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Riassunto - La microestrazione in fase solida (SPME) ha conosciuto negli ultimi 30
anni un notevole sviluppo ed un largo impiego come alternativa alla preparazione tradi-
zionale del campione finalizzata alle analisi in tracce. Tuttavia non & ancora disponibile
un metodo normato specifico per I'analisi di IPA e PCB nelle acque superficiali e sot-
terranee mediante SPME-GC/MS. Attraverso la messa a punto delle condizioni speri-
mentali, & stato possibile estendere il campo di applicazione della norma UNI EN ISO
27108:2013, prevista per la determinazione di alcuni fitofarmaci, a 16 IPA e a 29 congeneri
di PCB (comprensivi dei 12 PCB “dioxin-like” e dei 6 PCB “marker”) verificandone le pre-
stazioni e I'idoneita al fine del monitoraggio dei corpi idrici superficiali e sotterranei, ai
sensi della direttiva 2013/39/UE. Questo metodo consente I'eliminazione quasi completa
dell'impiego di solventi ed un elevato grado di automazione, con unariduzione dei tempi
di analisi.

Parole Chiave: IPA, PCB, SPME, GC/MS/MS, monitoraggio delle acque

Application of SPME-GC-MS/MS to IPA and PCB determination in water: an
extension of the reference method scope.

Summary - In the last 30 years Solid Phase Microextraction (SPME) has been highly de-
veloped and widely applied in the field of analytical chemistry as an alternative method in
trace analysis. However it is not yet available a specific standard method for IPA and PCB
in surface and ground water by SPME-GC|MS. Optimizing experimental conditions, it was
possible to extend the scope of the standard UNI EN ISO 27108:2013 (method for pesticides
in water) to 16 PAHs and 29 PCBs congeners (including 12 PCB “dioxin-like” and 6 PCB
“marker”) in water, with a performance assessment and fitness for purpose verification for
surface and ground water monitoring, according to the water framework directive 201339/
UE. This method has the advantage of an almost complete elimination of organic solvents
and an high level of automation, with a reduction of analysis time.

Keywords: PAHs, PCBs, SPME, GC|MS|MS, water monitoring
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INTRODUZIONE

Sin dalla sua prima introduzione in-
torno alla fine degli anni ‘80 11, la tec-
nica della microestrazione in fase solida
(SPME) & stata ampiamente utilizzata in
molti campi come un approccio alternati-
vo alla preparazione tradizionale del cam-
pione per la rilevazione di composti orga-
nici in tracce. Mediante un rivestimento
polimerico su una fibra in silice fusa, im-
mersa opportunamente in un campione
termostatato e in continua agitazione, gli
analiti presenti possono essere adsorbiti o
assorbiti e successivamente desorbiti ter-
micamente in un iniettore gascromato-
grafico per la determinazione strumenta-
le (es. GC-MS, GC-MS/MS). Rispetto al-
la estrazione convenzionale dei campioni
(liquido/liquido) o estrazione in fase soli-
da (SPE), questa tecnica elimina in modo
quasi completo 'uso di solventi organici
ed e di piu semplice esecuzione in quan-
to automatizzabile, mantenendo al tempo
stesso una soddisfacente riproducibilita.
Si pud quindi affermare che tale tecnica
ha aperto un nuovo ambito di ricerca nel
campo delle tecniche separative, svilup-
pandosi nel corso degli ultimi anni sia in
ambito teorico che applicativo {2,3}. Con
il perfezionamento dei sistemi di auto-
mazione, e in particolare degli autocam-
pionatori, € stata fortemente migliorata
la ripetibilita del metodo e ridotta la ma-
nipolazione del campione, rendendo for-
temente attrattiva questa tecnica soprat-
tutto nei laboratori con numeri elevati di
campioni da analizzare.

Nell’'ambito delle attivita svolte dai
laboratori Arpat, e pill in generale dalla
rete nazionale dei laboratori del SNPA, la
necessita di processare un numero elevato
di campioni, provenienti da una fitta rete
di monitoraggio delle acque, ha reso op-
portuna 'applicazione di una tecnica, co-
me la microestrazione in fase solida, che
permette di favorire la produttivita del
laboratorio mantenendo contenuti i costi
e al contempo elevata la qualita del da-
to analitico. Tra le numerose sostanze da
monitorare, quelle individuate a livello
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Europeo come “prioritarie”, gli IPA sono
inquinanti ben noti per le loro proprieta
cancerogene e mutagene, e I'Unione Eu-
ropea (2013/39/UE) li ha classificati co-
me “pericolosi prioritari” (PP): cio rende
la loro determinazione nelle acque neces-
saria ai fini della classificazione dei corpi
idrici, con riguardo particolare per il ben-
zo[a]pirene, il cui standard di qualita am-
bientale e di 0,17 ng/L, livello di quanti-
ficazione che allo stato attuale non tutti i
laboratori sono in grado di garantire.

