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Riassunto. — Sono state studiate le interferemze di vari idrocarburi
presenti in un miscuglio ed & stato messo a punto un metodo di separazione,
che permetta la loro determinazione quantitativa nel miscuglio stesso.

La separazione cromatografica su lunga colonna di allumina, seguita da
successive ulteriori cromatografie su colonne pid piccole, offre la possibilitd
di ottenere abbastanza bene separati i vari costituenti in esame, che per la
maseima psrte possono essere identificati e dosati con notevole esattezza.

Summary. (Chromatography on long alumina column and spectrophoto-
metry of pelycyclic aromatic hydrocarbons). — The interferences of various
hydrocarbons present in a mixture were studied and a method of separation
was developed which permits their meagurement within the mixture.

To this end, investigations were carried out in three steps :

10 Spectrophotometric analysis of 15 pure polycyclic aromatic hydro-
carbone chosen among those most frequently found in tobacco smoke, dis-
solved in cyclohexane and examined from 450 my to 215 mp. The spectra
obtained were utilized for both qualitative detection and quantitative ana-
lysie of the hydrocarbone under examination. The characteristic maximum
wavelength of each hydrocarbon and its respective standard optical height
are given (Tables 1 and 2).

20 Spectrophotometric analysis of several mixtures of the same pure
hydrocarbons (in groups of two and four) in order to study the gualitative
and quantitative interferences of each upon the others (Figs. 1-3),

3° Chromatographic separation, by means of long alumina column,
of the mixture of the 15 pure hydrocarbons, followed by the spectrophoto-
metric measurement of the eluates obtained.

{*) Gia ospite dei Laboratori di Chimica Terapeutica dell'Iatituto Superiore di Sanita.

Ann. Tal. Super. Sanitd (1987) 3, 45-50.
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The chromatographic separation through long alumina column, folowed
by further chromatographies using shorter columms, permits a fairly good
separation of the various constituents under examination, most of which can
be identified and measured with remarkable accuracy (Fig. 4).

PARTE GENERALE

La determinazione degli idrocarburi aromatici policiclici ha assunto grande
interesse, da quando questi composti sono stati riconoscinti importanti agenti
dellinquinamento atmosferico sia di origine industriale ¢ domestica, sia deri-
vanti dalla combustione di carburanti per motori a scoppio. Questi stessi com-
posti sone stati inoltre ritrovati nel fumo di tabacco ¢ vengono prodotti anche
durante la combustione di altre sostanze organiche, sia vegetali che animali.

Molti idrocarburi aromatici policiclici presentano attivitd cancerigena,
dimostrata sperimentalmente su larga scala, sostenendo cosi un ruclo molto
importante nella etiologia dei tumori maligni.

La loro determinazione, perd, risulta assai laboriosa, poicheé essi sono
numeresissimi [HARTWELL (1951) ne ha descritti 2108} e presentano carat-
tenistiche chimiche molto simili. Tnoltre non si ritrovano quasi mai isolati,
ma mescolati ad un numero notevolissimo di altri costituenti, che ne osta-
colano ancor pit la determinagione. '

Le metodiche di analisi maggiormente usate sono per lo pid basate
sulla loro separazione per via cromatografica e sul dosaggio con metodo spet-
trofotometrico o fluorimetrico.

La cromotografia su colonna e la successiva analisi spetirofotomstrica o
fluorimetrica degli eluati nella determinazione degli idrocarburi policiclici
& stata seguita da moltissimi Autori, che si sono interessati della ricerca di
questi composti nel fumo di tabacco, nell’aria inquinata, negli alimenti ed
anche nelle acque e nel suole. Fra le indagini eseguite nel fumo di tabacco
citiamo soltanto quelle pitt recenti di CaxpELr, Linnsey & PERsAUD (1960),
di HorrMan & WynNDER (1960 a ; b) e di ScasSELLATI SFORZOLINT & MARIANI
{1961 a; b).

Per quanto riguarda la determinazione di questi composti nell’aria
ricordiamo le ricerche presentate al Simpesio sugl Inquinamenti atmosferici
tenutosi ad Atlantic City nel New Jersey nel settembre del 1959 (Symposrum
o~ Porycycric HYDROCARBONS, 1960} ed i lavori di Stocks, Commins &
AUBREY (1961), di LINDSEY & StanBURY (1962), di VALORI, MELCHIORRI &
Vescaia (1963), di Granam (1963) e di Herrca (1964).

SEPPILLI & SCASSELLATI SFORZOLINI (1963) si sono serviti della croma-
tografia su colonna ¢ del successivo esame spettrofotometrico per la ricerca
.degli idrocarburi policiclici nella carne cotta alla graticola e nel fumo da essa
prodotto durante I'arrostimento. -

Ann, Tol. Super. Sanild (1967} 3, 45-59.
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Bornerr & FiscHER (1961 ; 1962 a; b; ¢: d; 1963) e BorNErr & KunTE
(1963 ; 1964) hanno utilizzato la stessa tecnica per evidenziare questi com-
posti nelle acque e nel suolo.

Fra gli autori che si sono serviti, invece, della cromatografia su carta
ricordiamo quelli che hanno presentato lavori al Simposio sopra menzionato
ed ancora HorFrMaNN & WYNDER (1960 a; b), ScassELLATt SFoRzOLINI &
Magriant (1961 a; b) e GarnUskiNovA (1964).

Abbastanza recentemente si & imposta all’interesse dei ricercatori,
anche in questo campo di indagine, la cromatografia su strato sottile, Con essa
hanno sperimentato Bancen, DoxNELLY & SroTswoon {1963), KucHARczYK,
Four & VymMeTAL (1963), BERc & Lam (1964) ¢ Sawickl, ELBERT & STANLEY
{1965).

Tra le tecniche cromatografiche che hanno offerto i migliori risultati
nella determinazione degli idrocarburi aromatici policiclici ¢ importante
ricordare la cromatografia in fase gassosa, della quale si sono serviti vari
autori negli ultimi anni. Ricordiamoe Liserti, CArToNI & CanTUTI {1964),
LigerTi & Cantuti (1964) ¢ CANTUTI of al, (1965).

