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Biologia. — Acidi grassi nei sedimenti biologici recenti. Nota
di EtrrorE TiBALDI, presentata ® dal Corrisp. S. Ranzr.

SUMMARY. — A few samples of recent biological sediments were analysed by gas-chro-
matography in their content in fatty acids. The distribution of the fatty acids is able to supply
adequate characterization of the various sediments. Earth and fresh-water sediments are
well differentiated from one onother on the basis of 16:0, which is over 34% in analysed
fresh-water sediments, while in earth sediments it is not more than 25,1%. The presence of
polyunsaturated fatty acids was also noted in the marine sediments.

I sedimenti di origine biologica presentano caratteristiche fisiche e chimi-
che diverse, che dipendono strettamente dagli organismi che contribuiscono
alla loro formazione. Ulteriori particolaritd dipendono dalle condizioni am-
bientali in cui avviene la deposizione e dalla azione batterica.

La analisi chimica elementare e l'isolamento di alcuni composti partico-
lari, come gli acidi umici, i carboidrati ed i lipidi, tendono a dare una ade-
guata caratterizzazione dei vari sedimenti. Lo sviluppo dei metodi cromato-
grafici di analisi ha aperto, durante questi ultimi anni, nuove prospettive in
questo campo di ricerca. Come nota Vallentyne [21] purtroppo le applica-
zioni alla oceanografia [9], alla limnologia [12] ed alla pedobiologia dei
nuovi metodi cromatografici sono molto scarse. Lo studio delle sostanze
organiche dei sedimenti mediante cromatografia in fase gassosa ¢& stato finora
tentato esclusivamente da Williams [22] su sedimenti marini. Sempre mediante
cromatografia in questi ultimi anni ¢ stato possibile fornire un notevole contri-
buto alla risoluzione di particolari problemi, come quello della produttivita pri-
maria [12] e della origine dei petroli [8, 20]. Di estremo interesse sono alcuni
recenti lavori sull’isolamento di lipidi in generale e di acidi grassi in particolare
dai vari sedimenti. Rudolfs [15] segnala l’esistenza di acidi grassi volatili e di
acido valerico in prodotti di origine fecale. Anche nelle torbe e nelle antiche
ligniti sono stati segnalati piti volte acidi grassi. Zaloziecki [23] isold acido ca-
pronico, eptoico e caprilico, Titow isolo [19] Ci2H290s2 € Ca2H35409, Rakowski [13]
isolo invece acido cerotico, con 26 atomi di carbonio, eptacosanoico, con 27 ato-
mi di carbonio e montanico, con 28 atomi di carbonio. Nei sedimenti marini,
estraendo con solventi organici e per saponificazione Trask e Wu [20] segnala-
rono acido caproico (CeH1202), cerotico (Ce6Hs202) e melissico (C3oHgeOg). Sempre
nei sedimenti marini Williams [22] ha definito la concentrazione degli acidi
grassi, che varia dai 16 ai 67 pg per grammo di peso secco del sedimento e, me-
diante cromatografia in fase gassosa, ha segnalato la esistenza di tutta una serie
di acidi grassi presenti in differenti concentrazioni, 14:0, 14: 2, 16:0, 16: I,
18;0 e 20: 1M, Lo stesso autore osservava che non esiste correlazione fra la

(*) Nella seduta dell’8 aprile 1967.

(1) La prima cifra indica il numero degli atomi di carbonio, la seconda il numero
dei doppi legami.
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composizione in acidi grassi dei sedimenti e quella degli organismi che contribui-
scono alla loro formazione. Dal suolo sono stati isolati trigliceridi (Schreiner
[16], [17]) ed acidi grassi liberi: a—idrossistearico e 8,9 diidrossistearico, oleico
e lignocerico. L’acido diidrossistearico deriva direttamente dall’acido oleico
ed in concentrazione superiore alle 20 parti per milione nel suolo & altamente
tossico. Da questo fatto e dagli altri dati citati appare evidente I'importanza
che i lipidi hanno, quali costituenti organici, nei sedimenti. Essi partecipano
in grado notevole alla complessa fisiologia del sedimento stesso ed & proba-
bile che abbiano anche un notevole significato tassonomico. E noto infatti
che gli animali marini, quelli terrestri e quelli d’acqua dolce differiscono note-
volmente fra di loro per quanto riguarda la composizione dei grassi di depo-
sito mentre i batteri hanno uno spettro di acidi grassi estremamente complesso.
Almeno in parte sard quindi possibile ritrovare grosso modo nei sedimenti
tracce della specificitd ecologica dei lipidi animali e valutare inoltre la inten-
sita della azione batterica a livello del sedimento.

