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Introduzione

Le emissioni antropiche, incluse quelle legate alle emissioni di gas serra e di sotto-
prodotti provenienti da incendi da biomassa, sono attualmente responsabili
dell’alterazione del sistema climatico globale ad una velocita che, su scala geologica,
non ¢ mai stata osservata in precedenza. Evidenze dell’impatto antropico sui
cambiamenti climatici in corso sono supportate da un ampio numero di evidenze, tra cui
la correlazione tra I’incremento della temperatura, le emissioni di biossido di carbonio
in atmosfera e I’innalzamento del livello medio del mare, oltre che a un possibile
impatto sulla circolazione sia atmosferica che oceanica. In particolare, le combustioni
da biomassa sono ad oggi responsabili del 50% delle emissioni di CO2, ed ¢
ampiamente riconosciuto che tali emissioni potrebbero influenzare futuri cambiamenti
climatici [1]. Gli incendi, infatti, hanno effetti diretti sullo stoccaggio globale del
carbonio, sulla chimica dell’ atmosfera (ingresso di CO2, CH4, NOx) e sulla
biodiversita degli ecosistemi [1]. Tuttavia, I’aerosol continua ad essere uno degli aspetti
meno compresi del sistema climatico, sia di quello moderno che di quello passato.
Secondo I’ipotesi formulata da Ruddiman nel 2003 [2], ’aerosol di origine antropica
potrebbe aver alterato il sistema climatico globale per millenni, gia a partire dai
fenomeni di disboscamento risalenti a circa 7000 anni fa. Queste considerazioni si
basano sull’evidenza di un incremento della concentrazione dei gas serra durante il
tardo Olocene, rispetto a quelle del precedente periodo interglaciale (Eemiano) [2-4].
Tale incremento, secondo Ruddiman [2], potrebbe essere stato causato dallo sviluppo di
pratiche agricole ad opera delle prime societa umane, incluso il disboscamento mediante

I’utilizzo del fuoco.



Con queste premesse, risulta chiara I’importanza di comprendere il meccanismo
naturale ed il contributo antropico che regola gli eventi incendiari nel contesto del
cambiamento climatico globale. L’aumento della frequenza degli incendi viene spesso
indicato anche nelle proiezioni del Intergovernamental Panel on Climate Changes [2-5].
Tuttavia, la distinzione tra contributo antropico e naturale sulle cause degli incendi ¢
una sfida scientifica ancora aperta [6,7]. In questo contesto, la ricostruzione degli
antichi incendi e il loro legame con le attivitd umane nel passato pud sicuramente
fornire utili informazioni per comprendere quale sia e quale sia stato 1’effettivo

contributo antropico rispetto agli eventi incendiari [6,7].

I laghi sono archivi ambientali sensibili al cambiamento climatico in grado di fornire
diverse informazioni paleo-ambientali. Diversamente dai sedimenti marini, numerosi
laghi sono caratterizzati da tassi di sedimentazione relativamente elevati, € consentono
una piu elevata risoluzione temporale del segnale paleo-ambientale [8].

Per quanto riguarda la ricostruzione di paleofuochi in sedimenti lacustri, sia su scala
locale che regionale, un approccio diffusamente utilizzato consiste nel conteggio del
charcoal sedimentario [9]. Questo approccio ha consentito la ricostruzione sia della
frequenza che dell’intensita degli incendi durante 1’intero Olocene, in diverse regioni
nel mondo [9-14]. Tuttavia, 1’analisi del charcoal presenta alcuni limiti metodologici.
Le analisi del charcoal sedimentario richiedono infatti relativamente grandi quantitativi
di sedimento, generalmente 1-5 cm’, e i pretrattamenti dei campioni posso portare ad
una frammentazione del charcoal di dimensioni maggiori (macrocharcoal), alterando 1

conteggi di quest’ultimo [9,15]. Va osservato, inoltre, che i processi chimico-fisici che



controllano la deposizione del charcoal e la sua possibile degradazione possono

influenzare I’interpretazione dei dati.

Oltre al charcoal anche alcuni biomarcatori, ossia composti chimici conservati nel
materiale geologico, che possono essere ricondotti ad un organismo o ad un particolare
processo [16], possono essere impiegati per la ricostruzione degli incendi dalle analisi di
sedimenti lacustri. Tra questi, gli idrocarburi policiclici aromatici (IPA) e alcuni
monosaccaridi anidri, quali il levoglucosano possono essere impiegati per la
ricostruzione di paleofuochi [1,6,17]. Contrariamente al charcoal, 1’utilizzo di questi
biomarcatori presenta alcuni vantaggi. Ad esempio, poiché ¢ stato dimostrato che, a
differenza del charcoal, sia gli IPA che il levoglucosano possono essere determinati in
matrici di ghiaccio [18], questi possono consentire un confronto diretto tra archivi
lacustri e ghiacciai, che potrebbero potenzialmente fornire indicazioni sulla natura

locale, regionale o globale del segnale.

Ricostruire gli incendi, tuttavia, non ¢ sufficiente per stabilire il loro legame con le
attivita antropiche. A questo scopo, 1’utilizzo di alcuni specifici marcatori molecolari,
quali gli steroli fecali, rappresenta un’ottima alternativa per ricostruire la presenza di siti
antropici, per inferire la densita demografica e per ricostruire eventuali attivita di
allevamento [17,6].

Poiché in questa tesi, sia gli IPA che il levoglucosano che gli steroli fecali verranno
utilizzato come marcatori molecolari degli incendi e della presenza umana, queste classi

di composti verranno discusse di seguito in maggior dettaglio.



Idrocarburi Policilici Aromatici

Gli idrocarburi policiclici aromatici comprendono una vasta serie di composti organici
costituiti da una struttura planare, formati dalla fusione di due o piu anelli benzenici. Il
numero di anelli pud variare da due a sette e, a seconda della posizione in cui €
avvenuta la fusione, si individuano diversi isomeri.

Gli IPA possono essere prodotti da idrocarburi saturi in carenza di ossigeno. Pirosintesi
e pirolisi sono i due meccanismi principali che possono spiegare la loro formazione. Gli
idrocarburi a corta catena possono formare IPA attraverso la pirosintesi. Quando la
temperatura supera i 500°C, i legami carbonio-idrogeno e carbonio-carbonio si rompono
per formare radicali liberi. Questi a loro volta si combinano con [’acetilene, che
condensa velocemente, formando strutture aromatiche resistenti alla degradazione
termica [19]. L’addizione di ulteriori radicali idrocarburici porta alla formazione di IPA
a maggior peso molecolare [20]

La pirosintesi ¢ il principale meccanismo che contribuisce alla formazione di IPA.
Recentemente, Lima et al. (2005) [21] hanno esaminato e discusso alcuni dei fattori
(tipo di combustibile, quantita di ossigeno e temperatura di reazione) che influenzano la
produzione e il comportamento in ambiente degli IPA derivanti da combustione.
Possono essere distinte due classi di IPA: a) IPA a minor peso molecolare, ovvero quelli
aventi da due a tre anelli benzenici, ¢ b) IPA a maggior peso molecolare, aventi da
quattro a sette anelli benzenici. Da questo studio emerge che la resistenza
all’ossidazione e alla riduzione chimica tende a diminuire con I’aumentare del peso
molecolare. Questa caratteristica influenza le differenti percentuali con cui gli IPA sono
assorbiti sul particolato atmosferico. In particolare, se hanno meno di quattro anelli

aromatici, questi rimangono allo stato gassoso e vengono velocemente ossidati. Al



contrario, se gli anelli aromatici sono piu di quattro, essi vengono assorbiti dal
particolato e possono essere trasportati in atmosfera. La tensione di vapore e la stabilita
in acqua, inoltre, decrescono in modo logaritmico con 1’aumentare del peso molecolare.
Ne consegue che il loro comportamento chimico-fisico, la distribuzione nell’ambiente e
I’accumulo variano sensibilmente al variare del peso molecolare [21].

Il trasporto, la deposizione e le trasformazioni chimiche di questi composti variano a
seconda che si trovino in fase gassosa o condensati sulla superficie di particelle [22].

Gli IPA con un numero superiore a 5 anelli benzenici sono caratterizzati da una
temperatura di condensazione relativamente alta e tendono ad essere condensati sulla
superficie del particolato. Questi IPA sono classificati come IPA a “bassa mobilita” e si
depositano rapidamente vicino alla sorgente [23]. Gli IPA a minor peso molecolare (2-3
anelli), invece, si trovano piu frequentemente in fase gassosa [24,25]. In questo stato gli
IPA possono subire dispersione atmosferica a livello globale ed accumularsi
preferenziale nelle regioni polari [23-26].

La rimozione degli IPA dall'atmosfera puo essere realizzata mediante deposizione secca
o umida di particelle e vapore. La deposizione secca o umida degli IPA dall'atmosfera
dipende dalle loro proprieta fisico-chimiche (solubilita in acqua, costante di Henry e
pressione di vapore), dalla loro tendenza a trovarsi in una delle due fasi e da parametri
meteorologici (pioggia, umidita, temperatura). Generalmente gli IPA presenti in fase
gassosa si dissolvono dentro nubi e gocce di pioggia [26-28] mentre gli IPA legati a
particelle vengono eliminati dall'atmosfera per precipitazione [29].

Sebbene molti IPA derivanti da combustione (pirogenici) si depositino vicino alla loro

sorgente, un trasporto atmosferico a lunga distanza ¢ altrettanto possibile.



Alcuni studi inoltre suggeriscono che, in assenza di luce solare alcuni IPA possono
reagire con 1’ossigeno molecolare, ma questa reazione sembra essere molto lenta e
quindi trascurabile come meccanismo di degradazione.

Poiché questi composti sono per lo piu formati durante la combustione incompleta e la
pirolisi dei combustibili fossili o legno [19] essi risultano essere marcatori, seppur non
specifici, della combustione da biomassa.

Va comunque osservato che, nonostante generalmente gli IPA non siano marcatori
specifici della combustione da biomassa, uno di questi, il retene, € stato proposto come
marcatore specifico per la combustione del legno di conifere [30-33], in quanto si forma
a partire dall’ acido abietico e dall’acido primarico presenti nel legno, durante il

processo di combustione [33-35].



Levoglucosano

A differenza degli IPA, il levoglucosano ¢ un marcatore specifico della combustione da
biomassa. Infatti, 1 biopolimeri del legno, composti da cellulosa (40-50% in peso di
legna secca), emicellulosa (20-30% in peso di legna secca) e lignina (20-30% in peso di
legna secca) [36,37], durante il processo di combustione subiscono una decomposizione
ossidativa. La decomposizione della cellulosa per combustione avviene in due fasi. La
prima ¢ caratterizzata da una temperatura minore ai 300°C. In questa fase avvengono la
depolimerizzazione, 1’eliminazione dell’acqua, 1’ossidazione e infine la formazione di
carbone.