A tale scopo sono stati presi in esame
i metodi EPA 8272:2007 {4} per I'analisi
dell’acqua interstiziale dei sedimenti (se-
diment pore water) e la norma UNI EN
ISO 27108:2013 {51, per la determinazio-
ne dei fitofarmaci nelle acque. Entrambi i
metodi utilizzano la tecnica in esame, e in
particolare la UNI EN ISO 27108:2013
permette 'estensione del campo di appli-
cazione ad altre molecole oltre i fitofarma-
ci, purché venga effettuata una specifica
validazione. La scelta della norma cui fare
riferimento € ricaduta quindi sulla UNI
EN ISO 27108:2013, con lo scopo di ap-
plicarla alla determinazione di IPA e PCB
nelle acque superficiali e sotterranee in
campi di concentrazione adeguati alla ve-
rifica del rispetto degli standard di quali-
ta ambientale (SQA) e di altri limiti di ri-
ferimento previsti dalle normative vigen-
ti per queste matrici (D.Lgs. 172/2015,
D. Lgs. 152/2006, D.M. 6 luglio 2016).
E stata quindi redatta una procedura di
prova con estensione del campo di appli-
cazione della norma, originariamente pre-
visto per “agenti selezionati per il tratta-
mento delle piante e prodotti biocidi”, ta-
le estensione ¢ ammessa dalla stessa nor-
ma al punto 1 (“Scope. This method may
be applicable to other compounds not explicitly
covered by this International Standard or to
other types of water. However, it is necessary to
verify the applicability of this method for these
special cases”).

Attraverso 'esame dei dati di lettera-
tura per gli analiti di interesse determi-
nati con SPME e prove eseguite in labora-
torio, sono stati valutati in una fase preli-
minare numerosi parametri sperimentali,



come la temperatura di termostatazio-
ne e la durata dell'immersione della fi-
bra durante la fase di adsorbimento de-
gli analiti, i tempi di desorbimento della
fibra all’interno dell’iniettore, gli effetti
dell’aggiunta di NaCl al campione uti-
lizzato per favorire il trasferimento degli
analiti dall’acqua alla fase solida che rive-
ste la fibra, cosi come gli effetti di varia-
zione di spessore e natura chimica della
stessa, nonché il volume ottimale di cam-
pione da analizzare {6}.

Il metodo, di seguito descritto e va-
lidato in conformita alla norma UNI EN
ISO 17025:2018 attraverso la partecipa-
zione a circuiti interlaboratorio e l'ese-
cuzione di repliche su matrici fortificate
(acque superficiali e sotterranee) a diversi
livelli di concentrazione, € stato infine ap-
plicato all’analisi di acque da bonifica e al
monitoraggio dei corpi idrici superficiali
e sotterranei in Toscana ai fini della clas-
sificazione dello stato chimico, applican-
do la sopra citata normativa nazionale ed
europea.

MATERIALI E METODI
Standard e Reagenti

Gli Idrocarburi policiclici aromati-
ci nativi certificati (Tab.1) sono stati uti-
lizzati nella miscela commerciale “610
PAH solution” (02s5: Smart Solution), cia-
scuno in concentrazione pari a 100 mg/L,
mentre per i corrispondenti IPA deuterati
(Tab. 2), da utilizzare per la quantificazio-
ne con il metodo dello standard interno, &
stata utilizzata la miscela certificata com-
merciale “PAH-LCS-A” da 2000 ng/ml,
fornita da Wellington Laboratories.

I 29 congeneri di policlorobifenili so-
no stati utilizzati in miscela commerciale
“PCB Congener Solution 29-1” (Tab. 3),
10 mg/L fornita da O2si Smart Solution,
mentre i corrispondenti marcati (Tab.
4) sono utilizzati nelle miscele commer-
ciali PCB-DL (Dioxin Like) "C “P48-
W-ES-STK” e PCB-Marker “C “P48-
M-ES” entrambe fornite da Wellington
Laboratories.
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Tab. 1. Miscela nativi IPA “610 PAH So-
lution, 16-1, 100 mg/L, 1 mL” per taratura

Naftalene Acenaftilene
Acenaftene Fluorene
Fenantrene Antracene
Fluorantene Pirene
Benzo(a)antracene Crisene
Benzo(b)fluorantene Benzo(k)fluorantene

Benzo(a)pirene Indeno(1,2,3-cd)pirene

DiBenzo(a,h)Antracene Benzo(ghi)Perilene

Tab. 2. Standard IPA deuterati (standard

interno) “PAH-LCS-A", 2000 ng/mL
Naftalene-d, Acenaftene-d,;
Fluorene d Fenantrene-d,
Antracene d,; Fluorantene-d,,
Pirene-d, Benzo(a)antracene-d,,
Crisene-d,, Benzo(b)fluorantene-d,,
Benzo(k)fluorantene-d,, Benzo(a)pirene-d,,

DiBenzo(a,h)Antrace-
ne-d,,

Indeno(1,2,3-cd)pirene d,,

Benzo(ghi)Perilene d12 DiBenzo(a,i)Pirene-d,, (non

utilizzato per la quanti-
ficazione nella presente
procedura)

Gli standard di seconda fonte utilizza-
ti per il controllo qualita e la verifica della
taratura sono: “610 PAH solution second
source” (O2si Smart Solution) per gli IPA
e “PCB Congener Solution 29-1 second
source” per 1 PCB, con analoghe compo-
sizioni e concentrazioni delle soluzioni ri-
portate nelle tabelle 1 e 3.

