grado di competere vantaggiosamente
con l'ossigeno nella fase di riossidaz ione dell'enzima. Piu di recente, per tale compito , sono stati
utilizzati i sali organici condunori (COS) che al tempo stesso possano fungere anche da elettrodo
(biosensori della III generaz ione)[8]. In quest'ultimo caso sono stati utilizz ati melodi classici di
immobilizzaz ione enzimatica che non eliminano ii problema degli interferenti.
Recenlemente sono stati riportati risultati preliminari[9] su di un sistema (PI/COS/PPD/GOx) che
coniuga i vantaggi dell'uso deglielettr odi COS con quelli derivanti dallaproceduradi immobilizzaz ione
elettrochimica gia citata.
In questa comunicaz ione saranno illustrate e discusse le caratteristiche operazionali del sensore ed i
risultati di uno studio XPS che, in part icolare, ha consentito di formulare un'ipotesi ragionevole sul
meccanismo attraverso ii quale l'enzima viene riossidato dalle specie che costituiscono la superficie
eleurodica.

I) C. Mal i1es1a, F . Palmisano, L. Tors i and P .G . Zam bonin, Anal . Chem. , 62 (1990) 2735
2) P.N . Barlett and J.M . Cooper, J. Electroanal . Chem., 362 (1993)1
3) D.Ccntonze, A .Guerrieri, C.Mali1es1a, F .Palmisano and P .G .Zam bonin, Annal i di Chimica, 82 (1992) 219
4) D.Centonze, A.Guerrieri, C.Malitesta, F.P almisano and P .G .Zam bonin, Fresenius J.Anal.Chem., 342 (1992) 729
5) F.Palmisano, D .Centonze, A.Guerrieri, and P.G.Zambonin Biosensors& Bioelecronics, 8 (1993) 3936
6) F.Palmisano, D .Centonze, P.G.Zambonin, Biosensors & Bioclec tronics. 9 (1994) 471
7) R.M.lanniello, T.l.Lindsay and A.M.Yacynych, Anal.Chem ., 54 (1982) 1980
8) W.J.Albery, P .N .Bart len and D.H.Craston, J.El ectroanal .Chem. , 194 (1985) 223
9) F.Palmisano, D.Centonze , C.Mal itesta, P.G.Zambonin, J.El ectroanal.Chem., 381 (1995) 235
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DETERMINAZIONE DI CARBOIDRATI IN PRODOTTI ALIMENTARI
MEDIANTE CAMPIONAMENTO CON MICRODIALISI ED HPLC

CON RILEVATORE AMPEROMETRICO.

Saverio Mannino, Maria Stella Cosio
Dipartimemo di Scienze e Tecnologie Alimentari e Microbiologiche,
Universita degli Studi di Milano, Via Celoria 2, 20133 Milano

Daun esarnedeimetodi piucomunementeutilizzati perl'analisi dei prodotti alimentari, appareevidente
come la preparazione del campione costituisca la fase piu complessa e determinante per l'affidabilita
del risultato analitico finale. E' evidente quindi la necessita di sviluppare metodi analitici semplici
rapidi selettivi, multielementari e che richiedono una non laboriosa fase di pretrattamento del
carnpione.
Lamicrodialisi e unadellepiu recenti tecnichedi campionamento, utilizzataprincipalmentenel campo
clinico che presenta notevoli potenzialita, soprattutto nell'isolamento di sostanze contenute in matrici
complesse come quelle alimentari che poi possono essere determinate con diverse tecniche analitiche
in sistemi a tlusso o in batch.
Nel presente lavoro vengono illustrati i risultati ottenuti per la determinazione multielementare di
zuccheri in matrici alimentari liquide e semisolide mediante un sistema a flusso formato da una sonda
da microdialisi accoppiata ad un cromatografo liquido operante con un rivelatore amperometrico
costituito da un elettrodo modificato chimicamente con una miscela di ossidi di cobalto. Per la
separazione degli zuccheri si e operato con una colonna cromatografica CarboPac PAI, utilizzando
NaOH 100 mM comeeluente, che permette la separazione di glucosio, fruttosio e saccarosio in circa
8 minuti.
La procedura proposta e semplice, rapidae non richiede alcun pretrattamento de!campione, eccetto la
diluizione, e permette la simultanea determinazione degli zuccheri in numerose matrici alimentari.
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DETERMINAZIONE DELL'ACIDO ASCORBICO NEL SIERO
CON UN REATTOREENZIMATICO

G. Marrazzo, M. Mascini
Dipartimento di Sanita Pubblica Epidemiologia e Chimica Analitica Ambientale,
Sez. Chimica Analitica Universita degli Studi di Firenze via G. Capponi, 9;50121 Firenze
E-mail: Mascini@cesitl unifi.it

II} questo lavoro e descri tto un sistema a flusso per la determinaz ione dell'acido ascorbico a basse
concentraz ioni in campioni di siero. II metodo e basato sulla misura amperometrica con un elettrodo
ad ossigeno accoppiato ad un reattore enzimatico. L'enzima Ascorbato Ossidasi e stato immobilizzato
mediante glutaraldeide su palline di vetro, a porosita controllata, aventi gruppi aminopropilici. Le
palline venivano impaccate in un tubo di tygon. L'acidoL-ascorbicoe ossidato ad acidodeidroascorbico
dall'enzima L-ascorbato ossidasi in accordo alla seguente reaz ione:

ascorbato ossidas i
acido L-ascorbico + I[20,------------------ >acido deidroascorbico + H,0

La misura del consumo di ossigeno permette la determinaz ione del substrato coinvolto nella reaz ione
enzimatica.
II ditiotreitolo (DTf) e stato addizionato alle soluzioni di acido ascorbico e ai campioni di siero. IDTT
e stato usato per stabilizzare le soluzioni di acido ascorbico e per ridurre l'acido deidroascorbico
prodotto dalla reazione enzimatica ad acido ascorbico. La reazione ciclica tra la forma ossidata e ridotta
della vitamina C usando ii DIT puo essere illustrata come segue:

ditiotreitolo (ox)

X
acido L-ascorbico

acido deidroascorbico Xditiotreitolo
II segnale della corrente di riduzione dell'ossigeno e aumentato di circa ii 60% quando ii DIT e stato
usato ad una concentrazione di lxlO·' M. II sistema e risultato abile a misurare la vitamina C a basse
concentraz ioni. Quando si sono analizzati campioni di siero, si e potuto misurare l'acido ascorbico
nell'intervallo di concentrazioni da Ix10 a 5x10 M in pochi secondi.
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TRASPORTO DI COMPOSTI ORGANIC! ALL'INTERFACCIA ACQUA DI
MARE- ATMOSFERA DURANTE I PROCESS! DI AEROSOLIZZAZIONE

Fabio Masi, Luciano Lepri, Piergiorgio Desideri
Dip. Sanita Pubblica, Epidemiologia e Chimica Analitica Ambientale
Universita di Firenze, via G. Capponi, 9.

E' stato utilizzat o un apparato di Gershey modificato per lo studio in laboratorio del trasferimento
nell'atmosfera di numerosi composti organici appartenenti a diverse classi (idrocarburi alifatici ed
aromatici, ftalati, steroidi , esteri di acidi grassi, pesticidi clorurati, erbicidi) da soluzioni sintetiche di
acqua di mare in presenza o mcno di tensioattivi ionici e non ionici a differenti concentraz ioni e da
campioni di acqua prelevati nel mare Tirreno. Questi ultimi campioni sono stati utilizza ti sia tal quali
che dopo fil traz ione del part icolato sospeso.
I composti organici esaminati vengono trasportati nell'atmosfera sia direttamente in fase gassosa per
stripping con Azoto sia tramitc aerosol liquido a seconda della loro struttura chimica e delle loro
caratteristiche chimico-fisiche (tensione superficiale, volatilita, solubilita in acqua, idrofobicita).
I risultati ottenuti investono un notevole interesse in quanto consentono di conoscere le modalita del
tras ferimento di queste sostanze organiche dagli oceani all'atmosfera. Cio permette di meglio
comprendere ii complesso meccanismo di trasporto dei composti organici biogenici ed antropogenici
non soltanto a breve ma soprattutto a lunga distanza ed in part icolare dalle regioni temperate a quelle
fredde polari come ii continente Antart ico.
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AMPEROMETRIC BIOSENSOR FOR THE DETERMINATION OF GABA.

Franco Mazzei*, Francesco Botri**, Giampiero lorenti*, Elisabetta Polise*, Fernando Porcelli***
Cattedra di Chimica Fisica, Dipartimento di Studi di Chimica e Tecnologia dele Sostanze
BiologicamenteAttive, Universita "La Sapienza" P.le Aldo Moro, 5- 00185, Roma.
**lstituto di Merceologia, Universita "La Sapienza", via de/ Castro Laurenziano, 9- 00161,Roma.
++Cattedra di Chimica Fisica, Dipartimento di ScienzeAmbientali, Universita della Tuscia, ViaSan
Camillo de Lei/is - Of100, Viterbo.

This work reports the realization of an amperometric biosensor for the determination of GABA. The
biosensor is based on thecatalyticactivity of thecoupled enzymatic systemy-AminobutyricGlutamic
Aminotransferase (GABA-T) + Succinic Semialdehyde Dehydrogenase (SSDH), usually named
GABASE, and horseradish peroxidase (HPO). The reactions catalyzed by these enzymes are:

GABA-T
GABA + a-ketoglutaric acid <===>glutamic acid + succinic semialdehyde (I)

SSDI/
succinic semialdehyde + NADp+<=====> succinic acid + NADPH +H(2)

HPO
NADPH +O, +2H<===> 2NADP+2H,O(3)

The biosensor is therefore based on the combined catalytic activity ofGABASE and horseradish
peroxidase(HPO), suitablyassembledon acommercially availableO,-sensitiveClark-likeamperometric
electrode. The measurement of the oxygen consumption (reaction 3) allows to determine the
concentration of NADPH formed (reaction 2) and, in turn, of GABA.
The main analytical and physico-chemical features of the biosensor are presented and discussed.
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CHARACTERIZATION OF MONOCLONAL ANTIBODIES: A COMPARISON
BETWEEN ELISA METHOD AND THE BIOSENSOR TECHNOLOGY

M. Minunni ", P. SkladaP), T. Giersch , G. Guilbault ", M. Mascini " and B. Hock
Dip. di Sanita Pubblica, Epidemiologia e Chimica Ambientale, Firenze (I)
BiochemistryDpt., Mazaric University, Brno (Cz)
o Technische Universitat Munchen, LarstuhlfurBotanik, Freising (D)
"' ChemistryDpt., Cork University, (Eire)

Irnmunoassays are based on the binding reaction between an antibody and an antigen. The reaction
between these two partnersis defined by theaffinity constantK,, calculated as theequilibriumconstant
ofthe reaction:

A+B a AB [AB]
[A][B]

---=--

The reaction is a dynamic equilibrium. Conventional assay methods achieve high sensitivity using
radioactive, fluorescent orenzyme labels. They often require time-consuming incubation and separation
steps. On theotherhand very recently thebiosensorstechnology is providing newsuitablemethods for
antibody characterization. These devices utilize one reaction partner immobilized on a sensorsurface
ofasuitablephysical transducer,whiletheotherone flows overit. The immunoreaction canbefollowed
in real timewithout any label. The timeresponse is in the rangeofa fewseconds. Different technologies
can be used for this approach: e.g. surface plasmon resonance, integrated optical grating couplers,
resonant mirrors and piezoelectric systems.
In thepresent work wewanted to comparetheELISAmethod forthecalculation oftheaffinity constant
with a biosensorapproach using aQuartzCrystal Microbance(QCM)device, using antibodies against
atrazine. In both approaches, the antigen is immobilized on the interacting surface and then exposed
to the antibody. In the ELISAmethod both Ab and the immobilized Ag concentrations are decreased
in orderto extrapolate to zero [Ab] and tracerconcentrations, whereKAapproaches the inverse ofthe
analyte concentration at the middle ofthe test. Here K,=1/[B,.,..]. From a certain Ab dilution and Ag
surface concentration, the value of 50%B/B, does not change any more.
In the QCM the value is obtained as a ratio ofthe association rate constant (k ) and dissociation rate
constant k,). '
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I METALLI PESANTI NELLE DEPOSIZIONI ATMOSFERICHE DRY

Luciano Morselli*, Piera Olivieri**, Elisa Grandi
Universita degli Studi di Bologna - Facoltd di chimica indusriale
ENEA AMB.SAF.DIN. Bologna

La "dry deposition"e l'insiemedi tutti i processi di trasporto e rimozionedi gase aerosol dall'atmosfera
alla superficie terrestre in assenza di precipitazione. La deposizione atmosferica dry non puo essere
ignorata quando si vuole valutare l'impatto degli inquinanti atmosferici sul suolo, sulla vegetazione e
sui materiali. Le procedure della raccolta della dry deposition sono di particolare difficolta e ancora
soggette a standardizzazione. Nel caso da noi considerato rappresenta una sedimentazione del
materiale particellare atmosferico per periodi mensili su superfici diverse.
Al materiale particellare atmosferico sono associati diversi metalli tossici quali Pb, Ni, V, Cr, Cd, Zn,
Co, Mn, As, Hg e i loro composti. Le Ioro fonti di emissione possono essere naturali (spray marino,
eruzioni vulcaniche, erosione del suolo ecc.) oppure antropogeniche (emissioni industriali, traffico
veicolare, centrali di potenza, impianti termici, inceneritori dei rifiuti).
La difficolta maggiore nella caratterizzazione della dry deposition consiste nel riuscire a raccogliere
un campionerealmentesignificativo. L'approccio sperimentaledanoi adottato consistenel confrontare
due tipi di campionatori ove la superficie recettrice di uno e solida, campionatore wet-dry, mentre net
secondo e rappresentata da uno strato d'acqua, campionatore DSSA. Entrambi i campionatori sono
dotati di un sensore di pioggia collegato con un motore elettrico che aziona ii sistema di copertura,
chiudendo ii raccoglitore del dry pochi secondi dopo l'inizio dell'evento meteorico e preservandolo
dalle deposizioni umide.
II campionatore wet-dry (Tecora) e costituito da un secchio di PE convenzionale, di superficie 0.0661
m'. IJ campionamento viene fatto una volta al mese e la raccolta del campione avviene manualmente:
si procede Iavando ii secchio con unadeterminataquantita d'acquadeionizzata, poi con 40 ml diHNO,
t: t. Le due soluzioni di lavaggio vengono tenute separate, portate a secco a bassa temperatura (60°C)
e successivamente mineralizzate.
II campionatore DSSA (MTX-Italia) e costituito da un recipiente che espone unasuperficied'acquadi
0.0594m. Lo strato d'acqua e mantenuto ad un livello costante da un sensore ottico e da una pompa
peristaltica. II campione viene raccolto ogni 15 giomi e filtrato su filtri Millipore di acetato di cellulosa
(dimensione dei pori 0.22m). I filtri vengono successivamente mineralizzati, mentre ii filtrato viene
acidificato fino a pH:2con HNO, e successivarnente analizzato.
Allo scopo di individuare Ia tecnicadi mineralizzazione pi~ idonea sono stateeffettuateprove in parallelo
utilizzando uno standard di riferimento (Standard Reference Material N.B.S. 1648 - urban particulate
matter). In tab. I sono riportate le prove di mineralizzazione con i vari metodi considerati [7,8,9]

Tab. I Prove di minerali.zzazione dello standard di riferirnento
valori B.T. B.T MW MW MW

certificati HNO, HNO,+HF HNO, HNO,+HO; HNO,+HF
Pb 6.55±0.08mg/g 6.4±_0.7 6.6±1.1 6.7±_0.8 7.5+0.5 6.8
V 140±3g/g 113±18 124±7 106±5 108±10 134±_9
Ni 82±3/g 90±8 75±9 111±18 88±11 78±10
Cd 75±7g/g 86±16 76±3 86±12 78+6 76±1
Cr 403±12g/g 115±24 341±20 111±1 111±12 267±38
Zn 4.76±0.14mg/g 5.52 4.35±_0. 19 4.48±0.19 4.41±_0.8 4.41
As 115±10pg/g 106+13 n.d. 119+2 128+13 n.d.

Legenda: B.T.. mincralizzazionc in bomba di teflon
MW: mineralizzazionc con microonde
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In base ai risultati ottenuti, la procedura di mineralizzazione scelta consiste nel trattare i campioni con
IO ml di HNO, + 2 ml di HF, in una bomba in teflon convenzionale, in stufaa 155°C per 12 ore. La
quantita di acidi e ii tempo di permanenza in stufa possono variare con la quantita di campione (6).
Le soluzioni che si ottengono sono state analizzate con la tecnica spettroscopica ad assorbimento
atomico: in fometto di grafite per i metalli Pb, Ni, Cd, V, Cr, Ase in fiamma per lo Zn.
Dai primi risultati di confronto dei campioni reali ottenuti, si puo notare che le concentrazioni dei
metalli (g/g) nei carnpioni raccolti con ii DSSArisultano maggiori in quanto vieneconsiderata lasola
frazione ottenuta su filtro, mentre le quantita globalmentedepositate per m' risultano diversificate in
relazione alla possibilita di solubilizzazione di sali nello strato d'acqua del campionatore DSSA.

[11 Morselli, L.: Gallorini, M.; Zappoli, S.; Rizzio, E. Analyst 1988,113, 1575-1578
[2] Morselli, L.: Carrelli, R.: Erani,E.:; Gallorini, M.; Rizzio, E.The PittsburgConference& Exposition 1987, Atlantic
City, New Jersey
[3] Morselli. L.: Chiesa, M. Inquinamento 1990, n. 12, p.45
(4) Schroeder, W.H.et al. APCA 1987, 37. 1267-1285
(5) Zobris1, J. el al.Waler, Air and Soil Pollution 1993, 71, 111-130
[6) Tanari, G.A. et al. inpubblicazione
[7] Gallorini, M. et al. The Science of Total Environmental 1993, 133, 285-298
[8) ISTISAN88/19 ISSN-039]-1675 "Campionamento e dosaggio di microinquinanti in flussi gassosi convogliati"
[9] Castellani, C.M.; Sassi, S.; Trevissoi, E.; Vicini. G. ENEA RT/AMB/93/01



DISPOSITIVO DI CAMPIONAMENTO SOTTOCUTANEO PER LA
VALUTAZIONEDEL "PROFILO" DI METABOLITI DURANTE 24 ORE

Danila Moscone, Lucia Scarciglia, Jacob Korf'
Dip. di Scienze e Tecnologie Clzimiclze, Universitii "Tor Vergara", Roma
Dep. ofBiological Psychiatry, UniversityofGroningen, The Netherland

Il monitoraggio continuo del metabolismo "in vivo"e di grande interesse nella ricerca chimico-clinica
graz ie soprattutto alla possibilita di applicazioni cliniche dei risultati ottenuti, come una pi) precoce
diagnosi o interventi terapeutici "in tempo reale", specie in repar i di terapia intensiva o durante
operazioni chirurgiche. Fino ad orapero, il monitoraggio continuo e possibile solo perpochi metaboliti,
grazie soprattutto alla microdialisi.
Recentemente e stata introdotta una nuova tecnica di campionamento "in vivo" basata sul principio
dell a ultrafil traz ione: una fibra cava di piccolo diametro ( 100-200m)e di taglio molecolare (MWCO)
inferiore a 30.000 Daltons, viene inseri ta nel tessuto sottocutaneo e connessa tramite un tubo ad una
sorgente di vuoto; ii fluido inlerstiziale e cos] forzato a passare attraverso i pori della fibra e puo essere
raccolto. Sostanze di peso molecolare piu grande del MWCO della fibra sono escluse dal liquido
raccolto, che quindi e libero da proteine e puo essere analizzato senza ulteriori puri ficaz ioni.
Utilizzando questa tecnica di campionamento e stato realizzato un "24 hours sampling device",
dispositivo che permette di raccogliere in continua ii fluido sottocutaneo, ii quale puo essere in seguito
analizza to per seguire il "profilo"durante 24 ore di ogni tipo di costitu ente a basso peso molecolare del
liquido interstiziale, come ad esempio ioni, ormoni, metaboliti, etc.
Questo dispositivo e costitu ito da 2-4 cm di fibracava, che viene inseri ta sottocute, connessa ad un tubo
di piccolo diametro intemo ( 125m) e di lunghezza tale da contenere ii liquido raccolto durante 24 ore.
L' altra estremita del tubo di raccolta e collegata ad una provetta in cui e stato fatto un moderato vu0to
(- 500 mbars ), che agisce come "pompa aspirante" per I' intero sistema.
Perottenere un flussocostante e stato necessario inserirenel sistema una "restrizione"al flusso, formata
da 2-5cm di un tuba di piccolissimo diametro (15m), il quale assicura un basso (0,1-0,2l/min) ma
molto costante flusso di aspirazione. Questo basso flusso e stato considerato necessario pernon alterare
I' equilibria tra i capillari e ii fluido interstiziale ed ottenere cos un campione che rispecchi l'effettiva
composizione di quest' ultimo.
Tutti i parametri del sistema, come la lunghezza della fibra di ultrafiltrazione, ii diametro del tuba di
raccolta, ii diametro e la lunghezza del tuba di restrizione, ii volume de! tuba da vuoto ed ii valore del
vuoto applicato sono stati studiati ed ottimizzati.
Problemi come la diffusione longi tudinale dei metaboliti durante le 24 ore di raccolta, o come la
evaporaz ione del campione attraverso le pareti del rubo di raccolta, sono stati minimizz ati.
E' stato cosi realizzato un dispositivo semplice, di basso costo, ma soprattutto portatile per ii
monitoraggio continua durance 24 ore di metaboliti di basso peso molecolare, che potrebbe essere
definito un "holter metabo lico". Come esempio di applicaz ione e stato misurato il glucosio contenuto
ncl tubo di raccolta per via elettroc himica, utilizzando un biosensore alloggiato in una opportuna cella
a flusso.
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REALIZZAZIONE DI UN SENSORE PER DNA VOLTAMMETRICO
BASATO SU COMPOST! INTERCALANTI ELETTROATTIVI

S. Palanti, G. Marrazzo. M. Mascini
Dipartimemo diSa11itci Pubblica. Epidemio/ogia eChimicaAnaliticaAmbientale, Sez. Chimica Analitica
Universita di Firenze Via G. Capponi, 9, 50121 Firenze internet: Mascini@cesitl .unifi.it
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Sensori elettrochimici perDNA possono costituire dei dispositivi utili per la determinaz ione di specie
biologiche patogene di interesse ambientale.
La superficie di elettrodi glassy carbon e stata modificata immobilizzan do oligonucleotidi a singola
elica oligo-(dG),,o oligo-(dA),,~. La scansione voltammetrica ciclica in tampone fosfato di questi
elettrodi modificati evidenzia un aumento di corrente irreversibile intomo a +900 mV dovuta
all'ossidaz ione di guanosina e di adenina e dipendente dalla quantita di oligonucleotide immobilizzato.
La scansione voltammetrica lineare dell'elettrodo modificato in presenza di Daunomicina, (un
intercalante del DNA, indicatore di ibridazione), evidenzia inoltre la presenza di un picco anodico ad
un potenziale che dipende dalla quantita di oligonucleotide immobilizzato sulla superfi cie dell'elettro­
do. Se poi l'elettrodo modificato e immerso in una soluzione contenente l'oligonucleotide con la
sequenza complementare avviene rapidamente l'ibridazione, e la scansione voltarnmetrica lineare in
presenza di Daunomicina mette in evidenza uno spostarnento del picco anodico proporzionale alla
quantita dell'oligonucleotide complementare ibridato.
Lo spostamento del potenziale del picco anodico dell a Daunomicinae quindi l'ind icatore della quantita
di oligonucleotide complementare. L'elettrodo glassy carbon puo essere modificato per adsorbimento
fisico, applicando aliquote di 10 µI di una soluzione acquosa 0.32 M di oligonucleotide sulla superficie
dell'elettrodo ed aspettando fino ad evaporazione a temperatura arnbiente.
L'immobilizzazione dell'ol igonucleotide e stata effettuata anche formando gruppi carbossilici sulla
superficie dell'elettrodo e facendoli reagire trarn ite carbodimmide con ii gruppo arnminico libero
presente nella guanosina.
I voltarnmogramm i sono eseguiti in tampone fosfato pH 7 .0 0.02 M, usando un elettr odo Ag/AgCI ed
un elettrodo di Pt rispettivarnente come elettrodo di ri ferimento e come elettrodo ausiliare. La velocita
di scansione e 100 mV/s e ii potenziale e fatto variare da +200 a +1000 mV. L'ibridazione
dell'oligonucleotide immobilizzatoe eseguita a 25°C ponendo la superficie dell'elettr odo acontatto con
la soluzione dell'oligonucleotide oligo-(dC),,ooligo- 0
(dT)12_18 a singola elica complementare. Le scansioni
voltammetriche lineari sono effettuate inuna soluzio­
ne di Daunomicina 50 Min tam pone fosfato 0.02 M pH
7.0 con una velocita di 20 mV/s vs un elettrodo di
riferimento Ag/AgCI e elettrodo di Pt come ausiliario
in un intervallo di potenziale tra +200 e +1000 mV.
In fig. I e riponata una curva di calibrazionc ottenuta
immobilizzando con legame covalente I6g di oligo­
(dG).. sull'elettrodo ed utilizzando varie quantita di
oligo-(dC),, comp lementare. Le scansioni voltam­
metriche lineari sono state eseguite in presenza di
Daunomicina. In ordinata e riportata la variaz ione del
potenziale del picco anodico deIla Daunomicina legata
al DNA a doppia elica rispetto a quello a singola elica,
in ascissa la concentrazione di oligo-(dC),,. Irisultati g.'
mettono in evidenza la possibilita di realizzare un sensore per sequenze geniche reali da utilizzars i in
campo arnbientale.
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DETERMINAZIONE DI PESTICIDI INIBENTI L'ATTIVITA
ACETILCOLINESTERASICA MEDIANTE BIOSENSORI REALIZZATI

CON ELETTRODI STAMPATI. ANALISI DI CAMPION! REALI

I. Palchetti, A. Cagnini, M. Del Carlo e M. Mascini
Universita degli Studi di Firenze
Dipartimento di Saniti! Pubblica. Epidemio/ogia e Chimica Analitica Ambientale
Sez. Chimica Analitica Via G. Capponi 9 50121 Firenze
C. Coppi
Servizio Multizonale di Prevenzione Azienda U.S.L. N. 3 di Pistoia Via Baroni 18 Pistoia

La serigrafia e una tecnica utilizzat a per la preparaz ione di circuiti stampati e per la produzione di
elettrodi monouso su larga scala (I). Nel nostro laboratorio e stata messo a punto un metodo per la
preparazione di elettrodi stampati a base di grafi te contenenti centri catalitici.(2) Un elettrodo
contenente Ru 0.5% e stato utilizzato per la preparaz ione di un biosensore per la colina, ottenuto
immobilizzando sulla superfi cie elettrodica l'enzima colina ossidasi. Questo enzima catalizza la
trasforrnaz ione della colina in betaina e acqua ossigenata che si ossida sulla superficie dell'elettrodo
polarizzato a+ 700mV vs SCE. II biosensore a colinae stato utilizzato pervalutare l'attivita dell'enzima
acetilcolinesteras i in soluzione. Tale enzima idrolizza l'acetilcolina secondo la reaz ione:

Acetilcolina + HO_2"., Acido Acetico + Colina

L'attivita dell'AchE viene influenza ta dalla presenza di inibitori quali i pesticidi organofosforici e
derivati dell'acido carbarnmico. lncubando l'enzima con tali sostanze si registra una diminuzione
dell'attivita rispetto ad una prova effettuata in assenza di inibitore. Tale diminuzione e proporzionale
alla concentrazione di pesticida presente. Utilizzando soluzioni standard di Paraoxon, considerato
come pesticida di ri ferimento (3), si ottiene un limite di rilevabilita di 0.2 ppb con un tempo di
incubaz ione di 10 minuti. L'inibizione ottenuta viene espressa come inibizione percentuale (1%)
secondo la formula:

i,-ix 100
]Jo­

io

Questo e un valore generale che ci permette valutaz ioni semi-quantitative del campione in esarne. II
metodo e stato utilizza 10 nell'analisi di campioni ortofru tticoli. Il pretrattamento del campione impone
l'ut ilizzo di un solvente apolare in grado
di estrarre i pesticidi. E' stato quindi
necessario valutare !'influenza di vari
solventi (tetraidrofurano, acetone,
acetonitri le, metanolo, dimetilsolfossido)
sull'attivita enzimatica e ii loro compor­
tamento elettrochimico. L'acetonitrile e
stato il solvente di scelta nellesuccessive
analisi. I risultati dell'analisi sono ripor- (I camp,oru sono stat preparati con gel permeat ion chromatography.
tali nella seguente tabella. .. I metodi di riferimento utilizzati sono stati GLC-NPD e GLC-ECD)

( 1) Thick Film Sensor, (editor) Prudenziati, Handbook of Sensor and Actuators, Vol. I, Elsevier ( 1994)
(2) Cagnini A,. et al., M ikrochimica Acta in press.
(3) Bernabei M. et al Biosensors and Bioelectronics 8, (1993) 265-271
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Campione 1% Pesticida presente
Pere 14.8 Fentoato 300 b )
Finocchi 5 Pirazofos tracce)
Cipolline 5 Fosalone tracce)
Sedano 28.8 Feri totrion (200 ppb)
Melone 10 Acefate (tracce)
Aran ce 38.8 Fosalone (600ppb)

Clorpirifos (etile e metile) (50 ppb)
Pirimicarb (50rmb)



Ii SILVER(!) AND COPPER(II) ION-SELECTIVE ELECTRODES
' BASED ON ELECTROLITYCALLY PLATED CHALCOGENIDE

COATINGS FROM HSeO,' SOLUTIONS.

ill G,Papeschi , M. Del Carlo and N. Pratesi
DepartmentofPharmaceutycalSciences, University ofFlorence, ViaG. Capponi9,60121 Florence,lta/y.

The cathodic electrodeposition ofselenium from 0.1 M Na,SeO, solutions whose pH was decreased
to between 5 and 6 with eithersulphuric orhydrochloric acid, is utilized forpreparing Ag,Se and CuSe
films directly upon silverand copper substrates to be used as ion-selective electrodes [I, 2).
When a gold cathode is employed, red selenium is quickly deposited at a current density of2 mA cm?.
As silverorcoppercathodes are used, silverorcopperselenides coatings are formed on themetalbasis
either by direct electrolysis or by cyclic voltammetry.

! : The observed deposit formations imply the following reactions take place at the cathodic surface:

. '. i
I

2H'+2e --> H,(ads)

2H,(ads) + HSeO,' +H---> Se + 3H,0

(I)

(2)

Se +2Ag->Ag,Se or Se +Cu-----> CuSe (3)

The Nemstian range ofthe Ag/Ag,Se electrode is from 10' to 10+10M silver nitrate. For the Cu/
CuSeelectrode the linear relationship ofpotential vs. Cu(II) activity is from 10' to IO·'+I0-6M copper
nitrate. The ionic strenght ofall solutions was adjusted to 0.1 by adding an appropriate volume ofIM
KNO,
The very low value ofsilver selenide solubility product permits to obtain experimental evidence of
Ag(!) adsorption processes on the electroactive Ag/Ag,Se electrode surface. In order to measure the
Ag(l)releaseoruptake ofoneAg/Ag,Seelectrode, a second Ag/Ag,Seelectrodepreviously stabilized
in the base electrolyte is used as a measuring electrode in the same solution.
These results seems to prove that adsorption is the main electrode potential controlling process at
submicromolar Ag(l) concentrations.
The effect of the base electrolyte on the electrode potential has been evaluated by using either a
0,1 M KNO, or KF.

D) G. Papeschi, S. Pinzauti, P. Gratteri,M. Larini, Sensors and Actuators B, 7 (1992) 544.
2) G. Papeschi, Sensors andActuators, 24 (1995) 336-340
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CARATTERIZZAZIONE DEL COMPORTAMENTO ELETTRO-CHIMICO
DEL CATIONE TRIFENILSTAGNO SU HMDE

P.Passamonti, F.Costantini, S.Ferraro e F .Pucciarelli
Dipartimento di Scienze Chimiche, Universita di Camerino
Via Sant'Agostino, I - 62032 - CAMERINO (MC)

L'intera classe dei prodoni organostannici e stata per tutti gli ultimi venti anni utilizzata in dosi
massiccie nei piu svariati settori industri ali: dalla produzione di vemici per la protezione di opere e
manufani immersi in acqua, all'inglobamen10 in estrusi di PVC con la funzione di stabilizzanti, dalla
produzione di vetri ricoperti di SnO, usali nei pannelli solari , alla funzione di anti-radicanti e biocidi
in agricoltura, ecc. Due dei sopracitati usi hanno avuto forti ripercussioni nel settore ambientale, tanto
che molli paesi hanno emana10 leggi piu restri ttive per ii loro uso (I). Un composlo appartenenle a
questa categoria e il 1ri fenils1agno cloruro (TPhSnCI) che in soluzione acquosa 1.0 M in NaCl si
comporta come un acido debole con una pKa = 4.5 (2) e mostra, su HMDE, un comportamento
elettrochimico abbastanza insolito. In Fig.I sono mostrati due vollammogrammi del TPhSn' ottenuti
adiversi valori di pH. La comparsa di un solo picco di adsorbimento du ran le una scansione di riduzione
a pH acidi indica che vie un unico prodotto che adsorbe sulla superficie di Hg. Al contrario, quando
il pH e piu elevato, nasce un secondo picco a potenziali piu positivi indicando come la fora ridotta,
presente a quei valori di pH, sia molto piu facilmente adsorbila rispetto alla prima. L'andamento della
', e della E.,.,, contra ii pH illustrano bene la siruaz ione, delineando anche che, nella zona in cui ii pH
emaggiore di 6.5, avviene un altro processo non ancora ben chiarito . Operando a velocita di scansione
abbastanza elevate (100 Vs') dall'andamento della I, contro la C.... abbiamo ricavato il grado di
ricopertura, la concentraz ione di saluraz ione Cmax = l.5x J0-6 M e quindi l'isoterma di adsorbimenlo
che guida ii processo (3). Quella di Frumkin sembra ottimamente compatibile con i dati sperimentali,
portandoci a determinare sia ii parametro di in1erazione in1ermolecolare g = -1.05 che la costante di
adsorbimento, [, = 4.13x10' M'. L'andamento dellaI e di E, con la velocita di scansione e
compatibile con un meccanismo di dimerizzaz ione che era gia stato delineato in precedenli lavori da
diversi autori (4 -5), ed e stata calcolata una K, =7.2x10% M.

