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Scopo della tesi

Lo scopo del presente lavoro di tesi consiste nella messa amo di una metodologia ana-
litica per la determinazione di composti organici derivanti dall'ossidazione dell' -pinene,
una molecola semivolatile emessa da latifoglie e coniferén campioni di aerosol atmo-
sferico. Acido cis-pinonico ed acido pinico sono i prodottiprincipali di fotoossidazione e
derivano da numerose reazioni che vedono partecipi come paer reattivi O 3, Oy, OH-,
NOy e perossidi.

E stata sviluppata inoltre una procedura preanalitica univoca per la determinazione di
acido cis-pinonico e pinico, amminoacidi (molecole orgarmhe che nella struttura recano sia
il gruppo funzionale carbossilico sia quello amminico) e missifenoli (composti organici
che derivano principalmente dalla combustione della lignna).

L'impattore MOUDI Il impiegato per il campionamento ha reso possibile la separazione
dimensionale delle particelle in 12 stadi, da 54 nm a 18 m. E stato dunque sviluppato un
metodo strumentale ad alta sensibilita mediante HPLC-MS/MS per la determinazione di
acido cis-pinonico ed acido pinico. Il campionamento di aevsol € stato condotto presso |l
Campus Scienti co di Ca' Foscari (Mestre-Venezia) da marzoa maggio 2016. La procedura
preanalitica é stata validata mediante la stima dei valori di bianco procedurale, limiti di

rilevabilitd procedurali, ripetibilitd e accuratezza del metodo per ogni analita.
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Capitolo 1

| 'aerosol atmosferico

1.1 De nizione e caratteristiche

L'aerosol pud essere de nito come la dispersione di partidee ni, solide o liquide, in un
mezzo gassosB!. Esse variano nel diametro per piu di quattro ordini di grandezza, da
alcuni nanometri () a decine o centinaia di micrometri () [@. 1 diversi meccani-
smi di formazione in uenzano sia la distribuzione dimensiaale che le forme generalmente
irregolari. In atmosfera le particelle! variano in diametro (polidispersione) e raramente
sono presenti come monodisperse, cioé con stesso diametiooltre, a seconda della for-
ma, le particelle possono essere divise in isometriche, @ajuelle che hanno forma sferica,
discoidali e bre, cioé simile ad aghi. Sulla base di questi agionamenti, la distribuzione
granulometrica viene ottenuta usando come parametro di rierimento il diametro aerodina-
mico D4: esso viene de nito come il diametro di una particella sferca di densita 1

avente la stessa velocita di sendimentazione di una partidia reale, nelle stesse condizioni
di temperatura, pressione e umidita relativa. E' convenzime suddividere il particolato

atmosferico nelle seguenti frazioni:

" frazione ultrane : chiamate anche nanoparticelle, possiedono un diametro nssi-

mo di 0.1

" frazione ne : frazione detta sottile, avente diametro compreso tra 0.1 €.5

!Sovente le diciture materiale particellato, particolato e particellato vengono usate come sinonimi di
aerosol . Questa terminologia non & corretta poiché ne esdude la componente liquida
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" frazione grossolana : ha diametro no ai 100 . A di erenza della frazione ne

ed ultra ne, tendono a sedimentare in tempi di decine di minuti

La dimensione delle particelle costituisce uno dei paramet pit importanti per moni-
torare il loro comportamento in atmosfera, descriverne le ipologie di sorgenti e stimare
la permanenza in atmosfera. Solfati, ammonio, carbonio orgnico ed elementare ed alcuni
metalli di transizione si trovano prevalentemente nelle paticelle ni ed ultra ni, men-
tre magnesio, calcio, silicio, alluminio, ferro (che costiuiscono il materiale crostale) e le
particelle come pollini, spore e frammenti di piante (che deniscono il materiale organi-
co biogenico) solitamente sono presenti nella frazione gssolana. L'unica eccezione va
fatta per i nitrati che si trovano distribuiti in maniera pit. 0 meno omogenea nelle varie
frazioni [3.

Come si vede in Figura 1.1, la distibuzione delle dimensionidell'aerosol atmosferi-

co viene descritta da varie modé che cambia a seconda se si considera il numero delle

particelle o il loro volume.
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2Con il termine moda si intende il valore numerico misurato iI maggior numero di volte in una

distribuzione di misure
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Se si considera il numero di particelle rispetto alla variaione del diametro delle stesse,
'andamento mostra due tipologie di mode: I'accumulazione in cui sono presenti particelle
che arrivano no a 10 nm, e i nuceli di Aitken, con diametro chevaria trai 10 e i 100 nm.
Il vantaggio di considerare la distribuzione numerica € qu#o di ottenere informazioni
aggiuntive rispettivamente alla distribuzione di massa (minimo contributo alla totalita
dell'aerosol delle paricelle con diamentro inferiore ai ). Infatti, numerosi studi
confermano che il maggior nhumero di particelle ha dimensioninferiori ai 0.1 , ma la
maggior parte del volume dell'aerosol é caratterizzato da prticelle con diametro maggiore
di 0.1

Nella seconda parte della Figura 1.1 viene riportata la distibuzione della massa (o del
volume) rispetto al diametro. L'andamento € dominato dalla moda di accumulazione (da
O.1acirca2 )edallamodagrossolana(da2ab50 ). Lamoda diaccumulazione deriva
dall'aerosol primario, dalla condensazione di gas (prin@almente formati da composti
organici, solfati e nitrati) e dalla coagulazione di piccok particelle. Inoltre, I'andamento
mostra due sub-mode: la condensazione, cioé il prodotto dinsissioni primarie o la crescita
di particelle per condensazione/coagulazione di vapore, @ gocciolamento, che viene a
formarsi dalla moda di accumulazione. La moda grossolana éaratterizzata da processi
meccanici come erosione, frantumazione di particelle di mggiori dimensioni o immissione

di spray marino in atmosfera.

In generale, & possibile riassumere la distribuzione dimé@male ed i principali meccani-
smi di formazione dell'aerosol come mostrato in Figura 1.2La ditribuzione dimensionale
pud dunque essere sempli cata rappresentandola attravers un modello trimodale. La
moda di nucleazione & quella piu piccola, ed € caratterizzatda aerosol ad elevata densita
e, per questo, soggetto a facile coagulazione e condensamoentrando cosi nella moda
di accumulazione. Quest'ultima moda presenta particelle oinvolte in trasporti a lungo
raggio a causa del loro tempo di vita di qualche settimana. Ime, la moda grossolana,

presenta polveri trasportate dal vento caratterizzate da \eloce sedimentazione.

Un'altra importante classi cazione, anch'essa direttamente collegata alle dimensioni
delle particelle, va a distinguere due tipi di particelle: primarie e secondarie. L'aerosol

primario viene emesso direttamente dalla sorgente in atmdera da processi che possono
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essere sia naturali che antropici. Le sorgenti di tipo natuale che generano il particola-
to di tipo primario principalmente sono dovute a processi di erosione, frantumazione di
particelle di maggiori dimensioni ed immissione di spray maino. Le sorgenti antropiche
possono essere identi cate, ad esempio, da attivita indusiali o inquinamento urbano. Al
contrario, I'aerosol secondario viene formato da processli condensazione di gas presenti
in atmosfera (il processo avviene quando i gas sono in condani di sovrasaturazione) o
a causa di reazioni chimiche tra particelle primarie. Come @ detto, la genesi di aerosol
secondario avviene grazie alle presenza di gas precursagyjali NOy, SOy, agenti ossidanti

come Q;, OH-, NH3, composti organici volatili (VOCs) e idrocarburi 6.
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E' noto che il particolato atmosferico & costituito in maniera predominante da nitrati,
ammonio, solfati, materiale crostale, acqua, carbonio efaentare e una grande varieta di
composti organici, ma la loro concentrazione relativa in aosfera dipente anche dal sito
di analisi.

Dalla Figura 1.3 infatti si nota come la composizione del paticolato dipenda dall'area
di provenienza. La gura riporta la composizione del particolato totale in una generica
area urbana e in un'area rurale italiana. Si presentano catteristiche abbastanza simili,

tranne che per il contenuto di solfati, carbonio elementaree composti organicil®l.

nitrato

4%

carbonio ,
elementare |
5%

Figura 1.3: Composizione dell'aerosol atmosferico totale urbano (siistra) e rurale (destra)

1.2 Aerosol organico

| composti organici esercitano un notevole e signi cativo mpatto sulle proprieta delle
particelle, essendo uno dei componenti piu presenti in atmsfera. La frazione organica &
formata da migliaia di composti organici di cui solo una poraone minima é stata carat-
terizzata. La composizione organica non e tutt'ora ben notasopratutto perché l'interesse
della ricerca scienti ca si & concentrato sullo studio di inquinanti organici, importanti per
la loro pericolosita, che perd costituiscono una frazione imoritaria.

In generale, il particolato carbonioso presente in atmosf@ e formato da una frazione

organica (CO) ed una frazione che resiste all'ambiente osdénte no ad una temperatura
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di 400 %o, che prende il nome di carbonio elementare (CE). Tutavia, se vengono prese
in considerazione le proprieta ottiche la seconda frazion@ chiamata carbon black, CB.

Si possono comungue approssimare CE e CB racchiudendoli helclasse del carbonio
elementre. Il CE strutturalmente é simile alla gra te (dunq ue di colore nero), € insolubile

ed & emesso in particelle durante la combustione.

Al contrario del carbonio elementare, che costituisce grarparte dell'aerosol organico
di origine primaria, il carbonio organico ha un'origine sia primaria che secondaria. L'ae-
rosol organico di origine primaria & associato a composti cali alcani, acidi carbossilici
e idrocarburi policiclici aromatici (IPA). Generalmente p ud essere prodotto da processi
di combustione sia antropici, come combustione di legnamegemissioni da autoveicoli o
da cotture alimentari, sia naturali, come incendi non dolos. Di notevole importanza per
l'identi cazione dei processi di formazione dell'aerosolsono i cosiddetti "traccianti". Sono
molecole organiche a basse concentrazioni in atmosfera, ncapaci di individuare I'orgine
del composto in esame. A titolo di esempio, per tracciare leraissioni degli autoveicoli si
usano acidi dicarbossilici alifatici. L'aerosol organicosecondario (SOA) invece & formato
dall'ossidazione di composti organici volatili (VOCs) di derivazione antropica. Sebbene
la ricerca scienti ca si sia molto prodigata nello studio dd ruolo dei precursori di origine
antropica, negli ultimi due decenni numerosi studi® hanno approfondito la formazione
di aerosol organici secondari dalla fotoossidazione di VOS£di origine naturale (Capitolo
2). Oltre alle identi cazioni gia elencate, & utile distinguere I'aerosol organico idrosolubi-
le ed idrofobico. Quest'ultimo comprende il CE e la maggioraza dei composti organici
ad alto peso molecolare, tra cui alcani, IPA o policlorobifaili (PCB). L'aerosol organico
idrosolubile, studiato in questo lavoro di tesi, comprendecomposti di origine prevalente-
mente secondaria. Sono composti ossigenati, ossidrilatcarbossilati e carbonilati. Come
si nota in Figura 1.4 (un esempio di speciazione del particato con diametro inferiore a 1

campionato nella valle del Pol'%) la composione si presenta complessa: si pud notare
comungque come i componeti organici solubili e insolubili inacqua abbiano una notevole

importanza, arrivando a coprire quasi il 25% dell'aerosol btale.
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Figura 1.4: Bilancio chimico sugli elementi costituenti della massa dé'aerosol nella valle del Po

1.3 Processi in atmosfera dell'aerosol

L'aerosol di onde nell'atmosfera in maniera diversi cata a seconda delle proprie dimen-
sioni, caratteristiche e delle condizioni metereologiche Le particelle sono trasportate
principalmente dall'azione del vento (sia orizzontalmente che verticalmente), attraverso i
processi di avvezione e convezione. Con il termine avvezienviene solitamente indicato
il trasporto di aria da una zona ad un'altra, che pud avvenire sia in super cie che in alte
quote. La convezione € il movimento di aria calda verso I'alb, dove il tempo di perma-
nenza delle particelle & elevato a causa del gradiente badce dell'assenza di processi di

rimozione.

Un fattore importante per i campionamenti a terra dell'aerosol consiste nella sedi-
mentazione. Essa pud essere secca, che trasferisce il pestato al suolo senza intervento
dell'acqua presente in atmosfera, o umida, causata dall'itervento dell'acqua. Particelle
ni ed ultra ni sono in grado di percorrere migliaia di Km e sp esso ricadono al suolo per
deposizione umida incorporadosi nelle goccioline d'acqudelle precipitazioni. Al contra-
rio, l'aerosol grossolano di cilmente percorre grandi distanze, sopratutto a causa della

massa delle particelle, depositandosi per gravita dopo pactempo dall'emissione.
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1.4 E etti su clima, ecosistemi, materiali e salute umana

Il particolato atmosferico € in grado di assorbire o ri ettere la radiazione solare in funzione
della lunghezza d'onda: attraverso la formazione di nebbiafoschia e nubi a causa della
presenza di particolato idrosolubile, la trasmissione déa radiazione ultravioletta subisce
una notevole attenuazione. Ad oggi, la ricerca scienti ca ron € ancora in grado di quan-
ti care come il particolato atmosferico vada ad in uire le ¢ ondizioni climatiche globali
o locali, sopratutto perche la trasmissione della radiazioe puo variare nelle stesse aree
geogra che, a seconda della stagione. Oltre agli e etti dietti appena descritti, I'aerosol
puod condizionare il clima in modo indiretto. Le particelle possono infatti costituire nuclei
di condensazione per le nuvole, aumentandone la probabikt di formazione.

Come visto prima, il particolato e suscettibile a processi d deposizione secca o umida
sul suolo o sulla vegetazione: questo & causa di interaziomwen gli ecosistemi. Ad esempio,
la deposizione di nitrati sul suolo pud avere ripercussionanche nei sistemi acquatici: I'au-
mento incontrollato di NO 4 pud causare diminuzione della quantita di ossigeno generao
eutro zzazione.

