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Presentazione

La preparazione del campione ¢ parte integrante del processo analitico. L’'uso appropriato
delle tecniche di preparazione del campione contribuisce infatti al successo dell’analisi, sia
in termini di qualita del risultato, sia in termini di ottimizzazione dei tempi e dei costi del-
I’intero processo.

Oggi per tutti coloro che si occupano di controllo della qualita e di sviluppo di metodi
sono disponibili, accanto ai metodi tradizionali, tecnologie innovative che permettono di ri-
durre i tempi e il consumo di solventi impiegati, e spesso di migliorare le prestazioni in ter-
mini di accuratezza e robustezza del metodo. Le opzioni sono numerose e gli approcci sicu-
ramente pit semplici sul piano operativo (anche grazie agli automatismi); sono tuttavia ab-
bastanza complessi da ottimizzare ed ¢ indispensabile acquisire conoscenze specifiche sui
principi di funzionamento e sugli aspetti fondamentali delle tecniche di estrazione.

Questo libro tratta in maniera sistematica le principali tecniche di preparazione del cam-
pione necessarie prima della determinazione analitica finale, generalmente condotta con tec-
niche cromatografiche. Particolare attenzione viene rivolta alle tecniche innovative e ai siste-
mi “on-line” che mirano a ridurre i tempi di analisi, la manipolazione del campione (dimi-
nuendo il rischio di perdite di analita e di formazione di artefatti) e il consumo di solventi.

Il libro ¢ strutturato in dieci capitoli. Dopo un primo capitolo di carattere generale, il testo
approfondisce le diverse tecniche innovative di preparazione del campione: estrazione con
fluidi supercritici (SFE); estrazione con fluidi pressurizzati (PLE); estrazione assistita con mi-
croonde (MAE); estrazione mediante uso di membrane; estrazione in fase solida (SPE) e mi-
croestrazione in fase solida (SPME); tecniche che utilizzano barrette magnetiche (SBSE e
HSSE); tecniche di analisi dello spazio di testa; uso dell’HPLC come mezzo di pre-separazio-
ne del campione prima dell’analisi gascromatografica. In ciascun capitolo sono descritti ap-
procci per diversi tipi di matrici.

Un importante messaggio trasmesso al lettore ¢ che la preparazione del campione non
deve essere considerata un processo isolato, bensi un tutt’uno con la fase di campionamento
e con le successive fasi dell’analisi strumentale.

Gli autori sono docenti presso il Dipartimento di Scienze degli Alimenti dell’Universita
di Udine, dove svolgono attivita sia didattica sia di ricerca nel settore della chimica degli ali-
menti. Da esperti conoscitori delle problematiche relative all’estrazione da matrici comples-
se, affrontano brillantemente gli argomenti trattati nel libro, completando la parte teorica con
numerosi esempi di applicazioni pratiche nei settori agroalimentare e ambientale, con parti-
colare attenzione ai contaminanti.
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Il libro si rivolge agli studenti universitari che compiono un percorso pre- o post-laurea in
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Sigle e abbreviazioni

AAS Atomic absorption spectroscopy (spettroscopia ad assorbimento atomico)

APMAE Atmospheric pressure microwave-assisted extraction (estrazione assistita con mi-
croonde a pressione atmosferica)

Aw  Attivita dell’acqua

BTEX Benzene, toluene, etilbenzene e xilene

CE Capillary electrophoresis (elettroforesi capillare)

CEE Concurrent eluent evaporation

DMI Difficult matrix introduction

DSI Difficult sample introduction

dSPE Dispersive solid-phase extraction

ECD Electron-capture detector (rivelatore a cattura di elettroni)

EE Extraction efficiency (efficienza di estrazione)

EF Enrichment factor (fattore di arricchimento)

FCEE Fully concurrent eluent evaporation

FID Flame ionization detector (rivelatore a ionizzazione di fiamma)

FLD Fluorometric detector (rivelatore spettrofluorimetrico)

FMAE Focused microwave-assisted extraction

FMASE Focused microwave-assisted Soxhlet extraction

GC Gascromatografia

GPC Gel-permeation chromatography (cromatografia di permeazione su gel)

HD Idrodistillazione

HPLC High performance liquid chromatography (cromatografia liquida ad alta prestazione)

HRGC High resolution gas chromatography (gascromatografia ad alta risoluzione)

HS Head space (spazio di testa)

HSSE Head space sorptive extraction

ICP-MS Spettrometria di massa a plasma accoppiato induttivamente

IPA Idrocarburi policiclici aromatici

LC Liquid chromatography (cromatografia liquida)

LC-MS/MS Cromatografia liquida-spettrometria di massa tandem

LD Liquid desorption (desorbimento liquido)

LLE Liquid-liquid extraction (estrazione liquido-liquido)

LOAV Limit of odor activity value (limite di valore di attivita odorosa)
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LOD Limit of detection (limite di determinazione)

LOQ Limit of quantification (limite di quantificazione)

LPME Liquid-phase microextraction (microestrazione in fase liquida)

LSE Liquid-solid extraction (estrazione liquido-solido)

LTPRI Linear temperature programmed retention index (indici di ritenzione in programma-
ta di temperatura lineare)

MAE Microwave-assisted extraction (estrazione assistita con microonde)

MAS Microwave-assisted saponification

MESI Membrane extraction with a sorbent interface

MHG Microwave hydrodiffusion and gravity

MIP Molecular imprinted polymers (polimeri a stampo molecolare)

MMLLE Microporous membrane liquid-liquid extraction

MOAH Mineral oil aromatic hydrocarbons

MOSH Mineral oil saturated hydrocarbons

MS Mass spectrometry (spettrometria di massa)

MSPD Matrix solid-phase dispersion (estrazione in fase solida dispersa)

