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1.INTRODUZIONE

L’indagine condotta su sedimenti consente di nieai diverse informazioni di carattere
paleoambientale, in quanto questa matrice e uniga@zarchivio per ricostruire i
cambiamenti ambientali e climatici avvenuti in ségalla sviluppo agricolo, urbano ed
industriale, [1-6]. | mutamenti delle condizioni bi@ntali, infatti, si ripercuotono
sull’ecosistema, i cui cambiamenti si manifestativagerso I'apporto di materiale
organico, adsorbito sulle particelle di sedimen®). [In particolare, nella materia
organica possono essere presenti alcune moleaite, ldomarcatori, che consentono di
determinare avvenimenti di carattere ambiental@natico ed archeologico. Tali
molecole sono costituite prevalentemente da lungdtene di atomi di carbonio ed
idrogeno che interagiscono tra loro tramite legaavialenti. La loro origine puo essere
naturale o antropica e possono essere rilasciitamieiente dall’organismo precursore
mentre e in vita 0 successivamente alla sua mojt®er I'elevata stabilita chimica e la
resistenza alla degradazione che li caratterizzgnesti composti sono utilizzati per
tracciare processi ambientali avvenuti anche aaultst di migliaia di anni [8]. Ad
esempio, la determinazione, lungo il profilo veate di un sedimento, della
concentrazione di alcuni marcatori, quali, ad esemgharcoal e levoglucosano ed i
suoi isomeri, puo fornire informazioni su incendvanuti diversi secoli fa [4].

Tra i vari biomarcatori, hanno assunto sempre ntaggilevanza due classi di steroidi:
gli stanoli e gli steroli, la cui analisi nei sedinti e stata proposta da D’anjou et al. [2],
per stabilire la presenza antropica e come quéstal influisca sull’ambiente

circostante.



Gli steroli, infatti, sono tra i componenti prinaipdelle cellule degli organismi viventi
[9]. Tra questi, alcuni, come il colesterolo, iMano principalmente nel regno animale,
altri, invece, come il sitosterolo, sono preseafirattutto nelle piante e sono denominati
fitosteroli.

Poiché tali molecole sono presenti primariamentke rieci dell’'uomo e degli animali,
Leeming [10], analizzando gli steroidi nella maaefecale dei mammiferi a sangue
caldo, constato che la loro distribuzione e stnetiate legata ad alcuni specifici fattori,
tra i quali la dieta. Nelle feci degli animali carori e delluomo, il 60% degli steroli
presenti & costituito da coprostanolo. L’abbondatizpuesto composto €, invece, molto
piu limitata nella materia fecale degli animali igdsi, dove si riscontrano
principalmente fitosteroli, come lo stigmastandlO]f

Un altro fattore che influenza la distribuzionetali composti € I'attivita batterica [10,
11]. I B-stanoli, infatti, vengono prodotti in seguito atiduzione del colesterolo e di
altre molecole congeneri, quali sitosterolo, cartrpeslo e stigmasterolo, ad opera di
batteri. Tale reazione avviene nei tratti dell’'stteo dei mammiferi e comporta la
bioidrogenazione del compost® %H) nel corrispondente sterecisomer@ (H) [12,
13]. In particolare, studi recenti hanno dimostrelte la trasformazione del colesterolo
in coprostanolo riguarda I'ossidazione del gruppsidrilico in posizione C-3 e avviene

attraverso la formazione di specie intermedie, comostrato irFigura 1.1.
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Figura 1.1.: reazioni che interessano gli steroli e gli stéinell'ambiente e nell'intestino dei mammiferi
[20].

Il processo di degradazione che riguarda gli stexoyli stanoli avviene grazie alla
presenza di microorganismi presenti nel sedimerdo éefavorito da condizioni
anaerobiche [6, 9, 14, 15]. La velocita di questicpssi, infatti, decresce notevolmente
all'aumentare della profondita. La natura idrof@bdelle molecole, inoltre, favorisce |l
loro adsorbimento al particolato che si deposita seguito al processo di

sedimentazione, consentendo, in questo modo, Wiocsdi questi composti anche in



ambito archeologico [16]. Ad esempio, la determioiag nei sedimenti degli steroli,
associata all'analisi elementare di specie inor#i ha consentito di risalire, almeno
parzialmente, all’organizzazione spaziale delletaaioni di un villaggio risalente
all'Eta del Ferro, situato a Lejre, in Danimarca&][1

Tali composti hanno assunto un ruolo fondamentabeh@ nel monitoraggio
dell'inquinamento antropico e animale dell’ambierite materia fecale, che puo essere
riversata nell’ambiente da fognature domesticha alttvamenti di animali, € una delle
principali cause della contaminazione di sedimerdi acque lacustri, fluviali e marine.
E noto, che il sedimento costituisce un’efficietttappola” per i composti idrofobici,
come gli steroidi, che si adsorbono alla matriceregono trasportati lontano dal luogo
in cui sono stati riversati, per effetto di motidmsi e correnti [18]. Il lento rilascio di
questi inquinanti da parte del sedimento ha effaitla qualita dell’acqua causando
'aumento della concentrazione dei nutrienti, lalperazione di alghe, la riduzione
della biodiversita e l'instabilitd dell’ecosistemiaoltre, le feci non tempestivamente
trattate sono fonte di agenti patogeni e virali,decontratti, possono causare malattie
quali salmonella, diarrea, colite ed epatite A [18] necessario, pertanto, il
monitoraggio di questi steroidi per la salvaguadtB’ambiente e della salute umana.

In natura, la presenza in tracce di steroli € dmaurtche alla loro sintesi biologica. Ad
esempio, il coprostanolo puo essere prodiottsitu tramite idrogenazione anaerobica o
riduzione del colesterolo mediante attivita batiri Di conseguenza, l'elevata
concentrazione di questa molecola non rispecchieale grado di inquinamento del sito
indagato, in quanto una parte di tale composto rigine biologica. Per ottenere un
risultato diagnostico piu significativo, si utili@ao degli indicatori, dati dal rapporto tra

particolari steroidi, che consentono di determiarsorgente di contaminazione [20].



Poiché lo stigmastanolo viene generalmente prodo#thintestino dei ruminanti
tramite la bioidrogenzaione del sitosterolo e dsligmasterolo, 'aumento della sua
concentrazione puo essere indice di contaminazambientale dovuta alla materia
fecale di animali erbivori [21, 22]. Un rapportorpa 0.25 tra la concentrazione di
coprostanolo e stigmastanolo permette di ricostriér presenza delluomo e degli
animali da pascolo, che possono essere ragionemtégmassociati alle attivita di
allevamento di bestiame.

Nel caso in cui, invece, la concentrazione di csfaoolo fosse maggiore e il valore di
questo rapporto compreso tra 1.5 e 5.5, il sedimemtalizzato potrebbe essere
contaminato da materia fecale di origine antropicasuina [6].

Anche il rapporto tra la concentrazione di copmosta rispetto a quella del colesterolo
consente di valutare la contaminazione da matecalé ed identificarne la possibile
origine inquinante. Valori uguali o maggiori a Or@licano un sedimento contaminato
da feci umane o animali [23], mentre un rapportaygnare di 1 € significativo di
inquinamento causato da fognature domestiche AL,R%}

Il grado di contaminazione di un sito pud essetterdgnato anche dal rapporto tra le
concentrazioni di coprostanolo ed epi-coprostanaedédori superiori a 2.5 evidenziano

I'incidenza dell'inquinamento antropico [26].

Nella Tabella 1.1. sono riportati gli indicatori appena descritti cdm rispettive

interpretazioni.



Tabella 1.1.: indicatori, presenti in letteratura, dati dal rappo tra le concentrazioni di alcuni steroli e

stanoli.

Indicatore

Origine

Coprostanolo : Stigmastanolo

Coprostanolo : Colesterolo

Coprostanolo : Epi-coprostanolo

= 0.25, Contaminazione da
ruminanti

< 0.3, Contributddgo

= 15 - 5.5, Contaminazione
antropica e/o suina

> 0.2, Contaminazione antropica
< 1, Contributo biolagic

> 1, Contaminazione antropica

< 2.5, Contributo biologico

> 2.5, Contamin@iantropica




L’eterogeneita del sedimento, dovuta alle differeproprieta fisiche e alla
composizione chimica che lo distinguono, insiemke aaratteristiche del sito di
campionamento, comportano un’abbondanza variabiid dteroli e degli stanoli lungo
il profilo verticale di sedimento. Ad esempio, Fneln et al. [18] si € occupato
dell'analisi dei sedimenti superficiali, campionati sei diversi siti lungo il fiume
Bangd, in Brasile. Le concentrazioni di coprostaneldi epi-coprostanolo che sono
state rilevate mostrano valori compresi tra 0.25gji@ 196 pg g e tra 0.02 ug e
9.71 pg &, rispettivamente.

Questi valori, ad esempio, si discostano notevoteeda quelli calcolati nei sedimenti
campionati nel mare dell’Antartide, in cui le contt@zioni di coprostanolo e di epi-
coprostanolo sono comprese in ange di 10 e 150 ng § [26]. In base a queste
considerazioni, appare chiara la necessita di egmeliai campioni di sedimento un

metodo analitico robusto.

Sulla base di queste considerazioni, i princip&iradi eventualmente presenti nei
sedimenti atti a monitorare I'inquinamento di uto® a studiare l'influenza dell’attivita
antropica sull’ambiente, sono coprostanolo, epirasianolo, colesterolo, stigmastanolo
e sitosterolo.

In Tabella 1.2. vengono riportati la nomenclatura IUPAC, il nonemine, la classe di
appartenenza, il peso molecolare (PM) e la tempexati ebollizione (f), registrata

alla pressione di 760 mm Hg, di tali composti.
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Tabellal.2.: sono riportatinome IUPAC, nome comune, classe, PM e tempertaugballizione di

cinque steroidi.

Nome
PM T
Nome IUPAC classe g
comune (g mol™) (°C)
5B-colestan-B-olo Coprostanolo Stanoli 388.67 455.3
Epi-
5B-colestan-8-olo Stanoli 388.67 455.0
coprostanolo

Colest-5-en-B-olo Colesterolo Steroli 386.65 360.0
24a-etil-50-colestan-B-olo  Stigmastanolo Stanoli 416.72 471.9
24-etilcolest-5-en43-0lo Sitosterolo Steroli 414.71 501.0

11



Di seguito sono indicate le strutture molecolariaenposti citati nell@abella 1.2..

Figura 1.2.A): struttura molecolare del coprostanolo.

Figural.2.B): struttura molecolare dell'epi-coprostanolo.

Figura 1.2.C): struttura molecolare del colesterolo

12
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Figura 1.2.D): struttura molecolare del sitosterolo.

Figura 1.2.E): struttura molecolare dello stigmastanolo

In letteratura, diversi metodi analitici sono stsMiluppati per monitorare il grado di

inquinamento di un particolare sito attraverso tlod® degli steroli fecali nell'acqua,

nei sedimenti e nel suolo [16, 27-29].

Per l'estrazione degli analiti dal sedimento vermarsate differenti procedure e
strumentazioni, tra cui il sistema di estrazioneetgrata con solvente, |'estrattore

Soxhlet e il bagno ad ultrasuoni, con solventi coet@nolo, metanolo, le miscele

13



diclorometano/metanolo e diclorometano/esano [1&, 26]. Alla purificazione
dell’estratto, effettuata con colonne in silice tifasica o allumina disattivata, segue
I'analisi strumentale eseguita principalmente cbigascromatografo accoppiato allo
spettrometro di massa (GC-MS) o con il gascromafogdotato di rivelatore ad
ionizzazione di fiamma (GC-FID) [19, 26, 30].

Per la quantificazione e il recupero degli ster@dgeneralmente utilizzato il metodo
dello standard interno [20, 31]. A questo scopouddato vengono utilizzati standard
deuterati, come il colesterolo-2,2,3,4,4,6-d6 [E9], 17$-estrandiolo-2,4,16,16-d4 [6],
dall’altro, sono impiegati composti nativi che newmno presenti nel campione, come 5-
a-androstan8-olo [18, 32], 5B-pregnan-3-olo [16, 33], b-colestano [34], &
colestan-8-olo [6].

La scelta dello standard interno richiede attemietazioni. In particolare, I'utilizzo di
composti nativi implica ulteriori analisi, come regso dell'impiego di B-colestan-B-
olo come standard interno, che pud essere anchdotpsan situ dal colesterolo
attraverso I'azione batterica [6]. L'impiego di stkard deuterati, d’altra parte, non &
sempre consigliabile per la quantificazione deglaldi. Nonostante gli steroidi non
presentino gruppi aromatici o carbonilici, infatfwok et al. (2008) [35] hanno

osservato l'occorrenza di uno scambio idrogenoateutanche in alcuni steroli.

14



2.SCOPO

Lo scopo di questa tesi € stato quello di sviluppam metodo analitico per eseguire
analisi qualitative e quantitative di cinque stdrg@resenti nel sedimento: coprostanolo,
epi-coprostanolo, colesterolo, sitosterolo e stigfiaraolo in campioni di sedimento.
Infatti, come é stato evidenziato nel capitoloadtttivo, lo studio di queste molecole
riveste un ruolo importante in ambito paleoclimatiambientale e archeologico, dato
che si trovano nella materia fecale e possono essmpiegati come traccianti
dell’attivita antropica sia nel presente che neigado.

Il lavoro di questa tesi si articola in una dedone dello sviluppo e dell’ottimizzazione
del metodo analitico, nelle diverse fasi della rdeta. Va osservato che allo scopo di
superare le criticita emerse in diversi studi pnéis@ letteratura e legate alla scelta di
composti deuterati o nativi come standard intenma@uesta tesi € stato utilizzato come
standard interno il colesterolo marcato isotopicat@&’C. Successivamente, il metodo
e stato validato e ne sono state determinaggetéormancesanalitiche in termini di
linearita, limiti di rivelabilita e quantificaziorstrumentali e bianchi procedurali.