Fig. I - Voltammo gnunma del TPh SnO in
soluzione acquosa 1.0 M con tampone Britton­
Robinson a pH= 1.98 (-- ) e 9.64 (- ).
Velocita di scansione IO0 Vs',C· S.1gM ,
eleurodo lavorante HMDE, elettrododi rifeni­
ment o Ag/AgCI KCI3.0 M). gas uat o N,

I) R.J. Maguire, R.J. Tkacs, Waler Poll. Rcs.J.Can., 22 (1989) 227-233.
2) K.O. Lund, Acta Chem. Scand., 13 (1967) 983.987.
3) S.K.Rangarajan, J.Elcctroanal.Chem., 82 (1977) 93-132.
4) B.Fleet, N.B.Foudzer, a) J.Electroanal.Chem.,63 (1975) 59-68; b) J.Eleclroanal.Chem.,63(1975)69-78; c)
J.Electroanal.Chem.,63(1975)79-84 d) J.Electroanal.Chem.. 101 (1979) 386-390.
5) E.Laviron, Electrochim.Acta, 16 (1971) 409-421.
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TITOLAZIONI POTENZIOMETRICHE DI SISTEMI DIPROTICI

G. Pezzatini
Dipartimento di Chimica - Universita di Firenze
G. Loglio
Dipartimento di Chimica Organica "U. Schiff" - Universita di Firenze
S. Becagli
Dipartimento di Sanita pubblica, Epidemiologia eChimica analitica ambientale - Universita diFirenze

II metodo di linearizzazione dei dati di titolaz ioni potenziometriche per ricavare i punti equivalenti,
introdotto da G. Gran piu di 40 anni fa, pur essendo un metodo approssimato, e stato largamente
applicato per la sua innegabile semplicita di impostaz ione e di messa in opera. Molli sono stati anche
gli sviluppi ed i perfezionamenti del metodo originale e l'autore stesso ne ha recensito i principali I I].
Macc e Bombi [2] hanno analizzato in maniera esemplare ii livello di approssimazione del metodo
originalc nei pi significativi tipi di titolazioni e ne hanno auspicato una piu estesa applicaz ione, al
tempo stesso mcttendo in guardia dai possibili usi inappropriati.
Fra le titolazioni potenziometriche, quelle acido-base hanno un posto di ri lievo; in quest'ambito le
titolazioni di sistemi diprotici sono state piuttosto trascurate perche l'estrapolaz ione che fomisce ii
volume di equivalenza si compie, con errore accettabile, col metodo approssimato originale solo in un
limitato numero di casi e di condizioni particolari . Tuttavia, con approccio rigoroso, Midgley e
McCallum [3] svilupparono, fra l'altro, un'espressione, funzione lineare del volume di titolante, per la
titolaz ione di un acido debole diprotico con base forte considerando unicamente ii2 punto equivalente.
Tale esp ressione e di difficile interpretaz ione e non ha ricevuto in seguito la dovuta attenzione nella
pratica chimico-analitica.
Con l'occhio rivolto all'applicaz ione concreta, che presenta spesso una serie di limitaz ioni aggiuntive
rispetto al quadro tracciato in teoria, sie affrontato, in linea teoricae sperimentale, un caso significativo
di titolaz ione di base diprotica con acido forte, sviluppando una procedura di deterrn inaz ione del 1°
punto di equivalenza , suscettibile di estensione a qualsiasi sistema diprotico.
Il sistema esaminato e la titolazi one di Na,CO, con HCI, spesso sfruttata per fissare il titolo della
soluzione di HCI contra la sostanza madre basica diprotica. La procedura potenziometrica qui
sviluppata, essendo potenzialmente molto accurata e basata sulla raccolta di pochissimi punti
sperimentali, si pone comealtemativa al metodo di ri levamentodel 2° punto equivalente con indicatori
chimici, tuttora proposto dai manuali di chimica analitica.
Una volta fissato ii sistema di equaz ioni che caratterizzano lo stato di equilibrio della soluzione in
qualsiasi punto della tito lazione, il sistema stesso viene risolto sviluppando una funzione f(V) che
esprime le moli di carbonato non titolate prima del IO punto equivalente:

K)=C,",- )=C,°V,-c°xv

dove C.° e la concentrazione molare iniziale di HCI, V e ii volume di HCI aggiunto a un campione
prefissato di soluzione di Na,CO, costituito con un volume V, di soluzione di concentraz ione molare
Ce Veil volume di HCI di equivalenza per la conversione ad HCO,. La funzione fV) e
rigorosamente lineare c l'intercetta del grafico di f(V) contro V con l'asse delle ascisse fomisce ii I 0

punto equivalente senza errore sistematico: infatti la risoluzione del sistema di equazioni che
caratterizza l'equilibrio in soluzione e condotta considerando tutti gli equilibri in giuoco e le rispettive
costanti, funzioni delle attivita delle specie. La necessaria valutazione dei coefficienti di attivita delle
specie ionichc non influisce cri ticamente sui risultati del procedimento, qualunque sia l'espressione
usata per ii calcolo di tali coefficienti. Di contra J'espressione originale di Gran per ii caso corrispon­
dente conteneva le seguenti approssimaz ioni: (a) completa separazione dei dueequilibri di protonaz ione
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della base; (b) assenza di idrolisi della base nella fase iniziale della titolazione; (c) identificazionedi
attivita e concentrazione.
Il trattamento proposto e del tuno generalizzabile, ma ii sistema preso ad esempio se ne avvantaggia
particolarmente: infatti l'evaporazionediCO,in equilibrio con J'acidocarbonico disciolto, gia sensibile
in prossimita del IO pun10 equivalente nella titolazione del carbonato, rende improponibile la
titolazione potenziometrica al 2° punto equivalente. Si puo altresl prevedere che, affrontando il pro­
blema secondo lo sviluppo proposto da Midgley e McCallum e limitando, di necessita, la raccolta dei
punti sperimentali prima del IO punto equivalente, J'estrapolazione al 2° punto equivalente risenta
molto di anche piccoli errori accidentali.
La figura I rappresenta i risultati di una delle numerose prove sperimentali condone con soluzioni di
Na,CO,edi HCI di concentrazionenotaameno dello 0.2%.L'analisi deidati mostra che J'estrapolazione
della funzione f(V) sull'assedelleascisseconducead un valoredi V=V,chedifferiscemeno dello 0.2%
da quello teoricamente previsto, in qualunque intervallo si prendano i punti sperimentali, mentre ii
trattamento secondoGrandaun erroredipendentedall'intervallo prescelto ecomunquenon trascurabile.

Fig.I. Titolazione di 200 cm diNa,CO, 2.016/0M con HCIO.I00O M. Lafun:ione indicata con g(V) corrisponde alla
funzione di Gran (Vxa, ) moltiplicata per un fattore di normalizzazione perfar coincidere la scala dei due grafici.

[I) G. Gran, Analytica Chimica Acta, 206 (1988)111.
(2) C. Macd e G.G. Bombi , Analyst, 114 (1989) 463
(3) D. Midgley e C. McCallum, Talanta, 21 (1974) 723.
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VALUTAZIONE DELL'EFFICIENZA DI SEPARAZIONI HRGC MEDIANTE
UN METODO SEMPLIFICATO BASATO SULL'ANALISI DI FOURIER

M.C. Pietrogrande, A. Felinger e F. Dondi
Dipartimento di Chimica, Universita di Ferrara, Via L. Borsari, 46, 1-44100 FERRARA
Dipartimento diChimicaAnalitica, Universita di Ves:prem, P.O.Box158,H820I Veszprem, Ungheria.

II grande sviluppo raggiunto in questi ultimi anni dalla Cromatografia ad Alta Efficienza richiede
un'esatta determinazione e controllo dell'efficienza raggiunta dalla separazione cromatografica,
specialmente ncl caso della separazione di miscele complesse a piu componenti. Numerosi sono i
metodi proposti per calcolare i vari parametri che descrivono tale efficienza: tra questi il metodo
statistico della sovrapposizione [ 1,2] e un metodo basato sull' analisi di Fourier, che interpreta la
funzione di autocovarianza di un cromatogramma complessso in termini delle sue proprieta statistiche
[3- 5]. Tuttavia queste procedure richiedono in genere calcoli numerici complessi, mentre in realta per
poler calcolare l'efficienza cromatografica sono richiesti metodi semplici e veloci.
La procedura proposta e una semplificazione de! metodo completo dell' analisi di Fourier [3-5]. Essa
si basa sul calcolo della funzione di autocovarianza (EACVF) di un cromatogramma sperimentale
acquisito in fora digitalizzat a. La prima pane de! plot di EACVF appare come meta di un picco
gaussiano. L' ampiezza a meta altezza di tale picco, misurabile con metodo grafico, e in relazione
semplice con l'ampiezzamedia del piccocromatograficodel singolo componenteo.L'altezza del picco
di EACVF, cioe il valore di tale funzione a t = O,ein relazione con ii numero dei componenti della
miscela analizzata, m. Da queste due grandeue di base, e possib ile calcolare tutti gli altri attributi che
descrivono I' efficienza della separazione cromatografica di una miscela a piu componenti.
La consistenza de! metodo proposto e stata verificata applicandolo a diverse miscele analizzate in GC­
MS: una miscela standard di idrocarburi lineari , una miscela di Aroclor 1260, una miscela contenente
oltre 120 congeneri diversi di PCB. I risultati ottenuti permettono di evidenziare parecchie caratteri­
stiche delle separazioni di miscele complesse, in panicolare gli effetti di sovraccarico. lnoltre i dati
ottenuti concordano pienamente con queUi derivati dal piu complesso metodo completo dell 'analisi di
Fourier.

(I] J.M . Davis, J.C. Giddings, Anal . Chem . 57 (1985) 2178.
(2] J.M . Davis, Anal. Chem. 66 (1994) 735.
(3] A. Felinger. L. Pasti , F . Dondi, Anal. Chem. 62 (1990)1846.
(4] A. Felinger, L. Pasi , F. Dondi, Anal. Chem. 64 (1992) 2164.
(5) .M. C. Pietrogrande, L. Pasti , F. Dondi, M . H. Bollain Rodriguez, M. A . Carro Diaz, J. High Resolution
Chromatography 17 (1994) 839.
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MODIFICAZIONE NEL TEMPO DI DUE INDICI DI FRESCHEZZA NELLA
TROTA IRIDEA (ONCORHYNHUS MYKISS) MANTENUTA A

DIVERSA TEMPERATURA DI CONSERVAZIONE

BM. Poli*, G. Volpe,M. Mascini, G. Geri,M. Mecat1i*, P. Guidoi.
*Diparrimento di Scienze zootecniche dell 'Universita degli Studi di Firenze
Dipartimento Sanita Pubblica, Epidemiologia e Chimica Analitica Ambientale, Sezione Chimica

analitica, dell'Universita degli Studi di Firenze
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L'aggettivo "fresco" in Italiaqualificapescenon conservato a temperature al di sotto de! congelamento
e non in stato di "incipiente alterazione". Dato che per ii pcsce la "freschezza" e l'attributo qualitativo
piu importante, una sua piu precisa definizione risulta essenziale per la tutela de! consumatore. II
"valore K"calcolato in baseai prodotti di decomposizionedell'ATPmuscolare, deterrninati con HPLC
o con l'impiego di biosensori, e stato suggerito comeun buon indicatore della freschezzade! pescema
anche la conducibilita elettrica dei tessuti, in evidente diminuzione con l'avanzare delle alterazioni
biochimiche post mortem, puo essere utile. Lo scopo della ricerca e stato quello di studiarc le
modificazioni di conducibilitaelettrica e de! valore K nel muscolo di trote iridee conservate in varie
condizioni di temperatura percontrollame la possibile utilizzazione come indici di freschezza.
Circa 80 trote iridee del peso medio di 350 g (274-440 g) sono state uccisc e suddivise in 5 gruppi di
numerovariabilea secondadelladiversa temperatura di conservazione( 18°C,4°C,4°Ccon ghiaccio,

c·4w«+»u+ «» T·rrr·«r « ·+tw« au K -Q)°C,-8)° C) per un
,.~ numero di giomi ade-
] .gag.mg
l-., di conservazione post

mortem (da 0 a 90). Sul
fianco sinistro e a meta

, , , , • della lunghezza corpo-
rea di Ire soggetti per
ciascuna temperatura di
conservazioneepercia­
scun giomo di conser­
vazione, e statadetermi­
natalaconducibilitaelet­
trica mediante apparec­
chio Torrymeter (GRI
Electronics Limited).
Campioni di muscolo
prelevati in altrettanti
soggeni dalla stessa lo­
calizzazione sono stati
avvolti in nylon, sotto­
posti a spremitura ed
analizzati mediante un

biosensore a xantina ossidasi perla determinazione del valoreK, ovvero del rapporto percentuale tra
le concentrazioni di inosina + ipoxantina e quelle di inosinamonofosfato+ inosina + ipoxantina.
Come risultadal grafico laconducibilitaelettricadelle trote iridee, relativamentealtaal momento della
morte, si abbassa rapidamente con ii trascorrcre de! tempo raggiungendo punti al di sotto di IO gia ad
un giomo di conservazione a temperaturaambiente; raggiunge invece tali valori solo dopo due giorni
a 4° C, mentrerimanesuperiore a 10 anchedopo 5 giomi di conservazionea4°Ccon ghiaccio. Nelpesce
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,,
' congelato o surgelato il tonrymeter non rileva alcuna conducibilita elettrica.

II valore K, risultato inferiore a 20 alla morte (pesce daconsumare anche crudo), e salito vertiginosa­
mente entro le prime ore del primo giomo nei soggetti tenuti a I 8°C raggiungendo 80 entro le 24 ore,
II valore Keinvcce rimasto intoro a 30 anche dopo I giomo dalla morte nei pesci tenuti a 4°C senza
ghiaccio e si e mantenuto intomo a 40 dopo 2 giomi dalla morte, superando queslo valore da 3 giomi
dalla morte in poi, Le trote conservate a 4°C con ghiaccio hanno mantenuto piu a lungo le condizioni
di relativa freschezza. I valori K presentati nei 4 giomi successivi allo scongelamento dai pesci tenuti
a - 80°C per Ire mesi sono stati solo lievemente piu elevati di quelli rilevati nei soggetti congelati a -
20°C per un mese. Questi ultimi, conservati a 4°C dopo lo scongelamento, hanno presentato valori K
intermedi ai valori dei soggetti non congelati e mantenuti a 4°C, con e senza ghiaccio.
L'uso abbinato dei due indici di freschezza sembrerebbe vantaggioso: ii K per descrivere l'evoluzione
nel tempo della degradazione dell'ATP alle diverse modalita di conservazione ed ii punteggio
Torrymeter per rivelare l'avvenuto congelamento, aspello di grande utilita nell'ambito del servizio di
repressione frodi.



CARATTERIZZAZIONE CHEMIOMETRICA DI UN SISTEMA
IDROGRAFICO IPOGEO DEL CARSO TRIESTINO

Edoardo Reisenhofer (), Gianpiero Adami e Pierluigi Barbieri
()Dipartimento Scienze Chimiche, Universita di Trieste, Via Giorgieri 1, 34127 TS (Italia)

Il sistema idrografico del Carso Triestino e da lungo tempo all'attenzione di molti studiosi (1), ma,
cionondimeno, la sua caratterizzazione e ancora lungi dall'esser definita. II nostro studio e inteso a
costituire un esempiodi come i metodi dell'indagine statistica consentano di razionalizzare matri ci di dati
chimici, fisici, ambientali, ai finidella caratterizzazione di un ecosistema. Gia in una indagine prcliminare
sulle 3 risorgive del Ti mavo presso S.Giovann i di Duino avcvamo constatato come fosse possibile una
discriminaz ione di acque, anche contigue, sulla base del loro contenuto di metalli pesanti, intesi quali
traccianti natural i, e, in pari tempo, avevamo osservato caratteristiche di evoluzione stagionale e
distribuzione spaz iale che ci hanno indotto a programmare ulteriori campionamenti, estendendoli a ben
14 siti diversi, dal fiume Isonzo (GO) al Torrente Rosandra sul confine orientale con la Slovenia, con
frequenza settimanale, in cori spondenza di situazioni di transizione meteorologica (ad es., durante i
periodidi elevata piovosita susseguenti alle siccita estive). Tre param etri (conducibi lita, pHe temperatura)
venivano misurati in situ, mentre alcuni param etri chimici (cloruri, solfati e nitrat i) venivano detcrminati
in laboratorio mediante HPIEC. Gia un'analisi statistica univariata evidenzia la diversa tipologia delle
acque fluviali rispetto a quella delle risorgive; i parametri deterrn inati in situ sono emersi come i piu adatti
alla discriminaz ione. Abbiamo poi focalizza to la nostra attenzione sulle acque de! Cars o monfalconese,
che verosimilmente possono, a seconda dei regimi, risentire anche l'influenza del bacino imbrifero
contiguo dell'Isonzo. Data la numerosita dei casi e dclle variabili, ci siamo necessariamente orientati
sull'analisi statistica multivariata. Un'analisi delle componenti principali individua 2 fattori che spiegano
1'80% del tot ale della varianza; al primo Fattore sono legati conducibilita e ioni disciolti, mentre al secondo
sono correlate temperatura e pH. Considerando i punteggi delle componenti principali ('factor scores')
corrispondenti ai singoli campionamenti nei 14 siti, abbiamo individuato4 tipici raggnuppamenti, nei quali
vengono a disp orsi rispettivamente le acque (i) dell'area di Duino, (ii) dei laghetti monfalconesi, (iii)
dell'Jsonzo e (iv) del fiume Vipacco. La posizione di questi punteggi sull'asse costituito dalla prima
componente principale e agevolmente interpretabile in termini di diluizione, per cui da un lato troviamo
le acque carsiche, di piuelevata durezza, dall'altro le acque fluviali dell'Isonzo, piu dolci. Va anche rilevato
che laposizione lungo l'asse econdizionatadal regime idricocorrispondente al momento del campionamento,
in quanto la durezza di un'acqua dipende anche dalla piovosita, non nccessariamente locale, che a sua volta
e condizionata da effeni stagionali. Ci sembra ri levante l'osservaz ione che la prima componente principale
condizioni tutte le risorgive da noi considerate: ii mctodo statistico da noi considerato ci porta, cioe, a
riafferrnare l'appartenenzadi queste risorgive ad un comune sistema idrografico. Un'analisi di raggruppa­
mento, infine, conferma questi risultati. Viene ovviamente evidenziata la singolari ta delle acque fluviali
dell'lsonzo, ma piu utili sono i risultati riguardanti le acque di risorgiva. Risultano infatti ben caratterizza ti
due raggruppamenti ("clusters"), l'uno costituito dalle risorgive prossime a Duino, l'altro dalle acque
prossime ai laghetti monfalconesi. II fatto che in quest'ultimo raggruppamento compaiano singolannente
2 siti de! primo, confererebbe l'ipotesi fatta da alcuni AA . (2) che, a seconda dei regimi di piovosita o
di magra, si possano verificare situazi oni di miscelamento tra acque carsi che ed acque isontine. Per
interpretare correttamente gli effetti stagionali, stiamo proseguendo nei campionamenti. In pari tempo,
stiamo cstendendo ii numero dei parametri sperimentali deterrn inati, onde poter valutare cri ticamente la
significativita delle vari abili, e poter in tal modo programmare un monitoraggio pi)economico e ragionato,
che, ignorando i parametri ridondanti, sia impostato sulle deterrn inazi one dei parametri piu signifi cativi.

(I) F. Mosetti, "Carsismo e idrologia carsica del Friuli-Venezia Giulia", Quademi E.T.P.. Riv. Limnol., I7, 1-144
(1989), e letteratura ivi citata
(2) G. Cancian, "L'idrologia del Carso goriziano-triestino", Acta Geologica, 64, 77-98 (1987).
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INDAGINI SULLA QUALITA' DELLE ACQUE NELL'ALTO ADRIATICO

Edoardo Reisenhofer (), Gianpiero Adami, Pierluigi Barbieri, Diego Rivetti e Sergio Predonzani
() Dipartimemto Scienze Chimiche, Universita di Trieste, Via Giorgieri 1, 34127 TS (Italia)

Il monitoraggio delle acque dell'Alto Adriatico, per valutare situaz ioni di potenziale inquinamento,
studiame le cause e proporre eventuali rimedi, e stato da noi iniziato nel 1976/77(1) e successivamente
ripreso in varie campagne successive. lnizialmente la zona piu studiata era quella deIla Baia di Muggia,
a sud di Trieste, in quanto quelle acque, poco profonde e chiuse da tre dighe, ricevevano, oltre gli appori
antropici della citta di Muggia, anche gli apport i della zona industriale, di cantieri navali e di modeste
attivita agricole. Dato che ii potenziale inquinamento era di tipo industriale, si e data inizialmente
part icolare attenzione ai metal Ii pesanti in tracce. In seguito, pero, le mutate condizioni economiche che
hanno portato alla cessaz ione o alla riconversione di molte attivita industri ali, ed una piu severa
normativa nel contr ollo degli scarichi industriali, hanno comportato un mutamento nella qualita di
queste acque. Abbiamo quindi esteso nuovi campionamenti alle zone piu antropizzate a nord nel Golfo
di Trieste, monitorando anche param etri, qualii micronutri enti, piu correlabili agli sversamenti urbani
e/o agricoli. I dati sperimentali da noi raccolti sono stati sottoposti ad analisi statistiche uni- e
multivariate allo scopo di interpretare le varie fonti di inquinamento, e la loro relativa importanza nei
vari siti di campionamento. I micronutrienti si sono rivelati essere le vari abili piu importanti nel
condizionare l'ecosistema da noi considerato, mentre e risultato secondario ii significato dei metalli in
tracce. Abbiamo veri ficato, inoltre, che, nel corso di due decenni, la qualita delle acque di costa ~
leggermentemigliorata, sia perquanto riguardai micronutrienti,cheper i metalli pesanti: per ii piombo,
in particolare, s'e osservato un abbattimento notevole, evidentemente legato al minor uso che se ne fa
quale additivo di benzine. Riteniamo che a questo miglioramento delle acque di costa abbia contribuito
la realizzazione di impianti di depurazione e di alcuni collettori fognali che allontanano gli sversamenti
fino a 8 km dalla costa.
Abbiamo percio programmato un campionarnento per l'appunto in corrispondenza dell'uscita dei
collettori : sono stati qui presi in consideraz ione sia campioni di acqua di mare a diverse profondita, che
campioni dei ri spettivi sedimenti, di cui si sono analizza te sia le fasi solide che le acque interstiziali,
ai fini di valutare l'evoluzione nel tempo dei parametri considerati. I micronutrienti nella colonna
d'acqua, pur in prossimita dei collettori , presentano concentrazioni leggermente inferiori rispetto alle
acque di costa; ii solo dato eccezionale e la coppia nitrati-silicati alla foce dell'Isonzo: e evidente qui
l'apporto fluviale di acque di dilavamento di terreni agricoli. I metalli presentano invece concentraz ioni
leggermente superiori rispello ai dati ri levati sotto costa: va pero tenuta presente la loro evoluzione
dinamica, che Ii vede ripart iti in fase acquosa tra fil trato e part icolato, con successivo accumulo nel
sedimento attraverso processi di adsorbimento e precipitaz ione. Nelle acque interstiziali osserviamo
per silicati e fosfati un incremento di 2+3 volte ri spetto la colonna d'acqua sovrastante, e per
l'ammoniaca (di essi ben piu solubile) osserviamo valori di 1 o 2 ordini superiori :e qui evidente il ruolo
giocato dalla decomposizione dei detriti organici sul fondo. Anche i metalli si concentrano nelle acque
interstiziali, ma ben di piu nella fase solida. Con l'analisi statistica multivariata intendiamo interpretare
e discriminare le diverse situaz ioni di interazione tra colonna d'acqua sovrastante e i diversi tipi di
sedimento (da quelli sabbiosi di Lignano e Grado, a quelli pelitici del Golfo di Trieste), al di la delle
attese correlaz ioni tra i metalli determinati (tra cui Pb, Cu, Cd, Cr, Ni, Zn e Mn). A questo fine, ci
sembrano essere piu significativi i metalli presenti in concentrazione minore, mentre quelli, come ii
manganese, presenti nei sedimenti a concentraz ioni molto alte, risultano essere meno caratterizzanti.
Sar ebbero cioe proprio i costituenti minori gli 'indicatori ' piu efficaci ai fini della carattcrizzaz ione
dell'ecosistema studiato.

I) E. Reisenhofcr et al., ' Electroanalytical determination of heavy metals in The Bay ofMuggia: correlation with
environmental data', Defence Research Information Centre Trans., 6548 (1982).
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MOBILITA' DEL CALCIO E SOLUBILIZZAZIONE DELLA FIBRA
ALIMENTARE IN SEMI DI PHASEOLUS VULGARIS.

S. Ruggeri, M. Cappelloni, E. Carnovale.
Istituto Nazionale della Nutrizione.- ViaArdeatina, 546.00178 ROMA

II calcio svolge un ruolo importanle nella struttura delle paret i cellulari dei vegetali.
Esso infattiecoinvolto nella formazione di complessi con i gruppi carbossilici delle catene delie pectine
chiamati "egg box".
I Iegami in cui tale ione partecipa sono oltremodo importanti sia dal punto di vista dell'utilizzaz ione
biologica di questo minerale, sia nel determinare le caratteristiche di solubilita della fibra alimentare.
Com'e noto la frazione solubile della fibra e responsabile di importanti effetti quali il rallentamento del
tempo di transito intestinale, l'abbassamento della glicemia post prandiale e del colesterolo plasmatico
{Schneeman, I988); le modificazioni a carico di tale frazione assumono significati fisiologici
differenti.
La mobilizzazione di tale ione dalle pareti cellulari e di notevole interesse per le sue implicazioni
chimiche, chimico-fisiche e nutrizionali. Per tali studi l'utilizzaz ione di elettrodi ione Ca selettivi puo
essere strumento utile e di facile applicazione.
Nel corso di tale ricerca e stato valutato l'effetto dell'ammollo in mezzi differenti sulla solubilizzazi one
del calcio e sulle diverse frazioni della fibra alimentare dei legumi al fine individuare eventuali
correlazione tra essi.
Lo studio e stato condotto su una varieta di fagioli variegati (borlotti). I campioni sono stati posti in
ammollo in H,O distillata ed in unasoluzione di NaCI0,5M in rapporto 1:3 (p/v) legumi: acqua a tempi
differenti: 20', 3h, 6h e 24h.
Sui differenti mezzi di ammollo sono state effettuate misure potenziometriche con elettrodo ione Ct
selettivo (Olion, Model 93-20) su un voltmctro a misurazione digitale (Orion- 920A pH/ ISE Meter).
La valutazione del calcio ionico nei mezzi di ammollo ha rivelato che l'ammollo in cloruro di sodio e
significativamente piu efficace ai fini della solubilizzazione del calcio; inoltre all'aumentare dei tempi
di ammollo (fino alle 24h) in NaCl si assiste ad un aumento significativo del calcio in soluzione.
I semi posti in arnmollo sono stati poi prelevati, Iiofilizzati e su questi e stata determinata Ia libra
alimentare solubile, insolubile e totale secondo ii metodo AOAC (Prosky et al., 1988), e secondo ii
metodo di Englyst and Cummings, I 988 come NPS (Non Starch Polysaccarides).
Nei semi tenuti in ammollo in NaCl si osserva una variazione nel rapporto solubile/insolubile rilevabile
sia con il metodo Englyst che con l'AOAC: dopo 24h di ammollo c'e una ridistribuzione delle frazioni
della fibra con un aumento della frazione solubile del 20%. Questo probabilmente e dovuto sia alla
presenza di ioni Na nel mezzo che possono liberare parte delie emicellulose che verrebero rese solubili,
sia alla mobilizzazione del calcio dalle pareti che porterebbe ad una degradazione delle pectine e
relativo aumento della loro solubilita.

1) Englyst H.N . & Cummings J.H . (1988). J. AOAC 71, 808-814.
2) Prosky L., Asp N.G., SchcweizcrT.F ., De Vries J.W., Furba I., (1988). J. AOAC, 71. 1017-1023
3) Schneeman, B.O ., (1988). Dietary fiber: Physical andChemical Properties, Methods ofAnalysia, and Physiological
Effects. Food Teen., 2, 104-110.

P44



.,
i

I
l

i

.,

EFFEITI SULL'AMBIENTE CONSEGUENTI AL DILAVAMENTO
DI PALI IN LEGNO TRATTATI CON SALi A BASE DI Cu, Cr, As (CCA)

Vincenzo Ruvolo, Giuseppe Cuffari, Domenico Puleo, Nicolo Tirone
LI.P. u.o. Tossicologia Azienda USL n° 6- via Nairobi, 4 Palermo

Premessa
L'impiego di supporto ligneo per la realizzazione di manufatti (traversine lignee per usi ferroviari ,
palafi tte, bricole per orrneggi, paravalanghe, ponti e passerelle ecc), ed in part icolare di impianti
telefonici aerei, necessita che il legno venga sottoposto a trattamenti chimici preservanti per impedirne
la marcescenza e perevitare l'aggressione da parte di parassiti. II trattamento preservante utilizzato, in
modo pressoche esclusivo nell'ultimo ventennio, consiste nell'impregnaz ione del supporto ligneo con
una soluzione a base di sali di Arsenico, Rarne e Cromo (CCA). Scopo del prcsente lavoro e quello di
valutare l'effetto prodotto sull'ambiente dalla cessione di metalli conseguente al dilavamento de! legno
impregnato ad opera delle acque meteoriche. A ta! fine sono state condotte indagini, in campo mirate
alla veri fica del livello di contarninaz ione da metalli nel terreno, nelle coltivaz ioni e nei corpi idrici
circostanti i pali, ed indagini di laboratorio tendenti a simulare ii fenomeno de! dilavamento.

Determinazioni
Sono stati scelti pali in opera di impianto aventi un periodo di esercizio di circa 8 anni (esercizio medio
20 anni circa). Per ciascun palo sono state indagate due differenti profondita del terreno circostante a
tre differenti distanze. Inoltre, per valutare ii background dei metalli nel terreno sono stati prelevati a
30 m dalla linea di palificaz ione ulteriori due campioni a profondita 20 e JOO cm.
Inoltre sono stati valutati i Iivelli dei metalli in oggetto in pali nuovi e in pali dismessi, al fine di
deterrn inarne la cessione all'ambiente circostante durante ii periodo di esercizio. Come specie vegetali
sono slate espiantate due piante di vile (vitis viniferae) poste rispettivamente a 30 cm ea 30 m da uno
dei pali in esarne, da esse sono stati ricavati Ire carnpioni (radici, fusto e tralci).
Da un pozzo adiacente la linea di palificazione e stato prelevato un campione d'acqua. Sui carnpioni
ottenuti sono stati deterrn inati As, Cu e Cr mediante Speltrofotometria AA. L'andamento riscontrato
e analogo per i tre metalli; si riporta soltanto quello dell'arsenico in quanto piu direttamente correlabile
alla cessione del palo e non influenza to da attivita antr opiche ( presidi chimici, ecc. ).
Al fine di meglio analizzare ii problema della contaminaz ione dei terreni adiacenti si e proceduto alla
differenziaz ione de! contenuto di arsenico org anico, cioe quello stabilmente fissato a macromolecole
organiche costituenti ii terreno, da quello inorganico ovvero quello tossicologicamente ed ecologica­
mente piu pericoloso che oltre a problemi di fi totossicita, a causa della elevata solubilita in acqua puo
dare luogo ad una possibile graduale penetrazione nel terreno, lino a giungere a contaminare la falda
idrica sottostante.
In laboratorio e stato anche simulato ii fenomeno naturale di dilavamento dei pali ad opera delle acque
meteoriche mediante delle prove statiche di cessione utilizzando come simulante una soluzione
acquosa di ac.acetico a pH 5, durante la prova il rapporto superficie esposta - liquido simulante e stato
mantenuto pari a quello reale tenendo conto della piovosita media annua nazionale.

Discussione deiRisultati
Nella figura seguente vengono riportati in diagramma i valori di As riscontrati in funzione della
distanza dal palo e della profondita. II contenuto in As inorg. segue lo stesso andamento riscontrato per
ii contenuto di As, Cu e Cr, mentre ii contenuto in As organico e pressoche costante in ogni punto
analizzato. Inoltre i valori di As inorg. sono elevati nelle zone vicine al palo ed in profondita.
Dall'esame dei dati fin qui raccolti e possibile ipotizzare che l'incremento nella concentrazione di As
riscontrato nelle adiacenze di pali impregnati sia essenzialmente di natura inorganica, ovverosia la
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frazione piu mobile, e non risulti quindi fortemente legato alla matrice organica de! terrenoche potrebbe
in qualche misura contenere nel tempo l'entita del­
l'inquinamento. I dati di letterarura riportano che
piante che vivono in terreni contenenti livelli di
arsenico superiori a 25 ppm, finiscono inevitabil­
mente per accumulame una parte, sia nelle radici
che nella linfa anche se non esistono dati di accumu­
Io sui frutti. Dai valori riscontrati nel presente lavoro
e possibile evidenziare che esiste un livello di accu­
mulo. seppur basso, di arsenico nell'apparato radi­
cale della vite posta a 30 cm dal palo, mentre nel
fusto e nelle parti aeree non si riscontrano livelli di
arsenicosuperiori al limite di rilevabilita del metodo

,..,. zw aa ._.. utilizzato.Nellatabellasuccessivavengonoriporta-
ti i valori assoluti e percenruali di metalli ceduti rispetto al contenuto iniziale.

Palo Anniin Totale As Totale Cu Totale Cr As ceduto •·• C'u ctdulo %l'r<>:<luto
0...... ceduto (g ) ceduto(OI ceduto (g)

I 6 5481 41.49 90.00 28.87 2175 35.71
2 8 8481 15.99 !02,0 44.68 50.83 40.47
3 12 9231 64,59 1020 48.03 43,20 40.47
4 17 109,7 102,3 168,0 57,80 68.30 66.70
5 10.5 85.77 o6,6 1170 45,18 44.55 46,4
6 8 258.7 141,5 160.4 ti2t>4 61.62 59.42
7 8 316.3 175,9 203 6 76.58 76.60 75.42

Dall'analisi dei risultati ottenuti si evince che dopo otto anni di esercizio i pali hanno gi rilasciato circa
ii 40 % del loro contenuto iniziale in metalli.

Conclusioni
Dall'indagine eseguita si evidenzia un incremento orizzontale della concentrazione de! metallo in una
zona localizzabile a circa 80 cm dal palo ed un sensibile incremento in profondi ta, almeno sino a I
metro. Sarebbe quindi opportune indagare a profondita maggiori per meglio valutare l'impatto
ambientale considerato l'elevato numero di pali, circa 10 milioni, installati sul territorio nazionale.
Infine risulta interessante assimilare ii dilavamento ad uno scarico, correlando i quantitativi di metallo
ceduti ai limiti previsti dalla c.d. legge Merli.

I)R.C..DcGroot ct nl. DistribuitiongradientsofAs, Cu, Craround preservative lrCalcd woodenstakes-J. Env. Quality.
8,1,1979
2)G.R.Sandberg ct al A proposed As cycle in an agronomic ecosystem-ACS Symp. S.7Am.Chem. Soc. I975 124-147.



STUDIO ELETTROCHIMICO E SPETTROELETTROCHIMICO
DI COMPOSTI ORGANOMETALLICI DI Pt(II) CON 2,2'-BIPIRIDINE 6-ARIL

E 6-ARILALCHILSOSTITUITE

Gavino Sanna, Giovanni Mingheti, Renato Seeber, Franco Laschi
Dipartimento di Chimica, Via Vienna 2, 07100 Sassari, Tel. 079-229492, Fax 079-229559.
**Dipartimemo di Chimica Jndustriale e deiMareria/i, Viale Risorgimento 4, 40136 Bologna, Tel.
051-6443257, Fax 051-6443456.
***DipartimentodiChimica, Pian deiMantellini44,53JOOSiena, Tel. 0577-298042, Fax0577-280405.

Vengono qui riportali irisultati ottenuti in uno studio sul com portamento eleurochimico (vol!ammetria
ciclica, elenrolisi a potenziale controllato) e spellroelenrochimico (EPR) di una serie di derivati di
Platino(II) contenenti diversi legami anionici terdentati del lipo N-N-C, derivanli da 6-aril e da 6-
ari lalchil-2,2'-bipiridine, che presentano rispettivamente un ciclo ortometallato a 5 e 6 tennini.
Variando, per ogni bipiridina, il legante in quanta posizione di coord inazione (PPh ,, Py, MeCN, CO,
CE, E, CN) si e ottenuta una serie di 28 specie cationiche o neutre che, in solvente MeCN ­
tetraetilammonio tetrafluoborato 0.I M, subiscono una riduzione monoeleltronica reversibile ad un
elettrodo di Plalino. Le corrispondenli specie ridotte mononucleari , generate per elettrolisi esaustiva
al potenziale del primo picco catodico, risultano solitamente stabili in soluzione ed in atmosfera inerte
per alcune decine di minuti e sono slate studiate tramite spettroscopia EPR. JI comportamento
voltammetrico di quauro delle ventotto specie sintetizza te, derivate della 6-(ametil)benzil-2,2'­
bipiridina, e stato a suo tempo oggetto di pubblicazione (I).

I

­

RI, R2 = H, Me; L= CO, PPh3, Py, MeCN, CI, I, CN­

Figura 1- Struttura dei composti studiati

I risultati finora ottenuti sono qui di seguito sinteticamente riepilogati.
Forte dipendenza del potenziale di prima riduzione dal tipo di legante presente in quarta posizione di
coordinazione; !'influenza del tipo di bipiridina e, su tale grandezza, assai minore.
Sostanziale indipen denza del potenziale di riduzione dalle dimensioni dell'anello ciclometallato .
Pesante influenza della natura della bipiridina sul tempo di vita delle specie elenrogenerate. Si e infati
notato che la presenza di almeno un metile sul carbonio benzilico determina una netta stabilizzazione
del derivato ridotto rispetto a quanto accade per gli analoghi derivati con la 6-benzil econ la 6-fenil-
2,2'-bipiridina. L'interpretazione di tale effetto, del tutto generale, e ancora non del tutto univoca.
I dati EPR mostrano che l'extra elettrone presente nella specie ridotta (formalmente di Platino(l)) in
realta interagisce prevalentemente con ii legante bipiridinico.
La diversa natura del sostituente L determina sia un certo effetto sul tempo di vita delle specie prodotte
per elettroriduzione, sia una differente interazione dell'elenrone spaiato con ii nucleo metallico. Essa
risulta piu accentuata quando L= Cl, I, MeCN, Py e (in minor misura) PPh,.

G. Mingherti, M.I . P ilo, G. Sanna, 1l Seeber, S . S toccoro e F. Laschi , J. Organometal. Chem., 452,257, (1993).
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IL CONTROLLO DEi MICROINQUINANTI ORGANIC! NELLE ACQUE
DESTINATE AL CONSUMO UMANO SECONDO IL D. P. R n° 236/88:

IL MODELLO ORGANIZZATIVO DEL P.M.P. DELL'A.U.S.L. DI PIACENZA.

Ettore Sassi, Elisabetta Russo, Fiorella Achilli, Adriano Fava, Lia Barazzoni, Stefania Calissardi,
Marcello De Crema, Anna Ponricel/i
Settore Chimico Ambientale -P. M. P.- Azienda U. S. l. di Piacenza - via XXI Aprile 48, Piacenza

II D.P.R. 236/88 costituisce a tutt'oggi ii ri ferimento normativo per i requisiti di qualita delle acque
destinate al con sumo umano. I controlli analitici esercitati vengono effettuati ai pun ti significativi della
rete di distribuzione, alla sorg ente, ai pozzi ed al punto di presa delle acque, agli impianti di adduzione,
di accumulo e di potabilizzaz ione. La frequenza dei controlli e funzione dei parametri ricercati, della
tossicita relativa e della numerosita degli utenti serviti.
Perquanto riguarda i microinquinanti organici, le sostanze determinate sono suddivise in a) parametri
chimici tossici (Antiparassitari e ldrocarburi Policiclici Aromatici) e b) parametri chimici indesidera­
bili (Composti Organoalogenati, Fenoli, ldrocarburi e Oli minerali, Sostanze estraibili con clorofor­
mio ).
I limiti di concentrazione secondo ii D.P.R. 236/88 sono: a) Antiparas sitari (CMA=0.5 gl) e IPA
(CMA=0.2 gl); b) VOCs (CMA=30 g/l), fenoli (CMA=0.5 g/l), idrocarburi e oli minerali
(CMA=IOg/), SEC (VG=O . I mg/I).
Per una tale attivita di controllo e spesso necessario conciliare diverse esigenze tra cui impiego delle
metodiche a livello routinario, applicaz ione a intere classi di composti con riferimento a pochi standard
e massima conformita alle prescrizioni di legge, contestualmente ad un controllo cap ill are sul territorio.
II numero di campioni analizza ti per anno e di circa 300 per i controlli di tipo C,(a) e di circa 700 per
quelli di tipo c, (b).
I campioni vengono prelevati in pill aliquote seguendo le modalita previste dalla legge o dalla metodica
specificamente utilizzata, trasferiti tempestivamente in laboratorio e opportunamente conservati. Data
la deteriorabilita del campione non intercorrono pill di 24 ore tra ii prelievo e l'apertura per la
preparaz ione per l'analisi. Segue quindi la determinazione strumentale, la valutaz ione dei risultati
ottenuti e la formulaz ione di un giudizio rispetto ai limiti di legge (CMA). In caso di superamento degli
stessi, se si evidenzia una situazione che pregiudichi la salute pubblica, si attivano le autorit a
competenti per immediate forme di intervento. Iri sultati vengono comunicati ri lasciando un cert ificato
analitico, e periodicamente trasmessi all'Assessorato regionale alla Sanita.