La seconda fase avviene a temperature superiori a 300°C e comprende la scissione
attraverso transglicosilazione, fissione e reazioni di disproporzionamento, con la
formazione di prodotti volatili e zuccheri anidri. Questo processo genera prodotti di
reazione specifici quali il levoglucosano (1,6- anhydro-B-D-glucopyranose).

Nonostante una buona parte del levoglucosano prodotto venga trasformato a causa di
ulteriori reazioni di ossidazione associate al processo di combustione, questo zucchero
viene emesso in grande quantitd nell’aerosol (circa 40-1200 mg/Kg di biomassa
combusta) e puo essere rilevato sul particolato anche a distanze considerevoli rispetto
alle sorgenti di combustione [38].

Inoltre la presenza di levoglucosano non ¢ mai stata osservata nel fumo generato da

carbone o da altri combustibili fossili [38].
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Steroli fecali

Diverse sostanze organiche a basso peso molecolare di origine biologica presenti nei
prodotti di rifiuto umani e animali sono stati proposti come indicatori biologici di
contaminazione fecale [39-41]. I biomarcatori fecali sono costituiti dagli steroidi, che
includono steroli e stanoli [42]. Tali marcatori hanno raggiunto un ruolo sempre di
maggior importanza per stabilire la presenza antropica e come questa abbia influito
sull’ambiente circostante.

Nelle feci umane il coprostanolo costituisce circa il 60% del totale degli steroli presenti
[43]. T profili di steroli fecali negli erbivori invece vedono prevalere principalmente
fitosteroli, come lo stigmastanolo prodotto nell’intestino dei ruminanti tramite la
biodegradazione del sitosterolo e dello stigmasterolo. Al contrario, il contenuto di
steroli nelle feci di uccelli ¢ altamente variabile e dipendente in larga misura la dieta
dell'animale. La degradazione di steroli e stanoli nell’ambiente ¢ favorita da condizioni
aerobiche, dove 1 batteri possono degradare il coprostanolo in situ e formare il suo
epimero 5B-cholestan-3a-ol (epicoprostanolo) [42,44]. La velocita di questi processi
decresce notevolmente con 1’aumentare della profondita e le condizioni anossiche
inibiscono la degradazione [45]. Questi composti, a causa della loro natura idrofoba,
tendono a legarsi con il particolato, ostacolando cosi la loro rimozione in ambienti
acquatici, e, pertanto, possono essere conservati nei sedimenti per millenni [41,46].
Questa relativa stabilita suggerisce che questi composti possono essere usati come

traccianti molecolari in contesti archeologici o integrati in ricostruzioni climatiche[47].
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Metodi Analitici per la determinazione di IPA, Levoglucosano e Steroli

fecali

Come mostrato in letteratura, IPA, levoglucosano e steroli, poiché presentano una
diversa struttura chimica, vengono estratti e analizzati con procedure differenti.

Per quanto riguarda la procedura di estrazione, gli IPA vengono generalmente estratti
con una soluzione di esano-diclorometano (ESA:DCM 1:1), gli steroli con
diclorometano (DCM), mentre per il levoglucosano si preferisce il metanolo (MeOH).
Nonostante il levoglucosano sia generalmente analizzato attraverso cromatografia
liquida, 1’analisi strumentale pud essere eseguita per tutti e tre gli analiti mediante
gascromatografia accoppiata a spettrometria di massa. Tuttavia, a causa della polare
presenza di gruppi idrossilici che conferiscono una certa polarita ai composti, steroli e
levoglucosano devono subire una procedura di derivatizzazione prima di poter essere
iniettati al gascromatografo [18,48-54].

Nella seguente tabella vengono riassunti i principali passaggi delle differenti procedure

analitiche.

Tabella 1 Analiti e rispettivi metodi di estrazioe e analisi strumentale.

ANALITA ESTRAZIONE ANALISI STRUMENTALE
IPA ESA:DCM GC-MS
Steroli DCM GC-MS (derivatizzazione)
Levoglucosano MeOH LC-MS;
GC-MS (derivatizzazione)

Sulla base di queste considerazioni ¢ pertanto possibile ipotizzare la possibilita di
sviluppare un metodo analitico capace di determinare queste tre classi di analiti in uno

stesso campione.
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La possibilita di avere un metodo analitico in grado di determinare questi biomarcatori
nei sedimenti lacustri consentirebbe di discriminare 1’origine degli incendi, riuscendo a
stabilire se sono naturali o dovuti a cause antropiche. Potrebbe quindi essere applicato a
un sito di interesse in cui ¢ stata ipotizzata I’influenza antropica sull’evoluzione degli

incendi.

Africa orientale: the burning continent

Nel continente africano, in particolare nell’area orientale, gli incendi da biomassa si
verificano con un’elevata frequenza [55,56], gli incendi boschivi e della savana africana
rappresentano attualmente quasi un terzo delle emissioni globali derivanti dalla
combustione da biomassa [57,58]. Per questo motivo I’Africa ¢ anche conosciuta come
the burning continent. Anche se oggi quasi tutti gli incendi sono indotti dagli esseri
umani e il regime degli incendi ¢ strettamente controllato dal ciclo delle precipitazioni,
gli incendi nella savana tropicale sono la principale fonte di emissioni di carbonio su
scala globale (60% del totale) [59].

Il movimento latitudinale della zona di convergenza intertropicale (ITCZ) fa si che sia
presente un clima umido, tale da consentire la crescita di vegetazione rigogliosa,
intervallato da un periodo notevolmente secco che, al contrario, favorisce il verificarsi
d’incendi [60]. Ciononostante, la colonizzazione umana ¢ spesso collegata ad una
alterazione del regime del fuoco [61,62]. Purtroppo pero si conosce molto poco riguardo
alla frequenza ed all’intensita degli incendi avvenuti nel passato.

Nell’Africa orientale, piu precisamente nella Rift Valley, ci sono diversi laghi che
potrebbero risultare utili archivi climatici per la ricostruzione di paleofuochi, tra cui il

lago Vittoria.
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Figura 1 A)Africa con in evidenza il bacino del lago Vittoria B)bacino del lago Vittoria nel particolare.

Il lago Vittoria ¢ situato nella parte orientale del continente africano, piu precisamente
nella Rift Valley, tra le latitudini 0°20” N-3°S e longitudini 31° 40’ —E 34° 53” E [63].

E il piu grande lago d’acqua dolce nei tropici e il secondo pit grande nel mondo. L’area
del bacino ¢ di 194.000 km? e la superficie del lago con i suoi 68.000 km” comprende il
35% di esso [64]. La superficie del lago ¢ condivisa da Kenya (6%), Uganda (43%) e
Tanzania (51%), mentre il bacino comprende porzioni di Ruanda e Burundi. E la patria
di piu di 30 milioni di persone, la cui sussistenza dipende da esso [64].

La quota superficiale del lago ¢ circa 1.135 m s.l.m., mentre il bacino ¢ costituito da una
serie di altopiani a gradini con un altitudine media di 2700 m, ma arriva anche a toccare
14000 m o piu nelle zone di montagna [63].

Lungo gran parte del perimetro del lago, ma in particolar modo a nord e a sud, il litorale

risulta molto irregolare e, in alcuni punti, parzialmente sommerso[65]. Il Lago Vittoria ¢
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relativamente poco profondo, con una profondita media di 45 m e una massima di 80 m.

Il fiume principale che arriva al lago ¢ il flume Kagera [64].

In generale il clima del bacino del lago Vittoria ¢ un insieme di un clima di tipo
equatoriale, con abbondanti piogge che si verificano durante tutto I’anno, soprattutto
nelle vicinanze del lago, e un clima semi arido, caratterizzato da siccita intermittente, in
alcuni casi anche in aree a breve distanza dal lago [63]. La variabilita diurna, stagionale
e annuale del clima del bacino ¢ dovuta sia a circolazioni a grande che a meso-scala. I
modelli di vento e di pressione che governano il clima della regione includono tre flussi
d’aria principali: il flusso d’aria proveniente dal Congo, 1 monsoni provenienti da Sud-
Est e i monsoni provenienti da Nord-Est.

La massa d’aria proveniente dal Congo ¢ umida, termicamente instabile e quindi
associata a piogge. I monsoni da Nord-Est, invece, sono termicamente stabili e
relativamente secchi e spiegano in parte le condizioni relativamente aride in gran parte
dell’africa orientale.

Due volte I’anno un centro di bassa pressione segue il sole lungo I’equatore. Le
precipitazioni piu abbondanti sono associate a questo tragitto e sono distribuite in modo
bimodale durante I’anno. Nel bacino del lago vittoria 1 picchi di precipitazioni si
verificano tra Marzo - Maggio e Ottobre - Dicembre [66]. In aggiunta a questo
passaggio di bassa pressione, sul lago Vittoria si trova un centro di bassa pressione
permanente [67]. Quest’ultimo probabilmente ¢ originato sia dalle correnti che dalle
caratteristiche orografiche del luogo. La sua presenza produce una grande quantita di
pioggia. Anche la presenza del lago stesso influisce sulle precipitazioni sul bacino [68].

\

E stato stimato che le precipitazioni calano di 2,5 cm per miglio, allontanandosi dal lago
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verso l’entroterra settentrionale. Nel bacino la quantita di precipitazioni annue
generalmente aumenta con l'altitudine e va da meno di 63 cm di piu di 190 cm[68].

La maggior parte delle precipitazioni che si verifica sul bacino lo lascia attraverso
I’evaporazione. E stato proposto che circa 1’82% dell’acqua che arriva al lago viene
persa attraverso I’evaporazione [69]. Il bilancio idrico del lago ¢ governato, infatti,
principalmente dalle precipitazioni piu che dai suoi immissari: circa 1’80% delle
immissioni ¢ dato dalle precipitazioni. Per questo motivo, il lago Vittoria viene descritto

da alcuni ricercatori come “controllato dall’atmosfera™ [64].

La vegetazione presente nel bacino ¢ abbastanza varia. Solo nella porzione di bacino
che si trova in Uganda sono stati mappati, in scala 1:500,000, circa 35 unita
vegetazionali [70]. Queste unita sono altamente frammentate e intercalate.

Le savane sono dominate prevalentemente da specie di Acacia, Albizzia Butyrospermum
o Combretum per quanto riguarda gli alberi, e di Cymbopogon, Hyparrhenia o Loudetia
tra le specie erbacee.

L’aspetto generale, predominato dalla savana e dalla prateria, ¢ intervallato da tre
diversi tipi di vegetazione: bosco, palude e foresta.

Spingendoci a Sud-Ovest, nella porzione relativamente secca del bacino, troviamo un
bosco di leguminose detto anche “miombo”, in cui 1 generi predominanti sono
Brachystegia e Isoberlinia. Questo vasto bosco ricopre circa un terzo della Tanzania e
parte dell’ Africa centrale [71].