La deposizione delle particelle pud interessare inotre lauper cie fogliare della ve-
getazione ostacolando la luce solare ed interferendo cosort la fotosintesi. |l proces-
so di deposizione fogliare pud inoltre sviluppare compostacidi e ossidanti, causando il
danneggiamento dei tessuti vegetali. Questi processi ristano comunque di cilmente
quanti cabili.

L'e etto dell'aerosol che riguarda i materiali &€ largamente noto e riconosciuto: uno
dei principali fattori inquinanti riguarda la deposizione secca di biossido di zolfo (un in-
quinante di origine antropica), in grado di esercitare azime corrosiva su calcare, marmo
e cemento, convertendo la calcite (carbonato di calcio) in gsso (solfato di calcio diidra-
to). L'attivita & legata alla concentrazione di SO, e dal contenuto acquoso del materiale
interessato. Oltre ai processi corrosivi la deposizione dbarticelle inferiori ai 10 su ma-
teriali genera I'annerimento di tutte le super ci esposte, determinando danni al patrimonio
artistico e architettonico.

L'e etto del particolato sulla salute & stato confermato da diversi studi epidemiologici

i quali provano come l'esposizione all'aerosol atmosfer@ sia responsabile di conseguenze
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negative sulla salute, come aumenti del tasso di malattie repiratorie e cardiovascolari, a
seconda della durata dell'esposizion81l. Le particelle di dimensioni inferiori a 10 ,

chiamate anche particelle inalabili, hanno la capacita di a&epositarsi nell'apparato respira-
torio, principalmente nel primo tratto delle vie aeree. Studi dimostrano 2l che le particelle
ultra ni sono piu tossiche rispetto alle grossolane: esseinfatti, avendo una grande area
super ciale (no a 3 ordini di grandezza maggiore rispetto a particelle grossolane) vanno
ad incidere sulla tossicita relativa delle particelle sui $stemi respiratori acquisendo un'e-
levata e cienza di deposizione alveolare[!3]. La tossicita dell'aerosol in ne non dipende
esclusivamente dalla distribuzione dimensionale, ma anah dalle caratteristiche chimiche,

come la presenza di solfati, nitrati, sostanze ad elevata adita e metalli pesanti in tracce.
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Capitolo 2

Gli analiti

2.1 Prodotti di degradazione dell' -pinene

Negli ultimi decenni la decomposizione di aerosol organicalovuto alla fotoossidazione in
atmosfera ha assunto una notevole importanz&4. La formazione di SOA viene tuttora
studiata in maniera approfondita in numerosi studi sul campo e in laboratorio ed esiste
un'ampia banca dati bibliogra ca sui principali prodotti d i aerosol secondario organico.
Recenti studi 15 dimostrano inoltre che, oltre a considerare gli ossidanti tassici, vi € la
necessita di studiare diverse nuove classi di composti, cogresteri, perossidi o organosolfati.
Questo al ne di comprendere in maniera dettagliata i procesi chimici che portano alla
formazioe di SOA, nonché per prevedere i carichi di massa d&lerosol.

Molti composti naturali organici volatili, come isoprene, monoterpeni e composti aro-
matici VOCs, sono precursori SOA: al seguito della loro emisione in atmosfera queste
specie reagiscono con ossidanti atmosferici quali ozonoadicali ossidrilici e nitrati, for-
mando prodotti volatili che subiscono la conversione gas-articella. | monoterpeni sono
ritenuti contributori molto importanti per la produzione d i SOA in quanto possiedono un
alto potenziale di formazione di aerosol e sono emessi a Il globale in enormi quan-
titd, sopratutto da foreste di tipo temperato, boreale e tropicale 1% 171, Non & ancora
chiaro invece se, come nel caso delle reazioni di VOCs in atrefera, la degradazione dei
monoterpeni sia in uenzata dall'attivita umana che induce cambiamenti nella composi-

zione dell'atmosfera, in quanto, per i VOCs, un aumento dei ivelli ossidanti aumenta la

17
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produzione di SOAI!8l, Lidenti cazione e la conseguente quanti cazione dei pradotti di
ossidazione di monoterpeni in atmosfera negli ultimi due deenni sta ricevendo una gran-
de attenzione da parte della comunita scienti ca: questo peche sono i piu abbondanti
idrocarburi biogenici negli strati piu bassi della troposfera. La degradazione atmosferi-
ca procede attraverso un meccanismo molto complesso che n@énancora completamente
caratterizzato e che porta alla formazione di una vasta gamma di prodotti di reazione.
Nel 1987 negli USA fu sviluppato un inventario nazionalel!® delle emissioni degli
idrocarburi biogenici combinando i dati di tassi di emissione di vari studi sul campo,
algoritmi di emissioni sviluppati in laboratorio, densita di biomassa e temperatura. Si
concluse che le emissioni sono distribuite maggiormente & la vegetazione di latifoglie
e conifere, con le colture agricole responsabili in modo maginale. Le emissioni total
da parte delle conifere sono state calcolate a 21.7 Ton/annomentre per le latifoglie a
8 Ton/anno. Nella totalita delle emissioni, I' -pinene arriva a 6.6 Ton/anno, mentre le
rimanenti sono dovute a vari monoterpeni, tra cui i pit importanti sono l'isoprene e il

-pinene. In Figura 2.1 sono riportati gli isomeri dell' -pinene, del -pinene e l'isoprene.

CHs CHs CH, CH,
H3C — /!L | | Ji |/CH3 ch\l ; | | ; |/CH3 )\/
HsC CH3 HaC CHs

Figura 2.1: 1S-(-)- -pinene,1R-(+)- -pinene,1S-(-)- -pinene,1R-(+)- -pinene ed isoprene

Lo studio delle proprieta degli isomeri non ha importanza in ambito ambientale: tut-
tavia la reattivita di questi composti & profondamente studiata in ambito cosmetico ed ali-
mentare, per la realizzazione del canfene, una molecola litizata in oli essenziali, profumi
e come additivo negli alimenti.

Lamb et al. [*] riporta un confronto tra la reattivita di  -pinene e -pinene con NO
ed NO,, due ossidanti atmosferici molto comuni. Lo studio & stato ondotto in una
camera di reazione $mog chamber) in te on, con un volume di 60 m3. La camera,

riempita dapprima con una miscela di aria puri cata, € divisa in due scomparti nei quali
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vengono introdotti i gas reagenti, a concentrazione naturée, formando una miscela gassosa
a concentrazione nota. Inne, I' -pinene e il -pinene sono iniettati tramite microsiringa
in camere diverse, cosi da poter comparare le dinamiche di agioni caratterizzate da
identiche condizioni reattive. La camera successivamentgiene esposta alla luce del sole.
Come si nota in Figura 2.2, la degradazione fotoossidativaell' -pinene é evidente, mentre
la concentrazione del -pinene cala in maniera molto lieve. Si nota inoltre un innazamento
della concentrazione di NG per entrambi i monoterpeni: questo perché la fotoossidazioe
implica l'espulsione del sottoprodotto NO,. A 120 minuti la concentrazione di NO, nella
camera in cui vi € I' -pinene comincia a diminuire quando si esaurisce I'NO: qués perché

il biossido comincia a reagire con I' -pinene.

a-pinene/2.0
NOz

NO
B-pinene/2.0
NO2

NO

[ 1 K Kelulbs

Concentration, ppb

e PG ]
0 50 100 150 200
Time, min

Figura 2.2: Processo di degradazione dell-pinene e del -pinene in presenza di NQ

E' noto che oltre agli NOy esistano numerosi composti ossidanti capaci di interagireon
i monoterpeni, quali, tra i piu importanti, ozono e radicali OH'. E' stato dimostrato che
I'ozono va ad reagire in maniera molto piu e cace con I' -pinene, con una costante di ve-
locita superiore di circa 5 volte rispetto al -pinene. Al contrario, i radicali OH - reagiscono
preferenzialmente con il -pinene rispetto all' -pinene, il quale possiede una costante di

velocita inferiore circa del 30%. In de nitiva, il tasso di f otoossidazione dell' -pinene € sei
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volte superiore rispetto al suo isomero alle stesse condami. L' -pinene assume dunque
un'importanza globale non trascurabile, sopratutto perché ne viene stimata I'emissione
globale in 125 Tg/anno 2%, Sebbene la fotoossidazione di isoprene con stesse condlii
sopracitate non produca SOA, la coesistenza con |-pinene aumenta la resa del 10% di

aerosol organico rispetto alla sua assenza (Figura 2.3).

150 -

o
o
1

Concentration, ppb

504

Figura 2.3: E etti dell'isoprene per la fotoossidazione dell' -pinene

Come precedentemente anticipato, il processo di degradamne dell' -pinene non é
completamente conosciuto, ma alcuni studf?!] identi cano come prodotti principali di
fotoossidazione (idrosolubili) I'acido pinico, l'acido pinonico, l'acido norpinico, l'acido
norpinonico e pinonaldeide.

Un meccanismo sempli cato di fotoossidazione da parte di @ in presenza di NQ, e
stato proposto dallo studio di Lamb et al. [*9], descritto in Figura 2.4. Esso prevede come
prodotto nale la pinonaldeide, che vedremo essere un intamedio di reazione per altri

meccanismi proposti.

Un altro meccanismo dettagliato 22l [23] consiste nella fotoossidazione da parte di ra-

dicali OH-, in presenza di G, NOy, radicali perossidi e acqua. La reazione ha inizio
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+ OH -_— CH3 . CH3
00 NO NQ o' Oz HO HsC_
c o
o ° /'
plnonaldelde

Figura 2.4: Meccanismo sempli cato di fotoossidazione da parte di Q in presenza di NQ,

attraverso l'addizione al doppio legame del radicale OH che provoca la formazione di due
dierenti  -idrossi alchil radicali che ragiscono rapidamente con I'ssigeno per formare

due -idrossi alchilperossi radicali (1) e (1a).

CHgs H,C 00
{ OH
0O,
CHg
30 OH HsC OH

92, @é/ (1a)

In presenza di NO o di elevate quantita di radicali alchilperossidi, i prodotti della
reazione (1) e (1la) reagiscono velocemente producendo itidrossi alcossi radicale (2) e
(2a). Per questo tipo di molecole ci possono essere tre polii reazioni: decomposizione,

isomerizzazione e reazione con ossigeno molecolare.

HC 00 HC O
é/ + NO — é/ + NO, N
o
) (2a)
HC 00 HC O

Q" G e

La reazione preferenziale & quella dell'apertura dell'arito, con conseguente formazione
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dell' -idrossi alcossi radicale (3) e (3a).

HC O o) HsC OH HsC OH
OH 5‘95 o © 0
S
OH

A questo punto, per reazione con ossigeno molecolare, viefiermata pinonaldeide (4)

e (4a), considerato il principale intermedio stabile in fag gassosa.

o) o) HsC OH o)
0, OOH . o 02 ‘OOH
A @) NN (4a)
OH /O /O
pinonaldeide pinonaldeide

Il percorso reattivo pud procedere portando alla formazioe di acido pinonico, norpi-
nonico e pinico, attraverso un primo step che prevede 'estzione di un atomo di idrogeno
dalla pinonaldeide. La reazione decorre attraverso la formzione di un radicale perossido

per poi formare I'acido pinonico (5).

(0] (6] O (0]
OH H,0 OOH O3
\A O, N A (5)
/O /O (0] (0]
00 OH

pinonaldeide acido pinonico

In alternativa, il terzo intermedio radicale della Reazione 5, I'acil perossi radicale, puo
essere ridotto nel corrispettivo acilossi radicale, decdrossilato e trasformato nell'acido
norpinonico (6) con meccanismo simile visto nella Reazion&.

Pud sussistere un meccanismo alternativo per la formazioneli acido pinonico che
interessa il prodotto della Reazione 3a, il quale decorre aadicale perossido, che subisce
una doppia riduzione (7).

L'acido pinonico pu0 inoltre procedere con la fotoossidazine (8) attraverso l'allontana-

mento di un atomo di idrogeno, seguito da l'addizione di osgieno molecolare. Il risultante
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o) o) o o}
co, . |
) 0, ROO 5) OH (6)
o .
o o
o acido norpinonico
OH o) o) o)
! . | O, HO l
0, NO o0 ROO C S @)
0 OH OH OH
00 o o)

acido pinonico

-carbonilperossi radicale, oltre a subire una serie di reaani radicaliche formando una
vasta gamma di sottoprodotti, pud essere ridotto da riduceni atmosferici, formando il I'o-
xoradicale. Esso decompone eliminando formaldeide decamdo in processi reattivi simili

alla Reazione 6.

o] o) 0o o)
OH H,0 . 00 . o
S 0, NO o ROO
OH OH OH OH
. . O o ¢} o}
acido pinonico
HCHO
o] o}
. I
O3 OOH :
OH 3
®) A/ O,
OH OH
.0 o
acido pinico

Tuttavia, € stato proposto un altro percorso reattivo per la formazione di acido pinico
(9). Infatti, I' -idrossi alcossi radicale, prodotto della Reazione 3a, pudecorrere a -
idrossi oxo radicale, che elimina un radicale metile. Attraverso processi redox si arriva al

prodotto nale.
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HsC OH HeC_ OH HsC OH
%/ _0 ééf_o NO o ROO ééf é\;—
CH3
. 02
OOH
HCOOH <— CHZCO00 HzO
0 o]
. OH
O3 OOH
OH 3 —0
9) éﬁ\( A/ O g\;—
OH
0
acido pinico

| radicali metili espulsi reagiscono rapidamente con l'osigeno molecolare per formare
il metilperossi radicale e successivamente la formaldeideLe reazioni appena descritte
non spiegano pero la presenza di acido norpinico (Figura 2)5el SOA: la molecola deriva

probabilmentente da meccanismi fotoossidativi derivanti dall'acido norpinico.

o}

OH

OH

Figura 2.5: Acido norpinico

A causa della non reperibilita in commercio degli acidi norpnonico, norpinico e della
pinonaldeide, nel presente lavoro di tesi sono stati usati eame markers dell' -pinene
l'acido pinico come racemo (Santa Cruz Biotechnolog¥§ ) e l'acido cis-pinonico (Sigma

Aldrich ® ) (Tabella 2.1).

