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NOTIZIARIO DEI METODI ANALITICI

EDITORIALE

Nell'ambito degli organi preposti alla standardiz-
zazione dei metodi analitici (agenzie di protezione
ambientale, commissioni nazionali e internazionali di
standardizzazions) e della comunitd scientifica in
genere & ormal convinzione diffusa che, esaurita la
fase - iniziata negli anni '70 - di messa a punio e
sviluppo di metodologie analitiche per i parametri
inseriti nelle diverse normative di tutela ambientale, si
debba procedere ad una rigorosa revisione delle
metodologie stesse affraverso [ladeguamento dei
metodi correnti ai progressi in campo scientifico-
tecnologico, la cancellazione di guelli ormai obsolet,
l'elaborazione di protocolli analitici meno dettagliati
ma pil flessibili e caratterizzati da prestazioni note in
termini di precisione e accuratezza.

In questa operazione di revisione, una riduzione
significativa degli scarichi prodotti nellattivita di
controllo e dei rischi per la salute degli addetti
costituisce certamente uno degli obiettivi da
perseguire. Un contributo in tal senso puo venire dal
progressivo abbandono delle tecniche di estrazione
liguido-liquido a favore dell'estrazione liquido-solido o
con fluidi supercritici. j

La proposta di metodo per l'analisi dei fenoli mediante
estrazione liquido-solido con carbon black grafitizzato
ed analisi in HPLC-UV e l'applicazione di un modelio
di validazione al metodo di analisi dei principali
anioni in cromatografia ionica, oggetto dei due
contributi presentati in questo numero del Notiziario,
testimonianc l'intenzione dell'lstituto di orientare nelle
direzioni precedentemente indicate le attivita
connesse alla standardizzazione dei metodi analitici.
Naturalmente per il conseguimento dei suddetti
obiettivi fondamentale & l'apporto degli operatori del
setftore; a loro si rivolge il questionario riguardante le
metodologie pit correntemente utilizzate nellattivita di
controllo. Tale questionario servira alllstituto per
acquisire quelle informazione di base necessarie a
pianificare le attivita future di standardizzazione in
modo ancora pil aderente alle esigenze degli
operatori.
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Direttore dell'lstituto di Ricerca sulle Acque
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RIASSUNTO-

Viene presentatc un metodeo per la determinazione
dei fenoli nelle acque basato sull'estrazione in fase
solida mediante carbon black grafitizzaio ed analisi
in HPLC-UV. Tale metodo prevede come prova di
conferma la determinazione su un‘aliquota
dellestratto degli acetilfenati ottenuti mediante
derivatizzazione dei composti fenolici con anidride
acetica. Dal confronto tra i tempi di ritenzione dei
composti fenolici e dei derivati con quelli dei rispettivi
standard & possibile ridurre al minimo la probabilita di
falsi positivi.

SUMMARY

A method for determining phenol pollutants in
environmental waters is described. The method
requires a liquid-solid extraction of phenols by
graphitized carbon black.




After the eluant is concentrated the phenols are
separated and quantitated by reversed-phase liquid
chromatography with UV detection.

Confirmatory analysis can be performed by reversed-
phase HPLC-UV determination of the
acetylderivatives of phenolic compounds.

INTRODUZIONE

| fenoli sonoc inguinanti di rilevante interesse
ambientale per la loro diffusione, risultato di differenti
attivitd antropiche, in special modo industriali ed
agricole, e per la loro tossicita nel confronti della vita
acquatica e della salute umana.

Composti fenolici sono presenti negli scarichi delle
industrie della plastica, dei coloranti e delle cartiere
(IRSA, 1987). | cloro & i nitro-fencli sono i maggiori
prodotti di degradazione degli erbicidi appartenenti
alla classe dei fenossiacidi clorurati e degli
organofosforati (Lacorte e Barcelo, 1994). Inoltre, |
fenoli possono derivare dalla biodegradazione di
prodotti naturali quali gli acidi umici & la lignina.

| fenoli, specialmente quelli clorurati, sono pericolosi
per la salute umana anche quando sono presenti
nelle acque a basse concentrazioni. La direttiva
80/778 della Comunita Economica Europea sulla
gqualita delle acque destinate al consumo umano,
recepita dalla legislazione italiana (DPR 236/88),
fissa una massima concentrazione ammissibile
(MAC) per i fenoli di 0,5 ng/L. Tuttavia, la scelta di un
limite cumulative per una classe di composti
caratterizzati da struttura chimica, reatiivita e
pericolosita diverse & ancora oggetto di dibattito in
ambito comunitario. L'Organizzazione Mondiale per la
Sanita (OMS), in un recente documento, prende in
considerazione quali sostanze nocive per l'uvomo solo
alcuni composti fenolici, fissando un MAC di 200 ug/L
per il 2,46 - triclorofenolo e di 9 pg/l per il
pentaclorofenclo. Quest'ultimo valore costituisce un
limite guida per altri composti della classe utilizzati
anch'essi come pesticidi.

L'OMS, inoltre, raccomanda un MAC di 10 pg/L per il
2-clorofenclo & di 40 pg/L per il 2 4-diclorofenclo;
questi ultimi due valori sono stati stabiliti tenendo
conto della capacita di questi composti di alterare le
caratteristiche organolettiche di un'acqua al di sopra
delle concentrazioni suddette.

