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Rassegna critica delle metodologie disponibili 
per la determinazione di idrocarburi policiclici aromatici 

in lieviti euiccati, nei suhstrati usati per la produzione 

dei lieviti ed in diversi prodotti alimentari 

ALFONSO DI MUCCIO, LUIGI BONIFORTI e MntELL.t. DELISE (•) 

Luboratorio di Ttwicolosia 

PARTE GENERALE 

Molti degli idrocarburi policiclici aromatici (PAH) noti sono stati neo~ 
nosciuti come potenti agenti cancerogeni {l] e, di conseguenza, que11ta classe 
di composti è stata oggetto di numerosissimi lavori sperimentali sia da un 
punto di vista cancerogenetioo, che qui non sarà considerato, che da un punto 
di vista analitico. Le formule di alcuni tra i più comuni idrocarburi policiclici 
sono riportate in Fig. l e 2. Diverse rassegne hanno trattato dei problemi 
connessi con l'origine e la presenza nell'ambiente umano degli idrocarburi 
policiclici aromatici [2-5], cosi come dei problemi relativi all'el!;trazione, 
isolamento, identificazione e do11aggio di questi composti in vari materiali [6--8]. 

L'analisi qualitativa e quantitativa dei PAH è un problema di notevole 
impegno per la bas11a concentrazione alla quale quellti idrocarburi pouono 
essere presenti in prodotti diversi e per il notevole numero di compo11ti inde
siderati che qualsiaai si11tema di estrazione inevitabilmente si tra11cina dietro. 
Come in tutti i caai in cui si vogliono determinare quantità piccoli11sime di 
sostanze in una matrice organica comple11sa, l'intero procedimento analitico 
può essere suddiviso schematicamente in quattro pu11aggi fondamentali: 
l) e11trazione; 2) purificazione dell'estratto con arricchimento selettivo della 
frazione che intereua; 3) separazione dei singoli costituenti della frazione e 
identificazione; 4} determinazione. Si può dire che tutte le tecniche analitiche, 
in varie combinazioni, sono state applicate all'analisi dei PAH in prodotti 
diversi quali ad esempio: condensato del fumo di sigarette, cibi affumicati, 
olii minerali e residui di di11tillazione del petrolio, sedimenti marini., inquinanti 
atmosferici, prodotti alimentari. 

(•) Boni1ta del Laboratorio di Touioolog1a. 

.hll. l !d.. :O'!<plr. $unitiJ (llli9) Il, .W3...J~t 



UF:\'I'I'l (:OJ.TH"ATI Sl- J'i-tii,CANT (DIOPROTEI"!t.) 

Saranno qui di ~cguitu esaminali' k po~;sibilità più significatÌ\"I' clw ~j 

presentano riguardo ai quattro passaggi analitici sopra citati. tenendo in 

I'videnza chl' l'interesse di qut•.«ta nota i': principalmenh~ rivoltn alla d!'ll'r

minazione d1•i PAH nelle farine proteiche da organismi unicdlulari Crt'!WÌuti 

;;u n-alcaui. nf"gli n-alcani usati come substrato per qut"sti lieviti e in pru
dotti alimt>ntari. 

ESTHAZIONE 

Questo processu. come è evidente, dipende fortemente da!Ja natura 

d('l materiak dal qualt• si devono estrarre i PAH. 
l'lei caso di olii minerali bianchi, di n-alcani, di olii vegetali e, in gcm~n·. 

di tutti i prodotti solubili senza residuo in solventi idrocarburici. il pro· 
cedimentiJ di t'strazionl' più sempli<"c consiste nd soluLilizzare una quantità 
opportuna di questi prodotti in cicloesann o in isoottano cd effettuan• una 
ripartizione contro un solvente immiscihil(l quale il dimetilsolfossido (DMSO) 
o la dimetilformammide (DMF). Così Grimmcr e Hildehrandt [9] e Grimmer 
e Bohnke [10] mano la ripartizionP liquido - liquido tra cicloesano t' DMF 
+H20 (9: L v/v) per l'estraziont' dei PAH da olii e grassi vegetali. I PAH 
si coucentrano nella fa:w DMF + H20, dalla qualr. sono riestratti con cicloesano 
previa diluizion•· con acquu. Analogo tipo di ripartizione è usato da 
Wallean• [ll] per l"analisi dt•i PAH in asfalti di petrolio~~ pt•ct~ di catrame 
di carbone nell'ambito di uno studio sugli cH'etti cancerogeni di asfalti ,. 
peci sulla pdlt• di ratto. La ripartiziont' tra isoottano e DMSO è stata impit•· 
gata da Howanl e Coli. [12] per l'estra:r.ione dagli olii vegetali; da Hnwartl 
e Coli. [13] e da Lijimky e Col\. l14] per l'estrazione da petroleum waxrs per 
Ul'òll di additi\·o alimt'ntarc; da Mc Ginnis [15] per l'estrazione dei PAli da 
n-alcani mati come substrato per la crescita di lieviti. I PAH si concentrano 
nel DMSO. dal quale ~nno eRtratti con isoottano previa diluiziom~ con acqua. 

Popl e (:oli. [16] hanno usato la eluizione frontale su colonna di g~'l di 
silice per la concentrazione preliminari' dci PAH da n-alcani usati per lu 
crescita di lieviti. La tf'rnica consistf' nel far passart' le n-paraAinf' su un 
adsorhente chi' trattieni' i PAH, nel lavare la colonna con pentano t' eluirt· i 
PAH con ett're etilico. Il prol.'edimcnto ha lu svantaggio di essen· un pu' 
lungo: il passag~iu di 1000 mi di campione sotto leggera prt'ssione riehied1· 

circa 10 ort·. 
Per quanto riguarda prodotti concreti e non solubili in solventi idwcar· 

lJUrici (lic,·iti f'ssiccati e prodotti alimentari diversi) l'estrai'.innr dev(' tem•r 
conto delle iuterazioni dci PAH con i costituenti dt•i prodotti chf' si esa
minano. Sdahad (17J rileva che l'estrazione di liPviti essiccati con isoottann 
in SoxiJif't per ~ ore è insufficienti', poiehé nelle cellule dt•i microorganismi 
gli idrocarhuri policidici si accumulano in primo luogo neiJP inclusioni grasse 

' 
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libere e, quindi, nelle strutture cellulari fosfolipidiche (nelle membrane cito
plasmatiche, nei mitocondri, nelle membrane nucleari), formando com
plessi stabili con le proteine e sciogliendosi nei lipidi. Grimmer e 86hnke {10] 
hanno dimostrato che nel caso di alimenti a base proteica l'estrazione con 
metanolo caldo è in grado di recuperare non più del 30 % dei PAH, mentre 
saponificando il residuo dell'estrazione, si può recuperare ancora un 60 °~ 
(lt>i PAH. Dal che gli AA. concludono che per isolare quantitativamente 
i PAH da campioni insolubili l'idrolisi è una necessità assoluta. Cosi per 
l'estrazione dei PAH dai lieviti, Grimmer e Hildebrandt [9] e Archibald e 
Cochrane [18] usano una saponificazione con potassa alcoolica 2 N che, tutta
Yia, lascia dei residui non disciolti, che vanno filtrati su batuffolo di lana di 
vetro e lavati con metanolo; i PAH sono estratti con cicloesano dalla miscela 
rli saponificazione. Mc Ginnis e Norris (19] pongono l'accento sulla necessità 
di una completa dissoluzione dei lieviti per poter realizzare una buona estra
:r.ione dei PAH, in quanto vi è la possibilità che questi composti si trovino 
t"ntro la parete cellulare; per solubilizzare completamente i lieviti questi AA. 
usano aggiungere il campione in piccole porzioni a una miscela di potassa 
idroalcoolica (600 mi di H20+ l20g di KOH + 100 mi di EtOH per 200g 
di lieviti) a temperatura di circa 80-85 oc sotto agitazione; i PA.H sono 
i'Stratti con isoottano dalla miscela di saponificazione. 

Per quanto riguarda gli alimenti in genere e i tessuti animali e vegetali, 
il trattamento adottato da quasi tutti gli AA. è una saponificazione con po
tassa alcoolica seguita da estrazione con cicloesano o isoottano. Il coefficiente 
di ripartizione tra cicloesano e MeOH + H,O (4 : l, vfv) è dell'ordine di 
15-18 per molti PAH [6], H che significa un recupero praticamente totale 
l'OD tre estrazioni. La saponificazione con potassa alcoolica per gli alimenti 
è prevista dal metodo di Grimmer e B6hnke {10] e dal metodo ufficiale del
l'A.O.A.C. (20], il quale ultimo condensa un po' i numerosi lavori pubblicati 
dai ricercatori americani [12, 13, 21-26]. 

Alla luce di quanto sopra esposto è da ritenersi che l'estrazione in Soxhlet 
con pentano adottata da Schamp e V anwassenhove [27] per tessuti vegetali 
o quella con esano a ricadere usata da Hertel e Co1l. [28] per la farina non 
~iano adeguate al problema. 

PURIFICAZIONE DELL'ESTRATTO 

Per la purificazione degli estratti contenenti i PAH sono state impiegate 
ripartizioni tra solventi, tecniche cromatografiche (su colonna, su strato 
~ottile, gel cromatografia) e formazione di complessi per trasferimento di 
earica; più spesso sono state impiegate varie combinazioni di queste tecniche. 

Il metodo ufficiale dell'A.O.A.C. [20] prevede: una purificazione dello 
estratto in isoottano per cromatografia su colonna di Florisil disattivato con 

.!nn. l•l. S"per. Sanità (1979) 15,10:>--5~' 
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metanolo dalla quale i PAH sono duiti con benzew• e riportati in soluziow· 
di isoottanu; un trattamento di questa soluziun~· cou acido fosforico pn 
rimuover!" i pigmenti; infin~·. una ripartizion(' tra isoottanu ~· D.MSO t' unu 
estraziorw dal DMSO per ritornan• ad una soluzioiw isoottanica. Qut"sto 
procedimento è stato. tuttavia. criticato da .Mc Ginnis [15] il quah• sostic1w 
che il trattamento con acido fosforico potrebbe portare a Jlerditc; occorre. 
inoltre, aspettare circa un'ora per avere una buona separazione delle fasi nel 
primo lavaggio con acido fosforico [12]. Mc Ginnis "' Norris [19] fanno pui 
rilevare che l'uso del Florisil è alquanto critico, in quanto questo materia!(' 
è difficile da standardizzare; il suo comportamento cromatografico e i recu
peri dei PAH devono esJiere controDati periodicamente con degli staudard; 
infatti il Florisil disattivato con metanolo, conservato per un certo tempo. 
aumenta notevolmente di attività, a seguito di una diminuzione incontrollata 
del metanolo adsorbito su di esso; ciò porta ad un abbassamento del recupero 
cromatografico dei PAH. 

Grimmer e B6huke [lO] adottano i seguenti passaggi per la purificazionc 
del loro estratto cicloesanico: l) ripartizione dell'estratto tra cicloesano e 
DMF + H 20(9: l} (2 estrazioni); 2) cromatografia su colonna di gel di silice 
contenente il 15 % di acqua aggiunta, usando cicloesano come eluentc; 
3) gel cromatografia su colonna di Sephadex LH-20 con eluente isopropanolo. 

Il procedimento di purificazione adottato da Grimmer è abbastanza 
esemplificativo e serve bene come traccia per la discussiom• delle tecnidw 
che possono essere usate per la purificazione degli estratti contenenti i PAH. 

Nella ripartizione cicloesanojDMF +H20 i PAH si sciolgouo preferen
zialmente nella fase DMf' +H20, mentre la maggior parte delle impurezz~· 

liposolubili preferiscono il cicloesano; perciò si scarta la fase cicloesanica ,. si 
riestraggono i PAH con cicloesano dalla fase DMF +H20 previa diluiziom· 
con acqua; con questo passaggio il peso del residuo dell'estratto si abbassa 
a circa il 10% del valore iniziale e ciò consente nel successivo passaggio 
l'impiego di una colonna cromatografica di diametro ridotto con risparmio 
di tempo nell'eluizione. La cromatografia su gel di silice contenente il 15 °,0 

di H 20 aggiunta consiste neU'eluire la colonna con cicloesano, scartando una 
piccola frazione iniziale che contiene i composti meno polari (alcani), racco
gliendo una seconda frazione contenente i PAH e lasciando sulla colonna i 
composti più polari e le sostanzt' colorate. Nella cromatografia su Sephadex 
LH-20, usando isopropanolo come eluente, si scarta la prima frazione corri
spondente a un po' più del volume morto deUa colonna nel quale viene eluita 
la maggior parte deJie impurezze e si raccolgono poi due grosse frazioni che 
contengono rispettivamente, in ordine di eluizionc, i PAH fino a 3 anelli e 
quelli da 4 a 7 anelli e oltre; queste due frazioni sono adatte all'esame mediant(" 
gascromatografia (GLC). Le caratteristiche e l'utilità del Sephadex LH-20 
in gencr8le c nell'analisi dei PAH sono state prese in considerazione da 

A nn. l .t. Snp<r. Sa,.il# (1\17111 15, ;,oa-:.~~ 
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.loustra [29], Wilk f" Coli. [30], Klimi~eh l' R~t'Se [3lJ, Strf'uli p2]t• Edstrom 
,. l-'etro [33]. La earattf'rìstica del Sephadex LH-20 consiste nel fattn che f's~o 

i· un 8nhstrato pt•r gel cromatografia abbastanza polar(' (' i fenomeni di adsor
bimento suno e~altati quando si impit'gano duenti ossidrilati, quali l'isopro
panolo, l'etanolo, la miscela benzene: metanolo (l: l); accade, quindi, cht~ 

la gel cromatografia vera e prnpria delle sostanze liposulubili pre~enti nel 
eampione è sovrapposta ad un fenomeno tli adsorbimt•r.to. e perciò di maggior 
ritenziom•, a carico delle sostanzt> più polari, tra cui la frazione dei PAH: 
cusl la maggior parte tlelle sostanze lipotile e i pigmenti eluiscono vicino al 
volume morto della colonna, mentre la frazione df'i PAH eluisce nettamente 
dopo in ordine di peso molecolare crescente, contrariamente a quello che si 
vf'rifica normalmente nella gel cromatografia. 