Lacqua ultrapura ¢ ottenuta mediante
sistema MilliQ-plus (Millipore), mentre
I’acetone di grado di purezza per analisi di
pesticidi, utilizzato per le diluizioni del-
le soluzioni madre, & prodotto dalla Fluka
Analytical.

Apparecchiature, materiali e para-
metri strumentali

Gascromatografo/spettrometro di massa

Per il presente lavoro & stato utilizzato
uno spettrometro di massa a triplo qua-
drupolo Shimadzu TQ8050 munito di
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Tab. 3. Miscela nativi PCB 29 congeneri “PCB Congener Solution” per taratura

IUPAC PCB
TriCB 28 2,4,4'Triclorobifenile
52 2,2'5,5' Tetraclorobifenile
TetraCB 7 3,3',4,4' Tetraclorobifenile
81 3,4,4' 5Tetraclorobifenile
95 2,2'3,5',6 Pentaclorobifenile
99 2,2'.4,4' 5 Pentaclorobifenile
101 2,2'4,5,5' Pentaclorobifenile
105 2,3,3',4,4' Pentaclorobifenile
PentaCB 110 2,3,3',4',6 Pentaclorobifenile
114 2,3,4,4',5 Pentaclorobifenile
118 2,3',4,4' 5 Pentaclorobifenile
123 2'3,4,4' 5 Pentaclorobifenile
126 3,3',4,4' 5 Pentaclorobifenile

IUPAC PCB
128 2,2'3,3',4,4' Esaclorobifenile
138 2,2'3,4,4'5' Esaclorobifenile
146 2,2'3,4'5,5' Esaclorobifenile
149 2,2'3,4'5',6 Esaclorobifenile
EsaCB 151 2,2',3,5,5',6 Esaclorobifenile
153 2,2'4,4'5,5' Esaclorobifenile
156 2,3,3'4,4' 5 Esaclorobifenile
157 2,3,3',4,4' 5' Esaclorobifenile
167 2,3'4,4'5,5' Esaclorobifenile
169 3,3'4,4'5,5' Esaclorobifenile
170 2,2'3,3',4,4' 5 Eptaclorobifenile
177 2,2'3,3',4",5,6 Eptaclorobifenile
EptaCB 180 2,2'3,4,4'5,5' Eptaclorobifenile
183 2,2'3,4,4'5',6 Eptaclorobifenile
187 2,2'3,4'5,5',6 Eptaclorobifenile
189 2,3,3'4,4'5,5' Eptaclorobifenile

Tab. 4. Standard PCB marcati 13C12“PCB-DL + Marker’

IUPAC 13C12PCB
7L 3,3',4,4' Tetracloro [°C,, ]bifenile

81L 3,4,4' 5Tetracloro [®C,, ]bifenile

= 105L 2,3,3',4,4' Pentacloro [C,,]bifenile
E 114L 2,3,4,4',5 Pentacloro[*C,, Ibifenile
g 118L 2,3',4,4,5 PentaclorolC,, Jhifenile
E 123L 2',3,4,4',5 Pentacloro™C , Ibifenile
‘.f:.. 126L 3,3',4,4'5 P(-;n‘[acloro[”C12 Toifenile
g 156L 2,3,3',4,4',5 Esacloro [C,, ] bifenile
- 157L 2,3,3',4,4',5' Esacloro[*C,, Jbifenile
167L 2,3',4,4'5,5 Esacloro[*C,, ] bifenile
169L 3,3'4,4',5,5' Esacloro[®C,, Jbifenile
189L 2,3,3',4,4'5,5" Eptacloro[*C,, Jbifenile

un autocampionatore PAL System AOC
6000 controllato dal software della se-
rie GCMS Solutions. Lo spettrometro di
massa opera in modalita MRM (Multple
Reaction Monitoring) con un tune dello
strumento effettuato in modalita “norma-
le”, ovvero con una corrente di emissione
pari a 60 pA.
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IUPAC 13C12PCB
zg 28L 2,44 Tricloro[*C,, ]bifenile
E 52L 2,2',5,5' Tetracloro[“C,, ]bifenile
g 101L 2,2',4,5,5' Pentacloro[*C,, ]bifenile
E 138L 2,2',3,4,4',5 Esacloro[*C,, ]bifenile
E! 153L 2,2',4,4'5,5 Esacloro[*C,, ]bifenile
180L 2,2'3,4,4'5,5" Eptacloro[*“C,, ]bifenile

Liniettore del gascromatografo ¢ sta-
to impostato alla temperatura di 280°C e
utilizzato nella modalita splitless. E stata
impiegata una colonna capillare per ga-
scromatografia con fase stazionaria a me-
dia polarita ed a basso spurgo: Resteck
Rxi-17 Sil 20 m, diametro interno 0,18
mm, spessore del film 0,18 pm.