L'Agenzia Americana per la Protezione Ambientale
(US-EPA), inoltre, ha individuato undici fencli come
inquinanti prioritari ed ha assegnatc a questi
- composti valori di MAC compresi tra 60 e 400 pg/L
secondo il loro grado di tossicita (EPA, 1984a).

Tra le procedure standard per I'analisi dei fenoli la piu
nota si basa sulla reazione che ha-luogo tra questi e
la 4-amminocantipirina; tale reazione porta alla
formazione di un composto colorato che viene
rivelato spettrofotometricamente. Oltre alla scarsa
sensibilita, tale metodo non differenzia i vari fenoli e
gran parte di quelli sostituiti in para non reagiscono
(Fontaine et al., 1974).

Allo scopo di giudicare con sufficiente sicurezza se gli
standard imposti sono o non stati superati, sono
necessari, invece, metodi analitici di sufficiente
accuratezza e sensibilitda in grado di apprezzare
concentrazioni almeno dieci volte inferiori a questi,
dell'ordine dei ng/L. Tra le tecniche strumentali, la
gas cromatografia (EPA, 1984b; Bucholz e Pawliszyn,
1983), la gas cromatografia-spettrometria di massa
(Elchelberger et. al., 1983; EPA, 1984b) e la
cromatografia liquida (Fritz, 1993; Brouwer e
Brinkman, 1994; Coquart e Hennion, 1992; Puig e
Barcelo, 1995; Di Corcia et al.,, 1994a) unite ad
opportune procedure di preconcentrazione del
campione, sonc paricolarmente indicate per la
determinazione di composti fenolici in  matrici
complesse. Fino a qualche anno fa lisclamento dei
fenoli dalla matrice acgquosa era invariabilmente
eseguita mediante estrazione liquido-liquide (LLE).
Questa tecnica & lenta, richiede una eccessiva
manipolazione del campione con conseguente sua
possibile contaminazione e fa uso di grandi quantita
di solventi costosi, infiammabili & nocivi: inoltre, risulta
inadeguata per composti polari molto idrofilici @ non si
presta all'estrazione “in situ” del campione acquoso
operazione che elimina i problemi di inquinamento,
trasporto e conservazione di elevati volumi di acqua.
Tutte queste difficolta hanno condotto allo sviluppo
della tecnica di estrazione in fase sclida (SPE) per
mezzo di piccole cartucce contenenti. adatti solidi
adsorbenti. Il procedimento alla base della SPE &
semplice e rapido: consiste nel far passare |l
campione attraverso la cartuccia contenente il solido
adsorbente (0,3-1 g) e nella successiva eluizione
degli analiti con piccoli volumi di una opportuna fase
mobile. ;

L'estrazione in fase solida rispetto alla estrazione

liguido-liquido presenta i seguenti vantaggi:

1) La manipolazione del campione, l'uso di vetreria e i
volumi di solventi organici impiegati sono
significativamente ridotti.

2) Le condizioni di spedizione e di conservazione del
campione sono notevolmente semplificate, poiché
il campione d'acqua pud essere direttamente
estratto nel sito di campionamento e I'estratto pud
assere agevolmente trasportato al laboratorio per
le successive fasi dell'analisi.

3} Il tempo di analisi & drasticamente ridotto.

4) L'efficienza di estrazione per composti polari &
maggiore.

Tra gli  adsorbenti l'octadecilsilice, silice

chimicamente modificata con catene alchiliche aventi

18 atomi di carbonio, risulta certamente il pil

popolare. Diversi protocolli analitici sviluppati per

l'analisi di fenoli nelle acque prevedono l'impiego di

cartucce contenenti detto adsorbente. Tuttavia la C-

18 trattiene bene i composti poco polar, mentre quelli

polari -(fenolo, 4-nitrofenclo) sono poco trattenuti

campionando elevati volumi di acqua.

| carbon black grafitizzati (GCB) si sono dimostrati

ottimi materiali adsorbenti per l'estrazione di pesticidi,

cloroaniline e alchilbenzensolfonati da campioni

acquosi (Cai et al., 1995; Di Corcia et al., 1993; Di



Corcia et al., 1994b). | GCB, adsorbenti aspecifici e
non porosi, si ottengono per riscaldamento a 2700-
3000 °C del carbon black. Attualmente, per la SPE, &
disponibile in commercioc un GCB, Carbograph-1,
avente una superficie non porosa, sostanzialmente
non polare ed omogenea con un'area superficiale di
100 m?/g.

Pur essendo considerato omogeneo, tale materiale
contiene piccole guantita di eterogeneita geometriche
e chimiche. La natura delle eterogenitd chimiche
presenti sulla superficie del Carbograph-1 & stata
investigata mediante analisi polarografica; & stata
dimostrata la presenza di gruppi chinonici, fenolici,
carbossilici @ di gruppi chimici ossigenati aventi la
struttura di sali di benzopirilio (Campanella et al.,
1982). La presenza di questi ultimi gruppi, capaci di
scambiare anioni, & stata sfruttata con successo per
il frazionamento di pesticidi neutro-basici da quelli
acidi (Di Corcia e Marchetti, 1992).