NP Normal-phase

NPD Nitrogen-phosphorus detector (rivelatore ad azoto-fosforo)

NPLC Normal phase liquid chromatography

OAV  Odor activity value (attivitd odorosa)

OT Odor threshold (soglia olfattiva)

P&T Purge and trap

PA  Poliacrilato

PA Poliammide

PC Policarbonato

PCB Policlorobifenili

PCDD Policlorodibenzodiossine

PCDF Policlorodibenzofurani

PCEE Partially concurrent eluent evaporation

PDMS Polidimetilsilossano

PE Polietilene

PEEK Polietereterchetone

PEG Polietilenglicole

PES Polieteresulfone

PFA  Perfluoroalcossi

PHWE Pressurized hot water extraction

PLE Pressurized liquid extraction (estrazione con solvente ad alta T e P)

PM  Peso molecolare

PMAE Pressurized microwave-assisted extraction

PME Polymeric membrane extraction

PP Polipropilene

PSFME Pressurized solvent-free microwave extraction

PSU Polisulfone

PTFE Politetrafluoroetilene (Teflon)
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PTV Programmed temperature vaporization (iniettore a temperatura programmata)
PVC Polivinilcloruro

PVDF Polivinilidenfluoruro

PHWE Pressurized hot water extraction

QuEChERS Quick, easy, cheap, effective, rugged, and safe

RAM Restricted-access media (materiali ad accesso ristretto)

RP Reversed-phase

RPLC Reversed-phase liquid chromatography

RSD Deviazione standard relativa

SBSE Stir bar sorptive extraction

SD Steam distillation (distillazione in corrente di vapore)

SDE Simultaneous distillation-extraction

SEC Size exclusion chromatography (cromatografia a esclusione molecolare)
SFC  Superecritical fluid chromatography (cromatografia con fluidi supercritici)
SFE Supercritical fluid extraction (estrazione con fluidi supercritici)
SFME Solvent-free microwave extraction

SI  Standard interno

SIM  Selected ion monitoring

SLLE Supported liquid-liquid extraction

SLME Supported liquid membrane extraction

SPE Solid-phase extraction (estrazione in fase solida)

SPME Solid-phase microextraction (microestrazione in fase solida)
SWE Subcritical water extraction

TD Thermal desorption (desorbimento termico)

TIC Total ion current (corrente ionica totale)

TLC Thin layer chromatography (cromatografia su strato sottile)
TOTAD Through oven transfer adsorption desorption

TPH Total petroleum hydrocarbons (idrocarburi di origine petrolifera)
USAS Ultrasound-assisted Soxhlet

UV Ultravioletto

VOC Volatile organic compounds (composti organici volatili)
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Capitolo 1
Concetti generali e principali tecniche

Giorgia Purcaro, Sabrina Moret, Lanfranco S. Conte

1.1 Importanza della preparazione del campione
e scelta del metodo

La preparazione del campione si avvale di diverse tecniche atte a estrarre gli analiti di inte-
resse da matrici pitt 0 meno complesse, rimuovere potenziali interferenti, effettuare una con-
centrazione selettiva dell’analita al fine di ottenere una sensibilita adeguata e una quantifica-
zione affidabile. Gli aspetti che influenzano la scelta della tecnica preparativa pitl appropria-
ta sono correlati principalmente al composto d’interesse e alla tecnica strumentale impiega-
ta per la determinazione analitica finale. Per esempio, I’utilizzo di una tecnica separativa
come la cromatografia aggiunge un ulteriore livello di selettivita al sistema analitico, rispet-
to a una tecnica non separativa, come un’analisi spettrofotometrica. Nel caso di tecniche cro-
matografiche, oltre all’efficienza separativa, riveste un ruolo importante anche il rivelatore
utilizzato per acquisire il segnale, poiché esistono rivelatori pitt o meno selettivi. Per esem-
pio, I'utilizzo in cromatografia liquida (LC) di un rivelatore UV (ultravioletto), poco sensi-
bile e selettivo, implica un’accurata preparazione del campione (o opportuni passaggi di de-
rivatizzazione), mentre 1’utilizzo di tecniche piu avanzate, come la spettrometria di massa
(MS), e in particolare la tecnologia MS/MS, permette di raggiungere selettivita e sensibilita
talmente elevate da non richiedere un pre-trattamento spinto del campione. Da qui lo svilup-
po di tecniche estrattive rapide come la QUEChERS (quick, easy, cheap, effective, rugged,
and safe), nata per 1’analisi di pesticidi in campioni vegetali e oggi estesa a molte altre de-
terminazioni. Tuttavia, € opinione degli autori che, anche se si utilizzano rivelatori estrema-
mente selettivi, una buona preparazione del campione pud migliorare il mantenimento dello
strumento ed evitare una serie di problemi correlati (come 1’effetto matrice, che puo causa-
re soppressione ionica alla MS, e la perdita di prestazioni da parte del rivelatore).

La scelta del metodo di preparazione del campione pud essere complessa, poiché spesso
richiede di considerare simultaneamente numerosi parametri. Nel presente capitolo viene
fornita una visione generale, per poi entrare nel dettaglio delle moderne tecniche preparati-
ve nei capitoli successivi.

Quando ci si trova a dover affrontare il problema dell’estrazione e/o della purificazione di
un analita (o una classe di analiti) da un campione, prima della determinazione analitica fi-
nale, occorre innanzitutto vagliare quanto gia riportato in letteratura e verificare se sono di-
sponibili metodi ufficiali. Solitamente questi ultimi sono lunghi e laboriosi, ma rappresenta-
no un buon punto di partenza per comprendere i meccanismi da sfruttare e gli aspetti critici
connessi alla specifica analisi. E inoltre importante considerare la pericolosita dei solventi e
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dei reagenti impiegati; infatti, metodi molto efficaci sviluppati in passato spesso utilizzano
solventi o reagenti tossici, che in molti casi sono stati banditi o che dovrebbero comunque
essere evitati. Una buona regola generale per la selezione e/o lo sviluppo di un nuovo meto-
do di analisi ¢ privilegiare procedure semplici (nel limite del possibile) ed evitare passaggi
inutili che riducono I’accuratezza e la precisione complessiva del metodo.