Il metodo e stato inoltre testato in un contestdiantale, in cui vengono monitorati gli
steroidi indagati in campioni di sedimento prelevat prossimita di un sito
potenzialmente inquinato presso il fiume Piave. $@opo € quello di ottenere
informazioni sul grado di inquinamento riscontrat luogo di campionamento e sulla

origine della contaminazione.
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3.PARTE SPERIMENTALE

3.1 Materiali e reagenti

| solventi impiegati, diclorometano (DCM), n-esamogtanolo (MeOH), acetone e
acido cloridrico (HCI, 33%), con grado di purezzesticidi, sono stati acquistati da
Romil Ltd, Cambridge, GB.

Sono stati utilizzati sia standard dei compostiiviatovvero 3-colestan-B-olo
(coprostanolo), [Hcolestan-8-olo (epi-coprostanolo), 2detil-5a-colestan-B-olo
(stigmastanolo) e 24-etilcolest-5-efi-8lo (sitosterolo), sia standard marcati: colest-5-
en-3-0l0-25,26,27°C;  (colesterolo-25,26,2%C;) e colest-5-en{f3olo-3,4°C,
(colesterolo-3,4°C,). In questa trattazione gli standard sopra citatranno indicati

rispettivamente con le abbreviazioni riportate an€Hbella 3.1.

Tabella 3.1.: standard nativi e marcati che sono stati impiegasibbreviazioni corrispondenti.

Nome dello standard Abbreviazione
Coprostanolo COP
Epi-coprostanolo e-COP

Stigmastanolo STIGMA
Sitosterolo SITO
Colesterolo-25,26,27C; COL 25-26-27
Colesterolo-3,4°C, COL 3-4
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Come derivatizzante e stata utilizzata la miscelmposta da N,O-Bis (trimetilsili)
trifluoroacetammide e da trimetilclorosilano (BSTRA1% TMC), alla quale si fara
riferimento in seguito con I'abbreviazione BSTFA.

La Sigma-Aldrich(Saint Louis, MO, USA) ha fornito i reagenti deggrcon un grado
di purezza compreso tra 85 e 99 %, il rame metalticpolvere, Cu (0), e il solfato di
sodio, NaSQOy, con i quali e stato trattato I'estratto.

La terra di diatomee e la sabbia di Ottawa, imgegeer I'estrazione con PLE, sono
state fornite dé\pplied Separation In¢Allentown, PA,USA)

La purificazione, eseguita tramite pipeRasteur,ha previsto I'utilizzo di Gel di Silice
(Sigma-Aldrich Saint Louis, MO, USA) come fase stazionaria.

La procedura di purificazione via SPE é stata cttadmn cartucce monouso acquistate
pressoDiscovery®con modello: DCS-Si SPE, 52657. Tali cartuccegm&so 1 e 2 g
di silice neutra come fase stazionaria, e possambenere fino a 6 e 12 ml di fase
mobile, rispettivamente.

Le cartucce in teflon con silice neutra come fasa&zignaria, utilizzate per la
purificazione tramitdPower Prep sono una produzioriduid Management System Inc

(Watertown, MA, USA).

Molte analisi descritte in seguito sono state egegmpiegando una soluzione madre a
concentrazione di 10 ng/uL, realizzata con gli déad di coprostanolo, epi-
coprostanolo, stigmastanolo, sitosterolo, colekie?6,26,27°C; e colesterolo-3,4-

13C,. Durante la trattazione questa soluzione verriatd comesoluzione standard

17



3.1.1 Operazioni preliminari

La vetreria € lavata con acqua e detergente Cddtrasciugata con acetone e
decontaminata con tre aliquote di DCM e n-esamgpettivamente. La medesima
procedura di decontaminazione € eseguita anchenatdriale monouso, comaal e
pipettePasteur

Prima di ogni prova, laessein acciaio inossidabile, utilizzata nell’estraztocon PLE,
viene lavata con due aliquote di DCM e n-esanocaignb ad ultrasuoni per 5 minuti. |
tappi in gomma sono decontaminati con 4 lavaggi-easano per 5 minuti nel bagno ad
ultrasuoni.

La decontaminazione della sabbia di Ottawa e delia di diatomee, impiegate nella
procedura estrattiva, prevede due cicli estrattvi miscela DCM : MeOH = 9:1 (v/v) e
impostando temperatura e pressione a 100°C e 2d0€igpettivamente. Con gli stessi
parametri e solventi & eseguita la pulizia defiedi dello strumento.

Prima di ogni purificazione, i dadi e la siringd @®wer Prep™sono sottoposti a due
lavaggi in n-esano in bagno ad ultrasuoni per 5Suthimentre sono impiegati 50 mL
della miscela n-esano : DCM = 1: 1 (v/v) per laipal dello strumento, le cui linee
sono condizionate con n-esano.

Il cotone utilizzato per la purificazione con lgpeitaPasteure decontaminato con tre

aliquote di DCM in bagno ad ultrasuoni.

In accordo con metodo US-EPA 3660B, I'estratto a&&ostrattato con rame metallico

allo scopo di rimuovere lo zolfo dal sedimento pb&ebbe interferire con le misure.

18



La procedura di attivazione del rame consistenadiare 50 g di Cu (0) solido con HCI,
seguito da lavaggi con diversi solventi quali acqulii-Q, acetone ed esano e con cicli
di ultrasuoni della durata di 15 minuti. Per eliari@ gli ossidi presenti sulla superficie
del rame vengono effettuati tre lavaggi con ogndeiosolventi sopra indicati, di cui Si
impiega un volume tale da ricoprire il Cu(0).

Il rame attivato viene conservato in esano, prateteente trattato con azoto in un

bagno a 37°C per eliminare 'ossigeno.

L’anidrificazione dell’estratto & stata eseguitan d8aSOy, posto, prima dell’utilizzo,
per 4 ore in muffola alla temperatura di 400 °Coatgaminato con lavaggi in DCM :

MeOH (9:1, v/v) e conservato in n-esano.

19



3.2 Strumentazione

3.2.1 Carotiere

I campionamento del sedimento €& stato condotto ©on carotiere, impiegato
solitamente per indagare la stratigrafia e il poofierticale del suolo. Lo strumento e
costituito da un’asta di forma cilindrica che camsedi imprimere I'energia necessaria
per far penetrare un tubo in acciaio inox neghatssedimentari. La carota di sedimento
viene raccolta neliner, un cilindro in plexiglasscon,
nell’estremita inferiore, una componente denomin

naso, dotata di un dispositivo di chiusura a laedkh

corona, che trattiene la carota allinterno deler, carotiere-asw
durante la fase estrattiva e di risalita.

Il funzionamento, molto semplice, prevede I'immens

del carotiere in acqua fino al raggiungimento dells,

in cui si fa penetrare lo strumento che raccogliedrota

|

|
-1

=

facendo pressione sull'asta.

di sedimento di forma cilindrica. Dopo la risalig pona estanore ¢
1
. . - - . - E’:r.mm F -
'emersione dall'acqua, il campione viene rilasgic  temonicoesi '|,
Corona : I
i

Figura 3.1.: schematizzazione della struttura

del carotiere, con riferimento alle sue componenitcipali.
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3.2.2  Pressurized Liquid Extraction (PLE)

Con questo strumento, attraverso I'utilizzo di picosolumi di solvente e in tempi
brevi, € possibile effettuare estrazioni efficiemtiproducibili.

Il processo avviene grazie agli elevati valori einperatura e di pressione ai quali €
possibile impostare lo strumento. L'alta temperattende il campione piu solubile e
garantisce una maggiore diffusione del solventajtrad’alta pressione ne impedisce
I'evaporazione. Con queste condizioni operativesttazione degli analiti dal campione
solido si rivela piu efficace.

Il sedimento, insieme alla sabbia di Ottawa e @taa di diatomee, & introdotto in un
supporto cilindrico in acciaio inossidabileegsél, che viene chiuso con dei tappi

muniti di guarnizione di gomma e posto nellgm

spazio apposito dello strumento. Durante
ciclo estrattivo, il solvente, attraversando
linee del PLE, entra nellavessel ed
interagisce con il campione. L’estrazio
viene condotta in condizioni di temperatura
pressione controllate. Alla fine di ogni cicl
il solvente viene raccolto in un apposi
contenitore. Un ultimo passaggio vie
eseguito facendo flussare, per evitare la
contaminazione nel caso di analisi success

e per raccogliere I'eventuale solvente rimas

-———‘

nelle linee. Figura 3.2.: Pressurized liquid extraction (PLE).
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3.2.3 Solid-Phase Extraction (SPE)

L’estrazione in fase solida con solvente (SUPEL&GEIPREP™ DL) & una tecnica

preparativa del campione, precedentemente estreto,consente la separazione di
analiti aventi differente natura chimica. Il prosesdi purificazione avviene grazie

all'interazione tra I'estratto, eluito nella cartie dalla fase mobile, e la fase stazionaria,
che puo essere silice, allumina, fluorisil o resmeeconda della natura del campione da
trattare. Le diverse componenti di quest’'ultimongiue, possono essere trattenute o
fluire lungo il letto della colonna, a seconda dedtelta di appropriata fase mobile e

stazionaria. La maggiore precisione e

accuratezza dell'analisi sono raggiun
attraverso l'aumento della concentrazio
delle  molecole  monitorate, grazi
I'eluizione dell’estratto con piccoli volumi
di solvente. Altri vantaggi che possonb GSUPELCO o
derivare dall'utilizzo di questaf - |

strumentazione sono la minore esposiziodey

ad agenti tossici e perdita dei campio

'evaporazione minima del solvente e

——=d

pochi steps operativi costituenti la™

procedura.

Figura 3.3: strumentazione adottata per la solid-
phase extraction (SPE).
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3.2.4 Power Prep™

II Power Prep™(FMS, Fluid Management System [n@altam, MA, USA) é un
sistema basato sulla cromatografia che consenfmuridicazione e il frazionamento
dell’estratto. Lo strumento, i cui parametri vengdmpostati e controllati tramite un
software installato su PC, opera autonomamenteueanaticamente, gestendo le varie
fasi del processo, compresi il lavaggio, I'iniezoer la raccolta delle varie frazioni
purificate.

Il solvente impiegato per la purificazione

' l
& |
grazie a un sistema di pompaggio costitu

da valvole, fluisce attraverso tubi in teflon

preimpaccate della colonna contengono
fase stazionaria che pud essere costituita
diversi materiali quali allumina, carbong
silice neutra o multistrato (acida-basic

neutra).

Figura 3.4.: Power Prep™.
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3.2.5 Turbovap® Il

II Turbovap® II (Caliper Life ScienceHopkinton, MA, USA), € uno strumento che
consente I'evaporazione controllata del solvertrawarso un flusso di azoto.

Gli estratti vengono trasferiti in ditali di vet@yrmark® dal volume di 200 mL e
collocati nelle sei postazioni disponibili, ognudelle quali prevede 'immersione del
ditale in un bagno ad acqua e dotata di un ugedlocdi viene erogato l'azoto. |l
raggiungimento del volume finale di 500 uL viengrssato da un sensore ottico con
successiva interruzione dell’erogazione di N pannello di controllo presente sullo
strumento permette di selezionare
temperatura del bagno ad acqua,
pressione del gas, la postazione

lavoro e la modalita di

concentrazione manuale, d
impostare qualora sia necessal
ridurre il solvente a volumi inferiori

a 500 pL.

Figura 3.5.; evaporatore automatico Turbovap ® II.
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3.2.6 Termoblocco

Il Termoblocco FALC INSTRUMENTSBG, ITALIA) e un dispositivo riscaldante a
secco dotato di blocchi intercambiabili, in cui pmso essere collocateal di diversa
grandezza grazie alla presenza di cavita circalanvari diametri. La distribuzione

uniforme del calore e assicurata dalle vaschettemtienimento realizzate in alluminio.

THERMOBLOCK

THe 4

5. E e

Figura 3.6.: Termoblocco.

3.2.7 Gascromatografia accoppiata a spettrometria di
massa (HRGC-LRMS)

Gli steroidi in esame sono analizzati con uno sémtm ifenato, costituito da un
gascromatografoAgilent Technologies 7890 GC Sysferocoppiato a uno spettrometro
di massa, dotato di quadrupolo come analizzatAgglgnt Technologies 5975C inert

MSD). Dopo la vaporizzazione ndéiher, per mezzo di un flusso di elio, gli analiti
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attraversano la colonna capillare in silice fusladieinghezza di 60 m e costituita da
(5%-fenil)-metilpolisilossano, come fase stazioagfigilent Technologie).250 mm e
0.25 um), con cui le molecole del campione intes@mno, con conseguente separazione
degli analiti. La ionizzazione avviene in seguitbugo con un fascio di elettroni
accelerati prodotti dalla sorgente ad impatto mleito EI), di cui € dotato lo
spettrometro di massa. In seguito, solamente giidarichi positivamente, caratterizzati
da uno specifico rapporto massa/carica (m/z), vienganalizzati dal quadrupolo e
registrati da un software specifico.

Si rimanda in Materiale Supplementare i dettadétr@ alle condizioni sperimentali di

utilizzo.

-

|

Figura 3.7.: sistema HRGC-LRMS.
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3.3 Quantificazione

La determinazione quantitativa delle molecole éesa con il metodo dello standard
interno, attraverso cui e possibile ridurre la &ailita di alcuni fattori che influenzano
la misura analitica. Le cause dell'incertezza dslltato possono essere di natura
chimico-fisica 0 sperimentale, legate, ad esemplocambiamento di temperatura,
all'interazione con la matrice, all'imprecisione | ngrelevare un certo volume di
soluzione o alla irriproducibilita delle operaziatiiniezione nello strumento. Risultati
pit accurati ed affidabili si ottengono impieganitionetodo dello standard interno:
analita di riferimento le cui caratteristiche chuaifisiche e struttura molecolare devono
essere confrontabili con quelle dei composti chstanno analizzando. Lo standard
interno, inoltre, deve essere stabile termicamesgparabile dall’analita e dagli altri
componenti, non presente nel campione con cui reme deagire o interferire, deve
fornire un picco cromatografico ben risolto da duelegli altri analiti e avere un tempo
di ritenzione simile a quello dei composti da delieare.