11 presente lavoro descrive la messa a punto del dosaggio di 15 fra i pid
interessanti idrocarburi policiclici presenti mel fumo di tabacco, separati
mediante lunga colonna di allumina,

PARTE SPERIMENTALE

In lavori precedentemente eseguiti nel nostro Istituto (SCASSELLATI
SrorzorLIinNt & Savrvecr, 1958 ; ScasseELLATI SrorzoniNt & MaRriani, 1961 a;
b ; ScassELLaTI SrorzoLiNt & Sarpr, 1961), si era osservato che la determi-
nazione degli idrocarburi policiclici nel fumo di sigaretta risultava sempre
particolarmente laboriosa a causa della composizione complessa e varia
del fumo e a causa della interferenza dei diversi componenti nell’esame
spettrofotometrico. Infatti usando colonne cromatografiche corte la separa-
zione dei vari composti non & mai completa e spesso gli eluati si presentano
colorati in giallo; questo colore non & dovute a bande specifiche, ma costi-
tuisce un fonde continuo, che rende ancor pid difficile il dosaggio.

Si & ritenuto percid interessante mettere a punto un metode che, in-
nanzi tutto, permettesse di separare il piti possibile i costituenti del miscuglio
in esame. Per raggiungere lo scopo propostoci abbiamo procedute per tre
gradi di indagini:

Analisi allo spettrofotometro Beckman DK 2 a registrazione automatica di 15 idro-
carburi aromatici policiclici puri, scelti tra quelli piii frequentemente ritrovati nel fumo di
tabacco, disciolti in cicloesano ed esaminati a lunghezze d'onda da 450 a 215 my. I grafici

ottenuti song stati utilizzati sia per il riconoscimento qualitative, che per I'analisi quanti-
tativa deghi idrocarburi in esame.

Ann, Isf. Super. Bonili {(1967) 3, 45-59.
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Analisi spettrofotometrica di miscele degli stessi idrocarburi puri (a gruppi di due e
di quattro), al fine di studiare le interferenze qualitative e quantitative degli uni sughi altri.

Separazione cromatografica su lunga colonna di allumina della misceln dei 15 idro-
carburi puri & successiva determinazione spettrofotometrica degli eluati, ottenuti dalla cro-
matografia su colonna,

Determinazione speitrofotometrica degli idrocarburi policiclici puri.

Gl idrocarburi utilizzati sono elencati nella Tab. 1.

TABELLA ]
Massim] caratteristicl di 15 idrocarburl policiclicl.
Idrovarburl (%) Lunghezze d'onde doi massimi in mg
Acenaftene . . . . . . . 228,5 278 288,5 300 306 320
Fluorene . . . . . . . . 221,5 227 254,5 261 265 273 289
294 300

Fenantrene . . . . ., . . 220,5 244 251,5 274 280,7 292,5

Antracene . . . ., , . 246 252,7 351 356 369 375

Pirene . . . . . . . .. 231,5 238 241 262 272,5 305 318,5
33 334,2

Fluorantene . ., . . . . 229 236 253 262 271 276 281,5
287 322 341 357,5

1: 2.Benzoantracene . . 221 229 250 257 267,5 277,5% 288,2
298,5 327 341 357 383

3 : 4-Benzopirene . . . . 220 227 254,5 265,5 272,5 284 296

329 345,5 363 319 383 392 402 |
222.8 237 256,5 266,5 2771,5 288,5 302

.

1: 2-Benzopirene . .

316 330,5
3 : 4-Benzofluorantene . . 239 246 256,5 26,5 281 289 293

301 339 349 358 367 377,53 401 ‘
1: 12-Benzoperilene . ., . 222.5 288 299 328 344,5 362 383

1:2.3:4-Dibengoantracene | 218 241  247,5 256 265  275,5 286,3 ‘
. 308 323 333 350 373 |

1:2.5:6-Dibenzoantracene | 221,75 232,5 273 278 286 297 320
332 348 362 373 383 394

Antentrene , . ., . . .1 232,5 253,5 258 293,5 306 380 399
404 420 428
Coronéne . . . . . . . .| 278,5 289,5 297,5 302 313 316 323

333 338 343 353 383 408 i

{*} In ordine di sequenza cromatografica con solvente cicloesano.

Ann. Isl. Super. Sanilc {1967} 3, 45-50.
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Per ciascun idrocarburo & stata preparata una soluzione in ciclo-
esano alla concentrazione di ly/ml, che & stata esaminata allo spet-
trofotometro Beckman DK 2 in celle di guarzo dello spessore di 1 cm
e del volume di 3 ml. Il cicloesano utilizzato (Carle Erba RS per
spettrofotometria) risultava assolutamente pure all’esame spettrofoto-
metrico.

L’analisi spettrofotometrica dei singoli idrocarburi & stata eseguita
da 450 a 340 mp usande una lampada a filamento di tungsteno e la
scale expansion a 2 X ; da 340 a 215 mp usando una lampada a
idrogeno e la scale expansien a 1 X. I valori di fenditura in partenza
con la sensitivity a 0,12 e il photomultiplier a 1 X erano di 0,025 mm
alla lunghezza d’onda di 450 mp ¢ di 0,22 mm alla lunghezza d’onda
di 340 myp.

Per tutti gli idrocarburi sono- stati determinati i valori di assor-
banza ¢ nella Tab. 1 sono trascritte le lunghezze d’onda espresse
in my, alle quali gl idrocarburi analizzati hanno presentato massimi carat-
teristici.

Per il dosaggio sono stati scelti per ciascun idrocarburo i massimi
maggiormente significativi. Per questa determinazione ci siamo serviti
della formula descritta da ScASSELLATI SrorzoLiNi & MAR1ANI (1961 a; b)
che si basa sulla determinazione per ciaseun massimo dell’altezza ottica
standard {AOS) di Commins & LinpseEy (1956), fondata sul calcolo della
linea basale di Cooper (1954), successivamente modificata da Commins
(1958 b), riferita ad una soluzione contenente 1 y di idrocarburo
per ml,

La formula applicata a ciascun massimo caratteristico & la seguente:

A0S — a - 1t DY
2

dove: AOS = pltezza ottica standard riferita ad una soluzione contenente ly/ml di idro-
carburo ;
a = densitd ottica dell’apice della punta;
b, = densitd ottica di una base;
by densita ottica dell’altra base.

il

Per questa valutazione abbiamo preso, come linee di base, hande della
larghezza di 4-8 my; le lunghezze d’onda corrispondenti ai punti di base dei
massimi pid caratteristici di ciascun idrocarburo e le rispettive altezze ottiche
standard sono riportate nella Tab. 2. Per 'antracene e per I'l : 2.3 : 4-diben-
zoantracene i valori delle AOS sono riferiti a soluzioni contenenti 0,5 y/ml
di idrocarbure.