Recentemente, & stato sviluppato un metodo analitico
veloce, sensibile e accurato per la determinazione
degli 11 Fenoli della USEPA nelle acque mediante
SPE con cartucce da un grammo di Carbograph-1 e
analisi dellestrattoc allHPLC con rivelatore
spettrofotometricc UV-Vis. Tale metodo prevede
come prova di conferma dell'eventuale presenza di
composti fenclici la divisione dell'estratto in due
aliquote; mentre una viene analizzata tal quale, I'altra
viene fatta reagire in ambiente basico a caldo con
anidride acetica per convertire i fenaoli in acetilfenati e
analizzata nelle stesse condizioni della prima.
Mediante il confronto dei tempi di ritenzione dei due
estratti con quelli dei rispettivi standards si riducono
al minimo le probabilita di avere falsi positivi.

Con questo metodo di analisi sono stati campionati 2
litri di acqua di rubinetto, 1 litro di acqua di superficie
e 0,05 liti di acqua di scarico proveniente da un
depuratore, a flussi di 50-70 mL/min , con fattori di
arricchimento fino a 10000 volte e recuperi superiori
al 90%.

Scopo di questo lavoro & stato quello di valutare
l'efficienza del metodo suddetto su matrici acquose
ambientali, contaminate artificialmente con guantita
note di fenoli e 'applicazione del medesimo all'analisi
di campioni potenzialmente soggetti ad wun
inguinamento da composti fenalici.

1 - PARTE SPERIMENTALE
1.1 - Reattivi e prodotti chimici

Gli standards dei fenoli furono acquistati da differenti
fornitori. Le soluzioni standard individuali furono
preparate sciogliendo 100 mg di ciascun fenoclo in
100 mL di metanoclo. Per le prove di recupero fu
preparata una soluzione di lavoro contenente tutti gli
undici fenoli combinande 1 mL di ognuna delle &
soluzioni individuali (4-nitrofenolo, 2,4-dinitrofenolo, 2-
nitrofenolo, 4,6-dinitro-2-metilfenclo, 2,4-diclorofenoclo
e pentaclorofenclo) con 2 mL di ciascuna delle 5
soluzioni individuali (fenclo, 2-clorofenclo, 2.4-

dimetilfenolo, 4-cloro-metilfenclo, 2,4,6-triclorofenclo)
e diluendo a 100 mL con metanolo.

Per [lanalisi allHPLC, Tlacqua distillata era
ulteriormente purificata .passandola attraverso un
apparecchio Milli-Q (Milipore, Bedford, MA, USA).
Acetonitrile @ metanolo (Lichrosolv: Gradient Grade)
furono acquistati dalla Merck (Darmstadt, Germany).
Il cloruro di metilene (Pesticide Grade) fu acquistato
dalla Fluka AG (Buchs, Svizzera).

L'acido triflucroacetico (TFA) fu acquistato dalla
Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, WI, USA), il
tetrabutilammoniocloruro (TBACI) dalla Fluka AG e il
tiosolfato di sodio pentaidrato dalla Merck.

1.2 - Apparecchiatura per la sperimentazione

L'apparato per I'estrazione in fase solida fu preparato
nel nostro laboratorio riempendo con 1 g di
Carbograph-1 (area superficiale 100 m/g e
dimensioni delle particelle comprese tra 120-400
mesh) una cartuccia (6,5 cm x 1,3 cm id) per uso
medico in polipropilene avente sul fondo un setto
circolare di polietilene (Supelco, Bellefonte, PA,
USA). Un secondo setto fu posto sul letto
delladsorbente delicatamente, *per evitare una
possibile rottura delle particelle con conseguente
diminuzione della permeabilita della cartuccia. La
cartuccia fu quindi montata su di una beuta da vuoto
e i ligquidi forzati a passarvi attraversc mediante
applicazione del vuoto prodotto all'interno della beuta
per mezzo di una pompa ad acqua o di una pompa a
motore (Millipore).

Se necessario, i campioni di acqua di fiume e in
uscita da un depuratore furono filtrati attraverso dei
filtri circolari in fibra di vetro Whatman GF/C' aventi
pori di 1 micron (Maidstone, UK).

1.3 - Procedura di analisi

Prima di processare i campioni acquosi la cartuccia
fu lavata con 6 mL di una soluzione di cloruro di
metilene/metanclo (80+20, v/v) seguiti da 2 mL di
metanclo e 14 mL di acqua acida per HCI (pH=2).

Per gli studi di recupero, i campioni acquosi furono
contaminati arificialmente mediante aggiunta di
volumi noti della soluzione di lavoro contenente gli 11
fenoli. Nel caso di campioni contenenti ipoclorito,
prima di effettuare |'aggiunta, a questi veniva
addizionato tiosolfato di sodio (0,5 g/L). | campioni
erano agitati per un minuto e, dopo 10 minuti, versati
in un recipiente di vetro connesso alla cartuccia di
adsorbente (Fig. 1). L'acqua era costretta a passare
allinterno della cartuccia a flussi di 60-70 mL/min
riducendo opportunamente la pressione all'interno
della beuta. Dopo il passaggio del campione la
pompa era disconnessa e la cartuccia riempita con
circa 7 mL di acqua distillata che era fatta passare
per gravita attraverso il letto dell'adsorbente. Veniva
quindi nuovamente applicato il vuoto per circa 1
minuto allo scopo di eliminare le eventuali gocce



d'acqua presenti sulla superficie interna della
cartuccia la cui presenza pud diminuire |'efficienza dei
solventi organici usati per il desorbimento degli
analiti.

