TECNICHE ANALITICHE
LA DERIVATIZZAZIONE IN GASCROMATOGRAFIA
Acilazione di analiti: teoria e pratica
In un'analisi gascomatografica quantitativa o qualitativa è necessario affrontare un processo di derivatizzazione per riuscire a modificare le caratteristiche della miscela di analiti, così da ottenere una separazione risolta ed evitare l'adsorbimento su colonna, e in modo da non perdere l'analita termolabile o non volatile per carbonizzazione, aumentando quindi la sensibilità dell'esperimento. Le reazioni di derivatizzazione più comuni sono acilazione, alchilazione e silanizzazione. Tutte e tre devono essere in grado di migliorare il profilo dell'analisi cromatografica. In questo articolo affrontiamo la teoria della derivatizzazione e le tecniche di acilazione. 
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Lo scopo ultimo della gascromatografia è separare piccole molecole organiche, spesso polari. Il più delle volte esse sono poco volatili e decompongono alle alte temperature. Sono, dunque, sostanze poco adatte a essere iniettate in un gascromatografo. Modificare la funzioni di queste molecole con manipolazioni chimiche le rende adatte a questo scopo, poiché aumenta la loro volatilità, riduce l'adsorbimento sulla colonna cromatografica, aumenta la risposta del rivelatore, la separazione dei picchi cromatografici e la loro simmetria. In buona sostanza, il processo di derivatizzazione permette di analizzare composti che altrimenti non potrebbero essere rivelati in gascromatografia. Va quindi riconosciuta a questa operazione la giusta importanza, poiché sottovalutarla vuol dire compromettere l'analisi. I reagenti derivatizzanti, pertanto, devono migliorare la stabilità alle temperature di eserci-zio del gascromatografo (tra 50 e 300°C) degli analiti, devono migliorare l'efficienza analitica e la rilevabilità, permettere l'analisi di composti non volatili e aumentare la risoluzione per riduzione dell'adsorbimento dei gruppi funzionali polari come
-OH, -COOH, -NH2, =NH, -SH, e altri ancora, sulla fase stazionaria della colonna. 
Tre sono le classi principali di reazioni sfruttate per ottenere i sopracitati cambiamenti nelle molecole da analizzare: acilazioni, alchilazioni, silanizzazioni. La scelta del reagente derivatizzante sarà influenzata dalla natura dell'analita e dai gruppi funzionali che esso porta, e dalla compresenza di più gruppi funzionali. 
La struttura chimica e le proprietà dell'analita condizionano la scelta del derivatizzante, pertanto, è opportuno seguire alcuni criteri per scegliere il giusto agente e ottenere i risultati migliori: le rese delle reazioni di derivatizzazione devono essere del 90-100 % perché non ci sia perdita di campione, i prodotti di reazione devono essere stabili e non devono interagire con la colonna cromatografica (in modo che si abbia una corretta eluizione e non vi sia un eccessivo allargamento del picco cromatografico), inoltre, non si devono avere riarrangiamenti o alterazioni strutturali durante la formazione dei derivati.

Reazioni di derivatizzazione: un breve ripasso
La silanizzazione è di gran lunga il tipo di derivatizzazione più sfruttato in gascromatografia. Spesso si utilizza il trimetilclorosilano, un agente aggressivo che libera HCl, e per neutralizzare l'acido si utilizza una base come la piridina. I sali di piridinio che si formano precipitano sul fondo (poiché si impiegano solventi organici) e non verranno iniettati nel gascromatografo. In commercio esiste una notevole varietà di composti sililanti, con caratteristiche diverse, che possono anche essere utilizzati in miscela.
Le reazioni di acilazione servono spesso per formare esteri o ammidi. Anche in questo caso, sarà necessario utilizzare una base per neutralizzare i protoni, se si tratta di esterificazioni acide. Le alchilazioni invece introducono un alchile (spesso un metile) su un acido carbossilico o altri substrati: il risultato è quindi ancora un estere. In figura 1 lo schema dei meccanismi per i tre tipi di derivatizzazione.