Oltre ai composti ossidati appena descritti, esistono una rolteplicita di prodotti
sia gassosi che in fase aerosol derivanti dalla degradazerdi -pinene: essi assumono
un'importanza trascurabile, in quanto contribuiscono in maniera marginale alla totalita

di aerosol organico secondario.
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Tabella 2.1: Composto, peso molecolare, formula bruta e isomeri denarkers in esame

Composto PM Formula bruta Isomero cis Isomero trans
0 0
S
Acido pinonico 184,23 H160
P GoH1603 o o
o} o}
] i
OH -“\\]\OH
Acido pinico 186,21 GH1404
OH OH
(0] @]

2.2  Amminoacidi

Gli amminoacidi sono molecole organiche che nella struttua recano sia il gruppo funzionale
carbossilico (-COOH) sia quello amminico (-NH). Hanno nomi comuni, in alcuni casi
derivati dalla fonte da cui sono stati isolati per la prima volta. Ad esempio, I'asparagina
fu trovata per la prima volta negli asparagi, il glutammato n el glutine del grano e la tirosina
fu isolata dal formaggio (il suo nome deriva dal grecdyros , formaggio). Gli amminoacidi
pit comuni sono 20 e sono presenti nelle proteine: essi di écono I'uno dall'altro per la
catena laterale R, dove essa stessa si di erenzia per struita, dimensioni e carica. Essendo
I'atomo di carbonio un centro chirale, i quattro gruppi sostituenti possono disporsi nello
spazio in due modi diversi, formando quindi due di erenti enantiomeri.

La con gurazione assoluta di zuccheri ed amminoacidi semjti viene de nita con il
sistama D e L, una convenzione proposta da Emil Fischer, basa sulla con gurazione
assoluta della gliceraldeide, uno zucchero a tre atomi di ghonio. E' noto che gli ammi-
noacidi nelle molecole proteiche sono tutti sterecisomeri, con gli amminoacidi D presenti
in pochi peptidi, compresi alcuni della parete cellulare dibatteri e in qualche peptide con
funzione di antibiotico 24,

In natura, tuttavia, sono stati scoperti piu di 500 amminoacidi che non fanno parte dei
peptidi ed inoltre svolgono ruoli diversi. Essendo macroméecole costrituenti gli organismi
viventi ed avendo una bassa tensione di vapore, sono uno deipsigni cativi composti

azotati organici presenti in atmosfera. Questo & confermat da recenti studi[? che han-
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no dimostrato che l'azoto organico varia dal 20% all'80% dédlazoto totale presente nelle

particelle di aerosol e viene rilevato anche nelle deposiani secche e nelle precipitazioni.

In Tabella 2.2 sono riportati gli amminoacidi analizzati nel presente lavoro di tesi.

Tabella 2.2: Composto, simbolo, peso molecolare e struttura degli ammioacidi in esame

Composto Simbolo PM Struttura
0
Glicina Gly 75,07 HZN\)I\
OH
o}
Alanina Ala 89,09 %OH
HoN
o)
Serina Ser 105,09 HO/\HI\OH
NH,
Prolina Pro 115,13 Q\(OH
"0
o}
Valina val 117,15 H3CMOH
CHz NH;
OH O
Treonina Thr 119,12 )\/U\OH
NH,
! o)
t-4-ldrossiprolina 4-Hyp OH

131,13 SJ)J\
HO
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Composto Simbolo PM Struttura
o}
: HaC
Leucina Leu 131,17 MOH
CHs NH,
CHs O
: HaC
Isoleucina lle 131,17 MOH
NH,
o}
Asparagina Asn 132,12 HZNNOH
O NH,
0
Ornitina Orn 132,16 HZN/\/\)J\OH
NH2
o}
Acido aspartico Asp 133,1 HONOH
O NH,
0 o}
Acido glutammico Glu 147,13 HOWOH
NH,
o}
Metionina Met 149,21 ch/s\/\HI\OH
NH,
o}
N
Istidina Hys 155,16 «NOH
N NH,
0
Fenilalanina Phe 165,19 OH
NH,
NH o)
Arginina Arg 174,2 HzNJ\N/\/\)I\OH
; NH2
o)
Tirosina Tyr 181,19 OH
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Gli amminoacidi possono essere presenti come enantiomeri & D (non per la glici-
na, per la quale il gruppo R € un atomo di idrogeno: questo fa pelere la chiralita alla
molecola). In atmosfera gli L-amminoacidi sono i pill comunj ma vi € una presenza non
trascurabile di D-amminoacidi, solitamente dovuti alla presenza di batteri?6l, Tuttavia,
sebbene nella super cie del mare la concentrazione degli antiomeri D degli amminoacidi
e relativamente alta a causa dell'attivita batterica nel microlayer , la presenza nel parti-
colato di questa forma enantiomerica €& inferiore al 10 % dedl totale concentrazione del
corrispondente amminoacido. Il largo eccesso di L-amminaadi indica una signi cativa
porzione di amminoacidi derivanti da sorgenti primarie. E' comunque probabile che la
rottura di bolle sulla super cie della acqua marina (spray marino) favorisca l'immissione
in atmosfera di amminoacidi L e D rispettivamente derivanti dal toplancton e dai batteri

presenti nel microlayer.

| primi studi di azoto organico disciolto sono stati e ettua ti in pioggia e neve nel
1950271 28] ma la conoscenza & aumentata negli ultimi anni, in quanto qusti composti
sono una fonte molto importante di nutrienti per gli ecostistemi marini ed in uenzano la
chimica in amtosfera e la qualita dell'aria[?®l. Essi sono una componente importante del
WSOC (water soluble organic carbon ) e in uenzano il ciclo atmosferico dell'acqua, la
radiazione atmosferica, l'igroscopicita delle particele e tutta la chimica atmosferical3% [311,

| composti amminoacidici, inoltre, vengono coinvolti nella formazione di nuvolel32],

Gli amminoacidi in fase particolata possono essere prodattda una molteplicita di
fonti diverse: ad esempio, glicina, treonina, serina, feri@lanina e prolina sono rilasciate
durante le eruzioni vulcaniche, mentre alanina, acido aspdico, glutammina e la stessa

glicina sono state ritrovate nel fumo di sigaretta.

Gli amminoacidi inoltre sono sottoposti a molte trasformazoni in atmosfera, ma i
meccanismi non sono completamente conosciuti. Si conoscettavia il processo di dre-
gadazione atmosferico della metionina, la quale si trasfona a metionina solfossidd33!.
Istidina e tirosina, invece, vengono ossidate dal radicalessidrile e dall'ossigeno moleco-
lare. In fase acquosa cisteina e tirosina risultano essereatto reattive con Oz, mentre i
composti a minor reattivita in acqua sembrano essere glicia e acido glutammico. Sempre

in fase acquosa, la serina pud reagire con OHormando NH , mentre per reazione con
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O3 puo formare NO . Il gruppo R laterale di amminoacidi come arginina, lisina, prolina
e treonina puo essere ossidato da reazioni che coinvolgononi metallici, con produzione
di semialdeidi o derivati idrossilati. Anche gli amminoacidi che posseggono un gruppo
aromatico possono essere ossidati a derivati idrossilati.

In generale, gli amminoacidi degradano in atmosfera attragrso una combinazione di
fotoreazioni dirette (assorbimento di luce seguita dalla eazione) e fotoreazioni indirette
(foto-formazione di intermedi reattivi seguita dalla reazione con gli aminoacidi) (311,

A seconda del pH e della matrice in cui sono dispersi, gli ammioacidi possono as-
sumuere la forma neutra o quella zwitterionica, cioé una matcola nel suo complesso
elettricamente neutra che pero presenta sia cariche posite sia negative localizzate. L'am-
minoacido dunque risultera contemporaneamente ionizzatonegativamente all'estremita
acida e positivamente all'estremita amminica. In Figura 26 é riportata la forma neutra

dell'alanina e la sua forma zwitterionica.

@) O

I‘@
OH "OH

H2N H3N®
Figura 2.6: Forma non ionizzata e ionizzata dell'alanina

Per quanto riguarda le concentrazioni in atmosfera, studi rella laguna di Venezia ripor-
tano concentrazioni di amminoacidi in media di 334 pmol/m? 34, molto piu alte rispetto
ad aree dell'Oceano Paci co nord-occidentale (10,7 pmol/ni) [ e dell'Oceano Atlantico
meridionale (20 pmol/m3) (29,

Studi piu recenti 381 3] riportano concentrazioni di FAA ( free amino acids ) molto
basse nell'ambiente artico (Isole Sbalvard), in media di (1 , mentre nell'ambiente

urbano di Roma si attestano in 0.1 , Superiore di circa 3 ordini di grandezza.

2.3 Metossifenoli

I metossifenoli (PC, phenolic compounds ) sono composti organici polari e idrosolubili

caratterizzati da un anello fenolico con uno o piu sostitueti metossilici (-OCH3) ed a
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seconda della singola struttura molecolare sono semivoldit fotosensibili e reattivi in at-
mosfera. Essi assumono rilevanza nello studio dell'inquiamento atmosferico che riguarda
la combustione di biomassa. Con biomassa si indica generabmte un insieme di organi-
smi animali o vegetali presenti in una certa quantita in un dato ambiente come quello
acquatico o terrestre ed in uisce sulla qualita dell'aria, sulla salute umana e sui cambia-
menti climatici globali. La biomassa generalmente & costitita per il 75 % da carboidrati,
contenuti in cellulosa ed emicellulosa, mentre per il restate 25 % da lignina. Dalla com-
bustione della cellulosa si origina il levoglucosan che vige utilizzato come markers di
biomass burning 81 [491 mentre dalla combustione della lignina derivano i metossienoli.
La lignina, costuituente del legno, & formata da unitd schettriche date da molecole fe-
nilpropaniche legate a vari siti in modo tridimensionale e @mplesso. La lignina, in tutti
i vegetali, lega e compatta tra loro le bre per conferire resstenza della pianta. Essa &
sintetizzata attraverso la deidrogenazione enzimatica plimerica a partire da 3 alcoli [38],

riportanti in Figura 2.7.

HaCO HaCO
HO HO HO

OCHj
Figura 2.7: Alcool coniferilico, alcool p-cumarilico ed alcool sinapiico

A seconda della quantita e tipologia di monomeri presenti né polimero, vengono

de niti tre tipi di lignina 381

" lignina softwood: €& costituita principalmente da alcool coniferilico e in maniera
minoritaria da alcool p-cumarilico. E' presente nelle gimmnosperme, cioé un gruppo
di piante vascolari (Tracheobionta) che producono semi nonprotetti da un ovario

(conifere)

" lignina hardwood : formata maggiormente da alcool coniferilico e alcool singilico.
Appartengono a questa categoria le angiosperme, cioé piamevolute con ore e seme

protetto (alberi a foglie)

" lignina erbacea: costutuita principalmente dall'alcool p-cumarico (piante erbacee)
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Solitamente il polimero della lignina viene estratto per esere usato come tracciante di
piante vascolari, come indicatore TOM (terrestrial organic matter ) in matrici acquose e
per lo studio del paleoclima o paleovegetazion&7l.

L'ossidazione o la pirolisi (combustione) della lignina daorigine ai metossifenoli, com-
posti aldeidici, chetonici o acidi. Nella Tabella 2.3 sono iportati i metossifenoli studiati
nel presente lavoro di tesi.

Tuttavia, la combustione non & l'unica via di formazione dei metossifenoli, che pos-
sono essere originati per via fotochimica®®!, per degradazione ad opera di batteri e
funghi [0 41 per |a presenza dibacterioplankton (con bacterioplankton viene de nita
la totalita della componente batterica presente in acqua née diverse profondita) o da
altri batteri che si nutrono di toplankton (insieme degli organismi autotro fotosintetiz-
zanti presenti nel plancton, ovvero da quegli organismi in gado di sintetizzare sostanza
organica) (421 [43],

La lignina viene degradata da batteri in condizioni aerobide attraverso enzimi ex-
tracellulari, quali attinomiceti (batteri lamentosi app artenenti ai raggruppamento dei
batteri Gram-positivi) 4. Tuttavia, maggiormente responsabili della degradazionesono
i funghi, principalmente white rot , che svolgono un‘attivita intensa, rispetto a brown rot
e soft rot , meno attivi (la classi cazione viene e ettuata a seconda el colore che causa
la degradazione)“®! [46],

Un'e cace rappresentazione dei metossifenoli viene e ettuata tramite quattro gruppi:

"~ fenoli siringici, indicati con la lettera S e dati dalla somma di acido siringico,

siringaldeide e acetosiringone

~ fenoli vanillici, indicati con la lettera V e dati da acido vanillico ed omovanillico,

vanillina ed acetovanillone
"~ fenoli cinnamici, (C), dati dall'acido p-cumarico e ferulico

" sommatoria totale, indicata con , che si riferisce alla somma degli otto metossife-

noli sopracitati

La degradazione disoftwood, essendo formato in maniera predominante da alcool

coniferillico, produce principalmente fenoli vanillici (vanillina, acido vanillico ed omova-
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Tabella 2.3: Composto, simbolo, peso molecolare e struttura dei metos&noli in esame
Composto Simbolo PM Struttura
(@) H
Vanillina VAH 152,15
OCHjs
OH
(0]
Acido p-cumarico PA 164,16 /O/\)J\OH
HO
(@) OH
Acido vanillico VA 168,15
OCHjs
OH
(@) OH
Acido isovanillico IVA 168,15
OH
OCHg
O
Coniferil aldeide CAH 178,18 HSCOWH
HO
O
Acido ferulico FA 179,22 H3CO:©/\)\OH
HO
O H
Siringaldeide SYAH 182,17
H3CO OCHjg
OH
O OH
Acido siringico SYA 198,17
H3CO OCHjg

OH
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nillico ed acetovanillone) 8], | fenoli vanillici sono prodotti anche dalla degradazione
dell'hardwood, formato da alcool coniferilico e sinapilico, che da ancheeholi siringici
(acido siringico, siringaldeide ed acetosiringone§*9l. | fenoli cinnamici in ne (acido feruli-
CO e p-cumarico) sono associati prevalentemente alle piaaterbaced®?l. Oltre a dipendere
dall'origine della degradazione, la distribuzione dei PC n atmosfera dipende fortemente
anche dalle condizioni atmosferiche, quali temperatura, midita, ecc.