MATERIALI E METODI.

Sono stati analizzati nel loro contenuto in acidi grassi i sedimenti riportati nella Tabella I
e ne & stata determinata la percentuale in lipidi.

TABELLA 1.

Composizione percentuale dei lipidi estratti da alcuni sedimenti biologici recenti @,

SEDIMENTO Localita : & ll?aactcaolta ]Zsra‘igr(l;)
Suwolo . . . . . . . . | Colle aperto (Bergamo) . . . 25.VII.1965 0,42
Suolo®@ . . . . . . . | Isola Tavolara (Sassari) Camplone 19 | 16.XII.1965% 0,35
Suolo®@ . . . . . . . | Isola Tavolara (Sassari) Campione 2°..| 16.XII.1965 0,64
Guano@ . . . . . . | Cueva A. Jahn, (Virongo, E. do Mi-

randa) Venezuela ... 27.1X.1965% 1,14
Guano . . . . | Buco del Frate (Bergamo) ... .| 14.X.1965 1,05
Sedimento marmo(‘) .| Bocca Piceola (m. 70) (Napoli) . . . 9.XII.1965 0,53
Sedimento marino (@ . | Vervece (m. 80) (Napoli) . . . . 14.XII.1965% 0,71
Limo(>. . . . . . . | Fiume Nilo, 25 Km a sud di Ba]txm

(Libia) .. . . . . . . 5.1.1966 0,45
Melma . . . . . . . | Fiume Lambro, zona Llnate (Mxlano) 8.111.1966 0,86
Sednnentolacustre . . | Lago Lungo (Latina) . . . . . . . | 13.VII.1966 0,35
Sedimento lacustre . .- | Lago di Annone (Como) . . . . . . | 15 .X.1966 0,50

(2) Sonoindicati il tipo di sedimento, la localita di raccolta, la data di raccolta e la percentuale di estratto lipidico totale.

(8) in pg per grammo di peso secco del sedimento.

(¢) Materiale raccolto durante la missione dell’Istituto di Zoologia della Universita di Milano alle Isole Tavolara e
Molara. .

(d) Materiale raccolto da C. Bordon, dono del Sig. Nino Sanfilippo di Genova.

(¢) Materiale raccolto coll’aiuto della Stazione Zoologica di Napoli.

(f) Materiale raccolto durante la missione C.N.R nell’Africa settentrionale.

Dai campioni di 500 g dei vari sedimenti sono stati immediatamente prelevati gli ani-
mali vivi ed i detriti organici evidenti. Mediante selettore del tipo Berlese e mediante flotta-
zione sono stati allontanati gli animali costituenti la microfauna. I campioni, essicati a go°C
per 12 ore sono stati estratti in Soxhlet per 6 ore con etere etilico, metanolo e cloroformio in
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parti uguali. L’estratto, filtrato su cellulosa & stato saponificato a bassa temperatura, con
potassa metanolica o 5M in ragione di 20 volte il peso dei lipidi, con raccolta refrigerante.
La soluzione saponificata, portata al 25 % con acqua @ stata lavata tre volte con etere di pe-
trolio anidro per estrarre le sostanze msapomﬁcablh L’etere di petrolio viene lavato con me-
tanolo al 75 % in acqua, si riunisce la soluzione di metanolo col saponificato e si diluisce al
40 % con acqua. Si acidifica con 1 m! di acido cloridrico concentrato e si estrae quattro volte
con 10 ml di etere di petrolio per volta. L’etere di petrolio & poi disidratato con NasSOs
anidro. Una volta evaporato, a bassa temperatura si esterificano gli acidi grassi con metanolo,
in presenza di acido solforico. Gli esteri metilici, cosi ottenuti, disciolti in etere, vengono sotto-
posti ad analisi gas—cromatografica.