Antiparassitari (composti neutri e basici). SPEIGC(ECD-NPD)
IL di acqua carnpione, addizionato di IO ml di MeOH viene fi ltra to sotto aspirazione di una pompa a
vuoto su di un Empore disk C, (Varian) preventivamente lavato con EtAc e condizionato con 10 ml di
MeOH; ii dischetto viene eluito con EtAc (max. 15 ml); l'eluato portato a secco sotto corrente di N,
viene ripreso con 300-500ldi i-ottano per la determinazi onegascromatograficacon rivelatori selettivi
(ECD e NPD) su colonne capillari (SPB-5 e SPB-50).
11 limite di ri levabilita e di 0.01 µg/1 per singolo principio attivo. Sui campioni positivi si effettuano
conferrne in GC-MS.

Antiparassitari (composti acidi). LLGC-ECD
I L di acqua campione viene acidificata a PH=3 ed estratta con 100+ 50 ml di CH,Cl,; l'estratto viene
derivatizzato con Pentalluorobenzilbromuro, quindi portato a secco sotto corrente di N,e ripreso con
acetone per l'anali si GC/ECD, dove vengono deterrn inati i pentafluorobenzilderivati degli erbicidi
fenossiacidi, con limite di ri levabilita di 0.005 gl.
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ldrocarburi Policiclici Aromatici. LLIGC-MS(SIR)
La metodica applicata per la determinaz ione di IPA prevede un'estrazione liquido-liquido con CHC13
su di I I di campione, evaporaz ione del solvente e solubilizzazione del residuo con 200l di toluene.
La soluzione ottenuta viene analizzata mediante GC-MS in acquisizione di ione selettivo che permette
di valutarc concentrazioni di 0.04 g/l per agni singolo componente. Lo standard di riferimento e
costituito da una miscela di 5 composti (fluorantene; benzo-3,4-fluorantene; benzo-3,4-pirene; benzo­
1, 12-peri lene; indeno-1,2,3-c,d-pirene)e il risultatoe espresso come sommatoria delle concentraz ioni.

Composti Organoalogenati. EISIGC-ECD
1.25 ml di acqua campione (prelevata in assenza di bolle d'aria) vengono introdotti in una vial da 5 ml
contenente 175 g di MgSO, 7H,O e termostatati per I ora a 60%C. Successivamente si prelevano con
una siringa a tenuta di gas 100l dello spaz io di testa e si procede all'analisi gascromatografica su
colonna wide-bore Vocol (Supelco), e rivelatore a cattura d'elettroni (ECD). Campo di applicazione:
cloroformio; I, 1,1-tr icloroetano; tetracloruro di carbonio; trielina; diclorobromometano;
tetracloroetilene; dibromoclorometano; bromoformio; limite di ri levabilita =0.4 g/l per singolo
componente.

Fenoli. LL/VIS
La determinaz ione dei fenoli prevede il trattamento di 250 ml di campione a PH=IO con 4-
amminoantipirina, l'aggiunta di ferricianuro di potassio e successiva estraz ionc con 10 ml di CHCI,.
La concentrazionc del complesso colorato nella fase organica anidri ficata viene valutata per via
spettrofotometrica a A= 460 nm rispetto ad una curva di taratura espressa comeg/ di fenolo. ll limite
di rilevabilita e di 2 µg/1. • 11 metodo si applica ai fenoli che non presentano isostituenti -R, -Ar, PhCOO,
-NO,, -CHO in posizione para.

ldrocarburi e Oli minerali.U/IR
La metodica impiegata comporta l'estrazione liquido-liquido di I I di campione acidificato a PH=2con
25 ml di Freon 113. L'estrat to anidrificato viene sottoposto a scansione spettrofotometrica infrarossa
tra 3200cm'e2700cm'. Laconcentrazione degli inquinanti viene valutata confrontando l'assorbanza
della banda di assorbimento a 2930 cm', caratteristica dei legami C-H, con quella di una miscela
standard costituitada benzene (25% v/v), i-ottano (37.5% v/v), n-esadecano (37.5% v/v). Pereliminare
l'interferenza dovuta alla presenza di sostanze di origine vegetate e animate, l'estratto viene fi ltrato su
uno stra to di Florisil e sottoposto di nuovo a scansione. Il imite di ri levabilita e di 50 gl.
Entrambe le metodiche non consentono di raggiungere le CMA, permettono comunque di individuare
tali sostanze nei casi di presunta contaminaz ione.

Sostanze estraibili con cloroformio. LL/GRAV
Questo pararnetro viene analizzato mediante determinaz ione gravimetrica de! residuo proveniente da
un'estrazione di IL di acqua campione con 100 ml di CHCI, avente residuo fisso<2 mg/led evaporato
sotto vuoto moderato a temperatura ambiente.
Per ii SEC non esiste CMA, ma un Valore Guida per ii dubbio significato tossicologica attribuibile alla
miscela aspecifica che si ottiene con tale tipo di estraz ione; sono per questo in corso indagini in merito,
relativamente ad una dettagliata qualificazione dei componenti la miscela.



STUDIO DEi FENOMENI CORRELATI AL GLOBAL CHANGE
DA CAROTE DI NEVATO CAMPIONATE IN ANTARTIDE.

R. Udisti ,E. Barbolani, S. Becagli and G. Piccardi •
Department ofPublic Health and Environmental Analytical Chemistry, University ofFlorence - Via
Gino Capponi, 9 1-50121 Florence (Italy).
Department ofSoil Science and Plant Nutrition, University ofFlorence - Piazzale del/e Cascine, l5

1-50144 Florence (Italy).

Durante le Campagne Antartiche effettuate dal 1991 al 1994, sono stati raccolti campioni di neve e
nevato mediante scavo di trincee (profondita massima 3.5 m) e carotaggi (lino a 20 m) in stazioni situate
a diversa altitudine e posizione geografica nell'area circostante la Base Italiana Terra Nova Bay.
I campioni, con risoluzioni di 2-5cm di strato nevoso depositato, sono stati analizzati mediante
Cromatografia lonica, per componenti principali e in tracce, e mediante Flow Injection Analysis con
detector spettrofluorimetrico per il contenuto in H,O,.
Una forte connotazione stagionale, con massimi estivi e minimi invemali, caratterizza i profili di
concentrazione dell'H,O, tanto che tale sostanza costituisce il piu importante indicatore chimico
annuale ai fini della datazione di carote anche relativamente profonde.
Un metodo multiparametrico basato sulla variazione della concentrazione con la profondita di tre
composti, H,O,, acido metansolfonico (MSA) e solfati non provenienti da spray marino (non sea salt
solfati = nssSO/), utilizzati come indicatori annuali, ha perrnesso di ottenere una attendibiledatazione
per via chimica dei campioni raccolti.
Sulla base di tale datazione, sono stati esaminati i profili concentrazione/profondita dei parametri presi
in esame. Le serie temporali di dati cosi ottenute mostrano un comportamento stagionale di alcuni
componenti, evidenziando una periodicita annuale delle loro fonti e/o dei meccanismi di trasporto.
Le serie chimiche dei dati sono slate anche esaminate per individuare correlazioni e particolari
comportamenti dei rapporti di concentrazione tra i vari componenti, al fine di individuare le possibili
fonti, i meccanismi di trasporto e gli eventuali fenomeni di frazionamento dell'aerosol atmosferico
intervenuti durante il movimento delle masse d'aria che hanno originato le deposizioni nevose. Uno
spiccato effetto dell'altitudine della stazione di prelievo sulla composizione della neve e mostrato per
la maggior parte dei componenti, mentre un effetto meno marcato e dovuto alla distanza dal mare.
Cloruri, sodio e magnesio risultano essenzialmente legati all'origine marina e le loro concentrazioni
nelle deposizioni nevose appaiono particolarmente elevate in concomitanza con fenomeni di int ensa
immissione di spray marino nell'atmosfera (salt storm). Effetti di frazionamento sono comunque
evidenziati dalla diminuizione della concentrazione di CI· e Mg"rispetto a quella de! sodio all'aumen­
tare dell'altitudine.
I solfati mostrano un comportarnento molto simile a quello dei componenti marini nelle stazioni piu
vicine al mare e pi basse. Esaminando le serie di dati riferite ai solfati totali e ai solfati non sea salt
in funzione della posizione geografica della stazione, e possibile, pero, individuare altre due fonti
imp ortanti: l'attivita biogenica e gli effetti di trasporto a lungo raggio. I primo di tali contributi assume
una ben precisa connotazione stagionale, con massimi di concentrazione in concomitanza dei periocli
di fioritura fitoplanctonica estiva. Il secondo contributo risulta man mano evidente con l'aumento della
quota della stazione e nel periodo invemale. Anche le correlazioni esistenti tra nssSO, e MSA,
metabolita univoco di attivita biologica marina, sono variabili oltre che con la stagionalita anche con
la quota della stazione, evidenziando la presenza di altre fonti dei nssSO,".
Dai campioni raccolti in periodo estivo e a piu bassa altitudine e possibile stimare ii rapporto di
forrnazione di nssSO/ e MSA dalla comune origine (dimetilsolfuro). Potassio e calcio mostrano un
comportarnento analogo a quanto osservato per i solfati. Le correlazioni con i componenti marini ,
buone per le stazioni piu vicine al mare e a quote inferiori, diventano inconsistenti per le stazioni a
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maggior altitudineed in assenza di imponanti fenomeni tipo salt storm. Suddividendo i campioni sulla
base del contenuto in sodio come indicatore di contribute marina, si osservano coefficienti di
arricchimento rispetto alla composizione dell'acqua di mare tanto maggiori quanta minore e la
concentrazione in sodio.
Inoltre, sulla basedeIlecorrelazioni con ii sodio, e stato possibilequantificare ii contributenon marine
per potassio e calcio, anche se l'individuazione delle fonti alternative non appare ancora possibile.
Al contrario di quanta osservato per i precedenti composti, componenti di origine e distribuzione
prettamente atmosferica, come l'H,O, e, in parte, I' HNO,, mostrano una tendenza all'aumento o,
perlomeno, alla stabilitadella concentrazione con l'altitudine della stazione di campionamento.



CAMPIONAMENTO SEQUENZIALE AD ALTA RISOLUZIONE DI SINGOLI
EVENTI PIOVOSI. APPLICAZIONE A PIOGGE RACCOLTE A FIRENZE.

D. Uncini , E. Barbolani, R. Udistiand G. Piccardi *.
Department ofPublicHealth andEnvironmentalAnalytical Chemistry, University ofFlorence - Via
Gino Capponi, 9 1-50121 Florence (Italy).

Department ofSoil Science and PlantNutrition, University ofFlorence - Piazzale delle Cascine,
15 1-50144 Florence (Italy).

L'analisi delle deposizioni atmosferiche costituisce un efficace metodo indiretto per lo studio della
composizione dell'aerosol troposferico e dei fenomeni di dilavamento di sostanze di ori gine naturale ed
antropica. Perlacomprensione dei fenomeni di rimozione atrnosfericada panedi wet-depositions, assume
part icolare importanza conoscere la variaz ione progressiva della composizione della pioggia durante
singoli eventi piovosi, con particolare riguardo alla relaz ionecon l'intensita della precipitaz ione (mm/min).
Diviene quindi indispensabile frazionare un evento piovoso con la maggiore risoluzione possibile e
conoscere i tempi di ottenimento di ciascun sub-camp ione. Tale risoluzione, espressacomemm di pioggia
campionati, risultera principalmente essere funzione della sezione di cattura del carnpionatore e della
minima quantita di carnpione necessaria per l'ottenimento del set di dati analitici necessari .
A tale scopo, estato messo a pun to un carnpionatore sequenziale automatizza to ad altarisoluzione (capace
di ottenere frazioni di pioggia inferiori a 0.1 mm) mediante ii quale sono stati carnpionati alcuni eventi
piovosi avvenuti nella citta di Firenze.
II carnpionatore sequenziale e costituito essenzialmente da un campionatore wet-dry commerciale
modificato e da un collettore di frazioni controllato via computer. II raccoglitore wet e stato sostituito con
un imbuto di polietilene (sezione di cattura di circa 700 cm') collegato ad un collettore di frazi oni tram ite
un sequenziatore a volume variabile. Selezionando ii sequenziatore su un volume di 7 ml, si ottengono
carnpioni relativi a circa 0.1 mm di pioggia.
I sub-carnpioni sono stati analizzati per cromatografi a ionica (anioni inorganici, cationi ed alcuni acidi j
organici a basso peso molecolare), per Flow Injection Analysis con detector spertr ofluorimetri co (H,O,, ]
aldeide formica) e per la determinazione potenziometrica del pH. Part icolari procedure di pulizia e
controllo dei bianchi hanno perrnesso la deterrn inaz ione di sostanze a livello di pochi ppb.
L'effettuazione delle misure analitiche nello stesso giomo della raccolta dell'evento piovoso ha perrnesso
di evitare l'aggiunta di biocidi, diminuendo cosl ii ri schio di contaminaz ione dei carnpioni .
Esarninando la variaz ione infra -storm delle concentrazioni degli elementi analizzati, si osserva una
generale, anche se non sempre presente, diminuizione della concentrazione con ii procedere dell'evento;
tale dirninuizione appare particolarmente elevata sopra ttutto nelle prime frazioni raccolte (0-0.5 mm).
Pu essere messa, altresi, in evidenza una generale dipendenza inversa tra la concentrazione di diverse
specie chimiche e l'intensitadell'evento.
Sim iii comportamenti concentrazione/tempo sono osservabili tra gnuppi di sostanze aventi meccanisrni di
tras porto sirnili o comune origine. Correlaz ioni significative sono misurate tra nitra ti e solfati, tra forrn iati
e acetati e trai tipici costituenti dello spray marino (Na, Cl, Mg).
Lo ione piruvato presenta, invece, un comportamento generalmente diverso da quello degli acidi
carbossilici sopracitati; cie probabilmente dovuto alla sua minore volatilitealla piu elevata forza acida.
Gli andamenti concentrazione/tempo per I'acido metansolfonico si avvicinano maggiormente a quelli
degli anioni inorganici principali (con particolare riguardo a CTeSO,") piuttosto che a quello degli acidi
organici a corta catena.
Dati preliminari relativi al comportamento di alcuni metalli pesanti (Cu, Cd, Pb, Fe, Mn, Al) mostrano
un'analoga tendenza alla diminuizione della concentrnzione con ii procedere dell'evento e con l'aumento
dell a intensita piovosa. Alcune significative correlazi oni trai trend di dilavamento di Pb e Cue di FeeMn,
potrebbero essere indica te, ma ulteriori dati sono necessari per poler veri ficare ii fenomeno.
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IDENTIFICAZIONE DELLA FONTE DI PROVENIENZA
IN CASO DI INQUINAMENTO MARINO DA IDROCARBURI

Sonia Vezzani
Universita di Genova, Istituto di Chimica Industrale, Corso Europa 30, 16132 Genova, Italia

I danni ambientali piu rilevanti dovuti allo scarico in maredi petrolio, direttaconseguenza del consistente
volume dei traffici marittimi, riguardano le aree costiere. Quotidianamente, i mari del mondo vanno
soggetti ad un inquinamento lento ma continuo provocato, percause accidentali o intenzionali, da navi
cistema trasportanti idrocarburi.
Gran partedel petrolio movimentato nel Mediterraneo viene sbarcato in Italia. Con unamedia annualedi
90milionidi tonneIIatedipetrolio, l'Italiae sicuramente ilpaeseeuropeo soggetto ai maggiori rischi dovuti
alle movimentazioni di prodoni petroliferi. Secondo le stimedell'UNEP (United Nations Environment
Programme), ii Mediterraneo viene colpito ogni anno, da sversamenti di idrocarburi pari a 635000
tonneIIate. TI Regional OilComiting Center (ROCC) affermachechenel Mediterraneo trail 1977 e ii 1987
si sono verificati 94 incidenti. Gli incidenti segnalati nella ricerca del ROCC, sono causati per il 34% da
affondamento, per il 18% da collisione e per il 23% da altre cause.
L'analisi degli idrocarburi disciolti nell'acqua di mare e stataoggetto di ricerche approfondite che hanno
proposto metodi di estrazione e concentrazione assai dettagliati.
Valutazioni rapide e sufficicntemente precise circa l'origine dell' inquinamento costiero da idrocarburi
possono essere desunte perviagascromatograficadal confronto tra campioni prelevati sui litorali costieri
e campioni prelevati nelle stive di navi cistema circolanti nel mare antistante il ritrovamento o in cui si
suppone sia avvenuto lo scarico. Occorre percio mettere a punto delle metodiche analitiche atte ad
evidenziare leresponsabilitaoggettivedelle navi cisternaper lo scarico o la perditadi idrocarburi in mare.
Leanalisi gascromatografichesono stateeseguitesu sostanzecatramoseprelevatenellezonecostiere liguri
e su petroli di diversa provenienza geografica, allo scopo di stabilire una "impronta digitale" atta a
verificare laproveninzadei campioni cosidetti "spiaggiati", tenendo conto dei fenomeni che possono aver
modificato la composizione di partenza durante la perrnanenza in mare. Sono state utilizzate diverse
colonne capillari non polari e debolmente polari e detectora ionizzazione di fiamma.
Data la natura spesso eterogenea dei campioni spiaggiati sono stati sperimentati vari metodi di prelievo
e di preparazione che permettessero di ottenere campioni significativi. E' stato necessario, dopo la
rimozionc dei vari corpiestranei presenti nel campione, ricorrere ad una refrigerazionepereffettuareuna
quartatura ed un prelievo rappresentativo.
Per tenere conto dei fenomeni di evaporazionee solubilizzazioneavvenuti durantelaperrnanenza in mare,
sono stati effettuati diversi trattamenti sui campioni di partenzaallo scopo di simulare il cambiamento di
caratteristichederivante dall'invecchiamento.
I cromatogrammiottenuti riportano prevalentemente la distribuzione degli idrocarburi n-paraffinici che
risultano costituire unaparteconsiderevoledegli oliminerali presi in esame. Perchiarire laverosimiglianza
dei campioni rispetto allo standard sono statecalcolate sia i rapporti tra lealtezzeche leareedi piu picchi
presi come riferimento.
L'identificazione e stata effettuata tenendo conto di diverse zone del cromatogramma considerando
soprattutto le frazioni apesomolecolarepielevate, difficilmenteinfluenzateda fenomeni di evaporazio­
ne.Gli idrocarburi piidonei per il riconoscimento sono quelli compresi negli intervalliC,-CeCC,,
II metodo utilizzato ha consentito di raggiungere una ragionevole certezza circa la provenienza di vari
campioni di idrocarburi spiaggiati.

1) SJ. Ramsdale e R.E. Wilkinson, J.Inst. Petroleum, 539 (1968) 326
2) M. Modugno, Ambiente Risorse Salute, 1 (1992) 26.
3) P.G. Desideri, L. Lepri, D. Heimler, S. Giannesi e L. Checchini, J. Chromatogr. 284 (1984) 178
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PROCEDURAANALITICAHPLC IN FASE INVERSAPER LADETERMINAZIONE
DEGLI INTERMEDI NELLAREAZIONE DI DEMOLIZIONE ELETTROCHIMICA

DI FENOLO E SUOI DERIVATI CLORURATI

Antonello Viola, Anna Maria Polcaro e Simona Pa/mas
Dipartimemo di Ingegneria Chimica eMateriali
Universita di Cagliari -P.zza d'Armi 09/23 Cagliari - tel. 070-290704fax070-280774

La crescente richiesta di riutilizzare acque di scarico e le rigorose legislazioni attualmente vigenti sulla
qualita delle acque, determinano la necessita di mettere a punto tecniche in grado di trattare tutte le
diverse varieta di correnti di scarico contenenti inquinanti. Il problema puo essere particolarmente
importante per gli scari chi di alcune industrie contenenti prodotti organici resistenti agli abituali
processi di depuraz ione. La degradazione degli scarichi dipen de infatti dal tipo di composti presenti nei
reflui da trallare. In particolare quando si trattano fenoli, alcuni intermedi di ossidaz ione possono
risultare piu tossici e piu difficilmente ossidabili del fenolo stesso.
II 1ra1tamento elettrochimico puo essere quindi un utile metodo per bloccare ii processo allo stadio
desiderato in modo da ottenere o l'ossidazione completa ad anidride carbonica e acqua, oppure la
fonnaz ione di intermedi piu facilmente degradabili. II processo elettrochimico verrebbe cosi concepito
come stadio di "fi nitura" nel primo caso, oppure come stadio di prelrallamenlo a monte del biologico,
nel secondo. Ne consegue l'importanza e l'esigenza di monitorare, durante il processo di ossidaz ione,
le concentrazioni degli intermedie dei prodotti, allo scopo di individuare lo stadio deIla reazione in cui
il trattamento elettrochimico possa essere sospeso e sostituito con l'u lteriore trattamento biologico.
Nel presente lavoro l'ossidaz ione elettrochimica e stata eseguita su elettrodi porosi di feltro di carbone
sistemati in una cella elettrochimica a Ire elettrodi. II meccanismo di reaz ione e mollo complesso ma,
dai risultali finora ottenuti, pare che la reaz ione proceda con un primo stadio elettrochimico che porta
alla fonnaz ione di radicali OH adsorbiti all'elettrodo, e prosegua poi, ad opera dei radicali appena
prodotti, con una serie di stadi chimici che conducono ai prodotti finali di reaz ione.
Allo scopo di monitorare le concentraz ioni dei reagenti (Fenolo, 2-6 Diclorofenolo) e dei prodotti
(Idrochinone, Catecolo , Benzochinone, Acido Muconico, Acido Maleico, Acido Ossalico) durante la
reazione, e stato sviluppato un metodo di analisi in cromatografia liquida ad alte prestazi oni in fase
in versa (RP-HPLC). Questo metodo consente la separazione completa dei suddeni composti auraverso
Ia combinaz ione di una isocratica ad un gradiente di eluizione opportunamente condotti. La fasemobile
impiegata e costituita da una soluzione di Potassio fosfato monobasico 0.05 Me Metanolo additivati
dello 0.1 % di acido fosforico. Le analisi sono stale condone su una colonna a fase legata alchilsilicica
del tipo octilsililica (C-8) da 25 cm x 4.6 mm con precolonna da I cm. I composti in analisi sono stati
rivelati selettivamente inUV mediante l'ausilio di un programma di lunghezze d'onda che tiene conto
delle esigenze di sensibi lita e stabilita del segnale. La quantizzazi one e stata eseguita utilizzando il
metodo dello standard estemo in un intervallo relativamente ampio di concentrazi oni, ottenendo ottimi
risultati in tennini di precisone, accuratezza e linearita di risposta.
Il metodo analitico sviluppato consente di raggiungere livelli elevati di efficienza e risoluzione, e si
presenta oltremodo estremamenle vantaggioso in quanta non richiede alcun pretr attamento o
derivatizzaz ione dei campioni e comporta brevi tempi di esecuzione (20 min).
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REALIZZAZIONE DI UN BIOSENSORE PER LA DETERMINAZIONE
DELLA FRESCHEZZA DEL PESCE

G. Volpe, M. Mascini, B.M. Poli, G. Geri,M.Mecat1i**
*Dipartimento Sanitti Publica, Epidemiologia e Chimica Analitica Ambientale, Sezione Chimica
analitica, dell 'Universitil degli Swdi di Firenze
**Dipartimento di Scienze zootecniche del/'Universitil degli Studi di Firenze

La realizzazione di un metodo accurato, semplice e rapido per la determinazione della freschezza del
pesce, e di grande interessenell'industria alimentare. A tale riguardo sono stati presi in considerazione
vari indicatori di deterioramento come ammoniaca, ammine, acidi volatili e pH. Tuttavia lamisura di
questi indicatori non permette di stimare in maniera soddisfacente ii grado di freschezza del pesce.
Studi effettuati negli ultimi anni hanno dimostrato che la degradazione dei nucleotidi, nel muscolo di
pesce, puo essere utilizzatacomeun indicatoredi freschezza. Immediatamentedopo lamortedel pesce
ha inizio la degradazione dell'ATP ad acido urico, attraverso la serie di reazioni:

ATP--> ADP--> AMP --> IMP--> HXR ··> HX ··> X-->U

doveATP, ADP, AMP=adenosina trifosfato, adenosinadifosfato, adenosinamonofosfato IMP, HXR
= inosina monofosfato, inosina
HX, X, U = ipoxantina, xantina, acido urico
Poiche I'ATP, ADP ed AMP scompaiono circa 24 ore dopo la morte, per potere valutare ii grado di
freschezza del pesce, e stato ina-odot10 un parametro K, basato sulla degradazione dei rimanenti
composti, che puo essere definito come segue: K,= HXR + HX/IMP + HXR +HX.
E' quindi possibile stimare la freschezzade! pescemisurando soltanto tredei sei metaboliti. Lereazioni
enzimatiche coinvolte nella degradazione dell'IMP ad acido urico sono le seguenti:

IMP -- NT---> HXR + Pi

HXR+ Pi - NP---> HX + ribosio-I-fosfato

HX +20,--XO---> UA + 2H,O,

Dove NT, NP, XOe Pi rappresentano rispettivamente la 51 nucleotidasi, la nucleoside fosforilasi, la
xantina ossidasi ed ii fosfato. IMP, HXR ed HX possono essere determinati utilizzando elettrodi ad
ossigeno o ad acqua ossigenata, accoppiati con gli enzimisopramenzionati. II consumo di ossigeno o
la produzione di acqua ossigenata determinano una variazione di corrente che e correlata alla
concentrazione di questi metaboliti in soluzione. Per la stimadellafreschezza del pesce, e stato messo
a punto un sistemadi misura semplicee rapido, basato su un elettrodo di platino per ladeterminazione
dell' acqua ossigenata. L'ipoxantina e stata determinata mediante reazione con la xantina ossidasi
immobilizzata sulla superficie dell'elettrodo, mentre l'inosina monofosfato e l'inosina sono misurati
aggiungendo in soluzione la 51 nucleotidasi e la nucleoside fosforilasi con una procedura "end point".
In ta] modo e stataouenuta la completa conversione dell'IMPe dell' HXR ad HXche veniva rivelata
dal biosensoreaxantinaossidasi. Quindi, aggiungendo in successioneal tamponedi misura ii campione
da analizzare, Ia nucleoside fosforilasi e Ia nucleotidasi sono state registrate tre variazioni di corrente:
A,, A, e A, corrispondenti rispettivamente ad HX, HXR e IMP.
Operando secondo questaprocedura ii valoreK, potevaessere facilmentedeterminato senzapreventive
curve di calibrazioni mediante la seguente formula:
K, =4,+4,/4,+4,+4,
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Parametri quali tipo di tampone, quantita di enzima e trattamento dei campioni di pesce sono stati
studiati ed ottimizzati. Con questa procedura e stata ottenuta una risposta lineare nell'intervallo di
concentrazione 10-2x 10'mol/Lper tutti etrei metaboliti (ipoxantina, inosinaed inosinamonofosfato),
con un limite minimo di rilevabilita di 5x10? mol/L.
Al fine di valutare l'influenza della matrice "pesce" sulla risposta de! biosensore sono state effettuate
prove di recupero addizionando HX, HXR ed IMP alla soluzione tampone dopo l'aggiunta di estratti
di pesce. Dai risultati ottenuti sie evidenziato come l'effetto della matrice sia trascurabile ai fini della
detenninazione dei metaboliti d'interesse (recupero cornpreso tra ii 98 e ii I06 %).
Infine sono stati analizzati campioni di trota iridea conservati in differenti condizioni determinandone
la concentrazione di HX, HXR, IMP ed ii K %.



PROPRIETA' LEGANTI DI UN SEDIMENTO FLUVIALE

V. Ze/ano*, M. Gulmini,P.G. Daniele**, A. Torazzo, G. Ostacoli*.
Universita di Torino, Dipartimento di Chimica Analitica, Via P. Giria S, Torino.

Universita di Messina, Dipartimento di Chimica Inorganica, Analitica e Struttura Molecolare,
Salita Sperone3/ Viii. S. Agata (ME)
+++Universitd di Torino, Dipartimento di ScienzeMerceologiche, P.zza Arbarello 8, Torino

I sedimenti, grazie alla grande varieta di fasi che li costituiscono, sono ingradodi ritenerequantita non
indifferenti di metalli con cui vengono a contatto [ I ) .
Le interazioni tra metallo e sedimento sono di diverso tipo e di diversa forza e, da un punto di vista
ambientale, una corretta valutazione della contaminazione dei sedimenti richiede che la quantita totale
dei metaIii presenti sia divisa inalmcnoduegruppi: unoche include i metalli legati inmaniera piu labile
e perciopronti adentrare nel ciclobiologico (del sistema acquatico), l'altroche include i rimanenti, pi
tenaccmente legati, e percio meno disponibili. Per realizzare tale suddivisione sono stati proposti
diversi metodi che permettono la deterrninazione dei metalli nelle varie fasi de! sedimento che sono
definite dal metodo operativo utilizzato [2].
Sebbene questi tipi di studi diano informazioni che sono direttamente applicabili ai sistemi naturali,
esiste la necessit di indagare le interazioni chc si stabiliscono tra la superficie del sedimentoe uno ione
metallico in soluzione per capire e predire ii componamento dei metalli quando questi vengano in
contattoconuna fase solida. Ci sonomolti studi in letteratura che trattanodi quest'argomenlo (3,4], ma
spesso sonobasati su modeIii semplici: peresempio una singola fase costituita da ossidi oppure la fase
organica preventivamente estratta dal campione reale. Questi modelli risultano essere inadeguati per
poter traslare i risultati ottenuti sui campioni reali.
Con lo scopo di contribuire allo studio di quest'argomento, in questo lavoro si e voluto sperimentare
la possibilita di studiare le proprieta acido-base di un sedimentonel suocomplessomediante titolazioni
polenziometriche de! sistema eterogeneo sedimento soluzione.
Le prove di riproducibilita delle titolazioni, effettuate numerose volte su campioni contenti 0.500g di
sedimento(0< 63m) dispersi in 200 ml di soluzione acida (8x I0?MinHCIe 5x 10Min KNO,)
hannomostrato che per pH <7, il potenziale diventa stabile in4-5 min, mentre per pH maggiori (fino
a IO) e stato necessario attendere anche fino a 80min per avere una deriva del potenziale inferiore a
0.5mV ogni 10min. Sono state eseguite numerose titolazioni su sospensioni contenenti da 0.250 fino
a 4.000 g di sedimento in 200 ml di soluzione acida nell'intervallo di pH Ira 2 e 10. Alla tecnica
potenziometrica si sonoaffiancate altre informazioni relative alla composizione del sedimento (analisi
elementare, spettroscopia IR), per proporre delle ipotesi attendibili sull'interpretazione dei dati
potenziometrici. I dati sperimentali ottenuti hannomesso in evidenza che nel sedimento sono presenti
dei siti di coordinazione ingradodi legare il protone.I dati potenziometrici sonostati elaborati mediante
ii programma di calcolo STACO [5] considerando differenti ipotesi: a) esistenza di tre siti di
protonazione ciascuno su una componente di versa de! sedimento; b) tre siti di protonazione contenuti
in un'unica componente de[ solido; c) tre siti di protonazione sono situati uno in una componente e due
in un'altra. Per ciascuno dei tre siti si e calcolata una costantc di protonazione: di queste una si pone in
campoacidoe due in campobasico. L'ultima ipotesi sembrapiuattendibile anche se le altre ipotesi non
possono essere completamente trascurate.

[ 1 I Honeyman, B. D; Santschi, P. H., Environ. Sci. Technol., 1988, 22, 862
[2] Forstner, U.,inBaudo, R.;Giesy,J.: Muntau, H.:; (Eds) "Sediments:ChemistryandToxicityofIn-Place Pollutants",
1990, Lewis Publishers, Michigan (USA) pag.78
[3] Davies-Colley. R. J.; Nelson, P. O; Williamson, K. J., Environ. Sci. Technol., 1984, 18, 491
[4] Ephraim, J; Marinsky, J. A., Environ. Sci. Tcchnol., 1986, 20, 367
[5] De Stefano, C., Mineo,P., Rigano, C; Sammartano, S., Ann. Chim. (Rome), 1993, 83, 243
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USO DELLA CROMATOGRAFIA SU STRATO S0ITILE AD ALTA PRESSIONE
PER LA DETERMINAZIONE DEi P0LICL0R0BIFENILI.

P. Abis, M. Caselli, L. Curri, A. Traini
Dipartimento di Ch imica dell'Universita di Bari
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La cromatografiasu strato sottilead altapressione (OPLC)presentanumerosi vantaggi rispetto sia alla
classica cromatografia su strata sottile, che alla versione ad alta efficienza (HPT LC).
a) L'eliminazione deIla fase vapore sovrastante la lastra permette un controllo assoluto dei parametri
con ii risultato di una elevatissimariproducibilita nei valori degli R,
b) La velocita dell'eluente e costantedurante l'intero sviluppo e puo esserefissata al valore corrispon­
dente alla migliore efficienza (minore altezza equivalente ad un piano teorico).

c) Possono essere mantenute alte
velocitadi sviluppo (8-10 min/20
cm) pur con efficienza e risolu­
zione pienamente accenabili.
d) E' richiesto un basso consumo
di eluente (5-6 ml per sviluppo).
e) La tecnica dello sviluppo con­
tinuo permette il recupero selettivo
delle sostanze eluite che possono
essereutilizzateper altredetermi­
nazioni analitiche (peres. spettro
di massa).
I) La stretta somiglianza con
l'HPLC permette di utilizzare
l'OPLCcome tecnica preliminare
per l'individuazione delle condi­
zioni ottimali. In questo poster

Fla I Cromatogramma relativo II so Ill di Aroclor primac dopo c:orrczione dd fottdo viene descritta una ricerca preli­
minare circa le possibilita di utilizzo dell'OPLC per l'analisi dei policlorobifenili (PCB). Standard di
Aroclor 1232, Aroclor 1242 e Aroclor 1258 (SUPELCO) sono stati eluiti con miscele n esano/
cloroformio. La determinazione quantitativa e stata effettuata per via fluorimetrica mediante un
densitometro SHIMAZU CS 9001 PC. Lo spettro di eccitazione e stato registrato sulla stessa lastra
dopo lo sviluppo. La lunghezzad'onda per la determinazione analitica e stata 40 nm. La tecnica della

scansione a doppia lunghezza d'onda pemette di
ottenere una lineadi basepiu stabile. Unaulterio­
re correzione del fondo e stataottenutamediante
l'uso del calcolatore approssimando ii fondo con
unpolinomio esottraendolo dal cromatogramma.
(vedi fig I). I picchi cosi ottenuti sono delle
Gaussiane i cui parametri possonoessereonenuti
mediante "fi tti ng" .
Un esempio e mostrato nelle figura 2. Dai valori

ng 2: Figdi de plecbi dethaFr 1 mdie u vommadi deGs. dei parametriepossibilecalcolare l'altezza equi­
1»,4(h»,,(#r_}, valente ad un piatto teorico che e stata trovata

'( 2or '( 2o° essere, nelle condizioni ottimali di velocita
h,0.106: b0.08: 4er«92.0:4= 101.8:a,= 1.97:o= 1.89. dell'eluente, intomo ai 40-45y praticamente, co­

stante su tutta la lastra. ll limite di rivelazione e di qualche nanogrammo.
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MESSA A PUNTO DI UN PROCEDIMENTO ANALITICO
PER L'OTTENIMENTO ELA PURIFICAZIONE DELLA FRAZIONE

"UMINA" DA SUBSTRATI ORGANICI E SUOLI

F.Adani
DipartimentodiFisiologia della Pianta Colvata eChimicaAgraria,Universita degliStudidiMilano,
Via Celoria, 2 - 20133 Milano (tel. 02 70630856,far 02 2663057)

La frazione organica in substrati organici, suoli ed acque, e stata oggetto di numerosi studi diretti a
delucidare le sue molteplici interazioni con le componenti biotiche ed abiotiche degli ecosistemi. La
letteratura e ricca d'informazioni sulle interazioni di natura chimica (con metalli, molecole organiche
etc.) e biologica (attivita diretta su vegetali, microorganismi etc.) (I).
Dal punto di vista chimico la frazione organica e costituita da tre componenti principali: acidi umici,
acidi fulvici ed umina. Gli acidi umici sono la frazione solubile in soluzioni alcaline diluite ma
precipitabile a pH<2, gli acidi fulvici sono la frazione solubile in soluzioni alcaline diluite e non
precipitabile in ambiente acido in qualsiasi condizione di pH e l'umina e la frazione insolubile in
soluzioni alcaline diluite (2). La definizione e chiaramente insufficiente a caratterizzare chimicamente
le tre frazioni, sopra ttut to in matrici complesse ricche di sostanze interferenti (proteine, carboidrati etc.)
(3) ma e giustificabile in considerazione della eterogeneita e complessita strutturale del materiale.
Gli acidi umici e fulvici, in virtu del loro piu facile ottenimento in fora solubile sono stati oggetto di
numerosi studi; la frazione "umina",ad elevato peso molecolare, insolubile sia in soluzioni acquose che
in solventi organici, e stata invece meno caratterizzata nonostante rappresenti la frazione
quantitativamente preponderante (4 ).
II presente lavoro riguarda uno studio volto alla messa a punto di una procedura analitica per la
purificazione, solubilizzazione e caratterizzazione della frazione "umina" ottenuta da matrici organi­
che naturali. Verranno descritte le procedure di purificazionee solubilizzazione messe a pun to in questo
lavoro ed i risultati ottenuti caratterizzando le frazioni ottenute sia chimicamcnte (analisi elementare,
acidita, pesi molecolari etc.) che mediante spettroscopia IR e NMR.
In particolare le procedure di purificazione, che consistono in trattamenti sequenziali con diversi
solventi, si sono dimostrate idonee all'isolamento di una frazione successivamente caratterizzabile con
le comuni metodiche analitiche chimiche e spettroscopiche; la loro successiva solubilizzazione, in
seguito all'inserimento di gruppi solfonici negli anelli aromatici, ha inoltre consentito una pi
approfondita caratterizzazione mediantc spettroscopia NMR. I risultati ottenuti hanno pennesso di
trarre conclusioni circa la struttura chimica delle frazioni isolate.