In primo luogo si valutano le proprieta chimiche e fisiche del composto di interesse: vo-
latilita, polarita, solubilita e stabilita (termica, ossidativa, idrolitica ecc.). Occorre conside-
rare anche le caratteristiche della matrice in esame, per comprendere come 1’analita intera-
gisce con i componenti presenti nel campione e se in quel particolare contesto pud essere
soggetto a reazioni di degradazione, per esempio enzimatiche (come nel caso dell’azione del-
le polifenolossidasi). La natura del campione determina, inoltre, i possibili interferenti: per
esempio, per analizzare gli amminoacidi nel miele ¢ necessario rimuovere gli zuccheri, che
rappresentano la componente preponderante. La concentrazione dell’analita nel campione
puo influenzare la scelta del metodo analitico; per esempio 1’analisi dei trigliceridi nell’olio,
che rappresentano circa il 98% della matrice, si effettua direttamente iniettando il campione
diluito in HPLC, mentre I’analisi dei componenti minori o in tracce richiede alcuni passag-
gi di purificazione, principalmente proprio per eliminare i trigliceridi.

Un metodo di preparazione del campione deve essere efficiente, rapido, affidabile e, se
possibile, economico, sicuro e semplice. Non sempre € possibile sviluppare metodi semplici
e rapidi, ma il principale criterio da seguire ¢ che sia idoneo all’obiettivo (approccio detto
fit-for-purpose).

Nei prossimi paragrafi viene presentata una panoramica delle tecniche tradizionali di pre-
parazione del campione, insieme ad aspetti generali relativi alle tecniche di estrazione e alla
validazione di un metodo. Le tecniche preparative pitt moderne e ampiamente utilizzate, sul-
le quali si focalizza il volume, saranno trattate estesamente nei capitoli successivi. In genera-
le, tali tecniche permettono di ridurre il tempo e la laboriosita della procedura, possono esse-
re automatizzate, riducono 1’utilizzo di solventi e facilitano la miniaturizzazione dell’analisi.

1.2 Le fasi della preparazione del campione

La preparazione del campione ¢ uno step importante e imprescindibile dell’intero processo
analitico; infatti, come risulta dal diagramma di flusso riportato in Fig. 1.1, ogni metodo ana-
litico prevede una procedura di preparazione del campione (pii 0 meno complessa) prima
della determinazione analitica vera e propria. Il processo analitico (specie nel caso di cam-
pioni complessi) prevede diversi passaggi, che solitamente comprendono: campionamento,
estrazione, purificazione dell’estratto (che talvolta puo essere condotta contemporaneamen-
te all’estrazione), eventuale concentrazione o diluizione dell’estratto, determinazione anali-
tica e interpretazione del risultato (quantificazione, analisi statistica).

1.2.1 Campionamento

Il campionamento rappresenta il primo stadio del processo analitico ed ¢ cruciale per la cor-
retta interpretazione dei risultati; inoltre, un errore in questa fase non pud essere corretto in
alcun modo e si ripercuote sull’intero processo analitico. In sostanza, anche il miglior meto-
do disponibile condurra a risultati non corretti e inutili se applicato a un campione non cor-
rettamente formato e/o gestito. Il campionamento non pud prescindere da una chiara visione
dello scopo finale (del fenomeno o analita che si vuole studiare) e da una profonda conoscen-
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| Campionamento |

Y

| Estrazione |

Preparazione

del campione '

| Purificazione |

i

| Concentrazione/diluizione |

| Determinazione analitica |<— Calibrazione

i

Interpretazione,
quantificazione,
analisi statistica

Fig. 1.1 Diagramma di flusso del processo analitico

za della matrice. Il campione deve essere rappresentativo dell’oggetto investigato e omoge-
neo. E inoltre importante prevenire possibili trasformazioni del campione durante lo stoccag-
gio che precede 1’estrazione. In molti casi la procedura di campionamento ¢ descritta dalle
normative riguardanti i parametri da valutare. In questo paragrafo sono trattati in generale i
principi alla base della gestione del campionamento.

Le procedure di campionamento dipendono dalla natura fisica del campione (gas, liquido
o solido) e dallo scopo dell’analisi richiesta. Si assume, inoltre, che gli analiti (o le proprie-
ta) studiati abbiano una distribuzione normale all’interno della popolazione; pertanto, au-
mentando il numero di determinazioni analitiche, il valore medio dei risultati si avvicina al
valore medio della popolazione.

Se la popolazione da sottoporre a campionamento ¢ omogenea (come nel caso, in genere
ma non sempre, dei gas e dei liquidi), la procedura da seguire ¢ meno complessa e puo esse-
re effettuato un numero minore di repliche. In questo caso si puo eseguire il campionamento
piu semplice, quello casuale o random. Questo tipo di campionamento pud essere a sua volta
classificato in semplice, sistematico e stratificato. Il campionamento semplice ¢ completamen-
te random e utilizzabile quando vi sono sufficienti prove sull’omogeneita della popolazione.
Il campionamento sistematico ¢ condotto secondo una procedura standardizzata basata su cri-
teri precisi, per esempio tempo o massa del campione. Infine, il campionamento stratificato
suddivide la popolazione in gruppi, o strati (per esempio origine geografica, eta), dai quali
vengono prelevati i campioni (Lampi, Ollilainem, 2010). Tuttavia, occorre sempre tenere pre-
sente che cosa si vuole analizzare e le caratteristiche della popolazione dalla quale si sta pre-
levando il campione. Per esempio, se si vuole determinare il contenuto di Ca** nelle acque di
un lago, bisogna tener presente che la concentrazione pud cambiare a seconda della zona di
campionamento, della profondita e del periodo dell’anno (Mitra, Brukh, 2003). Nel campio-
namento di matrici alimentari fluide occorre accertarsi della loro omogeneita e se possibile



4 Il campione per I’analisi chimica

intervenire con modalita fisiche o chimiche non invasive per renderle tali (per esempio, evi-
tare la formazione di precipitati mediante blando riscaldamento del campione).