Ann. Tab, Super. Sanifd (1967) 3, 45-59.
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TABELLA 2

Altezze ottiche standard corrispondenti al massimi plit caratteristici di 15 idrocarburl

Lun- jAltcgzs| Lun- (Altezes| Lun- |Altezze| Lun- |[Altezza
ghezze | ottloa | ghezze | ottica | ghezzo | ottica | €hezze | ottica
Idrocarburi {*) d'ondn| atan- |d'onde; etan- jd'onda; stan- |donda| atan-
(**) dard **) dard **) | dard **) dard
(my) § (AOS) | (mp) | (AOH) | (my) | (A0S [ {mg) | (AODS)
j
224,35 318,0
Acengftene . . . . . . . ., (228,5]0,374|320,0|0,006
232,5 322,0
297,0
Flaorene ., . . . . . . . . [300,0}0,046
303,0
247,5 290,5
Fenantrene . . . . . . . [251,5|0,131|292,5|0,042
255,5 204 .5
248,7 52,0 371,0
Antracene (***) . . . . . |252,7{0,395}356,0(0,009|375,6|0,014
256,7 360,0 379,0
239,0 268,5 314.,5 331,2
Pirene . . . . . .. ... |241,010,094|272,5:0,116318,510,043|334,2(0,096
243,0 276,5 322,5 337,2
285,0
Fluorantene . . . ., . . . [ 287,050,102
289,0
273,5 284,2
1 : 2-Benroantracene . . . . |277,5(0,248]258,2} 0,433
281,5 292,12
292,0 379,0 399,0
3: 4-Benzopirene . . . . . 296,0 | 0,186 | 383,010,055 462,0| 0,015
300,0 383.0 405,0
273,5 284 .5 328,0
1:2-Benzopirene , . . . . |277,5°0,088|288,5|0,158|330,50,089
281,5 292,5 333,0
299,0
3 : 4-Benzofluorantene . . . | 301,0(0,091
303,0

{*) In ordine di sequenza cromatografica con solvente cicloesano.

(**) In corsive la lunghezza d'onda del massimo pih caratteristico su cui & stato fatto

il calcalo del’ADS, in tondo la lunghezza d’onde delle basi.
(***) Per antracene e per I'l : 2-3: §-dibenzoantracene i valori delle AQS sono riferiti

a soluzioni contenenti 0,5 y/ml di idrocarburo.

Ann, Ist. Super, Santtd (1987) 3, 45-59.
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Segue TABELLA 2

I Lun- IAltoz:m. Lnn- [Altezzn| Lun- lAlteszza| Lun- Altezzut
ghezpe | ottica | ghuvzxe | ottica | ghezze | ottica | ghousze | ottice
Idrocarburi {*) d'onda| stan- |d‘onda| stan- | d'onda| sfan- |d’onda| stan-
=} duwrid [Lad] dard **) dard ** darvd
mp) (A0S | (mp) | (A0S | () | (A0S) [ (mu) | (A0
295,0 358,40 80,0
1: 12-Benzoperilene . . . . | 202,010,1571362,010,028|383,0|0,038
303,0 366,0 386,0
. 272.5 282.3
1 .(E-i.] 4-Dibenzoantracene 275,5]0,116 | 2863 | 0,333
...... vt 78,5 2903
2930 346,0
1:2-5: 6-Ikibenzoantracene . | 297,0( 0,483 | 348,0|0,019
361,0 350,0
302,0 417,0 426,0
Antantrene . . ., . . . ., . | 306,0|0,232|420,0| 0,083 | 428,010,138
310, 0 423,0 430,0
2817,5 298,0 336,0
Coronene . . . . . . ., .. 289,510,106 1302,0)|0,645(338,0 0,120
291 .5 306,0 340,0

Per le note vedere a pagina precedente.

Determinazione spettrofotometrica di miscele di due e guattro idrocarburi
policiclicr.

Per mettere in evidenza le eventuali interferenze fra idrocarburi a strut-
tura simile ¢ percid a comportamento cromatografico e spettrofotometrico
assai vicini, abbiamo miscelato tra di loro i 15 idrocarburi a grappi di 2 e di 4,
secondo la sequenza teorica precedentemente riportata.

Miscele di due idrocarburi.

Nella preparazione delle soluzioni in cicloesano di ciascuna coppia, ab-
biamo miscelato i due idrocarburi in mode da avere per ciascunc di essi
una concentrazione finale di 0,5 y/ml. Le 14 coppie sono state analizzate allo
spettrofotometro Beckman DK 2; sui grafici sono stati ricercati ¢ dosati
gli idrocarburi presenti,

Dalla lettura dei grafici si possono trarre alcune deduzioni, che ripor-
tiamo qui di seguito per ciascuna coppia:

a) acendftene -+ fluorene : il grafico ha riportato fedelmente i picchi caratteristic
dei due idrocarbuti, ma non nei suoi valori quantitativi

Adun, el Super. Sanilte (1967) 3, $5-59,
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b) fluorene - fenantrene : il grufico ha riportato fedelmente i picchi caratteristici
dei due idrocarburi, ma Ianalisi quantitativa & realizzabile solo per il flnorene a 300 my e
per il fenantrene & 292,5 my

¢) fenantrene + antracene : il grafico ha riportato fedelmente i picchi caratterjstici.
A 252,7 iy 8i sommano il piceo del fenantrene (251,5 my) e quello dell’antracene (252,7 my).
1l fenantrene pud essere dosato a 292,5 my e I'antracenc a 356 myx oppure a 375 mu (Fig. 1);

4,0 _
|
:
s
2
* o0a
3
.1
0.6
0.4
0.1
g e et e
320 340 360 W0, 400
Lunghezza d'ohda
Fig. 1. -— Spettri di assorbimento dell’antracene (.._... ). del fenantrene {- - -) e della

miscela del due idrocarburi (

}» alla concentrazione di 0,5 y/ml.