Le coste del lago Vittoria, 1 piccoli laghi ad ovest e le pianure alluvionali lungo i1 fiumi
sono caratterizzate da paludi. Molte di queste sono dominate da cyperus papyrus, ma

lungo il lago sono presenti anche specie di Miscanthidium violaceum ¢ Sphagnum
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[72]. Alcune delle aree inondate vicino al lago Vittoria supportano foreste, e nei pressi
del delta del fiume Kagera sono presenti esemplari di conifere della specie Podocarpus
[65]. Blocchi consistenti di foresta, sono oggi limitati solo alle aree dove le
precipitazioni sono di minimo 120 cm, quindi negli altopiani all’estremita del bacino, o
lungo le coste a nord e a ovest del lago vittoria. In questi luoghi predominano foreste di
sempreverdi, come quelle di Juniperus procera [73]. Mentre dove la stagione secca ¢
piu pronunciata elementi caducifoglie diventano importanti.

Sia dal punto di vista climatico che edafico la gran parte del bacino sembra capace di
supportare estese foreste. Ampie aree di savana contengono patches isolati di foreste
cosi piccoli da non poter essere mappati. Questo mosaico ¢ un risultato della pressione
antropica. Una volta perd, che queste pressioni sono alleviate, la ricolonizzazione da
parte delle foreste ¢ rapida [70,74,75]. Tuttavia, le coltivazioni e il pascolo hanno
frammentato abbastanza la vegetazione naturale, I’impatto umano principale ¢ dovuto
all’uso del fuoco. La combustione stimola la produzione di erba fresca, usata come

foraggio per il bestiame o come paglia [70].

Quattromila anni fa ha avuto inizio, nell’Africa orientale, quello che viene definito
come Neolitico Pastorale, che ¢ proseguito per piu di due millenni e mezzo, lasciando il
posto all’eta del ferro poco piu di mille anni fa [76]. Con Neolitico Pastorale o Neolitico
dell’ Africa orientale si intende quel periodo in cui ¢ avvenuto un passaggio dalla caccia
e raccolta all’agricoltura [77].

Le trasformazioni sembrano essere state favorite sia da cambiamenti climatici

ambientali sia da migrazioni di popolazioni.
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Nel corso della sua lunga esistenza, il neolitico pastorale ¢ andato incontro a grandi
trasformazioni, ognuna delle quali ha generato una gamma diversa di stili di ceramiche,
tradizioni litiche e diverse pratiche di sussistenza e di regolamento. Per questo motivo
questa entita temporale puo essere suddivisa in tre fasi: precoce, evolutiva e tarda.

Il nostro studio, che racchiude un arco temporale che va da un massimo di 2150 anni fa
ad un minimo di 1240 anni fa, coincide con quello che viene definito come tardo
Neolitico Pastorale (1900 BP-1300 BP) [77] e che corrisponde pit o meno con quella
che gli archeologi definiscono come Eta del Ferro, che si divide in: prima eta del ferro
(EIA) e tarda eta del Ferro (LIA) e che comprende gli ultimi duemila anni nell” Africa
sub-equatoriale. Questi termini si riferiscono a unita archeologiche con specifici usi e
costumi. Solitamente quando parliamo di EIA prendiamo in considerazione i primi
agricoltori che utilizzavano utensili di ferro (probabilmente di lingua bantu) [78]. C’¢
una prova indiretta che 3000 anni fa ci sia stata una prima comparsa di una societa
dell’eta del ferro pastorale nella Rift Valley centrale del Kenya [76]. Una conferma di
questo sviluppo arriva dalla Deloraine Farm, un sito che si trova a Nord Ovest del lago
Nakuru, 1 cui reperti mostravano ceramiche associate a utensili di ferro, scorie, ugelli,
abbondanti resti di bovini (insieme con alcuni caprini e pochi animali selvatici), e la
prova di consumo di cereali [79-81].

La comparsa dell’eta pastorale del ferro € presa come esempio per rappresentare una
cultura, dove non solo si cominciava a usare utensili di ferro, ma che inoltre cominciava
a praticare un regime non specializzato di sussistenza pastorale che potrebbe includere
anche un principio di tecniche di semina e raccolta [81]. Generalmente gli archeologi

attribuiscono questi cambiamenti nella cultura e nelle tradizioni a diffusione o
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migrazione. In questo caso una possibile spiegazione ¢ data dalla migrazione delle

popolazioni Bantu, che si sono spostate da ovest verso 1’ Africa orientale [75].
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Scopo della tesi

Lo scopo di questa tesi ¢ duplice. Il primo obiettivo ¢ quello di combinare diverse
metodologie chimico-analitiche, gia sviluppate in letteratura, al fine di validare un
metodo unico capace di determinare tre diverse classi di composti quali IPA, steroli
fecali e levoglucosano, in piccole quantita di sedimento lacustre. In questa tesi, la
qualita del dato ¢ stata valutata, principalmente, in termini di precisione, limiti di
rilevabilita e quantificazione, poiché questi parametri risultano critici nelle ricostruzioni
paleo ambientali. Tali analiti, infatti, sono spesso utilizzati come marcatori molecolari
per la ricostruzione degli incendi (IPA e levoglucosano) e della presenza e attivita
umana (steroli fecali).

Il secondo obiettivo di questa tesi ¢ invece piu ambizioso. Ci si prefigge, infatti, di
utilizzare il metodo analitico sopradescritto per proporre un approccio innovativo nella
risoluzione di una delle piu complesse e discusse sfide scientifiche in campo paleo
ambientale, ossia la discriminazione del contributo antropico e naturale negli incendi
del passato. A questo proposito ¢ stata scelta una carota di sedimento lacustre prelevata
dal lago Vittoria che interessa un periodo storico compreso tra i 1240 e 1 2150 anni fa.
Questo archivio ambientale ¢ di particolare interesse, in quanto 1’ Africa orientale ¢ stata
teatro di brusche variazioni delle attivita incendiare e, in questo periodo storico,
corrispondente all’eta del Ferro, ha visto un intensificarsi delle attivita antropiche.
Questi eventi, tuttavia, benché noti da studi archeologici e da ricostruzioni di incendi
effettuate analizzando il charcoal in sedimenti di alcuni laghi limitrofi, non sono mai
stati messi in relazione diretta. In questa tesi, per la prima volta, I’approccio analitico
consentira di sincronizzare il segnale ambientale legato all’attivita degli incendi con la

presenza e attivita antropiche, nel continente africano.
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Materiali e metodi

Materiali e reagenti

I solventi impiegati, diclorometano (DCM), n-esano, metanolo (MeOH), acetonitrile
(ACN), acetone e acido cloridrico (HCl, 33%), con grado di purezza pesticidi, sono stati

acquistati da Romil Ltd., Cambridge, GB.

La terra di diatomee e la sabbia di Ottawa, impiegate per 1’estrazione con PLE, sono

state fornite da Applied Separation Inc.(Allentown, PA,USA)

Sono stati utilizzati sia standard dei composti nativi, sia standard marcati: per gli

IPA

idrocarburi policiclici aromatici (mix™ ), gli steroli (FeSt) e il levoglucosano (LGV):

* Nativi:
mix'*A (naftalene, acenaftilene, acenaftene, fluorene, fenantrene, antracene,
fluorantene pirene, benzo(a)antracene, crisene e retenete) 2 ng/ul;
FeSt (coprostanolo, epicoprostanolo, colesterolo, B-sitosterolo e stigmastanolo)'
10 ng/pl;
LGYV (levolgucosano, mannosano e galactosano)” 10 ng/pl.
* Marcati:
mix""*C (acenaftilene'’C, fenantrene'’C crisene*C) 10 ng/pl;
FeSt (colesterolo’C; e colesterolo 13C3, che differiscono per il numero di C)
10ng/pl;

LGV (levoglucosano'*C, mannosano *C) 10 ng/pl.

! Per il nostro studio saranno presi in considerazione solo colesterolo e stigmastanolo.
? Per il nostro studio verra preso in considerazione solo il levoglucosano.
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Come derivatizzante ¢ stato usato N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide(BSTFA +

1% TMC), alla quale si fara riferimento in seguito con 1’abbreviazione BSTFA.

La procedura di purificazione via SPE ¢ stata condotta con cartucce monouso di silice

neutra da 2 g acquistate presso Discovery® con modello: DCS-Si SPE.

Decontaminazione materiale

La vetreria ¢ stata lavata con acqua e detergente Contrad®, asciugata con acetone e
decontaminata con tre aliquote di DCM, n-esano ¢ MeOH, rispettivamente. La
medesima procedura di decontaminazione ¢ stata eseguita anche sul materiale monouso,

come pipette Pasteur e vials.

Strumentazione

Estrazione mediante Pressurized Liquid Extraction (PLE)

Con questo strumento, attraverso 1’utilizzo di piccoli volumi di solvente e in tempi
brevi, ¢ possibile effettuare estrazioni efficienti e riproducibili. Il processo avviene
grazie agli elevati valori di temperatura e di pressione ai quali ¢ possibile impostare lo
strumento. L’alta temperatura rende il campione piu solubile e garantisce una maggiore
diffusione del solvente, mentre I’alta pressione ne impedisce I’evaporazione. Con queste
condizioni operative, 1’estrazione degli analiti dal campione solido si rivela piu efficace.
Il sedimento, insieme alla sabbia di Ottawa e alla terra di diatomee, ¢ introdotto in un
supporto cilindrico in acciaio inossidabile (vessel) che viene chiuso con dei tappi muniti
di guarnizione di gomma. Durante il ciclo estrattivo, il solvente, attraversando le linee

del PLE, entra nella vessel ed interagisce con il campione. L’estrazione viene condotta
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in condizioni di temperatura e pressione controllate. Alla fine di ogni ciclo, il solvente
viene raccolto in un apposito contenitore. Un ultimo passaggio viene eseguito facendo
flussare N, per evitare la contaminazione nel caso di analisi successive e per raccogliere

I’eventuale solvente rimasto nelle linee.

Condizioni sperimentali: i campioni sono stati estratti con una miscela di DCM:MeOH

9:1 a una pressione di1000 PSI e una temperatura di100°C, con una statica di 5 minuti.

Figura 2 Pressurized liquid extraction (PLE ).

Turbovap

Il Turbovap® II (CaliperLife Science, Hopkinton, MA, USA) ¢ uno strumento che
consente di ridurre il volume del campione in modo controllato e impostando le
condizioni di lavoro piu adeguate. Il Turbovap contiene sei postazioni, a ognuna delle
quali ¢ associato un erogatore da cui fuoriesce un continuo flusso di azoto che permette
la concentrazione del campione.

In ogni postazione viene inserito un ditale di vetro (Zyrmark®) di 200 ml di volume

contenente 1’estratto. I ditali sono immersi in acqua a temperatura controllata.
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Il raggiungimento del volume finale di 500 pl viene segnalato da un sensore ottico con
successiva interruzione dell’erogazione di N,. Il pannello di controllo presente sullo
strumento permette di selezionare la temperatura del bagno ad acqua, la pressione del
gas, la postazione di lavoro e la modalita di concentrazione manuale, da impostare
qualora sia necessario ridurre il solvente a volumi inferiori a 500 pl. In questo caso il
Turbovap ¢ stato utilizzato sia prima che dopo I’estrazione in fase solida (clean up) dei

campioni.