E stato utilizzato un gas—cromatografo Fractovap, della Carlo Erba, con rivelatore a
ionizzazione di fiamma. Sono state adottate le seguenti condizioni operative: gas trasporta-
tore N alla pressione di 0,80-0,85 Kg/cm? e O alla pressione di 1 Kg/cm?, Hs alla pressione
di 0,3 Kg/cm?, per il rivelatore a ionizzazione di fiamma. Temperatura della colonna: 210°C,
temperatura dell’evaporatore: 1300 C. Colonna riempita con CEAS 20 %, lunga due metri e
con diametro di 3 mm, velocitd della carta del registratore: 1/2 pollice al minuto.

RISULTATI.

I vari acidi grassi sono stati identificati mediante il calcolo del tempo
di ritenzione relativo all'acido palmitico, usato come standard, e mediante
il calcolo della relazione lineare fra il logaritmo del tempo di ritenzione
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Fig. 1. — Esempio di relazione lineare fra il Log.io del tempo di ritenzione

relativo all’ aado palmitico ed il numero degli atomi di carbonio degli acidi grassi.

In ascissa il numero degli atomi di carbonio, in ordinata il valore del tempo di ritenzione relativo dei vari
acidi grassi analizzati. Le linee, dal basso verso l'alto, rappresentanc gli esteri di amdl grassi saturi, mo-
nolnsaturl dnnsatun triinsaturi e tetrainsaturi.
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relativo all’acido palmitico ed il numero degli atomi di carbonio dei vari
acidi grassi. Tale relazione lineare ¢ illustrata nella fig. 1.

Le percentuali dei vari acidi grassi sono state calcolate in base al metodo
proposto da Carrol [7]. I risultati delle analisi sono elencati nella Tabella II.

TABELLA II.

Composizione percentuale degli acidi grassi estratti da alcuni sedimenti biologici
recenti ).
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12:0. . . .| 1,9 — — — — | 0,8 tr. tr. — — s
I4:0. . . .| 3,I 9,6 o,I 1,0 | tr. 2,4 2,7 3,6 2,3 1,4 | 6,0
4:1. . . .| 2,8 - — 1,0 tr. 4,2 1,6 1,5 — 1,4 9,0
16:0. . . .| 15,2 | 14,0 | 21,0 | 25,1 | 20,7 | 15,7 | 31,3 | 38,8 | 34,0 | 39,0 | 37,1
16:1. . . .| 12,1 | 31,4 4,8 3,0 | 13,2 | — 17,8 3,2 4,0 | 19,8 8,3
16:2. . . .| — —— — — — — — ——— S— 1,6 | —
18:0. . . .| 5,6 | 22,5 3,2 | 13,1 7,0 | 9,1 1,8 | 14,2 | 6,5 8,4 | 15,8
18:1. . . .| 21,5 4,7 | 9,4|259|10,6| 9,3| 4,0 — |10,2] — 3,4
18:2. . . .| 4,2 | — 8,5 — 6,9 | — 12,8 7,5 I,I 2,4 | 4,9
8:3. . . .| 0,8 — 17,3 | — |-14,8 | — tr. — 1,2 | — 4,7
20:0. . . .| — — 12,0 5,0 | 22,1 5,9 — — 5,8 — 5,1
2005, . . .| — — — — — 6,4 2,2 | — — — —
22:0. . . .| 5,6 — 16,2 3,0 5,2 4,1 3,6 | — 18,4 | — 14,3
22:1. . . .| 2,2| — — e - — — — — — —
22:2. . . .| — — — — — | 2,4 | — — —_ — —_
22:6. . . .| — — — — — 3,2 3,6 | — — — —

(¥) Viene riportata la composizione percentuale degli acidi grassi nei sedimenti analizzati; non sono indicati alcuni
minor-componenti ed i valori corrispondenti ai picchi non identificati del cromatogramma. La prima cifra, nella indicazione
degli acidi grassi, indica il numero degli atomi di carbonio, la seconda il numero dei doppi legami.

CARATTERIZZAZIONE DEI SEDIMENTI.