La procedura del metodo dello standard internodmaportato I'analisi dellaoluzione
standard(pag.17) al gascromatografo nelle stesse condizjeerimentali applicate ai
campioni reali. Integrando le aree dei picchi deghaliti, di cui e nota la

concentrazione, € stato possibile calcolare ilofattdi risposta di ciascuno, con la

seguente formula:

FR = (Ain * Gn) / (Am* Cin)
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Dove:
FR = fattore di risposta dell'analita i-esimo;
Ain = area del picco dello standard della specie aativ
Cm = concentrazione dello standard marcato;
An, = area del picco dello standard marcato;

Cin = concentrazione dello standard della specie aativ
La quantificazione dei composti viene ottenutaizgdndo I'espressione indicata di
seguito, in cui si rapporta I'area del picco di iognalita rispetto a quella dello standard

interno marcatd*C, aggiunto in quantitd e concentrazioni note mehgione all'inizio

della procedura, e il fattore di risposta della@eola esaminata.

Ci=(Ai*Qu)/(Au*FR)

Dove:

Ci = concentrazione dell’analita in esame;

A = area del picco dell’analita in esame;
Qv = quantita assoluta dello standard interno;
Ay = area del picco dello standard interno;

FR = fattore di risposta dell’analita in esame.

Assumendo che lo standard interno e i composti gatlaabbiano lo stesso

comportamento chimico-fisico, che subiscano glsterocessi, che interagiscano allo
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stesso modo con la matrice, i solventi e tutti iteriali con cui il campione viene a
contatto, allora, se avviene la perdita dell’amatitirante la procedura metodologica, si
deve verificare una perdita anche dello standatdrin. E possibile risalire alla
concentrazione iniziale e stimare la perdita dengosti, aggiungendo, alla fine della
procedura preanalitica, in concentrazione notsstémdard di recupero: una molecola
che non deve avere necessariamente struttura #edateche chimico-fisiche simili
all'analita. Dal confronto tra lo standard interado standard di recupero e possibile

calcolare I'efficienza di recupero, R %, secondlanula:

R % = (Av * Qr * 100) / (Qu * Ar * FuRr)

Dove:
Awm = area del picco dello standard interno;
Qr = quantita assoluta dello standard di recupergiuatp alla fine della
procedura di preanalitica;
Qv = quantita assoluta dello standard interno;
Ar = area del picco dello standard di recupero;
Fur = fattore di risposta calcolato per lo standatérimo facendo riferimento allo

standard di recupero.
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3.3.1 Calcolo della precisione

La precisione e definita come il grado di concomdatra diverse misurazioni di un
campione eseguite con la stessa procedura. TaEmpao e indice anche della
ripetibilita del metodo analitico e viene espresstermini di coefficiente di variazione

percentuale, CV, ossia:

CV = (s /x) x 100

Dove:
s = deviazione standard relativa;

# = media dell'insieme dei dati.

3.3.2 Calcolo della accuratezza

L’accuratezza, in termini di recupero apparenterigee il grado di concordanza tra il

valore misurato e il valore vero e puo essere taige@on la seguente espressione:

E % = [(% —X;) / X{] x 100
Dove:
X; = valore misurato;

Xt = valore vero.
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3.3.3 Calcolo dei limiti di rivelabilita (LOD) e di quant ificazione

(LOQ)

[l limite di rivelabilitd e di quantificazione indano, rispettivamente, la concentrazione
di analita corrispondente al segnale minimo sigatfvo e il valore minimo che lo
strumento puo rilevare per effettuare una misursziguantitativa.

Utilizzando le formule riportate di seguito sonatstalcolati i due parametri, a cui si &
potuto risalire impiegando i valori dell'intercetadella pendenza ricavate dalla retta di

calibrazione.

LOD = (Intercetta » 3) / Pendenza

LOQ = (Intercetta » 10) / Pendenza
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3.4 Campioni

Il metodo analitico sviluppato € stato applicatded sedimenti che si differenziano per
origine e caratteristiche fisiche e chimico-fisiche quanto prelevati in diversi siti
geografici.

Il primo campione, una carota di lunghezza 30 cresgnta granulometria sottile e
piuttosto omogenea, ed e stato raccolto in prossimi uno scarico domestico in
localita Spinea.

Il secondo sedimento, di origine fluviale, risultegno compatto, con granulometria piu
fine e composizione principalmente sabbiosa. Il giamamento e stato eseguito in tre
siti lungo il fiume Piave nelle vicinanze di Novanil SITO A in prossimita di un sito

potenzialmente contaminato, il SITO B 3 m a valig ITO C circa 3.5 km a monte,

dello stesso.

Figura 3.8.: sito di campionamento in prossimita di Novent#ive.
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La procedura preparativa ha previsto una prima fisessicamento dei campioni che
sono stati collocati in stufa, impostata alla terapga di 40°C, fino al raggiungimento

di un peso costante.

Una volta essiccati, i sedimenti sono stati fraratimmacinati e setacciati, per

diminuire la dimensione delle particelle, da martsnomogenea per non alterare la
composizione del campione. In un mortaio d’agate piccola quantita di sedimento

viene macinata finché le sue particelle non assonudmensioni tali da attraversare la
maglia in rete metallica di cui é costituito il setio.

Dopo le operazioni di macinazione e setacciamerdampioni sono stati conservati in

appositi contenitori impermeabili all’'umidita.
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4. INDAGINI PRELIMINARI

4.1. Spettrometria di massa

Preliminarmente, viene acquisito lo spettro di madisogni composto studiato. Negli
spettri di massa sono riportate le abbondanze aeglframmentati in funzione del loro
rapporto massalcarica (m/z). Tphtterndi frammentazione sono caratteristici di ogni
molecola studiata.

A tale scopo, le soluzioni di ogni standard, almeentrazione di 10 ng/uL, sono state
derivatizzate secondo la procedura discussa initeeged analizzate al GC-MS,
impostato in modalitdullscan In particolare, tali spettri sono stati ottenatquisendo

il segnale relativo ad ogni ione, in tamgem/z compreso tra 50 e 550.

Nella Figura 4.1.A) e seguenti sono riportati gli spettri di massagjsteati impiegando

le condizioni cromatografiche indicate nella seeidMateriale Supplementare.

1.0 L , co?

<
'S

o
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1

Abbondanza relativa
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iz

<
o

Figura 4.1.A): spettro di massa del coprostanolo sililizzato.
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Figura 4.1.B): spettro di massa dell'epi-coprostanolo sililizzato.
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Figura 4.1.C): spettro di massa dello stigmastanolo sililizzato.
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Figura4.1. D): spettro di massa del sitosterolo sililizzato.
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Figura 4.1.E): spettro di massa del colesterolo-25,26'32;sililizzato.
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Figura 4.1 F): spettro di massa del colesterolo-3%, sililizzato.

Negli spettri di massa sopra indicati, sono evidgnzgli ioni che sono stati
successivamente individuati per la determinazionmligtiva e quantitativa dei
composti presi in esame. Tale scelta e stata edtettconsiderando i frammenti che
presentavano maggiore intensita e che erano aaa#t da una possibile minore

interferenza dovuta da altri composti che presentara simile frammentazione.

In Tabella 4.1. sono riassunti gli ioni scelti per ogni analitd epporto tra le aree dello
ione qualificatore e dello ione target, di cui &tatcalcolata loro variabilita espressa dal
coefficiente di variazione percentuale (CV) chespreaa valori compresi tra il 3.8% e il
6.0%. | risultati ottenuti da tale rapporto sararmomfrontati con quelli misurati nel

campione reale, per verificarne la corrispondenza.

37



Tabella 4.1.: riassunto degli ioni target e qualificatore sceier ciascun analita e rapporto Q/T. Tra

parentesi i corrispondenti CV.

li lone target, T lone /
Analita get, qualificatore, Q QT
(m/z)
(m/z)
COP 215 370 1.694 (3.8%)
e-COP 215 370 0.752 (6.0 %)
SITO 215 396 5.464 (3.2 %)
STIGMA 215 488 0.179 (4.6 %)
COL 368 - -
COL 3-4 370 - -
COL 25-26-27 332 - -

Non disponendo dello standard del colesterolo oa{i@OL), & stato cercato in

letteratura lo spettro di massa del composto,iipetternpresenta maggiore intensita in
corrispondenza del frammento caratterizzato daarppn/z pari a 368. E stato inoltre
ragionevolmente assunto che tale ione coincidageatii aventi m/z pari a 370 e 371,
presenti negli spettri di massa del COL 3-4 e CBL28-27, rispettivamente. Per la
quantificazione del colesterolo nativo, dunquetatosassunto che in questo caso il

valore del fattore di risposta fosse uguale a 1.
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Impurezze

Va osservato che, pur iniettando nel gascromatognaf soluzione dello standard di
stigmastanolo, il cromatogramma registrava la przseli due picchi. Le condizioni
cromatografiche impiegate e il cromatogramma saoportati nella sezione Materiale
Supplementare.

Utilizzando le librerie di cui e dotatosbftwaredello strumento e facendo un confronto
con il cromatogramma e lo spettro di massa deigpmgtstanolo acquisiti in precedenza,
e stato possibile identificare il secondo picce dbulta corrispondere al sitosterolo.
Per correggere quindi la concentrazione dei duétiaisano state analizzate al GC-MS
due soluzioni, una costituita dal colesterolo-28226°C;, quale standard interno, e
sitosterolo, l'altra, invece, dallo standard intere dal stigmastanolo, presenti in
concentrazione nota. Rapportando le aree del sitist e del colesterolo, ricavate
dall'integrazione dei picchi del cromatogramma aelprima soluzione, e le
concentrazione note dei due standard, €& stato hplessialcolare la percentuale di
sitosterolo presente nella soluzione standardgtnststanolo che e pari al 6%.

Durante questa trattazione, il fattore di rispatantrambi gli analiti verra corretto per

il valore della concentrazione cosi determinato.
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4.2. Metodo cromatografico

Allo scopo di separare cromatograficamente gli ostier considerati, lasoluzione
standard alla concentrazione di 2 ng/pL, e stata inizialteeanalizzata al GC-MS,
impiegando le condizioni operative indicate nekaisne Materiale Supplementare e
impostate sulla base delle indicazioni riportatéetteratura [29]. Ldrigura 4.2. mostra

il cromatogramma cosi ottenuto.

- 1: COP + e-COP

EE—- 1 2: COL
3: SITO

4: STIGMA

Abbondanza (107)
I;
|

! T ! T ! T 1
12 1z 1z 1F

Tempo (minuti)

Figura 4.2.: cromatogramma ottenuto dalla soluzione standard.

Come e possibile osservare ddfliegura 4.2., il metodo cromatografico impiegato non

consente la separazione del coprostanolo e deligmiostanolo, isomeri che
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presentano diversa disposizione spaziale del grujppaionale —OH e punti di
ebollizione che si differenziano per pochi deciingichdo centigrado.

Pertanto, le condizioni cromatografiche sono startunamente modificate.

In Figura 4.3.A) e seguenti, sono riportati i programmi di tempaatimpiegati e i

corrispondenti cromatogrammi acquisiti.

600 H 'I3 I.— EI3 l|3 EI3

400
4] Lhirblet
4-%: bl 1] e-COF
S © COF
4200+ 8
& §
3 S
= . 3

=

0 10 20 30 40 50 %
Tempo (minuti) 325 330

Time (minutes)

Figura 4.3.A): prima esperienza di separazione di COP ed e-CORigramma di temperatura e
particolare del cromatogramma.

In Figura 4.3.A) é possibile osservare che la parziale separaziengue picchi e stata
ottenuta con l'impostazione di una prima rampaedipgeratura che da 70°C raggiunge
220°C alla velocita di 20°C miih La seconda rampa, compresa tra le temperature di
220 e 250°C & caratterizzata dalla velocita di 86", che favorisce l'interazione tra

la fase stazionaria della colonna cromatograficadee steroidi. Constatando che gli

analiti vengono eluiti a circa 300°C, a tale tenapp@ra € stata impostata un’isoterma, la
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cui durata e stata determinata facendo riferimemntmpi di ritenzione delle cinque

molecole.
0¥ ' - )
5409
Tt
o :
= HBEe 1] e-COP
= @
$203+ 2 cop
o 3
S 3
e [
- 3
T T Y &
0 10 20 30 40 50 0
Time {minutes) 285 27.0 278 28.0

Time (minutes)

Figura 4.3.B): seconda esperienza di separazione di COP ed e-G@&gramma di temperatura e

particolare del cromatogramma.

Le condizioni operative del secondo cromatogramotpuigito, mostrato nell&igura

4.3.B), si differenziano da quelle della prima esperiepea la seconda rampa di
temperatura che inizia a 250 °C e raggiunge la ézatpra di 300°C alla velocita di 3°C
min™. Sono state scelte temperature e velocita magggorcercare di diminuire i tempi
di analisi, ma, come e possibile osservare dal atogramma, non si ottiene una

separazione soddisfacente.
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Figura 4.3.C): terza esperienza di separazione di COP ed e-CORgm@mma di temperatura e
particolare del cromatogramma.

Come é possibile notare dal programma di temperatiportato inFigura 4.3.C),
facendo iniziare la seconda rampa alla temperatiu?d0°C, inferiore rispetto a quella
della esperienza precedente, e mantenendo la tZeldicB°C mif* fino all'isoterma,

che inizia a 300°C, e possibile ottenere una buseparazione dei picchi la cui

risoluzione e pari a 1.4.

400+

14 COP

2004 e-COP

Femperatura (°C)

Relative Abundance

T T ] 04
4] 20 40 60

Tempo (minuti)

400 405 410 415 42,0

Time (minufes)

Figura 4.3.D): quarta esperienza di separazione di COP ed e-CO@gramma di temperatura e

particolare del cromatogramma.
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Diminuendo la velocita a 2°C/min, vi € la complsgparazione dei due analiti (vedi
Figura 4.3.D)), verificata anche attraverso il calcolo della ligmne che presenta il

valore di 1.5.