La cromatografia su Sephadex LH-20 da sola, tuttavia, non è in grado 
di purificare completamente un estratto. Si può dire che la cromatografia 
~u colonna di gel di silice e la gel cromatografia su Sephadex LH-20 si inte
J!;"rano utilmente. In tale eomhinazione la GPC è stata usata anche da Giger 
e Blumer [34] nella purificazione di estratti relativi a sedimenti marini, 11 

da Novotny e Coli. [35] e Lee e Coli. [36] negli studi sulla eomposizione del 
fumo del tabacco. Questi ultimi due AA. impiegano lunghe colonne di Sepha· 
olex LH-20 allo scopo di isolare non la frazione totale dei PAH, ma frazioni 
a composizione più semplice per una più facile e dettagliata analisi finale. 
Takahashi e Yasuhira [37] purificano gli l'Strutti tli tessuti animali per la 
oleterminazione del 3-metilcolantrene mediante G-PC su Sephadex LH-20 
t> dimostrano che questa tecnica è in grado di rimuovere le sostanze fluo· 
rescenti ed interferenti nel processo di fluorescenza presenti negli estratti, 
o·he altrimenti inficierebhero la validità dell'esame fluorimetrico, 

La purificazione degli estratti mediante GPC su resine stirene-divinil
henzene, in genere preceduta da cromatografia su colonna di gel di silìce per 
l'isolamento olella frazione aromatica, è stata descritta da Snook e Coli. [38], 
Stedman e Coli. [39], Coleman e Coli. [40, 41], McKay e Latham [42] e Popl 
" Coli. (43] relativamente a studi di composizione di frazioni grezze altobol
lenti e residui di distillazione del petrolio, Il comportamento cromatografico 
•li vari materiali utilizzabili nella gel cromatografia dei PAH (Sephadex 
LH-20, Bio Beads SX-8, Styrogel 50--80 A0, Merckogel OR-PVA 500, Se
phadex C:r-10) è stato studiato da Klimisch e Reese [31]. li metodo di puri
ficazione degli estratti sperimentato da Giger e Blumer [34], oltre alla cro
matografia su Sephadex LH-20 e alla cromatografia su colonna di allumina/gel 
di silice, prevede un terzo stadio in cui i PAH sono eomplessati con trinitro
fluorenone (TNF). Questo è un composto che ha caratteristiche di accettore 
•li f"lettroni r. (n: acido) ed è in grado di formare complessi insolubili per tra
sferimento di carica con molecole aromatiche che hanno almeno tre anelli 
f'tmdensati. per cui è possibile t•liminare per lavaggio con solventi quelle 



sostanze indesiderate cllf' non sono in grado di formar!' complessi t' clw siano 
passat1• attraverso i precedenti stadii cromatografici. Lt• possibilità di impieg-o 
ana1itico dei complessi con TNF soun state studiate da Schenk t' Coll. [14J. 
Lo schema di purificazionf' adottato da Gige.r ,._ Blumn [34] è moltn valid" 
e non è molto complicato in quanto i procedimenti cromatografici si risolvono 
nt>Ilo scartarf" una priiila fraziom• e n{'l raccoglien• una seconda fra:r.ionl'. 
Tuttavia, poiché questo schema è stato m1•sso a punto per estratti da ~t'di

menti marini. si ritiPnt• cht• nell'impiego su estratti da alimenti e tessuti 
potreLLero presentarsi dellt• complicazioni a causa delle wosst' quantitù 
di materiak a caratteri" lipidico che possono tro\·arsi in questi estratti. 
Si ritiene, perciò. che l'estratto pro\'enit"nte dalla saponificazion1• dd cam
pioni" debha essere sottopo~to ad un processo di ripartizion{' dt'l tipo descritto 
da Grimmer e BOhnke [10] prima di arrivare agli stadii cromatografici. PN 
quanto a nostra conoscenza, nel caso di estratti da alimenti non esistono 
lavori eh(• riportino la tPcnica della complessazioue con TNF Jler un'ulterion· 
purificazione finale della frazioni' contenente i PAJI: ma sembra chiaru dH· 
es.;;a può risultar'' utile quando l'estratto contenga ancora sostanze. indt·~i· 
derate; Giger e Hlumr-r [34-J affermano ch1• nei s1~dimenti marini flsistono dt•i 
m!'tilchetoni a lunga catena che sopravvivono alla cromatografia su colonna 
di gel di silice "' a qut>lla t<.u Sephade-x LH-20 e possono e.,sert> eliminati sotto
JI!Illendo i PAli al pruc{'sso di complt"ssazione t:on TNF. 

Il mt'.todo di ]lUrifica?.ione adottato da Md:.-inni" e Norri.~ [19] pn'\t'tk 
una filtrazione delrestratto ti1~pido su eolonna di allumina di~attivata. una 
ripartizionP tra isoottano e DMSO e una cromatografia /ìU Florisil disattivatu 
cor1 metanolo: questo metodo appare poco pratico là do\"t' bisogna effettuan• 
la filtrazimw di una soluzione tiepida su una colonna di allumina abbastanza 
lunga: l'impiego di Florisil. inoltrt·, presenta i già rit:ordati inconveni1~nti 
SJWrimentati proprio da questi AA.: infine manea la cromatografia su SP
phadex LH-20, o altro materiale per g~'l cromatografia. eht- è ormai ricono
sciuta eome un passaggio molto utilt· l' importantf" nell'analiKi degli idrn
carLuri policiclici. 

Per tutte le considerazioni SOJlra esposte si ritit~IH' ch1~ lo schema di 
purificaziont' descritto da Grimmer P Bòhnkt• [IO] sia quello chP meglio ~~ 

adatti alla purificaziont" di estratti r{'lativi allt• sostamo;e che sono oggt>tto 
di questa nota. 

Sono state riportate anehe dt'llt· purificazioni mt>dianu sola cromato
grafia su colonna di gel di silice. allumino~, Florisil [17. 45, 46]. Anche la TLC 
da sola [27, 47-SIJ o precPduta da cromatografia su colonna di w·I di silie•· 
attivato pt'r J'isolam{'nto dPIIa sola fraziont~ aromatica [52]. (. 11tata proposta 

pr!r la purificazion1' della frazione di'i PAH. 
f: da rill'varf' che purificazioni di quf'sto tipo piì1 semplifìeato sono statt· 

applicate a casi particolari. in !!f"IIPTP PAH nella fmzion(' neutra degli estratti 
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relativi a inquinanti atmosferici e a condensato di fumo di sigarette, c10e 
eampioni per i quali in genere il peso totale dell'estratto grezzo non è elevato. 
Schamp e Vanwassenhove {27J applicano, infatti, a scopo purificativo, la 
sola TLC su gel di silice alla frazione dei PAH proveniente dall'estrazione 
di 2 Kg di materiale vegetale e fanno osservare che l~ ripartizione tra solventi 
non era necessaria nel loro caso, mentre essa è particolarmente utile con pro· 
<)tti ricchi di estratto lipidico (per esempio, alimenti). 

SEPARAZIONE E IDENTIFICAZIONE DEI SINGOLI COSTITUENTI 

Allo scopo di separare e identificare i singoli costituenti della frazione 
dei PAH, sono state impiegate tecniche cromatografiche e spettrali. E da 
osservare che nessuna tecnica da sola consente di separare e identificare 
tutti i componenti di miscele complesse. La letteratura offre una mole ecce· 
·r,innale di lavori relativi a varie possibilità di separazione, per cui qui sa· 
ramlll citate solo quelle più significative per ogni tipo di tecnica analitica. 

Cromato.t;rafia su .~trato sottile (TLC) e spettrometria UV e di .fluorP.~cenzn 

La TLC è la tecnica usata da ptu lungo tempo per la separazione dei 
~ingoli componenti presenti in un estratto purificato. Per quanto riguarda 
;.;li adsorhenti si può dire che il gel di silice non possiede buone proprietà 
~t>parative in questo caso particolare; infatti è stato usato generalmente per 
l'isolamento della frazione dei PAH nel suo complesso. L'allumina possiede 
migliore capacità di separazione ed è stata usata .'!ia da sola che abbinata 
a TLC su cellulosa e cellulosa acetilata; l'allumina può provocare una par· 
ziale decomposizione dei PAH, a causa della presenza di impurezze di ossidi 
metallici [28]. Nella TLC le macchie o bande sono localizzate osservando la 
la.'!tra sotto luce UV; a causa del diverso spettro di eccitazione, occorre 
osservare la lastra sia con lampada a 366 nm che a 254 nm; il crisene, per 
t•sempio, si visualizza con quest'ultima lunghezza d'onda. 

Come esempi tipici di applicazione della TLC si possono citare i seguenti. 
Stromherg e Widmark [53], per l'analisi qualitatìva in estratti di inquinanti 
atmosferici, hanno usato una TLC bidimen11ionale su lastre di allumina 
(JO t<luente: esano : toluolo, 9: l; 2o eluente: etere etilico: metanolo: ac· 
qua, 4: 4: l); le singole macchie, visualizzate alla luce UV, erano eluite con 
henzolo; riunendo gli eluati di macchie analoghe provenienti da circa IO la5tre 
~i potevano effettuare identificazioni mediante spdtri di assorbimento UV 
l' di massa per confronto con composti standard. McKay e Latham [42] 
hanno fatto uso di una TLC su adsorbente misto allumina : cellulosa aceti· 
lata (2: l), sviluppando la lastra in due dire:t:ioni con lo stesso eluente (etere 



.i l :2 [,]f:\'!TI COLTIVATI ~L':'> ALCA'\ l (HWI'RIJTEI"H'I 

l'tilieo: toluf'IW: cielrw~auu. 2: l : 7). L1· !'o;;.taHzr• t>luitf' dallr· sin~olt• mUtThir· 
...-1~ni' ano j,],•ntificatl' tramill' gli spt'ttri di !'Ccitaziu'Ht' pPr fluor!'sccnzu. fH'r 
t•fmfmnto con {;(li ~fwttri di a~<~orhimentu UY di composti stanrlard o eo11 

~<jwttri riportati in leth~ratura. Anr:-hP Chatot t' Coli. !47] hanno usato una 
TLC su ad~orhcntl· mi!< lo allumina : cellulosa acetilata (2 : l), .wiluppanrlo. 
Jlf'TÙ. la la;;tra nt•lla prima direziont· con p1•ntano l' nPlla seconda con t·tn· 
nolo: tnlm•nt•: aCIJUU (17: 4: 4). Lt• sostanze, f'luitt· dalralh;odwntt• enn 
benzolo. sono identificate tnl'diante ga~ crumatngrafia JWr confronto cou 
snstanze di riferimento. 

Sawicki f" coli. [54] hanno mostrato le possihilità della TLC su allumina. 
cellulosa acetilata e cellulosa per un'efficace caratterizzazione dei PAH negli 
inquinanti atmosferici. Mentre l'allumina (eluente =pentano: etere eti
lico, 19: l) è molto utile nel separare i PAH dalle altre sostanze organicht• 
presenti nell'estratto, la cellulosa acetilata (eluente =etanolo: toluene: ar·
qua, 17:4: 4) e la cellulosa (eluente = dimetilformammide: acqua, l: l) 
presentano migliori capacità separative, usate in successione, dei singoli 
idrocarburi policiclici. Majer e Coli. [55] hanno usato una TLC su cellulosa 
(eluente = DMF: H:O, 70: 30) e un esame mediante spettrometria di massa 
delle frazioni separate. La TLC su cellulosa è stata usata anche nella versiont' 
a fasi invertite. Così il metodo ufficiale deli'A.O.A.C. (20) prevedt' una TU: 
su cellulosa impregnata con dimetilformammide usando isoottann comt• 
eluente, .st'g-uita da una TLC delle singole Lande così separate su cellulosa 
acetilata (duente =etanolo: toluene: acqua. 17:4: 4). La TLC a fasi in
vertite su cellulosa separa i PAH, principalmente. in funzione dd numeru 
degli anelli ma anch•· in hase alla loro disposiziont'. La TLC su cdlulmw 
acetilata è superiore nel separart' i sinfòt:oli composti isomeri a 4,.5 •· 6 anelli. 
Per esempio, lf' coppie henzo(a)pirenejbenzo(e)pirene e benzn (a)antracelU' 
crisene, difficili da separare su cellulosa, si separano age,•olmenlf• su cellulm<:l 
acetilata. Con la comhinazione di questi du•· tipi di cromatografia, White ,. 
Howard [56] hanno separato 25 idrocarburi policiclici. L'n sistema di separa
ziont' uguale a quello del metodo A.O.A.C. è stato impie!!:ato da Mc Ginni~ 
[15, 19] nell'analisi degli estratti da lieviti cresciuti su n-alcani t> da n-alcani 
usati comt> suhstrato e da Shamp e Vanwassenhove (27] per l'analisi dei 
PAH nei vegetali e nel bitume. Matsushita e Coli. [57] hanno usato lastre 
2() x 20 cm il cui strato adsorbente era costituito per una larghezza di 4 cm 
da allumina : cl:'llulosa (95 : 5) e, per gli altri 16 cm. da cellulosa acetilata. 
L'estratto da filtri per inquinanti atmosferici veniva cromatografato prima 
sulla corsia di allumina: cellulosa con esano: etere etilico (19: l) e poi. 
ad angolo retto, con metanolo: etere: acqua (4·: 4: l). Alla luce UV era 
possibile visualizzar•~ 66 macchie, delle quali 28 Aono state identificatt> comt· 
PAH tramite gli spettri di eccitazione e di fluorescenza. :F; stato anche dt'
scritto l'impiego della TLC su strati di gel di silice impregnata con composti 
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accettori di elettroni, come il trinitrofluorenone. \"anidride pirontellitica e la 
caffeina, per sfruttare l'effetto di complessazione a carico degli idrocarburi 

aromatici [8, 58]. 
In tutti questi metodi, in cui attraverso la TLC si cerca di ottenere una 

completa separazione dei singoli PAH, l'identificazione viene realizzata 
mediante il valore deli'Rf e attraverso l'esame 1legli spettri di fluorescenza 
effettuato sulla sostanza eluita dalle singole macchie o bande. Questa tecnica, 
seppure molto sensibile, è di impiego delicato: essa richiede il confronto fra 
lo spettro di fluorescenza del composto ipotizzato e quello di uno standard, 
con l'ausilio di un atlante di spettri. Gli spettri vanno determinati in condi· 
zioni sperimentali confrontabili. Vi deve essere esatta corrispondenza tra 
gli spettri a tutte le lunghezze d'onda di eccitazione, altrimenti si deve so
~pettare la presenza di una o più impurezze [6]; è opportuno fare uso di 
spettri di fluorescenza «corretti» per le variazioni di intl:'nsità della sorgente 
e di risposta del rivelatore con la lunghc:r..za d'onda [59). Questa tecnica può 
incontrare difficoltà quando nell'estratto sono presenti sostanze fluorescenti 
o capaci di intf'rferire con il fenomeno della lluorescenza. Inoltre non è pos
sibile evidenziare la presenza di metilderivati che hanno notevole importanza 
tossicologica [l, 68]. 