Nel caso di campioni solidi puo risultare piu difficile garantire I’omogeneita, specie se
non ¢ possibile una macinazione preventiva. Generalmente si procede, quindi, con il prelie-
vo di pit campioni elementari, che vengono poi riuniti in un campione globale che viene
omogeneizzato (eventualmente macinandolo) e dal quale si prelevano i campioni di labora-
torio. Tali operazioni seguono precisi schemi procedurali riportati nelle normative di riferi-
mento per tipologia di alimento e tipo di contaminante (Koziel, 2002).

1.2.2 Stoccaggio e pre-trattamento del campione

Una volta effettuato il campionamento, ¢ importante verificare che lo stoccaggio e il traspor-
to del campione prima dell’analisi siano condotti in modo da evitare fenomeni fisici, chimi-
co-fisici o biologici in grado di alterarne la rappresentativita.

I processi fisici che possono alterare un campione sono generalmente la volatilizzazione di
alcuni componenti, la diffusione e I’adsorbimento sulle superfici con le quali il campione en-
tra a contatto; per prevenirli occorre innanzitutto scegliere opportunamente il contenitore
dove riporre il campione. Solitamente si sceglie tra vetro, metallo o plastica, a seconda delle
specifiche esigenze e delle possibili interazioni tra analita e superficie del contenitore. Per
esempio, se si devono analizzare i contaminanti idrofobici presenti nelle acque, il campione
non deve essere conservato in contenitori di plastica, poiché questa puod adsorbire i contami-
nanti. La scelta ottimale & rappresentata dal vetro; inoltre, per evitare problemi di adsorbimen-
to degli analiti sulle pareti del contenitore, spesso si aggiunge al campione una piccola per-
centuale di solvente organico che migliora la solubilita dell’analita in mezzo acquoso. Si con-
siglia, inoltre, di minimizzare lo spazio di testa, in modo da evitare la perdita delle sostanze
piu volatili o I’assorbimento di gas dall’atmosfera (per esempio, la solubilizzazione della CO,
presente nell’ambiente in campioni di acqua altera la misura del pH alla sorgente).

Tra le modificazioni fisiche alle quali il campione puo andare incontro vi ¢ anche la varia-
zione del contenuto di acqua. La concentrazione di acqua nel campione puo variare sia per as-
sorbimento dall’ambiente, sia per evaporazione anche all’interno dei recipienti in cui viene po-
sto e conservato il campione. Un aumento della concentrazione dell’acqua pud determinare un
incremento del valore di Aw (attivita dell’acqua), con conseguente possibile azione di enzimi
o proliferazione di microrganismi. Per limitare tali inconvenienti, oltre a un’accurata termosta-
tazione del locale nel quale vengono conservati i campioni, si deve prestare attenzione a non
lasciare uno spazio di testa eccessivo all’interno dei recipienti contenenti i campioni. Ovvia-
mente i contenitori devono essere impermeabili all’acqua e ai vapori.

Tra i cambiamenti chimici sono comprese le reazioni fotochimiche, le ossido-riduzioni e
le precipitazioni. E quindi essenziale, qualora i parametri di interesse siano correlati al livel-
lo di ossidazione o, per esempio, alle capacita antiossidanti di un particolare alimento, pro-
teggere il campione dalla luce e dal contatto con 1’aria. Per la determinazione del numero di
perossidi in olio extra vergine di oliva, il campione deve per esempio essere conservato in
contenitori di vetro o metallo (per evitare la diffusione dell’ossigeno), al buio e al fresco.

I processi biologici coinvolgono la biodegradazione (di natura chimica e microbica) e le
reazioni enzimatiche (per esempio in vegetali e frutta); in taluni casi puo quindi essere ne-
cessario 1’utilizzo di conservanti.

I campioni vengono generalmente conservati in congelatore (—18°C) o in frigorifero, ridu-
cendo il piu possibile il tempo di stoccaggio. In alcuni casi, tuttavia, I’applicazione delle basse
temperature puo non essere adeguata, poiché potrebbe provocare I’irreversibile precipitazione di



Capitolo 1 - Concetti generali e principali tecniche 5

alcuni componenti, come parte delle sostanze fenoliche nel caso degli oli extra vergini di oliva.
Prima della preparazione vera e propria del campione, si effettua solitamente 1’omogeneiz-
zazione e la dissoluzione del campione. In genere I’omogeneizzazione riguarda principal-
mente i campioni solidi, pertanto un’operazione frequente ¢ la macinazione. Occorre perd
evitare effetti indesiderati e collaterali, quali la perdita di componenti volatili a causa del ri-
scaldamento e 1’assorbimento di umidita dovuta all’aumento dell’area superficiale. Tuttavia
anche alcuni campioni liquidi, come miele o soluzioni concentrate, possono richiedere
un’omogeneizzazione qualora possano formarsi gradienti di concentrazione, particolarmen-
te rilevanti nel caso di grandi masse: tipico esempio ¢ il campionamento da silos di olio, mo-
sto o vino, per il quale si rende necessario il cosiddetto “rimontaggio”, che consiste nel far
circolare la massa mediante una pompa per un certo numero di volte.