In Figura 4.4. € mostrato il cromatogramma in cui tutti gli atialisultano separati,
acquisito con le condizioni operative che sono rtgge nella sezione Materiale

supplementare.

1 COP
1.0 4 2 e-COP
2 3 CoL
— 4 SITO
= | 5 STIGMA
-
= 3
™= D0.F
5
3
=
=
_l’-'. i
= 5
4
0.0 4 =
T I T T
2T 21 af

Tempo (1nimuli)

Figura 4.4.: cromatogramma della soluzione standard.
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Nella Tabella 4.2. sono indicati i tempi di ritenzione ai quali elcamo le molecole

indagate.

Tabella 4.2.: riassunto dei tempi di ritenzione di ciascuno sigeo

Tempo di ritenzione

Analita (minuti)
COP 36.91
e-COP 37.04
CcoL 38.84
SITO 43.23
STIGMA 43.55

Attraverso questa esperienza e stato possibileguiyndeterminare le migliori
condizioni cromatografiche che consentono l'eluigi@ la separazione degli analiti.

Per le successive analisi, quindi, verranno impgestae rampe di temperatura, la prima
compresa tra 70°C e 220°C con la velocita di 2096 mmentre la seconda inizia a
220°C e raggiunge, alla velocitd di 2°C fhida temperatura di 300°C, mantenuta
costante per 10 minuti e in corrispondenza dellaleysi verifica I'eluizione degli

analiti.
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4.3. Derivatizzazione

Prima dell’analisi al gascromatografo gli sterowdingono sottoposti al processo di
derivatizzazione, in accordo con precedenti stipdirtati in letteratura, [6, 8, 11, 19]

Come e possibile osservare dafegura 4.5., si tratta di una reazione chimica che
prevede come agente derivatizzate I'utilizzo delTBA& che reagisce con il gruppo

ossidrilico degli steroidi. Il prodotto della reame € lo steroide in forma sililizzata.

Chs
CH. CHs
| |
R—0OH - CH_;—Si—H/\D—Si—CHE = R 0 Si(CH3)»
|
ng CH.
Steroide BSTFA Steroide sililizzato

Figura 4.5.: reazione di sililazione di un generico steroidejigato con la formula R-OH.

Secondo la procedura di derivatizzazione, il BSTé&Anpiegato in quantita 1:1 (v/v)

rispetto alla soluzione da trattare, che viene esglgamente scaldata per un’ora in
termoblocco alla temperatura di 70°C, per favdaresazione.

In seguito a tale processo, e possibile registpizehi cromatografici maggiormente

risolti, ed ottenere, cosi, un aumento dell'efia cromatografica e del limite di

rilevabilita.
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4.3.1 Variabilita della derivatizzazione nel tempo

Per verificare che la reazione di derivatizzazishenantenesse stabile nel tempo alle
condizioni descritte in precedenza (70°C per 16} L disoluzione standargono

stati derivatizzati con 100 pL di BSTFA ed iniet@apo 0, 0.5, 1, 2, 3, 24 e 48 h.

La variabilita nel tempo degli analiti derivatizzatvalutata calcolando il rapporto tra
I'area di ciascuna molecola e quella dello standietetno, il colesterolo-25,26,27C;.

| risultati ottenuti sono mostrati iRigura 4.6., in cui viene confrontata la variazione
percentuale di ogni composto rispetto al tempo ctie® dal processo di

derivatizzazione.

6 -®-COP

| -9 =CoL
A *-___ -#-:COP
7 ’ TTt---g -®-8IT0
2 1 . o -® -STIGMA
2 2] T
N / T
o 0 ;, f_:‘ ----- ===—_.:
-5 B __f-_'rf . |
i = r P
. ”
% -2- _.f!:':----‘-.._
= - "-ﬂ:f Tl
-4 - o
6

0 10 20 30 40 50
Tempo trascorso dalla denvatizzazione (ore)

Figura 4.6.: studio della variabilita del processo di derivatzione nel tempo.
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Come e possibile osservare dafggura 4.6., la variazione dei rapporti € piuttosto
contenuta e si mantiene entro il 6%. Da tali retubi assume che la quantita di analita
derivatizzato non presenta una significativa valitab per quanto non sia possibile

stabilire se il processo abbia portato alla conapddtlazione dei composti.

Considerata la stabilita degli steroidi fino a dyierni successivi alla derivatizzazione,
nelle esperienze successive l'iniezione delle soluzal GC-MS verra effettuata il

giorno successivo al trattamento.

4.3.2 Riproducibilita del processo di derivatizzazione

Con guesta esperienza e eseguito lo studio syltaducibilita, la quale puo essere
condizionata da variabili, quali il cambiamentolddbrmula molecolare dei composti e
la temperatura, incidendo, cosi, sulla robustezzantetodo analitico che si vuole
sviluppare.

In particolare, in trevials sono aggiunti rispettivamente 100 pLsdiuzione standardl
derivatizzante BSTFA, in ugual volume, ed é stafplieata la procedura di
derivatizzazione descritta in precedenza (pag.@@ni soluzione € stata analizzata in
triplicato.

La riproducibilita & stata valutata eseguendo 8tTredi Fisher sui valori medi delle tre
repliche dei rapporti dell'area di ciascun analfispetto a quella dello standard interno
(S.1.), il colesterolo-25,26,2%7C. Tale test permette di stabilire se i valori defiedie
appartengono alla stessa distribuzione, attraviersalcolo del parametro F che viene
confrontato con i valori critici tabulati, riportah Materiale supplementare.

In Tabella 4.3.A) e seguenti sono riportati i risultati ottenuti.
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Tabella 4.3.A): calcolo del rapporto dell'area del COP rispetto’aliea dello S.I., CV e parametro F.

AREA cop/ AREA g CVv

1516
1 1.535 1.2
1.553

1.684
2 1.508 5.9
1.540

1.580
3 1.592 2.4

1.523

F=2.27

Tabella 4.3.B): calcolo del rapporto dell’area dell'e COP rispettdi’area dello S.I., CV e parametro F.

AREA ¢cor/ AREA g CVv

1.226
1 1.382 6.0
1.320

1.247
2 1.360 6.5
1.198

1.240
3 1.358 4.8

1.268

F=3.20
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Tabella 4.3.C): calcolo del rapporto dell’area del SITO rispettd’atea dello S.I., CV e parametro F.

AREA g10 / AREA g CVv

0.071
1 0.068 25
0.068

0.563
2 0.072 9.7
0.070

0.062
3 0.063 5.9

0.069

F=4.20

Tabella 4.3.C): calcolo del rapporto dell'area dello STIGMA rispettll'area dello S.1., CV e parametro
F.

AREA stigua / AREA s, CVv

0.615
1 0.601 2.0
0.590

0.497
2 0.661 9.8
0.624

0.531
3 0.535 9.0

0.621

F=4.20
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Come e possibile osservare, le misure eseguitemaEas una buona precisione. Poiché
il valore F calcolato per ogni analita e inferioaé valore critico (gi=5.14), la

procedura di derivatizzazione risulta riproducibile

4.3.3 Valutazione dello stato della colonna cromatografie

Considerata la reattivita del reagente impiegatmecalerivatizzante, allo scopo di
verificare che quest’ultimo non danneggi la colgrénatato valutato il cambiamento nel
tempo dei tempi di ritenzione caratteristici demgmsti indagati. Infatti un significativo
cambiamento degli stessi puo essere indice deffandzione delle prestazioni della
colonna cromatografica, dovuta all’'utilizzo prolang del BSTFA.

Per questi motivi, sono stati studiati i tempi émzione ricavati da cromatogrammi
registrati nell’intervallo temporale di 10 giorni.

La Figura4.7.A) e seguenti mostrano i risultati ottenuti.

38,0
37,8—-
37,6—-
37,4—-
37,2—-
37,0—-
36,8—- "
36,6—-

36,4

Tempo ritenzione COP (minuti)

36,2

36,0 . ; . ; . . . . . .
0 2 4 6 8 10

Figura 4.7.A): variazione del tempo di ritenzione del coprostanolo
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Figura 4.7.B): variazione del tempo di ritenzione dell'epi-copeosilo.
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Figura 4.7.C): variazione del tempo di ritenzione del sitosterolo.
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Figura 4.7.D): variazione del tempo di ritenzione dello stigmastan

Come si osserva dalle figure, la variazione delpndi ritenzione degli analiti &
minima e di conseguenza si esclude che il deratte reagisca con la fase
stazionaria, comportando la diminuzione delle pm@Eenhi cromatografiche della

colonna.
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4.4. Riduzione del volume mediante Turbovap®i|

Dato che le procedure di estrazione generalmechedono volumi di alcune decine di
mL, prima di eseguire la purificazione € necessah® gli estratti vengano concentrati.
In particolare, servendosi del Turbovap ® Il, il&mte viene fatto evaporare fino al
volume di 500 o di 100 uL, tramite il flusso dj Blimpostando il bagno ad acqua a una
temperatura tale da consentire I'evaporazione diekeste, ma non quella dei analiti.
Nelle prove descritte in seguito, la temperatulgbdgno ad acqua € di 37°C.
L’operazione di riduzione del volume introduce elv variabilita nella metodica a
causa della diversa tensione di vapore che presemnizomposti rispetto a quella dello
standard interno, comportando un possibile erraka muantificazione. Per questa
motivazione, € necessario valutare quali sianaiaizioni operative che prevedano la

minore perdita degli analiti indagati.

4.4.1 Riduzione del volume a 100 pL

In questa esperienza, 100 ng assoluti di una smiazcostituita dagli standard di
coprostanolo, epi-coprostanolo, sitosterolo, stiggam@olo e colesterolo-25,26,2°Cs,

guale standard interno (S.l.), sono stati aggimntin ditale contenente 20 mL di DCM.
Dopo la riduzione del volume a circa 100 pL, sotati silteriormente aggiunti 100 ng
assoluti dello standard di recupero, colesterode*%;,. Con tale procedura vengono

eseguite tre repliche.
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Per confronto, sono analizzate al GC-MS anchedptiche dellasoluzione standard
(pag. 17), alla concentrazione assoluta di 100chg,non hanno subito il processo di
riduzione del volume.

NellaTabella 4.4.A) sono indicati i risultati che sono stati ottenuti.

Tabella 4.4.A): valori dei rapporti tra I'area di ciascuno standarrispetto a quella dello standard
interno delle tre repliche e CV, calcolati per lalgzione concentrata e la soluzione standard chre e

subito il processo.

Soluzione

Soluzione concentrata
standard

Esp 1l Esp2 Esp3 CV| media CV

AREA cop/ AREA s, 2.99 2.56 2.83 8.0 2.71 0.4
AREA c.co AREA s, 3.40 2.88 3.29 8.0 3.29 4.1
AREA sito/ AREA s, 0.06 0.06 0.08 15.0 0.07 5.9
AREA stieua/ AREA s, 1.01 0.93 1.19 13.0 0.99 0.3

Confrontando il coefficiente di variazione percexdumisurato per le tre soluzioni
concentrate, e il valore medio dello stesso detetuiper le tre repliche dekaluzione
standardche non sono state sottoposte alla procediafaella 4.4.A), si pud constatare

come in questo secondo caso la misura sia caraidési da una maggiore precisione,
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confermando che la riduzione del volume determima eerta variabilita nella metodica
sviluppata.

Impiegando l'espressione indicata nella seziorateriale Sperimentale-
Quantificaziongpag. 30) e stato calcolato il recupero apparpetegni analita.

Poiché é nota la quantita iniziale, 100 ng assoligéne determinata la perdita

percentuale di ogni composto, secondo la formula:

Perdita % = (100 - concentrazione analita) / 100

NellaTabella 4.4.B) sono riportati i risultati ottenuti.

Tabella 4.4.B): valore medio della quantita di ciascun analita aata per le soluzioni che sono state

concentrate, CV e perdita % corrispondenti.

Recupero
apparente Cv Perdita %
(%)
Coprostanolo 102.8 8.0 12.0
Epi-coprostanolo 97.0 8.2 17.0
Sitosterolo 85.3 7.9 7.5
Stigmastanolo 106.0 13.6 9.0

Dai valori indicati nell'ultima colonna dell@abella 4.4.B), si deduce che la metodica
impiegata per questa esperienza comporta una @gudittosto elevata degli analiti

indagati, raggiungendo un massimo di perdita getv& con I'epi-coprostanolo.
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4.4.2 Riduzione del volume a secco

Per meglio controllare il processo, e stata vadutatpossibilita di portare a secco la
soluzione e di ridissolverla in un volume noto @2 (100 pL).

L’esperienza consiste in una prima fase in cuiduzone viene concentrata ad un
volume di 100 pL. Successivamente, la soluzioneagfdrita invial, portata a secco

tramite flusso di azoto e ripresa con DCM. Priméadderivatizzazione, sono stati

aggiunti 100 ng assoluti di standard di recupemesterolo-3,4°C,. Con la stessa

metodica sono state eseguite tre repliche e pdratda vengono analizzate anche tre
aliquote dellasoluzione standarch concentrazione assoluta di 100 ng, sulle ouoadie

stata applicata la procedura appena descritta.

Tabella 4.5.A): valori dei rapporti tra I'area di ciascuno standarrispetto a quella dello standard
interno (S.1.) delle tre repliche e CV calcolatirda soluzione concentrata e la soluzione standeind

non ha subito il processo di riduzione del volunseeco.

Soluzione

Soluzione concentrata
standard

Esp 1l Esp2 Esp3 CV| media CV

AREA cop/ AREA g, 2.80 2.69 2.76 2.0 2.71 0.8
AREA c.cof AREA s, 3.17 3.19 3.32 2.0 3.31 3.9
AREA sito/ AREA g, 0.06 0.07 0.07 6.0 0.07 6.9

AREA sticma/ AREA s 0.96 1.04 0.96 5.0 0.99 2.3
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Confrontando i valori del coefficiente di variazeompercentuale riportati ifabella
4.5A). con quelli diTabella 4.4.A), riguardanti I'esperienza precedente, € possibile
osservare come la riduzione del volume a seccormosa minore variabilita. In
particolare, nella misurazione del rapporto traree del sitosterolo e del stigmastanolo
rispetto allo standard interno, per la procedurRiduzione del volume a 100 j¢lstato
stimato un valore di CV pari, rispettivamente, a€l33%, mentre, con la procedura
appena descritta, il coefficiente di variazionecpetuale per questi due analiti € 6 e 5%.
Per confronto sono inoltre riportati i valori ottencon tre repliche dellaoluzione

standard, i cui volumi non sono stati portati a secco.