L'origine della combustione viene indicata dai rapporti tr a le varie sommatorie indicate

in seguito:

S/V indica il contributo relativo di angiosperme o gimnosperme se maggiore di 1

denota la prevalenza di latifoglie

~

C/V indica il contributo relativo dei tessuti erbacei, piu alto € il rapporto, maggiore

e la presenza di lignina erbacea e minore € quella doftwood ed hardwood

Inoltre, i rapporti tra acidi e rispettive aldeidi indicano invece il grado di ossidazione

del sistema:

dove il primo indica il rapporto acido vanillico/vanillina , mentre il secondo acido siringi-
co/siringaldeide. Un approccio di questo tipo viene impie@to per valutare i metossifenoli
come indicatori POM , cioé materiale organico particolato di origine terrigena A partire
da campioni di umi e di sedimenti marini si ricavano informa zioni sulla vegetazione locale
e sul climal®ll,

In atmosfera i metossifenoli liberi vengono studiati come taccianti per il biomass
burning , cioé per la combustione della biomassa, in particolare pela lignina 2. Questo
perché il biomass burning & una delle piu importanti sorgenti di materia organica nell'at-
mosfera ed in uenza I'assorbimento e la dispersione dellaadiazione solare. | metossifenoli
vengono emessi in forma gassosa, condensando poi sulla supe dell'aerosol pre-esistente
in ambiente atmosferico. Generalmente sono inquinanti a lngo raggio, anche se si trovano

a concentrazione maggiore vicino alla fonte di emission&2l,
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In ne, i metossifenoli vengono impiegati nell'industria f armaceutica, alimentare, chi-
mica e nella cosmesi. Sono impiegati inoltre come analgesie per la cura di patologie

respiratorie, oltre che per la sintesi di profumi, fragranz ed aromil®4.



Capitolo 3

Lo strumento

Lo strumento impiegato per l'analisi nel lavoro di tesi &€ un a@omatografo liquido ad alte
prestazioni (HPLC) Agilent 1100 Series HPLC System (Agilert, Waldbronn, Germania)
accoppiato ad uno spettrometro di massa a triplo quadrupoloApplied Biosystem API
4000 (Biosystem/MDS SCIEX Concord, Ontario, Canada).

La cromatogra a liquida € una tecnica separativa e cace chenecessita di un dispositivo
atto alla separazione degli analiti: in questo lavoro di teg é stato usato uno spettrometro
di massa che impiega come analizzatore un triplo quadrupolo Il principale vantaggio
nell'utilizzo di uno spettrometro di massa come rivelatore rispetto ad altri tipi di rile-
vazione cromatogra ca (spettrometro UV, uorimetro, etc) , consiste nella sensibilita e
nella speci cita della risposta, poiché ogni analita vienerivelato in base al rapporto mas-
sa/carica (m/z) degli ioni generati. Nel caso di composti comatogra camente non com-
pletamente risolti, lo spettrometro di massa porta all'identi cazione ed alla quanti cazione
degli analiti, purché non isobari (ioni con stesso rapportom/z ma diversa composizione

atomica) [5°1.

3.1 High Performance Liquid Chromatography - HPLC

La cromatogra a liquida ad alte prestazioni (HPLC) € una tecnica separativa basata sulla
ripartizione dei composti, contenuti nel campione, tra la fase mobile e quella stazionaria.

La caratteristica principale della cromatogra a liquida € la capacita di separare miscele di
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composti non volatili, ad alto peso molecolare ed eventualrente termolabili, riuscendo a
discriminare analiti polari o apolari, ionici o neutri, ma n ecessariamente solubili nella fase
mobile liquida.

Le prime cromatogra e liquide venivano eseguite in colonnedi vetro con diametro
minimo di 50 e lunghezza no a5 , impaccate con particelle solide di diamentro
minimo pari a 150 rivestite di un liquido adsorbito al solido che fungeva da fese
stazionaria. | tempi di separazione erano molto lunghi ed i entativi di accelerare la
separazione applicando una pressione non andarono a buon enperché aumentando il
usso diminuivano il numero dei piatti teorici. La misura de ll'e cienza infatti viene
e ettuata attraverso l'altezza del piatto teorico ( H) ed il numero dei piatti teorici ( N). |

due termini sono cosi correlati:

dove L é la lunghezza eN il numero dei piatti. L'e cienza aumenta man mano che

N cresce o quantoH diminuisce. Lo studio che sviluppd questi concettil®® trattd una

colonna come se fosse una colonna di distillazione: in cospondenza di ciascun piatto
si suppose che si instaurasse I'equilibro tra fase staziona e mobile. Successivamente si
implemento lo studio attraverso la teoria della velocita, che continua comunque ad usare i
termini sviluppati dalla teoria dei piatti teorici. La teor ia della velocita descrive le forme e
le ampiezze delle bande cromatogra che in termini quantiteivi basati su un meccanismo
di scorrimento casuale che regola la migrazione delle molele attraverso una colonna.
In generale, I'e cienza delle colonne cromatogra che pud essere approssimata mediante

I'espressione:

in cui & la velocita lineare della fase mobile, & il coe ciente che descrive gli e etti del

percorso multiploe e sono rispettivamente i coe cienti di trasferimento di mass a
della fase stazionaria e mobile. Sapendo che é direttamente correlato al quadrato del
diametro delle particelle che formano l'impaccamento, al dninuire delle dimensioni delle

particelle, I'e cienza della colonna aumenta.
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Solo alla ne degli anni '60 si sviluppo la tecnologia in grad produrre particelle aventi
diametro compreso tra 3 e 10 e tale tecnologia ha richiesto strumenti in grado di
operare a pressioni elevate.

Attualmente una fase stazionaria € solitamente costituitada particelle solide impaccate,
di granulometria molto ne (tra 1.8 e 10 ), alloggiata all'interno di una colonna formata
da un tubo in acciaio di calibro sottile, adatta a sopportare le alte pressioni di esercizio
che possono raggiungere i 300 bar nei sistemi convenzionatha anche i 1000 bar nei nuovi
UPLC, una cromatogra a che utilizza particelle con dimensione di 1.7 sinoab

La fase mobile occupa gli spazi aperti tra le particelle delimpaccamento: opera in
condizioni di alta pressione e a temperature che variano tre&20 %o e 80 %o. La velocita del

usSso resta costante e compresa tra 50 eb , in base al diametro della
colonna cromatogra ca ed al sistema di interfaccia dello spttrometro di massa.

Le componenti principali, riportate in Figura 3.1, del cromatografo liquido HPLC

Agilent Serie 1100 utilizzato per questo lavoro di tesi sono

" serbatoi per i solventi, che constituiscono la fase mobile un solvente acquoso ed uno

organico

" pompa binaria e degaser, utilizzato per I'eliminazione di eventuali bolle formate

all'interno del sistema HPLC
" autosampler
~ pannello di controllo
" vano a temperatura costante che contiene la colonna cromatgra ca
" eventuale detector se non si utilizza la modalita ifenata HPLC-MS/MS

In generale, il tipo piu diuso di HPLC é quella di ripartizio ne a fase legata, nella
quale la fase stazionaria € formata da un rivestimento legat grazie ad un legame chimico
ad un supporto in gel di silice o con struttura polimerica, fomando impaccamenti ad
alta stabilita insolubili nella fase mobile. Dalla colonna allo spettrometro di massa gli
analiti sono trasportanti tramite un tubo in peek, un materiale termoplastico con elevate

caratteristiche meccaniche e con basso coe ciente d'attrio.
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Figura 3.1: Schema delllHPLC Agilent Serie 1100

3.1.1 Cromatogra a a fase inversa

La cromatogra a viene de nita a fase inversa quando il rivegimento legato al substrato
ha un carattere non polare. E' stato calcolato che piu di tre qarti di tutte le separazioni
in HPLC vengono e ettuate in colonne con impaccamenti a faseinversal®”l. | principali
vantaggi sono che si puo usare l'acqua come fase mobile e, cfarsi stazionarie non polari,
il trasferimento di massa risulta piu rapido. Al contrario, la cromatogra a a fase diretta &
caratterizzata da un rivestimento che contiene gruppi funzonali polari. Le analisi eseguite
per la determinazione deimarkers dell' -pinene e dei metossifenoli utilizzano un sistema
cromatogra co a fase inversa RPC - reverse phase chromatography ). In Figura 3.2 a
pag. 39 e riportata la fase stazionaria della colonn&gilent ZORBAX Rapid Resolution
High De nition (RRHD) Extend-C18 utilizzata per l'analisi.

La colonna incorpora un sistema brevettato costituito da gruppi organosilani bidentati
con catene Gg legati chimicamente a microsfere porose di silice. | due atni di Silicio

inoltre presentano un ponte propilenico ed una protezione pr proteggere il substrato.
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Figura 3.2: Fase stazionaria della colonna Agilent ZORBAX Extend-C18

3.1.2 Separazione cromatogra ca enantioselettiva

La cromatogra a enantioselettiva & la tecnica cromatogra ca utilizzata nel presente la-
voro di tesi per la determinazione degli amminoacidi e cons#e di separare coppie di
enantiomeri. E' noto che essi hanno proprieta siche e chiméhe identiche, ma vengono
riconosciuti in modo di erente dai sistemi biologici. La te cnica si divide principalmente

in due metodi, de niti come;:

" metodo diretto, basato sulla derivatizzazione antecedete all'eluizione per dar luogo

ad una coppia di diasterisomeri separati dunque con fasi staonarie non chirali

~ metodo indiretto, utilizzo di una colonna con fase staziomaria chirale, in modo da

formare specie diasterisomeriche transienti in colonna

Il grande vantaggio del metodo indiretto € che non si va a marpolare la matrice in
esame attraverso reazioni preventive che potrebbero dar lhgo a importanti contamina-
zioni, falsando il risultato nale. Motivo per il quale la cr omatogra a chiarale a metodo
indiretto & quella largamente piu usata, anche se il metodo dletto risulta essere agevole
quando le matrici sono molto complesse.

I metodo indiretto dunque si basa su selettori chirali legdi alla fase stazionaria, i quali
formano addotti diasterisomerici non covalenti con l'anaita ed il suo enantiomero. Essi,
essendo diasterisomeri, assumono proprieta chimico- sie diverse: questo si traduce in
un diverso tempo di ritenzione in colonna.

Per la quanti cazione di L e D-amminoacidi & stata usata la cdonna CHIROBIO-
TIC TAG (Astec, Sigma Aldrich ® ), caratterizzata una catena glicopeptidica macrociclica

(teicoplanina aglicone) legata attraverso molteplici legami covalenti al substrato siliceo.
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In Figura 3.3 e riportato il gruppo funzionale attivo contenuto nella fase stazionaria
della colonna: essa presenta otto centri chirali e quattro avita evidenziate dalle lettere A,
B, CeD.

W

Figura 3.3: Struttura del glicopeptide macrociclico teicoplanina aglicone che costituisce la fase
stazionaria della colonna Astec CHIROBIOTIC TAG

3.2 Spettrometro di massa

La spettrometria di massa €, forse, tra tutte le metodologieanalitiche disponibili, quella di
piu vasta applicazione. Le piu importanti applicazioni della spettrometria di massa vanno
a fornire la compaosizione elementare dei campioni in una stanza e i rapporti isotopici
degli analiti di interesse, dare la composizione quali-quatitativa di miscele complesse e
descrivere la composizione di super ci solide (attraversd'utilizzo di particolari sorgenti
FAB o MALDI ). Le principali componenti di uno spettrometro di massa (Figura 3.4)
sono la sorgente, in cui vi € la formazione di ioni di analita @ssosi, l'analizzatore, che
separa gli ioni in base al rapporto , il detector e il sistema di pompaggio di vuoto.
Per questo lavoro di tesi, & stato usato uno spettrometro di nassa APl 4000 con sorgente

TURBO V™ (sorgente ESI) e analizzatore a triplo quadrupolo (QqQ).

3.2.1 Interfaccia LC/MS e sorgente

L'accoppiamento tra un cromatografo liquido e l'analizzatore necessita di una sorgente

capace di ionizzare gli analiti e rimuovere completamente'€luente attraverso un'interfac-
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CAMpioTE

Figura 3.4: Schema a blocchi di uno spettrometro di massa

cia tale da preservare il vuoto di 13-1C° Torr caratteristico dell'analizzatore. | sistemi
piu di usi nell'accoppiamento HPLC-MS sono le sorgenti ESI (ElectroSpray lonization ),
APCI ( Atmospheric Pressure Chemical lonization ) e PPI (Photometric Pressure lo-

nization ): queste sono de nite sorgenti API (Atmospheric Pressure lonization ).