d) amtracenc |+ pirenc : il grafico ha riportato abbastanza fedelmente i picchi carat-
teristici dei due idrocarburi, che perd non possono essere eaattamente dosati alle loro punte
pib significative ;

€) pirene - fluorantene : il grafico hn riportato fedelmente i picchi caratteristici,
ma la valutazione quantitativa non & elettuabile per interferenza tra i due idrocarburi;

f) fucrantene + 1 : 2-benzoantracene ; il ‘grafice ha riportato fedelmente solo alcuni
picchi caratteristici, sui quali non & possibile fare la determinazione guantitativa;

g) 1 : 2-benzoantracene - 3 : 4-benzopirene: il grafico ha riportato abbastanza
fedelmente i picehi caratteristici, ma il dosaggio di entrambi gli idrocarburi non & realizza-
bile, in quanto essi interferiscono net picchi pit significativi. Infatti § massimi a 296 e 284 mp
del 3 ; 4-benzopirene interferiscono con il piceo a 288,2 my dell’] : 2-henzoantracene, I1 3: 4~
benzopirene, perd, pub essere dosato a 383 ¢ 402 my;

k) 3 : 4-benzopirene 4 1 : 2-benzopirene : il grafico ha ripottate abbastanza fedel-
mente i picchi caratteristici, ma il dosaggic non @ realizzahile per tutii e duve gli idrocarburi,
percht le bande a 288,5 & 277,5 my: dell’! : 2-benzopirene interferiscono con quelle a 296 ¢ 284
my, del 3:4-henzopirene e la banda & 330,5 my dell’l; 2-benzopirene con il massimo a 329 del
3 : 4-benzopirene ; quest’nltimo idrocarburo, perd, pud essere dosato a 383 oppure a 402 my
(Fig. 2);

i} 1: 2-benzopirene + 3 : 4-benzofluorantene: il grafice ha riportate abbastanza
fedelmente i picehi caratteristici, ma il dosaggio non & possibile 5

Ann. Tat, Super. Saniba (1967) 3, 45-58.
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Densitd offica

220 a0 260 280 200 am W W B g, 00
Lungh#zza ¢'onda
Fig. 2. — Spettri di assorbimento del 3:4-benzopirene (.....), dell'l : 2-benzopitene
(-~ -) e della miscela dei dme idrocarbori (———}, alla concentrazione

di 0,5 y/ml

t) 3: 4-benzaflicorantene + 1 : 12-benzoperilens : il grafico ha riprodotto fedelmente
soltanto alcuni picchi caratteristici dei due idrocarburi. Il desaggio & realizzabile spltanto per
I'l : 12-benzoperilene a 383 my ;

m} 1: 12-benzoperilene + 1: 2-3 : 4-dibenzaantracene ; il grafico non ha riportate
fedelmente le curve caratteristiche ed aleuni picchi si presentano a lunghezze d’onda diffe-
venti, Infatti la banda a 288 my dell’l ; 12-benzoperilene interferisce con quella a 286,3 my
dell'l : 2.3 : 4-dibenzoantracene, 5i pud dosare soltante I'l : 12-benzoperilene a 362 my

n) 1: 2-3 : 4-dibenzoantracene 4 1 : 2-5 : 6-dibenzoantracene : il grafico non ha ripor-
tato fedelmente le curve caratteristiche ed alcuni picchi si presentano a langhezze d’onda di-
verase, La banda a 286,3 my dell'l : 2-3 : 4-dibenzoantracene con la banda a 286 my dell'l :
2-5: 6-dibenzoantracene appare nella miscela a 285,5 my ; la banda & 275,5 mp dell'l : 2-
3 : 4-dibenzoantracene appare a 274,5 myu, 5i pud dosare soltanto I'1 : 2-5 : 6-dibenzoantra-
cene a 297 my ;

o) 1: 2.5:6-dibenzoantracene 1 antuntrene: il grafico ha riportato abbastanza
fedelmente le curve caratteristiche, ma quantitativamente pud essere determinato soltante
I'1 : 2-5 ; 6-dibenzoantracens a 348 my. Infatti le bande s 306 e 293,5 mp dell’antantrene
interferiscone con quelle a 297 ¢ 286 myp dell’l : 2-5 ; 6-dibenzoantracene, rendendo impos-
sibile il dosaggio dell’antantrene, che non pud essere dosato nemmeno alle linghezze d’onda
piiv alte (Fig. 3);

T ™
400 10 ” 440
Lunghezza wonda

Fig, 3. — Spettri di assorbimento dell'l ; 2.5 : 6-dibenzountracene (..... )» dell’antan-
trene (- — -} e della miscela dei due idrocarburi { }, alla cencentrazione
di 0,5 y/ml

dAnn, Tet. Super. Saniltc {1967) 3, 45-59.
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P} ontantrene + eoronenc : il grafico non ha riportato fedelmente le curve caratte-
rvistiche, Infatti i massimi a 306 e 293,5 my dell'antantrene interferiscono con gquelli a 302 ¢
289.5 my. del coronene, dando una deviazione nella branca ascendente. Il coronene, perd,
pud essere dosato alla X di 338 my e Pantantrene alla & di 420 my e glla % di 428 mp.

Miscele di quattro idrocarburi (esclusa la miscela g formata da tre idrocarburi).

8} acenaftene + fluorene + fenantrene + antracene ;

b) fenantrene + aniracene 4 pirene | fluorantene ;

¢) pirene -+ fluorantene + 1 : 2-benzoantracene + 3 ; 4-benzopirene ;

d) 1: 2-benzoantracene + 3 : 4-benzapirene | 1 : 2-benzoperine + 3 4-benzoff ;
e) 1: 2-benzopirene + 3 :4-benzofluorantene -+ 1:12- hmperdsne + 1:2-3: 4-di-

benzoantracene ;

) 1: 12-bensoperilene + 1: 2.3 : 4-dibenzoaniracene + 1:2-5: 6 dibenzoantracene +
anignirene ; .

g) 1 2-5 : 6-lil acene | ¢ ene -+ corenene,

Nelia preparazione delle diverse miscele abbiamo unito i singoli idro-
carburi in parti in peso eguali tra di loro, in modo da ottenere, per ciascuno
di essi, una concentrazione finale di 0,25 y/ml. Anche queste miscele sono
state analizzate allo spettrofotometro registratore e sui tracciati ottenuti
sono stati ricercati ¢ dosati gli idrocarburi presenti, Dall’esame di questi trac-
ciati spettrofotometrici ¢ risultato che gquande pit idrocarburi sono presenti
contemporaneamente, ’analisi quantitativa degli stessi & assolutamente irrea-
lizzabile ed anche difficile #i presenta il riconescimento qualitative.