I)W.S. WILSON, Advance in Soil Organic MauerResearch: the impact on agricultureand the Environment, Edited
by W.S. Wilson, Published byThe Royial Society of Chemistry (1991).
2) M.H.B. HAYES. P. MacCARTHY, R.L. MALCOLM, R.S. SWIFT, Humic Substances II- In search ofStructure
- Edited by M.H.B. Hayes, P. MacCary, R. L. Malcolm and R.S. Swift, - A Wiley Interscience Publication J. Wiley
& Sons, 3 (1989).
3) F . ADANI, P.L. GENEVINI, F.TAMBONE, Compost Science & Utilization, 3 (2) (1995).
4)J.A. RICEand P. MACCARTHY, Geodenna, 43, 65-73 (1988).
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CARA'ITERIZZAZIONE ANALITICA DI ALCUNI OLI UTILIZZATI
QUALI LUBRIFICANTI DI TRAFILATURA

D. Atzei, D. De Filippo. G. De Filippo, A. Rossi.
Dipartimento di Chimica e Tecnologie Inorganiche eMetallorganiche,
Universita degli Studi di Cagliari - via Ospedale 72 -09124 Cagliari (Italy).

Introduzione
Gli oli lubrificanti utilizzati per la trafilatura dei metalli costituiscono una categoria di prodotti
commerciali di grande interesse e sono stati oggetto di molti studi sia per chiarire il Ioro meccanismo
d'azione sia per ottimizzame la composizione.
Questi prodotti che, in generale, vengono classificati quali "emulsioni", "fluidi semisintetici"e "fluidi
sintentici" devono assolvere ad una varieta di funzioni [I] fra le quali ii controllo dell'attri to, lo
smaltimento del calore prodotto durante l'attraversamento della gola di fil iera [2-3], la capacita di
formare un film adsorbito sul materiale trafilato in modo da esercitare un'az ione protettiva anche ai fini
dei processi di corrosione.11 film adsorbito inoltre deve poleressere rimosso facilmente perpennettere
successive lavorazioni del materiale. In questo lavoro sono stati analizzati cinque oli commerciali tra
quelli di piu largo uso per individuare i componenti che potrebbero essere attivi nel processo di
inibizione della corrosione.

Parte sperimentale
Gli oli commerciali si presentano sotto forrna di una emulsione fra una fase organica ed una acquosa.
L'emulsione e stata risolta nelle due fasi mediante trattamento con acido (HCIo HNO, conc.,2 ml per
100 ml di emulsione) e successiva estrazione con CHCI, (100 ml di solvente per 100 ml di emulsione,
5 estrazioni).
La frazione solubile in cloroformio e stata cosl trattata: (I) evaporaz ione del solvente; (2) pesata del
residuo e analisi; (3) separazione dei diversi componenti mediante cromatografia ascendente su strato
sottile (TLC) su allumina neutra .
La fraz ione acquosa e stata portata a secco ed ii residuo e stato pesato e, quindi, puri ficato mediante
ricristallizzaz ione fraz ionata.
Le varie fraz ioni sono state sottoposte ad analisi CHN, IR, UV-Vis, NMR e gascromatografi ca. Per
quest'ultima analisi gli acidi gras si presenti vennero preventivamente metilati in fiala chiusa con
CH,OH e H,SO,

Risultati e Discussione
Gli oli lubri ficanti per trafil atura esaminati in questo lavoro sono delle emulsioni stabili fra una fase
acquosa ed una organica e possono essere distinti in due gruppi che differiscono, essenzialmente, per
Ia proporzione fra le due fasi. Al primo gruppo app artengono quelli indicati con le Iettere A,C, D ed
E nei quali la fase organica rappresenta ii 70% del peso totale; al secondo l'olio indicato con la lettera
B nel quale Ia fase organica costituisce solo ii 45% in peso.
L 'analisi elementare degli estratti cloroformici indica che il rapporto atomico C:H e prossimo a I :2; cio
costituisce una prima prova che i composti organici presenti sono essenzialmente molecole alifatiche
a lunga catena.
L'analisi degli spettri IR fomisce le seguenti inforrnazioni: I) Dall'esame della regione 3050-2800 cm',
risulta evidente la presenza di guppi -CH,. -CH,-e -CH= mentre sono assenti i segnali caratteristici
dei composti aromatici. 2) I segnali presenti nelle regioni 3400-3100, 1650-1590e a circa 1400 cm
sono sensibili alla deuteraz ione. Lo scambio isotopico provoca, nel campione A, lo spostamento dei
segnali da 3358e3 I 53 a 2494 e2342cm'rispettivamente. L'entitil di tale spostamento e quello previsto
per i gruppi funzionali -OH e -OD (0/9teorico 1.35, trovato 1.36). La presenza di due diversi
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segnali attribuibili alla vibrazione di stretching de! gruppo funzionale -OH puo essere dovuta alla
presenza di legami ad idrogeno intermolecolari . 3) Nella regione 1350-1180cm'e presente un gruppo
di bande d'assorbimento caratteristico degli acidi grassi, ma scarsamente risolto (5 nei lubrificanti C
ed E , 6 in tutti gli altri). Tale numero di bande e abbastanza indicativo della lunghezza dell a catena [4]:
infatti l'acido laurico (CI2)presenta solo tre bande mentre nello spettro dell'acido eneicosanoico (CZ I)
ne sono presenti nove.
Gli acidi grassi che compongono la fase organica sono solo parzialmente esterificati. Cio e dimostra to
sia dalla titolaz ione deg Ii acidi liberi che dalla presenza negli spettri irdelie risonanze dovute al gruppo
funzionale -OH. Anche l'analisi degli spellri NMR conferma che la fase organica dei lubrificanti e
essenzialmente costituita da acidi gras si. Dall'esame di tali spettri risulta che la glicerina e sostanzial­
mente assente. Per altro la risonanza a 3.60-3.66 ppm, dovuta ai protoni del gruppo esterificante la
funzione carbossilica, e un singoletto. Sembra dunque verosimile che nella miscela siano presenti esteri
metilici degli acidi grassi. Negli spettri dei lubri ficanti A,C,D ed E sono presenti dei segnali di media
intensita a 3.25-3.29, 3.85-3.87 e 4.96-5.28 ppm che potrebbero essere attribui ti ai prot oni di una
ammina poliossidri lata. La trietanolammina (TEA) ha uno spettro 'H-NMR abbastanza simile.
L'eventuale presenza di una ammina poliossidrilata puo essere stimata attomo al 5-6% del lubri ficante.
Ne! lubri lcante B sono anche presenti tracce di composti aromatici (risonanze a 7.36-7.39 ea 7.84-7 .87
ppm).
Entram bi i lubri ficanti A e B contengono derivati fosforici come risulta dalla presenza della banda
caratteristica a 550 cm' negli spettri IR dei composti isolati dalla fase acquosa. Cio e stato anche
confermato da uno spettro"P-NMR su prodotti isolati dal lubrificante A: sono infatti risultati presenti
sia esteri fosforici che una piccola quantita di acido fosforico libero. Il contenuto totale in fosforo in
tale lubri ficante e risultato dello 0.25% in peso. Anche ii lubri ficante B contiene prodotti ad elevata
percentuale di fosforo; dalla fase acquosa e stato infatti isolato un precipitato di colore bianco in
quantita corrispondente al 2.5-3.0% in peso del lubrificante tal quale; tale prodotto e verosimilmente
costituito da sali di etilendiammonio di acidi polifosforici. Mediante TLC su allumina neutra gli estratti
con CHCI, sono stati risolti in un minimo di 3 ed un massimo di 7 distinti componenti, a seconda dei
diversi campioni esaminati. I dati 'H-NMR e l'analisi CHN indicano che la fraz ione di testa del
lubri ficante Be una paraffina identificata come n-eptano. La sua concentraz ione nel lubri ficante B e
di circa ii 5.7%. L'analisi gas cromatografica haconsentito di individuare i diversi acidi grassi presenti
ed ha messo in evidenza che la fase oleosa e essenzialmente costituita da acidi insaturi (oleico, Jinoleico
e linolenico); la percentuale degli insaturi nella fase organica e risultata de! 76% nel luhrificante A e
dell'87% nel lubri ficante B, con una forte prcvalenza in entrarnbi di acido oleico.

Conclusioni
In questo lavoro sono stati caratterizzati analiticamente cinque oli lubri ficanti per la trafilatura dei
metalli. Si tr atta di prodotti classificabili quali "emulsioni" fra una fase organica prevalentemente
costituita da acidi grassi parzialmente esterificati e da una fase acquosa contenente esteri fosforici.
L'emulsione e stabile nel tempo. I lubri ficanti qui studiati possono essere distinti in due gruppi: A, C,
D, Ee B, per la differente proporzione fra le due fasi. Negli acidi grassi sono fortemente prevalenti i
componenti insaturi e cioe acido oleico e linoleico insieme a modeste quantita di acido linolenico. Nel
campione B sono presenti un 5-7% di paraffina insieme a tracce di composti aromatici e, verosimilmen­
te, etilendiammina. La piccola quantita di azoto presente nel campione A puo essere dovuta alla
presenza di modeste quantita (4-5%) di un'arnmina poliossidri lata, probabilmente trietanolamina.

[I] John A.Schey, "THihology in metalworking", Am.Soc. for metals, 1984
[2] G.Haemers and J.Mollet , J.El ast. Plat.,10, 241 1978)
(3) WJ.van Ooij, Rubber Chem. Techn., 52 (3) 605 (1979)
[4] L.J.Bellamy, "The infraredspectraofcomplexes molecules", p./61 c seguenti, Methuen and Co. ed. London, 1966



ANALISI XPS DI LEGHE ANTIMONIO ZINCO.
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Dipartimemo di Chimica e Tecnologie Inorganiche e Metallorganiche, Universid degli Studi di
Cagliari - via Ospedale 72 -09124 Cag/iari (Italy).
Institute of Materials Chemistry and Corrosion, Swiss Federal Institute of Technology, ETH
Honggerberg, CH-8093 Zurich - Switzerland

Introduzione
L'analisi di superficie pennette di ottenere informazi oni sulla composizione, lo stato chimico degli
elementi e lo spessore dei fi lm sottili che si formano sulla superficie dei materiali. Le leghe Sb-Zn
studiate in questo lavoro potrebbero essere utilizzate in altemativa all'o ttone nella produzione di fil i di
acciaio rivestiti per pneumatici radiali [I]. In letteratura sono riponati risuhati su Sb e Zn puri [2, 3),
Ioro composti inorganici [2, 3] e leghe dello zinco [2] mentre non sono riportati risultati per leghe Sb­
Zn. Lo scopo di questo studio era quello di mettere a punto un metodo di analisi di superficie per
determinare la composizione e lo spessore del film superficiale di una serie di leghe S-Zn (5-25%).

Parte sperimentale
L'analisi XPS e stata effettuata con uno spettrometro ESCALAB MK IT (VG Instr .) usando una sorgente
di raggi-X MgKa(1253.6eV) a 20 rnA e15KV. L'abras ione ionica e stata effettuata con un cann one
AG2I (Ar = I0'Pa).
La pressione residua nella camera d'analisi durante l'acquisizione dei dati sperimentali era inferiore a
5x107Pa. Lo strumentoera statocalibrato come riportato in [4]. Oltre alla scansione generale (0-1200
eV) vennero registrate anche le regioni ad aha risoluzione del Cls, O1s-Sb3d, Zn2p, ZnLMM. Per poler
risolvere gli spettri XPS nelle loro componenti furono analizzati i seguenti standard [2]:
- ZnO (Alfa) e Sb,O, (Carlo Erba RPE) in polvere analizzati sotto fora di pasticca montata sul
portacampioni con scotch biadesivo.
-ZnO preparato a part ire da zinco metallico pulito meccanicamente e ossidato all'aria in stufa a 373°K
- Zn: zinco metallico in fog Ii (Alfa) pulito meccanicamente fino ad Iµm ed eroso con ioni Ar' e Sb
antimonio metallico, tagliato dal materiale utilizzato per la fusione delle leghe.

Risultati e Discussione
I risultati dell'analisi XPS sono riassunti in tabella:

L' energia di legame
del segnale Sb3d5/2
e ladifferenzadiener­
gia tra le due compo­
nenti Sb3d5/2 e 3d3/
2dell'antimonio puro
dopo erosione ionica
sono in ottimo accor­
do con la bibliografia
[5], il rapporto tra le
due aree e pari a 1.5

ed e in accordo sia con la bibliografia (3,5,6] sia con le sezioni d'urto teoriche (7). II segnale
dell'antimonio dell'Sb,0, ha mostrato un chemical shift pari a 2.4eV in accordo con uno studio XPS
su ossidi di antimonio [3]. II problema della sovrapposizione dei segnali Sb3d$/2 (530.4 eV) e O1s
(530.9 cV) e stato risolto con un programma di curve fi tting che impone AE = 9.4 eV e il rapporto tra
le aree pari a 1.5. La distinzione tra zinco metallico e ossidato none possibile sulla base de! segnale
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fotoelettronico Zn2p (chemical schift ca. 0.4 eV) pertanto si ricorre ai segnali Auger ZnLMM che
mostrano invece un chemical shift di 3.8 eV [2]. Si e trovata una correlazione lineare tra le aree de!
segnale Zn2pc ZnLMMcon un rapporto pari a 1.70 che permette di calcolare un "fattore di sensibilita
intemo" tra i due segnali.

Leghe SbZn
L'analisi XPS delle leghe SbZn dopo erosione ionica ha messo in evidenza che non c'e ossigeno
discio lto nei campioni. L'energia di legame e il AE dell'Sb3d5/2 rimane costante e uguale a quello
riportato in tabella. L'energia di legame del segnale Zn2p e di quello Auger ZnLMM rimangono
ugualmente costanti per tutte le leghe.
L'analisi XPS dei campioni SbZn puliti meccanicamente mette in evidenza la presenza di Sb e Zn
metallico e ossidato, ii film di ossido e dunque inferiore a 5nm. Le energie di legame rilevate per le
componenti metalliche (Sb e Zn) sono costanti e uguali a quelle trovate su campioni dopo erosione
ionica (vedi tabella). L'energia di legame dell'Sb3d5/2 (0x), 530.4 eV, non varia con la composizione
della lega. Dai dati ottenuti sullo standard e dalla bibliografia si puo identificare lo stato chimico come
Sb(III) [3]. La posizione dcl segnale Ols ottenuto dal curve fitting risulta costante a 530.9±0.2eV,
T'FWHM di ca. 2.4 eVe maggiore di quella ottenuta per ZnO (1.8 eV) e suggerisce la presenza di O°
e OH- nel film forrnato dopo pulitura meccanica. I segnali ZnLMM (ox) delle leghe sono costanti a
987,6±0.2 eV e corrispondono allo Zn(II).
L'analisi quantitativa si basa sulle intensita integrate dei segnali Sb3d e Sb3d, e ZnLMM, •
ZnLMM. La sezione d'urto del ZnLMM e stata calcolata dal valore di Scofield [7] corretto per il
fanore di sensitivita sperimentale di 1.7. La composizione e lo spessore del film viene calcolata con un
modello a tre strati [8], tenendo conto anche della contaminazione. L'analisi quantitativa per i campioni
dopo erosione ionica e in ottimo accordo con la concentrazione di zinco nominale. Peri campioni puliti
meccanicamente si nota un arricchimento di zinco ossidato nel film di ossido, la lega sotto ii film
(interfaccia) e invece depauperata di zinco rispetto alla concentrazione nominale.

Conclusioni
E' stato messo a punto un metodo di analisi qualitativa e quantitativa per le leghe Sb-Zn, che ha risotto
sia i problemi della distinzioneZnen, sia la sovrapposizione dei segnali Sb3d5/2 e Ols. L'analisi
qualitativa mostra che lo stato chimico dell'Sb nel film di ossido e Sb(III), quello dello zinco Zn(II),
e non si ha variazione con la composizione della lega. L'analisi quantitativa dei campioni che sono stati
erosi e in ottimo accordo con la composizione nominale. I campioni puliti meccanicamente mostrano
un arricchimento di Zn(II) nel film di ossido, la lega sotto ii film e depauperata di zinco. Lo zinco viene
ossidato preferenzialmente.

[I) D. Azei, D. De Filippo and A. Rossi, BrevettoCNR (1995)- 00962421004
[2] D.De Filippo, A.Rossi, XI Congresso Nazionale di Chimica Analitica, Chia Laguna (Domus De Maria (Ca))
Settembre 1994.
[3] F.Garbassi, Surface Interface Analysis, 2,165 (1980
[4] M.Seah, Surf.Interf. Anal., 14 488 (1989).
[5] T. Birchall, J.A. Connor and I.H. Hillies, J. Chem. Sot. Dalton Trans., 2003, 1975.
[6] A.F.Orchard and G.Thomton, J. Chem. Sot. Dalton Trans., 1238 (1977).
(7] J.H.Scolield, J. Electron Spectroscopy Reial. Phenom., 8,129 (1976).
[8] D.De Filippo. A.Rossi, B.Elsener, S. Viranen, Surf. lnterf. Anal., 15, 668 (1990).



DETERMINAZI0NE DI TRACCE DI FENOLI NELLE ACQUE MEDIANTE
ACETILAZIONE DIRETTA E DISCHI DI ESTRAZIONE SU FASE SOLIDA

Bao Min-liang, K. Barbieri, D. Burrini, O. GriffineF. Pantani
DipartimentodiSanitaPubblica, EpidemiologiaeChimicaAnaliticaAmbientale, UniversitddiFirenze.
Laboratorio chimico-biologico dell'Acquedotto, Comune di Firenze.

La contaminaz ione delle acque, sia superficiali che del sottosuolo utilizza te per approvvigionamento
idropotabile, da parte di composti fenolici originati da attivita antropiche sta assumendo una sempre
maggiore importanza ai fini della salvaguardia ambientale. Risulta quindi del massimo interesse il
monitoraggio di queste sostanze che, pur in tracce, risullano spesso di elevata tossicita e comunque
conferiscono alle acque spiacevoli odori e sapori . Ai livelli in cui i fenoli si ri trovano nelle acque si
rende necessaria una pre-concentrazione prima dell a determinazione verae propria. L'alta solubilita dei
fenoli in acqua rende difficoltosa una loro estrazione diretta dal mezzo acquoso mediante estrazione
liquido-l iquido (LLE) o su fase solida (SPE) con cartucce di silice C,,oC, e resine XAD . Viene percio
indicata una previa derivatizzazione allo scopo di migliorare l'efficienza della estrazione e ii responso
cromatografico.
Per una estrazione su fase solida di composti organici da varie matrici sono stati di recente introdotti
dischi di estraz ione a membrana consistenti in part icelle di silice alchil-modificate. Le peculiari
caratteristiche di tali dischi Ii rendono preferibili alle usuali cartucce. Nel presente lavoro e stato messo
a punto un metodo adatto alla determinaz ione di routine per 40 fenoli, inclusi anche alogeno- e nitro­
fenoli. II metodo poggia sulla diretta acetilaz ione del fenolo in acqua mediante anidride acetica, la
successiva estrazi one con dischi SPE e la determinaz ione mediante gas cromatografia / spet trometri a
di massa a trappola ionica (GCITD-MS).
Part icolare cura e ri chiesta nella preparaz ione del campione. Operando con adatta workstation e
utilizzando dischi di siliceC,,oC, di47mm, sei campioni di l litrociascuno dei fenoli acetilati possono
essere estratti e concentrati contemporaneamente in un'ora e mezza . I risullati hanno indicato la scarsa
possibilita di ritenzione su dischi C,, mentr e impiegando i dischi C,, si sono ottenu ti recuperi sempre
superiori a 80 % ai livelli da 0, I a I µg/1 di alchil-, alogeno- e nitro-fenoli, con l'unica eccezione del
fenolo, recuperabile solo per circa il 50 %. L'aggiunta di sale alla soluzione acquosa fa aumentare
notevolmente l'efficienza di estrazione, in part icolare per fenolo e nitro-fenoli. In paragone con gli
usuali metodi di estraz ione ( LLE o cartucce SPE ) l'impiego della estrazione su fase solida mediante
dischi C,, comporta una efficienza di estrazi one sicuramente comparabile, ma una abbreviazione del
tempo necessario di ben cinque volte. Utilizzan to la tecnica GC/ITD-MS, sensibile e selettiva anche se
di costo relativamente moderato, i limiti di rivelabilita sono stati ri trovati nel carnpo da 0,5 a5ng/ per ii
fenolo, gli alchil-fenoli e i fenoli alogenati, intomo ai 20 ng/1 per i nitro-fenoli.
II metodo messo a punto e stato sperimentato per analisi di acque potabili, acque superficiali e acque
di scarico. I risultati mostrano che il metodo stesso appare adano peranalisi routinarie di fenoli a livello
di tracce nei vari tipi di acque.
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PARAGONETRA IL METODO GASCROMATOGRAFICO EPA 515.1
MODIFICATO E QUELLO PER CROMATOGRAFIA LIQUIDA

NELL'ANALISI DI PESTICIDI ACIDI IN ACQUA.

A. Berloni, P. Palma e F. Bruner
Centro distudiper la Chimica dell'Ambientee letecnologiestrumentali avanzateclo Istituto diScienze
Chimiche dell'Universita degli studi di Urbino,
Piazza Rinascimento, 6- 61029 Urbino ITALY tel. (0722) 4164 Fax (0722) 2754

La determinazione dei pesticidi clorurati acidi in acqua viene condotta, secondo ii metodo ufficiale
EPA 515.1, per via gas cromatografica utilizzando come modalita di preparazione del campione
l'estrazione liquido-liquido. Le sostanze in esamc, primadi essere iniettate, vengono derivatizzatecon
ii diazometano quale agente metilante, e successivamente analizzate con un rivelatore a cattura di
elcttroni.
L'estrazione liquido-liquido viene sostituita per maggiore praticita e migliore resa di recupero del
campione, in un sempre maggiore numero di casi dall'estrazione liquido-solido (SPE).
In questo lavoro e stata messa a punto una modifica del sistema ufficiale di analisi sostituendo
all'estrazioneliquido-liquido quella solido-liquido, eliminando in tal modo, o quantomeno riducendo,
l'elevato consumo di solvcnti tossici e l'incvitabile perdita di campione dovuta a laboriosi processi di
preconccntrazione. Recentemente, per i pesticidi non volatili, l'analisi GC o GC-MS e stata sostituita
daquella LC (1,2,3)-LC-MS (4,5). In particolare buoni risultati sono stati ottenuti con ii nostro gruppo
in LC-MS utilizzando l'interfaccia "particle beam". E' stata quindi effettuata un'indagine comparativa
tra i risultati ottenuti con ii metodo ufficiale modificato come detto e quelli ottenuti con la stessa
modalitadi preparazionedel campione, utilizzando come sistema cromatografico I'HPLC e I'HPLC­
MS. Dall'analisi dei dati raccolti su campioni di acqua inquinata artificialmente e emerso che,
indipendentemente dal sistemadi analisi impiegato, le percentuali di recupero e le relativedeviazioni
standard sono migliori di quelle ottenute seguendo "in toto"laprocedura ufficiale, con i vantaggi prima
descrini.

I) Di Corcia A.; Marchetti M . Anal . Chem. 1991, 63, 580
2) Mangani F; Crescentini G.; Palma P .; Bruner F. J; Chromat ogr. 1988, 452,
3) Mangani F; Crescentini G.; Bruner F . Anal. Chem . 1981, 53, 1627
4) Cappiello A; Famiglini G.; Bruner F . Anal. Chem. 1994, 66, 1416
5) Cappiello A.; Fami glini G.; Palm a P; Berloni A.; Bruner F. Envirom. Sci. Technol. inpress
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SVILUPPO DI UNA APPARECCHIATURA PER MISURE
DI FLUORESCENZA X IN REGIME DI RIFLESSIONE TOTALE
BASATA SU UN ANODO ROTANTE DI 18KW DI POTENZA.

Mario Berrettoni#, Silvia Zamponi, Silverio Sconocchia*, Roberto Marassi*
# Dipartimento di Matematica e Fisica, Universita di Camerino• Camerino, Italia
*Dipartimento di Scienze Chimiche, Universita di Camerino - Camerino, Italia
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La spettroscopiadi fluorescenzaXin regimedi riflessione totale(TXRF)eunapo1en1e 1ecnicaanalilica
che pennene di determinare simultaneamente la concemrazione di piu elementi al Iivello dei ppb con
una sola esperienza della durata di circa 3000 secondi [I]. La TXRF differisce dalla piu nota
fluorescenza X a dispersione di energia per l'angolo di incidenza del fascia primario sul campione. In
TXRF ii fascio primario colpisce ii campione con un angolo minore dell'angolo critico 8c. Quando un
fotone X colpisce ii campione con un angolo minore di 0c la sua penelrazione nel substrato diventa
infinilesimaequesto causa la totaleassenzadi background nel segnaledi fluorescenza con un notevole
aumento dei limiti di rilevabilita. II segnale di fluorescenza aumenta anche a causa dell'instaurarsi di
una onda stazionaria alla superficie del campione. Questa tecnica si applica a campioni costituiti da
pochi µI di soluzioneo dapochi µg e puo essere utilizzala sui campioni nativi senza alcun trattamento,
come nel caso di acque piovane o, dopo opportune manipolazioni, a tuttauna serie di campioni quali
i pigmemi di vemice di pinure, film sottili depositati su vari substrati, waferdi silicio per l'industria
elenronica, sezioni di materiale biologico.
Noi abbiamo elaborato in collaborazione con
!'Assing e la Foresta! un manipolatore con Ire
gradi di liberta e una risoluzione angolare di
0.05" di arco. Come radiazione ecci1ante sie
usata la Lex, dell'oro generata da un anodo
rotante a 20 kYe IOOmA. La radiazione e stata
monocromatizzatamediante un cristallo piano
di Si(220)montalo su di un cerchio di Rowland
de! diametro di 320 mm. L'affidabilitadel ma-
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curve di un cristallo singolo di Si (Ill). Serro di fluoresceuain disperioedi cargia in regime di riflessione toule

La Fig. I mostra spellri di un campione costiruito da 5 µg di Fee 5 µg di Ni depositati su un substrata
di plexiglass su un area di 0.5 cm'con
un tempo di accumulo di 600s. In Fig.
2emostrata l'areadel picco di fluore­
scenzadel ferro in funzionedell'ango­
lo di incidenza.
L'andamento segue la prevista curva
di efficienza della fluorescenza in re­
gime di riflessione totale. L'ampio in­
lervallo di 8 percui si osservaaumen­
to del segnale edovuto al non perfeno
allineamento rispetto al fascio prima­
rio che incide su pani diversede\ cam-

Ara del pico di nuoresaaaa ace &etr'angoto di sci&ea±aa Pione sempre al di sotto dell'angolo
fscio primario X. critico.

[I) R. Klockenkmper, J. Lnoh, A. Prange, andH, Schwenke, Anni. Chem. 64 115A (1992)
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CABOSSILATI DI ALLUMINIO IN SOLUZIONE ACQUOSA. STUDIO DEL
SISTEMA AL(III)/N-2-IDROSSIETILIMMINODIACETATO/H,O MEDIANTE

TECNICHE POTENZIOMETRICHE E SPETTROSCOPICHE

G. Giorgio Bombi e Andrea Tapparo
Universita degli Studi di Padova Dipartimento di Chimica Inorganica Metallorganica ed Analitica
via Marzolo /, 35131 Padova, tel. 049.82752/9.fax049.8275/6/.

Nel corso dell'ultimo decennio una notevole attivita scientifica si e concentrata sulla biologia
dell'alluminio, con l'obiettivodi studiare i meccanismi cellularie molecolari attraverso iquali ilmetallo
svolge la sua azione tossica. I risultati tin qui ottenuti, seppur importanti, non possono certo essere
considerati soddisfacenti e cioe anche ragionevolmente in relazione al fattoche lo sviluppo di adeguati
modelli tossicologici e strettamente vincolato alla disponibilita di dati termodinamici e cinetici che
consentano di detinire la corretta speciazione dell'alluminio nelle particolari condizioni sperimentali
adottate.
TI nostro gruppo di ricercae da tempo impegnato in questo settore avendo realizzato studi di speciazione
dell'alluminio in soluzioni acquose contenenti leganti di interesse biologico ed ambientale, mediante
l'utilizzo di tecniche spettroscopiche (IR ed NMR) e, piu limitatamente, potenziometriche (I).
II presente lavoro nasce nell'ambito di un progetto di collaborazione con alcuni ricercatori della
University ofEast-Anglia (U.K.) dove studi cristallografici e spettroscopici (2) sul sistema AI(III)/N­
2-idrossietilimminodiacetato/H,O avevano messo in evidenza la presenza in soluzione acquosa,
soprattutto in prossimita della neutralita, di alcune specie significative non prevedibili sulla base dei
dati terrnodinamici disponibili in letteratura (3).
II sistema e stato pertanto studiato potenziometricamente in un intervallo di pH significativamente
ampio (compreso fra 2e9)e adottandodei tempi relativamente lunghi perconsentire ii raggiungimento
delle condizioni di equilibrio dopo ogni aggiunta di titolante (lino a 6 minuti). Cioe stato reso possibile
anche grazie alla messa a punto di un sistema automatico di controllo del titolatore e relativa
acquisizione dei dati potenziometrici.
L'esame dei risultati ha consentito di idenficare la presenza in soluzione (con conseguente determina­
zione della costante di forrnazione) di specie mononucleari a stechiometria 1:1, nonche di ipotizare la
forrnazionedi alcune specie polinucleari, che ben si accordanocon i dati spettroscopici precedentemen­
te acquisiti.

I. B. Corain, A.A. Sheikh-Osman, R. Bertani, A. Tapparo. P.F.Zara and G.G. Bombi. The aqueous solution state ofa­
hydroxocaroxylate complexes ofaluminium! (Jll): an IR and NMRapproach. LifeChem. Rep.. 11 ( 1994) 103-109.
2. P.A. Jordan, NJ. Clayden. S.L. Heath, G.R. Moore, A.K. Powell and A. Tappar o. Defining speciation profile ofAP
complexed with small organic ligands: the AP Heidi system. Coord. Chem. Rev., 151(1996) 00.
3.A. Napoli. AluminumcomplexesofsomeN-substituted iminodiacetic acids.Ann. Chim . (Rome), 74 (1984) 699-703.
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APPLICAZIONI DI COLONNE CAPILLARI DEL TIPO GLOT (GRAPHITE
LAYER OPEN TUBULAR) ALL'ANALISI AMBIENTALE.

F. Bruner, L. Lattanzi, P. Borghesi
Centro di studioper la Chimica dell'Ambiente e le tecnologie strumentali avanzate clo lstituto di
Scienze Chimiche dell'Universitadegli Studi di Urbino, PiazzaRinascimento661029 Urbino ITALY
Tel. (0722) 4164 Fax (0722) 2754
CentroRicerche e SvluppoEnichem Elastomeri Via Baiona 107/IRavenna ITALY

Analisi di acque reflue
Nell'ambito delle tecniche analitiche per i microinquinanti organici, uno dei principali problemi e
costituito dalla possibilita di effettuare analisi gascromatografiche dirette di campioni in matrici
acquose, in part icolare dei composti meno volatili.
L 'impiego di colonne GLOT (Graphite Layer Open Tubular) per gascromatografia, consente di
superare tale problema, in virtu della part icolare natura della fase staz ionaria impiegata, costituita da
carbone grafitato ed idonee quantit di fasi liquide polari . La possibilita di vari are il tipo di carbone e
di fase liquida, che richiede una tecnologia alquanto complessa (I), permctte di ampliare ii loro campo
di applicazione, relativamente al peso molecolarc ed alla polari ta delle sostanze che possono essere
analizzate. Viene riportatal'analisi di acque reflue provenienti da impianti industri ali di uno stabilimen­
to chimico prima del trattamento di depuraz ione, a tale riguardo e statoeseguito uno studio comparativo
di colonne GLOT e colonne capillari tradizionali operanti con fasi liquide, per cio che conceme la
stabilita dei due tipi di colonne in seguito a ripetute iniezioni di campioni acquosi.

Analisi BTX edidrocarburi
Altro importante vantaggio delle colonne GLOT e insito nella tecnica cromatografica gas-l iquido­
solido (GLSC), della quale tali colonne si avvalgono, che consente di ottenere prestaz ioni ottimali in
termini di efficienza e selettivita (2-3); questo e di fondamentale importanza al fine di risolvere
part icolari problemi analitici relativi all a separazione dei componenti di miscele comp Jesse e/o isomeri ,
con tempi di analisi molto rapidi (4).
A dimostraz ione di questo fatto vengono riportate alcune applicaz ioni, come ad esempio l'analisi di una
miscela di solventi polari , la separazioni di idrocarburi e BTX, sostanze che rivestono una part icolare
importanza nel monitoraggio dell'aria negli ambienti di lavoro.

Calonne GLOT in alluminio per analisi di ammine
Un'altra caratteri stica peculiare delle colonne GLOT e di consentire l'eluizione lineare di composti
polari ; a tale scopo e stata efettuata un'analisi di alcune ammine alifatiche. Per questa part icolare
applicazione sono state impiegate colonne capillari (GLOT) in quarzo ricoperto da alluminio, il quale
conferisce una maggiore resistenza meccanica, fattore importante al fine di evitare i danni provocati
dai necessari trattamenti con soluzioni basiche della superfi cie intema delle colonne (5).
Infatti, le tradizionali colonnc capillari in silice fusa ricoperta da polimmide, sottoposte agli stessi
trattamenti, mostrano gravi problemi di fragilita e sono quindi inutilizzabili.

I) F. Bruner, L.Lananzi , .Mangani, M. Attaran Rezai Chmatographia 38, 98 (1994)
2) F. Bruner, P. Ciccioli, G. Crescentini, M. T. Pistolesi Anal. Chem. 45, 1851 (1973)
3) A. Di Corcia, A, Liberti "Advances inChromatography" 14, 305 (1976)
4) L. Lattanzi, M. Attaran Rezai Chromatographia 38. 114 (1994)
5)F. Bruner, L. Lattanzi, M. Attaran Rezai Chromatographia (in corso di starnpa)
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VALUTAZIONE COMPARATIVA DI TENAX E CARBONE GRAFITATO
PER IL CAMPIONAMENTO DI SOSTANZE ORGANICHE VOLATILI

IN AMBIENTI DI LAVORO.

F. Bruner, A. R. Mastrogiacomo, E. Pierini, L. Sampaolo.
Centro di studio per la Chimica dell' Ambiente e le tecnologie strumentali avanzate clo Istituto di
Scienze Chimiche della Universita degli Studi di Urbino
Piazza Rinascimento, 6 - 61029 Urbino Tel. (0722) 4164 - Fax (0722) 2754

Lo scopo del lavoroe quellodi valutare le prestazioni di alcuni tipi di adsorbenti basati suneri di carbone
grafitato (I) e polimeri porosi del 2,6 difenil-p-fenilene ossido (2) utilizzati nel campionamento di
sostanze organiche volatili presenti negli ambienti di lavoro (3).
Questa ricerca e stata svolta nel quadro di una collaborazione (interlaborating comparison) fra 12
laboratori europei nel quadrodi programmi di ricerca CEE.
La valutazione e stata effettuata su una lista di 12 composti rappresentativi delle principali classi di
sostanze organiche.
Gli adsorbenti esaminati sono stati: Tenax TA, Tenax GR e tra i carboni grafitati il Carbopack B, il
Carbotrape ii Carbograph. Lavalutazione e stata condotta esaminando ii break-through volume (BTV)
di ciascun composto perogni adsorbente, calcolato sia con il metodoGC che con ii metododiretto (4-6).
Ne! metodo GC ii BTV statodetenninato come volume di ritenzione dei vari composti utilizzando
una colonna in vetro, Imx2mm i.d. o 12 cm x 2 mm i.d. per i composti piu pesanti, impaccata con
I'adsorbente.
ll BTVe statomisuratoanche con iimetododiretto, facendopassare un' atmosfera standarddi composti
organici, ottenuta mediante tubi di penneazione (5), attraverso un tubodi vetro metallo ( 12cm x2mm
i.d.) contenente I'adsorbente e monitorando l'effluente con un FID.
Sono stati inoltre valutati i recuperi per desorbimento tennico ottenuti utilizzando ii desorbitore
Thermal Tube Desorber 890 (prodotto da Dynatherm Analytical Instruments, Inc. per Supelco Inc.,
Bellefonte, Pa) collegato con ii gas cromatografo. Sia ii Tenax che il Carbone grafitato si sono
dimostrati inadeguati per quel che riguarda ii recupero dei composti piu leggeri.
Allo scopodi ottenere una trappola valida per campionare contemporaneamente sostanze organiche di
diversa volatilita e polarita si e testata una trappola multistrato contenente Tenax TA, Carbopack B e
Carbograph 5. Quest'ultimo e un carbone grafitato con una superficie molto elevata (circa 560m'/g),
attualmente oggetto di studio nel nostro Iaboratorio. Le sue caratteristiche sono discusse in un'altra
comunicazione presentata dal nostrogruppodi ricerca a questocongresso. I risultati sperimentali hanno
dimostrato la validita e I' efficienza di tale trappola rispetto ai singoli adsorbenti con recuperi intomo
al 100% e DSR del 2-3%, allargando cosl la possibilita di adsorbire un numero piu elevatodi sostanze
di differente struttura chimica e pesomolecolare.