Per le differenti tipologie di campione, o per lo meno per molte di esse, esistono norme
armonizzate internazionali (come la International Dairy Federation, IDF, per il settore lattie-
ro-caseario, la Federation of Oils, Seeds and Fats Associations, FOSFA, per le sementi oleo-
se, I’Organizzazione Internazionale della Vigna e del Vino, OIV, per il vino e i prodotti cor-
relati, UE, CEN o ISO, in molti altri casi) che descrivono in dettaglio le modalita e gli stru-
menti da utilizzare per il campionamento, nonché le condizioni di manipolazione e conser-
vazione del campione, sia esso allo stato sfuso o confezionato.

Per massimizzare 1’estrazione del campione possono essere necessarie diverse operazioni
preliminari, come la disidratazione o la liofilizzazione per allontanare I’acqua e favorire il
contatto con il solvente organico estraente.

1.2.3 Estrazione

L’estrazione ¢ la procedura che permette di isolare 1’analita di interesse dalla massa della ma-
trice. Generalmente & seguita da un passaggio di purificazione per allontanare eventuali in-
terferenti co-estratti; tuttavia, nella chimica analitica attuale si tende a velocizzare la prepa-
razione del campione riunendo in un unico passaggio I’estrazione e la purificazione.

Le tecniche di estrazione possono essere classificate sulla base di diversi criteri (stato fi-
sico del campione e della fase estraente, modalita di contatto, quantita o volumi in gioco
ecc.). Per esempio, considerando la modalita di contatto, un criterio comune le classifica in
statiche, dinamiche e a regime mediato (Fig. 1.2); I’ultimo gruppo comprende solo 1’estra-
zione tramite membrana, che verra trattata in modo esaustivo nel cap. 5. A loro volta, queste
modalita estrattive possono essere suddivise in esaustive e non esaustive.

Le condizioni di estrazione devono essere ottimizzate in modo da massimizzare il recu-
pero dell’analita. A tale proposito vanno sempre eseguite prove di recupero con materiale

Fase estraente Fase accettrice

Fase estraente (o campione)

5
>

== [ Campione (o fase estraente) > Fase estraente
—
Campione Campione
Modalita Modalita Modalita
statica dinamica a regime mediato

Fig. 1.2 Schema delle diverse modalita di contatto utilizzate per |'estrazione
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certificato o con campioni fortificati con un’opportuna concentrazione di miscela standard.
Quando necessario, prima della determinazione analitica finale si deve inserire un passaggio
di purificazione del campione per eliminare gli interferenti co-estratti insieme agli analiti di
interesse.

I principi fondamentali alla base dei diversi approcci estrattivi sono comunque molto si-
mili (Pawliszyn, 2012). In tutti i casi, la fase estrattiva ¢ a contatto con il campione e 1’ana-
lita migra tra le fasi (in modo esaustivo o all’equilibrio). Di seguito sono discussi i principi
termodinamici e cinetici comuni a tutte le tecniche preparative che verranno trattate nei ca-
pitoli successivi.

1.2.3.1 Principi termodinamici e cinetici fondamentali

I1 principio termodinamico valido per tutte le tecniche estrattive si basa sulla costante di ri-
partizione dell’analita tra il campione e la fase estraente. Quando il mezzo estraente ¢ un li-
quido, la costante di ripartizione ¢ espressa dall’equazione:

e Lo (L.1)
els C .

dove a, e a, rappresentano, rispettivamente, 1’attivita della fase estraente e quella della ma-
trice e possono essere approssimate alla corrispondente concentrazione (C, e Cy).
Per fasi estraenti solide, I’equilibrio pud essere descritto dall’equazione:

N Sg
els =C_ (12)

N

dove S, ¢ la concentrazione dell’analita adsorbita sulla superficie del solido adsorbente. Da
cio risulta che I’area superficiale della fase solida disponibile per 1’adsorbimento ¢ un para-
metro importante da considerare. Limiti nell’estensione della superficie estraente complica-
no la calibrazione nelle condizioni di equilibrio a causa dell’effetto di spostamento dell’ana-
lita da parte di interferenti presenti nella matrice. L’eq. 1.2 pud essere utilizzata per calcola-
re la quantita di analita estratta all’equilibrio e subisce specifiche modifiche in condizioni
particolari, come nella microestrazione in fase solida (SPME) (per i dettagli, vedi cap. 7). La
selettivita del metodo ¢ determinata dalla costante K/, mentre la sensibilita ¢ determinata sia
dal volume di estraente sia dalla K.

Tuttavia nella pratica i parametri cinetici — definiti dalla costante di dissociazione, dal co-
efficiente di diffusione e dalle condizioni di agitazione — sono in genere pill importanti nel
determinare ’efficienza di un processo di estrazione da matrici complesse, poiché spesso
non si raggiunge 1’equilibrio di estrazione. Nelle estrazioni liquido-liquido i profili di con-
centrazione degli analiti in entrambe le fasi possono essere ottenuti risolvendo 1’equazione
differenziale della seconda legge di Fick:

aC (x,t) D 9°C(x,t)

1.3
ot ox’ (1-3)

Se la costante di ripartizione ¢ definita dall’eq. 1.1 e le due fasi sono messe a contatto al tem-
po 0 (¢ =0), ’equazione differenziale puo essere risolta mediante trasformazione di Laplace, con
x <0 per la fase acquosa (eq. 1.4) e x >0 per la fase organica estraente (eq. 1.5):
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L+erf(z\/ﬁ)

x<0 C, (x1)=C, Kets (1.4)

x>0 (1.5)

dove C, ¢ la concentrazione iniziale dell’analita nella fase acquosa; D, e D, sono i coeffi-
cienti di diffusione dell’analita, rispettivamente nella fase di estrazione e nel campione; z =
D,/D; K, € I’appropriata costante di ripartizione calcolata secondo 1’eq. 1.1. La soluzione
grafica delle equazioni 1.4 e 1.5 & mostrata in Fig. 1.3.