[ B

Fig. 1 - Descrizione schematica delle modalita di
campionamentoc e di eluizione dalla
cartuccia di Carbograph-1 della miscela di
fenali.

In seguito al passaggio di elevati volumi di acqua
allinterno della cartuccia si notava spesso una certa
contrazione del letto dell'adsorbente. In tal caso, il
setto superiore veniva spinto delicatamente contro la
colonna di adsorbente. Anche tale operazione aveva
lo scopo di aumentare I'efficienza di estrazione degli
analiti dalla cartuccia facilitando la successiva
operazione di rimozione dell'acqua al suo interno ed
evitando la formazione di percorsi preferenziali.

La pompa da wvuoto era quindi disconnessa e la
cartuccia lavata con 1,8 mL di metanolo che veniva
fatto passare al suo interno lentamente, regolando
opportunamente il vuoto allinterno della beuta, per
eliminare l'acqua residua. Dopo il passaggio del
metanolo la pressione allinteno della beuta era
ridotta per un minuto. Subitc dopo, un pistone
cilindrico di teflon avente base conica e una punta di
tipo Luer era introdotto all'interno della cartuccia fino
a venire a contatto con il setto superiore di questa.
Quindi, la cartuccia era rovesciata e collegata nella
parte superiore mediante un raccordo di teflon a un
dosatore & nella parte inferiore ad una beuta
all'intemno della quale era stata posta una provetta &

fondo tondo avente un diametro interno di 1,4 em
(Fig. 1). Venivano fatti passare attraverso la cartuccia
€& mL di una miscela di cloruro di metilene/metanolo
(80+20, v/v) contenente 10 mmol/L di TBACI ad un
flusso di circa 8 mU/min. Le ultime gocce di questa
miscela eranc raccolte riducendo al minimo la
pressione allinterno dell'apparato.

L'estratto era quindi diviso in due porzioni uguali, le
guali eranc entrambe portate a secco mediante
evaporazione in un bagno ad acqua termostatato a
27°C sotto un leggero flusso di azoto. Il residuo di
un'aliquota era ripreso con 200 plL di una miscela
H.O/CH,OH (B0+20, w/v) acidificata con TFA
(0,025%, wfiv). Cinguanta microliti erano iniettati
nel'apparato HPLC. Per una eventuale conferma
della presenza di uno o pil composti fenolici nel
campione, il residuo della seconda aliquota era
ripreso con 150 plL di una miscela H.O/CHsCN
(80+20, viv) basificata con 0,1 mol/L di Na,CO; e i
fenoli erano convertiti in acetil derivati aggiungendo
alla miscela 40 plL di anidride acetica e riscaldando la
soluzione a 50°C, in bagno termostatato, per sei
minuti. Cinquanta microlitri di questa soluzione erano
iniettati nell'apparato HPLC.

1.4 - Strumentazione HPLC

L'analisi cromatografica HPLC & stata eseguita con
una pompa temaria Varian modellc 9012
equipaggiata con un iniettore Rheodyne modello
7125 avente un campionatore da 50 pL e un
rivelatore UV-Vis a lunghezza d'onda variabile Varian
modello 2550. Per la separazione dei fencli e dei loro
acetil derivati & stata usata una colonna analitica 25
cm X 4,6 mm id "Alltima” riempita con particelle da 5
micron di octadecilsilice per fase inversa (Alltech,
Deerfield, IL, USA). La pompa A conteneva
acetonitrile acidificato con TFA (0,0125%, viv) e la
pompa B acqua acidificata con TFA (0,025%, viv).
L'eluizione era effettuata, a un flusso costante di 1
mbL/min, mediante gradiente lineare aumentando la
percentuale di modificante organico dal 22% al 90%
in 27 min. La lunghezza d'onda iniziale era 280 nm
che era portata a 220 nm dopo 21 min.

Gli acetil derivati erano separati mantenendo le
stesse condizioni cromatografiche e rivelati a 220 nm.
| cromatogrammi e i tempi di ritenzione degli 11 fenoli
& degli acetil derivati sono riportati rispettivamente in
Figg.2e 3 e Tab. 1.

Le concentrazioni & i recuperi degli analiti in acqua
eranc calcolate misurando le altezze dei picchi dei
fencli degli estratti e paragonandoli con quelli della
soluzione di lavoro.

2- HIQULTATI E DISCUSSIONE

La determinazione di composti polari, come i fenali,
presenti in acqua a livello di tracce richiede l'uso di



metodi di estrazione capaci di recuperare gli analiti da
elevati volumi di campione.