Per la separazione degli IPA, la colon-
na viene mantenuta inizialmente a 40°C
per 3 min, quindi portata a 120°C con
gradiente 40°C/min e a 320°C a 8°C/
min, per lo spurgo finale viene mantenu-
ta a 320°C per 10 min.

Per quanto riguarda la programma-
ta dei PCB, la colonna viene mantenuta
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Tab. 5a. RETTA IPA (basse concentrazioni) Soluzioni standard IPA per la costruzione

della retta di taratura

Soluzioni IPA, ng/L 1 2 3 4 5 6 1
Benzo(a)pirene 0,1 0,5 1 5 10 15 20
Naftalene - - - 5 10 15 20
Altri IPA (compostiTab.1, eccetto Benzo(a)pirene e Naftalene) - - 1 5 10 15 20

IPA deuterati (standard interno-Tab. 2)

10 10 10 10 10 10 10

Tab. 5b. RETTA IPA (alte concentrazioni) Soluzioni standard IPA per la costruzione

della retta di taratura

Soluzioni IPA, ng/L 1
IPA (compostiTab. 1) 5
IPA deuterati (standard interno-Tab. 2) 10

10
10

3 4 5 6 1
20 50 100 150 200
10 10 10 10 10

Tab. 5c. RETTA PCB (basse concentrazioni) Soluzioni standard PCB per la costruzione

della retta di taratura
Soluzioni PCB, ng/L

PCB nativi (congeneriTab.3)

**C,, PCB (standard interno-Tab.4)

2 3 4 5
1 2 10 20
2 2 2 2

Tab. 5d. RETTA PCB (alte concentrazioni) Soluzioni standard PCB per la costruzione

della retta di taratura
Soluzioni PCB, ng/L
PCB nativi (congeneriTab.3)

*C,, PCB (standard interno-Tab.4) 10

inizialmente a 40°C per 3 min, quindi
portata a 120°C con gradiente 40°C/min,
successivamente a 274°C a 8°C/min ed in-
fine portataa 310°C a 50°C/min, dove vie-
ne tenuta per 5 min per lo spurgo finale.

Sistema per microestrazione in fase
solida (SPME)

Il pretrattamento del campione, una
volta fortificato con gli standard marca-
ti, viene effettuato mediante autocampio-
natore PAL System AOC 6000 in manie-
ra completamente automatizzata. La fi-
bra commerciale utilizzata ¢ la Resteck®
PAL SPME Fiber, una fibra apolare in
PDMS (Polidimetilsilossano) per SPME
di spessore 30 pm, lunghezza 10 mm, al-
loggiata su di un ago di diametro Gauge
23 per autocampionatori di tipo PAL Sy-
stem (o0 equivalenti).

2 3 4 5 6
10 20 50 100 250
10 10 10 10 10

Prima dell’utilizzo di una nuova fibra,
€ necessario un suo condizionamento tet-
mico iniziale, secondo le specifiche tecni-
che fornite dalla ditta produttrice.

Questo viene effettuato tramite appo-
sito metodo gascromatografico, posizio-
nando la fibra direttamente nell’iniettore,
mantenuto in modalita split, a 280°C per
60 min.

La fibra viene poi immersa nella vial
contenente il campione in analisi, in vo-
lume pari a 20,0 mL, termostatata e te-
nuta sotto agitazione, e quindi desorbita
nell’iniettore del GC-MS/MS in modalita
splittless. Finito il tempo di desorbimen-
to, con trasferimento quantitativo degli
analiti nella colonna gascromatografica,
la fibra viene ulteriormente lasciata nell’i-
niettore con un alto flusso di splittaggio
per consentire il suo spurgo.
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La velocita di agitazione della vial
(500 rpm), la temperatura (40°C) e i
tempi di incubazione del campione (10
min), i tempi di immersione della fibra
nel campione (30 min) e il desorbimen-
to nell’iniettore (17 min) sono stati otti-
mizzati per favorire la massima sensibilita
per il benzolalpirene (dovendo garantire
un limite di quantificazione pari almeno a
0,10 ng/L) e applicati alla determinazione
di tutti i parametri ricercati, e controlla-
ti dal programma strumentale: poiché tali
parametri determinano 'equilibrio di ri-
partizione dell’analita sulla fibra, questi
devono essere costanti e riproducibili in
tutta la sequenza analitica. Le condizio-
ni strumentali, cosi ottimizzate, vengono
utilizzate per 'estrazione di tutti gli ana-
liti ricercati.