Per il presente lavoro di tesi & stata utilizzata la sorgenteESI, che permette lo studio
di composti ionici polari. La sorgente tratta analiti che sono dunque gia ioni o che sono
facilmente ionizzabili. La soluzione in arrivo dalla coloma cromatogra ca attraversa un
capillare, viene caricata da un potenziale elettrico (formando il cosiddetto "cono di Tay-
lor") e nebulizzata grazie ad un gas ausiliario. La desolvaizione, favorita dallo stesso gas
ausiliario e dalla temperatura della sorgente, porta ad un amento di densita di carica
super ciale no al raggiungimento del " limite di Rayleigh ". Lo spray di goccioline cari-
che é attirato da un potenziale opposto applicato alcurtain plate che permette agli ioni

carichi di entrare all'interno dell'analizzatore.

Come riportato in Figura 3.5, questo meccanismo si ripete a ascata portando alla
formazione di ioni desolvatati in fase gassosa, i quali posgo avere carica unitaria o

multipla.
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Figura 3.5: Schema della sorgente ESI

Nella sorgente Turbo V'™ utilizzata per questo lavoro di tesi (Figura 3.6) sono presati
due getti turbo heaters che immettono in sorgente gas riscaldato, con angolazioneid
°, allo scopo di accelerare I'evaporazione del solvente. lue getti assicurano corrette
condizioni di lavoro n ad un usso di 2 , mentre in assenza del turbo gas la

velocita di usso puod raggiungere valori massimi di 10

Figura 3.6: Sorgente Turbo V'™
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La sorgente utilizzata inoltre presenta il capillare posto perpendicolarmente rispet-
to all'ingresso del curtain plate . Questo favorisce l'eliminazione degli ioni neutri che
tenderanno a non essere attratti dal potenziale dei piatti. Oltre al curtain plate sono
presenti altre due piastre, chiamateori ce plate e skimmer cone . Dotate di fori al loro
centro sempre piu piccoli, hanno il compito di convogliare d¢j ioni e mantenere il vuoto

nell'analizzatore.

3.2.2 Analizzatore

Lo spettrometro di massa a triplo quadrupolo (QqQ) & costituito, in realta, da quattro
quadrupoli. Oltre alla presenza dei convogliatori di ioni curtain plate , orice plate ed
skimmer cone, inizialmente € posizionato un quadrupolo (Q0) che provve@ unicamente
alla focalizzazione degli ioni. Successivamente sono postue analizzatori quadrupolari
(Q1 e Q3) e la cella di collisione (Q2), posta fra loro come mdgato in Figura 3.7 a pag.
44,

Gli analizzatori Q1 e Q3 operano a ( fornisce la di erenza di m/z tra
due picchi visibili), cioé costante in tutto lo spettro. L'a nalizzatore a quadrupolo dunque,
come analizzatoriion trap o TOF, variano la loro risoluzione variando la massa. Infati,

essendo la risoluzione pari a:

a m/z 400 si avra risoluzione 400, mentre a m/z 1000 si avra rizluzione 1000, in modo
tale da avere in tutto lo spettro . Al contrario, gli analizzatori di tipo magnetico
lavorano a risoluzione costante, cambiando in funzione di m/z.

Q2 costituisce, invece, la cella di collisione, una regionad alte pressioni (con valori
massimi di 8102 Torr) in cui avviene la frammentazione degli ioni per collisione di una
molecola gassosa neutra (No Ar).

Le pit importanti applicazioni del sistema MS/MS vertono nei processi di quanti ca-
zione. Infatti, il sistema massa tandem, attraverso l'uso alla cella di collisione, frammenta
lo ione selezionato dal Q1, per poi andare ad analizzare i framenti generati con il Q3.

Esistono diverse modalita di lavoro del triplo quadrupolo. Le pit semplici vedono lo stru-
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Figura 3.7: Analizzatore e schema a blocchi dello spettrometro di massa triplo quadrupolo

mento utilizzato in full scan, dove il Q1 esegue una scansione di tutti i rapporti m/z o in
SIM , in cui il Q1 seleziona un singolo rapporto m/z. In entrambi i casi cella di collisione

e Q3 vengono spenti. Altre sono:

product ion scan : il quadrupolo Q1 seleziona, attraverso la modalita SIM, uro ione,
il quale viene frammentato in Q2. | frammenti gerati vengono analizzati in full scan

dal Q3

multiple reaction monitoring : in Q1 si ha la selezione degli ioni di interesse anali-
tico (SIM ). Il Q3 lavora in SIM isolando esclusivamente alcuni ioni prodotti dalla
frammentazione dello ione avvenuta in Q2. Questa metodolag € la piu utilizzata in

chimica analitica quantitativa in virtu delle sue caratter istiche selettivita e sensibilita

precursor ion scan : il primo quadrupolo lavora in full scan, mentre il Q3 seleziona

un frammento generato nella cella di collisione Q2 (modali& SIM )

costant neutral loss scan : in questo caso entrambi i quadrupoli lavorano in modalita
full scan. Si opera perd con uno set di massa costante tra loro e, ssata una
di erenza a, quando gli ioni vengono selezionati dal Q1 e fammentati dalQ2, si ha

rivelazione solo nel caso i cui si ha formazione di uno ione



3.2 Spettrometro di massa 45

Detector

Il detector, €& costituito da un elettromoltiplicatore CEM ( channel electron multiplier )
composto da un dipositivo a dinodo continuo. Gli ioni in arrivo dal Q3, sono convogliati
da un sistema di lenti focalizzatrici e indirizzati al detector. Come si vede in Figura 3.8,
I'analizzatore ha una struttura cilindrica curva: quando uno ione collide la super cie del
cilindro, si ha il rilascio in numerosi elettroni, che andranno ad essere moltiplicati in

numero a causa delle successive collisioni con le pareti.

Figura 3.8: Elettromoltiplicatore CEM

Per e etto del gradiente di potenziale presente, gli ioni s;mo convogliati verso l'uscita
del cono, dove il segnale elettrico viene tradotto in segna digitale, fornendo il conteggio

degli ioni in relazione alla loro massa.
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Capitolo 4

Aspetti teorici del metodo analitico

La metodologia, o procedura analitica, € l'insieme delle oprazioni preanalitiche e stru-
mentali. La procedura per la scelta del metodo consiste nall de nizione degli obiettivi
dell'analisi e nella scelta della tecnica analitica strumatale. Successivamente viene indi-
viduata la procedura piu adatta alla preparazione del campbne (preanalitica) e le migliori
condizioni operative dello strumento di analisi.

E' molto importante inoltre la raccolta bibliogra ca di dat i pregressi, relativi a stu-
di simili, per impostare e strutturare l'indagine. Una volt a determinati gli obiettivi, si

procede all'acquisto di materiali, solventi e reagenti.

4.1 Metodo strumentale

L'obiettivo € lo sviluppo di un metodo strumentale che permeta allo spettrometro di
massa di identi care gli analiti in uscita dal cromatografo. Vengono dunque iniettati di-
rettamente in sorgente soluzioni standard di analita e anata marcato isotopicamente (o in
alternativa uno standard interno), per infusione diretta m ediante siringa Syringe Pump
Model 11 . A seconda dell'informazione bibliogra ca acquisita e dele caratteristiche chi-
miche degli analiti, vengono scelte sorgenti di ionizzazioe a disposizione. Inizialmente
viene individuato lo ione precursore tramite full scan in Q1. Per ciascun ione precursore
vengono ottimizzati i potenziali DP ed EP (il declustering potential controlla il voltaggio

dell'ori ce plate , mentre entrance potential controlla il potenziale in QO con il compito di
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focalizzare gli ioni). Successivamente si procede attraveo la modalita product ion scan :
vengono selezionati gli ioni precursori in Q1 (che lavora inmodalita SIM ) e frammentati
nella cella di collisione Q2. Il quadrupolo Q3 opera infull scan, andando a visualizzare
i frammenti prodotti. In ne si ottimizzano CE e CXP (il collision energy governa l'e-
nergia di collisione in Q2 fornita agli ioni selezionati in Q1, mentre il cell exit potential ,
applicato all'uscita della cella di collisione, ottimizza focalizzazione ed accelerazione dei

frammenti).

4.2 Metodo cromatogra co

E' opportuno confrontare le capacita di separazione di divese colonne a disposizione e
individuare quella che, sulla base delle caratteristiche dlla fase stazionaria, presenta la
migliore separazione dei picchi cromatogra ci. Si procedecon la scelta della composizione
della fase mobile (se in modalita fase inversa, una fase sath tipo organico, mentre la
seconda acquosa) al ne di ottenere una separazione soddisente dei picchi, in un tempo
di separazione solitamente non superiore a 40 minuti. La c@a cromatogra ca inoltre
dovra contenere una fase di pulizia.

Allo scopo di aumentare il segnale del picco, vengono ottinzizate le condizioni della
sorgente attraverso il settaggio dei parametriGasl e Gas2, la temperatura della camera

e I'lS (ion spray voltage , cioé il potenziale imposto all'ago della sorgente ESI).

4.3 Preanalitica

Una volta de nita la tecnica strumentale, si deve trasfrormare il campione in modo tale
da poterlo utilizzare con la strumentazione scelta. Spessta fase preanalitica prevede la
preconcentrazione del campione e, solo se necessaria, larimazione. | metodi piu fre-
quenti di estrazione sono le estrazioni liquido/liquido o liquido/solido (Sohxlet, utrasuoni,
microonde, ecc) e prevedono il trasferimento dell'analitadalla matrice ambientale ad una
pil adatta alla determinazione strumentale. In questo lavao di tesi, la procedura prea-
nalitica consiste nell'estrazione solido/liquido in acqua ultrapura, tramite ultrasuoni, di

campioni di aerosol raccolti su piatti in alluminio e Itrii n quarzo QFF.
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4.4

Validazione del metodo

Generalmente i parametri per la valutazione di un metodo anéitico sono:

>

selettivitd: capacita di un metodo analitico di determina re univocamente l'analita

di interesse

limite di rilevabilita del metodo (MDL): consiste nella pi U bassa concentrazione
dell'analita in esame che puo essere rilevata sperimentalemte. L'MDL viene de nito
come il triplo dello scarto quadratico medio determinato su segnale del bianco §

(siriferisce alla deviazione standard del bianco):

limite di quanti cazione del metodo (MQL): consiste nella piu bassa concentrazione
dell'analita in esame che puo essere quanti cata sperimeriimente. L'MQL é de nito

come 10 volte la deviazione standard del segnale del biancoedio Ss:

limiti di rilevabilita e quanti cazione strumentale (LOD s e LOQs): minima con-
centrazione di analita che lo strumento & in grado rispettivamente di rilevare o di
guanti care. Viene generalmente calcolato sulla base delegnale prodotto da solu-
zioni standard degli analiti. Si discostano nettamente da MDL ed MQL, perché LOD
e LOQ si riferiscono esclusivamente all'ultima fase analita, quella strumentale. So-
no calcolati come 3 volte (per il LOD) e 10 volte (per il LOQ) il rapporto tra I'area
del rumore di fondo nel cromatogramma e I'area del picco detnalita moltiplicati

per la concentrazione dell'analita:

intervallo di linearita: & la proprieta di uno strumento di misura di dare in uscita
valori che possano mettersi in relazione lineare con il segte d'ingresso, all'interno

di un determinato campo di validita. La proporzionalita & veri cata attraverso il



50

Aspetti teorici del metodo analitico

calcolo del coe ciente di correlazione  della curva di calibrazione. In questo lavoro
di tesi é stata eseguita per mezzo di soluzioni standard. Gesralmente sono accettati

coe cienti di correlazione pari ad almeno 0.99

precisione della misura: é il grado di dispersione di dati flevati individualmente
rispetto al valore medio della serie cui appartengono. Viea suddivisa tra ripetibilita
(concordanza tra risultati di prova indipendenti ottenute con identiche condizioni)
e riproducibilita (concordanza tra risultati di prova, ott enuti con lo stesso metodo

su materiali identici ma da laboratori ed operatori diversi)

accuratezza: grado di concordanza tra il valore medio dell concentrazione di analita

e un valore di riferimento accettato

sensibilita: € de nita come la la pendenza della curva di cdibrazione in corrispon-

denza della concentrazione a cui si sta lavorando

robustezza: capacita di un metodo di non essere in uenzatcsigni cativamente per

e etto di variazioni deliberatamente introdotte

recupero: indica la quantita di analita determinata da un metodo di analisi rispetto

alla quantita totale

incertezza: esprime i parametri che caratterizzano un inervallo di valori attribuiti

ad una misura

Non essendo disponibili in commercio dei supporti certi cai di aerosol atmosferico

vengono usati gli stessi substrati utilizzati nel campionanento, pretrattati nello stesso

modo, ai quali sono aggiunte quantita note di soluzioni stamard.



Capitolo 5

Campionamento

5.1 Sito di campionamento

| campioni analizzati per questo lavoro di tesi sono stati racolti presso il Campus Scienti -
co dell'Universita Ca'Foscari di Venezia, in via Torino, 155, Mestre-Venezia. In Figura 5.1

e evidenziato il punto di campionamento, situato nella somnita dell'Edi cio Delta.

Figura 5.1: Sito di campionamento presso il Campus scienti co
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La campagna di campionamento é stata condotta nei mesi di mawo, aprile e maggio

2016 utilizzando un impattore ad aspirazione multistadio 1220 MOUDI™ |1.