Tab. 1 - Tempi di ritenzione degli 11 fencli e dei
corrispondenti acetil derivati

Tempi di ritenzione

Composto {min)
Fencli Acetilfenati
fenclo 8.2 12.8
4-nitrofenclo 10.4 14.3
2-clorofenclo 12.5 16.7
2,4-dinitrofenoclo 13.5 15.8
2-nitrofenalo 14.4 13.6
2, 4-dimetilfenclo 153 18.1
4-cloro-3-metilfenolo 16.6 204
2,4-diclorofenolo 18.0 21.1
4,6-dinitro-2-metilfenolo 19.3 18.5
2.4 6-triclorofenclo 22.2 23.9
pentaclorofenclo 26.8 27.9

Fig. 2 - Cromatogramma della soluzione di lavoro degli
11 fenoli. Volume iniettato: 20 uL; attenuazione
0,04 AUFS a 280 nm e 0,016 AUFS a 220 nm.
1) fenolo; 2) 4-nitrofenclo; 3) 2-clorofenclo; 4)
2 4-dinitrofenolo; 5) 2-nitrofenclo; 6) 2.4-
dimetilfenolo; 7) 4-cloro-3-metilfenclo; 8) 2.4-
diclorofenclo; 9) 4,6-dinitro-2-metilfenclo; 10)
2,4, 6-triclorofenolo; 11) pentaclorofenolo.

Fig. 3 - Cromatogramma degli acetilderivati degli 11
fenoli. Volume iniettato: 20 ul; attenuazione
0,08 AUFS a 220 nm nellintervallc 0-21
minuti @ 0,016 AUFS a 220 nm da 21 minuti a
fine cromatogramma. 1) fenolo; 2) 4-
nitrofenolo; 3) 2-clorofenclo; 4) 2.4-
dinitrofenclo; 5) 2-nitrofenclo; &) 2,4-
dimetilfenclo; 7) 4-cloro-3-metilfenclo; 8) 2,4-
diclorofenclo; 9) 4,6-dinitro-2-metilfenolo; 10)
2,4,6-triclorofenclo; 11) pentaclorofenclo.

L'efficenza di estrazione delle cartucce di
Carbograph-1 & stata valutata campionando volumi
crescenti di acqua di rubinetto contaminata
artificialmente con i fenoli alla concentrazione
individuale di 1-2 pg/L. Ai campioni acquosi prima
dell'aggiunta dei fenocli venivano addizionati 0,5 g/L di
MNa;S:05-5H:0 per evitare che questi potessero
venire ossidati dall'ipoclorito eventualmente presente.
Da studi precedenti infatti & stata evidenziata la
capacitd della superficie del Carbograph-1 di
catalizzare le reazioni di ossidazione da pare
dellipoclorito mediante meccanismi complessi. Dai
dati in Tab. 2 si pud notare come la cartuccia di
Carbograph-1 risulti estremamente adatta ad estrarre
i composti in esame anche campionando volumi di
acqua relativamente elevati.

La riestrazione dei fenoli .dalla cartuccia di
Carbograph-1 condotta in maniera convenzionale,
ossia facendo passare attraverso il letto
delladsorbente la miscela eluente nella stessa
direzione di flusso del campione acquoso, portava a
bassi recuperi dei due dinitrofencli e del
pentaclorofenclo. Questi tre composti erano eluiti
dalla cartuccia come picchi molto codati; infatti,
passando attraverso la cartuccia altre quattro frazioni
da 6 mL della miscela eluente si trovavano nell'eluato
quantita via via decrescenti dei tre fenoli.



Tab. 2 - Recupero dei fenoli (1-2 pg/L) estratti da
volumi crescenti di acqua di rubinetto

Tale inconveniente era risolto rivoltando la cartuccia
ed eluendo quindi gli analiti facendo passare la fase
mobile nella direzione di flusso cpposta a quella di
campionamento. Tale espediente era stato suggerito
dall'osservazione che questi tre composti, essendo
fortemente trattenuti sulla superficie del Carbograph-
1, dopo il passaggio del campione acquoso sono
praticamente concentrati sulla testa della cartuccia di
adsorbente. Quindi, rivoltando la cartuccia la gquantita
di fase mobile sufficiente ad eluire i fencoli dalla
cartuccia sard minore di quella necessaria con una
eluizione convenzionale poiché sard minore la
lunghezza del cammino che i composti dovranno
percorrere per uscire dalla cartuccia.

Oltre all'estrazione di elevati volumi di acqua, per
ottenere un elevato fattere di arricchimento del
campione & necessario minimizzare il volume finale
dell'estratto. In alcuni casi, la parziale rimozione del
solvente pud causare gravi perdite degli analiti. E'
quindi necessario scegliere le condizioni ottimali per
la concentrazione degli estratti in relazione ai

impiega come fase eluente per recuperare gli analiti
alla cartuccia di Carbograph-1 una miscela organica
di clururo di metilene/metanclo (80+20,viv) 10

Composto 05L iL 2L mmollL TBACI. Tale fase eluente oltre ad essersi
fenolo 95 99 98 dimostrata ef_l‘igace per recuperare gli analiti adsorbiti
e 96 a8 101 sulla superficie del Carbograph-1, permette di

evaporare gli estratti fino a secchezza senza alcuna

2-clorofenclo 98 99 99 perdita dei composti da analizzare.
2 4-dinitrofenclo 98 95 100 Apparentemente, il ruolo svolto dal TBACI presente
2.nitrofenclo a7 100 a4 nella miscela organica & quello di rendere gli analiti
2 4-dimetilfenclo o4 oz 100 meno volatili. Tale effetto pud essere spiegato
- ipotizzando che in soluzione si abbia la formazione di
S 54 g9 100 coppie ioniche tra ioni tetralchilammonio e i fenoli.
2,4-diclorofenolo 100 100 97 Questa ipotesi, comungue, fa supporre che anche i
4 6-dinitro-2-metilfenolo 95 100 o8 fenoli pil debolmente acidi siano presenti in