I) F. Bruner in:Theoretical Advancement in Chromatography andRelated SeparationTechniques, eds. F. Dondi and
Guiochon ASI-C 383 (p.369-395)
2) B. Versino,M. de Groot and F. Gliss: Repon of the COST Project 64 B, European Community, Brussels, 1975
3)F. Bruner, F.Mangani, A.R. Mastrogiacomo, E.Pierini, L.Sampaolo. XI Congrcsso nazionale di Chimica Analitica
Cagliani , 12-16 settembre, 1994
4)P. Ciccioli, G. Bertoni, E. Brancaleoni, R. Frararcangeli and F. Bruner, J. Chromatogr., 126, 757, (1976)
5) G. Benoni, F. Bruner. A. Liberti and C. Perrino: J. Chromatogr., 203, 263, (1981
6) R H. Brown andC. J. Pumell, J. Chromatogr., 178, 79, (1979)
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VALUTAZIONE DI UN NUOVO TIPO DI NERO DI CARBONE GRAFLTATO
PER IL CAMPIONAMENTO DI COMPOST! ORGANIC! BASSO-BOLLENTI.

F. Bruner, A. R. Mastrogiacomo.
Centro di studio per la Chimica dell'Ambiente e le tecnologie strumentali avanzate clo /stituto di
Scienze Chimiche dell'Universita degli Studi di Urbino
Piazza Rinascimento, 6 6/029 Urbino - Tel. (0722) 4164 - Fax (0722) 2754

Un nuovo tipo di nero di carbone grafitato (560 m?/g) chiamato "Carbograph 5" e stato testato.
La capacitadapartedi questo carbonedi trattenerecomposti di diversavolatilitaepolarita, ci fapensare
che potrebbe sostituire con maggiori vantaggi i materiali usati finora per questo scopo come il
Carbosievee ii Carboneattivo. Quest'ultimo in particolarehaun alto potereadsorbenteeil desorbimento
vieneeffettualo mediante diba11imen10 del carboneattivo con un adatto solventeche, nellamaggioran­
za dei casi, e il solfuro di carbonio. Tale metodo presenta il vantaggio di poter ripetere l'analisi dello
stesso campionepiu volte. Essapresenlapero alcuni inconvenicnli dovuti siaallanatura dell'adsorbente
che al metodo di estrazione. Infatti le soslanze molto volatili come ii cloruro di vinile monomero,
vengono coperte dal solvente su quasi tulle le colonne cromatografiche. lnoltre le sostanze volatili
possono evaporare durante ii processo di estrazione, mentre altre possono essere cosi fortemente
adsorbite da non essereestratte dal solvente.(I)
L'impiego invece del "Carbograph 5", che e un nero di carbone grafitato, permette il rilascio delle
sostanze adsorbite usando la recnica del desorbimento termico che, per l'assenza nel cromatogramma
de] fronte de! solvente, consente di visualizzare una piu vasta gamma di sostanze.
Dali sperimenlali hanno dimostrato chenon si verificadecomposizioneperii cloruro di vinileeperaltri
composti organici volatili.
L' acqua e poco 1ra11enu1a e non influenza i tempi di ritenzione di una miscela iniettata prima e dopa
di essa in una colonna impaccala con "Carbograph 5".
La valutaizionediquesto adsorbentestataeffettuatamediantemisure di BTV(break-through volume)
calcolato con metodo diretto e indiretto (2-4) e desorbimento termico espresso in percentuale di
recupero usando una trappola di vetro ( I !cm x 3mm i.d., 6 e.d.) contenente 300 mg di carbone.
Campionando, inohre, con questo adsorbente una miscela contenente sostanze basso e alto bollenti si
e visto che, nonostante la grande area superficiale non ci sono adsorbimenti irreversibili, perchtutti
i componenti della miscela sono stati rilasciati dopa ii desorbimento termico.

I) F.Bruner, G.Benoni and A.Brachetti Comunicazione presentata all a "Giomata di slUdio sugli inquinarnenti
atrnosferici" Padova 17 Aprile 1978. Alli Convegno, Ed. Fiera di Padova, Sett. 1978, pp.83-96
2) P. Ciccioli, G. Benoni, E. Brancalconi, R. Fratarcangeli and F. Bruner, J. Chromatogr., 126, 757, (1976)
3) G. Beroni, F. Bruner, A. Libeni and C. Perrino; J. Chromatogr., 203, 263, (1981)
4) R.H. Brown and C. J. Purnell, J. Chromaiogr.,178, 79, (1979)
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UNA SEMPLICE METODOLOGIA DI CAMPIONAMENTO E ANALISI DI
CFC NELL'ATMOSFERA DI ZONE REMOTE. DATI RECENTI RELATIVI A

CAMPION! PROVENIENTI DA BAIA TERRA NOVA (ANTARTIDE).

F. Bruner, M.Maione e F.Mangani
Centro di Studio per la Chimica dell'Ambientee le Tecnologie Strumentali Avanzate presso l'Istituto
di Scienze Chimichedell'Universita degli Studi di Urbino Piazza Rinascimento 6, 61029 Urbino

Vengono presentatii dati relativi alla concentrazione atmosferica di alcuni idrocarburi clorurat i a basso
peso molecolare (C, - C,). di origine esclusivamente antropica, in campioni di aria prelevati in
Antart ide. I campioni sono stati prelevati utilizzando canisterdi acciaio inossidabile ed analizzati in gas
cromatografia con rivelazione a cattura di elettroni. La grande sensibilita di questo tipo di rivelatore nei
riguardi dei composti alogenati consente di poter effettuare un'analisi quantitativa dei composti di
interesse, anche se presenti a livelli di concentrazione nell'ordine delle ppt, iniettando piccoli volumi
di aria direttamente in colonna, senza ricorrere a nessuna tecnica di preconcentraz ione.
Tali dati vengono ino ltre confrontati con quelli ottenuti nelle precedenti campagne antart iche (1-5)
L'importanza di questi dati e in relaz ione al duplice ruolo rivestito da tali composti in problematiche
di contaminaz ione ambientale globale.

I. G. Crescent ini, M. Maione and F. Bruner, Ann . Chim. (Rome), 81, 491-501 (1991)
2. G. Crescent ini, M. Maione, F. Mangani, E. Sisti and F. Bruner, Italian Research on Antarctic Atmosphere (3rd
Workshop Pornno, October 1990, Conference Proceedings, M. Colacino, G. Giovannell i and L. Stefanutti, Eds .•
Bologna. Italy 1992) pp 91-98.
3. G. Crescentini, M. Maione and F. Bruner, Italian Resean:h on Antarctic Atmosphere, (4th Workshop Porano,
October 1991. Conference Proceedings. M. Colacino, G. Giovannelli and L. Stefanutti , Eds.• Bologna, Italy 1992,pp
205-213.
4. F. Bruner, G. Crescentini M. Maione and F. Mangani, Intern. J. Environ. Anal. Chem., 55, 311-318 (1994).
5. F.Bruner, M. Maione and F. Mangani, Intem. J. Environ. Anal. Chem. in press.
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ELABORAZIONE DI UN MODELLO DI RITENZIONE PER ANALITI
A DIVERSA CARICA IN CROMATOGRAFIA DI INTERAZIONE IONICA

Maria Concetta Bruzzoniti, Edoardo Mentasti, Giovanni Sacchero, Corrado Sarzanini
Universita di Torino, Dipartimento di Chimica Analitica via P. Giuria 5,10125 Torino.
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Le teorie in grado di descrivere quantirativamenre il comportamento cromatografico degli analiti in
cromatografia ad interazione ionica includono approcci tennodinamici [ 1,2] e stechiomerrici [3,4]. I due
metodi in realta non sono in contrasto fra loro, in quanto i modelli stechiometrici, basati su equilibri di
adsorbimento e di scambio ionico, utilizzano costanti di equilibrio che rappresentano e includono
parametri termodinamici quali energia libera di adsorbimento delle molecole sulla fase stazionaria e ii
potenziale elettrostatico di supeficie. In questo lavoro e stato elaborato un modello leorico per l'interpre­
tazione del comportamento cromatografico di analiti a diversa carica in cromarografia ad inlerazione
ionica. I I modello e stato derivato considerando ii meccanismo di ritenzione come risulrato di diversi

equilibri (di adsorbimento e di scambio ionico), utilizzando la
definizione di capacita della colonna [4] e tenendo conto della
possibile formazione, in fase stazionaria, di coppie ioniche cari­
che e neutre. L'equazione sviluppata presenta validita generale
nell'applicazione e nella previsione del comportamento
cromatografico di analiti a carica diversa (0, +1, -2, -1). Tale
equazione descrive l'effetto delle concentrazioni del reagente di
interazione ionica, del controione e del modificanre organico in
fasemobile sui fanori di capacita (k'). II modello di ritenzione. gia
applicato al comportamento cromatografico di complessi (acari­
ca -I e -2) di ioni metallici con leganti azosolfonati [], e stato
esteso alla descrizionee alla previsionedei dati cromatografici di
diverse classi di analiti: composti anionici inorganici (ione nitra­
to), organici (acidi benzene4-roluensolfonico, 1-naftalensolfonico,
2-naftalensolfonico, 1,3-benzendisolfonico e 1,5-naflalen­
disolfonico), neutri (benzeneenaftalene)ecationici (ione benzil­
dimetil-esadecilammonio). L'equazioneproposta e stata applica­
ta ad un set di dati sperimentali (sono stale srudiate 23 diverse
composizioni di eluente perciascun analita) ottenuti in seguito a
separazione, su colonnaottilicaabase silicea, urilizzando unafase
mobile contenentecetiltrimetilammonio cloruro (CTACI) come

reagentedi interazioneionica, cloruro(daNaCl)comeconrroioneemetanolo comemodificanreorganico.
Il disegno di esperimenti e stato programmato in modo da descrivere ii comportamenro cromarografico
delle specie considerate inuno spazio multidimensionale (k' versus concentrazioni di CTACI, CH,OH e
NaCl). Le costanti di adsorbimento e di scambio ionico sono state calcolate, mediante calcolatore,
utilizzando un metodo di regressione non lineare. L'errore media tra i valori di k' sperimentalie calcolati
applicando l'equazione propostae del 13%; tale valore, confronlato con l'errore sperimentale (circa 5%),
conferma l'applicabilita e la generalita dell'equazione sviluppata.

(l] J. Stahlberg J. Chromatogr., 356 (1986) 231
12] J. Stahlberg, A. Furangen Chromatographia, 24 (1987) 783.
(31z. lskandarani, D. J. Pietrzyk, Anal. Chem., 54 (1982) 1065.
14) Q. Xianren, W. Baeyens, J. Chromatogr., 456 (1988) 267.
1510. Abollino, M. C. Bruzzoniti, E. Mentasti, G. Sacchero, C. Sarzanini, Atti del Convegno HPLC '95, Inn sbruck,
Austria, 28 Mnggio-2 Giugno 1995, p. 267 (1).
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ELETTROFORESI IN AMBENTE STABILIZZATO
PER LO STUDIO DI METALLI IN MATRICI SOLIDE

L. Campanella, C. Maggi, B.M. Petronio, A. Pupella
Dipartimeno di Chimica, Universita di Roma "La Sapienza"piazzale Aldo Moro 5, 00185Roma

L'attenzione che si concentra sui metalli ed i loro composti, per gli effetti che il loro smaltimento
produce sull' ambiente, e in continuo aumento anche in relazione al fatto che tali composti sono sempre
pi presenti nei processi industriali.
I problemi derivanti dalla presenza di metalli pesanti nell' ambiente sono sostanzialmente due: I'
accumulo di composti tossici nei biosistemi ambientali ed il pericolo che da questi essi possano
trasferirsi nella catena alimentare, I processi di trasporto e trasferimento possono avvenire con
meccanismi diversi ed in entitdifferente a scconda della speciazione chimica dei metalli che riveste,
quindi, un ruolo di fondamentale importanza per qualsiasi tipo di valutazione.
I metodi classici di studio per la valutazione della speciazione dei metalli si basano su comportamenti
selettivi chimico-fisici (elettroattivita, processi di membrana, solubilita).
In questo lavoro viene proposto un metodo altemativo da applicarsi a matrici solide (fanghi, terreni,
sedimenti), basato sull' elettroforesi in ambiente stabilizzato, che utilizza come supporto inerte ii
campione stesso e che consente di identificare le varie forme presenti sulla base della carica e delta
mobilita elettroforetica, senza turbare lo stato del sistema in esame.
Ad una carota di campione, imbibita con un elettrolita inerte (KNO,), viene applicato un campo
elettrico, dopo processoelettroforetico, la carota viene frazionata in diverse zone(anodiche-catodiche).
La quantita di metallo presente in ciascuna di esse e determinata mediante assorbimento atomico.
L' incremento o il decremento delle varie zone, confrontato con un campione al quale non e stato
applicato ii campo elettrico, permette di ottenere informazioni sulla natura della carica delle specie
mobili che predominano e sulla mobilita del metallo stesso.
In base alle variazioni di pH che si verificano lungo la carota di carnpione si possono ottenere
informazioni relative alla capacita tamponante del sistema in esame e all' effetto del pH sulla mobilita
dei metalli.
Inoltre, caricando la carota prima de) processo elettroforetico con una soluzione di metallo libero, e
possibile studiare ii ruolo che la matrice ha nei confronti di metalli provenienti da ambienti inquinati.
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NUOVO METODO PER LA DETERMINAZIONE DELL'ATTIVITA'
ENZIMATICA DELL'ARGININOSUCCINATO LIASI MEDIANTE HPLC

S. Canepari, V. Carunchio, A.M. Gire/Ii eA. Messina
Dipartimento di Chimica, Universitd di Roma "La Sapienza", P.le A. Moro 5 -00185 Roma

L'argininosuccinato liasi (ASAL) e l'enzima che catalizza la scissione dell'L-argininosuccinato in
L-arginina e fumarato.
La misura della sua attivita rappresenta un ind ice altamente significativo nella diagnostica di alcune
malattie epatocellulari ed e di gran lunga piu specifico di altri param etri.(I) Attualmente pero, la
limitata affidabilita dei metodi analitici noti (2,3) non facilita ii ricorso verso la richiesta di tale analisi
nella fase della costruzione della diagnosi. Rappresenta quindi un significativo progresso la realizza­
zione di un nuovo metodo HPLC per la determinazione dell'attivita enzimatica dell'ASAL nel siero,
che oltre ad essere affi dabile, risponda anche a caratteristiche di semplicita nella fase applicativa.
II metodo proposto mediante HPLC si basa sulla determinazi one diretta di uno dei due prodotti della
reazione enzimatica, ii fumarato, consentendocosi di evitare procedimenti lunghi edelaborati, ol tre che
pennettere di individuare evenruali errori dovuti a reaz ioni secondarie. II metodo risulta essere dotato
di elevata precisione (RSD =2% a20U/L, RSD = 4% a I U/L), ede caratterizzato da elevata sensibilita
tanto da permettere la determinazione delle variazi oni di concentrazione di substra ta e/o di prodotto
dell'ordine di picomoli.
II confronto tra ii metodo HPLC e quello spet trofotometrico (3) veri ficato su campioni di siero mette
in evidenza i vantaggi de! primo ai fini del significato diagnostico, in quanto ii metodo proposto,
consentendo di stimare modeste variazioni dell'attivita dell'ASAL, puo segnalare anche casi di lievi
patologie. Un uheriore vantaggio derivante dell'impiego della HPLC e quello di poler seguire le
concentraz ioni del substrata e dei prodotti presenti nella miscela, mettendo cosl in evidenza eventuali
reazioni secondarie o comportamento anomali. Tale prerogativa ha tra l'altro consentito di ottenere la
standardizzaz ione della soluzione di ASA, altrimenti non possibile con i metodi convenzionali.

I) Takaoka K., Nat elson S., Amer.J. Clin. P ath0l. 47, 693 (1967)
2) Campanin i R.Z., Tapia R.A., Samat W ., Natel son S .. Clin. Chem. , I6, 44 ( 1970
3) Havir E.A ., Tamir H., Ratner S., Wamer R.C., I. Biol. Chem., 240 3079 (1965)
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IMPIEGO DELLA TECNICA HPLC-MS CON INTERFACCE PARTICLE
BEAM ED IONSPRAY NELL'ANALISI DI FOSFOLIPIDI

M. Careri, M. Dieci, A. Mangia, P. Manini, A. Raffaelli
Diportimento di Chimica Generale ed Inorganica, Chimica Analitica, Chimica Fisica.
Universita di Parma - Viale delle Scienze, 43100 Parma

Centro di Studio del CNR per leMacromolecole Stereordinate ed Otticamente Attive,
Via Risorgimento 35, 56126 Pisa

I fosfolipidi sono miscele complesse di diverse specie molecolari ; essi infatti presentano differenti
composizioni dei gruppi polari e delle catene di acidi grassi, il cui grado di insaturazione e uno dei
parametri determinanti delle proprieta fisiche delle membrane biologiche.
La separaz ione delle specie molecolari di fosfolipidi e generalmente ottenuta in HPLC in fase inversa
operando con un meccanismo di ri tenzione solvofobica ( l) mentre per la separaz ione di classi di queste
sostanze sono stati proposti metodi HPLC in fase diretta (2,3). Perquanto riguarda la rivelaz ione, quell a
spettrofotometricaUY presenta limitaz ioni legate alla scelta della fase mobile, a causa dell'assorbimen­
to di queste specie a basse lunghezze d'onda con bassi valori di coefficiente di estinzione molare. Un
sistema altemativo e rappresentato dal rivelatore light-scattering, che consente l'analisi di µg di
fosfolipidi [3,4].
Sono state d'altra pare dimostrate le potenzialitdella spettrometria di massa nel fomire inforrnaz ioni
struttural i utili per la caratterizzaz ione dei fosfolipidi , utilizzando in part icolare ii FAB come sistema
di ionizzaz ione (5,6]. lnoltre le teeniche combinate LC-MS con sistemi di interfacciamento therrnospray
(7,8) edelec trospray (9, 10] pennettonodi analizzare opportunamenteeffluenti LCsenzaderivatizzazione;
gli esempi riportati riguardano prevalentemente applicaz ioni in ambito biologico.
Scopo del presente lavoro e quello di valutare l'applicabilita delle tecniche part icle beam (PB) LC-MS
ed ionspray (ISP) LC-MS per l'analisi di fosfolipidi; questi sistemi sono stati quindi impiegati per
caratterizzare dal punto di vista strutturale le singole specie presenti ed ottenere ulteriori inforrnaz ioni
su matrici alimentari , quali la soia e derivati di soia
Sono stati considerati la fosfatidilcolina, la fosfatidiletanolamina e il fosfatidilino sitolo; la separazione
di queste classi e stata ottenuta in fase diretta, applicando un procedimento IUPAC [2] che prevede
l'utilizzo di una colonna di silice e la seguente fase mobile: n-esano-2-propanolo-tampone acetato di
ammonia 0.2 M, pH 4.2 (47:47:6).
Per quanto riguarda ii sistema PB LC-MS, si e operato in ionizzazione chimica registrando ii segnale
degli ioni positivi (PICI) e degli ioni negativi (NICI) nell'intervallo 130-900u; il flusso cromatografico
e stato mantenuto a 0.8 ml/min.
Negli spettri di massa di ioni positivi dei fosfolipidi analizza ti sono visibili, anche se con scarse
abbondanze, gli ioni molecolari ; piu intensi risultano invece i segnali dei numerosi frammenti
attribuibili alla rottura del legame fosfato-glicerolo ed al distacco degli acidi grassi esterificati nelle
posizioni I e 2 del glicerolo. Negli spettri NICI mancano invece le informaz ioni relative agli ioni
molecolari .
Sebbene la tecnica PB LC-MS non sia risultata molto sensibile nel caso dei fosfolipidi, le elevate
quantita di questi, presenti nei campioni esaminati (lecitine, semi, granulato, farina, fibra, latte e
formaggio di soia) hanno permesso ugualmente la caratterizzaz ione dei derivati della soia
Ilsistema ISP LC-MS sie rivelato invece part icolannente adatto per la rivelazione e lacaratterizzazione
dei fosfolipidi. Gli spettri dimassa, ottenuti registrando il segnale degli ioni positivi nell'intervallo 500-
1000 u, mostrano intensi segnali dovuti agli ioni molecolari protonati, mentre sono praticamente assen ti
ioni di frarnmentaz ione. Si e operato con un flusso cromatografico di 1.0 ml/min con un rapporto di
splittaggio di I :30. Informaz ioni stru tturali sono state ottenutemediante esperimenti MS/MS. In queste
condizioni di elevata sensibilita e specifi cita e stato possibile rivelare una quantita pari a 40 pg di
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fosfatidilcolina. Dal momento che la tecnica ionspray prevede una ionizzazione in fase liquida con
desorbimento di ioni preformati, la risposta piu intensa e s1a1a osservala per la fosfatidilcolina, che e
gill presente in forma ionica; il fosfatidilinositolo, al contrario, presentando gruppi difficilmente
ionizzabili, e scarsamente rivelabile con questa tecnica.
L'analisi dei campioni ha inoltre perrncsso di ottenere l'identificazione di un altro fosfolipide, la
fosfatidilserina (PS), presente nella lecitina e nei semi di soia.
Nella seguente figurae mostrato un confronto tra i cromatogrammi ottenuti con i sistemi PB LC-MS
(a) ed ISP LC-MS (b) per un estratto di un campione di lecitina di soia; sono riportati i relativi spettri
di massa nel caso della fosfatidilcolina.
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[I] A. Cantafora, M. Cardelli and R. Masella J. Chromatogr., 507 (1990) 339.
[2] J.L. Beare-Rogers, A. Bonekamp-Nasner and A.Dieffenbacher, Pure & Appl. Chem.,64 (1992) 447,
(3] M.F. Caboni, S. Menotta and G. Lercker.. Chromatogr. A, 683 (1994) 59.
(4)P. Van der Meeren, J. Vanderdeelen, G. Huyghebaet and L. Baen, Chroma1ographia. 34 (1992) 557,
[5] M.J. Cole and C.G. Enke, Anal. Chem., 63 (1991) 1032.
[6] K.A. Kayganich and R.C. Murphy, Anal. Chem., 64 (0992) 2965.
(71 H.-Y. Kim and N. Salem, Jr., Anal. Chem., 58 (1986) 9.
[8] H.-Y. Kim and N. Salem, Jr., Anal. Chem., 59 (I987) 722.
[9] H.-Y. Kim, T.-C. L. Wang and Y.-C.Ma, Anal. Chem., 66 (1994) 3977.
[ 10] P.B.W. Smith, A.P. Snyder and C.S. Harden., Anal. Chem., 67 (1995) 1824.



IMPIEGO DI SISTEMI DI IONIZZAZIONE IN FASE LIQUIDA E GASSOSA
NELL'ANALISI DI VITAMINE IDROSOLUBILI MEDIANTE HPLC-MS

M. Careri, R. Cilloni, A. Mangia, P. Manini, A. Raffaelli
Dipartimento diChimica Generale ed Inorganica. Chimica Analitica. Climica Fisica.

Universita di Parma - Viale delle Scienze 43100 Panna
Centro di Studio del CNR per leMacromolecole Stereordinate ed Oicamente Attive

Via Risorgimeno 35, 56126 Pisa

Al fine di verificare le possibi lita di impiego di diversi sistemi di ionizzazione nell' ottenimento degli
spettri di massa di eluati cromatografici, e stata presa in esame la classe delle vitamine idrosolubili;
queste sostanze presentano gruppi funzionali che conferiscono differenti caratteristiche di polarita.
Sono stati considerati sia sistemi di ionizzaz ione che operano in fase gassosa (part icle beam ed APCI),
sia direttamente sulla fase liquida (ionspray), in diverse cond izioni sperimentali. In uno studio
precedente, la tecnica part icle beam LC-MS e stata applicata con eccellenti risultati all' analisi delle
vitamine liposolubili [I].
Lo studio e stato effettuato sui seguenti composti: vitamina BI (tiamina), vitamina B2 (riboflavina),
vitamine del gruppo B6 (piridossina, piridossale, piridossamina), vitamina PP (nicotinamide, acido
nicotinico), vitamina C (acidi ascorbico e deidroascorbico), biotina, acido pantotenico. I metodi
sviluppati sono stati inol tre utilizzati per I' analisi delle vitamine in prodotti alimentari ; i risultati sono
stati confrontati con quelli ottenuti utilizzando i rivelatori spettrofotometrici convenzionali.
In una fase preliminare, e stato messo a punto un metodo di separazione cromatografica delle vitamine
idrosolubili, tenendo conto delle esigenze richieste dall' impiego della spettrometria di massa come
sistema di rivelazione; none infatti possibile utilizzare nella fase mobile reagenti per la cromatografia
di coppie ioniche, frequentemente impiegata per la separazione di questa classe di sostanze [2-4). L'
analisi cromatografica e stata effettuata operando in fase inversa con colonna narrow-bore Ultracarb
ODS-5 (250x 2.0 mm, 5m) ed eluizione in gradiente con una miscela metanolo/tampone forrn iato
d'ammonio 0.02 M,pH 3.7,ad un flusso di 0.15 ml /min; e stata impiegata la rivelazione UVa lunghezza
d' onda variabile.
Utilizzando ii sistema part icle beam LC-MS, la separazione e stata effettuata in ionizzazione chimica
con acquisizione della corrente ionica totale degli ioni positivi (PICI) e negativi (NICI). Sono stati
variati sia parametri dell' interfaccia PB che la temperatura della sorgente ionica dello spettrometro di
massa; quest' ultimo parametro sie dimostrato critico ai fini dell'ottenimento di spettri dimassa di buona
qualita sia EI che CI; in tulle le condizioni di ionizzazione, sono stati ottenuti spettri di massa senza
decomposizione delle sostanze alla temperatura di 200°C. La vitamina B2 non e risultata rivelabile
mediantc questo sistema, a causa della sua elevata polari ta, mentre per I' acido pantotenico e l'acido
deidroascorbico, che viceversa presentano problemi nella rivelazione spettrofotometrica, sono stati
ottenuti segnali di elevata intensita. E' stata inoltre osservata una marcata differenza nella risposta
specifica delle sostanze nei due diversi modi di acquisizione del segnale.
Dopo aver valutato le possibilita di impiego del sistema PB LC-MS ulilizzando diversi modi di
acquisizione in fase gassosa per I' analisi delle vitamine idrosolubili, e stato studiato ii comportamento
delle medesime sostanze utilizzando una tecnica di ionizzazione in fase liquida API quale la ionspray.
A seconda dei gruppi funzionali presenti nelle molecole dei composi in esame, si e operato registrando
iJ segnale degli ioni positivi (Pl) o negativi (NI). Come atteso, a causa del carattere "soft" della
ionizzazione a pressione atmosferica, glispettri ISP presentano scarsa frarnmentazione, ma consentono
di evidenziare in ogni caso gli ioni quasi-molecolari degli analiti.
Poiche queste sostanze hanno pesi molecolari relativamente bassi, e stata verificata la possibilita di
applicazione della ionizzazione APCI. E' noto infatti come sistemi APCI risultino piu idonei per
analizzare composti a basso peso molecolare rispetto a sistemi di tipo electrospray/ionspray [5]. In
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generale gli spettri APCI ottenuti per le vitamine sono risultati confrontabili con quelli ISP per quanto
riguarda le informazioni strutturali; le abbondanze degli ioni quasi-molecolari sono comunque
superiori negli spettri APCI rispetto a quellc degli spettri ionspray. La tecnica APCI e inoltre risultata
applicabile all' acido deidroascorbico con buoni risultati in termini di qualita spettrale, mentre questa
sostanza non e risultata rivelabile in condizioni ionspray. Al fine di ottenere ulteriori informazioni
strutturali, e stata applicata la tecnica MS-MS nella modalita Daughter Ion; la frammentazione che si
ottiene mediante impiego di un triplo quadrupolo e altamente specifica e consente di discriminare per
via spettrale anche composti con struttura e peso molecolare molto simili. E' in tal senso intcressante
ii caso dei tre vitameri della vitamina B6, le cui massc molecolari differiscono di I u I' una dall' altra.
In figura e riportato un confronto fra gli spettri APCI-MS (a) ed APCI-MS-MS (b) nel caso del
piridossale.
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E' stata infine impiegata la tecnica MRM (multiple reaction monitoring), registrando per ciascuna
vitamina ii segnale di un "daughter ion" significativo e del "parent ion" corrispondente allo ione
molecolare protonato. L' elevata selettivita fomita dagli spettri MS-MS e stata vantaggiosamente
sfruttata per una analisi rapida di una miscela di analiti senza che sia richesta la separazione
cromatografica.

[I) M. Careri , M.T. Lugari , A. Mangia, P. Manini, S. Spagnoli, Fresenius, J. Anal. Chem. , 351(1995) 768.
(2) G.W. Chase, W.O. Landen Jr ., A.-G.M. Soliman, R.R. Eitenmi ller, J. Assoc. Off. Anal. Chem. Int., 76 (1993) 1276.
(3) E. Bara, E. Dworschak, J. Cllromatogr. A, 668 (1994) 359.
(4) M.C. Gennaro, P.L. Berolo, M.A. Baldo, S. Daniele, G.A. Mazzocchin, J. Liq.Chromatogr. , 14( 1991) 115.
(5)J. Slobodnik, B.L.M . van Baar , U.A.Th. Brinkman, J. Chromatogr. A, 703 (1995) 81.



ANALYSIS OF DRUGS IN HUMAN PLASMA BY GH-PERFORMANCE
LIQUID CHROMATOGRAPHY: A COMPARISON OF DISC

TO CARTRIDGE SOLID-PHASE EXTRACTION

Giuseppe Carlucci, Pietro Mazzeo
Dipartimemo di Chimica, Ingegneria Chimica eMateriali
Universita dell'Aquila - Via Vetoio - 67010 Coppito -L Aquila

Conventional techniques used in therapeutic drugs monitoring involve the concentration of solutions
ofdrugs isolated as extracts ofblood orurine; this, however, can compromise the stability ofthe analyte.
These procedures are commonly used to enhance analtical sensitivity or to remove a solvent
incompatible with the subsequent instrumental analysis. The usual approach with dilute drug solutions
obtained from liquid-liquid or solid-phase extractions is to evaporate the solvent under vacuum or a
stream of nitrogen, with or without heating. The drug residue is then solubilized with an appropriate
solvent and an aliquot is submitted to instrumental analysis. In this work, we present an alternative to
solvent evaporatio based on the use of solid-phase extraction microcolumns (SPEC) to provide a
concentrated drug extract. SPEC microcolumns are unique solid-phase extraction devices consisting
of glass fiber discs embedded with bonded silica. We report the extraction of two drugs, namely
epirubicin ( 1 ), an anthracycline with antitumoractivity, and tenoxicam (2), an antiinflammatory agent,
from human plasma, using SPEC discs and SPE cartridges.

(1)

0 0

».Y,
HO HN

0
(2)

The extraction process and the comparison of the HPLC assays are described.
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ENZYMATIC DETERMINATION OF GLUTATHIONE
USING ELECTROCHEMICAL SENSOR BASED ON COBALT

PHTHALOCYANINE SCREEN-PRITED ELECTRODES.

M-A. Carsol. I. Pouliquen-Sonaglia, G. Lesgards
Facule des Sciences et Techniques d'Aix-Marseille III, Avenue Escadrille Normandie Niemen,
l3397Marseille.
M. Mascini
Universita degIiStudidiFirenzeDipartimento di Sanitd PubblicaEpidemiologica eChimicaAnalitica
Ambientale Sez: Chimica Ana/itica Via G. Capponi, 9, 50/21 Firenze.

Glutathione (GSH)hasbeen determined with an electrochemical sensor. Wecompared different types
ofelectrodematerial (screen-printed graphite, graphiteepoxy resine)modified and thebest results for
analytical determination showed were obtained with cobalt phthalocyanine screen-printed graphite at
a potential of0,20 V vs ECS.
The analytical determination of GSH allowed to follow the oxidation of it by a peroxide (tertio
butylhydroperoxideorhydrogen peroxide)catalysed by theenzymeglutathione peroxidase (GSH-Px)
in solution, according to:

GSH-Px
2 GSH + peroxide -------------> GSSG + H,O

Calibration curves ofstandard solutions, in therangeofconcentration from 1,24x 10'M to 5,5x 10·3 M
using 0,05 M phosphate buffer-EDTA 0,005 M pH 7 were obtained.
This new procedure seems to be highly reproducible and has the distinct advantage offast response
time. extended linearity to 100M of glutathione and a detection limit of0,08 µM.
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DETERMAZIONE DEGLI INDICI DI RITENZIONE
DEi POLICLORODIFENILI MEDIANTE SERIE DI RIFERIMENTO

RIVELABILI CON ECD

Gianrico Castello e Giovanni Testini
Universta di Genova, Istituto di Chimica Industriale, Corso Europa 30, 16132 Genova, Italia

I 209 congeneri dei policlorodifenili (PCB) possono essere separati con diversi tipi di colonne
capillari e detenninati a concentrazioni assai piccole mediante ii rivelatore a cattura di elettroni
ECD).
L'identificazione dei singoli composti e invece soggetta a notevole incertezza, per la scarsa
disponibilita e l'alto costo della serie completa di isomeri da usare come standard di riferimento.
Essa e peraltro necessaria a causa della estrema differenza di tossicita dei vari isomeri.
Se ii rischio legato alla loro presenza nell'ambiente viene valutato in base alla concentrazione totale
non differenziata, le valutazioni sulla entita di una eventuale contaminazione possono essere molto
diverse, considerando anche l'influenza della struttura del congenere sulla sua eventuale concentra­
zione biologica, degradazione metabolica, ecc.
La disponibilita in letteratura di numerose tabelle che riportano i tempi di ritenzione assoluti o
relativi dei vari composti none sufficiente a consentire una identificazione a causa della variabilita
delle condizioni sperimentali di analisi.
L'uso generalizzato degli indici di ritenzione di Kovats, indipendenti dalla maggior parte di tali
variabili, permetterebbe di utilizzare proficuamente i dati ottenuti da molti autori.
Le n-paraffine C,, -C coprono l'intervallo di eluizione dei PCB sulle colonne a bassa polarita usate
piu comunemente.
Sfortunatamente, il rivelatore ECD none sensibile alle paraffine e l'uso come riferimento della serie
omologa dei n-alcani non e agevole: e infatti necessario sostituire all'ECD un rivelatore ad
ionizzazione di fiamma o collegare alla colonna due rivelatori in parallelo.
Gli ioduri alchilici lineari sono stati utilizzati come serie di riferimento ma nel caso specifico per
coprire l'intero intervallo dei PCB enecessario disporre din-ioduri fino aC,difficilmente reperibili.
E' stata pertanto valutata la possibilita di utilizzare come serie di riferimento alcuni PCB a numero
crescente di atomi di cloro scelti opportunamente, che presentano tra l'altro ii vantaggio di consentire
la contemporanea calibrazione quantitativa.
La serie a clorurazione crescente nota come DCMA (Dry Colour Manufacturer's Association) e
facilmente reperibile in commercio.
Tuttavia i composti compresi in questi campioni standard (elencati in Tabella 1) non presentano un
andamento lineare della ritenzione ne in condizioni di analisi isoterma ne a temperatura program­
mata (fig.1).
E' possibile ugualmente ricavare gli I di Kovats attribuendo ai vari termini della miscela DCMA i
valori di I detenninati tramite FID su concentrazioni elevate di miscela DCMA e n-alcani ed
utilizzando per ii calcolo una formula analoga a quella standard che pero prevede intervalli reali e
differenti tra loro anziche quelli arbitrari ed uguali tra gli I dei composti di riferimento.
Un risultato migliore puo essere ottenuto utilizzando invece della miscela DCMA un'altra serie di
PCB (Tabella I) i cui valori di ritenzione presentano un andamento lineare in funzione del numero
di atomi di cloro sia in analisi isoterma che con programmazione di temperatura su diverse colonne
e indipendentemente dal valore considerato (tempi di ritenzione, ritenzioni relative all'ottaclo­
ronaftalene OCN, indici di ritenzione) (fig.2).
La scelta dei PCB idonei per la preparazione di questa serie di riferimento tiene conto sia dell a loro
tossicita che della loro disponibilit in commercio.
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Tabella 1. Numerazione WPAC e struttura dei congeneri della serie di riferimenlo proposla e della
miscela DCMA.
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SEPARAZIONE ED IDENTIFICAZIONE MEDIANTE RAPPORTI
STRUTTURA/RITENZIONE SU COLONNE CAPILLARI A DIVERSA
POLARITA' DI COMPOSTI AROMATICI VARIAMENTE SOSTITUITI

Gianrico Castello e Sonia Vezzani
Universita di Genova, Istituto di Chimica Industriale, Corso Europa 30, 16132 Genova, Italia

A causa della loro tossicita, i composti aromatici costituiscono una notevole fonte di pericolo net caso di
loro dispersione nell'ambiente. L'elevato numero di possibili isomeri esistenti nel caso in cui sull'anello
aromatico avvengano sostituzioni multiple da parte di radicali alchilici, alogeni, ossidrili, arnmino e nitro
gruppi, rende talvolta difficile la separazione di miscele complesse ed ii riconoscimento di tutti i composti
presenti, spesso non disponibili come standard puri. La separazione gascromatografica di questi composti
e stata studiata su colonne capillari gas-liquido a fase legata con diversa polarita e su colonne di carbone
grafitizzato. La tabella I elenca le varie colonne utilizz.ate e la tabella 2 elenca i composti di riferimento.
Oltre al numero, al tipoed alla posizione dei sostituenti, sono stati calcolati econsideratii momenti dipolari,
le tensioni di vapore alle temperature di analisi e valutali con diversi metodi di calcolo semiempirci la
densita totale di carica ed il potenziale elettrostatico sia per la molecola isolata in fase gas che per la
molecola singola del soluto in relazione ad un tratto della catena polimerica della fase stazionaria. Su fasi
non polari l'eluizione e principalmente govemata dalla tensione di vapore alla temperatura di analisi, ma
una certa influenza puo essere attribuita anche all'effetto del momento di dipo lo, che invece gioca un ruolo
notevole sulla interazione dei vari composti con fasi polari o di carbone grafitizzato.
ll com portamento delle varie serie omologhe in funzione de! tipo di colonna e l'individuazione di rapporti
tra la sttuttura ed ii grado di sostituzione e i tempi e gli indici di ritenzione consentono di identificare
composti non di sponibili sorto fora di campioni standard, di prevederne ii comportarnento in diverse
condizioni analitiche e di stabilire a priori in quali condizioni di analisi isoterma o con quale programma­
zione di 1emperatura si potra ottenere la migliore risoluzione Ira composti isorneri.

