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Metodica analitica 
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(Aggiunta standard marcati) 

Estrazione 
(ASE Dionex) 

Purificazione 
(Oasis MCX e Oasis HLB) 

Analisi HPLC MS/MS 
(AB SCIEX 5500) 
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depurazione 

(da 27 impianti Provincia di 
Milano, Gruppo CAP) 



Procedura analitica 1 

Liofilizzazione  

I campioni prelevati vengono posti in Falcon da 25 mL, congelati e sottoposti a liofilizzazione per 
togliere l’acqua residua. 

Viene aggiunta una miscela di standard interni marcati in concentrazione comprese tra i 20 e i 500 
ng, a seconda dei livelli degli analiti nei fanghi, dell’efficienza estrattiva e della sensibilità analitica. 

Gli standard vengono fatti omogenare con i fanghi per circa 10-15 minuti. I fanghi liofilizzati vengono 
stoccati a -20°C fino all’analisi. 

 

Estrazione   

Al fango vengono aggiunti 0.25 g di terra di diatomea. L’estrazione avviene automaticamente con un 
estrattore ASE Dionex (Thermo Scientific) utilizzando una miscela acqua/metanolo (50-50) e tre cicli 
estrattivi da 5 min ciascuno. L’estrazione avviene a pressione di 100 bar e temperatura di 100°C. 

L’eluato (circa 80 mL) viene raccolto e posto in palloni da 250 mL per essere evaporato con 
evaporatore rotante fino ad un volume di 35-40 mL. L’eluato viene posto in Falcon da 50 mL e viene 
centrifugato per 2 minuti a 7900 rpm per eliminare il particolato residuo. 

  

Purificazione  

L’eluato viene diluito con acqua MilliQ fino ad un volume di 200 mL e viene suddiviso in due aliquote 
per la fase di purificazione che avviene utilizzando due differenti tipi di colonne per estrazione su fase 
solida: Oasis MCX e Oasis HLB. 
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Procedura analitica 2 

Analisi in cromatografia liquida abbinata a spettrometria di massa (HPLC-MS/MS) 

  

• L’analisi viene effettuata con uno spettrometro di massa AB-Sciex 5500 abbinato a pompe 
cromatografiche Agilent Technologies. 

• Le analisi includono 45 sostanze farmacologiche e vengono utilizzate 14 sostanze marcate con 
deuterio come standard interni (Tabella 1) + due composti perfluorati (PFOS e PFOA). 

• La quantificazione avviene mediate diluizione isotopica ossia costruendo una reta di calibrazione 
con quantitativi fissi di standard interni e quantitativi crescenti degli analiti da quantificare. Il 
primo punto della retta, contenente solo gli standard interni, viene utilizzato come bianco 
strumentale.  

• I campioni sono analizzati in batch successivi ed ognuno ha incluso un bianco analitico e un 
campione di controllo (QC) dove è stato aggiunto un quantitativo noto di ciascun composto da 
analizzare. Questo permette di controllare eventuali contaminazioni (bianco analitico) e la 
performance dell’estrazione (QC).  

• Le analisi sono effettuate in modalità Selected Reaction Monitoring (SRM), ossia mediante l’analisi 
di almeno due transizioni ione parente/ione prodotto per ciascun composto. Sono state inoltre 
utilizzate sia la modalità di analisi di ioni positivi che di ioni negativi a seconda della struttura 
chimica di ciascun analita. 
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Sostanze analizzate 1. Farmaci  2. PFAS 
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SOSTANZE PERFLUORATE   

PFOS PFOS-d5 

PFOA PFOA-d5 
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