AA. Ili scuola sovietica [17] hanno fatto uso del cosiddetto « effetto 
Shpol'skii »: esso consiste nel registrare lo spettro di fluorescenza dei PAH 
intrappolati nel reticolo cristallino di solventi n-alcani raffredati a 77oK, 
Una delle difficoltà che si incontrano con la spettrofluorimetria è dovuta 
alla larghezza delle bande di eccitazione e di emissione negli spettri dei PAH 
a temperatura ambiente, e anche a basse temperature in quei solventi che 
formano «vetri » trasparenti che sono adatti per la spettrometria di lumi
nescenza con illuminazione ad angolo retto. Invece alla temperatura di 77°K 
i PAH, bloccati nel reticolo cristallino di n-alcani, mostrano uno spettro di 
bande molto strette che si prestano ad una identificazione qualitativa, anche 
in miscele di otto componenti. La tecnica è stata esaminata a fondo da 
Kirkhright e De Lima [60]. Essa richiede evidentemente apparecchiature 
adatte allo scopo. 

Gas cromatografia (GLC) e gas cromatografia acwppiaw a spettrometria di 

massa (GCjMS) 

Uno dei principali inconvenienti della tecnica TLC-spettrofluorimetria 
è la necessità di dover eluire le macchie che si separano nella TLC e sottoporre 
una alla "Volta le sostanze eluite alle indagini spettrali. Tutto ciò comporta 
un note'\ole dispendio di tempo e la possibilità di perdite dei PAH per de
composizione dovute alla luce UV o per incompleto recupero dal materiale 
adsorbente [61]. A qm~sto riguardo la gas cromatografia mostra notevoli 
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vantaggi chl' in sostanza si condensano nel fatto cht> le sostanzt• po~sonu 
essere separate e identificate nel corso dello stesso esame senza nect'ssiti• 
di trasferimenti intermedi. A questo scopo sono state usatl' sia colonnt· 
capillari cht' impaccati:. Le colonne capillari ovviamente mostrano migliori 
capacità di separazione. ma hanno lo svantaggio che i ga!l cromatogrammi 
così ottenuti non Ai pre!ltano per un esamt' quantitati\'O in quanto ottenuti 

generalmente con un« frazionatore » in ingresso, il cui rapporto di fraziona
mento può non essere costante e riproducibile. Come esempi significativi 11i 
possono citare i seguenti lavori. Carugno e Rossi [62]: colonna capillare riw
stita con SE-52 (un metil-fenil-silicone) lunga 65 m; Lane e Coli. [63): co
lonna di 5,4 m :< 6 mm o.d. riempita con OY-17% (un metil-fenil-silicone) 
su Cbromosorh W--80-100 mesh: Novotny f' Coli. {35): colonna capillan· 
(35 m x 0,25 mm i.d.) rivestita con SE-52; Let' t' Coli. [36]: colonna capillart· 
rivestita con SE-52 (Il m x 0,26 mm i.d.); Gouw e Coli. [66]: colonna ca
pillare (IO m x 0,01") rivestita con OV-101; Lao l'Coli. [46]: colonna 12 pit·
di- 0,125") riempita con 6% Dcxsil300 su Chromosorb ~·'-HP--80--100 mesh 
e una capillare (35 piedi x 0,02") rivestita con Dexsil 300 (secondo gli AA. 
la colonna impaccata ha dato i migliori risultati; durante un cromatogramma 
della durata di 80 minuti più di 100 composti venivano separati sufficit'nt•·
mente per permettere una identificazione mediante spettrometria di mas~a 
e un dosaggio per integrazione dell'area dd picco; tuttaùa il Lenzo(a)piretw 
[B(a)P] e il benzo(c)pirene[B(e)PJ non venivano separati; Grimmer e B6hnk1· 
[10]: colonna (10m A 2 mm i.d.) riempita con 5 ~;,-~ OY-101 su Ga~

Cbrom Q: si tratta di una colonna di elevata efficienza che riesce a separart• 
per esempio il B(a)P dal B(e)P e il dihenz (a. j) antracenl' dal dibenz(a. h) 
antracene; Janini c Coli. [64]: è stata impiegata come fase di ripartizionf' la 
N-N'bis (-metossihenzilidene)-~-IX'-bi-p-toluidina ndla sua regiont> nema
tica; questa fase ha notevoli possibilità di separazione dei PAH isomeri a 
3-5 anelli; la selettività è basata sulle differenze nel rapporto lunghezza-
ampiezza degli isomeri geometrici; la colonna a 2,5 % su Chromosorh 
W-HP-100--120 mesh lunga 4 piedi è in grado di separare agevolmentt' 
il B(a)P dal B(e)P e il crisene dal benz(a)antracene. 

L'identificazione avviene in base al tempo di ritenzione per confronto 
con composti standard. f: ovvio che questo tipo di identificazione. come per 
tutti i processi cromatografici, non è del tutto specifico. Per aumentare la 
sicurezza di identificazione è stato usato il rivelatore a cattura di elettroni 
e anche rivelatore a cattura di elettroni seguito da rivelatore a ionizzaziont· 

di fiamma [65]. 
In ogni caso un'identificazione sicura si è potuta avere solo con l'accop

piamento diretto gas cromatografo-spettrometro di massa; in questo accop
piamento in sostanza lo spettrometro di massa funge da rivelatore per il ga~ 
cromatografo. L'alta specificità degli spettri di massa assicura una identi· 

.A"" /<t. Supu. Sff11il•i (19711) n, :,os-:.~• 
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ficazione Jlressocché inequivoca. L'uso deUa tecnica GCjMS nell'analisi di 
miscele comple88e di idrocarburi è stata discussa da Kuru e Hala [67]; Lao 
e Coli. [46] hanno applicato la GCJMS individuando oltre 100 PAH presenti 
in inquinanti atmosferici; Grimmcr e Bahnke (10] mediante la GCJMS hanno 
potuto mostrare che oltre 100 segnali negli estratti di pesce affumicato, lievito 
e olio di giruole erano dovuti a PAH o loro metil e dimetil derivati. S molto 
importante da un punto di vista tossicologico poter rivelare la presenza di 
alchil derivati, perché spesso i metil derivati sono molto più cancerogeni 
dell'idrocarburo non alchilato [l, 68]. Lee e Coli. [36] hanno applicato la 
GC/MS con colonna capillare (11 m x 0,26 rum i.d. rivestita con SE-52) 
allo studio dei PAH nei condensati di fumo di tabacco e marijuana; in questo 
studio gli estratti purificati su colonna di gel di silice, venivano ulteriormente 
purificati e frazionati mediante cromatografia su Sephadex LH-20 e croma
tografia liquida ad alta pressione, in modo da ottenere frazioni più semplici; 
la spettrometria di massa ha consentito l'individuazione di metil e etilde
rivati. B stata usata anche la Risonanza Magnetica Nucleare protonica in 
trasformata di Fourier, che consente la rapida accumulazione degli spettri 
(nel caso circa 22.000, limite di lavoro lO !J.g), per confermare la posizione 
o1ei gruppi metilici. Ciò riveste notevole importanza in quanto la tossicità è 
molto diversa per i diversi isomeri di posizione; il 5-metilcrisene, ad esempio, 
è molto più cancerogeno degli altri metilcriseni e del crisene non sostituito [68]. 

L'uso della spettrometria di massa non accoppiata alla gascromatografia 
è stato descritto da Majer e coll. {55] e da Giger e Blumer [34] (evaporazione 
graduale da una sonda riscaldata a temperatura programmata). 

In questa applicazione, tuttavia, si perde il pregio fondamentale di poter 
separare, identificare e dosare un gran numero di PAH senza trasferimenti 
manuali dalla fase di separazione a quella di identificazione. 

Cromatografia liquida ad alta pressione (HPLC) 

La HPLC ha ricevuto una crescente attenzione nell'analisi dei PAH. 
Essa ha notevoli possibilità in quanto vi è una vasta scelta di supporti cro
matografici. In pratica pouono essere trasferite in HPLC tutte le possibilità 
di separazioni che sono Q ruttate nell'analisi cromatografica su strato sottile. 
Così sono state utilizzate colonne di acetato di cellulosa [69, 70], poliammide 
[71], supporti impregnati di trinitrofluorenone [73], supporti ai quali è legata 
una fase stazionaria a polare ( ottadecilsilil) per la cromatografia a fasi in
vertite [51, 72, 74]. La HPLC è una tecnica molto promettente per la separa
zione dei PAH ad alto peso molecolare o isomeri, ma non può competere 
con la GLC per il numero di composti separabili in una singola analisi. Ma 
il vero punto debole della HPLC è nel rivelatore. Dong e Coli. [51] usano un 
rivelatore a indice di rifrazione e un rivelatore UV a lunghezza d'onda fissa 

.11111. t <l. 8upor. Sa10Ud (U79) 11, ~os-.;24 
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25<'J. nm. dii' da soli uou offrono sufficienti !{aranzie di srwr:ificitil. In dli:Hi 

IJIH'Sti AA. fanno anche una raceolta di hazioni. sullf' quali cfh:ttuano pui 

SJWttri UY e di fluorescenza l'controlli mediantt• GClMS m• Ile condizioni usa il" 

da Lao l' coli. t46l. La mip:liorc pos~ibilità di riHiazimw è prohahilmcntt· 
allo stato attuale quella descritta da }<"ox t' Stah~y (74-1. i quali fanno uso tli 

un rivelatore doppio ad assorhanza e fluorescenza. 

La HPLt appart•, quindi, utilt• in analisi di tipo ript'titivo su prohlemi 

~ià studiati in dettaglio, ma soprattutto in studi di composizione per l'ottf•
nimento di frazioni semplici da studiar(' con maggior dettaglio mt~diantl' 

GC/MS. La HPLC, per il tipo di separazione su cui si basa, può dare migliori 
risultati rispetto alla gas cromatografia nello studio d('i PAH a peso mole
colare più elevato. 

DF:TEHMINAZIONE QtW\TITATIYA 

Per quanto concerni• l'impiego delle tecnidw U\' t' fluorescem:a nella 

determinazione quantitati\·a Ei può fare riferimento a lavori giù citati (6. 

20, 56]. Il metodn dell'A.O.A.C. [20] pren•de una determinazione medianti' 

spettri UV e una conft>rma mediantt: spettrofotofluorimetria. La determina· 
zionc si t:sf'gue registrando In spf'ttro di as~orhimcnto nell'ultravioletto P 

eonfrontando ogni massimo di assorhimf'nto con quelli presrnti negli sp1•ttri 
di idrocarburi poJir,idiei conosciuti. La determinazionc quantitativa rlf'll'idrn
carhuro così identificato è realizzata con l'uso della tecnica della lint'a di 

hase per confronto POli gli SJmttri ottenuti ndlt· st.-,sse snluzioni a concen
trazione nota dell'idmcarhuro iu questione. Il limite di lavoro per la det"'r

minazione UY è eire·c~ lfJ.P:· La detcnniuazione ml'diante spettri di fluorescenza 
è molto più sensihill' (cirea l ---:--- lOng) ma è più df'licata. in quanto più facil

mentt~ influl'nzata tla sostanz1• estranee evl'ntualruente presenti in soluzioni'. 
~ella GL<: e nt•lla HPLC la d1·terminaziom• quantitativa si hu~a sul\;~ 

misura ddl'areu Ù1•l picco del composto in esanw l"'r confronto con la mi
>'Ura dell'area del pieco dd composto staudarrl ottenuta iniettando quantitì• 

note. \-a tt>nutn present1· clw la «risposta » del rivela ton• pulÌ variare da 

composto a composto. 
Per quanto rip:uarda la 1leterminazioue dt•i PAH mediante (;C/MS. ~i 

sfrutta il fatto ciii' questi composti hanno un tipo di frammentazione carat

teristica. in cui lo ion1· moii'Cnlan· trasporta una f'lf'\ ata percentuali· dr Ila 
corrente ionic;, totalt• rendendolo ideal1• pt'r scopi analitici. ln pratica si JHH·, 

stahilire. a parità di comlizinni. una corrdazimw tra int~nsità (cioè altez:.-;a) 
dd picco dl'lio im11· mo)Peolarl' e quantità di sostanza iniettata. Lo spettro

metru di llLH~sa Yi('IH' u~ato in qtwsto easo cumt· 1111 riv1•lntorP pcr il !!a" 

cromato~rafo. È pos~>ihil1• seguir1• l'eluizionP di UJL composto con tecnidw 
diH•rsP. Si possono efft•ttuare seansioni ripetult' su un intf'rvallo di valori 
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di massa, che comprt'nda i valori di massa degli idrocarburi che si intendono 
~<'guire; in questo modo è possibile registrare la comparsa dei diversi ioni 
molecolari; la determinazione si effettua per ronfronto con registrazioni 
analoghe ottenute iniettando quantità note degli idrocarburi che si vogliono 
<losare. La tecnica è stata descritta da Boniforti [75] per il dosaggio del 