In Tabella 4.5.B) viene riportata la perdita percentuale di ciaszualita.

Tabella 4.5.B): valore medio della quantita di ciascun analita aata per le soluzioni che sono state

concentrate a secco, CV e perdita % corrispondenti.

Recupero
apparente CcVv Perdita %
(%)
Coprostanolo 92.3 15 13.0
Epi-coprostanolo 101.0 15 16.0
Sitosterolo 108.0 5.7 11.0
Stigmastanolo 111.5 0.3 14.0

| risultati derivanti dal calcolo della perdita dgni steroide sono confrontabili con
quelli dell’'esperienza precedente, ma la metodeascutta in questo paragrafo presenta

una maggiore precisione, evidenziata dai valo@dicompresi tra 0.3 e 5.7 %.
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Dai risultati dei due esperimenti illustrati, e piile stabilire che tra le due procedure,
la Riduzione del volume a secéqpiu riproducibile. Infatti, per quanto in entriaenle
esperienze si attesta una perdita percentuale madia 12%, la seconda presenta una
maggiore precisione.

Pertanto, alle fasi di estrazione e di purificagioseguira la riduzione del volume a

secco, secondo la metodica descritta in quest@rzca
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4.5. Ottimizzazione della procedura di purificazione

La tecnica di purificazione consente di separararliti da eventuali interferenti, che
possono ostacolarne la identificazione e la quaatifone.

Nei successivi paragrafi verra descritto lo studidiverse strategie di purificazione
eseguito allo scopo di stabilire quale di questdi @ migliori risultati in termini di
efficienza, riproducibilita e costi.

Nello specifico, poiché le prime indagini esplovatisono state svolte per stabilire il
volume di solvente necessario ad eluire gli anmlitagati, la metodica viene applicata a
una soluzione di riferimento costituita dagli startldi coprostanolo, epi-coprostanolo,

sitosterolo, stigmastanolo e colesterolo-25,26F%; quale standard interno.

4.5.1. Purificazione tramite Power Prep™

L’indagine riguardante le condizioni sperimentadi kinpiegare mediante il sistema di
purificazione automatizzat®ower Prep™ e stata svolta trasferendo in testa alla
colonna preimpaccata 100 pL della soluzione drirnifento, diluita fino al volume di 1
mL con DCM. Nella prima fase di purificazione vengoflussati e raccolti 30 mL di
esano, per eliminare gli idrocarburi che possorserespresenti in un campione reale.
Successivamente sono impiegati 200 mL della miseglsano/DCM (1:1, v/v), raccolti
in due frazioni distinte, dal volume di 100 mL @asra. Le tre frazioni, prima di essere
analizzate al GC-MS, sono state concentrate secdadprocedura descritta nel

paragrafdriduzione del volume a secealerivatizzate.
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Dai cromatogramma acquisiti, poiché i picchi deglaliti si osservano principalmente
nel cromatogramma dell'ultima frazione raccoltastato possibile stabilire che gli
steroidi non venivano eluiti dal n-esano, ma pareemte dalla miscela n-esano-DCM,
di cui € necessario utilizzare una elevata quadtitelume.

Considerati i risultati ottenuti, si € scelto dirifieare i tempi di eluizione degli analiti

qualora venga impiegato come solvente DCM. In paldre il processo di

frazionamento €& stato eseguito impiegando la smhezidi riferimento e 100 mL di

DCM, raccolto in 5 frazioni da 20 mL. Rigura 4.8. sono riportati gli istogrammi che

indicano per ogni composto la quantita di volumsealvente necessaria per I'eluizione.

&)
N—r
S
240
S 200 COL
< 160
S 120
.
Q
< 0
500
400 SITO
300
200
100
0
120 STIGMA
80
40
0
0-20 20-40 40-60 60-80

Frazioni (mL)

Figura 4.8.: volume di solvente necessario per I'eluizione deggiliti tramite Power Prep™.
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E possibile osservare che, nel caso in cui vengkzzato solo DCM per il
frazionamento, € sufficiente un volume inferioresdivente per I'eluizione degli analiti.
In particolare per il frazionamento dello stigmasta, del sitosterolo e del colesterolo
sono necessari 80 mL, mentre si osserva una maggndensita di segnale del
coprostanolo e dell’'epi-coprostanolo nel cromatogre della seconda frazione,
corrispondente al volume di solvente eluito patDamL.

Analizzando gli istogrammi sopra riportati, dungaeggossibile stabilire che la completa

eluizione degli steroidi avviene con un volume @ND pari a 80 mL.

Dall’esperienza descritta in questo paragrafo tasche la tecnica di purificazione via
Power Prep™ richiede tempi lunghi di analisi, elevati costi llde colonne
cromatografiche monouso e una notevole quantitsotliente. E necessario, pertanto,

indagare le prestazioni di una metodica differente.

4.5.2. Purificazione tramite pipetta Pasteur con gel di silice

Considerati i risultati ottenuti mediante I'impieglel Power Prep™ e stata esplorata
una diversa tecnica di purificazione, che preveslessti, tempi di analisi e volumi di
solvente minori.

A tale scopo, sono state testate le prestaziomadaolonna cromatografica realizzata

con una pipett®asteur
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La Figura 4.9. illustra come viene preparataPasteur dopo aver inserito del cotone,
la pipettaPasteurviene riempita con 5 cm di gel di silice. Succeassiente ne segue
'impaccamento con un volume tale di DCM da portatla formazione di un gel

omogeneo privo di bolle d’aria.

DCM (eluente)

Silica Gel
5cm

cotone

Figura 4.9.: rappresentazione della purificazione eseguita cipefta Pasteur e gel di silice.

E stata quindi valutata la quantita di volume diND@ecessaria per eluire i composti
indagati.

Dopo il condizionamento con 40 mL di solvente, agipettaPasteur preparata come

indicato in precedenza, sono aggiunti 100 puL dslduzione di riferimento, che

vengono eluiti con 40 mL di DCM e raccolti in 54rani.

La Figura 4.10. mostra i cromatogrammi ottenuti delle frazioni.

63
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Figura 4.10.: cromatogrammi delle frazioni raccolte dall’eluizierda pipetta Pasteur della soluzione di

riferimento e di DCM.

Da tale esperimento e stato possibile stabilirel&haizione degli analiti avviene con
16 mL di DCM: infatti nei cromatogrammi delle ultartre frazioni non si osservano i

picchi dei composti.
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Per stabilirne la riproducibilita, I'esperienza app descritta € stata ripetuta seguendo la
stessa metodica.
Negli istogrammi indicati nell&igura 4.11.A) e seguenti, sono confrontati i risultati

ottenuti nelle due repliche, indicate con I'abbeavbone PUR A e PUR B.

D R A
COP - :.COP -
tH
o -
.2
(A0
- | PR |
’ ) '5-‘"5 ":-I:- 21132 321-.—
Frazione (mL)

Figura 4.11.A): confronto dei risultati ottenuti dalle due purifi@ni eseguite tramite pipetta Pasteur e
gel di silice. Particolare: COP + e-COP.

CcoL

§ LF

b EE g

Frazione (mL)

Figura 4.11.B): confronto dei risultati ottenuti dalle due purifii@ani eseguite tramite pipetta Pasteur e

gel di silice. Particolare: COL.
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Figura 4.11.C): confronto dei risultati ottenuti dalle due purifii@ani eseguite tramite pipetta Pasteur e

gel di silice. Particolare: SITO.

(=o'}

™ @
E &

PN EAREY

= i “E-DL IiD II-L3

Frazione (mL)

Figura 4.11.D): confronto dei risultati ottenuti dalle due purifiiani eseguite tramite pipetta Pasteur e
gel di silice. Particolare: STIGMA.
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Se si considerano i risultati ottenuti nella seeomdplica, anche in questo caso e
possibile stabilire che il volume necessario peluizione degli analiti € pari a 16 mL.
Infatti, ad eccezione del sitosterolo, si risco&ranaggiore percentuale dei composti
nelle prime due frazioni.

Analizzando per ciascun analita il frazionamentege#go nelle due esperienze, non si
osserva una riproducibilita apprezzabile, ecceter @ coprostanolo e I'epi-
coprostanolo. Ad esempio, nella prima esperienzaudificazione, 1o stigmastanolo
presenta una percentuale di eluizione pari a 900a pema frazione e 10% circa in
quella successiva. Nella purificazione B, invetandlita viene eluito per il 60% con un
volume di solvente pari a 6 mL e il restante 40%ssiontra nella seconda frazione (8-

16 mL).

Considerata la variabilita dei risultati, il volurdeDCM scelto per I'eluizione completa
delle molecole e 25 mL.

La riproducibilita di questa tecnica di purificam® € valutata eseguendo tre repliche,
che prevedono la raccolta di 25 mL di DCM con anc eluiti 100 ng assoluti della
soluzione di riferimento, in accordo con I'espentueprecedente. Per ogni soluzione
vengono fatte tre misure al GC-MS.

Nella Tabella 4.6. e seguenti, sono riportati i valori del rapportdlel aree di ciascun
analita rispetto all’area dello standard interh@piesterolo-25,26,2%°Cs, calcolati per
ogni replica, il coefficiente di variazione peraegie e il parametro F, che permette di

valutare la riproducibilita della tecnica.
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Tabella 4.6.A): calcolo del rapporto dell'area del COP rispetto'atka dello S.1., CV e parametro F.

AREA cop/ AREA g CVv

1.532
1 1.621 4.0
1.658

1.346
2 1.506 5.8
1.470

1.445
3 1.538 3.6

1.544

F=4.20

Tabella 4.6.B): calcolo del rapporto dell'area dell'e-COP rispetitiarea dello S.1., CV e parametro F.

AREA ccor/ AREA s, CVv

1.342
1 1.301 4.2
1.298

1.346
2 1.306 3.8
1.270

1.389
3 1.308 5.1
1.282

F=3.67
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Tabella 4.6.C): calcolo del rapporto dell'area del SITO rispettdalea dello S.1., CV e parametro F.

AREA g10 / AREA g CVv

0.175
1 0.176 0.5
0.174

0.151
2 0.134 5.9
0.142

0.153
3 0.146 5.5
0.136

F=21.54

Tabella 4.6.D): calcolo del rapporto dell'area dello STIGMA rispetill'area dello S.I., CV e parametro
F.

AREA stieua / AREA g, CVv

0.695
1 0.698 1.8
0.674

0.770
2 0.695 5.4
0.712

0.712
3 0.662 4.1

0.665

F=214
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Applicando il test F di Fisher sui valori del rapjgodell’area di ciascun analita rispetto
a quella dello standard interno, il parametro Eraito € inferiore a quello critico ¢

= 5.14) per il coprostanolo, I'epi-coprostanolo e dtigmastanolo. Tale tecnica di
purificazione, invece, non risulta riproducibiler plesitosterolo, per il quale il parametro

F e 21.54, indice che le medie dei rapporti noragepgono alla stessa distribuzione.

Dai risultati delle esperienze eseguite, appardesie che, per quanto sia poco costosa
e preveda I'impiego di contenute quantita di soleetale tecnica di purificazione non
sia riproducibile. Cio é dovuto, in parte, allafidiblta di applicare le stesse condizioni
operative durante il condizionamento, che non psei@pre alla formazione di un gel
omogeneo e privo di bolle d’aria.

Va inoltre considerato che i tempi richiesti pempleparazione delle colonne risultano

essere lunghi e inadatti all'analisi di un elevatmnero di campioni.

4.5.3. Purificazione via SPE con cartuccia con silice nerd (1 g, 6

mL)

Poiché la variabilita che caratterizza la tecnica plrificazione analizzata
precedentemente € dovuta soprattutto a errori rapatali causati dall’operatore, in
questo paragrafo vengono valutate le prestazidia selid-phase extractio(SPE), che
prevede I'utilizzo di cartucce monouso preimpaccate

Anche in questo caso, la prima fase dello studevguieva la determinazione del

volume di solvente necessario per I'eluizione daghliti indagati.
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Dopo il condizionamento con 10 mL di DCM, nellatoacia contenente 1 g di silice
neutra come fase stazionaria, sono aggiunti 10@idoluzione standar@é 20 mL di
DCM, raccolti in 4 frazioni da 5 mL. Dopo la contexzione e la derivatizzazione,
secondo le modalita descritte in precedenza, leidina sono analizzate al
gascromatografo. LEigure 4.12. e 4.13. mostrano gli istogrammi e i cromatogrammi

delle varie frazioni.

80 COP + e-COP
40
0 .
-
80
COL
40
. I
X 80
SITO
40
: m
80
STIGMA
40
o .
5-10 10-15 15-20

Frazione (mL)

Figura 4.12.: istogrammi in cui viene riportata la percentualei d®mposti eluiti nelle 5 frazioni,

indicate con il volume di solvente impiegato.
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Figura 4.13.: cromatogrammi delle prime tre frazioni. In partieoé :1: COP + e-COP, 2: COL; 3:

SITO; 4:STIGMA.
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Come é possibile verificare dagli istogrammi, in ¢iene correlata la percentuale di
analita eluito rispetto alle frazioni, indicate cibrvolume di solvente utilizzato, tutti i

composti eluiscono principalmente entro 10 mL diNDCTale volume di eluizione

viene confermato anche dal cromatogramma della tBezione, mostrato ikigura

4.13., in cui non sono registrati i picchi degli steroid

Dato che tale tecnica di purificazione presentapigrosti e quantita di solvente
contenuti, di seguito ne vengono valutate efficagi@ecisione e riproducibilita,
applicando la procedura all’estratto di un campicesde.