Condizioni sperimentali: 1 campioni, dopo essere stati estratti, sono stati portati a
500ul mantenendo una temperatura di 23°C e una pressione di 6-7 bar. Dopo

I’estrazione in fase solida le tre frazioni sono state trattate separatamente:

* [ frazione(IPA): ¢ stata concentrata a circa 100ul a una T di 23°C e una P di 6-7
bar;

* I frazione (steroli): ¢ stata portata a secco a una T di 35°C e una P di 6-7bar; e
successivamente ripresa con 100ul di DCM.

e [II frazione (Levoglucosano): ¢ stata concentrata circa 100ul a una T di 35°C e

una P di 6-7bar.

Figura 3 Turbovap
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Estrazione in fase solida (SPE)

L’estrazione in fase solida con solvente (SUPELCO, VISIPREPTM DL) ¢ una tecnica
preparativa che consente la separazione di analiti aventi differente natura chimica. Il
processo di purificazione avviene grazie all’interazione tra 1’estratto, eluito nella
cartuccia dalla fase mobile, e la fase stazionaria, che puo essere silice, allumina, fluorisil
o resine, a seconda della natura del campione da trattare. Le diverse componenti di
quest’ultimo, dunque, possono essere trattenute o fluire lungo il letto della colonna, a
seconda della scelta di appropriata fase mobile e stazionaria. La maggiore precisione e
accuratezza dell’analisi sono raggiunte attraverso I’aumento della concentrazione delle
molecole monitorate, grazie 1’eluizione dell’estratto con piccoli volumi di solvente.
Altri vantaggi che possono derivare dall’utilizzo di questa strumentazione sono la
minore esposizione ad agenti tossici e perdita dei campioni, 1’evaporazione minima del

solvente e 1 pochi steps operativi costituenti la procedura.

Figura 4 Strumentazione adottata per la solid phase extraction (SPE).
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Condizioni sperimentali: i campioni estratti, dopo essere stati concentrati a 500ul nel
Turbovap, sono stati inseriti, grazie a una pipetta Pasteur, in una cartuccia monouso di
silice neutra precedentemente condizionata con 40 ml di una miscela di ESA:DCM1:1.
In seguito, per separare i diversi analiti, il campione ¢ stato eluito con tre diversi

solventi.

e Gli IPA sono stati eluiti con 15 ml diESA:DCM 1:1.
e @Gl steroli con 40 ml di DCM

¢ Il levoglucosano con 30 ml di ACN.

L’eluato di ogni frazione ¢ stato raccolto in una vial pulita e decontaminata.

Procedura di derivatizzazione

Il frazionamento ¢ indispensabile, infatti i tre biomarker devono subire procedure
diverse per poter essere analizzati tutti tramite gascromatografia, in quanto questa
tecnica non ¢ idonea per lo studio di composti polari e idrofili, come steroli e
levoglucosano con le colonne gascromatografiche HP-5-ms comunemente utilizzate in
gascromatografia. E opportuno quindi che questi composti vengano resi piu volatili
mediante derivatizzazione.

Esistono diverse tecniche di derivatizzazione. In questa tesi € stata usata la sililazione.
La reazione di sililazione consente di convertire 1 gruppi ossidrilici negli equivalenti
trimetilsilil derivati, e presenta un prodotto principale per ogni sostanza ¢ un’alta
efficienza di conversione. [82]. Esistono diversi agenti sililanti, tra cui:

trimetilclorosilano  (TMCS),  N-metil-trimetilsililtrifluoroacetammida ~ (MSTFA),
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N,O.bis-(trimetilsilil)  trifluoroacetammide (BSTFA) o N-(t-butildimetilsilil)-N-
metiltrifluoroacetammide (MTBSTFA) [83-86].
Per questo lavoro ¢ stato usato come derivatizzante il BSTFA; il prodotto finale della

reazione ¢ la forma sililizzata del composto di partenza.

Condizioni sperimentali:
* I frazione(steroli): ai 100 ul di DCM sono stati aggiunti 100 pl di BSTFA; la
soluzione ¢ stata scaldata per un’ora a 70°C in Termoblocco.
e [II frazione (levoglucosano): prima di iniziare la procedura di derivatizzazione 1
100ul di ACN sono stati portati a secco sotto flusso di azoto, in seguito sono
stati aggiunti 100ul di BSTFA e 100ul di Piridina (catalizzatore)

la soluzione ¢ stata tenuta per un’ora a 70°C in Termoblocco.

Gascromatografia accoppiata alla spettrometria di massa (GC-MS)

L’identificazione e la quantificazione dei composti avviene grazie all’uso di un
gascromatografo (Agilent Technologies 5975c inert MSD) utilizzato in modalita SIM
(Single Ion Monitoring).

I componenti si distribuiscono su due fasi, una mobile e una stazionaria. In questa tesi €
stata utilizzata una colonna cromatografica da 60 mt HP5-ms.Dopo essere stato iniettato
il campione viene vaporizzato e viene trasportato grazie a un flusso di elio (fase
mobile). Gli analiti presenti nel campione interagiranno poi con la fase stazionaria per la

quale avranno differente affinita.
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Il campione viene frammentato in ioni piu piccoli grazie all’interazione con un fascio di
elettroni prodotto dalla sorgente ad impatto elettronico (EI). In seguito, solamente gli
ioni carichi positivamente, caratterizzati da uno specifico rapporto massa/carica (m/z),

vengono analizzati dal quadrupolo e registrati da un software specifico.

Figura 5 Gascromatografo accoppiato a spettrometro di massa.
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Condizioni sperimentali: in Tabella 2 sono riportate le condizioni sperimentali usate

per I’identificazione degli analiti tramite GC-MS.

Tabella 2 Condizioni sperimentali usate per l'identificazione degli analiti tramite GC-MS.

SCALA TEMPERATURE RUN TIME
CORSA 70 °C per 1,5 min
CROMATOGRAFICA poi 10 °C/min fino a 150 °C Run Time 84,5 min
IPA perl0 min
poi 3 °C/min fino a 300 °C per
) 30 min (Post Run) a 305 °C
15 min
CORSA 110 °C per 5,5 min
CROMATOGRAFICA poi 15 °C/min fino a 210 °C | p W Time 67.2 min
STEROLI per 0 min
poi 2 °C/min fino a 300 °C per
) 15 min (Post Run) a 315 °C
10 min
CORSA 110 °C per 5,5 min
CROMATOGRAFICA Poi 15 °C/min fino a 210 °C Run Time 22,2 min
LEVOGLUCOSANO per 0 min

Poi 2 °C/min fino a 220 °C per

5 min

10 min (Post Run) a 300 °C
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Sedimenti Lacustri (Lago Vittoria)

I campioni analizzati in questo lavoro di tesi si riferiscono ai primi 45 cm di uno dei
carotaggi raccolti nella spedizione dell’8 aprile del 1995 nel lago Vittoria. In particolare
ci riferiamo alla carota V95-1P. Il campionamento del sedimento ¢ stato condotto con
un carotiere a pistone a una profondita di 65,8 m, nella parte centro-orientale del lago
(00°27°63°°S-33°25°09°E). La carota ha una lunghezza complessiva di 9,16 m e ricopre
un intervallo di circa 20000 anni.

Per la datazione dei campioni ci siamo basati sull’age model proposto da Johnson et. al.
[87] sulla base della datazione al radiocarbonio (vedi Figura 7). La velocita di

sedimentazione ¢ stata assunta costante e pari a 0.051 cm y.
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B Damba Channel o -
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— 1o
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and 6P
- N 20
' 50 km
Lake Victoria
ar 33 34°
L A L

Figura 6 Mappa batimetrica del lago vittoria, (linee batimetriche in m) in rosso il carotaggio preso in
considerazione nel seguente lavoro di tesi.
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Figura 7 Radiocarbon Age Model espresso in year before present (ybp) [87].
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Figura 8 Radiocarbonage model espresso in year before present (ybp).

Come possiamo notare delle immagini (Figure 7-8), il punto individuato ad una

profondita di 0 cm non corrisponde al presente. Questo perché la prima parte del
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sedimento (circa 1 m) non ¢ stata presa in considerazione a causa di evidenti effetti di
rimescolamento (Johnson, comunicazione personale).

In questa tesi sono stati analizzati 19 campioni (corrispondenti ad un intervallo di
profondita di 1 cm) sub-campionati nei primi 45 cm disponibili della carota. In Tabella

3 sono riportati 1 dettagli relativi ai campioni analizzati.

Tabella 3 profondita (cm) e relativa eta

CAMPIONE PROFONDITA PROFONDITA ETA
MINIMA (CM) MASSIMA (CM)
1 0 1 1251.1
2 4 5 1331.8
3 6 7 1372.1
4 8 9 1412.4
5 10 11 1452.8
6 12 13 1493.1
7 14 15 1533.4
8 16 17 1573.8
9 20 21 1654.4
10 22 23 1694.8
11 28 29 1815.8
12 30 31 1856.1
13 32 33 1896.5
14 34 35 1936.8
15 36 37 1977.1
16 38 39 2017.5
17 40 41 2057.8
18 42 43 2098.1
19 44 45 2138.5

I sedimenti del seguente carotaggio, nella parte superiore, sono caratterizzati da fango di
diatomee omogeneo. Piu in profondita, sulla base della tessitura dei sedimenti, sono
state identificate due discontinuita. Sopra la discontinuita superiore (circa 700 cm) vi €
uno strato di 1 cm contenente frammenti di conchiglie e frammenti di piante

macroscopiche. Gli ultimi 60 cm del sedimento sono caratterizzati da fango di diatomee
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disomogeneo di colore nero verdastro, la disomogeneita ¢ data da “frammenti” di circa
0,5 cm di diametro, dovuti alla presenza di granelli di sabbia, frammenti di materiale
vegetale terrestre e piccole radici [88]. La sezione di carotaggio presa in considerazione
in questa tesi si riferisce ai primi 45 cm. Essa ¢ caratterizzata da fango di diatomee di
colore nero verdastro. Benché su questi campioni non sia disponibile uno studio
granulometrico dettagliato del sedimento, dalle informazioni a nostra disposizione
[87,89-91], tale sedimento risulta indicativamente caratterizzato da una predominante
componente di limo e argilla. Lungo la sezione presa in considerazione, comunque, non

sono presenti strutture o componenti grossolane [88].

3
&
£ 8 L
c
g E Z  MS(S) Image
3
=20 -
=30 -
- 5G2/1
40 :-

Figura 9 Primi 45 cm del carotaggio v95-1p
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I sedimenti risalenti all’Olocene nel lago Vittoria sono insolitamente ricchi in materia
organica, cosa che riflette l'elevata produttivita biogenica nel lago e il relativamente
basso input di sedimenti terrigeni dal terreno circostante. La concentrazione del
carbonio organico (TOC) nella sezione analizzata in questa tesi varia da un minimo del
15% ad un massimo di 20% in peso. Queste condizioni caratterizzano tutto il sedimento

dell’Olocene [88,92].