Taratura e campo di misura

La taratura prevede 'esecuzione di al-
meno 5 punti nel campo di misura del me-
todo che, con l'eccezione del benzolalpi-
rene e del naftalene, & compreso tra 0,001
pg/L - 0,200 pg/L. Nel caso specifico del
benzo[alpirene, il campo di misura & stato
esteso al campo di concentrazioni 0,00010
pg/L—0,200 pg/L, ai fini del confronto con
il corrispondente Standard di Qualita am-
bientale (0,17 ng/L). Per i PCB il campo
di misura e fra 0,0005 pg/L e 0,250 pg/L.
Nelle tabelle 5 sono riportati in dettaglio
1 punti di taratura scelti per due intervalli
di linearita (“bassa” e “alta” concentrazione

sia per IPA che per PCB).

RISULTATI E DISCUSSIONE

Grazie alla sua natura apolare, il poli-
dimetilsilossano (PDMYS) ¢ la fase adsor-
bente pilt ampiamente utilizzata per la
SPME, ed ¢ stata scelta per la determi-
nazione di IPA e PCB. Poiché il PDMS
estrae gli analiti attraverso il meccanismo
dell’assorbimento, quest’ultimo princi-
palmente dipendera dai vari coefficienti
di diffusione degli analiti all’interno del
PDMS, e dallo spessore della fase che rico-
pre la fibra in silice fusa, ove si stabilisce
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un equilibrio di ripartizione con la fa-
se acquosa. Questo dipende anche dallo
spessore della fase, che nel caso del pre-
sente lavoro e stato scelto pari a 30 pm, in
modo da ottenere un’adeguata sensibili-
ta e mantenere al tempo stesso contenuto
I’effetto memoria della fibra.

Con questo materiale ¢ stato possibile
ottimizzare le condizioni strumentali, in
modo da ottenere la massima sensibilita
ai fini del confronto con gli standard di
qualita ambientale.

Controllo qualita ed effetti matrice

Le sostanze umiche (acidi umici e ful-
vici) costituiscono la componente princi-
pale della sostanza organica disciolta nel-
le acque superficiali: esse possono influire
sull’equilibrio di ripartizione degli analiti
tra il campione e la fibra, riducendo 'effi-
cienza di estrazione degli analiti. Per veri-
ficare che tale effetto non comprometta la
qualita del dato analitico, e al tempo stes-
so sia verificata la stabilita delle soluzio-
ni standard utilizzate per la taratura, sono
state preparate soluzioni di controllo qua-
lita di seconda fonte (QC) da addittivare
alla matrice in esame (acqua superficiale
0 sotterranea esente da contaminazioni)
ed analizzare in ogni sequenza analitica. I
dati cosi ottenuti nel tempo, riportati in
una carta di controllo, dimostrano il ri-
spetto dei criteri di accettabilita, fissati a
+/- 30% del valore atteso.

E importante considerare che, nel caso
in cui si presenti una elevata concentra-
zione in acqua di solidi sospesi o materia-
le organico colloidale, la concentrazione
di IPA presente nella fase solida potrebbe
rappresentare una quota significativa ri-
spetto alla frazione disciolta: in questo ca-
so 'effetto matrice diventa significativo e
la concentrazione misurata va riferita alla
sola frazione di IPA in soluzione. In que-
sta situazione particolare puo essere ap-
propriato effettuare un’analisi di confer-
ma mediante estrazione con solvente (es.
diclorometano), in quanto la quantita as-
sorbita su fibra potrebbe comportare una
sottostima della reale concentrazione nel
campione.
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Tab. 6. Ripetibilita al limite di quantificazione del benzo[a]pirene 0,10 ng/L

RISULTATI ELABORAZIONE
Valori inseriti 10
Media 0.11
Mediana 0.11
Scarto QM  0.03
CV% 30.1
Valore t di student = 2.262
Limite di ripetibilita  0.10
Limite inferiore = 0.085

Limite superiore = 0.131

Analisi sulla normalita della distribuzione con il Test
di Shapiro Wilks: la distribuzione & normale?

Laricerca dei dati anomali & condotta con il Test di Huber

Limiti di quantificazione, esattezzae
ripetibilita

I limiti di quantificazione sono sta-
ti valutati attraverso prove replicate su
aliquote di campioni d’acqua superficia-
le esente da contaminazioni, fortificati a
concentrazioni corrispondenti al primo
punto della retta di taratura (1,0 ng/L).

Di particolare rilievo inoltre ¢ lo stu-
dio del benzo[alpirene (il suo Standard di
Qualita Ambientale e tra i piu bassi tra i
composti ricercati: 1,7 -10-4 pg/L), effet-
tuato attraverso 10 prove replicate a 0,10
ng/L, 1 cui risultati sono riportati in ta-
bella 6, con analisi della normalita della
distribuzione con il test di Shapiro-Wilk,
e la ricerca di eventuali dati anomali con
il test di Huber effettuata mediante mo-
dulo agenziale ARPA Toscana numero
30. Dalle prove effettuate si & ritenuto
quindi di poter quantificare in modo affi-
dabile concentrazioni pari almeno a 0,10
ng/L di benzofalpirene.