Precauzioni e accorgimenti 
La normale vetreria di laboratorio può essere una causa determinante nella perdita di campione, poiché essa è moderatamente acida e può adsorbirne discrete quantità, in particolare se si tratta di dosare un'ammina. Il fenomeno è tanto più significativo quanto più l'analisi è condotta su piccole quantità. Per contrastare questo processo, si può sililare le pareti dei recipienti di vetro da adoperare. La silanizzazione maschera i gruppi Si-OH polari sulla superficie del vetro mediante un legame chimico con uno strato di silicone non adsorbente, ovvero "derivatizzando il vetro". La procedura più comune è quella di utilizzare una soluzione di dimetildiclorosilano in toluene per 30 minuti. Il vetro, così disattivato, è risciacquato con toluene e poi con metanolo. L'adsorbimento può anche essere ridotto aggiungendo al solvente un composto che competa con l'analita per i siti sulla superficie, per esempio un piccolo quantitativo di un alcol (spesso meno dell'1%) come il butanolo. È raccomandabile utilizzare, anziché le normali pipette per trasferire e maneggiare i campioni, delle siringhe, poiché riducono il contatto della miscela da analizzare e dei reagenti derivatizzanti con l'atmosfera. Ancora meglio sarebbe utilizzare siringhe con stantuffi in teflon, anziché in metallo, che garantiscono migliori performance con composti volatili e non danno lo spiacevole inconveniente di arrugginire (se non puliti in maniera opportuna) o di cambiare volume a causa dell'usura e della corrosione. 
Quando si usano sililanti, è necessario adottare particolari precauzioni per quanto riguarda l'iniettore del gascromatografo e in particolare il liner. Se si adopera un iniettore in metallo, ad esempio, bisognerà pulirlo frequentemente, poiché i sililanti in eccesso tenderanno ad accumularsi sulla superficie del liner e, nelle analisi successive, riterranno gli analiti inficiando i risultati.

Condizioni e tempi di reazione
Una reazione di derivatizzazione decorre a tempi sensibilmente diversi a seconda dei reagenti utilizzati e dei composti da derivatizzare. Infatti, i tempi possono variare da alcuni secondi a molte ore, così come le temperature che si adoperano vanno da quella ambiente a 80°C. 
È indispensabile conoscere il comportamento dell'analita alle alte temperature, poiché è vero che aumentare la temperatura di reazione incrementa la resa e la velocità, ma può anche decomporre la molecola da derivatizzare, se essa non è termostabile.
Inoltre, quando si vuole mettere a punto un metodo per un analita di cui è ignota la reattività per il reagente derivatizzante, bisognerà controllare progressivamente che la reazione sia andata a termine. Periodicamente, si eseguiranno analisi cromatografiche della miscela di reazione per monitorarne l'andamento. La scomparsa progressiva dei picchi cromatografici dei reagenti e la comparsa del picco del prodotto indicherà quando la reazione è a termine. È auspicabile che la reazione abbia una resa almeno del 90% poiché, altrimenti, potrebbero essere compromesse analisi su campioni molto poco concentrati.
Un altro aspetto da non sottovalutare è la presenza di acqua. Va detto che alcune reazioni di derivatizzazione hanno un comportamento reversibile in presenza di umidità: ad esempio, una reazione di esterificazione può dare idrolisi dell'estere. È importante che vengano utilizzate condizioni anidre, quando necessario. Le reazioni di derivatizzazione e il reagente derivatizzante vanno scelti tenendo conto anche della colonna cromatografica che si ha a disposizione e delle caratteristiche della fase stazionaria della medesima, del tipo di detector ecc.