3,.1.---benzopirene nel pane. 
Con altra tecnica si può focalizzare lo strumento su un solo valore di 

massa; in questo modo lo spettrometro funziona come un rivelatore specifico 
per quel valore di massa; è possibile perciò seguire l'duizione dalla colonna 
gas cromatografica di tutti gli idrocarburi che hanno lo stesso valore di 
m/t'; questa tecnica è riportata con la sigla SID (single ion detector) o SIM 

(.~ingle ion monitor). 
[nfine con apparecchi dotati del cosiddetto« frammentografo » o MID 

(multiple ion detector), è possibile impostare quattro o più valori di massa 
~ui quali lo strumento si focalizza consecutivamente e rapidamente; lo stru
mt'nto i' perciò in grado di 8f'guire contemporaneamente e indipendentf'· 
mentt; l'eluizione degli idrocarburi con valori di m/e corrispondenti ai valori 
impostati sui quattro o più canali. In questo modo sul sistema tli registra
zione si avranno quattro grafici ciascuno dei quali rappresenta il cromato
t.:ramma relativo a 11uei composti con valori di m/e pari a quello impostato 
per ciascun canale. La tecnica è stata illustrata da V an Cauwenberghe e 
Caustreels {76]. La detNminazione si effettua sempre per confronto con 
eromatograrr.mi ottenuti iniettando quantità di composto standard para· 
gonabili a quelle presenti nel volume di estratto iniettato. La tecnica GC/MS 
è una delle migliori possibilità che si presentano per l'analisi dei PAH per 
<JUanto riguarda sensibilità e sicurezza di identificazione. Il limite di sensibilità 
che normalmente nelle scansioni ripPtute è circa l ng puO essere abbassato 
notevolmente a circa 100 pg nella tecnica SID, nella quale lo strumento è 
focalizzato su un unico valore di massa. t importante disporre di colonne 
ben condizionatl". Nell'accoppiamento GC/MS, lavorando ai limiti di sensi
bilità, speciale attenzione deve t'ssere posta :mi possibili fenomeni di adsor
him~:nto in <·nlonna e a livello di separatore. 

Sulla base dl'i lavori t'!mminati ,.j ritienl" rli poter crmcludrre che un 
metodo per l'analisi degli idrocarburi policiclici aromatici in matrici orga
niclu~ complcFse de"\-·e cnmprendt're i ~<el;!;uenti passaggt: 

a) una sapunificazione che eomwnta la <lisgrl"gazione tldla matrice 
pt·r una diicace estrazione <il"i PAH; 
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b) una estrazione con 8olvt'nte: il cicloesano sembra es8t"rt' più indicato 
rispetto all'iso-ottano per una maggiore capacità solvente e per il piì• ha~;so 

punto di ehollizione; 

c) una ripartizione del tipo cicloesano: dimetilformammidt> + acqua per 
ridurn~ la quantità di impurezzl" Iiposoluhili presenti neJr,~stratto grezzo: 

d) un procedimento di purifieazione comprendente almenu una ero· 
matografia su gel di silice e una cromatografia su Sephadex LH--20 o altro 
materia\(' equivalente per gel cromatografia: 

P) determinazione quantitativa: si può far usn di tecniche di spettro
fotometria di assorbimento UV t• di fluorescenza previa separazion•· dt~i 

singoli componenti mediante cromatografia su strato sottile, ma l'analisi 
mediante gascromatografia accoppiata a spettrometria di massa è da pre
ferirsi perché offre una maggiore semplicità f' rapidità di lavoro insieme cou 
una elevata sensibilità e specificità di identificaziont·. 

Si ringrazia il sig. Gianni l]l]Joliti ]>eri diSt'J.!:ni delle Fi!t. l c 2. 
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Idrocarburi saturi negli alimenti. Metodo d'analisi e valori 

riscontrati in alcuni alimenti per uso umano e in campioni 

da organismi unicellulari 

.\LFONSO DI MUCCIO (a), LUIGI BONIFORTI (a), ANNA PALOMBA (b), 

MARiA PtA BERNARDINI (") e MIRELLA DELISE (") 

{a) Laboratorio di T9u~ia 
(b) Lllboracorio degli AJinullli 

I~TRODUZIONE 

Diverse cill88i di idrocarburi a lunga catena (lineari, ramificati, saturi 
,. insaturi) sono state riscontrate da molti AA. nei più svariati campioni 
naturali come tessuti vegetali [1-3], tessuti animali [4-8], tessuti umani [9-13], 
microorganismi [14-16], nel grasso di lana [17J, nell'olio di mais e di germe 
.li grano [18], nella farina [19], nel grasso di burro [20], nell'aria urbana (21]. 

L'origine degli idrocarburi nei tessuti umani, animali e vegetali non è 
,·hiara, ma si può assumere che essi derivino da processi biosintetici, da 
inquinamento ambientale e dall'uso di paraffine e olii minerali nella tecno· 
logia alimentare e nella terapia medica. 

Sebbene gli idrocarburi saturi siano considerati generalmente poco 
reattivi, tuttavia essi partecipano a vari processi biochimici. Infatti e5si 
sono assorbiti dall'organismo animale, accumulati (preferenzialmente nel 
tessuto adiposo) fino ad un certo livello e mobilizzati quando si ~;ospende 
la somministrazione (22, 23] con escrezione anche nel latte [16]. 

Gli idrocarburi assorbiti vengono a distribuirsi in vari organi dell'ani· 
male dove possono subire processi metabolici; ad esempio nel fegato essi 
n~ngono ossidati in posizione terminale ad acidi grassi. che 5Ì ritrovano 
incorporati nei gliceridi e fosfolipidi [23]. Anche in studi di perfusione del 
h•ssuto di rumine di capra è stato trovato che gli idrocarburi saturi ven· 
1(0no convertiti parzialmente ad acidi grassi di uguale lunghezza di catena 
attraver5o un'ossidazione in posizione terminale [24]. 

(") Bonista del Laboratorio di Tossioologia. 
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lnoltrt• anche la partt- di idrocarhuri assorbiti chi:' nnn vcngnuo nwta
Lolizzati non souo privi di significato da un punto di vista Liochimit•o. 
lnfatti è stato dimostrato clu~ la maggior partf' degli alcani cliP hannu atti
Yità hiologica comt• accelt•ratori di canccrogenP.si (C10-C2u) produconu una 
.significativa riduziow~ della velocità di trasporto ionico attravt'r~o mt~m

branc fosfolipidiche artificiali [25], il chf' può essf'rt• m(·s~u in correlaziow· 
con la riduzionf' di velocità di trasporto in certi epit<'li maligni rispetto ai 
corrispondenti tessuti normali. riduzion .. osservata in studi di trasportu 
ionico interccllulan• in colturf' di tessuti epiteliali [25J. 

Per idrocarhuri linf'ari saturi a 18.20 e 28 atomi di carbonio è statH 
trovata una buona correlaziOJw tra Ia loro attività biologica (attività coran· 
CProgena t' com1~ iniziatori di tumori) ~~ il loro effetto fisico sulla strutturu 
l' sulle proprietà di trasporto deHt~ micellt• fosfolipidichf' [26J. 

L'assorbimento degli n-alcani neUP membranf' lipoproteicht• altera in 
parte la struttura del doppio strato fosfolipidico attraverso un'interaziorw 
con le catene acilicht'l dt-i fosfolipidi c quindi può variare la distrilJUzione di 
carica superficiale all'interfaccia lipoproteina--citoplasma [25]. Per n-decano. 
n-dodecano "" n-tetradt'cano è stato messo in evidenza anche il loru effeUu 
cocancerogeno nei riguardi della luc~· UV [27]. 

D'altro canto la prest>nza di idrocarburi saturi è stata studiata in corrt'
lazion{' con alcuni stati patologici umani. Nella lipidosi follicolare splenica 1\ 

stato notato un anormale incremento di idrocarburi saturi con prevalenza di 
n-C21 7n-C28 mentrt- nella milza umana normale prevalgono n-C15 7n-t:24: 

olio minerale assunto come anticostipativo potrebhl" essere in parte consi
derato comi:' la fonte di questi idrocarburi [9]. Un incremento quantitati\ o 
di idrocarburi saturi è stato osservato anchf' tra mcninge di cervello umano 
norma!(' e meningioma [10] c nelle placchf' ateromatosc dell'arteria femorali· 
rispetto ai tessuti della parete dell'arteria [11, 13). 

Lo scopo di questa nota è stato. pertanto, quello di determinarf' il 
contenuto 1.'- la distribuzione di n-alcani in alcuni df'i principali alimenti 
pN valutarf' quale possa essere attualmente l'incidenza di essi nella dieta 
umana e avere un termine di raffronto nella prospettata eventualità che 
cami di animali alimentati con proteinl.' da organismi unicellulari cresciuti 
su n-alcani (SCP) entrino nell'alimentazione umana e incrementino il livello 
di n-alcani nella dieta, E da tener presente che quasi tutti i lavori trovati 
in letteratura sono lavori di identificazione di idrocarburi ma non riportano 
dati quantitativi. 

E stato con l'occasioni:' messo a punto uu metodo di analisi adatto sia 
per lr SCP che per i più comuni alimenti. 

L'analisi degli idrocarhuri in varie matrici è stata già descritta da diversi 
AA. f' si a·vvah· di procedimt>nti ben noti quali estrazione, sa}Jonificaziont·. 
purificaziont• dt>ll't>stratto mediante processi cromatografici su colonna di 
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allumina [5, 18] o di silice [7, 12} o mediante cromatografia su strato sottilt• 
(TLC) [6. 10, 14, 19, 20], determinazione mediante gas cromatografia 
(GLC) (3, 7, 10, 14, 18, 19], conferma mediante gas cromatografia-spettro
mctria di massa (GCjMS) {l, .5, 6, 12, 20, 21, 28, 29}. 

Rispetto ai metodi di estrazione e purificazione citati, il metodo qui 
prt'sentato, dovendo essere un metodo quantitativo, è costituito di pochi 
,. st>mplici passaggi e consente anche un discreto recupero degli idrocarburi 
più volatili (n~C12 ) attravt>rso l'impiego di un solvente di estrazione molto 
Ynlatile (pentano). Inoltre è stata adottata la cromatografia su strato sottile 
in quanto ofFre la possibilità di eliminare alcuni componenti con Rf molto 
\ icino a quello degli alcani, il che sarf'bbe stato difficile realizzare usando 
unicamente la l:romatografia su colonna. 

Pt'r quanto riguarda la gas cromatografia,tlono state saggiate le condi
:.r.ioni descritte in letteratura e sono state poi adottate quelle descritte nella 
parte sperimentale che. tuttavia, non s~nu da considerare tassativP potendosi 
I'ealizzare analisi soddisfa<~enti anche con. altri riempimenti di colonna del 
tipo siliconi. 

Il metodo si prest'nta, inoltre, molto sensibile, t•ssendo le dt'tt'rminazioni 
dei oingoli n-alcani t•lfettuatP a livt•llo di frazioni di ppm (mg/kg). 

P \KTE SPERIMENT \.LE 

.lfateriali 

Pt•ntano, t'tt:re di petrolio 40°-60°. etere etilico, alcool etilico, isoottano: 
rt'attivi puri per analisi ridistillati con apparecchiatura tutta in vetro munita 
t!i colonna di distiliazione di .t.OO mm X 25 mm d.i. riempita con anelli 
di Yetro. 

Acqua distillata e11tratta due volte con etere di petrolio distillato; po· 
tassio idrossido e acido cloridrico puri per analisi. 

Gel di silice per cromatografia su colonna (70-325 mesh), sodio solfato 
anidro e cotone idrofilo estratti in Soxhlet per 6 ore in etere di pt'trolio 
~0°-600. Allontanare il solvt."nte per aspirazione sotto vuoto utilizzando un 

•·ssiccatore. Essi<:care il gd di silice e il sodio solfato anidro in ~;tufa a 105 °f. 
per l ora. 

Lastre prr cromatografia su strato sottile 20 ~é 20 cm ricoperte con 
gd di silice G; spessore dello strato 0,.5 mm. Lavare mediante !!viluppo ero· 
matogratico cnn etere t'tilico distillato e attivare a JOS °C per l ora. 

Soluzione di 2'~7'~diclorofluore!!ceina 0,2% in alcool etilico. Standards 
t!i n-o1kani da n~C12 a n-t12• 

lmlmti separatori tla 500 mi ctm rubinetto in PTFE, colonne l'roma
tugrafil'ht> st'I!Za rubinetto 200 mm Y 20 mm d.i .. palloni a fondo tondo 
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da 500 mi con cono smerigliato, refrigeranti a bolle raffreddati ad acqua. 
provette coniche di capacità 15 mi con cono a smeri(l'lio. 

Lavare tutta la vetreria con etere etilico o etere di petrolio, Evitan• 
il contatto del campione e degli estratti con gomma, plastica e altri mate
riali che possono cedere Aostanze indesiderate, Effettuare periodicamente 
prove in bianco per escludere possibili contaminazioni. 

Procedimento 

I. Dis&f"eB~ione del campione. 

a) Proleine da organismi uni~Uulori (SCP). - Un'aliquota di 5 g di 
campione viene posta insieme a 15 mi di solusione acquosa di HCI (l : l) 
in un pallone a fondo tondo da 500 ml eul quale si innesta un refrigerante 
ad acqua. Si tiene il pallone su b.m. bollente per l ora. Dopo raffreddamento 
si introducono dall'alto del refrigerante 15 g di KOH in paatiglie, poco alla 
volta, raffreddando ogni volta il pallone per immersione io acqua e ghiaccio. 
Infine, 1ernpre attraveno il refrigerante, lÌ ver~ano 15 mi di etanolo e 25 mi 
di acqua e 1i )qcia boUire a riftu•o eu b.m. per almeno 2 ore. 

b) Tessuti onimali e fJfB614li.- Un'aliquota di 25 g di campione, ridotto 
in piccoli pezzi, viene saponificata con 25 g di KOH disciolto in una DlÙicela 
di 100 mi di etanolo + 50 ml di acqua, facendo bollire a ricadere per almeno 
2 ore. 