5.2 Campionatore

L'impattore ad aspirazione [°8 usato in questo lavoro di tesi & dotato di un foro nella
testata per consentire l'ingresso dell'aria e di undici stali a cascata che lavorano sfruttando
il principio della deposizione delle particelle su una supecie ad impatto. La super cie

e costituita da un disco in alluminio del diametro di 56 ricavato dalla fustellatura
di fogli di alluminio commerciali. Ogni stadio (Figura 5.2) é caratterizzato dalla presenza
di ugelli perpendicolari alla super cie di impatto: le part icelle con diametri superiori agli
ugelli, attraverso il usso della corrente d'aria all'inte rno del campionatore, si depositano
€ vengono campionate, mentre le particelle piu piccole proaderanno allo stadio successivo
incontrando ugelli via via sempre piu piccoli. In questo mod vengono progressivamente
campionati particelle sempre piu ni. Dopo l'undicesimo stadio, che trattiene particelle
no ad un diametro di 56 , il percorso delle particelle si conclude per opera di un
Itro in quarzo, precedentemente mu olato, nel quale vengono trattenute le particelle con

diametro inferiore ai 56
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Figura 5.2: Rappresentazione di uno stadio
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Il usso di lavoro ottimale & di 30 ed é garantito da una pompa ad aspirazione
MODEL HCPS5 - Copley Scientic [®9: essa contiene un motore in grado di generare un
usso massimo di 416 regolabile attraverso una valvola allocata nel pannello di
controllo. La pompa é dotata di due ingressi di aspirazioneuno a destra ed uno a sini-
stra, per facilitare il posizionamento del campionatore. | ra reddamento viene e ettuato
tramite una ventola nella parte anteriore della pompa che rthiama l'aria attraverso la
griglia di ventilazione posta nel lato superiore. Due manidie sono situate sulla sommita

della pompa per il suo spostamento e posizionamento, come gede in Figura 5.3.

griglia di ventilazione

maniglie

valvola di controllo
del flusso

interruttore on/off

ventola di
raffreddamento

ingresso di
aspirazione

Figura 5.3: Pompa ad alta portata MODEL HPC5

L'impattore, inoltre, & caratterizzato dalla rotazione dei piatti di campionamento ad
una velocita di 1 , con l'obiettivo di formare un deposito di particelle unifo rme in ogni
substrato (in Figura A.4, Appendice A, viene riportato come si presenta uno stadio dopo
il campionamento). L'e etto principale & quello di aumentare la massa delle particelle
depositate no ad un fattore 1000 rispetto a strumenti non rotativi 6. Il movimento di
rotazione & generato da singoli motori che guidano i piatti h ogni stadio.

Quando l'impattore & assemblato e pronto per il campionameto, € da posizionarsi al-

I'interno di un alloggiamento esterno, in grado di misurare costantemente la temperatura
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di esercizio e 6 diverse pressioni in 6 diversi stadi. Questper fornire un rapido mezzo per
identi care problemi che possono derivare da un non corretb assemblaggio o dall'ostru-
zione degli ugelli. L'aumento di una o piu pressioni monitorate in ogni stadio (con usso
costante), &€ un sintomo dell'ostruzione degli ugelli. Lung l'impattore infatti il diametro

dei fori diminuisce progressivamente, facendo aumentareal probabilita di occlusione.

Il campionatore, in ne, posizionato nella sommita dell'Edi cio Delta presso il Campus
Scienti co dell'Univesita Ca'Foscari di Venezia, & coperio da un tetto per proteggere dalle
precipitazioni le parti elettroniche, con aperture laterali per garantire il ra reddamento.
In Tabella 5.1 €& riportato, per ogni stadio, il diametro nominale delle particelle selezionate,
il numero degli ugelli, il diamentro dei fori e le pressioni d esercizio ottimali fornite dalla
casa costruttrice. In Appedice A sono riportati i vari stadi del campionatore (Figura A.1

e Figura A.2), I'impattore assemblato e l'alloggiamento eserno (Figura A.3).

Tabella 5.1: Classi cazione del diamentro delle particelle seleziona, numero e ugelli e diametro
dei fori per ogni stadio

Stadio nominale () n° ugelli fori ( ) Pressione di rif. ( )
S1 18 1 17.15 98.0
S2 10 3 8.890 -
S3 5.6 10 3.800 -
S4 3.2 10 2.470 -
S5 1.8 20 1.370 -
S6 1.0 40 0.720 -
S7 0.56 80 0.410 94.9
S8 0.32 900 0.130 93.2
S9 0.18 900 0.100 88.0
S10 0.10 2000 0.055 76.2
S11 0.056 2000 0.052 57.2

Itro - - - -
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L'andamento delle pressioni degli stadi viene continuamete monitorato attraverso un

ussimetro ad area variabile prima e dopo il campionamento.



56

Campionamento




Capitolo 6

Messa a punto del metodo

6.1 Standard e materiali

Nel presente lavoro di tesi sono state utilizzate soluzionistandard ottenute sciogliedo in
acqua ultrapura o in metanolo ultra-gradiente (Romil LTD, C ambridge, UK) una quantita
nota di sostanze ad elevato grado di purezza. Le soluzioni pnarie per l'identi cazione di
markers dell' -pinene, amminoacidi e metossifenoli sono state consenatin assenza di
luce in cella frigorifera a -20 %o in appropriati contenitori inerti. | traccianti, ed il rispettivo
standard interno, della fotoossidazione dell' -pinene sono riportati in Tabella 6.1.

Tabella 6.1: Analita, n CAS, casa fornitrice e purezza di acido cis-pinonico, acidginico e
marcato utilizzato

Standard n CAS Fornitore Purezza
acido cis-pinonico 61826-55-9 Sigma-Aldrici 98%
acido pinico 28664-02-0 Santa Cruz Biotechnolody 98%
vanillina 13Cg 121-33-5 Sigma-Aldrictf 99%

In Tabella 6.2 sono elencati gli standard e relativi marcati usati per la quanti cazione

di L e D-amminoacidi e metossifenoli.
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Tabella 6.2: Analita, n CAS, casa fornitrice e purezza

Standard n CAS Fornitore Purezza
L-alanina 56-41-7  Sigma-Aldrict 98%
L-arginina 74-79-3 ) 98%
L-asparagina 70-47-3 " 98%
L-acido aspartico 56-84-8 " 98%
L-acido glutammico 56-86-0 " 99%
glicina 56-40-6 ) 99%
t-4-ldrossi-L-prolina 51-35-4 " 98%
L-istidina 71-00-1 " 98%
L-leucina 61-90-5 ) 98%
L-isoleucina 73-32-5 " 98%
L-metionina 63-68-3 " 98%
L-ornitina 3184-13-2 ) 99%
L-fenilalanina 63-91-2 ) 98%
L-prolina 147-85-3 " 99%
L-serina 56-45-1 " 99%
L-treonina 72-19-5 " 98%
L-tirosina 60-18-4 " 98%
L-valina 72-18-4 " 98%
D-alanina 338-69-2 Alfa Aesaf 99%

D-arginina 157-06-2  Sigma-Aldrict? 98%
D-asparagina 5794-24-1  Alfa Aesa? 99%

D-acido aspartico 1783-96-6 Alfa AesaP 99%

D-acido glutammico 6893-26-1 Sigma-Aldric? 99%
t-4-ldrossi-D-prolina 3398-22-9 " 97%

D-istidina 351-50-8 Alfa Aesaf 99%

D-leucina 328-38-1  Sigma-Aldrictf 99%

D-isoleucina 319-78-8 Alfa AesaP 98%
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Standard n CAS Fornitore Purezza
D-metionina 348-67-4 Alfa AesaP 99%
D-ornitina 16682-12-5  Sigma-Aldric? 98%
D-fenilalanina 673-06-3 Alfa AesaP 99%
D-prolina 344-25-2  Sigma-AldrictP 99%
D-serina 312-84-5 Alfa AesaP 99%
D-treonina 632-20-2 " 98%
D-tirosina 556-02-5  Sigma-Aldrictf 99%
D-valina 640-68-6 Alfa AesaP 98%
L-alanina 13Cs 100108-77-8  Sigma-Aldrick 99%
L-arginina 13C3 NA " 95%
L-acido aspartico 13C4 55443-54-4 " 95%
L-acido glutammico 13Cs NA " 95%
L-leucina 13C 74292-94-7 CIl® 99%
L-fenilalanina 13C5 NA " 99%
L-prolina 3C NA " 99%
L-valina 13C NA " 99%
acido vanillico 121-34-6 Fluke? 97%
acido isovanillico 645-08-9  Sigma-Aldricl? 97%
vanillina 121-33-5  Sigma-Aldrict? 99%
acido siringico 530-57-4  Sigma-Aldrict? 95%
siringaldeide 134-96-3 Fluke® 97%
acido ferulico 537-98-4 Fluke® 99%
coniferli aldeide 458-36-6 Sigma-Aldrictf 98%
acido p-cumarico 501-98-4 Sigma-Aldrict? 98%
acido vanillico 13C, 121-34-6  Sigma-Aldrict? 99%
vanillina 13Cg 121-33-5  Sigma-Aldrictf 99%
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Come si nota dalla Tabella 6.1, il metodo sviluppato ha consetito l'utilizzo dello
standard marcato della vanillina 3Cg (usato per l'analisi di metossifenoli) anche per la
guanti cazione di acido pinico ed acido cis-pinonico.

In seguito sono elevanti i solventi utilizzati per questo lavoro di tesi:

" acido cloridrico (HCI) al 37% (Carlo Erba)

" acido formico (CH»0;) (98%) (Fluka)

" acetonitrile ultragradiente (CH 3CN) (Romil LTD, Cambridge, UK)

" acqua ultrapura (18.2 , 1ppb TOC) puri cata tramite Cartuccia C18 LC-Pak ©

" metanolo ultragradiente (CH 30H) (Romil LTD, Cambridge, UK)

6.2 Metodologia analitica HPLC-ESI-MS/MS

Tutte le soluzioni preparate in questo lavoro di tesi sono sate preparate partendo dall'a-
nalita in fase solida ad elevata purezza. Acido cis-pinoniz ed acido pinico sono stati sciolti
in acqua ultrapura. Le soluzioni di amminoacidi ed i relativi marcati, invece, sono state
preparate sciogliendo il solido in una soluzione 0.1 M di HClad eccezione di idrossipro-
lina ed asparagina che, essendo instabili in ambiente acidsono state disciolte in acqua
ultrapura. La soluzione acida viene usata per impedire aglamminoacidi di deprotonarsi,
evitando cosi di compromettere I'analisi a causa della scar interazione con la fase stazio-
naria. Per quanto riguarda i metossifenoli la procedura preede che la soluzione madre ad
alte concentrazioni sia preparata usando come solvente il etanolo, nel quale gli analiti
hanno una maggiore solubilitd. Per ogni analita studiato duinque sono state preparate le
soluzioni madri in un range di concentrazione che va da 850 a 1700

Le soluzioni madri di acido cis-pinonico ed acido pinico soa state diluite 1/1000 ed
iniettate nella sorgente dello spettrometro di massa per ifusione diretta al ne di andare
a de nire i migliori parametri strumentali necessari all'a nalisi. Per L e D-amminoacidi e
metossifenoli questo non & stato necessario, perché l'ottizzazione dei parametri dell'a-

nalizzatore e quelli cromatogra ci sono gia stati sviluppati in studi precedenti (52 [61],
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6.2.1 Sviluppo del metodo MRM

Lo scopo del metodo & quello di determinare e quanti care ado cis-pinonico ed acido
pinico a livelli di tracce e sub-tracce. Come dimostrato da Rirshintsev et al.[%?, le carat-
teristiche della sorgente di tipo ESI in modalita negativa sono ideali per una su ciente
ionizzazione permettendo analisi in tracce per questo tipali analiti. Lo sviluppo del meto-
do di acquisizione MRM per lo spettrometro di massa € stato esguito mediante infusione
diretta delle soluzioni standard ad una concentrazione di 1 (1 ) mediante una
pompa a siringa Model 11 (Harvard Apparatus Inc., Holliston, MA, USA) ad un usso di
10 . I primo passaggio dello sviluppo del metodo in spettrometia di massa preve-
de identi cazione degli ioni precursori mediante analisi d Q1 in full scan . L'acquisizione

dei dati € avvenuta condwell time di 200 ms.

A titolo di esempio vengono presentati gli step dello svilugo del metodo per l'acido
cis-pinonico. In Figura 6.1 é riportato lo spettro di acquisizione full scan in Q1 dell'acido
cis-pinonico da m/z=100 no a m/z=200. Inoltre é riportata | a centratura, operazione
che si svolge dopo aver identi cato lo ione precursore e che serve a rendere piu

risoluto lo spettro, identi cando il valore di massa da util izzare come ione precursore.

Figura 6.1: Spettro di massa in negativo dell'acido cis-pinonico acqusito nel primo quadrupolo
in modalita full scan e centratura dello ione precursore
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Identi cato lo ione precursore (che nel caso riportato equiale allo ione molecolare), si
vanno a ottimizzare i potenziali DP ed EP. In Figura 6.2 sono liportate le rampe di poten-
ziale scansionate dallo strumento. L'obiettivo di questa gerazione & quella di identi care
il valore di DP ed EP che portano ad avere la massima intensitai segnale. Mentre per |l
declustering potential il valore massimo € di -65 Volt, per lI'entrance potential non vi é

aumento signi cativo di intensita ed e stato preso il valore di -8 Volt.

Figura 6.2: Rampe di potenziale DP ed EP

In Figura 6.3 si riporta lo spettro product ion scan , ottenuto applicando un'energia di
collisione CE iniziale di -20 Volt, scelta in modo tale da martenere una certa abbondanza

di ione precursore.

| frammenti piu intensi riportati dallo spettro sono quelli con rapporto m/z=139.0 e
141.0. L'ottimizzazione del potenziale CE avviene attraveso I'applicazione di un'ener-
gia di collisione sempre crescente, al ne di individuare gella che porta ad ottenere la

maggiore intensita per ogni speci ca transizione (Figura 64).

| valori scelti di collision energy che danno maggiore intensita di segnale sono di -16

Volt per la transizione piu intensa, mentre -18 per quella meo intensa.
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Figura 6.3: Spettro product ion scan negativo di una soluzione standard di acido cis-pinonico

Figura 6.4: Rampa di potenziale CE
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A guesto punto viene ottimizzato il paramentro CXP ( cell exit potential ), attraverso
rampe ripetute di potenziale. A titolo di esempio, in Figura 6.5 sono riprotate le tre rampe
di potenziale applicate alla transizione 183.2/141.0: prerio perché il segnale non presenta
una grande stabilita, si ripete la scansione tre volte, da cupoi si ricava un valore di CXP

medio. In questo caso é stato scelto il valore di -13 Volt.