La riduzione dello strato di confine all’interfaccia e la diminuzione dell’estensione della
diffusione, tramite agitazione di una o di entrambe le fasi, aumentano enormemente la resa
di estrazione. L’effetto dell’agitazione puo essere calcolato utilizzando il modello dello stra-
to limite, che puo essere definito come uno spessore determinato sia dall’intensita dell’agi-
tazione sia dal coefficiente di diffusione dell’analita. Pertanto, lo spessore di tale strato puo
essere diverso per analiti diversi durante lo stesso processo di estrazione. Questo strato —
noto come strato limite di Prandtl — ¢ una regione nella quale il flusso dell’analita ¢ progres-
sivamente pil dipendente dalla diffusione dell’analita e meno dalla convezione del fluido,
quanto piu si ¢ prossimi alla fase di estrazione. Convenzionalmente, si assume che il flusso

Interfaccia

Fase organica

C(x,t)

Fase acquosa

X (mm)

Fig. 1.3 Profilo di concentrazione all'interfaccia tra un volume infinito di campione e la fase estraen-
te per un analita caratterizzato da un identico coefficiente di diffusione nelle fasi acquosa e organica
(107> cm?/s). 1 profili corrispondono a diversi tempi dal contatto delle due fasi: A: 1'5;B:10's;C: 100 s



8 1l campione per ’analisi chimica

dell’analita sia governato dalla convezione nel campione, cio¢ all’esterno dello strato limite,
e dalla diffusione all’interno dello strato limite.

In molti casi, quando la fase estraente ¢ ben dispersa, la diffusione dell’analita attraverso
lo strato limite controlla la velocita del processo di estrazione. Il tempo per raggiungere
I’equilibrio puo essere stimato come il tempo richiesto per estrarre il 95% della quantita
estratta all’equilibrio. Si puo calcolare con 1’equazione:

_ g OKas

t
¢ D,

(1.6)

dove b ¢ lo spessore della fase estraente; D, ¢ il coefficiente di diffusione dell’analita nella
matrice del campione; K,/ ¢ la costante di ripartizione; B ¢ un fattore correlato alla geome-
tria del materiale di supporto nel quale la fase estraente ¢ dispersa.

Secondo una modellizzazione di questo comportamento (Fig. 1.4), la concentrazione del-
I’analita di interesse diminuisce gradualmente allontanandosi dal campione da estrarre, per
una distanza (corrispondente allo strato limite di Prandtl) determinata dal grado di agitazione
del mezzo estraente. Lo spessore di questo strato limite ¢ determinato dalle condizioni di agi-
tazione e dalla viscosita del liquido, che influenza il coefficiente di diffusione dell’analita.

La situazione ¢ molto piu complessa quando il campione ¢ un solido, poiché in questo
caso molti processi fondamentali avvengono simultaneamente. Assumendo che le particelle
della matrice solida possano essere rappresentate come uno strato organico di un supporto
impermeabile ma poroso e che gli analiti siano adsorbiti sulla superficie dei pori, il proces-
so di estrazione puo essere schematizzato in diversi step basilari (Fig. 1.5).

Nello step iniziale 1’analita deve prima essere desorbito dalla superficie (1) e poi diffon-
dere attraverso la parte organica della matrice (2) per raggiungere 1’interfaccia matrice/liqui-
do (3). A questo punto il composto deve essere solvatato dalla fase estraente (4) e poi diffon-
dere attraverso lo strato limite statico presente all’interno del poro per raggiungere il punto
della fase estraente influenzata dai moti convettivi ed essere quindi trasportato nel centro
della fase estraente (5). Il modo piu semplice per descrivere tale modello cinetico ¢ adottare

Fase Strato limite Campione
estraente

Concentrazione

Posizione

Fig. 1.4 Modello dello strato limite
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A\ Flusso convettivo

D
(¢ s

._f\_-»L—); 4

[ ] Supporto della particella

[]Strato organico

Fig. 1.5 Schema del processo di estrazione in un campione eterogeneo contenente particelle solide
porose: 1, superficie della matrice; 2, parte organica della matrice; 3, interfaccia matrice/fase estraen-
te; 4, strato limite statico all'interno del poro della matrice; 5, fase estraente; A, coefficiente di desorbi-
mento; B, coefficiente di diffusione; C, solvatazione; D, coefficiente di diffusione nella fase estraente

le equazioni messe a punto dall’ingegneria per descrivere il trasporto di massa attraverso un
materiale poroso (Dullien, 1992; Horvath, Lin, 1978). Poiché la trattazione esaustiva di tali
processi esula dallo scopo di questo libro, si rimanda il lettore interessato alla bibliografia
specifica (Crank, 1989; Adams et al, 1995; Gorecki et al, 1999; Pawliszyn, 2012).

1.2.3.2 Parametri che influenzano lI'estrazione

La costante di ripartizione puo essere influenzata da diversi parametri, i pit importanti dei
quali sono la temperatura (T), la pressione (P) e le caratteristiche della matrice (pH, conte-
nuto di sali e componenti organici). L’ottimizzazione dei diversi parametri ¢ discussa in det-
taglio nei vari capitoli dedicati alle specifiche tecniche preparative. In particolare, tempera-
tura e pressione sono i parametri sfruttati da alcune tecniche innovative, quali I’estrazione
con solvente ad alta T e P (PLE), I’estrazione con microonde (MAE) e con fluidi supercriti-
ci (SFE). La Tabella 1.1 riporta le principali problematiche riscontrabili durante 1’estrazione
e 1 parametri sui quali si puo agire per ovviarvi.