Acilazione
Tra le alternative a disposizione del chimico per derivatizzare un analita, come detto, vi è l'acilazione. Questa tecnica consiste nella conversione dei composti che contengono idrogeni attivi (-OH, -NH2, -NHR, =NH,
-SH) in esteri, ammidi, o tioesteri attraverso la reazione con acidi carbossilici o altri derivati carbossilici.
Tra i vantaggi che si possono annoverare nell'utilizzare questa tecnica, si possono ricordare: l'aumento della stabilità dell'analita per protezione dei gruppi instabili e il miglioramento della sensibilità dell'analisi cromatografia se si utilizza un rivelatore a cattura di elettroni.
Acilare un composto serve, inoltre, a conferire volatilità a sostanze come i carboidrati o gli amminoacidi (che hanno molti gruppi polari i quali normalmente sono non volatili) e che decompongono per riscaldamento. 
Infine, derivatizzare una miscela di analiti serve ad aumentare la separazione cromatografica che potrebbe non esistere sui composti tal quali. Le classi di composti che possono essere derivatizzate con questa procedura sono variegate, si parla di steroidi, amminoacidi, alcaloidi, carboidrati, cannabinoidi, tioli ecc.
Molto spesso si utilizzano agenti acilanti fluorurati, in effetti catene alchiliche alogenate vicinali a carbonili aumentano la risposta di rivelatori cattura di elettroni, oltre ad incrementare maggiormente il peso molecolare dell'analita derivatizzato con agenti fluorurati rispetto a quelli derivatizzati con agenti non fluorurati. L'acilazione, inoltre, è spesso utilizzata per la frammentazione controllabile che si può ottenere in spettrometria di massa. Come già ricordato, bisogna valutare attentamente, prima di decidere la tecnica di derivatizzazione, non solo la natura dell'analita ma anche la strumentazione a disposizione.

Agenti acilanti
Tra i più comuni agenti acilanti si possono ricordare le perfluoro anidridi e i perfluoro acilimidazoli. Le perfluoro anidridi sono utilizzate per ridurre la polarità dei gruppi tiolici, idrossilici e amminici. I derivati perfluoro acilati che si ottengono sono, inoltre, sia stabili sia altamente volatili. Il rivelatore d'elezione per questo tipo di derivati è quello a cattura d'elettroni (ECD), ma sono anche comunemente utilizzati rivelatori a ionizzazione di fiamma (FID) e spettrometri di massa. 
Frequentemente, i test analitici per confermare l'assunzione di droghe d'abuso si avvalgono di derivatizzazioni con anidridi perfluoriche in gas cromatografia/massa, come ad esempio l'anidride trifluoroacetica (TFAA) per identificare le metamfetamine, l'anidride pentafluoropropionica (PFPA) per gli oppiacei, l'anidride eptafluorobutirrica (HFBA) per
amfetamina e fenciclidina.
Un problema che non deve essere sottovalutato, nell'utilizzare tali anidridi, è dato dalla formazione dei rispettivi acidi nell'ambiente di reazione: essi devono essere rimossi prima dell'analisi gascromatografica, per non danneggiare la colonna. A tal proposito, saranno impiegati solventi in grado di accettare protoni come piridina, tetraidrofurano o trietilammina (che ha anche la funzione di catalizzare la reazione di esterificazione).
I perfluoro acilimidazoli (fig. 2) offrono alcuni vantaggi rispetto alle perfluoro anidridi: danno infatti reazioni lineari e quantitative senza produrre sottoprodotti acidi che debbano essere rimossi dalla miscela dei prodotti di reazione, prima dell'iniezione nella colonna cromatografica. In effetti, in queste reazioni si producono soltanto perfluoroacilderivati e imidazolo, così come, utilizzando la N-metil-bis(trifluoroacetamide) (MTBTFA) (fig. 2), si produce soltanto N-metiltrifluoroacetamide (stabile e volatile, quindi facilmente rimuovibile) e metiltrifluoroacil derivati. I perfluoro acilderivati reagiscono con gruppi idrossilici, con ammine primarie e secondarie contemporaneamente presenti sulle molecole, e con le indolo alchilammine. MTBTFA reagisce con tioli e ammmine, in condizioni non acide e a temperatura ambiente.