Dopo aver estratto 20 g di sedimento, dal voluntenoto di circa 200 mL sono
prelevati 10 mL, corrispondenti all’estrazione di the vengono concentrati secondo la
procedura descritta nel paragr&wluzione del volume a secco.

All'aggiunta di 100 ng assoluti di colesterolo-26,27+°Cs, quale standard interno,
segue la procedura di purificazione via SPE, da stuottiene I'eluato che viene
nuovamente concentrato. Prima della derivatizzazisono aggiunti 100 ng assoluti di
colesterolo-3,4°C,, impiegato come standard di recupero.

Al GC-MS vengono registrati i cromatogrammi di tepliche dello stesso estratto e
della soluzione standar@du cui non é applicata la procedura e della geaf® state

eseguite tre misurazioni.

La Figura 4.14. mostra il cromatogramma ottenuto dall’analisi dawdelle tre repliche

dell’estratto del campione reale.
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o 1: COP

1 2: e-COP
3: COL

i 4: SITO

5: STIGMA

Abbondanza i10%

[N}
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Figura 4.14.: cromatogramma dell'estratto di sedimento purificai@ SPE con cartuccia con 1g di silice

neutra.

Come € possibile osservare dalla figura sopra tapmr nel cromatogramma si
riscontrano, oltre i picchi caratterizzanti i corspoindagati, anche quelli di altre
molecole, che non sono state trattenute dalla $esgonaria della cartuccia impiegata

per la purificazione.

La presenza di eventuali interferenti & stata asdutalcolando il rapporto tra le aree

dello ione gqualificatore e lo ione target per ognalita, ricavate dall'integrazione dei

picchi dei cromatogrammi dell’estratto di sedimeatdellasoluzione standard
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Tabella 4.7.: calcolo del rapporto tra le aree dello ione qualdtore e lo ione target e CV per le tre

repliche della purificazione dell'estratto di sedinto con cartucce con 1 g di fase stazionaria.

Estratto purificato Soluzione
standard

lone Q/ione T ESP.1 ESP2 ESP.3 CV| mediaCV

COP 1.03 1.49 0.99 23.5 1.56 1.7
e-COP 0.85 0.45 1.01 37.1 0.75 0.9
SITO 3.13 2.10 2.78 19.5 5.66 4.2
STIGMA 0.18 0.13 0.14 19.2 0.15 8.1

Analizzando il rapporto tra le aree dello ione dficatore e dello ione target di ciascun
analita, riportati inTabella 4.7., € evidente che esse differiscono in modo sigatifro
con i valori calcolati per Isoluzione standard_a differenza riscontrata tra i rapporti
calcolati per I'estratto e la soluzione standarthdice della presenza di interferenti,
causando, di conseguenza, errore nella quantifineziegli steroidi.

Oltre a non essere efficace, tale tecnica di maziione € poco precisa, come € possibile
notare dal coefficiente di variazione percentualportato in Tabella 4.7., il cui

massimo valore determinato &€ 37% per I'epi-coprudta

4.5.4. Purificazione via SPE con cartuccia con silice netd (2 g,

12 mL)

Dall’esperienza descritta nel paragrafo precedeateemerso che la purificazione,
eseguita con cartucce contenenti 1 g di siliceraguton ha portato a una efficace

separazione degli analiti dagli interferenti.
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Per questo motivo vengono sperimentate cartuccepsentano una quantita di fase
stazionaria maggiore, paria 2 g.

La determinazione del volume di solvente viene esa@dacendo eluire e raccogliendo
in 5 frazioni 100 mL di DCM, dopo aver aggiunto laetartuccia 100 puL dsoluzione

standard

In Figura 4.15. sono riportati gli istogrammi che correlano lagestuale di ciascun

composto eluito in ogni frazione, con il volumesdivente impiegato.

il

Ik

FY COL

P

170

oot
- ..C’.-.r'.

Figura 4.15.: istogrammi in cui viene riportata la percentualei d®mmposti eluiti nelle 5 frazioni,

indicate con il volume di solvente impiegato.
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Da questo studio & possibile stabilire che il cefaoolo, I'epi-coprostanolo e il
colesterolo sono eluiti principalmente entro 40 dilsolvente, mentre per gli altri due
analiti € necessario una maggiore quantita di DE€dprattutto per lo stigmastanolo del
quale si riscontra un’alta percentuale anche rplirta frazione, che corrisponde a un
volume di solvente pari a 80 mL.

Per queste motivazioni e stato possibile deterraiiche il volume di 75 mL consente
I'eluizione completa delle molecole. Stabilito iblume di DCM che consente il
frazionamento di ogni analita, vengono valutat@riestazioni su un campione reale di
tale tecnica di purificazione, applicandola alltasio di sedimento.

Per questa esperienza, € utilizzata la stessa io@tdescritta nel paragrafo precedente
(pag.73) all'estratto di sedimento, prelevato ingsimita di uno scarico domestico e di
cui viene analizzato il volume di 10 mL. Di seguito Figura 4.16. € mostrato il

cromatogramma ottenuto.

1: COP
E ‘ 2: e-COP
ﬁé 21 ) 3: COL
: 4: SITO
E 5: STIGMA
£ :

Tempo (minuti;

Figura 4.16.: cromatogramma dell'estratto di sedimento purificai@ SPE con cartuccia con 2g di silice

neutra.
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Per verificare se questa procedura consentissepuriicazione piu efficace dalle
molecole interferenti, & stato calcolato il rappotta I'area dello ione qualificatore
rispetto a quella dello ione target per ogni aaadit valori ottenuti vengono confrontati
con quelli misurati per Iaoluzione standardsui cui non € stata eseguita la metodica.

Nella Tabella 4.8. sono indicati i rapporti ottenuti per ogni repliciae é stata eseguita e

il coefficiente di variazione percentuale.

Tabella 4.8.: calcolo del rapporto tra le aree dello ione qualdtore e lo ione target e CV per le tre
repliche della purificazione dell’estratto di sedinto con cartucce con 2g di fase stazionaria elger

soluzione standard.

Estratto purificato Soluzione
standard

lone Q/ione T ESP.1 ESP2 ESP.3 CV| mediaCV

COP 1.65 1.62 1.66 1.2 1.68 1.2
e-COP 0.68 0.69 0.69 1.3 0.76 11
SITO 5.43 5.56 5.65 1.9 5.40 3.2
STIGMA 0.18 0.19 0.20 5.2 0.17 4.0

Analizzando i risultati riportati nelle due tabelpeecedenti &€ possibile constatare che
guesta tecnica di purificazione sia caratterizzisaina elevata precisione, determinata
dai valori di CV calcolati per I'estratto purifiagtTabella 4.8., compresi tra 1.2 e 5.2%.
E evidente inoltre che i rapporti tra le aree détine qualificatore e lo ione target,
calcolatati per il campione reale non differiscaignificativamente da quelli misurati
per lasoluzione standardindice che I'eventuale quantificazione degli siéir non &

caratterizzata da errore a causa della presenatederenti.
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Dagli studi effettuati in questo paragrafo, si miabilire che la metodica caratterizzata
da maggior efficacia e riproducibilita & quella grevede la purificazione via SPE con

I'utilizzo di cartucce con 2g di silice neutra elllizione di 75 ml di DCM.
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4.6. Ottimizzazione della fase di estrazione

La procedura di estrazione del sedimento e stallizzata mediant®LE (pressurized
liquid extraction)

La prima condizione operativa indagata riguardauinero di cicli estrattivi necessari
all'estrazione dei composti.

Per questa esperienza, nellessel contenente sabbia dttawa e terra di diatomee,
sono aggiunti 100 pL dsoluzione standardche viene estratta con una miscela
DCM/MeOH (9:1, v/v), solitamente impiegata per doegenere di estrazione [4], [5],
[16]. Lo strumento € stato programmato per esegluic&li estrattivi, a temperatura e
pressione di 100°C e 1000 psi, rispettivamente.oAclusione di ogni ciclo viene
raccolto I'estratto ottenuto.

In Figura 4.17. viene riportato il cromatogramma del primo cictrattivo.

1: COP
2:e-COP
3:COL

4: SITO

5: STIGMA

[}

Abbondanza

Figura 4.17.: cromatogramma della soluzione standard estrattaRli&.

80



Constatando che nei cromatogrammi degli altri icé estrattivi non vengono registrati
i picchi degli analiti, € possibile stabilire chiestrazione dei composti si verifica con il

primo ciclo.

La procedura descritta all'inizio del paragrafotata adottata per estrarre 1g di un
sedimento certificato per i composti inorganici.
La Figura 4.18. mostra il cromatogramma che e stato acquisitoizzzaido il primo

ciclo di estrazione al GC-MS.

1: COP
] 2: e-COP
T 3: COL
§ 1 4: SITO
o 12224
E ; : 5: STIGMA
2 ]

Figura 4.18.: cromatogramma del sedimento certificato per compostganici estratto via PLE.

| risultati di questa esperienza sono gli stessenotti dall’analisi dellasoluzione
standard in quanto anche in questo caso non si registrgcchi degli steroidi negli

altri cromatogrammi.
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Questi studi hanno consentito di stabilire le carwhi operative dell’estrazione, che
prevedono I'impiego della miscela DCM/MeOH (9:1y)vE la programmazione dello
strumento a eseguire due cicli estrattivi, a védodi flusso pari a 25 mL/min e a

temperatura e pressione a 100°C e 1000 psi, lispeitnte.

In seqguito all’estrazione del sedimento certifica® stata eseguita la pulizia,
impiegando lavesselutilizzata unicamente per i lavaggi e facendoréunelle linee
dello strumento la miscela DCM/MeOH per due cidirattivi, alla temperatura di
100°C e la pressione a 2300 psi.

Allo scopo di verificare se questo programma diizialfosse efficace per eliminare
eventuali steroidi rimasti nel PLE, viene eseguita’estrazione impostando lo
strumento alle condizioni stabilite con i precedesperimenti e mantenendovassel
dei lavaggi.

Dall’elaborazione del cromatogramma, acquisito iamahdo I'estratto raccolto, si
ottengono valori di concentrazione degli analitie chsultano inferiori al limite di
rivelabilita e di quantificazione.

E possibile stabilire che il programma di puliz&eguito elimini gli eventuali composti
rimasti nelle linee dello strumento, che pertantm misulta contaminato per future

analisi.
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5.IL METODO ANALITICO: valutazione delle

performances analitiche e validazione

Di seguito sono riassunte le fasi che costituisconmetodo analitico che é stato
sviluppato sulla base delle esperienze precedentersendotte e descritte nel Capitolo

4.

CAMPIONAMENTO E TRATTAMENTO DEI SEDIMENTI

l

ESTRAZIONE VIA PLE

|

RIDUZIONE DEL VOLUME

l

PURIFICAZIONE E TRATTAMENTO CON Cu (0) E N&O,

|

RIDUZIONE DEL VOLUME

l

DERIVATIZZAZIONE

|

INIEZIONE A GC-MS

Figura 5.1.: riassunto delle fasi che costituiscono il metodaldico sviluppato.
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5.1. Determinazione della linearita

La linearita di risposta consiste nella capacitardimetodo analitico di fornire risultati
direttamente proporzionali alla concentrazionerdiliéga presente nel campione.

In particolare, per la verifica di tale parametrengono registrati i cromatogrammi
iniettando delle soluzioni standard in cui ogni ldaaaé presente in concentrazione
crescente: 0.005, 0.01, 0.02, 0.05, 0.1, 0.2, N(,2.0 e 5.0 ng |t Per controllare
I'evaporazione del volume in seguito alla derivadizione e la conseguente variazione
delle concentrazioni sopra indicate, e stato utii@a uno standard interno (colesterolo-

25,26,275Cy). | risultati ottenuti sono stati riportati neladico mostrato ifFigura 5.2..

e COP
¢ COL
e STIGMA
SITO

e-COP

Abbondanza (10%)

o
—_
]
w
EEN
on
(=]

Concentrazione (ng/yL)

Figura5.2.: Linearita del metodo proposto.

Come & possibile osservare, il segnale registiatdta lineare & = 0.993 - 0.999)
rispetto alla concentrazione di tutti gli steroiddagati in unrange di concentrazione

compreso tra 0.005 - 5.0 ng LL
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5.2. Calcolo dei limiti di rivelabilita (LOD) e di

guantificazione (LOQ) strumentali

Il calcolo dei limiti di rivelabilitd (LOD) e di gantificazione (LOQ) strumentali per
ogni composto e stato misurato utilizzando le fdemuiportate nel paragrafo
Quantificazione(pag.31). | valori della pendenza e della inteecstbno stati ricavati
dalla retta di calibrazione, ottenuta nel rang&@® ng/ pL*.

La Tabella 5.1. riassume, per ogni molecola, la concentrazionegispmmdente al
segnale minimo significativo e il valore minimo cleestrumento puo rilevare per una

misura quantitativa.

Tabella5.1.: valori di LOD e LOQ strumentali calcolati per ciasw steroide

LOD LOQ
pg pL™ pg pL™
Coprostanolo 30 100
Epi-coprostanolo 70 240
Sitosterolo 20 60
Stigmastanolo 70 220
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5.3. Determinazione dei bianchi procedurali

| bianchi procedurali sono stati determinati estteunavesselcontenente la sabbia di
Ottawa e la terra di diatomee, alle quali sono stati agiyi 100 ng di colesterolo-
25,26,275C;. L'estratto ottenuto viene successivamente comgente purificato. In
questo modo i bianchi saranno rappresentativi éntali contaminazioni dovute al
solvente, al laboratorio e ai materiali impieghtiTabella 5.2. vengono riportati i valori
di LOD e LOQ per ogni analita, calcolati con lasst& procedura indicata per i limiti di

rivelabilita e di quantificazione strumentali (p&3.).