Dalle prove effettuate si rileva, percid, necessario cercare di separare il piit
possibile tra di loro gli idrocarburi prima dell’esame spettrofotometrico, per
permettere una buona valutazione sia qualitativa che quantitativa degli stessi,

Separazione cromatografica su colonna di allumina, di una miscela di idrocarburi
policiclici purt e loro successiva determinazione spettrofotometrica.

Le conclusioni sopra riferite ci hanne indotti a mettere a punto un me-
todo di analisi con il quale si potesse realizzare una separazione il pili possi-
bile completa dei singoli idrocarburi policiclici presenti nella miscela. A tale
Bcopo ci siamo serviti della cromatografia su lunga colonna di vetro (GRAHAM,
1963), riempita di allumina con particolare attivitd ed utilizzande solventi
a differente gradoe eluente.

E stata preparata una miscela dei 15 idrocarburi policiclici puri sciolti
in cicloesano {5 v per ciascuno di essi) ; la miscela, ridotta al volume di circa
3 ml per evaporazione a temperatura ambiente, & stata cromatografata su
lunga colonna (60 % 1,3 cm) di allumina cosi preparata: allumina attiva
neutra Merck riscaldata in stufa a secco a 1159C per 3 giorni e tenuta in
essiccatore in presenza di H,50, al 50 9 per 36 ore circa. Con questa allu-
mina sospesa in cicloesano & stata riempita la colonna fino ad una altezza
di 58 cm; la miscela degli idrocarburi & stata cromatografata ed eluita con

Ann, Isl. Super. Sanife (18687) 3, 45-89.
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cicloesano e successivamente con cicloesano pili etere. Sono stati raccolti
eluati da 3 ml, con il distributore di frazioni automatice RadiRac LKB.

La colonna osservata alla luce di Wood (a A = 366 my) presentava zone
a fluorescenza differente, dal giallo al violetto. Sono state raccolte complessi-
vamente n°® 6.200 frazioni: fino alla frazione n® 200 2 stato usato come
eluente solo cicloesano ; dalla n° 200 in poi & stato usato cicloesano mescolato
ad etere (Carlo Erba RS puro per spettrofotometria) in quantitd crescente,
come risulta dalla Fig. 4 in alto. Al termine dell’esperienza la colonna & stata
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Fig. 4. — Sequenza di eluizione cromatografica della miscela degli idrocarburi in esame e
percentuele ritrovata,
11 grafico in alto rostra la percentuale di etere aggiunta al cicloesano nei succes-
sivi momenti dell’eluizione.
11 grafico colonnato in hasso mostra la percentuale ritrovata alie lunghezze d'onda
segnate tra parentesi, degli idrocarburi messi a cromatografare : la linea continua
significa che l'idrocarbure & stato isolato ¢ dosato con la prima cromatografia ;
Ia linea tratteggiata algnifica che Pidrocarbure & stato ritrovato miscelato ad altri
nella prims cromatografia ed & stato invece quantificate dopo la seconda croma-
tografia.
1} Acenaftens {228,5 mp) — 2) Fenantrone (292,5 myp} — 3) Pirene (334,2 mp) -
4) Fluroantene (287 my) — 5) Antracene (252,7 my) ~ 6) 1 : 2-Bonzoantracene
(288,2 mp}— 7) 3 ; 4-Bensopirene (383-402 my} ~ 8) 1 : 12- Benzoperilene (383 my) -
9) 1:2-3: 4-Dibensoaniracens (286,3 mp) — 10) Antantrene (428 mp) - 11) Coro-
nene (302 mp) — 12) 1:2-5: 6-Dibenzoantracene (297 mu).

Ann, Isgl. Super, Sanitd {1987) 3, 45-59.
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lavata abbondantemente con etere puro, per assicurarsi che tutti gli idro-
carburi fessero stati completamente eluiti,

Le frazioni raccolte sono state esaminate allo spettrofotometro; quelle
che presentavano tracciati spettrofetometrici identici sono state riunite in-
sieme e, per evaporazione a bassa temperatura e sotto vuoto, ridotte a piccolo
volume. Su questo concentrato & stata eseguita la determinazione guanti-
tativa dellidrocarbure presente.

Quando un composto si & presentato, dopo la cromatografia, miscelato
ad altri (antracene con fenantrene, Auorantene e pirene; antantrene con
1 : 2-3 : 4-dibenzoantracene e coronene) si & proceduto .ad una ulteriore
cromatografia su colonna pid piceola (1,1 < 35 em) riempita con allumina
deattivata mediante umidificazione in ambiente di H,S0, al 50 %,; come
eluente & stato usato cicloesano puro. Dopo questa seconda cromatografia
si & potuto osservare che i primi quattro idrocarburi suddetti si sono ben se-
parati tra di loro ed & stato percid possibile il loro dosaggio. Per quanto
riguarda il secondo gruppe di idrocarburi miscelati, invece, non & state pos-
sibile separare 'antantrene dagli altri due e percid questo idrocarburo &
risultato difficilmente dosabile.

I risultati ottenuti nel loro insieme sono esposti nella Fig. 4 in hasse,
dove sulle ascisse & riportato il numero delle frazioni raccolte e sulle ordinate
la percentuale, riferita al teorico, dei singoli idrocarburi ritrovati. Il dosaggio
di questi & stato eseguito alla lunghezza d’onda di un solo picce significativo,
ad eccezione del 3 ;4-benzopirene che & stato dosato a due picchi signi-
ficativi.