Tabella 1.1 Principali problematiche riscontrabili durante I'estrazione

Problemi riscontrati Possibili soluzioni

Forti interazioni analita-matrice Aumento della temperatura, polarita del solvente,
saponificazione

Limitata velocita nel trasferimento Agitazione del campione, aumento del tempo di

di massa estrazione

Estrazione poco selettiva Polarita del solvente, derivatizzazione

Trasformazione chimica, degradazione Protezione dell’analita da fonti di degradazione

dell’analita, formazione di artefatti (temperature elevate, luce, presenza di ossigeno),

aggiunta di antiossidanti

Introduzione di contaminanti con Riduzione dei volumi di solventi e della manipolazione
i solventi del campione
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1.2.4 Purificazione

Lestratto ottenuto dal campione richiede spesso una purificazione prima dell’analisi finale.
Questo stadio pud essere considerato come una seconda estrazione piu selettiva. Spesso le
fasi di estrazione e purificazione vengono combinate in un unico passaggio (per esempio
I’applicazione della tecnica di estrazione in fase solida su campioni di acqua o oli). Per ri-
durre la presenza nell’estratto di composti indesiderati, si possono utilizzare diversi approc-
ci. Di seguito sono sinteticamente illustrati i principali metodi tradizionali impiegati per la
purificazione del campione, mentre quelli piu innovativi sono trattati nei capitoli successivi.

1.2.4.1 Ripartizione liquido-liquido

La ripartizione liquido-liquido ¢ un metodo tradizionale per rimuovere composti co-estratti,
ottenere un arricchimento selettivo dell’analita e trasferire il composto di interesse in un sol-
vente idoneo all’analisi strumentale finale. Spesso viene utilizzata per effettuare contempo-
raneamente 1’estrazione e la purificazione del campione (per esempio nell’estrazione di con-
taminanti dalle acque). Questa tecnica ¢ economica, ma richiede tempi lunghi di estrazione,
utilizza elevati volumi di solventi ed € poco selettiva. Per una trattazione piti completa, si ri-
manda al par. 1.3.

1.2.4.2 Precipitazione e idrolisi

L’idrolisi puo essere impiegata sia in fase di estrazione sia in quella di purificazione. L’idro-
lisi acida viene utilizzata, per esempio, per rimuovere residui zuccherini da estratti di flavo-
noidi, acidi fenolici o glicosidi di fitosteroli. L’idrolisi basica pud essere utilizzata per rimuo-
vere i trigliceridi da un estratto lipidico.

La precipitazione viene spesso sfruttata per eliminare estratti proteici, denaturando le pro-
teine con solventi organici come metanolo o acetonitrile. L’aggiunta di solventi organici agli
estratti acquosi puo invece favorire la precipitazione della fibra in campioni di cereali.

1.2.4.3 Cromatografia di permeazione su gel (GPC)

La GPC (gel-permeation chromatography) & una tecnica basata sull’esclusione molecolare
(size-exclusion) che utilizza solventi organici o tamponi e un gel poroso per la separazione
di macromolecole. Il gel poroso & caratterizzato da particolari diametri che escludono le mo-
lecole di diametro superiore a quello di interesse. E particolarmente raccomandata per elimi-
nare lipidi, proteine, polimeri, copolimeri, resine naturali, componenti cellulari, virus, steroi-
di e altre macromolecole presenti nell’estratto.

1.2.4.4 Cromatografia su colonna ed estrazione in fase solida (SPE)

L’estratto puo essere purificato utilizzando colonne cromatografiche impaccate o cartucce di
estrazione in fase solida (SPE, solid-phase extraction), che rappresentano una miniaturizza-
zione delle classiche colonne cromatografiche. Questo tipo di purificazione (spesso impie-
gato anche in fase di estrazione) ¢ forse il piu diffuso nella preparazione di campioni biolo-
gici, ambientali, alimentari e clinici. La colonna o la cartuccia SPE vengono impaccate con
la quantita necessaria di un opportuno adsorbente, quindi si carica il campione e poi si elui-
sce ’analita di interesse trattenendo gli interferenti, o viceversa. L’estrazione/purificazione
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tramite SPE ¢ ampiamente discussa nel cap. 6, insieme a una variante, la matrix solid-phase
dispersion. In quest’ultima tecnica la fase adsorbente viene omogeneizzata con la matrice, il
materiale risultante puo poi essere eventualmente utilizzato per impaccare una colonna ed ef-
fettuare, quindi, 1’eluizione selettiva dei composti di interesse.

In molti casi la tecnica piu selettiva ¢ rappresentata dalla separazione in cromatografia li-
quida (LC), trattata estesamente nel cap. 10.

1.2.5 Arricchimento selettivo, concentrazione/diluizione

Solitamente gli analiti di interesse presenti nell’estratto finale, dopo il passaggio di purifica-
zione, sono presenti in concentrazione troppo bassa per essere analizzati direttamente; talo-
ra, ma assai raramente, devono essere diluiti (per esempio analisi degli zuccheri o degli aci-
di organici nei vegetali).

L’arricchimento degli analiti nell’estratto si ottiene in genere per evaporazione del solven-
te in un evaporatore rotante o sotto leggero flusso di azoto. A seconda della termostabilita e
della volatilita degli analiti, si puo favorire 1’evaporazione riscaldando ’estratto in un bagno
d’acqua. Per ridurre le perdite degli analiti di interesse in fase di evaporazione, pud essere
opportuno aggiungere piccole quantita di un solvente piu altobollente (keeper) del solvente
in cui sono disciolti gli analiti. Per analiti molto polari si raccomanda di silanizzare la vetre-
ria, per evitare che i composti restino adesi alle superfici di contatto.