Questo procedimento può essere applicato anche alle SCP partendo 
da 5 g e riducendo in proporzione la miscela di saponificazione. 

2. Eseruione desii idrocarburi. 

La soluzione appena tiepida derivante dalla aaponifi.cazione del cam
pione viene trqferita in imbuto aeparatore da 500 mi, lavando il palloni:" 
con piccole quantità di acqua, etanolo e pentano successivamente. Si effet
tuano tre eetrazioni con pentano (l X 50 mi e 2 X 30 mi), scartando alla 
fine la fue acquosa e riunendo quantitativamente le tre porzioni in un 
unico imbuto rreparatore. 

3. Purifictuione dell'eserauo. 

La fue pentanica risultante dall'estrazione e che contiene oltre agli 
idrocarburi anche altre 1011tanze lipoaolubili viene parzialmente purificata 
facendola pusare attraverso una colonna cromatografica (dimensioni del 
vetro: 200 mm di altezza X 20 mm di diametro interno) formata con 5 g 
di gel di silice e chiusa con uno strato di sodio solfato anidro di 8 cm di altezza. 
L'imbuto separatore viene lavato con tre porzioni da 30 mi di pentano che 

A1111. Ili, Sgptr. Stf"IM (IQ70) U, 52S..540 
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\"I:"Dgono fatte passare sulla colonna. Tutti gli eluati sono raccolti in una 
!Jeuta da 250 mi e poi concentrati cautamente fino a 1-2 mi con evaporatore 
rotante (30 °C, pressione ridotta). 

t.. Isolamento della frazione degli alcani. 

La soluzione pentanica ottenuta dall'operazione precedente viene de
posta quantitativamente e il pi.ù rapidamente possibile sotto forma di banda 
su una lastra per TLC ricoperta con gel di silice (0,5 mm), utilizzando una 
microsiringa da 100 fl-1. A lato della banda si depongono 20--30 fL1 di una 
soluzione l mg/ml di un alcano. Si sviluppa la lastra con pentano con una 
corsa di 12 cm in una vasca rivestita con carta da filtro e saturata con pentano. 

Al termine della corsa si toglie la lastra daJla vasca, si lascia asciugare 
all'aria per circa un minuto e si spruzza con la soluzione di dicloro8uoresceina, 
Si evidenzia sotto la luce UV la banda corris~ondcnte agli alcani, che viene 
raschiata e trasferita in una colonnina di vetro senza rubinetto e contenente 
uno strato di ovatta sgrassata. 

Gli alcani sono eluiti dall'adsorbente con 15 mi di miscela etere etilico + 
+esano (l + l), raccogliendo in provetta a fondo conico. Si concentra la 
soluzione a circa l ml, avendo cura di aggiungere prima dell'operazione 
0,2-0,3 ml di isoottano. 

5. Identificazione e dosaggio degli alcani. 

L'analisi si effettua per gas cromatografia con rivelatore a ionizzazione 
di fiamma nelle seguenti condizioni: colonna in vetro 3m X 3 mm d .i. riem
pita con OV-17 3% su Chromosorb W-HP 80--100 mf'!sh; temperature: 
forno 100 oc per 2 min, fino a 280 °C a 5 OCfmin, poi isoterma: iniettare 
e rivelatore 300 °C; gas di trasporto: azoto a 60 mlfmin. 

L 'identificazione dei singoli alcani si realizza per confronto con i tempi 
di ritenzione di n-alcani standard da n-C 12 a n-C32 cromatografati nelle 
;;tesse condizioni. Il dosaggio viene effettuato aggiungendo all'estratto finale 
una quantità opportuna di un n-alcano scelto in modo da cadf:re in una 
zona libera del cromatogramma e confrontantlo le aree di ciascun picco 
ottenute per triangolazione o mediante integratore elettronico. Gli estratti 
di campioni che mostrano una certa complessità nella zona del n-l: 18 sono 
rianalizza ti per gas cromatografia su colonna capillare, soprattutto per dosare 
separatamente n-C18 e fitano (2, 6, IO, 14-tetrametilesadecano) che con la 
eolonna impaccata non sono risolti. 

La gas cromatografia con colonna capiJlare si effettua nelle seguenti 
condizioni: colonna in acciaio 90 m '< 0.25 mm d.i., rivt"stita cnn Apiezon L: 
temperature: ÌDiettore 280 °C, forno 175 °C; rapporto .Ji splitiPT alJ'iniettore 
l/50; gas di trasporto: elio a 2 mlfmin: rivelatore: FID. 
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La maggior parte degli estratti sono stati controllati mediante ga~< 

cromatografia-spettrometria di massa con una unità GC-MS LKB 9000 S 
usando una colonna gas cromatografica lunga 3m di OV-101 al 5 % su 
Chromosorh WHP 80-100 mesh con programma di temperatura da 100 of. 
a 250 oc a 5 OC/min, iniettare 280 °C, separatore 260 °C; gas di trasporto: 
elio a 30 ml/min; energia di ionizzazione: 20 e V. 

Dal momento che nell'estratto finale con il metodo descritto si ritrovano 
anche idrocarburi monoinsaturi, gli estratti i cui cromatogrammi si presen
tavano molto complessi sono stati sottoposti a idrogenazione catalitica e 
rianalizzati per gas cromatografia con colonna impaccata. L'idrogenazioni:' 
è stata condotta in soluzione di isoottano in presenza di circa 10-15 m~ 
di Pt02 sotto agitazione utilizzando un microidrogenatore Packard nd 
quale si fa gorgogliare idrogeno purissimo per 30 min. Finita l'operaziont· 
la soluzione è stata filtrata per allontanare li Pt02 • 

RISULTATI E DISCUSSIONE 

Per controllare la validità del metodo descritto sono state effettuatt· 
prove di recupero partendo da 50 (J.g di ciascun alcano a numero pari di 
atomi di carbonio da n-C12 a n-C32 ed eseguendo tutto il metodo. 

Nella Tab. l sono riportati il valore medio della quantità trovata cht> 
è la media di tre distinte prove e la percentuale di recupero calcolata. Si 

TABELLA l 

Valori di ........... di n-41.eani 

l Quntitt 

l 
l \<OH\o lll~dia " Qu• .. tità qsiuDta '" di ~ di •~oup•r" 

ts••m•J d~tnmiuolu"l 

n-C12 . 50 29,8 59,6 

n-Ct4 . . 50 35,6 71,2 

n-C16 . . 50 42,3 84,6 

n-C1a 50 44,9 89,8 

n-C2o . . . 50 45,2 .... 
n-C22 50 44,6 89.2 . 
•-<>• 50 45,7 91,4 

n-C26 50 45,4 .... . 
n-Co . so 45,9 91,8 

l n-C~ . . 50 44,8 89,6 

n-Ca2 . . . 50 44,7 89,4 

A1110. llf. ~·uprr. S&Kitoi (1979) U, 525--Mt> 
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.,sservano valori di recupero un po' bassi per n-C12 e n-C1, a ragione della 
loro maggiore volatilità; è probabile che detti ,·alori possano essere miglio
rati effettuando le operazioni di concentrazione con l'ausilio di una piccola 
t•olonna di rettifica riempita con anelli di vetro. 

Per quanto riguarda la selettività del metodo di purificazione si può 
dire che eua è buona in quanto la banda che si isola con la cromatografia 
su strato sottile contiene sicuramente tutti gli alcani (lineari, ramificati, 
aliciclici) e gli alcheni monoinsaturi (lineari e ramificati) e probabilmente 
i di-insaturi, ma vengono completamente separati altri composti liposolubili 
~~he si trovano normalmente nell'insaponificabile quali aJcooJi, aldeidi, steroli 
o composti che potrebbero trovarsi nel caso di incompleta saponificazione 
u di fenomeni di emulsione, quali gliceridi e acidi grassi. 

:'l eU a Fig. l è mostrata una tipica risoluzione di alcuni dei composti 
eitati su lastra di gel di silice G con eluente pentano. 

La cromatografia su strato sottile adottata in questo metodo per la 
~~·parazione deJia frazione df!gli alcani si dimostra preferihile alla cromato
,!!;rafia su colonna di allumina o gel di silice pf"r la sua migliore capacità 
separativa. Infatti negli estratti di alcuni organi animali (ad est>mpio fegato, 
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euor~~, muscolo) compaiono alcune bandt• con Rf non molto differenti da 
quf'llo dc~li alcani c chf' sarehht• molto difficilt• separar!:' con cromato~rafiu 
su colonna. lnohrf' da alcuni AA. [30] appare che spesso gli estratti conten· 
gono anche squalene che può falsare la df'terminazione della quantità totale 
di n-a1cani; mentre lo squalano nell'esame gas cromatografico non disturba. 
in quanto va a cadere nella zona tra n-C~6 e n-C27 • Con il frazionamento su 
strato sottile invece lo squalene viene completamente separato dalla banda 
degli n-alcani. 

Le analisi hanno mostrato nei campioni esaminati una serie omolo~~· 
di n-alcani da C12 a C31 • l cromatogrammi riportati in Fig. 2 e Fig. 3 mostrano 
una certa complessità nella zona del n-C18• Rianalizzando gli estratti su 
t.'olonna capillare il picco attribuito a n-C18 mostra esseri' composto da n-C1n 
c titano (2,6,10,14--tetrametilesadecano) che è stato anche confermato mt·· 
diante esame GC/MS usando una colonna impaccata in grado di risolverli 
parzialmente e confrontando lo spettro di massa con quello riportato in 
letteratura per questo composto. 

Ulteriori analisi GCfMS hanno consentito di identificare anche il fit-1-
enc (3,7,11.15-tetrametilesadec-l-enc) e fit-2-enc per confronto degli spettri 
di massa con quelli riportati da UrLack e Stark l20]. In accordo con questi 
AA., il picco identificato comc fit-1-cnc mostra un tempo di ritenzione piÌI 
breve di queJio del fit-2-enl' su colonnl' non polari (Apiczon, O"V-101). 
1noltrl' i picchi identificati come fit-1-enl' e fit-2-ent•, a seguito di idrogt·· 
nazione, scompaiono e danno luogo ad un solo picco con tempo di ritcnziont• 
f" spettro di massa corrispondenti a quelli del fitano. 

N dia zona del n-C18 - n-C2~ si ossen·ano a volte due picchi che a camu 
della loro Lassa concentrazione non è stato possibile identificare. Comunqut•. 
in Lasc al loro tempo di ritenzione non corrispondente ad alcun n-alcano ,. 
al fatto che non subiscono idrogenazione, si può ipotizzare chc appartengano 
al gruppo del cicloesano alchil sostituito. 

Nei cromatogrammi si osserva un certo numero di altri picchi con tempi 
di ritcnzione non corrispondenti a quelli di n-alcani. A causa della loro bassa 
conr:tmtrazione, essi non sono stati identificati l' tlosati. ma si può a~;sumt•rt· 
chf' siano idrocarburi insaturi, ramificati e cicloesani alchil sostituiti [SJ. 
chc nella cromatografia su strato sottilc mostrano lo stesso Rf degli n-alcani. 

La presenza dello squalent' non vit'ne riportata in quanto con il metodo 
descritto t'Sso è stato dt~lihcratamentt• eliminato mcdiantc l'analisi TLC. 
pcr facilitarc il dosaggio degli n-alcani nella zona df'l n-C28: inoltre la su<t 
df'tt>rminazionc non i'- rilt>vantt> ai fini di uno studio sul significato d(~gli 

n-alcani negli alimenti. Invece lo squalano nt'll'esamc gas cromatografic(l 

non disturha in quanto va a cad1•rc nella zona n-C26 - n-f27• St'hhcnc in 
aleuni campinni compaia nclla zona un pict.'olo picco. la presenza di squalann 
non è riportata in questa nota in quanto l'identificazione non è sirura. 
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A) TESSUTO ADIPOSO PERIRENALE 
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2. ~ Gas <'romatograrnmi di ~stratti; (A) tessuto 11diposo perirenale bovino; (11) t<>ssuto 
muscolare hovino: (C) fegato bovino. Condizioui: vedi tl"sto. 
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Fil(- 3. -- Gas cromato,:rammi di estratti: (A) mela con hucda; (B) pera con bureia; 

(C) albicocca. Condizioni: vedi testo. 
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Con il metodo qui descritto sono stati esaminati alcuni campioni di 
~ostanze alimentari di origine animale e vegetale allo scopo di valutare 
l'incidenza degli n-alcani nell'alimentazione umana e avere cosi un'idea 
del significato e dell'importanza di eventuali residui di n-alcani derivanti 
dall'uso di proteine da organismi unicellulari nell'alimentazione animale. Sono 
stati anche anallzzati dei campioni di proteine da organismi unicellulari che 
hanno mostrato contenere n-alcani residui per un totale di circa 0,4% p/p. 

Nella Fig. 4 è presentato un tipico gas cromatogramma degli n-alcani 
estratti da proteine di organismi unicellulari; accanto ad ogni picco è segnata 
anche la percentuale relativa di ciascun n-alcano rispetto al totale. 
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Fi~~;. 4. - Gas cromatogramma di n-alcani estratti da un campione di proteine da organismi 
unicellnlari; accanto ad ogni picco è riportata anche la percentuale relativa di ciaiiCun 
n~alcano ri•petto al totale. Condi~oni: vedi te8to. 
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La composi7.iont' per('entuale mt•dia dt•gli n--alcani è riportata in Tah. ~ 

Nella 'l'ah. 3 sono riportati i valnri in ppm (mg/kg). pN l'iascun idrocar

buro identificato m·i campioni di aliml:nti esaminati. 