2 4 g-triclorofenolo o5 100 100 soluzione sotto forma di ioni fenato.
pentaclorofenolo 95 97 96 Da un punto di vista pratico, lo stadio di evaporazione

del solvente era condotto ponendo le provette
contenenti gli estrati in un bagno ad acqua
termostatato a 27°C sotto un leggero flusso di azoto,
avendo cura che le provette non rimanessero nel
bagnc per pil di 1-2 minuti dopo la totale
evaporazione del solvente,

3 - ACCURATEZZA E PRECISIONE

La precisione e l'accuratezza del metodo furono
testate campionando 2 L di acqua di rubinetto
contaminata arificialmente con gli 11 fenoli a due
differenti concentrazioni individuali: 50-100 ng/L e 1-2
ng/L. Nessun aggiustamento del pH era fatto prima
dell'estrazione. Tali prove erano ripetute pil volte
durante l'arco della giornata e per diversi giomi allo
scopo di poter valutare la ripetibilita e la riproducibilita
del metodo di analisi. Durante il corso di questa serie
di prove la miscela di lavoro contenente gli 11 fenoli
era preparata ogni giorno fresca prima di iniziare le
prove di recupero. | risultati di questa sere di prove
sono illustrati in Tab. 3.

composti da determinare. || metodo in gquestione

Tab 3 - Accuratezza e precisione (ripetibilita e riproducibilita) e limite di rivelabilita (MDL) a due differenti
concentrazioni di fenoli in due litri di acqua di rubinetto

Ripetibilita Riproducibilita Ripetibilita Riproducibilita | MDL
Composto Conc. | Rec. | RSD | Rec. | RSD | Conc. | Rec. | RSD | Rec. | RSD | (ngl)
(ng/l) | (%) (%) (ngll) | (%) (%)

fenolo 2000 96 | 4.2 93 2.1 100 a5 31 o9 53 0,8
4-nitrofenolo 1000 a8 1.0 a7 4,1 50 a4 3.1 o4 26 0,3
2-clorofenclo 2000 a9 2,0 98 2,0 100 7 98 1.9 96 3,9 0,4
2 4-dinitrofenoclo 1000 101 2,0 100 4.0 50 a8 4.5 98 3,8 0.1
2-nitrofenclo 1000 100 1,0 101 1.9 50 a7 25 96 28 0,1
2 4-dimetilfenclo - 2000 o 6,6 90 4.4 100 96 1.7 95 2.2 04
4-cloro-3-metilfenolo 2000 | 100 | 01 100 | 20 | 100 100 | 0,8 98 2l 0,5
2 4-diclorofenolo 1000 98 3,1 96 2.1 50 o7 1,5 96 31 0,5
4,6-dinitro-2-metilfenclo | 1000 99 3,2 97 2,0 50 92 22 g2 26 01
2,4,6-triclorofenclo 2000 a9 4.0 a7 3.1 100 88 2.8 a8 41 15
pentaclorofenclo 1000 87 22 ‘896 2.1 50 95 56 94 51 0,8




Dai valori delle medie delle percentuali di recupero,
sempre superiori al 90%, e dai valori della deviazione
standard relativa, minore del 10 %, si pud affermare
che tale metodo & efficace per la determinazione dei
fenoli presenti nelle acque a livello di tracce e ultra-
tracce. Al fine di valutare la selettivita del metodo
furono effettuate delle prove di recupero da acqua di
superficie, contaminando artificialmente un campione
acquoso, prelevato in prossimita della foce del fiume
Po in localita Pontelagoscuro (Ferrara), esente da
una contaminazione da composti fenclici.

Al campione era aggiunta un’ aliquota della soluzione
standard degli 11 fenoli tale da avere una
concentrazione di 1-2 pg/L per ogni singolo fenclo. |I
campione era diviso in diverse aliquote da un litro che
erano quindi analizzate. | valori delle medie delle
percentuali di recupero sono riportati in Tab. 4.

Tab. 4 - Accuratezza e precisione a 1-2 pg/L di fenoli
in 1 litro di acqua di superficie (fiume FPo)

Composto Conc. | Rec. | RSD
(ng/L) e
fenoclo 2000 96 53
4-nitrofenclo 1000 a7 2,3
2-clorofenclo 2000 98 5,1
2 4-dinitrofenclo 1000 98 1,3
2-nitrofenaclo 1000 95 7.0
2, 4-dimetilfenolo 2000 90 5.8
4-cloro-3-metilfenolo 2000 95 4.0
2 4-diclorofenclo 1000 93 1,1
4. 6-dinitro-2-metilfenclo 1000 o7 2l
2.4, 6-triclorofenclo 2000 97 2,2
pentaclorofenolo 1000 o8 1.5

| buoni valori di accuratezza e precisione sono una
chiara indicazione della robustezza del metodo, che,
in tali condizioni, non & influenzato dalla presenza
nella matrice acquosa di acidi umici o di altre specie
organiche di natura sconosciuta capaci di saturare la
cartuccia determinando bassi valori di recupero per i
fenoli pil polari.