L’arricchimento pud essere ottenuto anche con tecniche di precipitazione, come la precipi-
tazione di fosfolipidi con acetone a 0-4 °C. Nelle estrazioni condotte sullo spazio di testa 1’ar-
ricchimento viene effettuato intrappolando gli analiti in sostanze adsorbenti, come il Tenax, o
tramite intrappolamento criogenico.

L’arricchimento dell’analita pud essere ottenuto anche tramite iniezione large volume di-
rettamente in un iniettore a temperatura programmata (PTV) o in una colonna GC. Ottimiz-
zando le condizioni cromatografiche, il solvente evapora concentrando gli analiti di interes-
se in testa alla colonna cromatografica.

1.2.6 Derivatizzazione

La fase di derivatizzazione puo essere introdotta nel processo analitico allo scopo di: miglio-
rare la separazione, modificare la solubilita di un analita, aumentare la selettivita per uno
specifico analita, aumentare la termostabilita, fissare lo stato di ossidazione di un metallo, at-
taccare uno specifico gruppo funzionale alla molecola dell’analita per poter utilizzare speci-
fici rivelatori. Il criterio fondamentale ¢ modificare la struttura chimica o fisica dell’analita
attraverso un’opportuna reazione. Per esempio, in GC gli acidi grassi vengono analizzati pre-
via derivatizzazione per bloccare il gruppo carbossilico e migliorare la separazione cromato-
grafica. Il tipo di reazione di derivatizzazione dipende strettamente dal metodo analitico e dal
composto da analizzare. Lo step di derivatizzazione dovrebbe essere semplice, rapido (gene-
ralmente dovrebbe richiedere meno di 15 minuti), selettivo, quantitativo e dare un unico pro-
dotto finale.

La derivatizzazione pud essere condotta a diversi stadi del processo analitico:
— prima del trattamento del campione;
— prima dell’analisi finale;
— durante il processo di estrazione e purificazione;
— in fase di iniezione;
— dopo la separazione cromatografica (post-colonna).
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Poiché lo scopo della derivatizzazione varia in funzione della determinazione finale, sono
di seguito brevemente illustrati gli approcci utilizzati suddividendoli a seconda dell’analisi
finale. Infatti, quando la determinazione finale ¢ effettuata in GC, lo scopo della derivatizza-
zione ¢ generalmente aumentare la volatilita e la termostabilita dell’analita e ridurne la po-
larita; mentre in LC ed elettroforesi lo scopo ¢ aumentare la solubilita dell’analita in solven-
ti polari e rendere 1’analita rilevabile da detector selettivi (come lo spettrofluorimetro). Per
una trattazione completa del processo di derivatizzazione, si rimanda a rassegne e testi piu
esaurienti (Rosenfeld, 2010; Knapp, 1979; Zaikin, Halket, 2009; Blau, Halket, 1993; Fitton,
Hill, 1970; Parkinson, 2012; Sigma-Aldrich, 2010).

1.2.6.1 Derivatizzazione per analisi GC

Come gia accennato, la derivatizzazione che si utilizza nel caso di un’analisi GC serve prin-
cipalmente ad aumentare la volatilita e la termostabilita dell’analita e a migliorarne le pro-
prieta cromatografiche, generalmente riducendo la polarita del composto. I tipi pitt comuni
di derivatizzazione sono la silanizzazione, 1’acilazione, la metilazione o alchilazione e I’este-
rificazione.

La silanizzazione, o sililazione, ¢ la procedura di derivatizzazione piu versatile e consiste
nella sostituzione di un idrogeno acido o attivo con un gruppo alchil-silil, come il trimetilsilil
(TMS) e il tert-butildimetilsilil (z~-BDMS). Solitamente vengono silanizzati composti che
presentano gruppi idrossilici, acidi carbossilici, ammine, tioli, fosfati e amminoacidi.

Di seguito viene illustrata la reazione che utilizza come reagente derivatizzante il trimetil-
clorosilano (TMCS). La reazione prevede un attacco nucleofilo sul silicone e viene solitamen-
te condotta in un solvente aprotico, come tetraidrofurano (THF), dimetilsolfossido (DMSO) e
piridina, che fungono anche da catalizzatori della reazione:

A Mocn

OH ., /SI\—CH;; — 0—Si~ % L.  Ho
He C 3
3 CH,

Tra i numerosi reagenti silanizzanti disponibili (Tabella 1.2), il TMCS e I’esametildisila-
zano (HMDS) sono tra i piu utilizzati. Bisogna prestare attenzione, poiché alcuni derivatiz-
zanti, come il N,O-bis(trimetilsilil)-acetammide (BSA), possono andare incontro a ossida-
zione nell’iniettore GC, formando biossido di silicio (SiO,) che puo contaminare il rivelato-
re. Anche la scelta della fase stazionaria immobilizzata nella colonna GC ¢ molto importan-
te, in quanto fasi stazionarie contenenti idrogeni attivi, come le colonne polari e quelle a
base di polietilenglicole (PEG), non sono adatte in presenza di questi reagenti. Inoltre, poi-
ché i derivati TMS sono sensibili all’umidita, occorre procedere con attenzione per evitare
che si degradino.

L’impiego dei silil-derivati puo risultare molto vantaggioso anche quando si utilizza come
detector uno spettrometro di massa; infatti spesso si genera un profilo di frammentazione ca-
ratteristico e una maggior abbondanza ionica di alcuni frammenti, rendendo piu facile I’iden-
tificazione e aumentando la sensibilita.

L’acilazione ¢ una valida alternativa alla silanizzazione, ma non agisce su gruppi carbos-
silici e gruppi funzionali simili. L’acilazione & piu specifica per composti multifunzionali,
come zuccheri e amminoacidi, e permette di convertire i composti con un idrogeno attivo,
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