Tabella 1: elenco delle colonne capillari utilizate
-SPB-1 colonna capillare 30m x 0.32mm ID, 0.25m spessore di fase fase: polidimetilsilossano
-Supelcowax -10 colonna capillare 30m x 0.32mm ID, 0.25,um spessore di fase fase: polictilenglicolc
-DB-I colonna capillare 30m x 0.32mm ID, 0.251Im spessore di fase fase: polidimetilsilossano
-DB-I colonna capillare 30m x 0.32mm ID, 3.04m spcssore di fase fase: polidimetilsilossano
-CLOT colonna capillare 30m x 0.32mm ID, 1.31 lm spessore di fase fase: carbone grafitizzato

modilicato con: polietilenglicole cd acido tereftalico (16%)
-Column U colonna capiUare 30m x 0.32mm ID, 0.3m spcssore di fase fase: carbonc grafitizzato

modificato con: polietilenglicole ed acido tereftalico (16%)

Tabella 2: composti di riferimento
benzene anilina
clorobenzene 2-cloroanilina
1,2-diclorobenzene 3-cloroanilina
1,3-diclorobenzene 4-cloroanilina
1,4-diclorobenzene 2,3-dicloroanilina
1,2,3-uiclorobenzene 2,4-dicloroanilina
1,2,4-triclorobenzene 2,5-dicloroanilina
I, 3, 5-uicloro benzene 2, 6-dicloroanilina
1,2,3,4-tetraclorobenzene 3,4-dicloroanilina
1,2,3,5-tetraclorobenzene 3,5-dicloroanilina
1,2,4,5-tctraclorobcnzenc 2,3,4-uicloroanilina
pentaclorobcnzene 2,4,5-uicloroanilina
esaclorobenzene 2,4,6-tuicloroanilina

3,4,5-tricloroanilina
2,3,4,5-uicloroanilina
2,3,5,6-uicloroanilina
pentacloroanilina
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fenolo
2-nitrofeno lo
4-nitrofenolo
2-clorofenol
4-clorofenolo
2,4-diclorofenolo
2,4,6-uiclorofenolo
pentaclorofenolo
nitrobenzene
2-cloronitrobcnzene
3-cloronitrobenzene
4-cloronitrobenzene



GCI/MS DETERMATION OF PLANAR PCB's IN MUSSELS

S. Chiavarini, C. Ubaldi. A. Caricchia andR. Morabito
ENEA, EnvironmentalDepartment, via Anguillarese 301, 00060 Rome, Italy

PCBs are a a well known class of priority pollutants due lo their extremely long environmental
persistance, ubiquitary distribution and toxic potential against Jiving organisms. Among adverse
effects, liver damages, reproductive deseases, weight loss, immunotoxicity and teratogenicity are
commonly reported. 209 PCBscongenersarepossibleand theirbiological activity (e.g. bioaccumulation
behaviour, enzymatic induction potential, methabolic pathways etc.) vary according to specific
structural properties. Particularly, some congeners are structurally similar to the planar molecule
2,3,7,8-tetrachlorodibenzodioxin (TCDD) and they exert a similar toxic action. The fundamental
requirements for an effective interaction with the TCDD receptor are the presence on the biphenyl
backboneoftwo para-and at least two meta-chlorineatomswith no Orto-chlorineatoms present. Planar
congeners that fulfill theserequirements are thereforeCB 77, CB 126 and CB 169 whileCB 8I, despite
ofbeing a planarmolecule, shows no TCDD-Jike activity because is lacking one para- chlorine.
Planar PCBs are present at extremely lowconcentrations in theenvironmental compartmencs and their
quantification requires complex and lengthy analyticalprotocols, similarco choseadopted forPCDDs/
PCDFs. The main difficulties arise from the need to treat a bigger than usual amount ofsample and to
separate theplanar congeners from the bulk ofPCBs. The latter task is frequently performed by HPLC
fractionation orcarbon column chromatography.
An analytical method for the determination ofplanar PCBs congeners in mussels have been recently
developed in our laboratory. After extraction of IO g of freeze-dried material, a first clean up is
performed on a sulfuric acid impregnated silica column, followed by a fractionation on alumina and
silica and a final separation on activated Florisil. The final determination is by GC/MS. "C labeled
internal standards ofthe planar congeners are added to the samples, allowing the accurate evaluation
ofrecoveries (usually better than 80%). The overall performance of the method is excellent and, in
particular, the separation step on Florisil leads to very clean solutions and interference-free
chromatograms. TheuseofGC/MS appears to be imperative in orderto benefit ofthe "isotopedilution"
technique, as it is currently required forsimilarly difficult and complex determinations such as PCDDs/
PCDFs analyses.
Adetailed description oftheanalytical method will begiven togetherwith somedataon concentrations
and temporal trends ofPCBs (both conventional and planar congeners) in mussels samples collected
during a monitoring program in the La Spezia Gulf.
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CARATTERIZZAZIONE DI PARTICELLE SOSPESE IN ACQUE NATURALI
MEDIANTE SDFFF-ICP-MS E AAS

C. Contado, G. Blo, F . Fagioli. F . Dondi
Dipartimento di Chimica, Universita di Ferrara, Via L.Borsari 46, 1-44100 Ferrara, Italy.
R . Beckett
Water Studies Centre and Department of Chemistry, Monash University, Caulfield East, Victoria,
Australia, 3145.

Le particelle colloidali sospese nelle acque naturali sono coinvolte in molti importanti processi
chimico-fisici che caratterizzano un corpo idrico dal punto di vista geochimico ed ambientale [I]. La
caratteizzaz ione di queste particelle colloidali e di fondamentale interesse a causa del loro ruolo
determinante negli equilibri di interazione delle specie disciolte ed ii conseguente trasporto degli
inquinanti associati al particolato sospeso stesso[2). La tecnica SdFFF e in grado di frazionare queste
specie colloidali con un elevato grado di risoluzione e di fomire distribuzioni dimensionali delle
particelle costituenti i campioni ambientali [3). Tuuavia, per una completa caratterizzazione di questo
materiale e fondamentale anche una conoscenza della sua composizione chimica.
La tecnica ICP-MS, per le sue prestazioni, e stata proposta come rilevatore specifico accoppiato alla
SdFFF per carauerizzare il materiale particolato, frazionato in ben definiti range dimensionali [4,5].
Esistono tuttavia delle limitazioni all'uso dell'ICP-MS dovute in particolare alle varie interferenze
isotopiche e agli alti costi della strumentazione.
In questo lavoro, viene presa in considerazione la tecnica AAS come altemativa all'ICP-MS per la
caratterizzazione della composizione chimica delle specie frazionate. Tra gli elementi costituenti le
particelle argillose si sono considerati Ale Fe. II primo e un elemento maggiore mentre ii secondo e
un elemento minore: i vantaggi ed i limiti di questi due differenti sistemi di rilevazione sono stati
valutati e confrontati.

[I] R. Beckett, in The Role of Particulate Matter in lhe Transport and Fate of Pollutants. B.T. Hant (Editor), Water
StudiesCentre,Chisholm Institute ofTechnology, Melboume, (1986), p.113
[2] R. Becket, D.M Hotchin, B.T Han, J. Chromatogr, 517, (1990), 435-447
[3] P. Reschiglian, L.Pasti, F. Dondi, J. ChromatogrSci, 30, (1992), 217-227
[4] HE Taylor. J. R Garbarino. D.M. Murphy andR. Beckett, Anal. Chem. 64, (1992) 2036-2040
[5] D. M. Murphy, J. R Garbarino, H.E. Taylor B.T Hart andRBecket, J. Chromatogr, 642, (1993), 459-467
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SULLE CAPACITA' COMPLESSANTI
DELL'ACIDO BENZEN-ESACARBOSSILICO

Alessadro De Robertis, Concetta De Stefano, Claudia Foti, Ouavia Giuffre e Silvio Sammartano
Dipartimento diChimica Inorganica, Analitica e Struttura Molecolare del/'Universita,
Salita Sperone 31,1-98166 S. Agata di Messina, Messina

Ci siamo interessati alle capacita complessanti dell'acido mellitico (acido benzen-esacarbossilico) per
unaseriedi motivi che rendono questo leganteestremamente interessantecomemolecolamodello "non
banale" che puo simulare caratteristiche parziali e locali di macromolecole naturali. Tra le caratteristi­
che piu salienti ricordiamo: a) la sua alta solubilita (che rende possibile, econ semplici tecniche, lo
studio di proprieta all'equilibrio); b) l'alta carica negativa abbastanza concentrata e ad alta simmetria
(caso raro nelle molecole organiche; per avere simile densita di carica si deve ricorrere a molecole
inorganiche, come i polifosfati o l'esacianoferrato); c) l'essere un probabile prodotto di ossidazione
dellamateriaorganicanaturale; d) l'esserecompletamentedeprotonataai norrnali valori di pHdei fluidi
naturali.
Tenendo presentequesteed altre caratteristiche, in questi ultimi anni sono stati condotti i seguenti studi:
(I) Protonazione in differenti mezzi ionici:
Et,NI (/ $ IM); Me,NCl (/$3M), NaCl (/ $ 5M, KCl (/ $ 3.5M), LiCI (/$IM).
(ii) Fonnazione di complessi con Ca" e Mg'• (/ $ IM).
Gli studi (i)-(ii) sono stati condotti con la tecnica pH-metrica.
(iii) Fonnazione di complessi di Na• e Ca" usando elettrodi iono selettivi (!SE-Nae !SE-Ca).
(iv) Fonnazione di complessi con ammine protonate (misure pH-metriche).
(v) Solubilita dei complessi del Ca".
Caratteristicacomune a tutti i sistemi investigativi el'alto numero di speciechesi forrnano in ambiente
acido, numero chedrasticamente si riduce in ambiente neutro-alcalino. Allo scopo di dare una visione
d'insiemedellecaratteristichedi questo legante rispetto alla complessazione, riponiamo nellaTabella
(l = 0) alcuni dati quantitativi.

Reazione logK Reazione log K

L'+=HL' 7.85 Mg" +L' =MeL' 6.4
H'+H=H,L' 6.45 MgL+ 2Mg24 =Mg,L0 6.3
H,L..+ H' ~ a,L"· 5.09 co"+L' =caLt 7.5

H,'+H-HL 3.47 Cal... +2c° =ca," 8.73

H,'+H'=H,L 2.14 H(dea)'+L-H(dea)L' 3.6

H,L-+ H' • fl,L0 0.92 H,(en)"+L'= H,(en)L' 6.8
Na'+L=NL' 3.06

NaL'+Na'=Na,L' 1.7 Specie insolubile ,
Nlzl.. + Na'= Na,L3- 2.3 Ca,H,L 20.8

Na,+ Na'-=Na,L" 0.9, Ca,L 25.5
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STUDIO QUANTITATIVO SULLE INTERAZIONI DELL'ATP
CON AMMINE ED AMMINOACIDI

Alessandro De Robertis, Concetta De Stefano, Claudia Foti, Antonio Gianguzza, Ouavia Giuffre e
Silvio Sammartano
Dipartimento diChimica Inorganica,Analitica eStruturaMolecolaredell'Universita, Salita Sperone
31,1-98166 S. Agata di Messina, Messina.
Dipartimento di Chimica Inorganica dell'Universita, Via Archirafi 26, /-90123 Palermo.

L'importanza dell'ATP nelle reazioni biochimiche che presiedono al trasferimento energetico nelle
cellule viventi, e cosanota a tutti, comea tutti e noto chenellamaggiorpartedelle reazioni enzimatiche
cui partecipa !'ATP, la sua formaattivae rappresentatadal complesso con ii magnesio. Sarebbequindi
perdita di tempo, per ii chimico che si occupa di speciazione di fluidi biologici, riafferrnare ancorauna
volta l'interesse delle interazioni dell'ATP con i vari metalli (M) con cui puo venire a contatto. Non
sembra invece essere banale, nel senso che su cio sono stati effettuati pochi studi quantitativi, mettere
in evidenza come a fianco della reazione base M'• + ATP'· = M(ATP)?[o come propongono aleuni
anche 2M?'+ ATP = M,(ATP)?], possono avvenire ancheun gran numero di reazioni equivalenti del
tip0 H,A!+ATP' =A(ATP)H,""dove al posto del cationemetallico abbiamo una amminaprotonata.
Tenutoconto dellarelativaabbondanzadi amminenaturalmentepresenti nei fluidi biologici (tetrammina:
spermina; triammina: spermidina; diammine: putrescina e cadaverina; ecc.), nonche di alcuni
amminoacidi con doppia funzione amminica (come istidinae lisina), l'ultimareazione potrebbe avere
un notevole interesse nel campo della speciazione dei fluidi biologici.
Un gran numerodi studie statoeffettuato sulla formazionedi complessi misti dell'ATP con altri leganti
(in genere ammine o amminoacidi) ed uno ione metallico (in genere M = Cu" o Zn'') del tipo
M(ATP)L_"·»(z = carica del secondo legante), senza pero tenere conto dellapossibile formazionedi
specie miste senza ii metallo. Spesso in tali studi un'accentuata extrastabilita veniva spiegata con una
interazione diretta fra i due leganti. La formazione di complessi dell'ATP con altri leganti senza la
mediazionedel metalloe stata studiatausando come secondo legante solamenteamminemacrocicliche
(poliazacicloalcani), mentre leganti a basso peso molecolare non ciclici sono stati del tutto trascurati.
Alcuni lavori sui complessi ATP-ammine macrocicliche sono di grande interesse [E. Kimura, M.
Kodama, T.Yatsunami, JACS, 104 (1982) 3182; B. Dietrich, M.W. Hosseini, J.M. Lehn, Helv. Chim.
Acta, 70 (1987)1912;F.P. Schmidtchem, Chem. Ber., 114 (1981) 597].
Perquanto detto sopra abbiamo intrapreso un ampio studio sullecapacitadi interazionedell'ATPcon
amminoacidi econ ammine a basso peso molecolare. Gli amminoacidi scelti sono stati l'istidina e la
lisina, e le ammine prese in considerazione sono state: diammine (etilendiammina, putrescina,
cadaverina e istamina), triammine (dietilentriammina e spermidina); tetrarnmine (trietilentetrammina
espermina), esammina (pentaetilenesammina). La tecnica utilizzatae stataquellapotenziometricacon
elettrodo avetro. Pertutti i sistemi studiati (ammine)sieosservata la formazionedi diversespeciemiste
del tipo A(ATP)H""" conj= 1..n+2 ( n = numero di amminogruppi) e, nel caso delle diammine anche
della specie A,(ATP)H,".
Analogo comportamento si ha nei sistemi contenenti gli amminoacidi. La stabilita osservata e
insospettabilmente elevata e paragonabile a quella dci complessi dell'ATP con i metalli alcalino­
terrosi, quando il catione amminico e del tipo H,A" [per la reazione H,A" + ATP= A(ATP)H,si
ha log K (/ =0)= 5.0, 4.9, 4.1 e 4.5 peretilendiammina, trietilentetrammina, pentaetilenesammina ed
istamina, rispettivamente, a fronte di log K (/ = 0) = 5.26 per ii complesso Ca(ATP)]. Come
prevedibile, la stabilita aumenta rapidamente all'aumentare della carica sull'ammina e a parita di
stechiometria i complessi delleamminesono pistabili di quelli con gli amminoacidi. II confronto con
leamminemacrociclichemostrache la stabilitadelieammineacatenaapertanoneinferioreed in alcuni
casi e superiore.
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ENANTIOSEPARAZIONE CROMATOGRAFICA SU SCALA PREPARATIVA
DI FENOPROFEN MEDIANTE FASI STAZIONARIE CHIRALI

BASATE SU ERGOT ALCALOIDI

F.Federici, SMarchese, M.Sinibaldi
Istituto diCromatografa, CNR - Area della Ricerca di Roma, C.P. 10, 00016Monterotondo Stazione, Roma
A. Messina
Dipartimento di Chimica, Universita di Roma "La Sapienza", P.leAldoMoro 5, 000185 Roma
M.Flieger
Institute ofMicrobiology, AcademyofSciences ofthe Czech Republic, Videnska 1083, C-142 20
Prague 4, Czech Republic

Gli acidi 2-aril propionici (profens) rappresentano una importante classe di farmaci anti-infiammatori
non steroidali (2-APA-NSAID), che sono attualmente commercializzati come preparati racemici. E'
infatti noto che nei 2-APA-NSAID solo la forma (+HS) esibisce attivita biologica (I). Reccnti studi
farmacodinamici hanno mostrato che l'isomero (R)- e soggetto ad una inversione chirale metabo lica
unidirezionale nel suo antipodo farmacologicamente attivo (2-3). L'uso di profens otticamente puri e
percio di rilevante importanza in quanto la riduzione del dosaggio di tali farmaci esclude l'eventualita
di effetti tossici derivanti da meccanismi non-stereospecifici. Parallelamente, nuovi metodi
enantioseparativi degli acidi 2-ari lpropionici risultano di interesse sia per ii controllo della purezza
ottica durante i processidi produzione o peranalisi farrnacocinetiche routinarie, sia per la puri ficaz ione
su scala preparativa di composti otticamente puri in quantita idonee per tests biologici, studi
tossicologici, tests clinici e studi della struttura di addotti diastereoisomerici particolarmente comples­
si.
Ne! presentelavoro viene riportato uno studio riguardante la separazionedirenasu seala semipreparativa
degli isomeri (R)- e (S)- da miscele racemiche di fenoprofen.

Lo studio e stato sviluppato utilizzando una fase staz io­
naria chirale ottenuta legando chimicamente a gel di
silice (dimensioni delie panicelle 10m, diametro medio
dei pori 100 A) I' 1-allil-derivatodell' Ergot alcaloide (+)
(5R,8S,IOR)-erguride (4-7). II confronto dei profi li delle
bande di eluizione dei due isomeri iniettati sia
separatamente (condizionidinon-competitiviui) che come
miscela racemica (condizioni di competitivita) ha mo­
strato significative differenze. E' stato infatti osservato
che la produzione di una fora enantiomerica al 99 % di

purezzae di unordinedi grandezzapialta nelle condizioni di sovrapposizione delle bande di eluizione
che in quelle di "bande adiaceni": corrispondenti cioe a situaz ioni prossime alla linearita di
distribuzione del soluto tra le due fasi. La resa ed l'indice di produzione risultano sempre maggiori per
l'enantiomero meno ri tenuto, l'isomero (R)-.
I risultati ottenuti consentono alcune considerazioni general i.
Al fine di ottenere la puri ficaz ione su scala industriale dei componenti di una miscela binaria
complessa, caratterizzata da un basso valore del coefficiente di selettiviti\ o:, quale risulta in un
racemato, occorre stabilire se la produzione di massime quantita del/i componente/i otticamente puri
puo giustificare perdite del composto iniziale.
Se tali perdite (in resa) ed un elevato sovraccarico della colonna sono consentiti dai costi dei prodotti
iniziali, condizioni di sovrapposizione delle bande, con apparente perdita di risoluzione (nel senso
analitico) e conseguente effetto di spostamento dell'enantiomero pi ritenuto permettono di ottenere
un enorme incremento dell'indice di produzione.
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Poiche l'aumento dell'ordine di grandezza nella produzione e ottenuto semplicemente incrementando
la quantita di campione, i costi dei componenti risultano costanti.
Al contrario, se ii composto da purificare e di costo elevate in confronto a quello de) processo
cromatografico, occorre operare in condizioni di non-competitivita, corrispondenti cioe a massimi
valori di resa.

I. Y. Tanaka, Y. Shimomura, T. Hirota, A. Nozaki, M. Ebata, W. Takasaki, E. Shigehara, R. Hayashi, J. Caldwell,
Chirality, 4 (1992) 342.
2. A.J. Hutt, J. Caldwell, J. Pharm. Pharmacol., 35 1983) 693.
3. W.S. Beck, G. Gisslinger, H. Engel, K. Brune, Chirality, 3 (1991) 165.
4. M.Flieger, M.Sinibaldi, L.Cvak and L.Castcltani, Chirality, 6 (1994) 549.
5. L.Castellani, M.Flieger, L.Mannina, P.Sedmara, A.L.Segre and M.Sinibaldi, Chirality, 6 (1994) 543.
6. M. Sinibaldi, M. Flieger, L. Cvak, A. Messina andA. Pichini, J. Chromatogr. A, 666 (1994) 471.
7.L. Castellani, M. Aicger andM. Sinibaldi, J Liq. Crom., 17 (1994) 3695.



DETERMINAZIONE DEL CONTENUTO DI Pb
NEL PARTICELLATO ATMOSFERICO RACCOLTO IN ANTARTIDE

NEL CORSO DELLE CAMPAGNE 1989/90 E 1990/91

M. Galletti, M. Kuneshka, I. Michetti, L. Testa
ENEA-CRE Casaccia, AMB-SAF-MET, Via Anguillarese 301, 00060 Roma.
**ENEA-CRE Casaccia, Progetto Antartide, Via Anguillarese 301, 00060 Roma.

Le attivita di monitoraggio ambientale presso Ia Staz ione Italiana in Antart ide, iniziate con la campagna
1986/87 e tuttoggi in corso, hanno lo scopo di controllare che le attivita condotte durante le spedizioni
non perturbino l'ambiente in modo significativo.
In questo lavoro faremo riferimento ai campioni di part icellato atmosferico raccolti nel corso delle
campagne 1989-1990e 1990-1991.
Durante tali campagne e stato attivato un programma di monitoraggio che ha riguardato la raccolta del
part icellato in 5 staz ioni: 4 poste nei quattro punti cardinali intomo alla base e la quinta in un'area
decentrata rispetto alla base stessa. Inoltre, durante Ia campagna 1989/90 sono stati raccolti dei
campioni di particellatodal camino di emissione dell'inceneritoredove vengono trattati i ri fiuti prodotti
dalla base cercando, per quanto possibile, di realizzare ii prelievo in condizioni isocinetiche.
Questi fi ltri sono stati precedentemente analizzati mediante attivazione neutronica strumentale ([NAA)
ed i risultati sono riportati in bibliografia (Chiavarini et al., 1994).
L'analisi per attivaz ione neutronica risulta molto vantaggiosa essendo multielementare e non distrut­
tiva; presenta per lo svantaggio di non poler determinare alcuni elementi o a causa di interferenze
spettrali o perche questi non sono sensibili all'irraggiamento neutr onico.
Questo ultimo motivo rende impossibile la determinazi one del Pb e ciocostituisce un problema poiche
tale elemento rappresenta un parametro importante negli studi di imp atto ambientale. Pertanto, i
campioni precedentemente analizzati mediante INAA, sono stati mineral izza ti per poi procedere
all'analisi del Pb con la tecnica ETA-AAS. Poiche i livelli di concentrazione di questo analita nel
part icellato antart ico sono estremamente bassi, e stata dedicata una attenzione part icolare alla corretta
valutazione del bianco, non sempre trascurabile, e a tulle le fasi di pretrattamento dei campioni. Le
concentraz ioni di Pb sono state trattate statisticamente insieme a quelle di altri elementi determinati
sugli stessi fil tri in INAA al fine di stabilire la sua provenienza.
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DETERMINAZIONE TRAMITE CROMATOGRAFIA A SCAMBIO IONICO DI
SODIO, POTASSIO, CALCIO EMAGNESIO IN PRODOTTI LATTIERO-CASEARI

Gambelli L., Santaroni P., Pizzoferrato L.
Istituto Nazionale della Nutrizione, via Ardeatina 546 -00178 Roma

Introduzione
Sodio, potassio, calcio e magnesia svolgono funzioni di regolazione di importanti equilibri fisiologici
comequello idrosalino ed acido-basechecondizionano, tra l'altro, fenomeni elettro-fisiologici dei tessuti
nervosi emuscolari indispensabiliper gli scambi dei nutrienti alivello cellulare.E' importanteevidenziare,
al di la delle funzioni fisiologiche tradizionalmente riconosciute a questi elementi, le loro interazioni che
pennettono, ad esempio, l'omeostasi del sodio ede! potassio anche in presenza di variazioni notevoli delie
situazioni dietetiche ed ambientali. Calcio e magnesio, pur avendo funzioni similari nei processi di
mineralizzazione e sviluppo dell'apparato scheletrico, si differenziano nel conferire caratteristiche speci­
ficheal tessuto osseo nel suo insieme. I cationi inorganicisono molto diffusi negli alimentie, in particolare,
i prodotti lattiero-caseari rappresentano unafonteprivilegiatadi calcio egeneralmenteequilibratadegIi a!tri
cationi, anche se in alcuni casi non e da escludere la possibilita di una ingestione eccessiva di sodio
conseguente ai procedimenti tecnologici di salatura ai quali possono essere sottoposti questi prodotti. La
determinazionedeicationi inorganicinegIialimenti vienegeneralmenteeffettuataconmetodi spettroscopici
di assorbimento atomico in fiamma e voltammetrici con elettrodi a ioni selettivi. In questo lavoro viene
presentato un metodo cromatografico a scambio ionico che rappresenta una semplice, versatile e rapida
altemativa per la separazione e quantizzazione di sodio, potassio, calcio emagnesio.

Parte sperimentale
I cationi sodio, potassio, magnesioecalcio sono stati analizzati utilizzando un cromatografo Dionex-Biolc
corredato daunacolonnaDionex CS 12 Ion Pac (scambiocationico) eun rivelatoreaconducibilita. I cationi
sono stati separati mediante eluizione ad un flusso di Iml/min con una fase mobile costituita da acido
metilen-solfonico 20mM.
Per la preparazione dei campioni sono state impiegate e confrontate duemetodologie estrattive:
-estrazionedirera(iicampionee statopesato, trattato con acido tricloroacetico eportato ad un volumenoto
con acido metilen-solfonico 20mM)
-incenerimento (il campionestato pesato ed incenerito, le ceneri sono state riprese con acido metilen­
solfonico 20mM).

Risultati e conc/usioni

minuti.
Le rette di tara tura, valutate nelle condizioni di
sensibilita(30S) selezionatecome lepiu opportu­
ne per i campioni da analizzare sono riportate in
Figura 1.Larispostaeperfettamentelineare nell'in­
tervallo di concentrazioni considerato con
coefficienti di correlazione variabili tra 0.989 e
0.999.

Il tracciato cromatografico chesi ottiene sullo standardesui campioni di formaggio fresco mostra picchi
2s10 relativiaicationi sotto analisi perfettamenterisolti.
--Pot ass Io La separazione cromatografica si completa in 12

2' A SOdioo-Magnesio
ti-Calcio

·',,I1metodo cromatografico messo a punto e stato
ppm applicato ad un campione certificato di latte in"...1.:7;2..2...." vsre sis«resasvawaorecistone-4assure-
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tezza per entrambi le procedure di estrazione. I valori ottenuti risultano accettabili anche nel caso
dell'estrazione diretta de! campione.
NellaTabella I sono riportati i livelli di sodio, potassio, magnesio e calcio in campioni di fonnaggio tipo
Quark addizionato di banane, ananas, frutti di bosco e salmone.

Tabella I - Calcio, potaSSio, sodi0 e magnesio in campioni di prodotui tipoQuark.
Confronto tra estrazionc dircta cd inccncrimcnto.

Quark addizionato Sodio Polassio Magnesio Calcio
di: (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g)

Banana ceneri 25.52±0,50 146.00±1.70 12.60±0.30 75.38±2.00
estrazione 27.44±2.70 146.00±2.33 13.56±0.38 78.98±2.96

Ananas ceneri 27.98±1.30 108.00±4.80 9.36±0.40 69.39±2.80
estrazione 26.44±1.31 112.00±1.23 10.47±0.37 75.57±2.64

Frutti di bosco cenari 26.16±0.51 128.66±0.20 11.78±0.90 79.61±2.80
estrazione 33.56±3.10 131.20±1.87 10.41±0.38 80.39±1.55

Salmcne oenen 385.00±0.30 148.00±1.10 11.07±0.11 98.92±1.20
estrazione 409.00±26.00 163.00±4.60 16.27±1.20 104.00±2.32

Le detenninazioni effettuate sia mediante estrazione diretta sia dopo incenerimento risultano tra loro
confrontabili.
In conclusione ii metodo proposto consente una separazione cromatografica in 12 minuti su campioni
preparati, nel caso dei prodotti laniero-caseari, tramite estrazione direttaa freddo.



HPLC-ES-MS DEL DOLCIFICANTE ARTIFICIALE ASPARTAME E USO DI
UN REATTORE FOTOCHIMICO POST-COLONNA

A.M. Gioacchini, P. Bocchini, A. Roda eG.C. Galler+
Dipartimento di Scienze Farmaceutiche, Universita di Bologna, via Belmeloro 6, 40126 Bologna.
Centro di Studio per la Conservazione dei Foraggi, Consiglio Nazionale delle Ricerche,
via F. Re 8, 40126 Bologna
+1stituto di Microbiologia e Tecnologia Agraria e Forestale, Universita di Reggio Calabria,
piazza S. Francesco 4, 8906/ Gallina (RC).

L'accoppiamento tra high perfonnance liquid chromatography e spettrometria di massa mediante
interfaccia electrospray (HPLC-ES-MS) pennette di ottenere spettri di massa di molecole polari o
termolabili, dominati da ioni molecolari o quasi molecolari , positivi o negativi. Con tale tecnica di
ionizzaz ione di tipo soft sono stati analizzati peptidi e composti fenolici in cromatografia in fase
inversa.
L'aspartame e un metil estere del dipeptide fenilalanina-acido aspart ico e rappresenta il piu noto dei
dolcificanti art ificiali. Lasua naturachimica e in lineadi principio idonea all'analisi HPLC-ES-MS, che
potrebbe fomire uno strumento di identificaz ione rapido e non ambiguo di questa molecola in prodotti
alimentari e farmaceutici.
Questo lavoro presenta la messa a punto delle condizioni HPLC-ES-MS per la determinazione
dell'aspartame e i risultati ottenu ti dall'analisi di tre bevande dietetiche.
Lo spettro di massa ES-MS di aspartame standard, registrato dopo loop injection con fasemobile acqua/
metanolo (70/30 v/,pH=3.01 peracido acetico) a 3.05 KV di energia di ionizzaz ione, e dominato dallo
ione [M+H]' (m/ 295). E' visibile anche uno ione di bassa intensita a m/z 588 dovuto all'addotto
[M+MJ•. Con la stessa fase mobile (flusso 0.3 ml/min) l'aspartam e viene eluito da una colonna C-18
(7 cm x 0.46 mm i.d.) dopo circa 22 minuti.
Mediante ES-MS sie cercato, inoltre , di trarreindicaz ioni circa la natura della molecola dell'aspartame
dopo irradiaz ione all'uscita della colonna HPLC in un reattore fotochimico (beam boost) dotato di
lampada UV con emissione continua a 254 nm. E' noto che tale irradiaz ione modifica drasticamente
le proprieta redox dell'aspartame, normalmente non ossidabile, rendendolo rivelabile con detector
elettr och imico per ossidaz ione a + 0.80 V.
Dopo irradiaz ione e ancora presente una specie con ione quasi molecolare [M+HJ• (m/z 295). Sono in
corso ulteriori esperimenti per cercare di stabilire se questa molecola sia un isomero dell'aspartame e
se vi siano altri prodotti d'irradiazione.
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SEPARAZIONE DI Hg(II) E Pd(ID) MEDIANTE ESTRAZIONE
CON SOLUZIONI BENZENICHE DI DIBENZO-18-CROWN-6.

R. Giovanneui, V. Bartocci, G. Perot°, G. Rastelli°.
Centro Interdip. GrandiApparecchiature, P.leG. da Varano,Universitd degliStudidiCamerino, 62032
Camerino.
"Dipartimento di Scierze Chimiche, Via SAgostino I, Universita degliSnudi di Camerino, 62032 Camerino.

I leganti macrociclici contenenti eteroatomi sono importanti agenti complessanti per cationi, anioni e
molecole neutre; questi composti vengono comunemente chiamati crowns e hanno una specificita
complessante per i metalli alcalini che puo essere vantaggiosamente utilizzata per estrazione di
complessi anionici mediante la formazionedi coppie ioniche tra il metallo alcalino e l'anione (1-4). Un
ulteriore interesseper questi leganti deriva dal fatto chepossono venire usati comemodelli biochimici
poiche talvolta mimano ii comportamento di antibiotici macrociclici neutri presenti in natura come la
valinomicina, la monactina, la nigericina e la enneatina (5).
In questo lavoro e'stato studiato l'equilibrio di ripartizione dei clorocomplessi di Hg(Il) edi Pd(II) con
dibenzo-18-crown-6 (DB 18C6) tra acqua e benzene allo scopo di verificare la possibilita di poler
utilizzare questa tecnica per la determinazione selettiva di questi metalli da matrici reali.
L'estrazionedi Hg(II) ePd(ll) dauna faseacquosa in presenzadi un eccesso dei cloruri di aleuni cationi
(Li', K' e NH,' = M )con una soluzione benzenica di DB18C6 avviene secondo i meccanismi di
associazione ionica cosl schematizzati:

Dopo ciascuna estrazione le concentrazioni dei metalli nelle fasi acquose venivano determinate
mediante spettrometria I.C.P. operando con umidificatore di argon.
Le percentuali di estrazioneaumentano sia con la concentrazione del crown che con quella dell'acido
nella fase acquosa e dipendono dal tipo di catione utilizzato per la formazione delle coppie ioniche
nonche dalla sua concentrazione.
II potassio risulta ii catione piefficace per l'estrazione date le sue dimensioni ioniche molto vicine a
quelledel forodel DB I 8C6. Perunaconcentrazionedi DB 18C6 I .3x 10·2M, si ha, nel caso del mercurio
la massima estrazione (85.6%) in presenza di HCI 4.5 Me KCI 0.9 M mentre, nel caso de! palladio
(99.8%), in presenza di HCI 0.9 Me KC! 3.54 M.
Operando inquestecondizioni alla temperaturadi20±0.2°Cecon diversequantitadiDB 18C6, e stato
possibile calcolare le relative costanti di estrazione:

logK = 3,54±0,02 logK,a = 5,02 ±0,02

Si puo concludere quindi che, variando opportunamente le condizioni operative, e possibile ottenere
un'estrazione selettiva de! palladia dal mercurio.

I. D. B. Gomis, S. A. Jimeno, A. Sanz-Medel, Talanta, 29, 761, (1982).
2. H.Hoshima, H.Onishi, Fresenius, J. Anal.Chem, 343, 287, (1992).
3. H.Hoshima, H.Onishi, Anal.Chim Acta, 232, 287. 1990).
4.Z. Zhou, X. Zhang, ActaChim Sinica, 46, 496, (1988).
5. W.Simon, W.E.Morf. and P.Ch.Meier, Struct. Bonding 16, 113-160, (1973).
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EVIDENZA DI PROPRIETA' LEGANTI IN UNA MISCELA
OLIGOPEPTIDICA PREPARATA MEDIANTE UNA TECNICA DI

POLIMERIZZAZIONE A STAMPO MOLECOLARE

C.Giovannoli, C.Baggiani, G.Giraudi, A.Vanni
Dip.di Chimica Analitica, Universita di Torino, via P.Giuria 5 - 10125 Torino - tel. 011-670762

. Un importante obiettivo deIla chimica supramolecolare e la realizzazionedi strutture in grado di imitare
e riprodurre le interazioni host-guest carat teristiche di molte macromolecole di origine biologica,
dovute in genere a meccanismi di riconoscimento molecolare altamente selettivi e specifici. Tali
strutture possono essere ottenute attraverso la sintesi di complesse strutture organiche, la preparaz ione
di librerie combinatoriali o la selezione di RNA leganti per evoluzione selettiva in vitro.
Una metodologia altemativa emergence consiste nella polimerizzaz ione templata, che permette la
preparazione di macromolecole sintetiche con capacita legante selettiva nei confronti di specifici
legandi. Le proprieta leganti di tali polimeri , definiti "a stampo molecolare", sono dovute a cavita di
forrna e carica elettrostatica complementari a quelle del legando, generate dalla presenza de! legando
stesso nella miscela di polimerizzazione. Recenti studi hanno dimostrato che tali polimeri sono in grado
di agire da sistemi biomimetici capaci di simulare le proprieta leganti di un anticorpo o le proprieta
catalitiche di un enzima.
Il presente lavoro ha inteso veri ficare se sia possibile utilizzare le tecniche di polimerizzazione templata
per preparare miscele combinatoriali di oligopeptidi con capacita legante nei confronti di molecole
modello quali l'estradiolo e ii rosso fenolo. L'ipotesi di lavoro considerata consiste nel supporre che
elevate concentraz ioni di legando possano indurre una polimerizzazi one ori entata degli amminoacidi
attraverso interaz ioni non covalenti con gli stessi, fino a portare alla forrnaz ione di sequenze
oligopeptidiche con capacita specifiche di riconoscimento del legando stesso.
La strategia sfruttata per la sintesi della miscela di oligopeptidi consiste nel condurre la reaz ione di
polimerizzaz ione di amminoacidi non ramificanti (gly, ala, leu, pro, phe, tyr, trp, ser, met, arg, his, gin,
asn) in ambience misto organico - acquoso, in presenza di N,N-dicicloesilcarbodiimide quale agente
condensante. Allo scopo di veri ficare la presenza di eventuali legami aspecifici, la polimerizzaz ione
e stata condotta in presenza e in assenza di legando. Le miscele di oligopeptidi sono state separate dalla
molecola templata e dall'agente attivante per estrazione con solventi e/o scambio ionico e quindi
caratterizzate mediante la deterrn inaz ione del grado medio di polimerizzazione. La valutaz ione
preliminare della capacita legante degli oligopeptidi ottenuti e stata effettuata sulle miscele purificate
mediante titolazioni spettr ofotometriche con ii corrispondente legando e cromatografia di affinita con
legando immobi lizzat o.
Mentre i risultati dalla cromatografia di affinita indicano che va scelta attentamente la struttura de)
legando da immobilizzare sulla fase stazionaria, il confronto era titolazi oni spettrofotometri che delle
miscele di oligopeptidi preparate in presenza e in assenza di legando mostrano la presenza di un legame
significativo nelle miscele preparate con la molecola templata.