Come si utilizzano
le anidridi perfluoriche
La procedura tipica di impiego delle anidridi perfluoriche (fig. 3) consiste nello sciogliere il campione, che può provenire da una estrazione da matrice biologica o da altra fonte, in un solvente organico immiscibile in acqua. Si aggiungerà poi una base, ad esempio piridina, e, successivamente, l'anidride in eccesso, PFPA o HFBA. Dopo aver scaldato la miscela a 50°C per 15 minuti, si raffredda e si aggiunge una soluzione di ammoniaca in acqua. Si agita per alcuni minuti e, dopo avere atteso la separazione delle due fasi, si inietta nel gascromatografo un'aliquota del solvete organico. Questa procedura, da considerasi indicativa, dà una idea di come si maneggiano le anidridi perfluoriche.
In letteratura esistono moltissimi studi su metodi di derivatizzazione di tutte le classi di composti. Nei due esempi che seguono verranno evidenziate le peculiarità di tali molecole nei confronti degli steroidi.

Analisi di neurosteroidi
da matrici biologiche
Tra i metodi di estrazione e caratterizzazione di neurosteroidi provenienti dal cervello, ve ne sono alcuni che prevedono un'analisi in gascromatografia/spettrometria di massa. Particolare rilievo occupano quelli che sfruttano le perfluoro anidridi come agenti derivatizzanti. 
In figura 4 è rappresentata la reazione di derivatizzazione su campione estratto da tessuto cerebrale della cavia: in particolare, è evidenziata la reazione tra progesterone e HFBA. La derivatizzazione avviene sul chetone a-b insaturo. Si forma una piccola percentuale di sottoprodotto, ma in quantità costante e tale da non inficiare l'analisi. I campioni di tessuto seguono una estrazione e una separazione cromatografica. Si ottengono così una frazione di neurosteroidi solfoconiugati e una di neurosteroidi non coniugati. I primi subiscono un processo di solvolisi e, dopo una ulteriore purificazione cromatografica, vengono uniti ai secondi e derivatizzati con HFBA. Nella miscela di analiti sono presenti, oltre al progesterone, il pregnolone, il deidroepiandrosterone e il 3a,5a-tetraidroprogesterone come standard interno per la valutazione quantitativa. 
Il metodo prevede che il residuo secco, ottenuto come descritto in precedenza, venga trasferito in acetone anidro e che la reazione con un'aliquota in eccesso di HFBA si svolga in condizioni anidre, a temperatura ambiente per 30 minuti. Dopo evaporazione, il residuo viene ripreso in esano e iniettato nel gascromatografo/
spettrometro di massa per l'analisi. 
In figura 5 è invece riportata la reazione tra HFBA e 3b-idrossipregn-5-en-20-one condotta in un esperimento, simile al precedente, ma utilizzato nell'analisi di una miscela di neurosteriodi più complessa. In questo caso, l'analisi quantitativa è stata eseguita con il metodo della diluizione isotopica. Le condizioni di derivatizzazione sono assai simili alle precedenti, ma va sottolineato il fatto che, con una sola reazione, si è potuto caratterizzare e quantificare una miscela di ben 24 neurosteroidi. Inoltre, la miscela di reazione non è stata lavata con ammoniaca ma, una volta conclusa la derivatizzazione, il campione è stato portato a secco, ripreso con esano e poi iniettato nel gascromatografo. 

Conclusioni
L'acilazione degli analiti prima di una gascromatografia rappresenta un metodo assai versatile e molto utilizzato; ad esso, però, si affiancano altri metodi, come la silanizzazione e l'alchilazione, che possono dare risultati altrettanto buoni e che ci proponiamo di affrontare in un prossimo articolo. 