34



Quantificazione

Poiché la sensibilita strumentale non ¢ identica per i diversi analiti, ¢ necessario
correggere le concentrazioni trovate attraverso i fattori di risposta, ovvero soluzioni che
contengono in concentrazioni note i composti nativi e marcati >C corrispondenti agli
analiti da determinare. Queste soluzioni vengono sottoposte ad analisi
gascromatografica nelle stesse condizioni dei campioni e, poiché la variante nativa e
marcata di uno stesso composto hanno masse differenti, lo spettrometro di massa ¢ in
grado di distinguere tra le due. Dal confronto delle aree sara percio possibile calcolare il
valore del fattore di risposta per ogni congenere secondo la formula:

FRl = —[Al * Ci‘\]
[Al'.\ * Ci]

Dove:

A= area del picco del composto nativo

A;~= area del picco del composto marcato

Ci= concentrazione del composto nativo nella soluzione
C;s= concentrazione del composto marcato nella soluzione.

La quantificazione dei composti dei composti analizzati viene ottenuta attraverso il
confronto diretto dell’area dei picchi degli standard marcati °C che vengono aggiunti a
monte (standard interno) e a valle (standard di recupero) della fase preanalitica. Si da
per assunto che 1 marcati aggiunti prima dell’estrazione abbiano lo stesso

comportamento chimico-fisico degli analiti e di conseguenza interagiscano allo stesso
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modo con la matrice, 1 solventi e tutti 1 materiali con cui il campione viene a contatto.
Percio possiamo asserire che le perdite di analita che si verificano nella preparazione del
campione devono essere le stesse degli standard aggiunti in concentrazione nota, in
questo modo quindi sara possibile alla concentrazione iniziale. Il calcolo dell’efficienza

di recupero viene calcolato con la seguente equazione:

[Ais ® Qrs » 100]
[Qis * Ars ¢ FRis]

%R;s =

dove:

A;~= area del picco del composto marcato aggiunto prima  dell’estrazione(standard

interno).
0O, quantita assoluta dello standard per il recupero aggiunto prima dell’analisi
0O;s= quantita assoluta dello standard interno aggiunto prima dell’estrazione

A= area del picco del composto marcato aggiunto prima dell’analisi (standard

recupero)

FR;= fattore di risposta calcolato per lo standard interno per confronto con lo standard

recupero.

Il calcolo della concentrazione degli analiti nel campione viene determinato come

segue:

_ [Ay * Q5]
 [Ais*V « FR)]
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dove:
Ay = area del picco dell’analita;
Qis= quantita assoluta dello standard interno aggiunto prima dell’estrazione;

Ajs= area del picco del composto marcato aggiunto prima dell’estrazione (standard

interno)
V = volume di aria campionato;

FR; = fattore di risposta per il composto nativo.

Precisione

La precisione ¢ definita come il grado di concordanza tra diverse misurazioni di un
campione eseguite con la stessa procedura. Tale parametro ¢ indice anche della
ripetibilita del metodo analitico e viene espresso in termini di coefficiente di variazione

percentuale, CV, ossia:
S
CV = (:) « 100
X

Dove:
S= deviazione standard relativa;

X=media dell’insieme dei dati.

Calcolo del limite di rilevabilita (LOD) e quantificazione (LOQ)

I limiti di rivelabilita e di quantificazione indicano, rispettivamente, la concentrazione
di analita corrispondente al segnale minimo significativo e il valore minimo che lo

strumento puo rilevare per effettuare una misurazione quantitativa.
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Utilizzando le formule riportate di seguito sono stati calcolati i due parametri, a cui si €
potuto risalire impiegando i valori dell’intercetta e della pendenza ricavate dalla retta di

calibrazione.

Intercetta 3

LOD =
Pendenza

Intercetta » 10
LOQ =

Pendenza
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Risultati e discussione

Messa a punto del metodo

Come accennato nella parte introduttiva di questa tesi, il metodo analitico ¢ stato
inizialmente sviluppato sulla base di metodi precedentemente proposti per i singoli
analiti riportati in letteratura [48-54]. In Figura 10 ¢ riportata schematicamente la

procedura che si intende testare.

ESTRAZIONE
(DCM:MeOH 9:1)

l

r FRAZIONAMENTO
| SPE (Silice)
DERIVATIZZAZIONE DERIVATIZZAZIONE

+PIRIDINA

INIEZIONE IN
> [ GC-MS ] *

Figura 10 Schematizzazione procedura analitica.
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Metodo Cromatografico.

Inizialmente, ¢ stato verificato il metodo gascromatografico (GC-MS). A tale scopo una

IPAY ¢ stata iniettata nelle condizioni

soluzione contenente 2 ng puL” di IPA (mix
strumentali riportate nella sezione materiali ¢ metodi (vedi pagina 29). In Figura 11 ¢

riportato un cromatogramma registrato in modalita single ion monitoring (SIM) .

naftalene
fenantrene
retene
acenaftene
fluorantene
acenaftilene pirene
antracene enzoantracene
fluorene
risen
s— ‘ \ f\ i
—‘;ﬁ—.—.——."’v — '\—'.‘- :A;,' S | CEESSSSES I L) S S EneEE »;,'_J",_,.'_,»:_J' .
wm nm » nm “-m annmn o py

Figura 11 Cromatogramma GC-MS in modalita SIM di una soluzione contenente una miscela di IPA (10 ng
ul-1).

Come si osserva dalla figura, la corsa cromatografica consente una buona separazione
dei picchi, e I’ordine di eluizione ¢ funzione del peso molecolare dei composti, come

aspettato.
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Analogamente & stata preparata una soluzione contenente 10 ng pl” di levoglucosano.
Poich¢ il levoglucosano ¢ un composto polare, prima dell’iniezione ¢ stato

derivatizzato, come decritto in dettaglio nella parte di Materiali e Metodi (pag. 26).

100000 levoglucosano
mannosano
S0000

£0000 m
70000 {

|
S00004
—
40000 | ’

30000 | galactosano
wiI

! T 1 L 1 ' '
1£MN 1= 1Ren e ”7m 1”7 7, 17en

Figura 12 Cromatogramma GC-MS in modalita SIM di una soluzione contenente una miscela di Levoglucosan
(10 ng pl-1).

Il cromatogramma registrato e mostrato in Figura 12, presenta tre picchi. I primi due
picchi corrispondono agli isomeri del levoglucosano presenti nella soluzione standard,
ma che non verranno utilizzati in questa tesi. La presenza del picco caratterizzato da una
buona efficienza, dimostra comunque che la derivatizzazione ¢ stata eseguita con

SucCCe€sso.
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In Figura 13 ¢ invece riportato il cromatogramma ottenuto iniettando una soluzione
contenente 10 ng pl' di FeSt. Anche in questo caso i picchi mostrano una buona
separazione ¢ la derivatizzazione (vedi Materiali e Metodi) ¢ stata eseguita

opportunamente.

epicoprostanolo

coprostanolo colesterolo

stigmastanolo

B-sitosterolo

‘ - - - — T —

R R T S T T e e

Figura 13 Cromatogramma GC-MS in modalita SIM di una soluzione contenente una miscela di FeSt (10 ng
ul-1).

Come appare evidente dallo schema mostrato in Figura 10, il passaggio che richiede una
piu attenta valutazione, in quanto non vi sono indicazioni disponibili in letteratura, ¢
quello legato al frazionamento degli analiti mediante colonnine in silice. Per queste
ragioni, sono state valutate le condizioni (tipo di solvente e volumi) ottimali per

separare le tre diverse classi di composti, sfruttando il loro diverso grado di polarita.

A questo scopo, IPA, levoglucosano e steroli fecali, vengono aggiunti in quantita note
(100 ng assoluti per ogni composto) in testa alla cartuccia e vengono fatti eluire con
diversi solventi. Inizialmente viene fatta eluire una miscela ESA:DCM 1:1 e vengono
raccolte tre aliquote da 15 ml ciascuna. Dopo il frazionamento sono stati aggiunti 100

ng assoluti di °C fenantrene, *C colesterolo e *C levoglucosano come standard di
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recupero per gli IPA, gli steroli e il levoglucosano, rispettivamente. Le tre aliquote,
analizzate hanno mostrato che gli IPA escono nella prima frazione di 15 ml, (Figura
14), mentre sia levoglucosano che gli steroli, a causa della loro maggiore polarita, non

vengono eluiti con la miscela di ESA:DCM.

IPA
120%
100%
80%
60%

20% O1PA
20%
0%
15ml ESA:DCM 15ml ESA:DCM 15ml ESA:DCM
FRAZIONI

Figura 14 Quantita di IIPA eluita in funzione dei volumi di eluizione.

Al fine di stabilire le condizioni di eluizione degli steroli, ¢ stato utilizzato un solvente
piu polare per eluire la seconda frazione. In questo caso sono state fatte eluire tre
aliquote da 15 ml di DCM.

I risultati mostrano che per far eluire completamente gli steroli € necessario un volume
di almeno 30 ml di DCM. Tale volume ¢ stato sovradimensionato ed ¢ stato scelto di

usare 40 ml di DCM. (Figura 15).
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STEROLI

80%
70%
60%
50%
40%
30% OSTEROLI
20%
10%

0%

1
15ml ESA:DCM 15 ml DCM 15 ml DCM 15 m| DCM |

FRAZIONI |

Figura 15 Quantita di Steroli eluita in funzione dei volumi di eluizione.

Anche in questo caso, 1’analisi del levoglucosano ha mostrato che esso non viene eluito

nelle frazioni di DCM.

Per eluire il levoglucosano ¢ stato scelto come solvente I’ACN, piu polare del DCM.

Dalle analisi GC-MS ¢ stato valutato che un volume di 30 ml ACN ¢ adeguato per

eluire completamente il levoglucosano (Figura 16).

LVG

70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

OLwvG

15ml ESA:DCM| 40 m| DCM 15 ml ACN 15 ml ACN 15 ml ACN |

FRAZIONI |

Figura 16 Quantita di levoglucosano eluita in funzione dei volumi di eluizione.
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In Tabella 4 vengono riportati 1 solventi scelti per 1’estrazione di ogni analita e il

volume ottimizzato. Queste condizioni saranno impiegate negli studi successivi.

Tabella 4 solventi e rispettive quantita scelti per il frazionamento degli analiti.

ANALITA SOLVENTE QUANTITA’(ml)
IPA ESA:DCM 15ml
STEROLI DCM 40ml
LEVOGLUCOSAN ACN 30ml

Per quanto riguarda 1’estrazione, sulla base dei metodi proposti in letteratura [48-54], ¢
stato scelto di utilizzare il PLE come tecnica di estrazione e una miscela di
DCM:MeOH 9:1, capace di estrarre tutti le classi di composti di interesse. I parametri
della tecnica impiegati per 1’estrazione sono riportati nella sezione Materiali e Metodi. 11
metodo proposto e schematizzato in Figura 10 ¢ stato testato su alcuni campioni di
prova e ne sono state valutate le performance analitiche. Tali campioni di prova erano
costituiti da sedimenti prelevati lungo il fiume Sile che presentavano un contenuto di
materia organica di circa 8-10%. Anche se non sono state condotte misure
granulometriche sul campione, il contenuto di materia organica (simile a quello dei
campioni del lago Vittoria sul quale si vuole applicare il metodo) pud dare delle
indicazioni sull’effetto apportato da una matrice reale sulle performance del metodo
analitico proposto.