P84



STUDIO DELLE CONDIZIONI OTTIMALI PER LA MAPPATURA
DI UN IDROLIZZATO TRIPTICO DI a-LATTALBUMINA BOVINA

PER ELETTROFORESI CAPILLARE

C.Giovannoli., C.Baggiani, G.Giraudi, V.Leone, A. Vanni, M.G.Giuffrida
Dip.di Chimica Analitica, Universita di Torino, via P.Giuria 5 - 10125 Torino -tel. 011-6707622
Scuola di Specializzazione in Biotecnologie, Facold di Scienze Matematiche, Fisiche e Naturali,

Universita di Torino
+ Centro Studi AlimentazioneAnimali - CNR, via P.Giuria 7-10125 Torino -tel. OJ/-6505450

L'elettroforesi capillare si e dimostrata una tecnica efficace sia dal punto di vista analitico che
preparativo per l'analisi di macromolecole proteiche. Tra le varietecnicheelettroforetiche, l'elettroforesi
capillare zonale (CZE) e la piu utilizzata sia per la sua semplicita diesecuzione che per la sua versatilita.
Fra le diverse applicaz ioni della CZE in tale ambito, ottimi esiti sono stati raggiunti nella mappatura
peptidica delle proteine, tecnica ampiamente utilizzata per l'identilicaz ione de!le medesime e per lo
studio delle modilicaz ioni strutturali, oltre che come passaggio preparativo nell'isolamento di fram­
menti peptidici da sottoporre ad analisi di sequenza.
La mappa peptidica di una proteina si ottiene per idrolisi enzimatica, in modo da frammentare la
macromolecola in una serie di segmenti peptidici che fomiscono un "patter " proteico caratteristico.
Affinche una mappa peptidica in CZE possa essere considcrata una inforrnaz ione complementare a
quella ottenibile in RP-HPLC, e necessario che vengano ottimizzate le condizioni sperimentali di
analisi.
Tra i parametri sperimentali che hanno maggiore influenza sulla efficienza, sulla risoluzione e sulla
selettivita della separaz ione vanno considcrati la concentrazione, la forza ionica e ii pH del tampone,
le proprieta chimico-fisiche degli ioni tamponanti, la presenza di additivi, ii voltaggio operativo, la
concentraz ione della miscela peptidica e la forza ionica de! campione.
Nel presente lavoro tali variabili sono state prese in consideraz ione per l'ottimizzazione della
mappatura peplidica della a-lattalbumina bovina ottenuta idrolizzando con tripsina la proteina
denaturata e determinando ii pattern elettroforetico con un capillare da 24 cm x 25 µm id. di silice fusa,
funzionalizzato con un polimero lineare di poliacrilammide.

PBS



CONTRIBUTO DELLA SPETTROSCOPIA NMR MULTINUCLEARE
ALL'ANALISI DELL'INTERAZIONE METALLO PESANTE· HUMUS

Maria Grassi, Maurizio Moroni, A. Laura Bandini.
Dipartimento di Chimica lnorganica, Meta/lorganica ed Analirica, Universitii di Milano,
Via Venezian 21, 1-20133 Milano.
Giuseppe Gatti
clo Istituto di Scienze Chimiche, Universita di Urbino, Piazza Risorgimento, 1-61029 Urbino

La mobilita/immobilizazione di metalli pesanti nell' ambiente dipende dalla possibilita di instaurars i
di legami ed interazi oni tra tali metalli e le complesse matri ci che compongono l'h umu s.
Quest'ultimo e costituito in buona parte da catene polimeriche contenenti anelli aromatici e gruppi
polani (-COOH,-OH, NH etc.) che possono dare origine a reticolaz ione delle macromolecole aura­
verso legami secondari . Gli ioni metallici possono contribuire a tale processo aggregativo agendo da
cross-linking tra catene. Noto che la spettroscopia NMR e particolarmente indicata per le indagini strut­
turali e dinamiche abbiamo tentato di analizzare per questa via una serie di molecole modello del tipo
ML, (con M= Cd, Pb, Hg e L = acetato, tioacetato, salicilato , etc. lllustreremo di seguito i risultati
preliminari delle misure fatte con l'osservazione dei nuclei ""Cd, 7Pb, oltre ai tradizionali "?Ce 'H).
Gli spettri 'He "C (in soluzione) mostrano in tutti i casi osservati che esiste un'interazione tra i gruppi
carbossilici, alcolici etc. ed ii metallo. Tuttavia le piccole variaz ioni tra spettri di leganti in assenza e
presenza di metallo e soprattutto la non osservaz ione di satelliti net secondo caso, non consente di
distinguere tra legame coordinativo metallo-legante o interazione secondaria.
Tale fenomeno infatti puo essere spiegato da:
a) legame salino ed interazione elettrostatica tra metallo e gruppi polari ;
b) formaz ione di complessi labili che si ionizzan o/dissociano in solventi protici e polari ;
c) contri buto sostanziale de! meccanisrno di ri lassamento C.S.A. del metallo.Gli spettri "Cd e ""Pb
mostrano invece ragguardevoli variaz ioni per ii chemical shift del metallo (in part icolare per ii piornbo)
cio ad indicare che quest'ultimo e un probe molto sensibile a : tipo di legante, natura della coordinazione
e geometria del sistema.
E' noto tuttavia che ii chemical shift di alcuni nuclei risente considerevolmente dell'effetto solvente
(soprat!Utto quando quest'ultimo e complessante: DMSO, DMF, etc.) e che in soluzione sono possibili
equilibri dissociativi che, se veloci, portano all'osservaz ione di un unico segnale ( quale media pesata
delle risonanze in scambio). Un contributo sostanziale alla comprensione/esclusione di entrarnbi i
fenomeni di cui sopra ci verra da un confronto con rnisure analoghe allo stato solido, attualrnente in
corso. Data la molteplicita dei parametri in gioco e la limitatezza di dati ( nostri e di letteratura ) a
riguardo, ulteriore sperimentaz ione si impone prima di trarre conclusioni sulla natura delle specie
osservate. L' approccio ci sembra cornunque promettente e degno di approfondirnento.
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SELECTIVE SOLID-PHASE EXTRACTION AND DETERMINATION
OF N-PAHs IN THE PRESENCE OF PAHs IN THE URBAN STREET DUSTS

V.Librando () andM. Floridia
ChemistryDepartment ofCatania University, V.le Andrea Doria 6, 95100 Catania, Italy

PolycyclicAromatic Hydrocarbons (PAHs) and their Nitro derivatives (N-PAHs) account for a great
proportion of the genotoxicity in the atmosphere and in anthropogenic emissions. They are in fact the
product of the incomplete combustion of different substances thus they are ubiquitous pollutants, their
main sourcebeing diesel and petrol engineexhaust emission into theatmosphere, although a significant
role is playedby domestic heating emission, particularly fuel-oil types, and some industrial emissions.
Considering their high molecular weight, they are adsorbed quickly after their fonnation onto
atmospheric particulate with which they are found in association.
Aroutinemethod for the identification and quantification of PAHand Nitro-derivatives in urban street
dusts has been developed. They are first purified and then separated by solid-phase extraction (SPE)
using two absorbent phases in series. The procedure is fast and simpler and can separate the two classes
of compounds which may then be detennined by two different analyses GC/MS, reducing to a
minimum the mutual interferences of compounds having close retention times. This proposed
procedure is time-saving and uses aminimal amount solvent. Comparative study results with GC/NPD
are also reported for Nitro-derivatives.
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IMPIEGO DELLATECNICA ACCOPPIATA CROMATOGRAFIA
LIQUIDA/ SPETTROMETRIA DI MASSA NELLA DETERMINAZIONE

DI COMPOSTI ALCHILSTANNICI IN ORGANISMI MARINI

Magi E, Rovelli A.
lstituto di Chimica Generale, Universita di Genova - V.leBenedetto XV, 3 - 16132 - Genova

I derivati organostannici hanno svariate applicazioni ma ii loro maggiore impiego viene fatto
nell'industria delle vemici dove sono utilizzati come additivi anti-fouling per pitture di scafi marini.
Qucste pitture contengono fino al 20% di composto organostannico che viene rilasciato lentamente in
mare restando attivo per un tempo che viene stimato in 1-2 anni. Studi tossicologici hanno evidenziato
che l'attivita biologica di questi composti e massima per i triorgano-sostituiti che risultano particolar­
mente tossici verso gli organismi marini.
Mo! tcdelie tecnicheanaliticheattualmenteimpiegatenelladeterminazionedei composti organostannici
garantiscono unabuonasensibilitaespecificitama non fomiscono informazioni strutturali sull'analita.
Tali informazioni possono essere indispensabili, quando si trattano campioni animali, per evidenziare
trasformazioni o degradazioni dovute al metabolismo. Nel caso del tributilstagno (TBT) ad esempio,
sembra che ii composto venga metabolizzato dagli organismi nei suoi derivati di- e mono-sostituiti
(DBT e MBT). L'impiego dell'accoppiamento LC/MS pub risultare particolarmente efficace per
ottenere informazioni in tal senso con il vantaggio, rispetto alla GC/MS, di non ricliiederc la
derivatizzazione degli analiti. Abbiamo pertanto intrapreso lo studio dell'accoppiamento LC/MS
mediante interfaccia "particle beam" nella determinazione di TBT, DBT e MBT, per valutare
l'applicabilita di questa tecnica ad organismi marini come i mitili. Questi molluschi infatti, vengono
spesso utilizzati come markers biologici e sono quindi utili indicatori di inquinamento ambientale.
II "particle beam" e attualmente l'unica interfaccia LC/MS che consente di ottenere uno spettro di
impatto elettronico confrontabile con le biblioteche spettri. Pertanto la prima pane del lavoro e
consistitanell'ottimizzare l'interfaccia, siaai fini della"bonta"dello spettro di massaottenuto, sia ai fini
della sensibilita. Viene presentato l'effetto di alcuni parametri che condizionano la nebulizzazione
dell'eluente cromatografico, influendo sull'efficienza del processo di separazione eluente-analita
operato dal "particle beam". La quantitaminimadi composto organostannico che produce uno spettro
attendibile e circa 600 ng. La sensibilita puo essere notevolmente incrementata operando in SIR; in
questo modo il TBT ha un limite di rilevabilita di 12 pmoli.
La separazione cromatografica e statarealizzata con una colonna tipo RP-18, utilizzando unamiscela
metanolo-acqua-acido acetico come eluente.
Particolarmente delicata e risultatalamessa a punto delta l'estrazionedei composti organostannici dai
tessuti di mitilo, sia per ottenere un buon recupero degli analiti, sia per limitare le interferenze della
matrice. Prendendo spunto dalla letteratura si e impiegato come agente estraente una soluzione di
metanolo e tropolone (0.05%), introducendo uno step di purificazione-preconcentrazione mediante
estrazione solido/liquido su florisil.
I risultati sin qui ottenuti sono positivi e la tecnicaaccoppiata LC/MS con interfaccia "particle beam",
senza sostituirsi ad altre tecniche indubbiamente piu sensibili, puo fomire un valido contributo nello
studio dei composti organostannici negli organismi.

- Kadokami K. et al.. J.Anal.At.Spectur., 1988, 3, 187
- Caricchia A.M. cl al., Anal.Sci., 1991,7, 1197
- Magi E., Frache R., Ati "Massa'95", Palermo 25-29/5/1995, pag.80
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MICROESTRAZIONE IN FASE SOLIDA (SPME) CON FIBRE DI SILICE
FUSA RICOPERTE DI CARBONE GRAFITATO: ANALISI GC E GC-MS DI
MICROINQUINANTI ORGANICI NELL'ARIA ED IN MATRICI ACQUOSE.

F.Mangani, R.Cenciarini
Centro di studio per la chimica dell'ambiente e le tecnologie strumentali avanzate clo lstituto di Scienze
Chimichedell'Universitd degliStudidi Urbino, Piazza Rinascimento, 6 61029 URBINOTel.(0722)4164
- Fax (0722)2754

La microestrazione in fase solida (SPME)eunatecnicapreanaliticadi recente introduzionecheutilizza
una sottile fibradi silice fusa ricopcrta da una pcllicola di fase stazionaria liquida ( 1,2) o da uno strato
di adsorbente (3,4).
Quando la fibra viene messa a contatto con una matrice inquinata (liquida o gassosa) si crea un
equilibrio tra il materiale che la ricopre e la concenlrazione degli analiti presenti nella matrice.
Terminato il campionamento, la fibra contenuta al posto del pistone nell'ago di una siringa daSL,
viene introdotta nell'iniettore di un gascromatografo per il desorbimento termico e l'analisi dei
microinquinami organici campionati.
In questo lavoro sono presenlali i risultati ottenuti usando per la SPME fibre di silice fusa ricoperte di
carbone grafitato (Carbograph, Alltech). Per il ricoprimento delle fibre e stata utilizzata una sospen­
sione omogenea di particelle submicroniche di Carbograph in opportuni solventi organici(S). Sono
riportate curve di estrazione e di calibrazione relative ai microinquinanti organici prescnti nell'aria ed
in matrici acquose. Sona inoltre confrontate le caraueristiche e le prestazioni della fibra ricoperta di
Carbograph con quelle della fibra ricoperta di polidimelilsilossano.

I) D. LOUCH, S. MOTLAGH,J. PAWUSZYN Anal. Chem.,64,1187,( 1992)
2) C.L. ARTHUR, 0.W. POTIER, K.D. BUCHOLTZ, S. MOTHLAG). PAWLISZYN LC-GC,5,8,(1992)
3) F. MANGAN!, R. CENCIARINI,P. PALMA, F. BRUNER
3rd European Workshop on Mass Spectrometry in occupational Health Vienna, 15-17 Giugno, 1994
4) F. MANGAN!, R.CENCIARINI, L. LATTANZI. P. PALMA XI Congresso nazionale di Chimica Analitica
Cagliari, 12-16 Settembre, 1994
5)F. BRUNER, L. LATTANZI, F. MANGANI, M. ATIARANREZAI! Cromatographia,38,98,(1994)
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STUDIO TERMOANALITICO DELL'INTERAZIONE
ACQUA-MATRICE EMATICA E DELLE MODIFICAZIONI INDOTTE

DA ANTICOAGULANTI E/O PATOLOGIE

S.Materazzi, R.Curini, MA.Orru' e G.D'Ascenzo
Dip. Chimica - Universita "La Sapienza"Roma
A.Fraioli
Ist. ldrologia Medica - Policlinico "Umberto I" Roma

L'importanza del ruolo dell'acqua negli eventi cellulari e nelle reazioni biochimiche ha portato ad
approfondire gli studi sul suo comportamento fisico, biochimico e biologico soprattutto come sistema
interattivo a livello delle reazioni biochimiche intra ed extra cellulari.
In letteraturatuttavia non appaiono studi relativi alle potenziali modificazioni indotte sul datachimico
analitico di sistemi biologici dovute amodificazioni dell' interazioneacqua-matriceconseguenti siaad
evoluzioni endogene de! sistemabiologico stesso (patologie) siaamodificazioni esogene (interazione
con farmaci).
Qualunque fenomeno chemodifichi la percentuale di acqua legata ad elevata energiadi legamecon la
matrice, equindi non disponibilecome sistemasolvente,modifichera di conseguenza leconcentrazioni
degli analiti presenti nella fase liquida de! sistema biologico.
II dato chimico clinico da cui consegue la diagnosi si ottiene dall' analisi del sangue ovviamente
addizionato di anticoagulanti. Di conseguenza una modificazione dell' interazione acqua-matrice
ematica (sistema corpuscolato, sistemi proteici, lipoproteici, ecc.) determina una variazione della
quantitadi acqua disponibile come solvente e quindi una variazionedelle concentrazioni plasmatiche
degli analiti.
II nostro studio ha preso in considerazione individui di sesso maschile, sani, di diversa eta; i prelievi
ed ii trattamento dei campioni di sangue sono stati effettuati seguendo le procedure cliniche dei
laboratori di analisi. E' stato quindi tracciato un profilo termoanalitico dell'assetto dell'acqua in pazienti
sani.
Gli stessi individui sono stati sottoposti a terapia fannaceutica tipica dei cardiopatici (assunzione di
aspirinetta) per verificare le modificazioni indotte.
I risultati mostrano significativi spostamenti delle curve che implicano variazioni delle energie di
interazioneacqua-matriceematica con conseguente variazione del rapporto acqua bulk/ acqua legata.
Lo studio sta approfondendo gli aspetti legati ad altre situazioni patologiche.
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FOTODEGRADAZIONE DEL DIOSSANO MEDIATADA TIO:
DETERMINAZIONEDEL MECCANISMO E IDENTIFICAZIONEDEI PRODOTTL

V. Maurino, C.Minero, M. Vincenti, P.Calza e E.Pelizzelli
Dipartimento di Chimica Analitica, Universita di Torino

TI diossano (I) e usato come solvente industri ale in applicazioni simili ai solventi della classe dei
cellosolve. La decontaminaz ione di sistemi acquosi contenenti diossano presenta notevoli difficolta se
effettuata tramite metodi convenzionali (biodegradazione, adsorbimento su carboni attivi), a causa
della sua tossicita e solubilita in acqua. Si e investigata l'appl icabi lita di tecnologie di ossidazione
chimica avanzate, in part icolare la fotocatalisi mediata da TiO, e il trattamento con perossido di
idrogeno, alla rimozione da acque contaminate di I, in concentrazi oni dell'ordine della parte per
milione. Gli esperimenti fotocatalitici con TiO, sono inoltre un sistema modello per le degradazioni
abiotiche di sostanze organiche nell'ambiente.
Misure di diossido di carbonio generato e di carbonio organico totale indicano ii raggiungimento della
mineralizzazione completa secondo la reaz ione:

Tio0,
CH,O, +50,----> 4CO0, +4H,0

hv

II meccanismo di degradazione e stato studiato in dettaglio per mezzo di diverse tecniche analitiche
(Purge and Trap- GC-FID, GC-CI-MS, IC) econ una nuova procedura di derivatizzaz ione sviluppata
appositamente per la identificazione e determinaz ionc di composti organici mo Ito polari . E' stato inoltre
studiato l'effetto di diversi parametri sperimentali (pH, concentraz ione di ossigeno, concentrazione di
TIO,e di substrata e/o tipo di ossidante chimico ).
I prodotti ri scontrati nel primo stadio de! processo degradativo sono di- e monoetileng licole. La
degradaz ione ulteriore porta alla formazione di svariati composti fra cui aldeide glicolica, acido
glicolico, gliossale, acido ossalico, formaldeide, acido formico ed, infine, diossido di carbonio. Le
evidenze sperimentali portano a concludere che ii primo stadio de! processo degradativo puo essere
definito come idrolisi fotocatalizzata, in quanto non comporta alcun cambiamento del numero di
ossidaz ione formale di I.
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DETERMINAZIONE DI Pb-210 IN SEDIMENTI MARINI MEDIANTE
SEPARAZIONE CROMATOGRAFICA E CONTEGGIO DEL Bi-210

MA. Meli. D. Desideri, F. Guerra, C. Testa
Istituto di Chimica Generale - Universita di Urbino

In questo lavoro viene proposto un metodo di determinazione indiretta del Pb-210 che prevede: a) la
separazione del figlio Bi-210 (TI/2 = 5,02 giomi) mediante una colonna cromatografica costituita da
Microtene (polietilene microporoso) supportante della tri-ottil fosfina ossido (TOPO); b) il conteggio
della sorgente con contatore beta a basso fondo.
Come e noto il Pb-210, che e un membro della serie radioattiva dell'U-238, ha un tempo di
dimezzamento di 22,26 anni e puo essere utilizzato quale indicatore di eventi geologici recenti con
particolare riguardo ai processi di sedimentaz ione marina e lacustre.
Allo scopo di ottimizzare il recupero finale del bismuto e di ottenere la sua decontaminaz ione dal
piombo e da altri interferenti stabili e radioattivi, si sono eseguiti tests preliminari utilizzando come
traccianti Pb-210 in equilibria con Bi-210 e misurando i due radionuclidi mediante scintillazione
liquida. II metodo suggerito e qui di seguito riportato.
2 g di sedimento, addizionati di 5 mg di Pb"e Bi'carriers vengono posti in muffola a 450 °C per 12
ore ed attaccati con acqua regia. II residua viene sottoposto a leaching con HCI I M; si filtra e si
aggiungono 5g di idrazina solfato per la riduzione del Fe" che interferirebbe nella successiva estraz ione
del Bi".
Si passa la soluzione, alla portata di 2 ml/min. su una colonna costituita da 4 g di Microtene-TOPO;
si lava con HCI 3M e quindi si eluisce il bismutocon HNO,8 M. Si elimina lasoluzione nitrica mediante
lenta evaporaz ione, quindi si riprende ii residuocon HCI I Mesi esegue la precipitazione del Bi''come
Bi.,S, mcdiante tioacetamide al 4%. Si ottiene cosi un'adatta sorgente da sottoporre a conteggio beta con
un contatore a basso fondo. II conteggio deve essere ripetuto nell'arco di due settimane per seguire ii
decadimento del Bi-210.
La resa chimica media e risultata de1 92%; il limite di rivelaz ione, perdue grammi di sedimento, e pari
a 19 Bq/kg.
Allo scopo di verificare l'affidabilita del metodo, e stato analizzato un sedimento fomito dall'IAEA con
un valore cert ificato di Pb-210 (23,3 B4/kg): il valore medioottenutoda 8 analisie risultato di 22,3±2,5
(0 ) Bq/kg conferando che il metodo e sufficientemente affidabile; inoltre ii valore deIla deviaz ione
standard e garanzia di un'accettabile riproducibilita.
II metodo e stato infine applicato ad una carota di sedimento marina raccolta nel Meditenraneo Sud­
Occidentale (Algeria). I valori di Pb-210 decrescono in funzione della profondita del sedimento fino
a raggiungere un valore pressoche costante intomo al sedicesimo centimetro di profondita. Dal
suddetto andamento e stata calcolata la velocita di sedimentaz ione.
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DETERMINAZIONE DI COMPOSTI IDROFILICI IN TRACCIA
IN MATRICE ACQUOSA MEDIANTE DERIVATIZZAZIONE

CON CLOROFORMATI ALCHILICI E GC-MS.

C. Minero, M. Vincenti, V. Maurino, M. Sega e E. Pelizzetti
Dipartimento di Chimica Analitica - Universita di Torino

La detenninazionedi composti organiciabasso pesomolecolarecon funzionalitaalcol iche, carbossi I iche
ed aminiche,eventualmente in combinazione, presentanumerosedifficolta, specieseessi sono a livello
di traccia. L'assenza di gruppi cromofori, l'impossibilita di estrazione e la scarsa o nulla volatilita
pregiudicano la determinazione per HPLC o per GC,ameno di ricorrere caso per caso a HPLC-MS e
DCI- o FAB-MS. In generale, le tecniche di derivatizzazione risolvono i problemi di volatilita e
incrementano la sensibilita di rivelazione, ma richiedono una manipolazione del campione sovente
cospicuasia in termini di tempo chedi costi. I piu usati sono polialchilsilanizzanti (trimetilclorosilano,
easametilsilazano ... ), e alchilanti (alogenuri alchilici e arilici, diazoalcani). Le procedure risentono
tuttavia in modo negativo della presenza di acqua.
E' stato dimostrato che laderivatizzazionedirettamente in mezzo acquosoepossibilecon icloroformati
di alchile. Traquesti, il cloroformato di esile porta ai migliori risultati analitici per molccole a basso
peso molecolare [I]. I gruppi polari vengono trasformati in carbonati (gruppi alcolici, fenolici), esteri
(gruppi carbossilici) e carbammati (gruppi aminici), con possibilita di derivatizzazione multipla. La
procedura di derivatizzazionee molto rapida, ecompleta in pochi minuti e viene seguitada analisi per
via GC-MS in ionizzazione chimica ioni positivi.
Laproceduradi derivatizzazioneestatamigliorataperincrementaredaunaparteleresedi derivatizzazione
(con un co-catalizzatore e con la ridefinizione delle condizioni operative) e dall'altra per evitare in
campioni reali interferenzecromatografichee spettrali in un rangedi massasovente affollato (200-600
uma), incrementando il peso molecolareecontemporaneamentela volatilitae la specificitadi risposta.
E' stato sintetizzato e provato con successo ii cloroformato di 2,2,3,3,4,4,5,5-ottafluoro-l-pentile. La
rivelazione e effettuata in GC-MS ionizzazione chimica ioni negativi. La medodologia permette la
determinazione quantitativa con linearita su 3 ordini di grandezza di acidi idrossicarbossilici, acido
acetoidrossamico, idrossilamine, aminoalcoli, aminoacidi, aminofenoli e idrazinacon limiti di rivelabilita
da 0.3 a 3 ppb, con relativamente scarse influenze dei costituenti non derivatizzabili della matrice.

( I] C.Minero, M.Vinccnti, S.l.ago and E.Pclizzctti, Fresenius J. Anal. Chem . (1994) 350, 403-409.
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DETERMINAZIONE QUANTITATIVA DI COMPONENTI DELL'AROMA
DEi VINI PER ESTRAZIONE LIQUIDO-LIQUIDO SU SUPPORTO SOLIDO

(SORBENT EXTRACTION)

Ivo Moret e Andrea Gambaro
Dipartimento di ScienzeAmbientali, Universita di Venezia Dorsoduro 2137, 30123 Venezia

E' stato condotto uno studio sulla detenninaz ione quantitativa di componenti dell'aroma dei vini con
ii metodo dell'estrazione liquido-liquido su supporto solido. L'accuratezza e stata valutata utilizzando
campioni di un vino acui venivano aggiunti prima dcll'analisi 4 componenti inquantita nota: decanoato
di metile (63 gl'), 9-decen-olo (32 g l'), tridecanoato di metile (61 gl')e acido trans 2-esenoico
(249 g I'). Inoltre e stato eseguito un confronto tra i risultati analitici ottenuti con questo metodo e
quelli ottenuti utilizzando l'estrazione liquido-liquido "classica" deteminando 27 componenti dell'aro­
ma in campioni di uno stesso vino.
La procedura messa a punto e utilizzata nell'estrazione liquido-liquido su supporto solido e stata la
seguente. In un contenitore cilindrico (30 cm x6 cm d.i.) con ii fondo chiuso da un fil tro di vetro a
porosita 3 e riempito con 150 g di terra di diatomea (Hydromatri x, Analytichem Int. - U.S.A.) venivano
versati 250 ml de! campione di vino. Dopo 15 minuti venivano introdotti 200 ml di miscela estraente
(pentano - diclorometano, 2: I v/v). Dopo altri IO minuti venivano raccolti per solo effetto di gravita
-100 ml di eluato contenente i composti estrat ti. L'eluato veniva ridotto per distillaz ione con una
colonna di Vigreux al volume di I ml ed analizzato per gascromatografia con colonna capillare .
I risultati ottenuti indicano una buona accuratezza e ripetibilita della metodologia proposta come pure
una buona concordanza con ii metodo dell'estrazione liquido-l iquido "classica".I maggiori vantaggi
di questa metodologia rispetto a quella "classica" sono rappresentati dal fatto che non si formano
emulsioni misce la estraente-vino e che i tempi di analisi vengono notevolmente ridotti.



PRESTAZIONIANALITICHE EAPPLICAZIONI BIOTECNOLOGICHE DI UNA
STRUMENTAZIONE ULTRASENSIBILE PER L'ANALISI QUANTITATIVA

DELL'IMMAGINE DI PROCESS! BIO- E CHEMILUMINESCENTI

P. Pasini, A. Roda, M. Musiani', G. Carrea, S. Girotti, A. Suozzi' ,M. Baraldini
Dipartimento di Scienze Farmaceutiche, 'Istituto di Microbiologia, 'Istituto di Scienze Chimiche,
Istituto di Oncologia - Universita diBologna, 'Istituto di Chimica degli Ormoni - CNR, Milano

L'analisi dell'immagine della luce emessa da una reazione bio- o chemiluminescente rappresenta una
delle tecniche analitiche piu sensibili per la valutaz ione della distribuzione spaz iale di biomolecole in
tessuti, singole cellule e matrici polimeriche. Inol tre, l'intensita dell'emissione luminosa e proporzio­
nale alla concentrazi one di analita, il che permette di effettuare un'analisi quantitativa e, praticamente,
di risolvere qualsiasi situazione analitica nella quale puo essere utilizza to un sistema luminescente.
Sono stati sviluppati substrati chemiluminescenti che consentono di determinare con elev ata sensibi lita
molli enzimi, tra i quali la fosfatasi alcalina e la perossidasi. Tali enzimi, oltre a costituire analiti di
interesse, vengono impiegati come marcatori in reaz ioni immunologiche e in reaz ioni di ibridazione,
sia di tipo "dot blot" che "in situ", per la identificazione di sonde geniche; essi, inoltre , possono essere
accopp iati ad altre reaz ioni enzimatiche consentendo la quantificaz ione di numerosi enzimi e substrati.
II continuo miglioramento nell'ambito dei substrati chemiluminescenti e stato accompagnato dallo
sviluppo di di spositivi ultrasensibili di analisi di immagine in grado di quantificare e localizz are su una
superficie bersaglio una reaz ione luminescente biospecifica associata ad un processo immunologico,
ad una sonda genica, ad una reazione enzimatica.
Lo scopo di questo studio e quello di valutare le prestazioni analitiche di un apparato per l'analisi
dell'immagine di bassi livelli luminosi basato su un sistema Saticon con intensificatore d'immagine, il
luminografo LB-980 (EG&G Berthold), in termini di sensibilita, risoluzione spaz iale, precisione,
accuratezza . II sistema e stato applicato alla rivelaz ione della fosfatasi alcalina e della perossidasi in
soluzione usando diversi substrati chemiluminescenti; gli effetti delie dimensioni e della geometria del
campione sono stati valutati criticamente. Mediante collegamento con microscopio ottico la fosfatasi
alcalina e stata analizzata, oltre che in soluzione, come enzima presente in sezioni di tessuto, come
molecola immobilizzata chimicamente su reti( 100 fil i/cm) o membrane di nylon e come marcatore per
la rivelaz ione immunologica di sonde geniche.
E' stato possibile determinare quantita di circa 50 zeptomoli di fosfatasi alcalina su di una superficie
di pochi mm' o in pozzetti microtitre, con una risoluzione di circa l 25µm. Quando il sistema viene
collegato con ii microscopio ottico si ha un aumento della risoluzione lino a 0.4m, permettendo cosi
di localizzare analiti in tessuti e singole cellule.
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INDAGINE PRELIMARE SUI COMPOST! FENOLICI
DELLE FOGLIE DI OLIVO (OLEA EUROPAEA L.)

MEDIANTE SPETTROMETRIA DI MASSA IONSPRAY

Enzo Perri, Giovanni Sindona, Andrea Raffaelli** e Piero Sa/vadori**
Istituto Sperimentale per l'Olivicoltra, Rende (CS)
Dipartimento di Chimica, Universita degli Stdi della Calabria, Rende (CS)
Centro di studio del CNR per le Macromolecole Stereordinate ed Oticamente Attive, Dip. di
Chimica e Chimica Industriale, Universita di Pisa, Pisa

Introduzione
Gli estratti di foglie di olivo sono stati studiati fin dagli inizi degli anni trenta per la loro azione
ipotensiva(I). Tale interessante azione fisiologicahamotivatoi primi studi sul "principio attivo"in essi
contenuto e attribuito al suo principale costituente: I' oleuropeina, glucoside secoiridoide dal caratte­
ristico sapore arnaro.
In seguito, l'attenzione si e concentrata su altre attivita biologiche (antiossidante, coronaro-dilatotore,
ipoglicemica, anticolesterolemica, inibizione dell'aggregazione piastrinica) attribuite ad uno o a pill
composti contenuti in essi (2-3).
Le foglie di Olea europaea L., bench¢ caratterizzate da un elevato contenuto di oleuropeina,
contengono numerosi composti fenolici (4), parte dei quali non sono stati ancora identificati. Pochi,
infatti, e incompleti sono i lavori che hanno per oggetto la frazione fenolica delle foglie di olivo che
si avvalgono delle pillmodeme tecnichedi identificazione (5,3). Inoltre, apparepiu chemai opportuno
riesarninare la composizione chimica dei composti fenolici fogliari alla luce delle recenti innovazioni
nel campo della Spettrometriadi Massa. Pertanto, e stato scelto l'abbinamento CromatografiaLiquida/
Spettrometria di Massa (LC/MS) e, in particolare, la tecnica di ionizzazione ionspray (ISi) al fine di
pervenire ad una rivelazione e caratterizzazione piu rapida, completae non arnbigua di tali composti.

Materiali e metodi
Procedimento di estrazione dei compostifenolici
Sono state utilizzate foglie di olivo della "Carolea", la principale cultivar calabrese, in epoche ed eta
diverse. II procedimento di estrazione prevedeva una triplice omogenizzazione delle foglie in
metanolo, una filtrazione su imbuto con setto di vetro sinterizzato, una concentrazione degli estratti
metanolici in evaporatore rotante a 35°C sotto flusso di azoto fino a consistenza sciropposa, e, infine,
un lavaggio dello sciroppo sciolto in acetonitrile con esano in imbuto separatore. Gli estratti
acetonitrilici sono stati nuovamente riportati aconsistenza sciropposaeportati avolumeconmetanolo.
Cromatografia liquida ad alta prestazione (HPLC)
La semplice analisi HPLC e stata effettuata con un cromatografo liquido Hewlett-Packard (HP)
modello 1090 serie II e un rivelatore UV HP I 050 serie II, usando una coJonna Carlo Erba Erbasil S
120 CI8, 4,6 mm di d.i., 25 cm di lunghezza e particelle da 5m.. La separazione era ottenuta grazie
ad un gradiente acqua-metanolo. L'acqua era resa acida a pH=3.1 con acido acetico (1%).
Spettrometria di massa
Lo spettro di massaera acquisito mediante tecnicadi ionizzazione ionspray (ISi) con uno spettrometro
di massaPerkin Elmer Sciex API III Plus (Sciex Co, Thornhill, ONT, Canada). Gli spettri ISi sono stati
ottenuti sia in modalita ioni positivi che in modalita ioni negativi. La soluzione stock di estratto e stata
diluita I: I con acqua e iniettata nella sorgente ionspray mediante analisi "flow injection" (FIA).

Risultati e discussione
La complessita della composizione fenolica degli estratti metanolici delle foglie di olivo e illustrata
efficacemente dalla figura I, mostrante lo spettro di massa ISi di ioni positivi nell'intervallo m/z 100­
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900. Benche complesso, sono facilmente riconoscibili ii piece a rn/z 177, dovuto all'idrossitirosolo e
corrispondente allo ione [M+H]'; gli ioni a m/z 379 e 401 dovuti all'aglicone dell'oleuropeina e
corrispondenti, rispettivamente, allo ione [M+HJ• ed [M+Na]•; lo ioneam/z433 dovuto all'apigenina-
7-0-glucoside, corrispondente allo ione [M+H]'; lo ione a m/z449corrispondente alla luteolina-7-0-
glucoside protonata e gli ioni a m/z 541 e 563 corispondenti, rispettivamente, allo ione [M+H]' ed
[M+Na]'dell'oleuropeina. Nelle condizioni adouate, lo spettro di massa di ioni negativi e meno ricco
di picchi ma anch'esso fonte di preziose inforrnazioni; infatti, mostra ben visibili gli ioni negativi a
m/2 377 e 539 corispondenti allo ione [M-H], rispettivamente, dell'aglicone, dell'oleuropeina e
dell'oleuropeina.
Pertanto, questa indagine preliminare conferma l'utilita dell'applicazionedella speurometriadi massa
e, in particolare, della tecnica ISi, nello studio dei composti fenolici presenti nelle foglie di olivo,
dischiudendo nuovi orizzonti nella caratterizzazione diretta o mediata dalla LC/MS di tali composti.

1 1s99
«433

75

Figura 1. Spettro di massa ISI (ioni positiv) di un estntto metan olico di foglie
di olivo della cultivar "Carolea".