La analisi degli acidi grassi nei vari sedimenti & in grado di fornire
dati che contribuiscano ad una adeguata caratterizzazione dei sedimenti
stessi.
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Il suolo di Colle Aperto, prelevato sotto a foglie di faggio in decompo-
sizione @ presenta una composizione in acidi grassi simile a quella del cam-
pione 2° di suolo, prelevato a Tavolara, in zona di macchia alta, ed alcune
similitudini col campione 1° di Tavolara, prelevato davanti alla grotta dei
Fiori d’Arancio, che pud essere considerato un guano molto mineralizzato.
Gli acidi grassi maggior componenti sono, in questi casi; 18:0 e 18: 1, 16: 0
e 16:1. Il campione 2° di Tavolara si differenzia dal campione 1° della
stessa localith e dal campione di suolo di Colle Aperto soprattutto per la pre-
senza di 20:0, presente anche nel guano delle grotte ed in alcuni sedimenti
d’acqua dolce e marini.

Per quanto riguarda i campioni di guano, quello proveniente da Virongo,
Venezuela, si presentava particolarmente ricco in microfauna @), quello del
Buco del Frate era di origine molto piu recente e non ¢ stato possibile isolare
alcuna forma animale, né per selettura né per flottazione. Gli acidi grassi mag-
gior componenti sono, nei due casi citati, 16:0 e 18:1 e la percentuale di
acidi grassi non identificati & relativamente piccola. E interessante il raffronto
fra i campioni di suolo e quelli di guano. Come evidente anche nel raffronto
di due cromatogrammi i campioni di guano possiedono una notevole percen-
tuale di 16:0 e tutta la serie degli acidi grassi saturi, da 14 a 22 atomi di
carbonio (fig. 2 e 3).

I sedimenti marini, raccolti con una draga a m. 70 di profondita a Bocca
Piccola e a m. 8o di profondita a Vervece hanno quale maggior componente
'acido palmitico (16:0) ma sono caratterizzati dalla presenza degli acidi
grassi poliinsaturi 20: 5 e 22 :6. Questi acidi grassi sono caratteristici degli
animali presenti nell’ambiente marino, traggono la loro origine nel fitoplanc-
ton (Ackman, 1,2) e si mantengono pressoché invariati nel corso di una
catena alimentare. Il campione di Vervece ® presenta inoltre uno spettro
di acidi grassi che ha notevoli analogie con quello di alcune specie di Molluschi
marini, oggetto ® di un precedente lavoro (Tibaldi, 18). Effettivamente il
sedimento di Vervece appare costituito per i 2/5 in peso da nicchi di Mollu-

(2) Da questo campione sono stati isolati per selettura: Lepidocyrtus lanuginosus (Gmelin),
Isotoma viridis Bourlet, [pogastrura denticulata (Bagnall) (Insecta, Collembola) det. V. Parisi.

(3) Guano prodotto da Phyllostomus hastatus Lacépede, (Chiroptera, Phyllostomatinae)
speci¢ nota per il regime alimentare onnivoro. Da questo campione sono stati isolati per selet-
tura: Mesoplophora sp., Oppia sp., Galumna sp., (Aracnida, Oribatei) det. A. Valle.

(4) Nel sedimento di Vervece sono stati identificati Bittium (Bittium) reticulatum (Da
Costa), Bittium (Bittium) cfr. lactewm (Philippi), Cerithiopsis (Cerithiopsis) tubercularis
(Montagu), Alvania (Alvania) montagui (Payr.), Alvania (Turbona) cimex L., Alvania (Aci-
nopsis) cancellata (Da Costa), Alvania (Alvania) cfr. lanciae (Calcara), Pusia (Pusiolina) tri-
color (Gmelin), Gibberula (Gibberula) miliaris (L.), Laevicardium (Laevicardium) oblongum
(Chemnits), Jujubinus (Jujubinus) exasperatus (Pennant), Homalopoma (Homalopoma)
sanguineum (L.), Turritella (Twurritella) communis Risso; (Mollusca, Gastropoda) det. F.
Ghisotti. v

(5) Sono state studiate le seguenti specie: Patella coerulea L., Natica josephinia Risso,
Aplysia fasciata Poiret, Pleurobranchaea meckeli Leue, Ostrea edulis L., Loligo vulgaris Lam.,
Octopus wvulgaris Lam. (Mollusca).
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schi, che in questo caso sono probabilmente i maggiori contribuenti alla for-
mazione del materiale organico del sedimento. Gli acidi grassi 20:0 e 20 §
non sono stati messi in evidenza da Williams [22] nei sedimenti dell’Oceano
Pacifico e lo stesso autore spiega il fenomeno come dovuto ad una riduzione

Colle Aperto
CEAS 20% 210°C
Nz 1 0,85 Kg/cm2 18:1

Fig. 2. - Gas-liquido cromatogramma degli acidi grassi’ estratti da un campione di
suolo di Colle Aperto (Bergamo).