Come risulta dalla Fig. 4, dei 15 idrocarburi miscelati, dope separazione
cromaiografica, ne sono stati determinati quantitativamente 12; gli altri
3 (fluorene, 3 : 4-benzofluorantene e 1: 2-benzopirene) sono stati ritrovati
solo in tracce. Gli idrocarburi determinati quantitativamente si sono, per la
maggior parte, presentati ben separati gli uni dagli altri e percid facilmente
dosabili. Di essi il massimo numere (acenaftene, fenantrene, pirene, fluoran-
tene, antracene, 1: 2-benzoantracene, 1: 2-3: 4-dibenzoantracene, coro-
nene) & stato ritrovato intorno al 100 %, della quantita iniziale; del 3 : 4-
benzopirene & stato ritrovato 1’83 9 ; dell’l : 12-benzoperilene e dell’l : 2-
5 : 6-dibenzoaniracene eirca il 60 % ; I'antantrene, eluito insieme all’l :2-
3 : 4.dibenzoantracen¢ ed al coronene, si & quasi totalmente perdute, anche
dopo la seconda cromatografia su piccola colonna,

5i pud inoltre osservare che I’antracene, anche dopo la seconda separa-
zione cromatografica, ¢ eluito dopo il fluorantene, mentre teoricamente si
sarebbe dovuto evidenziare tra il fenantrene ed il pirene; le tracee di 3 : 4-
benzofluorantene e di I : 2-benzopirene sono state trovate prima del 3 : 4-
benzopirene; I1:2-5:6-dibenzoantracene & eluito per ultimo, mentre
sarebbe dovuto scendere subite dopo I'l : 2-3 : 4-dibenzoantracene.

Ann, Fel. Ruper. Sanifo (1947} 3, 45-58,
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CONCLUSIONI

Da quante @ state riportatoe c¢i sembra si possane trarre le seguenti con-
clusioni:

a) Quando gli idrocarburi aromatici peliciclici si trovano tra loro riu-
niti in miscele di due o di quattre, presentano tracciati spettrofotometrici,
la cui interpretazione appare assai difficile e spesso impossibile risulta la
determinazione quantitativa dei diversi componenti.

b} La separazione cromatografica su lunga colonna di allumina, se-
guita da successive ulteriori cromatografie su colonne pih piccole, offre la
possibilita di ottenere abbastanza ben separati i vari costituenti, che per la
massima parte possono essere identificati e dosati con notevole esattezza,
Cid nonostante, una piccola quota di questi composti viene perduta, forse
a causa della lunga durata dell’esperimento e dei vari e ripetuti procedimenti
analitici (essiccamento, distillazione), che posseno alterare il materiale allo
studio,

A tale riguarde basti ricordare le ricerche del Ronpia (1965), che ha
dimostrate come tali idrocarburi possono volatilizzare a temperature infe-
riori al loro punto di ebollizione, quando seccati o adsorbiti su materiale pol-
verulento o anche su semplice carta da filtro.

30 agosta 1966,
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Su alcune metodiche per evidenziare la fibrinolisi
stafilococcica

Livio CAPOCACCIA (*) ¢ Cosimo PRANTERA
Clinica delle Malattie Tropicali e Infettive, Centro di Gastroenterologia, Uniwzrsiull di Roma

Riassunto. — Gli AA. hanno ricercato la fibrinolisi stafilococcica su 44
ceppi usando il metodo di CHRISTIE & WiLson (1941} che non contempla
Pallontanamento degli inibitori della plasmina, il metodo di Lack (1957)
che rimuove questi inibitori mediante cloroformio, ¢ un metodo da lero ap-
prontato, basato sull’allontanamento di detti inibitori mediante acide ace-
tico. I migliori risultati sono stati ottenuti con il metodo dell’acido acetico,
che ha evidenziato la presenza di attivita fibrinolitica in 33 ceppi, mentre il
metodo di Lack I’ha evidenziata in 28 e il metodo di Christie ¢ Wilson in 26,

Summary. (Some methods for the evidentiation of staphylococcal fibrino-
lysis). — This investigation on the staphylococcal fibrinolysis was carried
out on 44 strains of staphylococci, comparing the method of CurisTIE &
WiLson (1941), the method of Lack (1957) and a personal technique based
on the removal of the plasmin inhibitors through the use of acetic acid, As
it is known, the methed of Christie and Wilson does not take into due consi-
deration the removal of the plasmin inhibitors, which can negativize the reac-
tion. In the method proposed by Lack, the removal of the inhibitors is ob-
tained through the use of chioroform, but this substance can interfere with
the reaction of fibrinolysis, as it is capable of destroying small amounts of
plasmin and of activating spontaneously the plasminogen, Furthermore, chlo-
roform is said to remove only the labile inhibitor of plasmin. The Authors
have used acetic acid as removing agent of the inhibitors, as it does not seem
to interfere in any way with the mechanism of the fibrinelytic reaction.

The best results were obtained with the method proposed by the Au-
thors, which evidentiated fibrinolytic activity in 33 strains out of the 44
investigated. The method of Lack resulted positive in 28 strains and the
metbod of Christie and Wilson in 26.

(*) Gia ospite dei Laboratori di Mierobiologia dell'Istituto Superiore di Samitd.
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Nei nostri laboratori il test della fibrinolisi stafilococeica & stato eseguito
per mohi anni con, il metedo di CARISTIE & WriLson (1941}, che perd ha dato
spesso luoge ad inconvenienti, risultando negativo laddove tutte le altre
prove cosiddette di patogenicitd erano al contraric pesitive,

Lack (1957), criticando questo metodo, ne ha proposto in sua vece un
aliro basato sull’'allontanamento degli inibitori della plasmina (fibrinolisina)
mediante I'aggiunta di cloroformio al plasma usato nel test.

Oggetto della presente ricerca & il paragone tra questi due metodi ed un
altro metodo da noi messo a. punto, basato sull’allontanamento degli ini-
biteri della fibrinolisi mediante aggiunta di acide acetico.