Figura 6.5: Rampa di potenziale CXP per la transizione 183.2/141.0

Al ne di identi care le transizioni piu intense, si esegue un analisi in MRM per un
tempo di circa 30 secondi: si nota dalla Figura 6.6 come la tmasizione piu intensa sia
quella a 183.2/139.0, mentre risulta meno intensa la transiione 183.2/141.0.

Si riportano in Tabella 6.3 il segnale in massa relativo alletransizioni monitorate con
il metodo MRM con i parametri ottimizzati per ciascun analit a. Sono state considera-
te due transizioni, la piu intensa (in grassetto) che solitanente viene utilizzata per la

guanti cazione, mentre la seconda viene utilizzata per coffiermare l'identita degli analiti.
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Figura 6.6: Analisi di intensita in MRM

Tabella 6.3: Transizioni in Q1 e Q3 e parametri dei composti ottimizzati per gli analiti

Composto precursore Q1 (m/z) Q3 (m/z) DP EP CE CXP
_ L 139.0 -16 -9
acido cis-pinonico 183.2 -60 -8
141.0 -18 -13
, . 140.9 -20.7  -10
acido pinico : 185.2 -65 -8
166.7 -20.1 -85

6.2.2 Sviluppo del metodo cromatogra co

Lo sviluppo del metodo cormatogra co & basato su studi bibigra ci [+ 1631 [64] che ridu-
cono la scelta delle colonne HPLC a quelle a fase inversa coma catena idrofobia a 18
atomi di carbonio (C1g). In Tabella 6.4 sono riportate le colonne HPLC impiegate pe lo

sviluppo del metodo cromatogra co.
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Tabella 6.4: Speciche delle colonne Gg a fase inversa testate in questo studio

Area

Dimensione Dimensione super- Carico Lunghezza I.D Range

Colonna particelle . P di car- Encapped 9 " -ang
pori (A) ciale ) « ) ( ) dipH
) bonio
( )

Waters
XBrid- 35 135 185 18 si 100 2.1 1.0-12.0
ge Shield
RP18
Agilent Po-
roshell 120 2.7 120 130 7.5 si 150 2.1 1.0-8.0
SB-C18
Agilent Zor-
bax SB-Aq 3.5 80 180 NA no 150 2.1 1.0-8.0
Phenomenex .
Hydro RP 4 80 475 19 Si 50 4.6 1.5-7.5
Phenomenex
Kinetex 2.6 100 NA 12 no 30 2.1 NA
C18
Agilent Zor-
bax Extend- 3.5 80 180 12,5 doppio 150 4.6 2.0-11.5
C18

Le fasi stazionarie sono state testate a diverse condiziormiperative, cambiando diver-
se composizioni di fasi mobili e diversi gradienti, al ne di migliorare la separazione dei
picchi cromatogra ci e la loro risoluzione. In Figura 6.7 sao riportati i cromatogrammi
di prova dell'acido cis-pinonico. Il primo cromatogramma, a partire dal basso, e relativo
all'andamento ottenuto con la colonna Waters XBridge Shietl RP18, con una soluzione
acquosa 0.01% di acido formico (FA) come fase A e metanolo canfase B. La corsa cro-
matogra ca e stata condotta utilizzando un usso costante a 200 con il seguente
gradiente linare: 0-20 min da 30% a 100% B, 20-30 min 100% B, 3®M min 30% B. Una
soluzione con una concentrazione di 50 e stata iniettata con volume 10 . Si nota
che il picco cromatogra co si trova a circa 35 minuti, tempo che corrisponde alla fase di
equilibratura: questo ha portato ad escludere questo tipo dcolonna.

Il secondo cromatogramma riporta I'andamento ottenuto conla colonna Agilent Poro-
shell 120 SB-C18, con HO + 0.01% FA (fase A) e acetonitrile (ACN) (fase B). La corsa
e stata condotta con usso a 200 con il seguente gradiente lineare: 0-1 min 20%
B, 1-8 min da 20% a 100% B, 8-25 min 100% B, 25-35 min 20% B, voluendi iniezione
10 . Il picco buoni tempi di ritenzione, ma bassa intensita. Indtre, approfondimenti

successivi hanno rivelato pressioni troppo elevate in fasdi eluizione.
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Come per il secondo cromatogramma, nel terzo viene usata latonna Agilent Poroshell
120 SB-C18, con stesse fasi mobili ma con usso minore, in madtale da diminuire le
pressioni di esercizio, pari a 150 e con gradiente lineare: 0-1 min 20% B, 1-8 min
da 20% a 100% B, 8-20 min 100% B, 20-30 min 20% B. In questo casstata usata NH;
come reattivo post-colonna, ad un usso di 15 , con l'obiettivo di migliorare la
deprotonazione in sorgente degli analiti in esame. Pur presntando buone intensita, gli

analiti escono in fase di equilibratura a causa del minor uso impiegato.

Figura 6.7: Comparazione tra cromatogrammi relativi all'acido cis-pinonico (transizione
182.3/139.0) ad una concentrazione di 50

Il quarto cromatogramma presenta I'analisi con colonna Adlient Zorbax SB-Aq, fase
mobile A H,O + 0.01% FA e fase mobile B MeOH/ACN 80:20, usso a 200 ,
gradiente lineare 0-5 min 15% B, 5-15 min da 15% a 100% B, 15-2%in 100% B, 25-35
min 15% B e volume di iniezione 10 . Si pud notare dal cromatogramma che Il'analita
esce in fase di equilibratura a causa dell'interazione tropo elevata con la fase stazionaria
della colonna Zorbax SB-Aq.

Il quinto studio presenta problemi simili al precendente: é stata usata una colonna
Phenomenex Hydro RP, fase mobile A HO + 0.01% FA e fase mobile B ACN, usso
a 200 , gradiente lineare 0-1 min 20% B, 1-8 min da 20% B a 100% B, 8-20

min 100% B, 20-30 min 20% B e volume di iniezione 10 . Anche in questo caso vi é
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un'interazione tra analita e fase stazionaria troppo alta,con conseguente eluizione in fase

di equilibratura.

Nel sesto cromatogramma € stata usata una colonna Phenomen&inetex C18: fase
mobile A H,O + 0.01% FA e fase mobile B ACN, usso a 150 , gradiente lineare
0-5 min 10% B, 5-15 min da 10% a 100% B, 15-30 min 100% B, 30-32mi.0% B e volume
di iniezione 10 . In questo caso l'analita & eluito a tempo morto (), ci0 signi ca che
non ha interagito con la fase stazionaria. Per ovviare al prblema sono state cambiate le
condizioni di analisi (Kinetex* ), mantenedo le stesse fasi mobili, ma ponendo il usso a
200 , gradiente lineare 0-1 min 20% B, 1-8 min da 20% B a 100% B, 8-1%in 100%
B, 15-30 min 20% B. Con le suddette modalita il cromatogrammarisulta notevolmente
migliorato, anche se l'intensita risulta molto bassa. Tuttavia, analisi successive hanno

mostrato importanti impurezze cromatogra che per concentrazioni inferiori a 1

Le ultime due corse cromatogra che sono state e ettuate conla colonna Agilent Zorbax
Extend-C18: nella corsaExtend & stata usata come fase A KO + 0.01% FA e fase
mobile B MeOH/ACN 80:20, usso a 500 , gradiente lineare 0-2 min 15% B,
2-3 min da 15% a 30% B, 3-8 min 30% B, 8-16 min da 30% B a 70% B, 16-Inin da
70% a 100% B, 17-22 min 100% B, 22-24 min da 100% a 15% B, 24-35nn1i5% B e
volume di iniezione 20 . |l picco cromatogra co risulta poco intenso e con un forte
tailing . L'ultima corsa cromatogra ca ( Extend* ) presenta stesse fasi mobili e stesso
usso della precedente, ma gradiente lineare 0-1 min 20% B, -8 min da 20% a 100%
B, 8-25 min 100% B, 25-35 min 20% B e volume di iniezione di 100 . Sono state
scelte queste condizioni operative, in quanto il cromatogamma presenta buona intensita
di segnale (a causa del maggior volume di iniezione) e piccsimmetrici. || metodo inoltre
utilizza stesse fasi mobili e stessa fase stazionaria del moelo per I'analisi di metossifenoli:
questo permette di porre in sequenza allo strumento sia l'aalisi di acido cis-pinonico e
pinico, che quella dei metossifenoli, in quanto non sono nessarie operazioni di cambio di
colonna e solventi, che comporterebbero ulteriori condizsnamenti e stress per la colonna.
Nonostante siano state condotte alcune centinaia di analisla colonna permette di ottenere
la stessa separazione cromatogra ca inizialmente ottimizata, dimostrando la robustezza

del metodo cromatogra co (Figura 6.8).
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Figura 6.8: Separazione cromatogra ca tra le transizioni piu intense d acido cis-pinonico, pinico
e vanillina marcata

Nonostante la transizione 183.2/139.0 per l'acido cis-pipnico sia quella pit intensa, per
la quanti cazione é stata usata la transizione 183.2/141.0 Questo perché la transizione piu
intensa a basse concentrazioni € caratterizzata da rumoriidondo molto elevati, quindi la
transizione 183.2/141.0 presenta miglior limite di rilevabilita grazie ad un basso rumore di
fondo. Inoltre, per concentrazioni inferiori a 0.5 , la transizione 183.0/139.0 presenta

una linea cromatogra ca molto interferita, rendendone impossibile la quanti cazione.

6.2.3 Ottimizzazione della sorgente ESI

Una volta indenti cate le fasi mobili ed il usso di eluizion e degli analiti & stata condotta
I'ottimizzazione di: potenziale applicato all'ago della sorgente (IS), pressione del gas di ne-
bulizzazione e di desolvatazione (GS1 e GS2), temperaturdl{, gas posti in controcorrente
in uscita dallo skimmer cone (CUR) e pressione del gas di collisione (CAD) in Q2. Tale
procedura viene condotta in ow injection analysis (FIA) in cui una soluzione standard

a concentrazione nota viene iniettata utilizzando I'HPLC senza la colonna, utilizzando la



70 Messa a punto del metodo

percentuale di fase mobile relativa al tempo di ritenzione e&ll'analita. In Tabella 6.5 sono

riportati i valori dei parametri cromatogra ci e di sorgent e.

Tabella 6.5: Parametri cromatogra ci e di sorgente per acido cis-pinonco ed acido pinico

Tempo (min) % fase B Parametro Valore

0 20 polarita negativa

1 20 ion source turbo spray
8 100 IS -4500 eV
25 100 temperatura 650°

25.1 20 Gas 1 40 psi

35 20 Gas 2 60 psi
usso 500 CUR 15 psi
iniezione 100 CAD 8 psi

6.3 Metodo per amminoacidi e metossifenoli

La separazione di L e D-amminoacidi & stata e ettuata tramite colonna CHIROBIOTIC

TAG (Astec, Sigma Aldrich® ) con usso di 150 , fase mobile A HO + 0.1% FA

e fase mobile B CHOH + 0.1% FA. Il grandiente lineare ¢ il seguente: 0-10 min 30%B,

10-12 min da 30% a 100% B, 12-17 min 100% B, 17-30 min 30% B, imiene 100 . La

sorgente di tipo ESI lavora con polarita positiva, IS 5500 eV temperatura di 500%., Gasl
20 psi, Gas2 65 psi, CUR 30 psi e CAD 4 psi.

Per i metossifenoli viene utilizzata la colonna Zorbax Extend-C18 (Agilent Technolo-
gies) con usso 500 , fase mobile A O + 0.1% FA e fase mobile B MeOH/ACN
80:20, gradiente lineare 0-2 min 15% B, 2-3 min da 15% a 30% B;&min 30% B, 8-16
min da 30% a 70% B, 16-17 min da 70% B a 100% B, 17-27 100% B, 27-@8 100% a
15% B, 29-34 min 15% B, iniezione 100 . La sorgente lavora in negativo, con IS -4450
eV, temperatura di 650%., Gasl 45 psi, Gas2 60 psi, CUR 25 psi eAD 5 psi.

Nella Tabella B.1 e Tabella B.2 in Appendice B sono riportateinoltre le transizioni in

Q1 e Q3 e i rispettivi parametri ottimizzati per L e D-amminoa cidi e metossifenoli.
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6.4 Risposta strumentale

6.4.1 Linearita

Nel presente lavoro di tesi € stato utilizzato per la quanti cazione il metodo dello stan-
dard interno. La mancanza in commercio di acido pinico ed ado cis-pinonico marcati
isotopicamente ha reso necessario l'individuazione di unaostanza chimicamente simile
agli analiti in esame, da usare come standard interno. La st é ricaduta su vanillina
13¢cg (Sigma-Aldrich® ). Un vantaggio della scelta di questo standard interno & douto al
suo uso anche per la quanti cazione di metossifenoli. In labratorio sono state preparate
dunque due soluzioni acquose alla concentrazione di 1 , una contenente tutti gli
analiti in esame (acido cis-pinonico, acido pinico, metosgenoli ed amminoacidi), mentre
una seconda contenente gli standard interni.