Sono indicate le condizioni operative, i numeri sopra i picchi identificati indicato i vari acidi grassi secondo la usuale
denominazione.

Virongo 16:0 ’—‘
CEAS 20% 210°C
N, : 0,80 Kg/cm?

22:0

AN L

Fig. 3. — Gas-liquido cromatogramma degli acidi grassi estratti da un campione
di guano di Virongo (Venezuela).

Sono indicate le condizioni operative, i numeri sopra i picchi identificati indicano i vari acidi grassi secondo la usuale
denominazione.

dei doppi legami. In questo caso la presenza degli acidi 20:5 e 22:6 &
dovuta al fatto che il sedimento & molto recente. Anche il sedimento di Bocca
Piccola presenta un analogo spettro in acidi grassi ed una maggiore percen-
tuale di componenti non identificati (fig. 4).
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Anche nel caso di sedimenti d’acqua dolce la composizione degli acidi
grassi € in grado di fornire una adeguata caratterizzazione: gli acidi grassi
poliinsaturi sono assenti e 1’acido palmitico (16:0) & presente in notevole
quantitd, dal 34 al 399%. Il sedimento del Fiume Lambro, soggetto a note-

Bocca Piccola N
CEAS 20% 210°C
N; : 0,85 Kg/cm2

20:5 20.0

22:6 22:2 22:0

Fig. 4. — Gas~liquido cromatogramma degli acidi grassi estratti da un campione di
sedimento marino di Bocca Piccola (Napoli).

Sono indicate le condizioni operative, i numeri sopra 1 picchi identificati indicano i vari acidi grassi secondo la usuale
denominazione.

vole polluzione di origine industriale e urbana, e nel quale vivono un gran
numero ‘di Tubificidi presenta alcune interessanti particolarita (fra i maggior
componenti ¢ 18:1 e 22:0) che saranno oggetto di ulteriori ricerche.

In tutti i sedimenti d’acqua dolce studiati sembra che prevalgano gli acidi

grassi saturi su quelli insaturi.

CONCLUSIONI.

Le applicazioni della analisi gas—cromatografica fino ad oggi non tentata
per lo studio degli acidi grassi dei sedimenti biologici di origine terrestre e
d’acqua dolce qui riportate in via del tutto preliminare intendono suggerire
un metodo per la caratterizzazione dei sedimenti. Tale metodo pud fornire
interessanti dati da comparare con quello che si conosce, e si conoscerd in
futuro, sulla presenza di acidi grassi nei sediménti_ antichi [3, 8], la analisi
“di acidi grassi di sedimenti marini, che fa seguito a quella eseguita da Williams
[22], pud mettere in luce alcune interessanti osservazioni comparative fra gli
acidi grassi estratti da sedimenti hiologici recenti di diversa origine. Nei
campioni di suolo provenienti da Colle Aperto e da Tavolara, campione 1°,
i maggiori componenti sono 16:0 e 16:1; 18:0 & presente come maggior
componente nel 1° campione di Tavolara mentre 18 : 1 & presente come mag-
gior componente nel suolo di Colle Aperto. I campioni di guano provenienti
dalla Cueva A. Jahn e dal Buco del Frate hanno in comune, quali maggior
componenti, 16:0 e 18: 1 e sono fra loro ben differenziabili per la presenza

45, — RENDICONTI 1967, Vol. XLII, fasc. 5.
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di 18 : 0 come maggior componente nel guano della Cueva A. Jahn e per la
presenza di 16 : 1, 18 : 3 e 20 : 0 quali ulteriori maggiori componenti nel guano
del Buco del Frate. I sedimenti marini mediterranei studiati sono caratteriz-
zati dalla presenza di acidi grassi poliinsaturi con 20 e 22 atomi di Carbonio.
I sedimenti d’acqua dolce contengono acido palmitico (16 :0) in percentuale
variabile dal 34 al 399, ed, in genere, prevalgono gli acidi grassi saturi su
quelli insaturi ©).
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