N('l tesl!utu adiposo di bovino (Fig. 2) si nota una Jlrf'dominanza di idro

carlmri a numt~ro dispari di atomi di carbonio nella .zona alta del cromatH
gramma. mentre m·lla 7.ona bassa predomina il n-C18 tra i lineari e- fitann 

e tìtcnt• tra i ramificati. Nel fegato di Lo\'Ìno si trovano in quantità confron
tabili idrocarburi pari e diSJiari, eccetto che m•lla zona Lassa dt~l cromatn

gramma dove t•redominano gli idrocarburi pari con una distribuzioni' a 

campana Ct'ntrata su n-C1f,• Una distrihuzione analoga è riportata da Fcrrt'tli 

Valori in ppm de.gli idrocarburi identi 
n-Alram 

~-----A:-,:·~-.;-,--o---~--~; --,-,l -------.. --~-.-,-~---:--,7- ~~ i ~~ r----=-·T 
'----------~--'--'-+- --, -- -+-- ,_ -- -l l l l 

Pam· rosetta 
Pant• a ca~~etta 
l'an" all"olio .. 
Pane casart•cdo 
GrissiJti . . . 
Farina ~r.mu 
Olio sop. verl!"ine 
Olio saJtM o\Ì\'H 

Olio ~emi ~uri 
Burro . 
Marl-(arina 
Ri~\> 
Pomodori 
Spinud 
Bil'tnlo~ 
Fa!-liolini 
Cetrioli 
Zut>chin•· 
Melanzuno· 
Peperoni 
Sedano 
Patal•· 
\" erzo· 
M,Jopuni 
Meli' sbucciat.
Mt•h• intt·n· 
Mel<· 110\den iut<'r.· 
Pru!-lrl<" 
Per.-
AihìcoPcl"" 
Pt•sc\w . 
t-·P~atu hovino . 
T.-s~nto mu~rolart• bo-

vino 
Tt"ssulo udipoon J>Crin·

nule ho\"iJto . . . . 

0,0-~ 

0,011 l o 01 

0.02 0.01 

0.01 

o.o1 
0,01 
U.OI 

0.02 
0.01 
0,02 
0.112 i 0.23 

o.u 

0,01 

'·' 
0,0.1 
o.ot 
0,02 

0,02 

O,Ofi 
0.11 
o.o-t-

li,O'l 

0,02 
o, li 
0.01 
0,07 

0.24-

o. Hl 
0,03 

11.113 
0,02 
0.20 

i 0,01 
i 0,112 

() .2,; 
o.nJ 
o. (l:\ 

0,0-1 

U.Ul 
0.04 
0.02 

11 •. )9 

U.Ol 
0.01 

0.01 
0.10 
O.-t-0 i 0,13 

0.2~ 0.1: 

l 

- l --
0.01 0.01 
0.01 0.01 

o,o;; 

2.4 ! 0.41 

7,2 Ilo) j 

-t.;; Il• J 
--- l 0.01 

0.01 ' 0.02 

0,02 
0.03 
0,04 
0,01 
0,113 

0.01 

o.o:1 
0,02 
0.113 
o.o1 
0,04 
0.1-'> 

0.17 
0,011 

0.03 
0.01 

0.02 

0,01 

O.ll 

o. I.i 
0,01 
l. O 
n.OI 

0.01 

o. O] 
o. J:l 
0.(1~ 

0.01 
0,02 

()' t+.i 

0,112 
O.UII 

u.22 i o,1w u.t: 
l l l ' 

_ _:_ __ :::_. ___ :·'_'_· ~---J-_1 o. 37 0.6ll 1.20 

U.-rnn;.wni' (")nel ri•" è pre<o·n« ~"" 'l''anutH ~' idr<oc•rlnori ""!'"'"'" o f., (3UU-t!IU l't•n•J
(ò) < ""'" >al'""'" ''"wo C,. uo i'n•i•n•r oli nri rump,•<i ••turi <d in""""'· 
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TABELLA :! 

Composizione percentuale delle n-parafine della Toprina * 
I'AilA~···INA 

C'" Tridecano 
C,. Teuadecano 
Cu Pentadecano 
c,~ Esadecano . 
C17 Eptade<:ano 
c,~ Ottadecano 
c," :'ionadecano 
c," Eic08ano . . 

fi.cati in diveni campioni alimentari 

:!,110 
17,00 
19,00 
16,00 
11,60 
1,60 
0,80 
0,60 

1

1 
PAKAI'fi">;A 

1

---z:-, E:ne1cosan~-. 
c~. DuOCOI!Bno 
(."" Tricosano 
C,, T .. tracosano 
C~5 Pentacosano 
Co~ Esacosano 
C•9 Nonacosano 
C, 0 Triacontano 