Tabella 5.2.: valori di LOD e LOQ procedurali calcolati per ciasgo steroide

LOD LOQ
pg oC pg oC
Coprostanolo <LOD <LOQ
Epi-coprostanolo <LOD <LOQ
Colesterolo 120 400
Sitosterolo 310 1033
Stigmastanolo <LOD <LOQ

Come e possibile osservare dai risultati soprartapio la quantita di coprostanolo, epi-
coprostanolo e stigmastanolo risultano inferiotiraiti di rivelabilita e quantificazione
strumentali. Il sitosterolo e il colesterolo, ingesono presenti in quantita superiore al
LOD e al LOQ, in quanto possono essere originafpraotti di combustione presenti

nel particolato.
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5.4 VALIDAZIONE DEL METODO

L’indagine riguardante la validazione prevede ladgt dell’accuratezza e della
precisione del metodo che viene applicato su matierse, non essendo disponibili

riferimenti certificati per gli analiti in esame.

5.4.1. Determinazione della precisione e della accuratezza

del metodo

5.4.1.1. Applicazione del metodo su una soluzione di riferimanto

Con questo primo studio si vuole determinare lzipiene e I'accuratezza del metodo,
applicando la procedura ottimizzata a una matriemaencomplessa dal punto di vista
compositivo, rispetto a quella di un sedimento.

In particolare 100 ng assoluti della soluzioneif@irimento, costituita da coprostanolo,
epi-coprostanolo, sitosterolo, stigmastanolo e stetelo-25,26,273C5, sono aggiunti
alla vesselimpiegata per I'estrazione contenente sabbi@tthwae terra di diatomee.
Prima dell’'analisi al GC-MS, sono aggiunti 100 rsga@uti dello standard di recupero,
colesterolo-3,4°C,. Le estrazioni sono state eseguite in triplicato.

In Tabella 5.3. sono indicati, per ogni analita, il rapporto traréa dello ione
gualificatore rispetto a quella dello ione targealcolati per le tre repliche, e |l

coefficiente di variazione percentuale.
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Tabella 5.3.; calcolo del rapporto tra le aree dello ione qualdtore e lo ione target e CV per le tre

repliche della soluzione di riferimento.

Soluzione
standard

ESP.1 ESP2 ESP.3 CV| media CV

Soluzione di riferimento

lone Q/ione T

COP 1.68 1.73 1.75 1.9 1.70 1.0
e-COP 0.79 078 0.78 1.2 0.77 1.3
SITO 3.64 4.90 4.87 9.9 5.37 3.0
STIGMA 0.18 0.18 0.17 2.0 0.17 2.0

Esaminando i valori delldabella 5.3., € possibile osservare una bassa variabilita nella
misura del rapporto tra le aree degli ioni, datavaéori del coefficiente di variazione
che risultano inferiori o pari al 2%, ad eccezideésitosterolo, il cui CV € pari a 9.9%
Nella Tabella 5.4. sono riassunti il recupero apparente di ogni castgo il
corrispondente coefficiente di variazione perceletua la percentuale di recupero,
misurata secondo la formula riportateQuoantificaziongpag.29).

La precisione del metodo € rappresentata da CVishika inferiore al 6%.
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Tabella 5.4: valore medio della quantita di ciascun analita cdlto per le tre repliche della soluzione di

riferimento, CV e recupero %.

Recupero o
apparente Cv Recupero %
(%)
Coprostanolo 92.3 15 43.2
Epi-coprostanolo 101.0 15 45.1
Sitosterolo 108.0 5.7 48.3
Stigmastanolo 111.5 0.3 43.7

L’accuratezza in termini di recupero apparente eievalutata in questo caso
confrontando la quantita di ogni analita calcolatspetto alla quantita aggiunta
all'inizio della procedura, pari a 100 ng assoéutneno del bianco.

Considerando i valori dlabella 5.4., la quantita di ciascun composto ottenuta risulta
entro il 12% del valore vero, indice di accuratedeta misura.

| risultati ricavati dal calcolo della percentuaerecupero sono dovuti principalmente
alla perdita degli analiti che si verifica durartevaporazione del solvente tramite
Turbovag® Il, come é stato evidenziato Riduzione del volume tramite Turbovap® Il

pag. 54.

5.4.1.2. Applicazione del metodo su un sedimento certificato

Non essendo disponibile un materiale di sedimeettificato per gli steroidi, allo scopo

di confrontare eventualmente i risultati ottenwncaltri laboratori, il metodo e stato
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applicato su un sedimento certificato per compasbrganici (ERM-CC580), per
indagare Igperformancesnalitiche in una matrice reale tracciabile.

La metodica e applicata a 1g di sedimento, agghnohgerima della fase estrattiva 100
ng assoluti di standard interno, colesterolo-2224°C; e, successivamente al processo
di derivatizzazione, 100 ng assoluti di colesteid°C,, utilizzato come standard di
recupero. Sono eseguite con tale procedura trecheple, per confronto, vengono
acquisiti al GC-MS i cromatogrammi di tre repliathalasoluzione standardsu cui non

e applicato il metodo.

In Tabella 5.5. sono indicati i valori del rapporto dell'area dellane qualificatore,
rispetto a quella dello ione target, calcolati fgetre repliche della metodica eseguita

sulla matrice certificata, e di CV.

Tabella 5.5.: calcolo del rapporto tra le aree dello ione qualdtore e lo ione target e CV per le tre

repliche del sedimento certificato.

Sedimento certificato Soluzione
standard

lone Q/ioneT ESP.1 ESP2 ESP.3 CV media CV

COP 1.87 1.88 1.78 3.0 1.70 1.8
e-COP 0.73 0.79 0.78 4.6 0.78 1.4
SITO 4.76 4.63 4.59 1.9 5.76 2.3
STIGMA 0.19 0.19 0.19 1.4 0.18 1.8

La presenza di eventuali interferenti viene valutabnfrontando i risultati diabella
5.5. del sedimento certificato con quelli misurati peersoluzione standard. Poiché le

misure riportate nelle due tabelle non differiscosignificativamente, € possibile
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affermare che la caratterizzazione del picco di egalita non viene interferita da altre
molecole. Il coefficiente di variazione percentyadl®ltre, calcolato con i valori del
rapporto tra gli ioni sia per il sedimento certific sia per la soluzione standard, e

compreso tra 1.4 e 4.6%, evidenziando che il pscomatografico non € interferito.

Il calcolo della concentrazione, del coefficientevariazione percentuale e del recupero

percentuale di ciascun composto, € riassiiatmlla 5.6.

Tabella 5.6.: valore medio della concentrazione di ciascun anatiblcolato per le tre repliche del

sedimento certificato, CV e recupero %.

<ngeg > CV Recupero %
Coprostanolo 1437.7 6.1 58.0
Epi-coprostanolo 509.5 6.1 58.1
Colesterolo 2453.3 3.6 58.2
Sitosterolo 163.6 3.0 57.9
Stigmastanolo 181.2 7.8 58.0

La determinazione della quantita di steroidi présaella matrice certificata € stata

eseguita con una buona precisione, come evidenzialori di CV.
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5.4.1.3. Applicazione del metodo su un sedimento fluviale

In questo paragrafo, la precisione viene valutgiaieando il metodo proposto su un
sedimento con caratteristiche compositive, chinfisiche e origine differenti rispetto a
quelle delle matrici trattate in precedenza.

In particolare & preso in esame un campione prielenvel fiume Piave a 3,5 km di
distanza da un sito probabilmente contaminato,de¢erminare la concentrazione di
steroli e stanoli presenti. La procedura, descrittaApplicazione del metodo su un
sedimento certificatoeé eseguita su 1g di sedimento, prelevato neHaidne della
carota avente profondita di circa 20-30 cm. La tzgione della presenza di interferenti,
che possono causare identificazione e quantificgz@rata delle molecole indagate, e
eseguita confrontando il rapporto tra le aree deltee qualificatore e lo ione target
calcolato per il sedimento fluviale, con i risultattenuti per la soluzione standard, su

cui non e applicato il metodo. Oaabella 5.7. riporta i valori calcolati.

Tabella 5.7.: calcolo del rapporto tra le aree dello ione qualdtore e lo ione target e CV per le tre

repliche del sedimento fluviale.

Sedimento fluviale Soluzione
standard

lone Q /ione T ESP.1 ESP2 ESP.3 CV| media CV

COP 1.66 1.54 1.59 3.6 1.66 3.0
e-COP 0.62 0.58 0.58 3.3 0.77 0.4
SITO 5.32 5.29 5.62 3.3 5.39 3.2
STIGMA 0.17 0.17 0.17 1.4 0.17 0.3
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Osservando che i valori dei rapporti tra i due icaratteristici, riportati nelle due
tabelle, non differiscono significativamente, € gbse escludere la presenze di

molecole interferenti.

Nella Tabella 5.8. sono indicate il valore medio della concentraziaheciascun
composto calcolato per le tre repliche del sedimdénviale, la precisione della misura

e la percentuale di recupero.

Tabella 5.8.: valore medio della concentrazione di ciascun aaalV e recupero %.

<ngeg > CcV Recupero %
Coprostanolo 52.8 15.9 56.7
Epi-coprostanolo 15.3 9.0 58.1
Colesterolo 1023.5 10.4 52.2
Sitosterolo 1656.6 8.9 53.2
Stigmastanolo 1045.4 11.3 53.1

Il calcolo della concentrazione degli steroidi s coefficienti di variazione

percentuale compresi tra 8-16 %.

Dalla determinazione della quantita di coprostamal@pi-coprostanolo, emerge che nel
sito esaminato questo steroidi sono presenti isébasncentrazioni, rispetto agli altri
composti Tabella’5.8.).

Allo scopo di verificare I'accuratezza del metodhalitico, la procedura € applicata a 1g
del sedimento impiegato nell’esperienza preceddéntgiale € stato fortificato con 100

ng assoluti di questi due steroli.
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L’elaborazione dei dati, riportata rabella 5.9., prevede il calcolo della concentrazione
del coprostanolo e dell’'epi-coprostanolo, la priecis e l'accuratezza, calcolata

secondo la formula riportata puantificaziongpag.30).

Figura 5.9.: misura della concentrazione di COP ed e-COP neterépliche del sedimento fluviale

fortificato e dell’'accuratezza.

ESP1 ESP2 ESP3
ngeg® ngeg’ ngeg’

CV  ACCURATEZZA

Coprostanolo 168.8 162.3 177.3 4.4 13.6 %

Epi-coprostanolo 127.3 121.1 118.5 3.7 10.7 %

| valori dell’errore relativo percentuale, calcalaper il coprostanolo e I'epi-
coprostanolo, a cui sono stati sottratti i valai dorrispondenti analiti gia presenti nella
matrice e considerando la propagazione dell’ernmicano che il metodo sviluppato
presenta un’accuratezza soddisfacente.

Dai risultati positivi ottenuti in tutte le espeamiee descritte irDeterminazione della
precisione e dellaccuratezza del metpdsono state verificate e confermate la

precisione e I'accuratezza della procedura proposta
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6. RISULTATI E DISCUSSIONE

6.1. Applicazione del metodo su campioni di origine

fluviale

In questo paragrafo € descritta I'applicazione whgtodo analitico proposto in un
contesto ambientale. In particolare viene eseguitandagine qualitativa e quantitativa
degli steroidi in alcuni campioni di sedimento,lpwati lungo il flume Piave, ai quali si
e fatto riferimento irCampioni(pag. 32).

Il primo campione indagato e situato in prossimda un sito potenzialmente
contaminato e sono studiate due frazioni dellatearampionata: la piu superficiale (0-
10 cm) e la piu profonda (20-30 cm). Il secondoirsedto analizzato costituisce la
frazione con profondita 0-10 cm ed é stato prete@at a valle dal suddetto sito.
Affinché lo studio del luogo di campionamento présenaggior completezza, i risultati
dei due campioni sono confrontati con quelli ottendal’esame del sedimento
prelevato a 3.5 km a monte dal sito potenzialmetd@taminato, riportati in

Applicazione del metodo su un sedimento fluiode. 92).

In Tabella 6.1.sono indicate le abbreviazioni con cui successaramverranno indicati

i campioni fluviali indagati.
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Tabella 6.1.: campioni fluviali su cui € applicato il metodo eigpondenti abbreviazioni.

Campione Abbreviazione

Frazione con profondita 0-10 cm,
. . T . SS sup
campionata in prossimita del sito C

potenzialmente contaminato.

Frazione con profondita 20-30 cm,
. . o . pr
campionata in prossimita del sito Ssc

potenzialmente contaminato.

Frazione con profondita 0-10 cm,
, . S, sup
campionata 3 m a valle dal sito ALLE

potenzialmente contaminato.

Frazione con profondita 0-10 cm,
. . pr
campionata 3.5 km a monte dal sito SwionTe

potenzialmente contaminato.

Di seguito viene riportata I'elaborazione dei ddte prevede il calcolo del rapporto tra
le aree dello ione qualificatore e dello ione tanger ciascun analitafabella 6.2., e

della concentrazione degli steroidi presenti ndiraenti presi in esamdabella 6.3..
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Tabella 6.2.: calcolo del rapporto dell'area dello ione qualifite rispetto a quella dello ione target per

ogni sedimento fluviale studiato. Tra parentesi CV.

loneQ/ione T
Q Sc™  Se”  Suaue ™ Suonre ™
Sedimento fluviale

Coprostanolo 1.75 (3%) 1.78 (4%) 1.72 (5%) 1.64 (3%)
Epi-coprostanolo 0.80 (15%) 0.77 (12%) 0.60 (14%) 0.59 (15%)
Sitosterolo 5.26 (14%) 5.88 (1%) 5.55(5%) 5.56 (5%)
Stigmastanolo 0.15(11%) 0.16 (13%) 0.15(7%) @Q1B80)

Come e possibile osservare dai valori del coefiigiedi variazione percentuale, che
affianca ogni misura, i risultati sono confrontalgibn quelli ottenuti per la soluzione
standard di ciascuna molecola, riportatiSpettrometria di massa @bella 4.1.). Tale

aspetto evidenzia l'assenza di possibili interfergoresenti nel campione che

comportano la quantificazione imprecisa dei compost

Tabella 6.3.: determinazione della quantita di steroidi presemée sedimenti studiati.