Livello di confidenza

95% 99%
Sl Sl
Al 95% Al99%

Nessun dato anomalo Nessun dato anomalo

Fig. 1. Picco cromatografico del benzo[a]
pirene da un campione reale di acqua su-
perficiale addizionato alla concentrazione
di 0,10 ng/L.
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In Fig. 1 & riportato il segnale cro-
matografico corrispondente, il cui rap-
porto segnale/rumore deve risultare sem-
pre > 10 per soddisfare i requisiti di
accettabilita.

Tutti i rimanenti congeneri IPA so-
no stati valutati al livello di 1,0 ng/L (5,0
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Tab. 7. Prestazioni della procedura analitica per la determinazione degli IPA; CV% :
Coefficiente di variazione percentuale; n: numero di repliche.

CV%
10 ng/L
n=10

Naftalene -

Composto

Acenaftilene -
Acenaftene -
Fluorene -
Fenantrene -
Antracene -
Fluorantene -
Pirene -
Benzo[a]antracene -
Crisene -
Benzo[b]fluorantene -
Benzo[k]fluorantene -
Benzo[a]pirene 30,1
Indeno[1,2,3-cd]pirene -
Dibenzo[a,h]antracene -

Benzo[g,h,i]perilene -

ng/L per il naftalene), corrispondente al
loro limite di quantificazione, e al livel-
lo di 10 ng/L. In Tab. 7 sono riassunte le
prestazioni della procedura analitica per
tali livelli di concentrazione.

La qualita del metodo e stata valutata
anche attraverso la partecipazione a circu-
iti interlaboratorio (AGLAE, anni 2019
e 2020) per IPA e PCB, effettuando le
prove di ripetibilita sui materiali forni-
ti dai circuiti e valutando lo scostamen-
to rispetto al valore assegnato a ciascun
parametro.

Nelle tabelle 8a e 8b sono riportati in
sintesi 1 risultati del circuito del 1°seme-
stre 2020 (Aglae 20M64.1), sia per IPA
che per PCB, i cui risultati sono accetta-
bili sia per quanto riguarda gli z-score (<
2 per tutti i parametri) che per quanto ri-
guarda la ripetibilita e I'esattezza.

Stima dell’incertezza di misura

La stima dell’incertezza di misura co-
stituisce elemento fondamentale del pro-
cesso di validazione di un metodo, e puo

2021/1-2

LOQ
CV% CV% GV
1,0 ng/L 5,0 ng/L 0’1,? :gsll'
n=10 n=10
- 10,1 14,9

16,2 - 14,0
11,6 - 14,6
20,8 - 14,5
18,19 - 14,9
10,9 - 14,4
9,1 - 1,7
13,4 - 11,1
79 - 9,6
10,3 - 10,6
1.2 - 11,9
15,9 - 12,0
11,0 - 9,8
10,1 - 12,6
14,9 - 14,0
9,6 - 1,1

rivelarsi particolarmente critica in prossi-
mita del limite di riferimento, o limite di
conformita, per quanto riguarda gli effet-
ti decisionali sia sulla classificazione dei
corpi idrici (buono/non buono), sia sulla
valutazione della eventuale contamina-
zione delle acque sotterranee presso i si-
ti da bonificare (concentrazioni soglia di
contaminazione).

A tale scopo ¢ stata valutata l'incer-
tezza del metodo per gli IPA in corri-
spondenza delle concentrazioni ritenute
piu significative, per tutti i composti di
interesse. Il laboratorio ha quantificato
I'incertezza del metodo in esame median-
te approccio cosiddetto ibrido [7]. Questa
tipologia di calcolo prevede la valutazione
di due contributi: il bias e la ripetibilita
intermedia. Sono stati analizzati due serie
di campioni a due concentrazioni diverse:
la prima pari a 10 ng/L per tutti gli ana-
liti (soglia di contaminazione nelle acque
sotterranee dei siti di bonifica per alcuni
analiti (D.Lgs. 152/2006 Parte IV - Tito-
lo V Allegato 5 tab 2), questa serie ¢ stata
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Tab. 8a. Prove replicate su materiale da circuito interlaboratorio (AGLAE: Proficiency
testing schemes 20M64.1 1° semestre 2020) - Idrocarburi policiclici aromatici