(owmi di ~Cé),_----~---c-----,----c---~-----,----c---,--
~~~~~ In ,. 

" Jll " l 

l 
t 
l 

0.0 
u.o 

0.2 
o.n 
Il.-~ 

l 0,2 
o, 'j 
0,!) 

l 
; 

5 
2 
9 

l 
R 
3 

l ll,ll 
11.11 
11,11 

2 

' 
10.1\ <) 

ll.l 2 

l 
' 
l 

l 
l 
' 

l 
l 

' , 
! 
' 

l 
i 

l 

-
-
-

-

--
-

n,ol 
0,05 
-

0.42 
0,01 

·-
-

-

-

-
0,02 
0,06 
0.04 
0,02 
0,05 
n.o1 
0,01 

--

-

·-
0,08 
11,03 
0.0·1 
ll,02 
11,00 

0.18 

0,02 - 0,07 - 0,05 - 0,07 0,02 
0,03 - 0,09 -- 0,05 - 0,06 0,03 
0,03 0,01 0,09 - 0,04 - 0,05 0,01 0,01 
0,07 0,01 0,26 0,01 0,14 0,02 0,13 0,02 0,06 
0,01 - 0,09 0,01 0,05 - 0,05 0,02 
0,02 0,01 0,11 - 0,04 - 0,04 0,01 
O,l2 0.08 0,37 0,07 0,44 0,31 0,31 0,03 0,39 
0,03 0.19 1.0 0,17 2,3 0,43 1,7 0,09 0,38 
0,01 - 0,02 - 0,06 0,03 o, 13 0,03 0,66 
0,60 o, 75 0,67 0,53 o,-n 0,25 0,30 0,04 0,10 
0,02 0,01 0.02 0,01 0,05 0,02 0,08 0,09 
- 1,1 - - - -
- - - - 0,01 0.01 0,06 0,01 0.09 

4,69 ' 0.05 0,01 - 0,10 -

- - - - - - 0,09 
0,13 0,29 
0,05 . 

- - 0,01 0,01 l 0,04 -
0,17 0,02 0,07 - 0,06 -

0,03 0,01 
0,02 

1,1 0,02 0,17 0,02 o,o7 -

- - 0,04 0,02 0,04 -
- - 0,04 0,02 0,06 ·- (),04 0.03 

o. 02 0,01 0,01 - - --

- - - - - -
0,01 0,01 0,01 0,01 0,03 0,03 2.3 0.25 0,90 

0,08 

l.2 l 
0.01 - 0,05 0,02 0,20 0,03 
-- - - , - - 0,06 
- - - - n.o5 O, 02 

' - - - - -
9.1 

! 
41,91 

0,96 
\1,06 ll,02 l 0.16 
11,03 
O,U9 l 

l 
l) ,l.) 

:i,:l4 : 2,S2 
·------·-

-- -- 0,10 - l 0,91 O, 12 
- l - 0.05 0,03 

0.07 0.0.1 l 0,08 
l 

0,()2 o. 17 0,06 i 0,03 -

l 
0,05 - 0,03 -

l 
0.10 n.07 l o.n6 0.10 0.04 l 

l 
l 0.08 0.08 l 0.07 l .. _. 

' O, Il 
l 

0,06 

' ' n o~ o 29 l " - S6 ·--·-~ ___ 1_,___ ~~-· --

" 

-~--

__ i 

0,-~0 
0,01 
5,50 
5.60 
1,10 
3,50 
8,50 
'},00 

TABJ;:LLA 3 

TOT.ua 

"" 
0,24. 
o. 32 
0,28 
o. 72 
0,28 
0,23 
2,21 
8, 70 
0,95 
s, 18 
0,34 

21,84(•) 
O, 19 

12,15 
·l,65 
0.50 
0,66 
2,26 
o. 26 
0,50 
(),50 
0,04 
2,85 
t\.40 
(), 33 
l. 28 
11,13 

ll.26 
l' 15 
l.48 
1),.~7 

1,81) 

l. 98 

18.64 
' ·------1 



:>.1!'. LIEVITI COLTIVATI Sl' "-ALI:ANI {BitJPRUTf:l!'ii:) 

\' Flanap:an [8) nt•l ft•gato di cunig:lin. ma ron apict· :-:u n-C2 .~' :Nd fegatn nou 

è stata riscontrata la prPscnza di fitt>n1•. Nel IDU!lt'Oin Iii hovinn prt>dominanu 
idrncarhuri a catena corta, sia pari ch1• dispari. 

Pt>r quanti) riguarda la farina t' gli alimPnti a La""' di grano si os~;er\·a 
t·he pre\·alp:ono gli idrocarburi dispari nella zona alta d1•\ cromatogramma 
(n-C25 • n-C27 • n-C2~): nei campioni esaminati .si hanno valori pn il total1 
<li n-alcani inferiori a l ppm (mg/kg). 

Anche pt>t !!:li alimenti grassi di origitu• veg..-talf' si oSsl'fva il pre\'a)l•rt· 
degli n-alcani dispari nella zona alta (n-C23 • n-C:2s. n-C27 • n-C2". n-CaJ): 
tuttavia il valort• totalt· nt•i campioni esaminati ha valori bassi: 0.34-0.9:; 
per olio di st•mi vari e margarina che sonfl sottoposti a raffinaziont~ (deod11· 
rizzazione in corrPntf' di vapore), mentrf' si hanno valori più eiPvati (2,2lppm 
Jll'f oliu sopraffino verginp: 5.18 ppm per il burro) per grassi non trattati. 

L'olin di sansa di oli\·a contien1• quantità più e!l_•vatl• in quanto vietw 
ottenuto per estrazinnf' cnn solventi: infatti sono molto incrementati i n-C2_,. 

n-C27• n~C2q, n-CJ 1 chi' sono caratteristici dei prodotti vegf'tali; dagli altri 
valori riportati in Tah. 2 si osserva chi' in generali' per prodotti vegt>tali 
l'idrfJcarhuro relativamentt" più imJlortanlf· è il n-C~"· con un predominio 
degli idrocarburi dispari alti. 

Melanzaut~, pepl'roni t• patate semhrano, invect•. aYen• quantità lllOfli•sto· 
di n-alcani con una distribuzione piuttosto uniformo·. 

Come conclusione dell•· analisi riportati• in questa nota si pu(, afl'erman~ cht· 
st>hhem• gli n-alcani t>ono risultati presenti in tutti gli alimenti esaminati cllt' 
sono abbastanza rappresentativi di quelli che entrano in una dieta umana. i' a

lori globali di n-alcani sono molto ridotti non sut•erando in genPrale l«· lO ppm. 

Tuttavia per poter attribuire a ciascun alimento un valon• statisticu
tnentf' valido dd contenuto di n~alcani sarà necessario esaminare un numero 
piìt elevato di campioni, possibilmt>nlt• di varia provenienza, pN o~nunu 
degli alimenti considerati. Una indagini' di questo tipo è attualment•· iu 
corso su vari tipi di alimenti. 

D'altro canto lo scopo della presente nota è stato qut'llo di consid•~raro• 
il maggior numero di tipi di alimt>nti Jll'f pot•·r a''Pr1• una Yisiont> genNalt• 
dello stato df'i problema. 
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lot cuna di ri[l'rimt•ntu, pipt•ttarl' .')O mi di ognuna di'Ile Huldett;• soluzioni {con· 

t;·ntnti 2- .'}-IO- l.')- 20 ;• ~5 11.g di F) in altrettanti palloni tarati da 100m\; 
u~an• 50 ml di acqua bitli~tillata comi' ;;oluziour- ;li riferiml·ntn. Aggiungl'rl" 
:!0 m\ di acetone (3.2) l' 20 mi di reattivo mistu (:3.12) ad ogni pallone tarato 

,. prncl'dere rome dtscrittn ~opra . 

. l.:t - Oetl'rminazione potl'nzionlt'trica. 

;).3.1. - ~{isurazione del campione. Pipt'ttare LO mllli distillato in un 

lwehl'r ;\a .;o mi, aggiungl're l mi di l!oluziont~ tampone {:J.l4). immergervi 

un 'ancort'tta magnetica t•d agitare tlolct'mente t' tli continuo u~ando un agi· 

tatorP magnetico (4.8). lmmergert' gli Plettrodi o l't'IPttrmlo combinato nella 
~nluzione e prl'ndNe nota tll'i potPm:iale misurato in m\": prima tli omnotart• 

il pntt•nzialt'. attendPn• tino a t~he sia stato raggiunto \'pquilibrin (variazimu

lH'IIa J.•ttura di --'-: 11,2 m V). :-larannn rlt'Ctssari aleuni minuti p<'"r basse cnn· 
<"t•ntrazinni di fluoro. ~~· in W mi di clistil\atn wno prest'nti mt•nn tli 20 11g di 
llunro. cnrwf"ntran~ una apprupriata aliquota dt•l distillato. Calcolan~ il con· 

t••nutn in tluoro usando la ('lHVtt t!i riff"rimt•nto . 

. 'i.:t:!. - f.nstrnziun;· tlt·lla t•una tli riferirnt·nto. Pipettarf" 2 - -1-- 10-
~O ,. -W mi tli ~nluzinnc standard diluita di fluoro (:1.13.1) {corrispondenti a 

~O tO ... 100 - 2011 t' tOO :.tg di F) in altrt•ttanti palloni tarati tla 100 mL 
portar!' a \'olume con acqua l' me~enlart•. Pipettart' lO mi (li ognuna di tJUI'~tt· 

,ulm:iuni (t:nrrispnndt'nti a 2- t- IO- :W t' -H) !lg di F) e misura n• il pott'nziah·. 
~uttn cnntinua agitaziont•. ('ome descritto in 5.:tl. Riportarf' il logaritmo (klla 
("onet•ntrazinne tld fluoro cnntro il pott'nzia\e in m V<'" tracciare la curva tli 
rift•rimt'ntn. La eurva ri~ulta linParc p<'"r concentnlzinni enmprl'~l' tra 0.2 (• 
tO mg_.'l di fluoro; pt•r concentrazioni progrf'ssivamPnt!' lfl vnltt:' supPriori 
l'una ri~pl'tto all'altra, la difft'renza di pntpnzialf' tlt:Ye ri~ultar" maggiori' 

tli alml'no 56 mV {v. Nota). 

h. - Calca/i. 

f:alcnlan· come St•gue il euntt'lllltn in tluoro tiPI camptont', Psprps;;o m 

rng kg: 
a V 

mg·kg 
E · h 

a :Lg di lluow, ntlt•nuti dalla •~un·a di rifPrinwnto; 

E pPSO in g dt'l •·ampimlt' ini:r.ialf": 
V 'uhom" lutalo• o lo• l ,J;,,;Jbto ;n mi, 
h \ nlumt• in mi (l•·ll'ali<JUUia di <listillutu p n• l nata. 

\ota. l'oi••bt• ]., dift",•r••nza <li put<'ll2Ìalt• i• dip.-ml••rot<" o\alla lf"lll)H"ralnra. il <"lllllpÌou.-

1~ ,,.]nzioni ,]j rifrrinwnto d\'\'0110 <'<,ert· "'i"unu" .11la ,t•·~~a t•·wp.-rntunt. 



LIEVITI COLTIVATI Sl' N-ALCANI (BiOPROTEINF.) 

I>ETJ.:RMII\AZlONE D:ELL'AHSENlCO 

1. - Il prest'Jill" ml"todo const~nt~ di determinare l'arsenico totall"; il 
limit1• inferiore della determinaziont' è 0,2 mglkg. 

'' - Pdncipìo del metodo. 

Il campioue viene incenerito in presenza di nitrato di magnesio e ossido 
di magnesio. Le cen~ri vengono disciolte in acido cloridrico e l'arsenico distil
lato come idruro. L'arsenico viene quindi determinato spettrofotometrica· 
mente sotto forma di composto blu di molihdeno . 

. 't - Reattivi. 

Nota: tutti i reattivi, trannt' il (3.1). dnono es11ere praticamente esenti 
da arsenico. 

3.1. - Trios11ido di arsenico As10 1, p.a. 

3.2. Acido cloridrico (d = 1,18), p.a. 

3.3. Nitrato di magnesio (Mg(NOsh · 6H20), p.a. 

3.4. Ossido di magnesio, p.a. 

3.5. - Zinco metallico in granuli, contenente meno di 0,1 m&:liq;: di 
arsenico. 

3.6. - Soluziont' di assorbimento: a mezzo di un cillndro, trasferire 
25 mi di soluzione di cloruro mercuri<::o (1,5 gin 100 mi di acqua) in un pallont' 
tarato da 250 ml. A.ga:iungere 7,5 ml di permanganato di potassio 0,003 M 
in acido solforico 3 N, portan· a volume con acqua e mescolare. Preparar!' 
questa Boluzione, ogni giornn. 

3. 7. - Soluzione di molibdato ammonico: sciogliere l g di molihdato 
di ammonio (N~)bMo70114 • 4H20 in 100 ml di acido solforico 5,4 N. 

3.8. -: Soluzione di 11olfato di idrazina: 0,15 g in 100 mi. Preparare la 
soluzione oa:ni settimana. 

3.9. - Soluzione di acido cloridrico: diluire l volume di acido cloridrico 
(3.2) con un eguale volumr di acqua. 

3.10. - Soluzione di nitrato di masnesio: sciogliere 10 i di nitrato di 
mapesio (3.3) in 100 mi di acqua. 

3.11. - Soluziont' di ioduro di potassio; 15 gin 100 mi di acqua. Questa 
soluzione deve e11sere conservata al buio e in frigorifero. :t. lltahilc per 2 giomi . 

..tn11. hl. Sup<r. &nild (197~) li, H!--566 
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:J.l2. - Soluzione di cloruro stannoso: sr.ioglit>re 40 g di cloruro stanno~o 
(SnCI2 2H20) in una miscela di 25 mi di acqua e 7.5 mi di acido cloridrico 
(:J.2). Preparare questa soluzione ogni giorno. 

3.13. - Soluzione standard di arsenico: pesar!' 0,1:12 g di triossido •li 
arst•nico (."tl) in un b1~cher da 100 mi e scioglicrli in 2 mi •li soluzione di idros
-ido di so•lio (SO g,.litro). Trasferire quantitativamenll• in pallone tarato da 
un litro. portare a volume con acqua e mescolar!'. 

l mi -= 100 p.g di arsenico . 

.1.14. - Soluzione standard diluita di arsenico: diluire S mi •lella snlu
l.inne standard di arsenico (3.13) fino a 100 ml con acqua. 

l mi = 5 i.tg di arsenico. 
Preparare questa soluzione immediatamente prima dell'uso. 

L - Apparecchiatura. 

;'\l"ota: non lavare le apparecchiature e la \'t'trl"ria t'on tletersivi poiché 
'luesti possono interferire sullo sviluppo del colore. 

4.1. - M"uffola. 

Fig. 2. 

beuta 
daiOOml 

l 20" 0 <6mm 

Z = 2m m 

oallon~ l arato 
da 25 mi 

\ppar~<"<·hio f>~"r lo "volJ~:inwnto ddl'ar~<"nico. 
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Llt;\'ITJ CIJJ,Tli'ATJ ~l· "ò-AJ,t:.H>l /JUUPRUTF,li'H:) 

Spr-ttrnfotmnetru cnn ef'IIP da 20 JJJJH. 

Appan•edliatura JWT In s\·olginwnto dt•lrar~t·nieu (Fig. :!). 

5. - Procedimento. 

5.1. - Di><.<;oluzimw d1·l eampimH', P1·~ar1·. cnh l"appru~~imaziun<' 1h 

jj.(HJ1 g. da l a S g di campinn1• enntem•nti non più di 30 [lP,: 1\i anwnino l' 
mr-ttnli in una capsula di quarzu. Aggiungl'rt' 20 mi 1li soluzimw di nitrato 

tli magm•sio (3.10). 3 g di ossido di magnt·~iu (3.4). ~uffidcntl' acqua da otll"
nert• Ull impaAto cnnsistcntl' l' mPsJ:olan• at:curatamJ•ntP. Essicean· a 1011 °[ 

1wr un'ora in stufa. mt>tt('Tt' poi in mufl'nla t' far t•lt•varl' la tt·mpl•ratunl a 

550-000 °C. Mantl'nl'r(' in mufl"olu pl'r una nnth• o più. tino a clw l•· l't'liNi 
Jlllll contt'ngann più so8tauzt• carboniose. Raff'n·ddarl', uml'ttan· con acqua. 

t:oprin• la capsula t• aggiungt>re con cautda S5 mi di soluzinnt• di a<:ido dori

tlricn (3.9). MPscohtn• la soluziont• t'. Sl' nt·e•·ssarin. ri~ealdan· su bagnn mari;t 
finn a che le et>nt•ri sianu andat1· eomplt>tanwnh' in soluzion1·. Filtran alt w· 

vt·r~o carta V>'hatman n. 40 (o fìltrn cquivalt>nl\') raecoglit•ntlu il filtratn in un 
pallont· tarato da 100 mi. Lavare il filtro P l'imbutn con vari<' pnrz1om tli 

arqua hnlll'lllf' finn a raccnp:lit'Tl" un \'IJiunw di filtratu di cin:a 80 ml. 

5.2. Preparan· llll hianru usandn tutti i rt'attiYi tramw il eampinn•·. 

5.:1. St•parazioJw llt•ll"arst·nil'tl. Al filtrato fllll'rr-ddatu (5.1 l' ~-~) 

aggiuugt'rt' 2 mi di soluziout· di ioduru di pntassin (3.11) t'O .. ; ml11i soluzinnt· 
di doruru stannoso p.l2). SP la soluzilllll' rimani' cnlnrata. aggitmgt>T~' ult••

riori porzioni di 0,.; mi di cloruro stannnsu. Mt>seolan•, risealdar;· sn bagnu 
waria 1wr 30 minuti t' quindi la~ciar rafl"n•ddare. In un pallonl' taratn 1la 

25 mi. mt>tl<•r•• 20 mi di snluzimw tli assorhinll'ntu (3.6) t' eol!t·~art• il pallnut· 
all'apparPcchiatura jll'f !J, svolgimt•nto dell'anwnit·n dr-sl'Titta in (-i.:~). Ag
giungt>n' :i g di zinco (:l.S) al pallont• tarat11 eonll'lll'Dlt· la soluzinut· preparata 

t' innt•starln immediatanwnte all'appan•t;eiliatura. Lasòart• cht· !.1 n·azi1HH' 

abbia luogu a tt'lllJit'ratura amhit'nll' JWr Jlll'ora. 

Nota: la soluzimw di assorhinwnto dt'\'l' rimant•n· di color•• rnsa. 

S.4. - Oett'rminazione. Alla ~oluzion•' cnntr-nuta nt>l pallmw tarato 1la 

25 mi. aggiuugt>rt' 1,0 mi di soluzimw di molihdatu ammonico (:1.7) r mt·.~~·n· 

larr- hPnt·. Aggiungt>rt' 1.0 mi di solu:r.ionl' di solfatn di idrazina (3.8). nw~co
lan• bt·nt> l' dibattt>rr- la solu:r.innl' tino a cht• tuttn il M n-- 7 sia ridottu a M11 è, 

Portar!' a volumr cm1 aJ'tlua, mt"scolan· P ri~ealdan· pl'r ;~o minuti l'Il haguo 

maria. Raffreddan• il pallnnl' a tt•m1wraturu amhi1·ntt•. St· >'i o~sen·u un ]trt·

cipitatn bianro, la!<rian· la ~olu:r.itnw in ripnsu (da 5 a 10 minuti) così clw ~'~"" 
si depnsiti: quindi rit·mpin· la cdla dt•llo ~]wttrufnlonwlru d;•eantaud" la 
!<Oiuzium·. Mi~UTIITl' ras.~urlmnza t\J>lla ~ulu:r.iml•· in ('l'llt· da :w Illlll a lHO JIIH 

l'llntrn !"acqua. 
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.5 .. ;. - Curva di rif('rimento. In una serie (li palloni tarati da 100 mi. 