MATERIALI E METODI

a
Metodoe di Christie e Wilson : all’agar semplice sciolto e raffreddato a
500 C si aggiunge il 12 9%, di plasma umano ossalatato. La miscela viene te-
nuta a 562 C per 15 minuti per far flocculare il fibrinogeno in fibrina. Si versa
in piastra e si fa solidificare. Si seminano gli stafilococchi e si tiene a 379C
per 48 ore, Il terreno & opaco e, in presenza di azione fibrinolitica, attorno
alle colonie degli stafilococchi si forma un alone chiaro,

Metodo di Lack : per rimuovere inibitore della plasmina si mescolano
ml 1 di cloroformio con ml 10 di plasma umano ossalatato e si lascia riposare
per 20 minuti. L’inibitore &i trova nel precipitato. Per il test si usa il sovra-
natante dopo }a centrifugazione. Si mescolano ml 1 di questo sovranatante
con ml 10 di agar semplice aciolto e raffreddato a 500 C e ml 1 di fibrinogeno
bovinoe Armour frazione T al 2,5 %, in acqua distillata, sterilizzato per Seitz.
La miscela delle tre soluzioni viene tenuta.a 56° C per 20 minuti e poi versata
in piastra. Dopo raffreddamento ai seminano gli stafilococchi. Si procede
come sopra.

Metodo con acido acetico : a ml 1,5 di plasma umano ossalatato si aggiun-
gono ml 28,5 di acqua distillata e acido acetice 0,1 M fino a pH 5,2-5,3 (il pH
& stato misurato cen potenziometro Beckmann su un campione del pool di
plasma. I1 quantitative approssimativo di acido acetico 0,1 M necessario
per ottepere i valori ottimali di pH si aggira sui ml 0,9-1,05 per ml 1,5 di
plasma). Questa soluzione viene centrifugata, ottenendosi la sedimentazione
del precipitato formatosi dopo l'aggiunta dell’acido acetico. Si allontana il
sovranatante e si ridiscioglie il precipitato in ml 1,5 di tampone Veronal
a pH 7.8 (] 990 di una soluzione Veronal sedice 0,1 M, ml 510 di acido clo-
ridrice 0,1 N, gr 8 di NaCl e ml 450 di acqua distillata). Si aspetta qualche
minuto per ottenere il completo ridiscioglimento del precipitato ripetuta-
mente pipettando. Al plasma cost trattato si aggiungono mi 1,5 di fibrino-
geno bovine frazione I (Armour) al 2,53 9, in acqua distillata (il fibrinogeno

Ann. Tal, Super. Sgnild (1987) 3, 80-08.
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va sciolto mettendolo su una ampia superficie, permettendone cosi un rapido
€ omogeneo assorbimento). La miscela plasma trattato -} fibrinogeno viene
versata in ml 15 di agar semplice scielto e raffreddato a 50° C e il tutto viene
posto in bagnomaria a 56° C per 20 minuti, per permettere la trasformazione
del fibrinogeno in fibrina. Si versa in piastra e 8i procede come per i metodi
precedenti.

Ceppi. — Sono stati studiati 44 ceppi appartenenti al genere Staphylo-
coccus isolato da feci di adulti affetti da disordini enterocolitici di vario ge-
nere ¢ inlensitd. A parte due ceppi che all’atto dell’isolamentio fermentavane
anaercbicamente glucosio ¢ mannite ¢ che si erano in seguito dimostrati
incapaci a fermentare anaerobicamente la mannite, tutti gli altri ceppi presen-
tavano ancora all’atto della presente ricerca ambedue le proprietd, unite
variabilmente anche con le proprietd fosfatusi e coagulasi,

RISULTATI

I migliori risultali, come 1isulta dalla Tab. 1, sono stati ottenuti con il
metodo da noi messo a punto, basato sull’allontanamento degli inibitori
della plasmina mediante acido acetico. Con questo metodo, non solo sono
risultati positivi tutti i ceppi positivi con gli altri metodi, ma a voite si &
avuta una pesitivitd laddove gli altri metodi avevano dato risposte negative.
Le zone di lisi, inoltre, sono state in genere pilt grandi e pid nette che con gli
aitri due metodi. Da notare infine che, mentre -—— come si ¢ detto — tutti i
ceppi risullati positivi con il metodo di Lack efo con il metodo di Christie e
Wilson sono stati pesitivi anche con il nestro metodo, tra questi due primi
metodi ¢’¢ stata qualche discordanza, apparendo alcuni ceppi positivi con
un metodo e negativi con ’alire e viceversa.

Schematicamente si potrebbe concludere come segue :

1) Con il metodo di Lack su 44 ceppi esaminati 28 sono risultati po-
gitivi,

2) Con il metodo di Christie e Wilson su 44 ceppi esaminati 26 sono
risultati positivi, Cinque ceppi sono risultati positivi con il metodo di Lack
e negativi con il metodo di Christie ¢ Wilson, mentre in 3 ceppi ¢ avvenuto
il contrario,

3) Con il metodo dell’acido acetico su 44 ceppi esaminati 33 sono risul-
tati positivi, inclusi tutti i ceppi risultati positivi sia con il metodo di Lack
che con il metode di Christie e Wilson.

Ann. Jal. Super. Senila (1987) 3, G0-68.
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TaBELLA 1,

Risposte alla Abronolisi secondo § tre metodl da nol confromtad,

No. del ceppl Metodo per il teat della Abrinolisl (*}
al Staphlococess .
distintl secondo CHuisrie & WILBON Metodo con aoide
le risposte el test (1841) Lacg (1857) avetloo
24 + + +
11 —_ — —
4 - + +
2 + — +
3 - — +
e o
Totale 44
Totale positivi 26 28 33

(*} + positivo, — negativo.

DISCUSSIONE

La fibrinolisi da parte degli stafilococchi viene operata per mezzo delle
stafilochinasi, la cni azione non si discosta da aleuni noti processi della fi-
brinolisi. -

Come & note, I'ultimo atte del processo coagulativo & la fibrinolisi.
L'enzima preposto alla idrolisi della fibrina, il plasminogeno (euglobulina
inattiva presente nel siero ¢ nel plasma), viene trasformato nell’enzima
attivo plasmina (fibrinolising) da due sistemi di attivatori: gli attivatori
diretti (plasminagenasi) e i proattivatori.