. . X, esattezza (scostamento
Composto N_Ied|a Yalorl concen;sr;zione rispetto al valore Cv% z-score
misurati, ng/L assegnata, ng/L assegnato, %) n=8
Naftalene 81,90 88,78 -84 13,24 -0,27
Acenaftilene 71,95 79,93 -1141 3,7 -0,16
Acenaftene 47,91 48,47 -1,2 11,56 -0,04
Fluorene 100,58 100,99 -0,4 8,28 -0,08
Fenantrene 70,38 74,57 -5,2 4,07 -0,32
Antracene 11,86 12,25 -3,3 6,93 -0,14
Fluorantene 16,31 18,72 -11,4 4,11 -0,68
Pirene 73,31 84,91 -15,8 1,63 -0,97
Benzo[a]antracene 22,64 25,18 -11,2 2,53 -0,72
Crisene 90,16 95,56 -6,0 1,16 -0,38
Benzo[b]fluorantene 16,83 18,85 -12,0 3,10 -0,83
Benzo[k]fluorantene 20,72 23,92 -15,4 518 -0,95
Benzo[a]pirene 15,65 18,86 -20,5 2,99 -1,48
Indeno[1,2,3-cd]pirene 9,75 11,46 -17,5 4,60 -0,61
Dibenzo[a,h]antracene 16,65 21,77 -30,8 7,75 -1,51
Benzo[g,h,i]perilene 7,49 10,19 -36 3,07 -1,38

Tab. 8b. Prove replicate su materiale da circuito interlaboratorio (AGLAE: Proficiency
testing schemes 20M64.1 1° semestre 2020) — Policlorobifenili (i 7 congeneri esaminati
sono ritenuti rappresentativi dei 29 congeneri previsti dal metodo).

X esattezza
media valori ass (scostamento CV% z-score
Composto . . concentrazione .
misurati, ng/L assegnata, ng/L rispetto a valore n=8
9 ' N9 assegnato, %)

PCB-28 27,50 34,55 -20,4 18,7 -0,83
PCB-52 81,50 88,67 -8,1 10,3 -0,36
PCB-101 74,50 80,13 -7 10 -0,29
PCB-118 64,50 56,79 13,6 9,6 +0,61
PCB-138 116,0 100,54 15,4 10,1 +0,62
PCB-153 17,65 149,71 17,9 8,4 +0,66
PCB-180 12,85 98,83 30 14,7 +1,11

prodotta tramite spike su matrice esente;
la seconda serie ¢ stata ottenuta utilizzan-
do i campioni del circuito AGLAE 1° Se-
mestre del 2020 (codice 20M64.1) dove
gli analiti presentavano concentrazioni
tra loro differenti comprese nel range 10-
100 ng/L.

Dai valori determinati e stata calcola-
ta la ripetibilita (sono state eseguite alme-
no 6 prove per ogni congenere per ogni
concentrazione) e il bias (la differenza

espressa come scarto tipo tra i risultati e il
valore di riferimento).

Sommando i due contributi in qua-
dratura (tenendo conto anche dell’in-
certezza, dello standard utilizzato per lo
spike o del materiale utilizzato nel circui-
to) & stata calcolata I'incertezza estesa con
un fattore di copertura pari a due.

Per i calcoli numerici il laboratorio
si ¢ avvalso del modulo agenziale ARPA
Toscana n. 56. In tabella 9 & riportato il
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Tab. 9. Quadro riassuntivo della stima dell’incertezza estesa di misura mediante spike
a 10 ng/L, calcolata mediante Mod. 56 di Arpat

matrix

spike, ng/L  media, ng/L

dati ripetibilita a 10 ng/L

MOD 30 (su 8 dati) incertezza MOD 56
estesa
mediana, CV% dello stan-  incertezza
ng/L dard, % estesa, %
Naftalene 10 9.20 9.31 14.87 1.62 43.70
Acenaftilene 10 10.03 9.62 14.05 1.31 39.71
Acenaftene 10 9.51 8.92 14.55 1.37 41.49
Fluorene 10 9.61 9.04 14.51 1.62 41.12
Fenantrene 10 9.87 9.32 14.91 1.62 42.04
Antracene 10 10.05 9.99 14.45 1.63 40.99
Fluorantene 10 10.06 9.75 11.69 1.28 33.18
Pirene 10 10.25 9.96 11.14 1.28 32.27
Benzo[a]antracene 10 10.31 10.42 9.57 1.28 28.15
Crisene 10 10.21 10.11 10.59 1.63 30.56
Benzo[b]fluorantene 10 10.07 9.81 11.87 1.62 33.74
Benzo[k]fluorantene 10 10.46 10.24 12.00 1.62 35.90
Benzo[a]pirene 10 10.87 1.1 9.80 1.63 33.73
Indeno[1,2,3-cd]pirene 10 10.23 10.15 12.64 1.62 36.46
Dibenzo[a,h]antracene 10 10.73 10.70 14.02 1.37 43.46
Benzo[g,h,i]perilene 10 10.34 10.45 11.09 1.62 32.56

quadro riassuntivo dei valori ottenutia 10
ng/L mediante spike per tutti gli analiti.