Dai risultati di alcune prove effettuate nel nostro
laboratorioc & stato evidenziato che nel caso di
campioni fortemente inquinati (100-200 pg/L di fenoli)
e/o con un elevato contenuto di sostanze organiche
disciclte, durante 'estrazione di volumi relativamente
glevati di campione di acqua superficiale (1L) si
avevano fenomeni di spostamento dalla superficie del
Carbograph-1 da parte dei composti meno polari ai
danni di quelli pit polari con conseguente perdita di
questi ultimi. Quindi, nel caso in cui si abbia il
sospetto di dover analizzare campioni molto carichi di
materiale organico - un colore rosso-bruno del
campione acquoso & un buon indizio - & consigliabile
estrarre volumi minori di 1 L. Alla luce di queste
ultime considerazioni furono fatte delle prove di
recupero su una matrice ambientale alguanto

complessa, quale un'acqua prelevata all'uscita di un
depuratore (Figg. 4 e 5). Prima di effettuare le prove
di recupero fu appurata I'assenza nel campione di.
inguinanti fenclici e fu determinata la quantita di
carbonio organico disciolto totale (DOC). La misura,
effettuata in triplicato con un analizzatore automatico
di carbonio (TOC Analyzer 5000, Shimatzu) diede un
valore di DOC pari a 61,5 pg/L. Quattro aliquote da
50 mL furono contaminate artificialmente in maniera
tale da avere una concentrazione di 30-60 pg/L per
ogni singolo fenolo.

Fig. 4 - Cromatogramma ottenuto analizzando 50 mL
di un'acqua di scarico prelevata all'uscita di
un impianto di depurazione delle acque.
Volume iniettato: 50 pl; attenuazione 0,32
AUFS a 280 nm e 1,28 AUFS a 220 nm.

Dai valori delle medie delle percentuali di recuperoc e
da quelli della deviazione standard relativa (Tab. 5) si
evince che questo metodo risulta idoneo per
determinare composti  fencolici  eventualmente
scaricati da reflui urbani e industriali nell'ecosistema
acquatico. :

Quando una procedura cromatografica fa uso di un
rivelatore non sufficientemente selettivo, come uno
spettrofotometro UV-Vis, per monitorare dei tossici
presenti nelle acque naturali a concentrazioni molto
basse, & frequente incorrere in falsi positivi o in
sovrastime causate dalla presenza nel campione di
sostanze organiche che vengono eluite dalla colonna
analitica con tempi di ritenzione uguali a quelli di
alcuni dei composti da determinare. Per confermare
la presenza dei fenoli e per determinare



correttamente la loro concentrazione, questo metodo
prevede l'analisi di un'aliquota dell'estratto allHPLC
con la stessa colonna analitica, dopo conversione dei
fenoli nei loro corrspondenti acetilderivati con
anidride acetica in ambiente moderatamente basico.
In tal modo pud essere ottenuta la conferma
delleventuale presenza di fenoli nel campione
osservando la scomparsa del picco corrispondente al
composto fenolico e la simultanea comparsa del
picco corrispondente al suo acetil derivato.

Fig. 5 - Cromatogramma ottenuto analizzando 50 mL
di un'acqua di scarico prelevata alluscita di
un impianto di depurazione delle acque con
aggiunta esterna della miscela degli 11 fenoli.
Volume iniettato: 50 pl; attenuazione 0,32
AUFS a 280 nm e 1,28 AUFS a 220 nm. 1)
fenclo; 2) 4-nitrofenclo; 3) 2-clorofenclo; 4)
2 4-dinitrofenolo; 5) 2-nitrofenclo; 6) 2,4-
dimetilfenolo; 7) 4-cloro-3-metilfenolo; 8) 2,4-
diclorofenclo; 9) 4,6-dinitro-2-metilfenclo; 10)
2,4,6-triclorofenolo; 11) pentaclorofenolo.

Le rese di derivatizzazione erano calcolate misurando
larea dei picchi prodotti dalla quantita residua di
fencli non derivatizzati. | risultati sono riportati in
Tab. 6.

Per concludere, come esempio delle potenzialita del
metodo in termini di selettivita in Fig. 6 & riportato il
cromatogramma oftenuto analizzando 1L di un
campione campione di acqua del fiume Tevere. Sulla
base dei tempi di ritenzione si potrebbe supporre che
il campione sia contaminato da 2,4 dinitro-ortocresclo
(DNOC) e da 4-nitrofenolo a livello di 0,03 e 0,23 pg/L:

rispettivamente. Per oftenere la conferma della
presenza dei due fenoli identificati, la seconda
aliquota da 3 mL dello stesso estratto era evaporata
fino a secchezza e sottoposta alla procedura di
derivatizzazione.

La Fig. 7 mostra il cromatogramma ottenuto
iniettando allHPLC la frazione derivatizzata. Dopo
interpretazione del cromatogramma la presenza nel
Tevere di 230 ng/L di 4-nitrofenclo fu confermata
dalla scomparsa del picco avente lo stesso tempo di
ritenzione e dalla simultanea comparsa del picco
corrispondente al suo acetil derivato.