I campioni di sedimento fluviale sono stati seccati a peso costante, macinati e fortificati

con un 100 ng di fenantrene ("°C), colesterolo('’Cs) e levoglucosano (**C) marcati °C.
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Il sedimento ¢ stato quindi invecchiato per 24 ore, al fine di lasciare che si stabilissero
delle interazioni tra il sedimento e i composti studiati. Successivamente sono stati
aggiunti acenaftilene ("°C), colesterolo (**C3) e mannosano (*>C), come standard interni
per il fenantrene (**C), il colesterolo (**Cs) e levoglucosano (**C), rispettivamente. I
campioni di sedimento sono stati quindi estratti, purificati e analizzati in triplicato,

seguendo il metodo schematizzato in Figura 10.
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Tabella 5 Risultati in percentuale delle prove dell'effetto matrice.

Be Bc Be
PROVE IPA STEROLI LVG
PROVA 1 98,5% 97,0% 94,0%
PROVA 2 96,0% 97,7% 95,0%
PROVA 3 98,0% 96,9% 95,0%

Come mostrato dai risultati riportati in Tabella 5, 1 recuperi dei composti di interesse
sono molto vicini al valore aspettato (100%), suggerendo che I’estrazione mediante PLE
utilizzando DCM:MeOH 9:1 ha una elevata accuratezza rispetto a tutti gli analiti

indagati. Inoltre le tre repliche indicano una piccola variabilita.

Per il calcolo della precisone, avendo un quantitativo di sedimento limitato e non
essendo possibile fare pit misurazioni con lo stesso campione, ci si € serviti dello stesso
sedimento usato per le prove di effetto matrice. In questo caso, poiché nel sedimento i
composti nativi di interesse erano gia presenti nel campione, gli standard marcati sono
stati utilizzati per la quantificazione dei composti nativi. In questo modo non ¢ possibile
stabilire un valore di recupero, ma la determinazione della precisione e del limite di
rilevabilita ¢ piu congruente con le quantita di analita che ci si aspetta di determinare in
un campione reale. Queste analisi sono state eseguite in triplicato e la precisone ¢ stata
calcolata con la formula riportata nel capitolo precedente. I risultati ottenuti sono
riassunti in Tabella 6. Come si osserva dalla Tabella, la precisione del metodo varia da 9

a 18% a seconda degli analiti considerati. I valori di precisione danno un’indicazione
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della riproducibilita del metodo. Nell’applicazione del metodo tali valori di precisione

verranno utilizzati per stabilire la variabilita delle concentrazioni di analiti che saranno

determinate nei campioni di sedimento del lago Vittoria.

Per il calcolo dei limiti di rilevabilita e quantificazione sono stati analizzati 1 bianchi

procedurali. Attraverso I’analisi del bianco, lo strumento rivela un segnale di fondo che

tiene conto dell’ambiente, dei reagenti e della strumentazione che ¢ stata impiegata in

tutti 1 passaggi individuati nel metodo. I risultati di LOD e LOQ quindi, permettono di

capire se il segnale di un campione, rilevato dallo strumento, ¢ significativamente

diverso dal background ambientale.

LOD e LOQ sono stati definiti nella parte Materiali ¢ Metodi e 1 valori ottenuti sono

riportati in Tabella 6.

Tabella 6 valori di precisione, LOD e LOQ.

PRECISIONE LOD LOQ
PAH 9-16% 0 ng.ass 25 ng.ass
LEVOGLUCOSANO 13-16% 5 ng.ass 70 ng.ass
STEROLI 12-18% 20 ng.ass 50 ng.ass
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Discussione dei risultati

Ricostruzioni paleoambientali nel lago Vittoria.

Il metodo riportato e discusso nella sezione precedente ¢ stato impiegato per la
determinazione di IPA, levoglucosano e dei principali steroli fecali (coprostanolo e
stigmastanolo) nei 19 campioni di sedimento del lago Vittoria. Sulla base del age
model, proposto [87] e discusso in precedenza (vedi pag. 30), tali campioni ricoprono
un intervallo temporale stimato tra i 1240 e i 2150 anni BP. Ogni campione che
corrisponde ad un intervallo di profondita di 1 cm ¢ rappresentativo di un intervallo
temporale di 5 anni. Le concentrazioni dei diversi biomarcatori sono state normalizzate
per la quantita di sedimento estratto (peso secco). Va sottolineato che, generalmente,
nelle ricostruzioni paleoambientali non vengono riportate le concentrazioni dei proxy
considerati, bensi 1 loro flussi [94,95]. In questo modo ¢ possibile tener conto delle
possibili differenze nel tasso di sedimentazione. Tuttavia, considerando che, sulla base
degli elementi a disposizione ¢ delle incertezze associate all’age model, il tasso di
sedimentazione ¢ stato assunto costante, gli andamenti delle concentrazioni e dei
corrispondenti flussi non differiscono (a meno di un fattore moltiplicativo), e pertanto
non influiscono sulle considerazioni paleoambientali che verranno discusse di seguito.
In questa tesi, nei grafici che seguiranno, verranno riportati i valori di concentrazione,
che riteniamo piu affidabili e utili per un confronto diretto con altri campioni
ambientali. Va comunque osservato che le incertezze associate all’age model non
influiscono sul sincronismo tra gli andamenti dei biomarcatori considerati, in quanto

questi ultimi sono stati determinati nel medesimo campione. Nelle Tabelle 7 ¢ 8 sono
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riportate le concentrazioni dei biomarcatori considerati, sottratti del valore del bianco

procedurale
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Tabella 7 concentrazioni dei biomarcatori considerati, sottratti del valore del bianco procedurale.

Depth (cm) Naftalene Acenaftilene Acenaftene Fluorene Fenantrene Antracene Fluorantene Pirene
(ngg"

0,5 236,2 40,5 165,5 253,0 564,8 115,8 323,8 136,3
4,5 249,1 71,0 378,4 380,0 494.,0 28,3 120,6 45,3
6,5 313,5 47,5 195,6 154,5 314,2 18,5 95,4 31,8
8,5 3939 90,6 462,7 234,5 482,8 22,2 85,0 24,9
10,5 314,7 65,5 266,9 415,6 1063,9 56,1 218,5 94,2
12,5 368,1 83,6 481,4 270,6 554,0 31,8 155,4 52,4
14,5 756,5 110,0 678,0 1063,0 592.,4 21,3 161,9 61,5
16,5 369,5 104,4 499,5 497,3 555,9 26,9 139,8 65,2
20,5 186,3 55,1 195,4 229,5 268,7 54,3 123,9 39,1
22,5 232,5 59,1 373,4 171,3 356,3 15,8 47,5 15,9
28,5 86,2 48,8 258,1 285,1 279,2 50,6 139,4 43,9
30,5 179,2 81,1 427,5 541,0 471,7 59,7 153,1 48,7
32,5 300,4 74,7 467,1 440,0 536,4 41,6 156,3 50,4
34,5 2749 36,6 2572 238,3 336,3 10,2 63,7 24,9
36,5 285,9 56,9 271,6 259,1 382,6 37,2 151,0 45,7
38,5 127,2 56,8 295,8 330,5 345,9 42,6 138,7 44,7
40,5 267,6 36,9 226,2 149,6 210,5 15,7 45,6 16,6
42,5 195,5 64,8 417,7 486,0 473,0 43,8 139,3 43,5
44,5 141,3 73,7 469,0 502,9 447.9 68,8 125,2 37,9
Media 277,8 66,2 357,2 363,2 459,8 40,1 136,0 48,6
o 143,4 21,1 135,2 210,5 185,2 24,9 62,4 27,9
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Tabella 8 concentrazioni dei biomarcatori considerati, sottratti del valore del bianco procedurale.

Depth (cm) | Benzo(a)Antracene | Crisene Retene 2IPA Coprostanol | Stigmastanol Levoglucosan
(ngg")

0,5 9,3 37,1 7,0 1889,8 132,0 13323 238,3
4,5 8,4 25,5 32,9 1838,0 254,0 1391,7 380,7
6,5 4,8 7,0 6,5 1195,8 101,8 1280,0 368,0
8,5 8,0 5,1 18,3 1836,6 4372 1566,4 419,8
10,5 19,6 132,9 31,4 2689,8 571,6 1883,6 377,3
12,5 12,5 27,5 11,1 2061,0 328,0 1448,0 3294
14,5 18,7 34,5 29,5 3541,8 207,6 1782,2 720,6
16,5 7,0 168,2 36,5 2486,7 187,7 1637,1 574,7
20,5 11,4 82,7 1,6 1268,6 235.9 1420,9 5254
22,5 27,7 20,5 4,2 1346,6 131,8 1207,9 343,4
28,5 26,0 50,4 3,9 1300,1 123,4 1118,5 193,0
30,5 31,5 56,1 3,8 2089,8 224.,4 973,1 103,5
32,5 14,6 44,4 4,2 2162,6 231,2 963,4 673,9
34,5 2,4 2234 4,7 1507,0 3343 1340,0 485,1
36,5 21,3 50,6 3,3 1601,7 115,5 1105.,4 438,7
38,5 20,5 49,2 4,0 1494,5 129,0 938,7 565,2
40,5 4,9 16,5 2,1 1032,6 90,2 885,8 278,6
42,5 19,1 47,7 3,0 1975,9 193,3 2025,3 318,0
44,5 22,3 42,6 2,0 1978,0 147,6 1236,4 384,8
Media 15,3 59,0 11,1 1857,7 219,8 1344,0 406,2
o] 8,5 56,7 12,1 601,0 124,5 324,9 157,8
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Attivita degli incendi

Come spiegato in precedenza, sia IPA, che in questa prima valutazione saranno riportati
come somma complessiva (ZIPA), sia il levoglucosano (LVG) sono proxy di eventi
incendiari. Il confronto tra gli andamenti degli IPA e del levoglucosano nei sedimenti
del lago Vittoria nell’arco temporale compreso tra 1250-2125 anni BP ¢ riportato in
Figura 17.

Nel caso degli IPA, si osserva un generale incremento della concentrazione e quindi
dell’attivita incendiaria, nel periodo che va da 1350 a 1550 anni BP, con un massimo
attorno ai 1500 anni BP. Un’attivita incendiaria meno intensa e temporalmente piu
breve ¢ inoltre evidente a circa 1900 anni BP e a 2100 anni BP. I valori di £IPA in
questi ultimi due periodi differiscono statisticamente dai valori di background, che sono
stati considerati come una deviazione standard aggiunta al valor medio di tutti i punti
(vedi Tabelle 7 e 8).