trasferire volumi di soluzione standard diluita (3.14) contenenti rispettiva
mente 5,0 - 10,0 - 15,0 - 20,0 - 25,0 e 30,0 flg di arsenico. A ciascuna solu
zione aggiungere 55 mi di soluzione di acido cloridrico (3.9), diluire con acqua 
fino al volume di 80 mi circa e quindi procedere alla determinazione come 
olescritto nei paragrafi 5.3 e 5.4. Costruire una curva riportando le assorbanze 
eontro i quantitativi di arsenico. 

Nota: t consigliabile controllare la curva di riferimento dopo ogni !Serie 
oli oleterminazioni. 

(J. - Calcoli. 

Determinare la o1uantità di arst>nico presente nel campione dalla curva 
oli riferimento, tenendo conto Òt>l bianco. Esprimere i riRultati in mg.1kg. 

DKfEHMI:"'AZIO:'<i"E DI FI-:RRO, RAME. MAì'>G.-\i'iESE E ZINCO 

L - Il prest>nte tnetodo enmwnte di dett>rminare ferro. rame, TUanwl

nese t" zinco; i rispettivi limiti inferiori ~ono i seguenti: 

Fo• ::!0 mg,:kg 

Cu. lO mg,ikg 

)In ~o mg/kg 

Zn. ~o mg/kg 

2. Principio d•l metodo. 

Il campione viene sciolto in acido cloridrico dopo distruzione delle so
~tanze organiche. La determinazione olegli t"lt>menti viene effettuata, dopo 
opportuna diluizione. mt"diante spt>ttrofotometria di assorbimento atomico. 

Tutti i n:attivi olt"VfiDO I'SSt"W rli o·levnta purezza. 

:u. Acido cl()ridrico (1l 1.19). 

:u. - -\cidu cloridrico O N. 

:\.]. .\eido clnrillrico 0.5 N. 

:l. L Acido thwridrieo al .'18--lO o;, (,- ,-). !'Il n un o·ontt·nutn in fo•rrn 
inft•riort· a l mg litro (•ti un residuo all'o•vaporazionf' (~"sprf'ASO in ~nlfati) 

inferit)re a lO mg. 
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3..5. Acido solforico (d = 1,84). 

3.6. Acqua ossigenata a 100 volumi circa di ossigeno (30% in peso). 

3.7. - Soluzione standard di ferro (1000 flg/ml): sciogliere l g di fil di 
ferro p.a. in 200 m1 di acido cloridrico 6 N (3.2), aggiungere 16 mi di acqua 
ossigenata (3.6) e portare a volume di 1000 mi con acqua. 

3.7.1. - Soluzione standard diluita (100 f.'.g/ml): diluire un volume della 
soluzione standard (3.7) con 9 volumi di acqua. 

3.8. - Soluzione standard di rame (1000 !J.g/ml): sciogliere l g di rame 
in polvere in 25 ml di acido cloridrico 6 N (3.2), aggiungere 5 ml di acqua 
ossigenata (3.6) e portare a volume di 1000 ml con acqua. 

3.8.1. - Soluzione standard diluita IO (tLg/ml): diluire l volume 
della soluzione standard (3.8) con 9 volumi di acqua, poi ridiluire l volume 
della soluzione ottenuta con 9 volumi di acqua. 

3.9. - Soluzione 1tandard di manganese (1000 J.tg/ml): sciogliere l g 
di manganese in polvere in 25 mi di acido cloridrico 6 N (3.2) e portare al 
volume di 1000 mi con acqua. 

3.9.1. - Soluzione standard diluita (10 JJ.g/ml): diluire l volume della 
soluzione standard (3.9) con 9 volumi di acqua e poi ridiluire l volume 
della soluzione ottenuta con 9 volumi di acqua. 

3.10 - Soluzione standard di zinco (1000 ~J.g/ml): sciogliere l g di 
zinco in lamina in 25 ml di acido cloridrico 6 N (3.2) e portare al volume 
di 1000 ml con acqua. 

3.10.1 - Soluzione standard diluita (10 (L8/ml): diluire l volume della 
soluzione standard (3.10) oon 9 volumi di acqua e poi ridiluire l volume della 
soluzione ottenuta con 9 volumi di acqua. 

3.11. - Soluzione di cloruro di lantanio: sciogliere 12 g di ossido di lan· 
tanio in 150 mi di acqua, aggiungere 100 mi di acido cloridrico 6 N (3.2) e 
port&.re al volume di 1000 ml con acqua. 

4. - Apparecchiatura. 

4.1. Muffola a temperatura regolabile e controllata. 

4.2. Vetreria al borosilicato: si ra'ccomanda di impiegarla per le sole 
determinazioni di Fe, Cu. Mn e Zn. 

4.3. Capsula di platino o di quarzo. 

4.4. - Spettrofotometro di assorbimento atomico con rispettive lampade . 

.A nn. lrt . .'>"P'"· S<u•itd {197~) l, 541-565 
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5, - Procedimento • 

.5.1. - Porre 1- lO g di campione, pesato con l'approssimazione di 0,2 mg, 
in una capsula di platino o di quarzo (4.3), essiccare in stufa a 105 °C e quindi 
introdurla in mutfola fredda (4.1). Elevare gradualmente la temperatura 
della muffola in modo da mggiungere 450-475 oc in 90 minuti circa. Mante
nere questa temperatura almeno per 16 ore. 

5.2. - Inumidire con acqua le ceneri raffreddate e trasferire in un becher 
da 250 mi. Lavare la capsula con un totale di circa 5 m1 di acido cloridrico 
(3.1) e travasare lentamente ed accuratamente quest'ultimo nel becher. 

(Si puo avt!n: una reazione vivace per sviluppo di CO:). Aggiungere goccia a 
goccia acido cloridrico (3.1), agitando fino a che l'effervescenza non sia ter
minata. Evaporare a secchezza, agitando ogni tanto con una bacchetta ili 
vt>tro. 

5.3. - Aggiungere al residuo 15 mi di acido cloridrico 6 N (3.2), segUlti 
da circa 120 mi di acqua. Mescolare con la bacchetta di vetro che va lasciata 
nel becher e coprire con vetro da orologio. Portare la soluzione a leggera 
ebollizione e mantenervela fino a che non si noti ulteriore dissoluzione delle 
eeneri. 

5.4. - Filtrare su carta priva di ceneri e raccogliere il filtrato in pallone 
tarato da 250 mi. Lavare il becher ed il filtro prima con 5 mi di acido clo
ridrico (3.2) caldo e poi, per due volte, con acqua bollente. Portare a volume 
con acqua. (Concentrazione dell'acido cloridrico: 0,5 N). 

6. - Curve di riferimento. 

6.1. - Per ciascun oligoelemento da determinare, preparare una serie 
di soluzioni di riferimento a partire dalle soluzioni standard diluite 3. 7.1. 
:J.8.1, 3.9.1 e 3.10.1 in modo che le concentrazioni dell'acido cloridrico in 
ciascuna di es~e sia all'incirca 0,5 N e. nel caso del ferro, del manganese e 

Ferro 

l'~ fr/ml " 1),5 

mi di soluzione standard diluita 
(3.?.1.} (lml - 100 p-g Fe). u o.:; 2 l • :, 

mi di HCI 6 :'i (3.2) 7 7 7 ; 7 7 ' 7 7 
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Rame 

--~,~~_ ... ,.._~--~--~--~--' -:._,-r ··-~- -~.-.-,-: ... 
mi d; "oluziow· otandarol diluitn 

(.1.8.\) (I mi IO /1-/!( Cu). " ' 4 

mi d; H Cl ,, ' (3.2) " ' ' ' i---------- -------- -~---~ 

]'.,,,.,. . JIOOtl mi , ... , ··-~ ""-

Manganese 
---~~~--

,------ _ .. _._._"_'"_'_' -----~ __ " __ l_~·~ 1 
__ 1 __ "_·"-+-_'_'·_'_'. 

mi di "oiuziout• st11ndard diiuitu 
(3.9.1) (l mi-- IO M. Mn). 

ml di HCI 6 "' (3.2) 

o 

7 

l 

7 

" 
' 

"·'' 

6 

7 

"-" '·" 

" w 

' ' 

"·~ 

' !<f 

7 l 7 
----'-- , __ 

Zinco 
,---------- --

,,~ z ...... ., 
------

-~-=--==- :.--T ..... _, - 1-~._, __ --.. ~~-~--·_·_·-i __ ,--_.--_--_-_:_ .. ~~_ 

l 
mi di soluzioue standard diluita 

(3.10.1) (l mi IO,ul!! Zn) " 
'i mi di IICI 6 l\ (3.2) ' ' -----~1 ~--

2 l 

7 

-~H""'~"' IIJ n>l di ,.,]uzi""" di o·l'"""' di!~,,.~,;., p ll]o l''"'"'"" IEIII mi,.,.,, ..-ojuo 

,, 
' 
7 

ddlo zmcu, la concentrazione dd cloruro di lantanio corrisponda allo O .l 0 " 

di La (v,~v). Lt· coneentrazioni prescelt•~ per gli oligol'lt•menti iu esame deb
bono trovarsi nell'intervallo di semibilità dello !!pettrofotometro utilizzato. 
Le tabelle riportano, a titolo di .esempio, alcuni tipi di soluzinui di rif(·ri· 
mento; nondimeno. a seconda del tipo e della sensibilità dello spettrofutu
metro usato, potrà essere m•cessario scegliere altro· concentraziuni. 
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, . - Df'terminazione 

i.l. - Per la determinazione olel rame, la soluzione preparata secondo i 
punti 5.1, 5.2, 5.3 e 5.4 può in linea generale o•ssere utilizzata direttamente. 
Se è necessario portare la sua concentrazione nt'll'intervallo di quelle delle 
~oluzioni di riferimento, un'aliquota di essa può essere prelevata e portata 
a nJiume, in pallone tarato da 100 mi, con acido cloridrico 0,5 N (3.3). 

1.2. - Per la determinazione del ferro, olel manganese e dello zinco. 
pipettare un'aliquota della soluzione preparata secondo 5.1, 5.2, 5.3 e 5.4 
~~ metterla in pallone tarato da 100 ml; aggiungere lO ml di cloruro di lan
tanio (3.11) e portare a volume con acido cloridrico 0,5 N (3.3). 

7.3. - Prova in bianco. Preparare un bianco usando tutti i reattivi de
>'f'ritti nel procedimento ma escludendo il campione. 

7 .4. - )lisurare l'assorbimento delle soluzioni di riferimento e tlella so
luzione in f'same, impiegando una fiamma ossidante aria-acetilene, alle 
:-:t>guenti lunghezze tl'onda: 

Fe 

Cu. 
M n 

Zn. 
Ripetere ogm misurazione quattro volte. 

8. - Calcoli. 

248,3 nm 

:124,8 nm 

279,5 nm 

213,8 nm 

Dalla curva di rift~rimento, calcolare la cunct'ntrazione degli oligoelementi 
m•lla soluzione in esame ed esprimere il risu1tato in mg,:kg di campione. Te
nere conto del valore olf'l bianco. 

9. - Osservazione. 

La elevata quantità di fosfati può interferirtl ~;ulla determinazion~ 1li 
fe-rro. manganese e :r.inco. Si può ovviare a questo inconveniente aggiungendo 
opportune- quantità di ~oluzione di cloruro di lantanio (3.11). Se tuttavia 

Ca + .\lg 
il t'ampione ha un rapporto pund~>rale -·-·-·-p-- :..- .2, l'aggiunta oli solu-

,.;Ìune di cloruro di lantanio (3.ll) può f'"Ssere tralaseiata. 

DETF.RMI~AZIONE DEL c.\IJ\110 

l. - Il vresente flltltodo 1~onsente di de-tf'rminare il caolmio; il limite 
inferinre della determina:r,ione è 0,02 mgjkg. 
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2. - Principir; del metodo. 

Il campionr viene mint'raiizzatn in « bomba» con aeido nitricu. Dopo 
avt'r portato in soluzione con acqua. la dt>tf'rminazimu· vieue efl(.ttuata mp

diante spettrofotomdria di assorbimento atomico st'nza fiamma in foruo 

di grafitt~. 

3. - Reattiri. 

3.1. Acido nitrico al 65% (d ~ 1,40). 

3.2. Nitrato di cadmio Cd(N03}2· 4H20. 

3.3. Soluzimw standard di cadmio (50 mg/litro). ln pallont' taratu 
da 1000 mi, scios:lierc 137,2 mg di nitrato di cadmio (3.2) in acqua. Aggiun
gert' lO mi di acido nitrico concentrato (3.1) e portan• a voium(' con acqua. 

3.4. - Soluziont• standard diluita di cadmio (2 mg/litro). Collocar•· 
40,0 mi della soluzione standard di cadmio (3.3) in pallone tarato da 1000 mi. 
aggiungere lO mi di acido nitrico concentrato (3.1) r portare a volumt· cnu 
acqua. 

4. - Apparecchiatum. 

4.1. - Bomba-autoclave di alluminio, con eupt•rchio l' valvola di sÌCll
rezza, nella quait' è inserito un contcnitort' in Teflnn con coperchio. Usan· 
bombe con contenitori in Teflon della capacità di circa 100 mi di cm 4,S 
di diamt'tro. 

4.2. Stufa a tt'mperatura rciolabil" e controllata. 

4.3. - Spettrofotomctru di assorbimento atomico COIJ e(lfrl"'ttOrt' dd
l'assorbimento non specifico. 

4.4. Lampada a scarica a radiofrequrnza (ì. =· 228,8 nm). 

4.5. Forno di grafih'. 

4.6. Registratore potcnziomPtrico. 

4.7. Micropipettt' automatidw. 

4.8. Argon U.P.P. iu bombola. 

4.9. Piastra scaldantt'. 

5. - Procedimento. 

5.1. - Pesare 0,5-l,U g di campione e mt'tterli ll(•l contenitore della 
bomba autoclave (4.1) pt·r la dis-cstiont'. Aggiungt'rc b ml di acido nitrico (3.1 ). 
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,~hiudere ermeticamente il contenitore e la bomba (4.1) e mettere in stufa 
fredda. Portare in l h circa la temperatura a 140 °C. Mantenere a questa 
temperatura per 12 h. 

5.2. - Togliere la bomba dalla stufa, lasciar raffreddare, aprire con cau
tt>la ed estrarre il contenitore contenente il campione in soluzione. 

5.3. - Scaldare il contenitore su piastra portando con cautela quasi a 
secchezza in corrente di aria filtrata attraverso filtro a millipore da 0,45 !J.· 
Aggiungere 6 mi di acido nitrico (3.1), chiudere il contenitore, inserirlo nella 
bomba, chiudere quest'ultima e metterla in stufa fredda. Portare la tempera
tura a 140 oc e mantenervela per 12 h. 

5.4, - Una volta raffreddata, aprire la bomba, estrarre il contenitore e, 
~u piastra scaldante, far evaporare la soluzione fino a circa :100 fl.l. 

S.S. - Usando una micropipetta, travasare la soluzione in pallone tarato 
,la 5 ml lavando il contenitore più volte con acqua e travasando anche le 
acque di lavaggio con l'aiuto della stessa micropipetta. Portart> a volume 
ron acqua . 

.5.6. - Preparare un bianco usando gli stessi quantitativi di acido nitrico 
(3.1) St'nza il campione. 

6. - Curva di riferimento. 

6.1. - Preparare una serie tli soluzioni di riferimento come segue: in 
pallone tarato da 100 ml, collocare IO mi della soluzione standard diluita di 
,~admio (3.4) e portare a volume con acqua. Pipettare quindi 1;0 - 2,5 -
:),0- 10,0 e 15,0 mi di questa soluzione in altrettanti palloni tarati da 100 mi, 
aggiungere 5 mi di acido nitrico (3.1) e portare a volume con acqua. (}ueste 
~oluzioni contengono rispettivamente 0,2 - O,S - 1,0 - 2,0 e 3,0 (lg di Cd. 

, . - Determinazione. 

7.1. - Accendere lo spettrofotometro di assorbimento atomico (4.2) 
pretli$posto opportunamente con la lampada (4.3) e il forno di grafite (4.4). 
Le condizioni operative ottimali sono l~ seguenti: 

Temperature (in gradi centigr-adi) 

Tempi (in minuti secondi) 

Volume di soluzione da iniettare 

IO 

20 

20 r.tl 

"o 
.10 

2400 

IO 

7 .2. - Iniettare il bianco e le soluzioni standard; registrarne i pic(~hi. 



7.3. Iniettar(' la soluziom• del campioue t' rt>gi~tran• il JHCeu. Esep;uin· 
pn ogm campiont• almeno tn· iniezioni, regi8trandone i tre picchi. 

7 .4. - Leggerf' la quantità di cadmio pre8ell1t• nel campioni' facendn UH> 

della curva di rifcrimPnto e tcm•ndo conto dt>l 'alort· t]t•l biam:o. 

8. - Calcoli. 

Calcolare la quantità di eadmio dr! campiont· rnme segw•: 

c y 
mgikg-

]' 

C = [l{! di cadmio ottenuti dalla cuna di riferinumto, tt•nultJ con t n dt•l 

valore del bianco, presenti nel campione: 

Y volume tnt•le dell• •nlu,;une ;,. mm<'' 

p peso del campione in grammi: 