In Tab. 10 si riporta la stima dell’in-
certezza effettuata con i valori ottenu-
ti dal circuito AGLAE 1°semestre 2020
(20M64.1)

Le incertezze percentuali sopra cal-
colate, derivanti sia dall’elaborazione dei
dati dello spike che dal circuito interla-
boratorio, sono state processate con il mo-
dulo agenziale ARPA Toscana numero 30
che garantisce sia la distribuzione norma-
le che I'assenza di dati anomali. Per razio-
nalizzare ulteriormente la notevole quan-
tita di dati a disposizione, questi sono sta-
ti divisi in classi di frequenza di ampiez-
za 5. Anche in questo caso, il modulo 30
ha confermato la distribuzione normale e
I’assenza di outlier.

E stato quindi creato un istogramma
della distribuzione di tali classi di fre-
quenza per un immediato approccio visi-
vo (Fig 2).

I valori delle incertezze determinate
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per tutti i congeneri ai due livelli di con-
centrazione coprono un range che va dal
12% al 52 %.

La media delle incertezze estese otte-
nuta nella distribuzione & pari a 33,0 %
mentre lo scarto tipo € paria 9,5 %. Tut-
ti i dati ottenuti ricadono nell’intervallo
33,0 +/- 2(9,5), la distribuzione delle in-
certezze pud essere pertanto interpretata
come una distribuzione normale con me-
dia 33 e scarto tipo 9,5.

Il laboratorio, alla luce dei risultati
ottenuti, ha definito come incertezza tar-
get il valore del 44% per tutti gli anali-
ti, (in letteratura il valore del 44% come
incertezza estesa € derivato dalla relazio-
ne di Horwitz mutuata dalla correzione
di Thompson per concentrazioni inferio-
ri ai 120 ppb). In questo caso il 44% &
prossimo alla somma della media (33%)
pitt uno scarto tipo (9,5%) ovvero rac-
chiude il 84 % dei valori della ipotetica
gaussiana rappresentante la distribuzione
delle incertezze. Sperimentalmente solo 2
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Tab. 10. Quadro riassuntivo della stima dell’'incertezza estesa di misura mediante dati
del circuito di intercalibrazione AGLAE 20M64.1, calcolata mediante Mod. 56 di Arpat

dati intercalibrazione AGLAE 20M64.1

valore incertez-
dati inviati al circuito ":Sp'?i:g:" Sl f:a‘:::f;: MOD 56
circuito  circuito ~ Z-Score
A, ng/L B, ng/L CV% ng/L ng/L i:::;:z’z,z/f
Naftalene 74.8 91.8 13.24 88.78 4.32 -0.27 39.64
Acenaftilene 70.5 84.8 3.7 79.93 3.26 -0.16 22.72
Acenaftene 43.4 52.9 11.56 48.47 1.87 -0.04 32.84
Fluorene 93.9 105.6 8.28 100.99 3.24 -0.08 23.60
Fenantrene 70.3 7.0 4.07 74.57 2.62 -0.32 15.39
Antracene 11.6 12.2 6.93 12.25 0.51 -0.14 20.77
Fluorantene 171 16.9 4.1 18.72 0.52 -0.68 23.37
Pirene 73.3 735 1.63 84.91 2.52 -0.97 26.95
Benzo[a]antracene 22.9 22.5 2.53 25.18 0.72 -0.72 21.52
Crisene 91.4 89.9 1.16 95.56 2.7 -0.38 12.08
Benzo[b]fluorantene 16.4 16.8 3.10 18.85 0.55 -0.83 23.23
Benzo[k]fluorantene 20.8 20.7 5.18 23.92 0.67 -0.95 30.25
Benzo[a]pirene 15.5 15.7 2.99 18.86 0.45 -1.48 35.05
Indeno[1,2,3-cd]pirene 9.7 10.1 4.60 11.46 0.52 -0.61 27.42
Dibenzo[a,h]antracene 15.6 17.0 1.75 21.77 0.76 -1.51 51.16
Benzo[g,h,i]perilene 7.5 7.6 3.07 10.19 0.39 -1.38 52.69
Fig. 2. Distribuzione di frequenza delle incertezze.
MHSTRIBUZIONE DY FREQUENZA
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valori (51% del Dibenzo(a,h)antracene e
52% del Benzo(g,h,i)perilene) superano il
44% di incertezza estesa prefissato dal la-
boratorio, ovvero una percentuale pari so-
lo al 6% del totale, ben inferiore al 16%
teorico.

CONCLUSIONI

Lapplicazione della tecnica SPME si
e rivelata particolarmente vantaggiosa sia
in termini di tempi di analisi che di ridu-
zione dei quantitativi di reagenti impie-
gati e dei volumi di campione necessari
ed eliminazione di rifiuti di laboratorio
prodotti. Lalta sensibilita raggiunta dal-
la spettrometria di massa tandem consen-
te oggi di effettuare una verifica di con-
formita rispetto agli Standard di Qualita
Ambientale ai fini della classificazione dei
corpi idrici superficiali previsti dalla di-
rettiva Acque per IPA e PCB.

La riproducibilita dei risultati ottenu-
ti in termini di ripetibilita e accuratezza
ha permesso di stimare una incertezza che
possa essere associata a tutti i congeneri
con un’affidabilita pit che adeguata.
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