L’andamento delle concentrazioni di levoglucosano risulta invece maggiormente affetto
da un errore procedurale. Tuttavia, i valori di concentrazione di levoglucosano nel
periodo 1350-1550 anni BP risultano significativamente piu elevati del background,
cosi come nel periodo 1800-2050 anni BP. Le concentrazioni di levoglucosano in questi

due periodo risultano tuttavia simili, differentemente da quanto osservato nel caso degli

IPA.
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Figura 17 Andamenti dell’attivita incendiaria ricostruita nei sedimenti del lago Vittoria.

Gli andamenti mostrati in Figura 17, quindi, indicano una maggiore intensita del
segnale incendiario nei periodi 1350-1550 anni BP e 1800-2050 anni BP. Tale segnale ¢
ragionevolmente attribuibile a combustioni da biomassa in quanto il levoglucosano ¢ un
tracciante specifico di tali processi. La differenza delle intensita dei segnali, invece,

potrebbe essere dovuta sia ad una diversa sorgente del segnale, sia ad un diverso tipo di
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trasporto. Gli IPA, infatti possono essere prodotti in seguito ad attivita vulcanica [96],
Anche se, al meglio della nostra conoscenza, nel periodo indagato non sono state
riportate evidenze di un’attivita vulcanica.

Considerando che sia il levoglucosano che gli IPA individuano gli stessi periodi di
attivita incendiaria e considerando che le concentrazioni di quest’ultimi presentano una
minore varianza, si ¢ deciso di prendere in considerazione I’andamento degli IPA nei

confronti successivi come rappresentativo dell’attivita incendiaria.

Attivita incendiaria locale o regionale?

Per capire se il segnale dell’attivita incendiaria osservato avesse carattere locale o fosse
legato ad un trasporto su piu ampia scala, gli andamenti delle concentrazioni di IPA
sono state confrontante con le attivita incendiarie ricostruite sulla base dei flussi di
charcoal in altri laghi dell’ Africa orientale, situati lungo la Rift Valley: il lago Masoko
e il lago Katinda (Figura.18).

Il lago Masoko (770 m s.l.m.) si trova in Tanzania, la sua profondita raggiunge i 39 m
per un diametro di 700 m. Il bacino del lago ricopre una superficie di 0.5 km? [97]. 1l
lago Katinda (1024 m s.l.m.) si trova appena a sud dell'equatore, nella parte occidentale
dell’Uganda. Ha una superficie di circa 50 ettari e una profondita massima di soli 18 m
[98].

Nonostante questi due laghi abbiano dimensioni molto ridotte se confrontati con il lago
Vittoria, trovandosi tutti nella Rift Valley potrebbero comunque fornire indicazioni sulle

attivita incendiarie dell’intera area e quindi confermare o meno i dati da noi ottenuti.

55



Figura 18 Cartina geografica comprendente lago Vittoria, lago Katinda e lago Masoko.
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In Figura 19 sono riportati gli andamenti del flusso di charcoal del lago Katinda e
Masoko, e le concentrazioni di IPA registrate nel lago Victoria. Nel lago Katinda, sono
riconoscibili due periodi caratterizzati da una maggiore attivita incendiaria che
presentano un massimo piu marcato intorno a 1700 anni BP e un altro a circa 2050 anni
BP di minore intensita.

L’analisi dei flussi di charcoal nel lago Masoko mostra invece un aumento dell’attivita
incendiaria intorno a 1500 anni BP.

Paragonando i tre grafici, possiamo notare che, come per il lago Vittoria, anche nel
lagoMasoko c¢’¢ un incremento dell’attivita incendiaria intorno ai 1500 anni BP, mentre
il picco intorno ai 1900 anni BP che mostra il grafico riferito al lago Vittoria, nello
studio del lago Masoko non sembra essere particolarmente marcato.

Se prendiamo in considerazione, invece, lo studio dei sedimenti del lago Katinda e lo
confrontiamo con quello del lago Vittoria, non vediamo questa corrispondenza. Tuttavia
anche I’andamento del charcoal nel lago Katinda mostra due picchi periodi di intensa
attivita incendiaria. In quest’ultimo caso, ¢ interessante osservare che i due periodi
osservati nel lago Katinda anticipano gli eventi del lago Victoria di circa 150 anni. E
che la distanza tra i due picchi in entrambi i casi € di circa 350 anni.

I dati forniti dallo studio sul lago Masoko sembrano suggerire che gli eventi incendiari
osservati 1500 anni fa siano di carattere regionale, mentre per quanto riguardagli eventi
di combustione avvenuti nel periodo precedente il segnale sembra essere locale
piuttosto che regionale. La mancata corrispondenza dell’andamento mostrato dallo
studio dei sedimenti del lago Katinda rispetto agli altri due potrebbe essere attribuita ad
un diverso tipo di trasporto o ad un carattere locale del segnale. Tuttavia, non ¢ da

escludere I’ipotesi di un errore nella datazione che spiegherebbe I’anticipo degli eventi
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incendiari nel lago Katinda di circa 150 anni. Un’altra possibile spiegazione puo essere
legata ad una diversa circolazione locale delle masse d’aria e quindi del segnale degli
incendi osservato nei sedimenti. In ogni caso, sembra plausibile ipotizzare che un
aumento marcato e generalizzato dell’attivita incendiaria abbia interessato I’africa

orientale per un periodo di circa 200 anni circa 1500-1600 anni BP.
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Figura 19 Andamenti dell’attivita incendiaria ricostruita da sedimenti dei laghi Katinda, Vittoria e Masoko.
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Attivita incendiaria e vegetazione

La Figura 20 mostra il confronto tra quattro grafici: i primi due si riferiscono
all’andamento percentuale del polline di piante arboree ricostruiti dalle analisi
palinologiche effettuate nei sedimenti del lago Katinda e lago Masoko. Questi due
grafici mostrano un andamento simile e sono caratterizzate da una diminuzione di
polline proveniente da piante arboree. Nel primo caso, questa diminuzione comprende
un periodo che va piu o meno da 1300 anni fa a 1600 anni fa. Nel secondo caso, invece,
la diminuzione ¢ pill marcata intorno ai 1500 anni fa. E interessante comunque
osservare che queste diminuzioni corrispondono ad un incremento dell’attivita
incendiaria.

In Figura 20 ¢ anche riportato I’andamento della concentrazione di retene nei sedimenti
del lago Vittoria. In questo caso, si osserva un generale seppur altalenante aumento
della concentrazione di retene da un periodo che va piu o meno da 1250 anni fa a 1600
anni fa.

Nonostante gli IPA generalmente non siano usati come marcatori specifici, in quanto
provenienti da qualsiasi evento di combustione (anche in seguito ad attivta vulcanica), il
retene ¢ stato ampiamente proposto come biomarker per la combustione di legno di
conifere [30-33].

Tale idrocarburo, infatti, si forma a partire dall’ acido abietico e dall’acido primarico
presenti nel legno, durante il processo di combustione [33-35]. La presenza del retene
dovuto a questo tipo di processi ¢ giustificata dalla presenza di diversi esemplari di
conifere tra cui Podocarpus [65]e Juniperus procera|74] nella regione dei grandi laghi

in Africa, sia ai giorni nostri che nel periodo studiato.
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Se confrontiamo gli ultimi due grafici, vediamo che il retene mostra un aumento della
concentrazione solo in corrispondenza di uno dei due picchi presenti nel grafico degli
IPA, quello datato intorno ai 1500 anni BP. Possiamo quindi dedurre che, dei due eventi
di combustione mostrati nel quarto grafico solamente in uno, quello corrispondente al
retene, la combustione di conifere abbia contribuito marcatamente.

L’andamento del retene nel lago Victoria ¢ apparentemente in contraddizione con le
osservazioni palinologiche, in quanto un aumento della combustione del legno di
conifera sembra incidere maggiormente nei fenomeni di combustione in un periodo
dove 1 pollini di piante arboree suggeriscono invece una diminuzione di questo tipo di
vegetazione. Una possibile interpretazione a questa apparente incongruenza verra

discussa in seguito.
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Figura 20 Confronto andamenti % polline nei laghi KAtinda e Masoko con concentrazione di retene e

IPA nel lago Vittoria.
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Attivita incendiaria e attivita antropica

Poiché la presenza umana potrebbe aver influito sull’attivita incendiaria, in questo
paragrafo verra discussa la possibile relazione tra questi due aspetti.
In Figura 21 ¢ riportato il confronto tra I’andamento della concentrazione del

coprostanolo e di IPA e del retene.
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Figura 21 Confronto concentrazione coprostanolo, IPA e retene nel lago Vittoria.

L’andamento del coprostanolo mostra due massimi, uno intorno a 1950 anni BP e uno

piu marcato corrispondente a circa 1400 anni fa. Notiamo che il massimo aumento di
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coprostanolo, che si verifica intorno ai 1400 anni fa, risulta leggermente piu recente
rispetto al massimo della concentrazione di IPA e dall’inizio dell’aumento di retene.

E stato usato il coprostanolo perché, come gia spiegato, ¢ un biomarcatore specifico di
attivita antropiche in quanto costituisce circa il 60% del totale degli steroli presenti
nelle feci umane [43].

Come riportato nella sezione introduttiva di questa tesi, il periodo storico che abbiamo
preso in considerazione corrisponde a quello che gli archeologi definiscono come la
prima Eta del Ferro [78] periodo che ¢ stato caratterizzato dalle migrazioni delle
popolazioni Bantu.

Le presunte vie di espansione dei popoli di lingua bantu sono state tracciate dagli
archeologi e se ne riconoscono due principali. La prima parte dalle regioni dell’africa
occidentale, attraverso la foresta equatoriale fino ad arrivare alla regione dei grandi

laghi ad est, per procedere poi verso il Botswana. La seconda dalle foreste a ovest si

sposta verso sud, lungo la costa occidentale; come schematizzato in Figura 22.
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Figura 22 Migrazioni popolazioni Bantu.

E presumibile che le popolazioni di lingua Bantu abbiano introdotto, attraverso le loro
migrazioni, l'agricoltura e la metallurgia e di conseguenza lo sviluppo di villaggi
semipermanenti, in luoghi prima caratterizzati dalla presenza di popolazioni di soli
raccoglitori, pastori e cacciatori-raccoglitori. L'opinione piu diffusa ¢ che la pastorizia si
diffuse nella regione dei Grandi Laghi circa 2000 anni fa a partire dalle migrazioni dal
nucleo originale di Bantu [99].