Concentrazione

(ng) Ssc™® Ssc” Svate *" Swonte

Coprostanolo 77.0+3.1 116.7 £16.3 178.8 £ 5.7 .8528.0

Epi-coprostanolo 7.2+0.6 349+35 11.9+£0.9 31614
Colesterolo 1171 +7.0 288.4 + 115 191.7 +17.2 02315 + 102.3
Sitosterolo 76.3+7.6 363.4 £69.0 191.8+9.6 6l8% 132.5
Stigmastanolo 25.7+2.6 121.7 +8.5 67.3+4.7 5194 115.0
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Confrontando le concentrazioni degli analiti detiewaie nella frazione piu superficiale
del campione prelevato in prossimita del sito conato, 3°F, con quelle della
frazione pill profonda della stessa carota”'Sé evidente che la quantita di steroidi &
maggiore nel secondo caso, causata, probabilméalle, deposizione delle particelle
nel fondale.

Per quanto riguarda i valori di coprostanolo edaggrostanolo misurati nel campione
prelevato 3 m a valle dal sito stessg, & °"", essi risultano superiori a quelli deJB,
probabilmente a causa del trasporto dovuto alleeote del fiume e alla marea.

Nel sedimento campionato a 3.5 km dalla probaliteef di inquinamento, \anTe”, le
concentrazioni di coprostanolo e di epi-coprostarsmno piuttosto basse, in accordo
con la maggiore distanza dal sito contaminato. uantjta degli altri biomarcatori,
invece, risultano molto maggiori rispetto a quetlscontrate nelle altre frazioni,
soprattutto per quanto riguarda il sitosterologcla elevata concentrazione puo essere
determinata da fonti ambientali e biologiche, inaoio tale molecola e di origine
vegetale.

L’interpretazione dei risultati ottenuti € statapegfondita facendo riferimento ai
rapporti tra le concentrazioni degli analiti, rifadr nell'Introduzione(pag. 9): in questo
modo é possibile stabilire se il sito indagato Itessinquinato e la probabile fonte di

inquinamento.

In Tabella 8.4. sono riportati i parametri impiegati per risal@ein’indagine piu precisa

delle condizioni ambientali in cui si trovano ii sitdagati.
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Tabella 8.4.: parametri impiegati per l'interpretazione dei risali ottenuti dall’analisi di quattro

sedimenti fluviali.

COP / STIGMA COP / COL COP / e-COP
Se W 3.00 0.65 10.7
Ssc” 1.37 0.40 0.47

Syae 2.66 0.93 15.0

Svonte ™ 0.03 0.05 3.4

In accordo con i valori di riferimento indicati agina 9 dellintroduzione e possibile
valutare la condizione ambientale dei siti analizda particolare, il campionesg "
risulta inquinato e la fonte della contaminazion@n&opica o suina, dato che il valore
del rapporto tra la concentrazione del coprostanigjmetto a quella del stigmastanolo
risulta compresa tra 1.5 e 5.5 [41]. Si ha confednguesta indicazione anche dai
risultati ottenuti dagli altri due parametri: il pjgorto tra le concentrazioni di
coprostanolo e colesterolo, infatti, mostra valoraggiori di 0.2, che indica che
I'inquinamento ha origine antropica. Questo aspsit® riscontrato anche con l'ultimo
parametro che relaziona il coprostanolo e I'epirostanolo, in quanto un rapporto
maggiore a 2.5 indica che il sedimento presentaimamento antropico [30], [41].

Tali considerazioni trovano corrispondenza anchke seglimento Sy °*F la cui

contaminazione puo essere dovuta dal trasportoateaminanti da parte della corrente

del fiume o della marea.
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Assenza di inquinamento si osserva nella fraziongmfonda della carota campionata
in prossimita della fonte di inquinamentBgc " tutti i parametri calcolati, infatti,
evidenziano che la presenza delle molecole studidte/uta a un contributo biologico.
Il contributo biologico e ambientale si osserva lenmella frazione del campione
Svonte ™, in cui i parametri COP / STIGMA e COP / COL evid@no un sedimento

non inquinato, essendo i valori inferiori a 0.3, gidpettivamente [41].
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7.CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

Questa trattazione ha descritto la messa a puntm dnetodo analitico che é stato
utilizzato per indagare alcuni traccianti cara#iteci delle attivita umane quali gli
steroidi fecali. Gli steroidi oggetto di studiofatti, sono dei biomarcatori che possono
essere impiegati per ricostruire ginput antropogenici nell’ambiente. L'analisi
qualitativa e quantitativa di questi composti lunggrofilo verticale del sedimento
determina la loro distribuzione, che puo eventuabemecontribuire ad integrare
informazioni riguardo ad eventi di carattere palebgentale e/o archeologico, accadulti
migliaia di anni fa. Il monitoraggio di questi coosti riveste un ruolo fondamentale
anche per quanto riguarda lidentificazione e lanatdell’inquinamento dovuto alla
materia fecale, che, se non tempestivamente txatiad provocare danni all’ambiente e
alla salute umana.

Lo sviluppo di una procedura caratterizzata da hwn@na precisione e accuratezza ha
richiesto lo svolgimento di alcune indagini prelivari in cui sono state studiate e
ottimizzate le condizioni operative delle diversasif del metodo analitico.
Preliminarmente, per ciascun composto sono stqtiisiti gli spettri di massa e scelti
due ioni, utili per la determinazione quantitateaqualitativa degli steroidi, di cui e
possibile ottenere un cromatogramma con la loropteta separazione, grazie alla
ottimizzazione del metodo cromatografico. Successente, un particolare sforzo e
stato dedicato all'ottimizzazione delle fasi diragione, purificazione e riduzione del
volume che ha consentito di ottenere i risultatioditi in questo lavoro di tesi.

Del metodo analitico proposto sono stati valutggarametri caratteristici. Analizzando

al GC-MS soluzioni standard dei composti presenttancentrazioni crescenti, e stato
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possibile constatare che vi é linearita tra il sdégnacquisito dallo strumento e la
concentrazione degli steroidi. Dal calcolo dei tindii rivelabilita e di quantificazione
strumentali si sono determinati, rispettivamenteeguenti valori per ciascun analita:
COP 30 e 100 pg/pL, e-COP 70 e 240 pg/uL, SITO 80 pg/pL, STIGMA 70 e 220
pg/uL. Infine, dall’analisi dei bianchi proceduralié rilevato che la concentrazione di
coprostanolo, epi-coprostanolo e stigmastanoldtaisnferiore ai limiti di rivelabilita e
di quantificazione strumentali, mentre le concegitnai di sitosterolo e colesterolo sono
superiori ai due parametri.

La validazione del metodo € stata eseguita detammdim precisione e stimando
accuratezza attraverso differenti approcci in digematrici. | valori di precisione e
accuratezza si attestano, rispettivamente, tr#ike3l 6% tra il 13% e il 10%, a seconda
dell’analita considerato.

I metodo analitico € stato applicato a tre campibhrsedimento prelevati lungo il flume
Piave. | parametri ottenuti hanno consentito diiita I'entita dell'inquinamento e fare
ipotesi sulla fonte di contaminazione. Un ulterioomfronto e stata eseguito tra i livelli
superficiali e quelli piu profondi dei campioni,l@alscopo di valutare eventuali

evoluzioni temporali dell’'apporto di materia fecale
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MATERIALE SUPPLEMENTARE

Tabella 9.1.: condizioni sperimentali impiegate per registraré gpettri di massa delle soluzioni degli
standard-Spettrometria di massa, pag.34.

HP-5 5% Phenyl Methyl Siloxan, 325 °C: 30 m x 250 } 0.25 um

Helium Flow: 1.4 mL/min
Inlet Temperature: 280°C
Oven Program: 150°C for 1 min
Then 20°C/min to 310°C for 6 min
Post Run: 10 min
MS Source: 230 C maximum 300 C
Ms Quad: 150 C maximum 200 C
lonization Energy: 70 ev
Solvent Delay: 8 min
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Tabella 9.2.: condizioni sperimentali impiegate per registrare dfomatogramma della soluzione

standard di stigmastanol@pettrometria di massa, pag.39.

HP-5 5% Phenyl Methyl Siloxan, 325 °C: 30 m x 250 ) 0.25 um

Helium Flow: 1.4 mL/min
Inlet Temperature: 280°C
Oven Program: 150°C for 1 min
Then 20°C/min to 310°C for 6 min
Post Run: 5 min
MS Source: 230 C maximum 300 C
Ms Quad: 150 C maximum 200 C
lonization Energy: 70 ev
Solvent Delay: 8 min
STIEALA
A
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Figura 9.1.: cromatogramma della soluzione standard del stigarasb, con impurezza di sitosterolo-
Spettrometria di massa, pag. 39.
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Tabella 9.3.: condizioni sperimentali impiegate per registrade cromatogramma della soluzione

standard -Metodo cromatografico, pag.40.

HP-5 5% Phenyl Methyl Siloxan, 325 °C: 30 m x 250 } 0.25 um

Helium Flow: 1 mL/min
Inlet Temperature: 280°C
Oven Program: 150°C for 1 min

Then 20°C/min to 300°C for 6 min
Then 3°C/min to 305°C for 10 min

Post Run: 10 min, 310 °C

MS Source: 230 C maximum 300 C
Ms Quad: 150 C maximum 200 C
lonization Energy: 70 ev

Solvent Delay: 8 min
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Tabella 9.4.: ottimizzazione delle condizioni sperimentali closentono la separazione di tutti gli
analiti e che sono state impiegate per registrareromatogramma della soluzione standardvietodo
cromatografico, pag.44.

HP-5 5% Phenyl Methyl Siloxan, 325 °C: 60 m x 250 ) 0.25 um

Helium Flow: 1 mL/min
Inlet Temperature: 280°C
Oven Program: 70°C for 2 min

Then 20°C/min to 220°C for 0 min
Then 2°C/min to 300°C for 10 min

Post Run: 10 min, 305 °C

MS Source: 230 C maximum 300 C
Ms Quad: 150 C maximum 200 C
lonization Energy: 70 ev

Solvent Delay: 8 min
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Figura 9.2.: cromatogramma della frazione piu superficialel@elrota campionata in prossimita di un
allevamentoRisultati e discussione, pag.95.
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Figura 9.3.: cromatogramma della frazione piu profonda dellaatarcampionata in prossimita di un
allevamenteRisultati e discussione, pag.92.
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Figura 9.3.: cromatogramma della frazione piu superficiale dellrota campionata 3 metri a valle da

un allevamenteRisultati e discussione, pag.95.
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Figura 9.4.: cromatogramma della frazione piu profonda dellaagtarcampionata 3.5 km a monte da un
allevamenteRisultati e discussione, pag.95.
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Tabella 9.5.: riferimento ai valori critici del parametro F, cabtato per eseguire il Test F di Fisher.

Fyes(v1,v1)
Vi Gradi di liberta del numeratore v;

Va2 1 2 2 4 5 & 7 2 o 10 12
1 181.45 109.50 2157 224.58 230.16 23289 236.77 238.88 240.54 241.82 24391

2 18.51 19.00 12.18 18.25 18 30 18.23 10.35 18.37 16.33 12.40 1841

2 1013 8.55 9.28 812 2.01 5.04 889 885 s.21 879 B.74

4 7.71 602 &.50 8.30 e28 816 e.00 804 €.00 s o8 se1

E: 8.81 578 541 5.10 =08 405 438 482 477 474 288

& 5.90 514 4.76 453 430 428 4.21 415 4.10 408 4.00

7 5.50 474 435 412 387 367 370 373 388 384 3.57

-] 5.32 448 4.07 362 289 358 3.50 344 a3e 3.35 328

8 512 428 288 363 348 337 220 323 318 3.14 307

10 4.96 410 371 348 3.33 322 214 307 302 298 291

| 11 4.84 388 3.58 3.38 320 3.08 2.01 285 2.00 285 278
- 12 475 3.89 2.49 3.28 an 3.00 281 2865 2.80 2.7 269
= 13 487 38 3.4 318 ap3 202 283 277 271 267 260
= | 12 4.60 3.74 3.34 311 Z.96 285 2.78 270 265 280 2353
E 15 4.24 3.62 320 3.08 2.0 270 2.71 264 2.59 254 248
E 16 4.40 363 3.24 3.01 285 274 2.60 258 2.54 240 242
5|7 4.45 359 3.20 206 281 270 2.81 255 2.49 245 228
18 444 355 218 203 277 288 258 281 248 241 224

=| 10 438 3.52 3.13 260 2.74 263 2.54 248 2.42 238 231
= 20 4.35 345 3.0 2.87 ZT71 260 2.51 245 2.3% 235 228
_:‘;" 21 4,32 3.47 3.07 284 268 257 2.40 242 237 232 2.25
. 22 4.20 3424 32.05 282 2088 255 2.48 240 2.24 230 223
= | 23 428 342 3.03 2.80 2.64 253 2.44 237 2.3z 227 2.20
= 4 426 340 2.01 278 282 251 242 238 2.30 225 2.18
é 2 424 330 2.09 278 280 240 2.40 234 228 224 218
28 4.23 337 208 274 258 247 238 232 227 22 2.15

27 421 3.35 286 273 257 248 237 231 2325 220 213

22 4.20 332 2.05 271 256 245 2.36 220 2.24 210 2.12

2e 418 233 2.23 2.70 255 243 235 228 222 2.18 2.10

30 4.47 3.32 2.82 268 2.53 242 233 227 221 2.18 208

40 4,08 323 2.84 281 245 234 225 218 212 208 200

50 4.03 3.18 270 2.58 240 228 220 213 2.07 2.03 1.85

&0 4.00 3.15 2.7¢ 2.53 237 225 217 210 .04 1.80 1.82

80 3.8 311 272 248 233 2 213 208 2.00 185 1.88

120 | 3.e2 3.07 2.68 245 2.20 2.18 2.00 202 1.96 1.91 183

= 3.84 3.00 280 237 221 2.10 2.01 104 1.88 1.83 1.75
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