Gli attivatori diretti, che somo presenti nei tessuti, nel sangue, nel latte,
nelle urine e in altri umori, agiscone direttamente sull’euglobulina (plasmi-
nogeno) trasformandola nella sua forma attiva. '

I proattivatori, invece, presenti in grande quantitd nel sangue e, in
minore quantitd, nella saliva, nel latte e nelle lacrime, sono incapaei di per
se stessi di agire sul plasminogeno e necessitano, a loro volta, di un altro
gruppo di enzimi, le lisochinasi. Similmente a questo agisce la streptochinasi,
proteina batterica extracellulare ottenuta da colture di streptococco emolitico
di gruppo A. Al contrario della streptochinasi, la stafilochinasi agisce come
una plasminogenasi, ciod attivando direttamente il plasminogene (ASTRUP,
1956 ; Davipson, 1960).

Ann, Jot, Super, Sanila (1967) 3, 60-60.
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A regolare il complesso sistema della fibrinolisi sono preposti gli inibi-
tori della plasmina (antiplasmine) e gli inibitori dell’attivazione del plasmi-
nogeno. Di questo secondo gruppe fanno parte le antistreptochinasi, le antiu-
rochinasi, ’acide c-aminocapronico ed altri inibitori.

Per una buona esecuzione del test non debbono essere sottovalutati
questi inibitori, che possono ritardare ed anche impedire la comparsa della
fibrinolisi attorno a colonic di stafilecocchi in realtd produttori di enzimi
litici. Cid sara ancora piu facile quando scarsa sia la produzione di tali enzimi
oppure quando il plasma usato sia particolarmente ricco in inibitori. La possi-
bilita di reazioni fibrinolitiche falsamente negative & stata sottolineata da
Lack (1957) nella sua critica al metodo di CHrisTIE & WiLson (1941).

Altro elemento importante per una buona lettura della fibrinolisi ¢
una quantita sufficiente di fibrinogeno, la cui aggiunta da Lack stesso & stata
consigliata sotto forma di fibrinogeno hovino. A questo proposito va noiato
che la stafilochinasi agisce soltanto sul plasminogeno umano e sotte questo
aspetto la porzione di plasminogeno, sempre presente nel fibrinogene bhovino
in commercio, non interferisce nella reazione.

Risulta, quindi, assolutamente necessario ’allontanamento degli ini-
bitori, cosi come proposto da Lack (1957). Per raggiungere tale scopo, que-
sto Autore ha consigliato un metodo che prevede Iallontanamento degli
inibitori mediante cloroformio, sostanza che rimuove un inibitore della pla-
smina {DE NicoLs & Soanpi, 1960), Secondo AsTrUP (1956), con conferma
pill recente di DE BARBIERI (1965), esistono due tipi di antiplasmine, Una di
esse, detta inibitore labile, pud essere rimossa mediante trattamento con clo-

»

roformio. L’antiplasmina stabile, al contrario, non ne & rimossa,

Inoltre, numerosi somo gli effetti del cloroformio sulla fibrinolisi. Nel
plasma trattate con cloroformio vi & una diminuzione del livello plasminico,
perche questa sostanza, in parte, distrugge la plasmina (AsTRUP, 1956). Ii
cloroformio sembra anche causare una spontanea attivazione del plasmino-
geno di tipo autocatalitico {AsTrUP, 1956).

E chiaro, allora, come it cloroformio non possa dare una risposta soddi-
sfacente alla necessitd di allontanare quelle sostanze che possono impedire,
ridurre o ritardare evidenziazione della fibrinolisi stafilococcica. Certamente
Yuso del cloroformio non ¢ tale da alterare completamente le risposte fibri-
politiche {vi & infatti una certa identitd di risultati tra i vari metodi), ma &
senza dubbio inadatto a svelare pienamente Dattivita fibrinolitica degli sta-
filocacchi.

Ci & parso quindi opportunc usare un’altra tecnica che non solo fosse in
grado di allontanare tutti ghi inibitori, ma che per se stessa non interferisse
nel complesso meccanico fibrinolitico. Un pH acido (tra 5,5 - 5,2}, come noto
(DE Nicors & Soarpri, 1960 ; DE Barpieri, 1965), determina una precipi-
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tazione della frazione euglobulinica del plasma e eon essa del plasminogeno e del
proattivatore. Sono invece allontanati con il supernatante gli inibitori. Quale
acidificante abbiamo usato I'acido acetico.

Probabilmente la mancata evidenziazione di un’attivitd fibrinolitica
da parte di alcuni ceppi di stafilococchi con il metodo di CarisTiE & WiLson
(1941) e con il metodo di Lack (1957) trova la sua spiegazione nella scarsa
attivita di tali ceppi, scarsa attivitd negativizzata dalle ragioni precedente-
mente esposte.

CONCLUSIONI

11 test della fibrinolisi & un test ritenuto ancora valido ai fini di gindicare
la patogenicitd di un ceppo, con le limitazioni note a questi test. Ancor oggi

sulla fibrininolisi & stata richiamata I'attenzione da Mc CaBe (1966). Una
corretta tecnica di esecuzione appare quindi fondamentale.

Il metodo usualmente impiegato & quelle di CarisTie & WiLson (1941)
che, perd, non contempla I'aliontanamento dal plasma degli inibitori della
plasmina, la presenza dei quali pud evidentemente interferire nell’andamento
della reazione.

Sotte questo profilo, appare giustificato il metodo di Lack (1957) che
per primo ha puntualizzato la necessitd di allontanare gli inibiteri della pla-
smina, rimozione da lui ottenuta mediante I'aggiunta del cloroformio. Questa
sostanza interferisce perd nell’attivita fibrinolitica con il triplice meccanismo
di rimuovere solo Dlinibitore labile della plasmina, di distruggere piccole
quantitd di plasmina stessa e di attivare autocataliticamente il plasmi-
nogeno. :

Per tali motivi, abbiame impiegato 'acido acetico quale fattore di rimo-
zione degli inibitori della plasmina.

Su 44 ceppi di stafilococchi abbiamo paragonato il metodo di Christie
e Wilson, il metode di Lack e il metodo da noi approntato con acide acetico.

Dai nostri dati risulta che il metodo con I’acido acetico & superiore a
quello con il cloroformio (a sua volta superiore al metodo di Christie ¢ Wil-
son) sia perché capace di evidenziare una netta fibrinolisi laddove ¢id non &
possibile con gli altri metodi, sia perché capace di provocare, in confronto
alle altre metodiche, pit ampie zone di lisi attorno a colonie di stafilococchi.

5 settembre 1966,
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