Queste notizie storiche possono aiutarci a spiegare [’andamento del segnale del
coprostanolo osservato nel lago Victoria (vedi Figura 20). E’ possibile, infatti, che il
periodo caratterizzato da un’intensa attivita incendiaria, intorno a 1500 anni BP, sia

avvenuto per cause antropiche, forse proprio ad opera di queste popolazioni di lingua
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bantu, che per insediarsi e favorire le pratiche di agricoltura e allevamento hanno
incendiato parte di foresta. Non ¢ comunque da escludere I’ipotesi che 1I’aumento
dell’attivita incendiaria abbia favorito I’apertura di nuovi spazi ed abbia a sua volta
favorito un incremento degli insediamenti umani. In ogni caso, dopo 1’occupazione di
questi luoghi, la popolazione, avendo trovato condizioni favorevoli, ha cominciato a
crescere. Il successivo calo della concentrazione di coprostanolo ¢ ricollegabile a una
diminuzione della popolazione. Questo potrebbe essere avvenuto perché, come in ogni
dinamica di popolazione, raggiunto un massimo, la popolazione comincia una
decrescita. Un’altra spiegazione potrebbe essere data dal ricominciare di altre
migrazioni, le cui cause potrebbero essere di altra natura.

Nonostante sia una spiegazione plausibile quella di interpretare 1’aumento della
concentrazione degli IPA e del retene come conseguenza di un’attivita antropica atta a
rendere il territorio piu idoneo a pratiche come agricoltura ed allevamento, possono
essere formulate altre ipotesi. Come abbiamo precedentemente riportato, il periodo che
andiamo ad indagare, corrisponde a quella che gli archeologi definiscono come Eta del
Ferro, che si divide in: prima eta del ferro (EIA) e tarda eta del Ferro (LIA) che
solitamente prende in considerazione 1 primi agricoltori facenti uso di utensili di ferro
[78]. Va osservato che il ferro non ¢ un metallo facile da lavorare in quanto richiede
temperature piuttosto elevate per essere forgiato (1400°C) [100], di forni
opportunamente costruiti ¢ di combustibile capace di garantire un elevato potere
calorifero.

Come mostrato nella Figura 23, le conifere sono tra le piante che presentano un potere
calorifero piu elevato. Pertanto, lo sviluppo dell’attivita di lavorazione del ferro avrebbe

richiesto necessariamente 1’utilizzo di legname energetico ed il legno di conifera
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sarebbe stata la soluzione piu favorevole. Questa suggestiva ipotesi potrebbe spiegare
perché, a fronte di una diminuzione di incendi in generale, la combustione del legno di
conifera non segua lo stesso andamento. Sembra quindi plausibile differenziare la
tipologia degli incendi sulla base dei marcatori molecolari utilizzati in relazione alle
necessita delle popolazioni locali, che non dovevano essere finalizzate alla sola
agricoltura e pastorizia, ma anche, o forse soprattutto, per la produzione di utensili

ferrosi.
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Figura 23 Potere calorifero piante arboree.

Ulteriori informazioni sulle attivitd antropiche legate alla pastorizia posso essere

ottenute dallo studio degli andamenti dello stigmastanolo, un proxy molecolare della
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presenza di ruminanti, analogo al coprostanolo, ed ¢ prodotto nell’intestino di questi
animali tramite la bioidrogenazione del sitosterolo e dello stigmasterolo [43].

In Figura 24 ¢ riportato I’andamento delle concentrazioni di stigmastanolo, e
coprostanolo per confronto. In questo caso, I’errore associato al dato ¢ troppo elevato
per poter affermare che ci siano variazioni considerevoli nella concentrazione di
stigmastanolo nel corso degli anni. Questa circostanza mette in evidenza 1’importanza
dell’impiego di un metodo analiticamente solido che previene la formulazione di
conclusioni eventualmente scorrette, giustificando ulteriormente lo sforzo speso in
questa tesi per la messa a punto e validazione del metodo analitico. Da un punto di vista
ambientale, va osservato che le concentrazioni relativamente alte di stigmastanolo
potrebbero essere comunque spiegate da un’elevata presenza di ruminanti appartenenti
alla fauna selvatica locale, il cui contributo potrebbe essere ragionevolmente molto piu
importante rispetto alle attivita di allevamento nella regione. In ogni caso, sulla base dei
risultati ottenuti, sarebbe estremamente speculativo e azzardato proporre altri tipi di

interpretazione.
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Figura 24 Confronto concentrazioni coprotanolo e stigmastanolo nel lago Vittoria.
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Incendi e attivita antropica. Considerazioni su uno studio analogo

In Figura 25 e nei paragrafi precedenti, abbiamo messo in relazione I’incremento
dell’attivita incendiaria (XIPA) e la presenza antropica, osservando come all’aumento
dell’attivita degli incendi seguisse un periodo corrispondente ad un incremento del
segnale di coprostanolo, attribuibile ad un aumento demografico locale, circa 100-150
anni piu tardi. Questi andamenti hanno suggerito che, anche se la discriminazione tra un
incendio di origine naturale e antropica rimane difficile da stabilire con certezza, puo
esistere una possibile relazione di consequenzialita tra le due tipologie di eventi. Infatti,
I’incremento dell’attivita degli incendi, naturali o antropici che fossero, devono aver
creato le condizioni favorevoli allo sviluppo di piti complessi insediamenti umani. E
interessante osservare che questo tipo di consequenzialita ¢ gia stato osservato in
precedenza. Si osservi, infatti, gli andamenti di levoglucosano e coprostanolo mostrati
in Figura 25 1 quali si riferiscono ad uno studio recentemente condotto utilizzando i
sedimenti raccolti dal Lago Trasimeno (Italia) [101]. Come si osserva dalla figura, in
questa regione dell’Italia centrale il periodo compreso tra i 3000 ei 2260 anni BP ¢
caratterizzato da una intensa attivita incendiaria. Ed ¢ interessante osservare che un
successivo ed evidente aumento del segnale di coprostanolo viene registrato circa 150-
200 anni piu tardi. Le analogie con il Lago Victoria sono evidenti e sembrano suggerire,
una forte e ragionevole consequenzialita tra gli eventi incendiari € un incremento

demografico locale nei primi insediamenti antropici, almeno in questi due casi.
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Figura 25 Confronto concentrazione levoglucosano e coprostanolo nel lago Trasimeno.
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Conclusioni

Una delle principali sfide scientifiche ancora aperte in campo paleo-ambientale ¢ quella
di stabilire il contributo antropico e naturale degli eventi incendiari. Le difficolta legate
alla distinzione di questi due contributi ¢ principalmente legata alla difficolta di
sincronizzare I’attivita incendiaria e 1’eventuale presenza antropica in uno stesso
archivio ambientale. A questo proposito i metodi multi-proxy che si basano sulla
determinazione di marcatori molecolari, specifici di tali eventi, in carote di sedimenti
lacustri, stanno suscitando un crescente interesse in ambito paleo ambientale. Tuttavia,
1 metodi chimico-analitici proposti in letteratura sono spesso lacunosi € non sempre
adeguati all’analisi di diverse classi di composti in uno stesso campione di sedimento.
Le principali difficolta sono spesso legate all’indisponibilita di grandi quantita di
materiale sul quale ¢ possibile applicare metodi analitici che prevedono diverse
metodiche pre-analitiche ed analitiche. In questa tesi, ¢ stato inizialmente sviluppato un
metodo analitico che potesse analizzare in uno stesso campione di sedimento (0.5-2 g
peso secco) alcune classi di composti quali IPA, levoglucosano e alcuni steroli fecali,
quali coprostanolo e stigmastanolo. Tali composti, infatti, sono marcatori di
combustioni da biomassa (specifici nel caso del levoglucosano) e della presenza
antropica (coprostanolo) e della pastorizia (stigmastanolo). Le performance del metodo
sono state valutate su un campione di sedimento fluviale di prova che, anche se presenta
una tessitura diversa dai campioni che ci si prefiggeva di analizzare, presentava
comunque un contenuto di materia organica simile. Il metodo proposto ¢ stato
principalmente valutato in termini di precisione e limiti di rilevabilita, che sono i

parametri piu critici nelle ricostruzioni paleo ambientali.



Il metodo ¢ stato quindi applicato a dei campioni di sedimento lacustre provenienti dal
lago Vittoria (Africa Orientale) e che comprendevano un intervallo temporale compreso
tra 1 1200 e 1 2200 anni fa. In questo sito, tale periodo corrisponde allo sviluppo delle
attivita antropiche legate alla lavorazione del ferro e alle migrazione del popolo Bantu.
La ricostruzione delle attivita incendiarie ha mostrato che, seppur con qualche leggera
differenza, tale periodo ¢ contraddistinto da due periodi di maggiore attivita incendiaria
tra 1 1350 a 1550 anni fa e tra 1 1900 e 2100 anni fa. Tale risultato ¢ particolarmente
significativo, in quanto le analisi di due diversi marcatori molecolari forniscono le
stesse indicazioni. Gli andamenti degli incendi sono stati inoltre confrontati con il
record del charcoal registrato in altri archivi lacustri limitrofi. Tale confronto ha
mostrato un’interessante corrispondenza tra il segnale degli incendi nel lago Victoria e
quello del charcoal nel lago Masoko, suggerendo una piu regionale estensione del
fenomeno.

Altrettanto significativo ¢ risultato il confronto tra la ricostruzione dell’attivita
incendiaria e la presenza antropica. Infatti, diversamente da quando aspettato,
I’incremento dell’attivita incendiaria sembra anticipare lo sviluppo antropico. Tale
circostanza puo essere spiegata considerando che una maggiore deforestazione possa
portare a piu favorevoli condizioni per lo sviluppo antropico, ma non necessariamente
I’incremento dell’attivita incendiaria ha cause antropiche. Anche se un analogo pattern ¢
gia stato osservato nei sedimenti del lago Trasimeno (Italia) nel periodo romano, queste
considerazioni rimangono circostanziali.

Ulteriori indicazioni sulla possibile causa antropica del piu recente periodo incendiario
osservato in questo record, sono state invece ottenute dall’analisi di un particolare IPA,

il retene. Tale idrocarburo, infatti, ¢ specifico della combustione di particolari legni di
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conifere. L’andamento di questo idrocarburo ¢ particolarmente interessante. Esso infatti
non segue il trend della somma degli IPA, ma aumenta improvvisamente € rimane a
valori elevati anche dopo la diminuzione del picco di attivita incendiaria a circa 1500
anni fa. A fronte di una diminuzione di intensita o frequenza di incendi in questo
periodo, vi ¢ stata una selettiva combustione di legno di conifera. Tale circostanza ¢
stata messa in relazione con 1’inizio e il proseguo delle prime attivita umane legate alla
lavorazione del ferro, dove una maggiore quantita di calore e richiesta, ed ¢ ragionevole
pensare che tale energia venisse ricavata dalla combustione di legni con un piu elevato
potere calorifero, quali le conifere.

La ricostruzione delle attivita di allevamento e pastorizia, benché note da studi
archeologici non ha portato a nessun risultato, in quanto la variabilita del segnale
misurato era troppo elevata e non ¢ stato possibile stabilire differenze significative tra i
valori osservati. Tale circostanza potrebbe essere dovuta ad un elevato background
attribuibile alla fauna locale. In ogni caso, quest’ultimo risultato ha messo in evidenza
I’importanza della valutazione delle performance analitiche del metodo, senza le quali

non sarebbe stato possibile evidenziare quest’ultimo aspetto.
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