I. Panizzi L.• Scarpati M.L. e Orienic G. (I 960) Gazz. Chim Ital. 90: 1149-1485.
2. Ficarra P.• FicarraR, De Pasquale A., Montefore M.T., Calabro M.R. (1991) II Farrnaco, 46:803-815.
3. Romani A. Baldi A., Mulinacci N., Vincieni F.F. ( 1995) Ani II Congresso Nazionalc di Chimica degli Alimenti,
Giardini-Naxos 24-27 maggio, 505-514.
4. Le Tutour B. and Guedon D. ( 1992) Phytochemistry 31: 1173-1178.
5. Gariboldi P., Jomlm G. e Verotta L. ( 1986) Phytochemistry, 25:865-869.



LA DETERMINAZIONE DEL POTENZIALE DI OSSIDORIDUZIONE DELLA
COPPIA U(IV)-U(III) A 25 °C IN MEZZO HCI, NaCl (CI·=3M)

Daniela Piazzese, Vincenzo Romano. Giuseppe Ruggirello e Roberto Zingales
Dipartimento di Clrimica Inorganica dell'Universita - ViaArclrirafi 26, 90/23 Palermo

Proseguendo le ricerche sullachimica in soluzione di specie iper- e/o ipo-ossidate, abbiamo intrapreso
lo studio del potenziale redox della coppia Uranio (IV)-Uranio (III). Come ben noto, gli attinidi, a
differenza dei lantanidi, presentano una varieta di stati di ossidazione che rende interessante la loro
chimica, sia dal punto di vista fondamentale, sia dal punto di vista applicativo, specie per quel che
riguarda i riflessi sui processi di produzione energetica e dei connessi problemi ambientali. Una
notevole difficolta nello studio di questi elementi e l'elevata radioattivita da essi presentata. In tale
ambito diventano convenienti tuttequellemetodichechepreparano ed analizzano le speciesotto studio,
enemisurano le proprieta in situ. Profittando della relativanon-pericolositadei salidi Uranio, abbiamo
pensato di utilizzarlo come sistema modello detenninando il potenziale formale sopra menzionato.
In particolare, alla preparazione per riduzione su platino con idrogeno dei sali di uranile, seguiva
un'ulterioreriduzione eleurolitica su catodo di mercurio a fonnare miscele U'+, U'' che, dosate in situ
spettrofotometricamente, venivano quindi a costituire la soluzione S nella cella:

- Hg I S I Elettrodo a Vetro +

con S= U" , U, H', Na', Cl (con [CI]=3 M).

La misura della f.e.m. di tale cella e la successiva conversione mediante la cella:

H, (I atm) I NaCI, HCI, con [CI]=3MIE.V.

hanno fomito per ii potenziale formale della coppia

a 25°C in mezzo HCI, NaCI (CI=3M),il valoredi -663±3 mV in un largo intervallo di concentrazione
delle specie coinvolte nell'equilibrio redox.
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ENANTIOMERIC RESOLUTION OF UNDERIVATIZED AMINO ACIDS
BY AFFINITY CHROMATOGRAPHY ON A DINAMICALLY

COATED CHIRAL COLUMN

Maurizio Remelli, Francesco Dondi, Fernando Pulidori
Diparimento di Chimica, Universita di Ferrara, via L. Borsari 46, 44100 Ferrara, Italia

The enantiomer resolution ofracemic mixtures is one ofthe most interesting and growing fields in
chromatography. A particular attention is focused on amino acid enantioseparation due to their
fundamental importance in biochemistry, both from the preparative and the analytical points ofview.
In fact, enantiomeric pure products are requested for peptide synthesis. Moreover, amino acid chiral
determination is ofgreat importance in structure determination ofmany microbial products, such as
polypeptide antibiotics, where the presence ofD-amino acids is common. In both cases the separation
ofunderivatized samples is advantageous. Among the different chiral chromatographic methods, the
most used forthis aim are Ligand-Exchange (CLEC) and affinity chromatography (with protein-based
stationary phases).
A newchiral selector, N'-decyl-L-histidine(LNDH),hasrecently been used to preparechiral stationary
phases for CLEC, by means ofthe dinamic column coating procedure [ 1,2]. This method presents the
great advantage that a commercial column, e. g. an RP-C,, column, can be used to support the chiral
selector and different chiral columns can be readly prepared from the same starting materials, if
different column-coating conditions are used. LNDH has proved to be a good chiral selector for
underivatized amino acid enantiomers, whenabuffered mobilephase, containing theCu" ion, wasused
(CLEC mechanism).
In thepresent work preliminary results arepresented on the use ofLNDHasachiral selectorin affinity
chromatography. A commercial RP-C,, column has been dinamically covered with LNDH and an
acetatebuffer,containing no complexing ion, wasemployed aseluent. Racemicmixturesofunderivatized
amino acids have been resolved on this chromatographic system, underdifferent experimental condi­
tions. Good enantioselectivity values and relatively short analysis times, have been obtained for
aromatic amino acid samples.

(I] M. Remelli, R. Piazza, F. Pulidori, Chromatographia, 32 (1991) 278.
[2] M. Remelli, P. Fornasari, F. Dondi, F. Pulidori, Chromatographia, 37 (1993) 23.
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COLONNE CAPILLARI PER IL CAMPIONAMENTO
DI INQUINANTI ORGANICI DISPERSI NELLE ACQUE

M.V. Russo, G. Goretti, D. Cutilli, E Vescheti
Universita "La Sapienza"Roma Dipartimento di Chimica, P.le AldoMoro 5 - 00185 Roma

Le tradizionali tecniche di arricchimento di un campione risolvono inmodo parziale il problema della
concentrazione dei microinquinanti, poiche restano pi o meno inalterate tutte quelle procedure che
possono introdurre artefatti nel sistema da analizzare, cio e da imputare essenzialmente all'eccessiva
manipolaz ione del campione.
Di recente sono state proposte tecniche altenative per ii campionamento dei microinquinanti, infatti
sono state impiegate colonne capillari con diametro intemo (300 - 700 µm) e con spessore di fase
staz ionaria (0.4-7.0 um) per campionare direttamente sostanze organiche disperse in acqua.
In genere ii campione acquoso viene spinto all'intemo del capillare dove gli analiti vengono adsorbiti
dalla fase staz ionaria. Gli inquinanti vengono, successivamente, desorbiti termicamente con una
successivarifocalizzazione criogenicaall'estremita dellacolonnacapillare; in altemativa il desorb imento
puo essere effettuato irradiando la superfi ce della trappola con una radiaz ione laser o piu semplicemen­
te eluendo con un piccolo volume di un opportuno solvente.
In questo lavoro e stata studiata la possibilita di connettere direttamente la colonna campionatrice con
una colonna capillare analitica. Il sistema, dopo un lungo collaudo, ha dato una buona riproducibilita,
fomendo recuperi maggiori de! 98% per gli analiti studiati. Sono stati inoltre presi in esame quei fattori
che possono essere correlati alla dispersione frontale del soluto adsorbito, come la velocita di
campionamento, ii diametro intemo della colonna campionatrice, lo spessore di fase staz ionaria, ii
volume di campione eluito, la natura e la concentraz ione dei microinquinanti. I valori sperimentali
misurati al variare delle caratteristiche della colonna campionatrice sono stati confrontati ed elaborati
in termini di varianza , impiegando una relaz ione sviluppata da noi, partendo dal modello proposto da
Sternberg, questi risultati sono in ottimo accordo con quelli teorici.
Il sistema studiato, quindi, perrnette ii dosaggio di tracce di sostanze organiche presenti in campioni
acquosi riducendo al minimo gli inconvenienti che derivano da una eccessiva manipolaz ione del
campione e sie constatato che la non rifocalizzaz ione dei soluti non compromette in modo significativo
l'efficienza della colonna campionatrice per sostanze poco solubili in acqua.
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STUDIO ARCHEOMETRICO SULLE ORIGINI
DELLA PRODUZIONE VETRARIA VENEZIANA

G. Scarponi, C. Turetta, G. Capodaglio, M. Veritd, S. Hreglich*
Universita Ca' Foscari e Stazione Sperimentale del Vetro diMurano, Venezia

La preziosita del vetro veneziano nel Medioevo e nel Rinascimento era dovuta, oltre che alla
eccezionale abilita tecnica ed art istica raggiunta dai maestri vetrai, anche all a qualita dei vetri prodotti.
In part icolare le caratteristiche di purezza, trasparenza, decoloraz ione e coloraz ione dei manufatti vitrei
della Repubblica Veneta erano superiori rispetto ad ogni altro centro vetra io dell'epoca.
Pocosi conosce circa le origini della produzione vetraria veneziana e due ipotesi sono discusse. Da una
parte si suggerisce un continuita con la tradizione vetraria romana; dall'altra si considera invece
determinante l'influenza del Levante. E' noto che la tecnologia romana e levantina si distinguevano
principalmente per ii tipo di fondente usato.11 natron, un carbonato sodico naturale del quale importanti
giacimenti si trovano soprattutto in Egitto, era ii fondente impiegato dalla vetraria romana, mentre le
ceneri vegetali sodiche del tipo "allume catino", importate dal Levante, erano le uniche fonti di soda
dei vetrai veneziani almeno a part ire dal XV secolo. Le principali differenze di composizione Ira ivetri
ottcnuti con il natron rispetto a quelli ottenuti con le ceneri vegetali riguardano principalmente ii
contenuto di ossido di sodio, superiore nei primi, e quello degli ossidi di potassio, magnesio e fosforo
di cui sono piu ricchi i secondi.
Allo scopo di fomire un contributo scientifico significativo per la conoscenza delle origini deIla tecnica
vetraria veneziana e stato effettuato uno studio archeometri co su una serie di manufatti vitrei di origin
romana (provenienti dagli scavi di Aquileia e Altino, I-V secolo, 20 repert i), di origine veneziana
rinascimentale di sicura tecnologia levantina (XV-XVI secolo, 20 reperti ) e di produzione veneziana
medioevale di dubbia tecnologia (VIII-XIV secolo, 31 reperti). La composizione chimica dei reperti
(SiO,,A1,0,,Na,0,K,O,Ca0.Mg0,SO,P,O,CI, TIO, Fe,O,, MnO,Cu0,S,0,PO, Sn0,)e stata
determinata mediante microanalisi ai raggi X e i dati ottenuti sono stati sottoposti ad analisi delle
componenti principali.
I ri sultati hanno evidenziato che la prima componente principale mette in luce l'effetto del fondente
usato; essa e quindi capace di differenziare i vetri di origine romana dagli altri in funzione della loro
composizione chimica. Laseconda componente principale elegata principalmente alla concentrazione
di impurezze presenti sia nel fondente sia nel vetri ficante che venivano usati.
II diagramma di dispersione dei dati sulle prime due componenti principali mette in luce l'esistenza
nell'area veneta di un periodo di transizione, compreso tra ii IX e ii XII secolo, in cui i manufatti vitrei
erano prodotti sia con ii natron sia con ceneri vegetali sodiche. In tale periodo quindi sembra esservi
stata una transizione da una materia prima tipica della produzione vetraria romana ad un nuovo
fondente di imp ortazione levantina che diverra in seguito ii solo fondente utilizzat o nella produzione
vetraria muranese e che costituira uno dei segreti dell'eccezionale qualita e fama raggiunte dal vetro
veneziano a part ire dal XV secolo .



MICROSINTESI ED ANALISI GC-MS: UN UTILE ABBINAMENTO
PER L'IDENTIFICAZIONE DI COMPOST!

Alberto Suraro, Giorgio Paroli, Rocco Rella eLucio Doretti
Ufficio Sicurezza e Prevenzione del CNR., Corso Stati Unit 4, 35020 Padova

La detenninazione qualitativa degli analiti e un'esigenza irrinunciabile in chimica analitica per poler
trarre delle conclusioni verosimili sul Campione e sulla sua storia. La tecnicaGC-MS offre molteplici
opportunita per l'identificazione di composti incogniti. Questi sistemi analitici danno la possibilitadi
interpretare lo spcttro di massae di usare la ricerca di libreria per ottenere in tempo reale una lista di
composti che hanno lo spettro piu somigliante. Tuttavia, nessuna delle risposte ottenute dalla libreria
sono da considerare esaurienti in quanto evcntuali composti con alto peso molecolare danno luogo ad
un ampio numero di specie isomeriche ed isobariche i cui spettri, non sono tutti riportati in questi
archivi. Una sicura identificazione presuppone che le risposte strumentali de! GC-MS quali, tempo di
ritenzione e spettro di massa del composto di riferimento di nota struttura, siano identiche a quelle
rilevate per la specie incognita, nelle stesse condizioni sperimentali. Il composto di riferimento non
sempree disponibile in commercio. La sua acquisizione, necessaria per idenficare ii picco incognito,
puo essere tentata seguendo due vie: a) uso di impurezze presenti in prodotti commerciali e b)
microsintesi daeffettuaredirettamente in laboratorio. E' importantepercio sceglierecon cura, nel primo
caso, i prodotti che possono contenere l'analita come specie minore. Spesso la relazione che lega un
composto alle impurezzeche lo accompagnano e semplice: la sintesi de! composto principale puo dare
isomeri, omologhi inferiori o superiori e prodotti di degradazione termica od ossidativa. Se questo
metodo operativo non e applicabile, non resta che passare alla sintesi de! composto. La classica
procedura prevede l'utilizzo di non trascurabili volumi di solvente, fasi operative laboriose ed
inquinanti. tempi lunghi di esecuzionecon produzionedi eccessivequantitadi prodotto. Il superamento
di questi aspetti limitanti puo avvenire solo modificando la maniera di condurre l'eventuale sintesi.
Partendo dalle informazioni trovate in letteratura su unaspecifica ricetta, si puo intervenire riducendo
drasticamcnte le quantitadei reagenti ed eliminando ii solvente, senon indispensabile per ottenere una
fase liquida in un particolare ambiente di reazione. I reagenti con l'eventuale catalizzatore vengono
messi in una fiala di vetro, successivamente saldata a fuoco e sottoposti alle condizioni di sintesi
riportate in letteratura. Dopo raffreddamento, ii grezzo di reazione puo essereestratto con un solvente
organico, diluito o concentrato a secondadellenecessita. L'analisi GC-MS, nelle condizioni sperimen­
tali gia applicate sul campione, permettera di verificare se esiste una completa sovrapposizione delle
risposte strumentali tra ii composto di sintesi e quello incognito. La validitadi questo approccio e stata
dimostrata risolvendo problemi di interesse ambientale collegati a casi reali incontrati nella nostra
attivita di ricerca.

PIOI



SULLA DETERMINAZIONE QUANTITATIVA DELL'ETILVANILLINA
SOSTANZA AROMATIZZANTE ARTIFICIALE AD IMPIEGO LIMITATO

NEI PRODOTTI DOLCIARI

F. Tateo, G. Cantele, M. Bononi
DIFCA - Sezione di Chimica Analitica Agroalimentare edAmbientale Facoltii diAgraria- Universitii
degli Studi di Milano

Distribuzione dei va lori di recovery dietilvanil lina , in fimcione della concentr azione
dell'estratto in esano deri vato dallopera:ione di enrazione epercolat o su Sep Pat Silica
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Fra lesostanzearomatizzanti artificiali ii cui impiego in vari prodotti dolciari e soggetto a limitazioni eper
le quali e prevista una lista positiva (I) ai sensi dell'Allegato VII al D.M. 25.01.92, n.107, l'etilvanilfina
ricopreuna posizionedi particolare importanza per molteplicita di impieghi e dimensioni di consumo.
II Metodo UNICHIM n. 754 per la determinazione dell'etilvanillina nel cioccolato,2) pubblicato
dall'Associazione per l'Unificazione nel Settore dell'lndustria Chimica (UNI), prevede una serie molto
elaborata di ripetute estrazioni prima dell'operazione di concentrazione che precede la determinazione
gascromatografica. All'elaborata manualita fa riscontro anche una difficile valutazione del recovery,
fluttuante in funzione della varieta di matrici a cui ii metodo va applicato (caramelle, confetti, lievito
artificiale, cioccolato, cremadi marroni, confetture ecanditi, biscotteria, budini, zucchero avelo, gelati).
In questa nota si considera l'opportunita di adottare il criterio di estrazione e concentrazione per
adsorbimento in fase solida e si valutano le condizioni ottimali entro le quali ii metodo puo ritenersi
preferibileaquello primacitato, sia in termini di efficienza analiticasiaper maggior semplicitaoperativa.
Esperienze preliminari (3) sono state eseguite per studiare ii comportamento di vari analiti a diversa
funzioneorganica in fase di adsorbimento edesorbimento su microcolonnaSep PakSilica (Millipore). Le
primeconsiderazioni emerse sono state quelle relativeallaevidente opportunitadi Iimitare ii volumedella
soluzione di analita (in esano) percolato sul materiale adsorbente: le rese di adsorbimento sono risultate
condizionate, a parita di quantitil assoluta di analita, dal volume di soluzione in cui questo risulta
solubilizzato. Le esperienze di recupero per desorbimento hanno dimostrato che, nel caso dell'analita
etilvanillina, si hadesorbimento completo eluendo con 3 frazioni da I ml di etanolo 96%. L'analita viene
completamenteeluito nella seconda frazionese si opera in modo taleche laquantitaassolutadaadsorbire
su microcolonna non superi i valori deducibili dal grafico "concentrazione/recovery" piu oltre riportato.
II metodo di isolamento dell'etilvanillina puo essere riassunto in tre fasi: I) estrazione in Soxhlet (30-60
ml di esano) dalla matrice, 2) concentrazione in rotavapor (a 10 ml) della soluzione esanica derivata
dall'estrazione, 3) percolazionedell'estratto concentrato su fase solidaedesorbimento con 3 ml di EtOH
96%.
Per lapreparazionedelcampioneai finidell'analisi gascromatograficasi opera nel seguentemodo: l'eluato

derivatodal desorbimento, dopo
addizionedi 0, I mldi ottanolo a
cone 0,2 g/100 ml (standard in­
temo), si diluisce a 10 ml con
EtOH 96%. La soluzione cosl
ottenuta viene direttamente uti­
lizzata per l'analisi GC/MS.
LaFiguramostrache, aparitadi
volume di soluzione esanica
percolata in microcolonna (10
ml), si ottiene un recovery non
inferiore al 95%per quantita di
etilvanillina non superiori a 5
mg.

PIO2



II volume di esano da utilizzare.in Soxhlet puo essere convenientemente compreso fra 30e 60 ml, in
funzionedellaconcentrazionepresumibilcdietilvanillinanelprodotto daanalizzare. Si impiegheranno 60
ml ncl caso in cui la concentrazione nel campione non superi 50 ppm, nel qual caso si sottoporrano ad
estrazione ca. 40 grammi di matrice. Nell'altro caso cstremo, ove la concentrazione raggiunga 200-900
ppm, si sottoporranno ad estrazione rispettivamente 20 o 5 grammi ca. di matrice con 30 ml di esano. In
ogni caso l'estratto finale si dovra concentrare in rotavapor aca. IOml: leesperienze hanno dimostrato che
le% di recovery si riducono sensibilmentequando si utilizzano volumimaggiori di esano. Cosi operando,
la quantita di vanillina da far adsorbire in microcolonna non supera comunque i 5 mg.
La determinazione quantitativa puo essere agevolmente eseguita in SIM, considerando per l'etilvanillina
come ioni caratteristici: m/el37( I 00), I 38 (28) ed [M+) 166(35),eper l'ottanolo (standard interno) gli ioni
m/e 56 (100), 69 (70), 70 (65), 84 (42).

I) G.U. del 17.02.92 (suppl.ord.), Serie Generate n.39.
2) Manuale N. I55 UNICHIM (Ed. 1988), MU 754.
3)Tesi di Laura inScienze eTecnologie Alimentari di N.Brunelli (RelatoreF.Tateo)Universita degli Studi di Milano,
aa 1991-92.



UNA SEMPLICE METODICA PER DETERMINARE IL CONTENUTO IONICO
IN NANO-VOLUMI DI CAMPIONE MEDIANTE CROMATOGRAFIA IONICA

Rosanna Toniolo, NicolaComisso e Gino Bontempelli
Dipartimenro di Scienze e Tecnologie Chimiche, Universita di Udine via Cotonificio 108, 33/(X) VD/NE
Gilberto Schiavon
CNR - IPELP, corso Stati Uniti 4, 35020 PADOVA

Ladeterminazionedi analiti in piccoli volumi di campione, dell'ordinedei nano-litri (nl), risultaessere
sempre una operazione molto difficoltosa. In panicolare, queste difficolta si incontrano nell'analisi
chimico-clinica dove si e spesso costretti ad operare con campioni di volumemoIto ridotto ( I 0-200 nl)
come ad esempio nelle determinazioni relative al trasporto di ioni nel sistema renale, allorche il
campione deve essere prelevato ricorrendo a tecniche di micropunrura o di microperfusione di tubuli
isolati.
Per queste analisi in nano-volumi e stata sviluppata una serie di metodologie le quali prevedono in
genere ladiluizione del campione originario assieme ad una suaconsiderevolemanipolazione, cosl da
comportare errori non trascurabili dovuti principalmente a contaminazione.
Noi proponiamo qui una semplice metodica alterativa che e utilizzabile in tutti quei casi nei quali ii
campione puo essere analizzato con una delle tante tecniche di iniezione in flusso. Le sue prestazioni
sono statevalutate usando comecampioni delle soluzioni sintetichedi NaCl in acquaMilli-Q, in nano­
volumi delle quali e stato determinato il contenuto di ioni Na' mediante cromalografia ionica.
A questo scopo, nano-volumi di campione sintetico erano prelevali mediante un micro-campionatore/
iniettore dotato di ago con I = ca. 5 cm ed ii cui orifizio di uscita aveva un diametro di circa 5m. I
campioni cosi prelevati, cheoccupavano l'ago solo parzialmente, venivano quindi trasferiti totalmente
o solo in parte (a seconda del volume che si desiderava impiegare) in rubicini di materiale plastico
trasparente (copolimero etilene-tetrafluoro etilene) di lunghezza pari a 5-7cm e con 0,, noto e
compreso tra 100 e 200 µm che erano preliminarmente dotati alle due estremita di guamizione e vile
di collegamento allavalvola di iniezione al cromatografo ionico. Tale trasferimento veniva effettuato
introducendo l'estremita terminale dell'ago per ca. 2 mm all'intemo di una delle due estremita del
tubicino in plastica, con l'ausilio di un microscopio.
Ciascun volume cosi trasferito, che occupava nel tubo un tratto lineare di lunghezza compresa tra 0.5
e 8 mm, veniva accuratamentemi-
surato valutando con un catetome­
tro la distanza tra i due menischi.
L'errore in queste misure volume­
triche era principalmente dovuto
alla incostanza de! diametro inter­
no (±4%) e alla incertezza delle
misure catelometriche (±5 µm) e
risultava incidere in misura % va­
riabilecon ii volumeprelevato. Tale
percentuale variava nelle nostre
misure da ca. ii 7% per V = IO nl a
ca. il4%per V= 160nl. JI tubicino
plastico trasparente contenente il
nano-volume di campione prele­
vato venivaquindi collegato come"loop" alla valvoladi iniezionedi un cromatografo ionico DJONEX
20001.
Venivaquindi registrato il corrispondentecromatogramma utilizzando lecondizioni riportate inTabella.

P/OJ

CONDZIONI CROMATOGRAFICHE ADOTTATE

Fase stuzionaria Precolonna CG 12 (5cm) piu' colonna
di separazjoe CS12 (25 cm)

Fascmobilc Acido mctansolfonico 0.020 M in
HOMilli-O

Fu&so 1ml mil

Tempcratura Ambient¢

Condutimcrico a 100 µS f.s. con
Sistema di rivelazi one soppn:ssorc elettrochimico CSRS-1

alimentato con HO in continuo

Volume iniettato 10. 160nl



I risultati ottenuti analizzando sia volumi diversi dellamedesimasoluzione (0.05 M NaCl) chevolumi
confrontabili di soluzioni adiversaconcentrazione(0.001-0.1MNaCl) indicano unabuonacorrelazione
(r =0.998) Ira aree dei picchi e nmol introdotte oltre che un soddisfacenteaccordo traqueste ultime e
le quantita trovate (± 5%).
Sulla base di tali risultati e possibile concludere che la metodica qui proposla ben si presta all'analisi
di nano-volumi di campioni soprattu110 perche non ne prevede la diluizione, operazione che comporta
una loro inevitabile contaminazione. Tale metodica puo ovviamente essere estesa non solo alla
determinazione cromatografica di altri analiti ionici o non ionici (scegliendo opportunamente eluente
e fase stazionaria), ma anche a qualsiasi specie delerminabile con 1ecnica di analisi per iniezione in
flusso (FIA).



RETENTION MECHANISM OF LANTHANIDE BOPTA COMPLEXES
IN ION-INTERACTION CHROMATOGRAPHY.

Sergioappoli,Carlo Tomba*"', Federica Govoni, Sonia Canipan"'"', Fulvio Ugger,PierLucioAnelli"'"'
UniversitddiBologna,DipartimentodiChimicaIndustrialeedeiMateriali, VialeRisorgimento4,40136Bologna.
"""Bracco S. pA -CentroRicercheMilano, Via Egidio Folli50, 20134 Milano

The Gd complex of 4-carboxy-5,8,11-tris(carboxymetyl)-1-phenyl-2-oxa-5,8,11-triazatridecan-13-
oic acid (BOPTA) (I) shows interesting properties as contrast agent for its properties and it is
performing advanced clinical trials.
Theneed for analytical method allowing the assay of Gd complex, freeGd, and free ligand, stimulated
the researches to study the chromatographic behaviour of such substances.
In preliminary studies, extended to all the lanthanide's series (2), a split of the analytical peak in two
distinct peaks has been observed; such a split has been observed to depend on the nature of the ion­
interaction reagent (IIR) and on the atomic number of the lanthanide ion.

In this communication a model for the retention
mechanism of LnBOPTA will be presented and
the nature of the compounds determining the
splitting of analytical peak will be discussed. The
retention model for the LnBOPTA complexes
(Fig. I) was developed considering the existence
of two differentelution mechanisms: ion-exchange
and ion-pair partitioning. A straightforward
equilibrium treatment gives thefollowing equation
as the retention model:

[
[OA'] ]

7
"k=Ku bu +K 4O4Pe[[of+owl., I

where the subscripts sand m indicate stationary and mobile phase respectively, OA is the IIR used
(n-octylamine), K, is a constant term characterising the ionic exchange, KIP, is a constant term
characterising the ion-pair partitioning, y IE is the number of charges involved in the ionic exchange,y
is the number of charges involved in the ion-pair equilibrium, and b is a factor accounting for the
contribute of n-octylamine to the ionic strength of the mobile phase.
To validate themodel, experimental retention dataof three LnBOPTAcomplexes (Ce(III), Gd(III) and
Lu(III)) were obtained at nine different eluent compositions. Theeluent compositions weredefined by

using a two factor central composite design (3).
An additional set of data was obtained varying the
ionic strength and maintaining constant at 0.1 M the
n-octylamine concentration.
Experimental data of k' were use to fit equation I.
Considering Y,. = ylP = I and b=0.45 was found to
give thebest regression coefficientR result in termof
explained variance.
In Table I the result of the fitting aregiven and in Fig.
2 is shown the observed versus predicted values plot
for all the retention data obtained. The proposed
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Figure 1. Structure of Ln(BOPTA)'" complex.

Table I. Equation l parameters and
regression coefficient R

Ln(BOPTA} K Kr R
oeak
Lu II 20.6 7.4 10 0.988
Lui 15.4 6.3 10' 0.978
Gd II 17.4 5.8 10' 0.974
Gdl 13.5 5.510 0.974
Ce I-II 13.9 5.2 10' 0.988



Figure 2.Plot ofpredicted vs. observed values ofall the data set

k' predictdvalues

-1
-1

model well described the
retention behaviourof all the
lanthanides investigated. All
the peaks are eluted with a
mechanism involving both
ion-exchange and ion-pair
partition and the charges
involved in the equilibria are
the same for all the ions and
for each peak considered.
This observation leads to the

,, "", conclusion hat «hesiring.
when it occurs, should not be
due to the retention of two, or

more, differently charged substances. Peak splitting is likely due to thechromatographic separation of
adistereoisomer mixture, arising from thechiral carbon atom in the ligand structure and thedisposition
of the ligand around the lanthanide ion.

I. Felder, E.; Uggeri, F.; Fumagalli, L.: Vitadini, G., Paramagnetic chelates useful for MRI Imaging. U.S. Patent
4,916,246, April 10, 1990: IT 19236A, Jan. 30, 1986
2. Tomba, C.; Anelli, P.L.; Canipari, S.; Uggeri, F. Proc. of theXVIl Intern. Sym. Colum.LiqChrom. Hamburg, 1993,
Vol 2, p.201.
3. Liu, H.; Cantwell, F.F. Anal. Chem., 63 (1991)993-1000.
4. Box G.E.P., Hunter W.G., Hunter J.S .. Statistic for experimenters, J.Wiley Sons, New York 1978



CAPILLARY ZONE ELECTROPHORESIS SEPARATION OF CHIRAL
ORGANIC ACIDS BY MEANS OF B-CYCLODEXTRIN DERIVATIVES

O.Zerbinati, F.Trotta, G.Giraudi, C.Giovannoli, C.Baggiani
Dip.di Chimica Analitica, Universita di Torino, via P.Giuria 5 - 10125 Torino - tel. 011-6707618
Dip.diChimica Inorganica, Fisicae deiMateriali, Universitd diTorino, viaP.Giuria7-10125Torino
- te/.011-6707550

Capillary electrophoresis (CE) has become a powerful separation technique during the past decade
because of its separation efficiency and high resolution. Enantiomeric separations are important
subjects of interest in many fields, including the pharmaceutical and medical ones. Chiral separation
by capillary zone electrophoresis (CZE) a relatively recent technique, has been performed easily by
adding chiral compounds to thebuffer solution. High resolution is achieved within a short time. Chiral
separations are based on very specific interaction that occur between chiral analytes and the
enantiomeric buffer component, thus different analytes may require different chiral buffers for
resolution.
The limited solubility of P-cyclodextrin in water is one of the major drawbacks in the use of this
compound as chiral additive for CZE. In this study new[-cyclodextrin derivatives (both charged and
uncharged) have been tested as chiral additives for the CZE separation of chiral organic acids. The
results obtained for the separation of enantiomers of different substances with a 24 cm x 25 µm i.d.
polyacrylarnide-coated capillary are presented and the influence of the substituent type and the
substitution degree of, P-cyclodextrin on the separation are discussed.
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DETERMINAZIONE COMPUTERIZZATA DELLO ZOLFO
NELLE BENZINE MEDIANTE GASCROMATOGRAFIA CAPILLARE

CON RIVELATORE FOTOMETRICO.

Lelio Zoccolillo, Raffaella Hanel, Andrea Magri
Dipartimento di Chimica, Universita "La Sapienza",
P.leA. Moro 5, 00185 Roma - Tel. 0649913327; Fax 06-490631

La determinazionedello zolfo nelle benzinee importanteper ii controllo degli impianti di raffinazione,
per i danni ai catalizzatori dellemarmittecataliticheeper l'inquinamento ambientale (SO,0H,SO, nei
gas di scarico).
II metodo ufficialeper la determinazione del contenuto di zolfonelle benzinee I'ASTM D 1552-83 che
consiste nella combustione della benzina in corrente di ossigeno e la successiva titolazione della SO,
sviluppata. Questo metodo, sebbene ampiamente diffuso, e lungo e laborioso.
La tecnicastrumentalepiadattaqualealtemativaal metodo ASTMesenzadubbio lagascromatografia
accoppiata al rivelatore fotometrico (FPD); quest'ultimo, infatti, anche se presenta degli inconve­
nienti quali una risposta esponenziale con la concentrazione e un effetto quenching dovuto alla
componente idrocarburicadellamatrice, ecomunquerelativamenteeconomico, robustoeadeguato per
molte applicazioni.
Oltre all'FPD sono stati proposti, per la misura di composti solforati, altri rivelatori specifici quali ii
rivelatore ad emissioneatomica (AED)"°eil rivelatoreachemiluminescenza (SCD)7". Questi ultimi
danno una risposta lineare con la concentrazione e presentano un ridotto effetto quenching ma sono
molto costosi, sofisticati e richiedono analisti altamente specializzati.
Questo lavoro riporta un metodo computerizzato per la determinazione dello zolfo nelle benzine
mediantegascromatografiacapillarecon rivelatore FPD. La benzinaviene iniettata nel gascromatogafo
tale e quale e dopo la registrazione del cromatogramma il contenuto di zolfo (mg/L) e fomito
direttamentedaun integratore munito di schedabasic (o daun personal computer) in cui estate inserito
l'algoritmo dellarenadi calibrazione. Viene impiegataunarettadi calibrazione in cui laconcentrazione
e espressa direnamente in zolfo, per cui non e necessaria l'identificazione dei numerosi composti
solforati presenti nella matrice. La retta di calibrazione e stata corretta per l'effetto quenching dovuto
alla frazione idrocarburica della mattice. La metodologia e stata validata con una benzina acontenuto
note di zolfo e risulta molto accurata, riproducibile, rapida e automatizzabile.

(I) S.S. Brody, J.E. Chancy, J. Gas Chromatogr., 4,42 (1966).
(2) S.O. Farwell, CJ. Barinaga, J. Chromatogr. Sci .. 24,483 (196).
(3)M. Dressler, SelectiveGas Chromatographic Detectors, Joumal ofChromatographyLibrary,Elsevier: Amsterdam,
Vol.36 (1986).
(4) H.V. Drushel, J. Chromatogr. Sci ., 21, 375 (1983).
(5)P.C. Uden, Y.Young, T.Wang, Z. Cheng, J. Chromatogr., 468,319 (1989).
(6) B.D. Quimby, J.J. Sullivan, Anal.Chem., 61,1027 (1990)
(7)J.K. Nelson, R.H. Getty, J.W. Birks, Anal.Chem., 55, 1767 (1983).
(8) S.A. Nyarady, R.M. Barkley, R.E. Sievers, Anal.Chem., 57, 2074 (1985).
(9) W. Bruening, FJ.M. Concha,J.Chromatogr., 142,191(1971).
(10) J.S. Gafney, DJ. Spandau, TJ. Kelly, R.L. Tanner. J. Chromatogr., 347, 121 (1985).
(11) R.L. Benner, B.H. Stedman, Anal.Chem., 61, 1268 (1989).
(12) J.W. Birks, Chemiluminescence and Photochemical Reaction Detection in Chromatography, VCH Publishers:
New York, 1989.
(13) R.L. Shearer, D.L. O'Neal, R. Rios, M.D. Baker, J. Chromatogr. Sci., 28, 24 (1990).
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ANALISI DI PESTICIDI ORGANOFOSFATIA LIVELLO DI
SUB-PICOGRAMMO MEDIANTE GASCROMATOGRAFIA-SPETIROMETRIA

DI MASSA A IONIZZAZIONE CHIMICA NEGATIVA

L. Zoccolillo, L. Amendola, I. d'Harmant Francois, T. leone
DipartimentodiChimica, Universitd "La Sapienza", P.le AldoMoro5, 00185RomaTel. 06-49913327;
Fax 06-49063!

I pesticidi organofosfati sono largamente impiegati in agricoltura e in ambito domestico (pill del 50%
de! consumo totale di pesticidi). Dal punto di vista ambientale essi presentano dei vantaggi rispetto ai
pesticidi clorurati in quanto sono pill facilmente biodegradati e in genere non danno prodotti di
degradazione pericolosi.
Per la determinazione dei pesticidi organofosfati nelle varie matrici viene impiegata normalmente la
gascromatografia (GC) accoppiata a rivelatori selettivi quali ii rivelatore a cattura di elettroni (ECD),
ii rivelatore ad azoto-fosforo (NPD), ii rivelatore fotometrico (FPO) e la spettrometria di massa sia a
impatto elettronico (El) chea ionizzazionechimica positiva (PCI) e negativa (NCI). Negli ultimi tempi
e stata impiegataancheHPLCdato chealcuni pesticidi organofosfati sono termolabili (I). La GC-MS­
NCI e i sostanza la tecnica pill interessante per selettivita e sensibilita (2-3); essa e stata finora
impiegata quale tecnica ausiliaria di conferma.
Questo lavoro riporta uno studio riguardante l'impiego della GC-MS-NCI per J'analisi dei pesticidi
organofosfati. Lo srudio preliminare riguarda la ricerca delle condizioni operative ottimali e la scelta
degli ioni rn/z pill adatti per l'analisi quali e quantitativa, ottenuti in differenti condizioni di gas
ionizzante. Nella metodologia e previsto l'impiego di pesticidi marcati come standard interni.
I primi risultari sono interessanti in quanto, per una serie di composti organofosfati, si ottengono ottimi
cromatogrammi in cor­
rente ionica totale (TIC),
(scansione 145-400rn/z),
con quantita iniettate in­
feriori al ng.
In Figura I e mostrato un
tipicoNCI-TICdiunami­
scela di 7 pesticidi orga­
nofosfati ottenuti con un
GC-MS 5989 Hewlett­
Packard conChemstation
HP59940A.
Gli spettri NCI ottenuti
hanno almeno due mas­
sespecificheperciascun
pesticida mediante le
quali e possibile con la
tecnica SIM (single ion
monitoring) confermare
la narura del composto e abbassare ii lirnite di rivelazione a frazioni di pg.

I) S. Lacorte, D. Barcelo, Anal. Chim. Acta 296, 223 (1994).
2) S. Lacone, C. Molina, D. Barcelo, Anal. Chim. Acta 281, 71 (1993).
3) G. Durand, D. Barcelo, Anal. Chim. Acta 243, 259 ( 1991).
4) L. Zoccolillo, L. Amendola, G.A.Tarallo, Int. J. Environ. Anal. Chem. in press.
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