Tab. 5 Accuratezza e precisione del metodo a 30-60
ug/l di fencli in 50 mL di effluente di un
impianto di depurazione

Composto Conc. | Rec. | RDS
(o) | %
fenolo &0 94 33
4-nitrofenclo 30 95 39
2-clorofenclo 60 94 4.0
2 4-dinitrofenclo 30 94 3,3
2-nitrofenclo 30 a7 3.0
2, 4-dimetilfenclo B0 95 4.5
4-cloro-3-metilfenaolo 60 97 3,8
2 4-diclorofenclo 30 a7 2.6
4 6-dinitro-2-metilfenolo 30 a5 i,2
2,4,6-triclorofenclo G0 a7 2.6
pentaclorofenclo 30 a5 3,4

Tab. 6 - Rese della reazione di conversione dei fenoli
in acetil derivati

Composto Resa (%)
fenolo 100
4-nitrofenoclo 100
2-clorofenclo 87
2 4-dinitrofenclo B85
2-nitrofenolo 100
2 4-dimetilfenolo 100
4-cloro-3-metilfenclo a0
2 d-diclorofenclo 100
4,6-dinitro-2-metilfenclo 71
2,4,6-triclorofenclo 100
pentaclorofenolo 100

4 - VARIABILI ANALITICHE CRITICHE

Anche se il metodo in questione risulta
operativamente molto semplice e robusto, a livello
pratico & necessario operare alcuni accorgimenti per
ottenere i migliori risultati.

Nella cartuccia dopo il passaggio dell'aliquota da 1,8
mL di metanclo & importante che non rimanga



dellacqua residua. Questa, oltre ad abbassare
I'efficienza di riestrazione della fase organica, crea
anche notevoli problemi durante lo stadio di
evaporazione dell'estratto. Infatti, la presenza di
acqua nell'estratto porta ad un incremento del tempo
necessario per rimuovere il solvente con
conseguente perdita dei fenoli pid wvolatili. Tale
inconveniente pud essere faciimente evitato avendo
cura di mantenere il vuoto all'interno della beuta dopo
il passaggio del metanolo per due minuti.

Anche la forma e le dimensioni della provetta
contenente |'estrattc posscono influenzare la durata
dello stadio di rimozione del solvente. Una provetta
corta e con un diametro interno relativamente grande
(vedi parte sperimentale) minimizzano il tempo
necessario al completamento di tale operazione.

Mel caso di campioni con un elevato contenuto di
sostanze organiche disciolte possono esservi delle
sostanze interferenti che vengono eluite dalla colonna
analitica come picchi molto codati che creano talvolta
delle difficota nella misura dell'area dei picchi dei
composti da determinare.

Fig. 6 - Cromatogramma ottenuto analizzando 1 L di
acqua superficiale (fiume Tevere). Volume
iniettato: 20 pl; attenuazione 0,01 AUFS a
280 nm e 0,04 AUFS a 220 nm.

In questi casi si pud ovviare a tale inconveniente
semplicemente modificando le condizioni
cromatografiche di analisi e iniettando nel
cromatografo liquido un volume minore di campione
(20 pL). Un gradiente a due stadi (dal 25% al 65 % di
modificante organico in 28 min. e al 100% in 10 min.)

si & dimostrato efficace per ottenere una buona linea
di base ed un profilo cromatografico adatti a misurare
agevolmente l'area di tutti gli 11 picchi corrispondenti
aj composti in esame.

Fig. 7 - Cromatogramma oftenuto analizzando 1 L di
acqua superficiale (fiume Tevere) dopo

derivatizzazione dell'estratto. Volume

iniettato; 20 pl; attenuazione 0,01 AUFS a

280 nm e 0,04 AUFS a 220 nm.
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PROBLEMI DI TARATURA NELL’ANALISI DI
ANIONI MEDIANTE CROMATOGRAFIA IONICA
SOPPRESSA

8. Valsecchi e S. Polesello
CNR, Istituto di Ricerca sulle Acque, Brugherio (Ml)

RIASSUNTO

In questo lavoro vengono presentati dati raccolti per
la validazione del metodo di analisi di anioni (cloruro,
nitrato e solfato) in acque supediciali, potabili e
meteoriche, mediante  cromatografia  ionica
soppressa. E' stata wvalutata la ripetibilita e la
riproducibilitd del metodo, ed & stato possibile
costruire una curva che interpoli I'andamento della
varianza in funzione della concentrazione. Benché
questo metodo di analisi sia ormai molto diffuso,
guesti dati dimostrano che vi sono ancora molti
problemi legati soprattutto alla taratura: si dimostra
infatti che la curva di taratura non & lineare e richiede
un'interpolazione quadratica pesata, di non facile
applicazione in una procedura operativa ufficiale:
vengono infine proposte alcune soluzioni operative
che possano ovviare a questo problema.

SUMMARY

This paper deals with the validation of the method of
analysis of anions (chloride, nitrate and sulphate) in
drinking, fresh, and atmospheric water by suppressed
ion chromatography. Repeatability and reproducibility
are evaluated and an interpolating curve is ocbtained
to correlate standard error and concentration for each
analyte. Though this analytical method is very widely
used in the world, these data show that there are still
a lot of problems related to the calibration procedure:
it is shown that the calibration curve is not linear, but
it needs a weighted quadratic regression curve, which
cannot be easily implemented in an official method.
To avoid these problems, some practical procedures
are suggested.