La linearita della risposta € stata ottenuta mediante curvadi calibrazione per tutti gli
analiti in esame individuando il rapporto della concentrazione analita/standard interno
contro il rapporto area analita/area standard interno. Il f attore che indica la linearita R?

va da valori di 0.994 no a a 1, nel range di concentrazione 10 - 50

6.4.2 Limiti di rilevabilita e quanti cazione strumentali

[l limite di rilevabilita (LOD) e di quanti cazione (LOQ) st rumentali vengono de niti come
la concentrazione di una soluzione standard il cui rapportosegnale/rumore & uguale a 3
(LOD) o uguale a 10 (LOQ) 63!, Nella Tabella 6.6 vengono riportati i valori di coe ciente
angolare, intercetta, coe ciente di correlazione R? ed i valori di LOD e LOQ per acido

cis-pinonico ed acido pinico, considerando un volume di irézione di 100

Tabella 6.6: Composto e rispettivo marcato, pendenza, intercetta, R, range di linearita minimo
e massimo, LOD e LOQ per acido pinonico ed acido pinico

Composto Marcato Pendenza Intercetta R? F.{ang.e‘dl LOD LOQ
linearita

acido VAH*  0.079 0.002 0.999 0.0125-655 16 54

cis-pinonico

acido pinico VAH* 0.460 0.028 0.999 0.009 - 45 1.2 4.1
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| limiti di rilevabilitd e di quanti cazione de niti in ques to lavoro di tesi per acido cis-
pinonico e pinico sono inferiori di circa un ordine di grandezza rispetto allo studio di Par-
shintsev et al. %2l (LOD/LOQ acido pinico 12/40 - acido cis-pinonico 27/90 ),
in cui viene utilizzata una colonna XBridge Shield RP-18, sogente ESI e spettrometro
ion trap Esquire 3000+ (Bruker Daltonics, Billerica, Massachusets, USA).

In ne, la Tabella C.1 in Appendice C riporta i valori di cui so pra per gli amminoacidi
e i metossifenoli studiati per questo lavoro di tesi. Samy etal. [®8], utilizzando un siste-
ma HPLC-QTOF, quantica i LOD per gli L-amminoacidi da valor i di 80 a circa
0.9 (considerando sempre un'iniezione di 100 ), leggermente inferiori ai valori
presentati in questo lavoro di tesi.

Per quanto riguarda i metossifenoli, Zangrando et al® riporta valori da 2 a 61
assoluti: i LOD e i LOQ di questo lavoro di tesi risultano inferiori di un ordine di gran-
dezza. Questo é riconducibile alla puri cazione e ettuata dell'acqua ultrapura attraverso
una colonna C18, usata per abbassare il segnale strumentaldianco" delle famiglie di

composti a ni alla fase stazionaria C18, tra cui i metossifenoli.

6.5 Trattamento del campione

Il metodo di trattamento del campione sviluppato per questo lavoro di tesi & stato applicato
con lo scopo di poter e ettuare con lo stesso substrato camjpinato le analisi di tutti i
composti in oggetto (acido cis-pinonico e pinico, amminoaidi e metossifenoli). | dischi
in alluminio, prima dell'uso, sono stati accuratamente lavati con metanolo ultragradiente
(Romil LTD, Cambridge, UK), mentre il Itri in quarzo QFF son o stati trattati in mu ola
per quattro ore a 400%.. | campioni inoltre, prima dell'analisi, sono stati conservati alla
temperatura di -20%.. Entrambe le tipologie di substrato canpionato hanno subito la stessa
procedura: il campione & stato spezzettato in piccole porpni in una provetta in plastica
da 15 , precedentemente lavata e sonicata in bagno ad ultrasuonian acqua ultrapura.
In seguito sono stati aggiunti 50 di soluzione contenente gli standard interni ad una
concentrazione media di 1 . Il tutto & stato portato ad un volume di 5 con acqua

ultrapura (in modo tale da ottenere una concentrazione meda degli standard interni di
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10 ) e la provetta e stata opportunamente sigillata. L'estrazione € stata e ettuata
attraverso bagno ad ultrasuoni per una durata di 14 minuti. Per evitare I'aumento di
temperatura del bagno con conseguente riascio di metossifeli e degradazione degli acidi
pinico e cis-pinonico, é stato ra reddato il bagno con ghiacio.

L'estratto & stato poi trasferito in siringhe da 5 e ltrato con ltro PTFE ( 25

, 0.45 , attivato con 5 mL di metanolo e poi risciaguato con acqua ultapura), al
ne di rimuovere il particolato non disciolto e i frammenti d i alluminio e QFF formati dal
processo di sonicatura. Dalla soluzione lItrata sono statiprelevati 2 e posti in due
diverse vial: una per la quanti cazione di acido pinico, acdo cis-pinonico e metossifenoli,
I'altra per la quanti cazione di amminoacidi. Tutte le prec endenti operazioni sono state
svolte sotto cappa a usso laminare, per ridurre le contamirazioni esterne. In Figura 6.9

e riportato lo schema di preparazione del campione.

piatto in alluminio
o filtro QFF
spezzettati
v
aggiunta su trasferimento in vial
substrato di per analisi di acido pinonico,
50 pL di standard pinico e metossifenoli
A
Yy
estrazione con raccolta dell’estratto trasferimento in vial
bagno ad ultrasuoni previa filtrazione con per analisi di
Per 14 minuti filtro PTFE 0,45 um amminoacidi

Figura 6.9: Schema a blocchi del trattamento del campione

6.6 Validazione procedurale

La validazione del metodo é stata eseguita mediante la stimaell'errore, del bianco pro-
cedurale, delle rese di procedura e dei limiti di rilevabilta (MDL) e di quanti cazione

(MQL) sia per il substrato di alluminio, sia per quello in quarzo QFF. La quanti cazione,
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condotta utilizzando il metodo dello standard interno, & stata corretta per un fattore di
risposta ad una concentrazione media di 10 , al ne di eliminare le uttuazioni le-
gate al segnale strumentale. Questo valore si ricava inietndo una soluzione contenente
sia gli analiti di interesse che lo standard interno, ad una oncentrazione nota. La stima
dell'errore medio (che valuta di quanto il valore quanti cato si discosta dal valore noto
aggiunto alla matrice) per acido cis-pinonico ed acido pinto é stato calcolato eseguendo la
stessa procedura preanalitica applicata ai campioni. E' sito dunque spezzettato il disco
in alluminio in una vial in plastica da 15 precedentemente lavata e sonicata. Succes-
sivamente sono stati aggiunti 63 ng assoluti di acido cis-pionico, 45 ng di acido pinico e
78 ng di vanillina 13Cg in 5 mL con acqua ultrapura (pari ad una concentrazione media
di 10 ). La soluzione €& stata estratta con bagno ad ultrasuoni, pepoi essere ltrata
e trasferita in vial per I'analisi.

Nella valutazione della resa dell'intera procedura, invee, la vanillina 3Cg & stata
aggiunta ai 5 mL subito dopo la Itrazione su Itro PTFE, al n e di valutare I'e cienza
di estrazione della procedura. | limiti di rilevabilita (MD L) e di quanti cazione (MQL)
della metodologia preanalitica sono stati valutati analizzando cinque bianchi procedurali,
cioé cinque campioni composti dal substrato in alluminio o n quarzo al quale & stato
aggiunto solamente lo standard interno, portando poi al voume di 5 mL. In Tabella 6.7
sono riportati i valori di errore percentuale, rese percentiali, coe cienti di variazione,

bianco medio, MDL ed MQL? per entrambi i substrati utilizzati.

Tabella 6.7: Errore medio, resa media, CV%, Bianco medio, MDL ed MQL per aio cis-pinonico
ed acido pinico

Composto E:ég:g % Resa media % CV% (Bnign;:ss)medio mg;ss) ?:I\(g?;ss)
alluminio

acido cis-pinonico 5.9 77 1 2 23 0.2 0.7 25
acido pinico -9.2 66 7 11 3.1 04 1.2 4.1
quarzo QFF

acido cis-pinonico 2.3 80 2 2 3.0 0.8 2.3 7.5
acido pinico 0.9 85 5 6 2.7 0.6 1.9 6.2

!MDL e il MQL sono stati calcolati rispettivamente come tre e d ieci volte la deviazione standard del
bianco procedurale
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Con il CV% si identi ca un indice di dispersione adimensionde, de nito come il rap-
porto tra la deviazione standard e la media aritmetica. E un ndice della precisione di
una misura. Il calcolo del coe ciente di variazione viene fato solo per dati aventi media

aritmetica non nulla.

Lo standard interno VAH* scelto per la quanti cazione di aci do cis-pinonico ed acido
pinico permette una buona quanti cazione, in quanto gli errori percentuali oscillano tra
un valore di -9.2 a 5.9. La preparativa inolte, e caratterizata da rese di estrazione dal
66 all'85%. J. Parshintsev et al.[®? attraverso un campionamento PILS (Particle In-
to Liquid Sampler ) e successiva estrazione SPESplid Phase Extraction ) arrivarono a
valori di e cienza di estrazione di 77 9 per acido pinico e 96 4 per acido cis-pinonico
per concentrazioni in media di 10 , paragonabili a quelle usate per la validazione
procedurale di questo lavoro di tesi. | valori appena desctti si avvicinano molto per I'e-
strazione da Itro in quarzo, ma si discostano maggiormenteper I'estrazione da alluminio,
probabilmente per la minore a nita per questo tipo di materi ale. Non sono presenti valori
confrontabili di MDL ed MQL in letteratura. E' evidente come il disco in alluminio abbia
MDL ed MQL inferiori rispetto al Itro in quarzo: questo & dov uto alla porosita del Itro

QFF, che presenta maggiore sensibilita alle contaminaziain

La Tabella D.1 in Appendice D riporta i valori di errore medio, resa media, CV%,
Bianco medio, MDL ed MQL per L e D-amminoacidi e metossifendl Zhang et al. (6”1, dopo
I'estrazione in acqua ultrapura di campioni di particelle ni (PM 25), riporta percentuali
di estrazione che vanno da 84% al 100%, con un valore medio d2%. La media della resa
di estrazione per questo lavoro di tesi per il substrato di aluminio &€ del 70%, mentre per
il quarzo & di 77%, che conferma le migliori rese percentualper il ltro QFF viste per
acido cis-pinonico e pinico. Come confermato da alcuni stuid34 (661 | range di estrazione
in acqua solitamente varia dal 70% al 90%: l'estrazione e duata in questo lavoro di tesi
si attesta a valori simili ma leggermente piu bassi, da 55% a®0%. MDL ed MQL per L
e D-amminoacidi sono notevolmente inferiori (un ordine di gandezza) ai valori ottenuti
per gli stessi analiti da Barbaro et al.[%8!, questo perché la super cie del substrato risulta

molto piu contenuta (diametro di 56 ).

Le rese di estrazione dei metossifenoli vanno da un valore d1% al 100% per il
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substrato in alluminio, mentre risultano ancora piu alti per il substrato in quarzo (73%
- 100%). Zangrando et al[®?! riporta valori di MDL che sono confrontabili con i valori

ottenuti in questo lavoro di tesi.



Capitolo 7

Risultati e discussione

7.1 Analisi dimensionale

Le caratteristiche del campionatore MOUDI™ |l permettono di separare il particolato
campionato in 12 frazioni: 18 ,18-10 ,10-56 ,5.6-3.2 ,3.2-1.8 ,1.8-1.0
1000-560 , 560-320 , 320-180 , 180-100 , 100-56 , 56 . La durata di ogni
campionamento & stata piani cata per permettere di ottenere una massa signi cativa per
ciascuna frazione dimensionale.

L'andamento della concentrazione di massa delle varie fraani dell'aerosol (Figura 7.1)
€ riportato in calcolati in base ai stimati grazie alle misure ussimetriche e
al tempo di campionamento, che é stato mediamente di tre giami. Vengono riportate
anche le pioggie in millimetri, in modo tale da poter studiare I'e etto del dilavamento del
particolato in atmosfera.

Si nota che il range di concentrazione del TSP tptal suspended particles ) va da un
minimo di 12 ad un massimo di 47 . Nella prima parte del campionamento,
no al 15/04/2016, si ha una concentrazione molto superiorerispetto alla seconda parte,
dovuto probabilmente all'emissione di particelle quali pdlini, batteri e polveri, caratteri-
stici della stagione primaverile. La Figura 7.1, che ripor@ i di pioggia rilevata dalla
stazione meteoreologica ambientale del Laboratorio di Fisa Tecnica Ambientale - I[UAV
di Mestre, mostra come I'abbattimento della concentraziore di particelle possa essere spie-

gato dalla precipitazione che ha interessato il campionam&o del 4-8 aprile e del 12-15

77
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aprile. Tale abbassamento delle concentrazioni delle paitelle perdura no al termine del-
la campagna di campionamento. Inoltre, dalla Figura 7.2, cle riporta la concentrazione
delle particelle suddivisa nelle le tre principali frazioni (coarse, ne , ultrane ) & chiaro
che la precipitazione ha avuto I'e etto di abbattimento in t utte le frazioni dimensionali,

anche se risulta molto piu evidente nella frazione ne (da 18 aldo ).

11 | — 1

Figura 7.1: Distribuzione dimensionale dal 18/03/2016 al 15/03/2016 ( )

Figura 7.2: Distribuzione delle particelle grossolane (a sinistra), ne (al centro) ed ultra ne (a
destra) dal 18/03/2016 al 15/03/2016 ( )
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In alcuni studi % in cui viene utilizzato un impattore MOUDI, si accosta I'abb assa-
mento delle concentrazioni monitorate alla variazione delento, che ha un e etto di dilui-
zione delle particelle. Tuttavia questo e etto non sembra essere signi cativo nel presente
studio, in quanto le rose dei venti riportante in Figura 7.3 non mostrano intensi cazioni

dei venti in concomitanza dell'abbassamento di concentraibne dell'aerosol atmosferico.

Per i periodi di campionamento 18-22 marzo, 4-8 aprile, 154 aprile e 6-10 maggio
l'aumento di concentrazione di aerosol (Figura 7.1) in atmafera coincide con l'aumento
in frequeza di venti da Nord-Ovest (NW) (Figura 7.3), provenienti dal centro della citta
di Mestre. |l periodo di capionamento dal 30 marzo al 1 aprilepero, pur mostrando la
seconda concentrazione totale piu alta, non ha stessa relane rispetto ai precedenti, in

quanto i venti provenienti da NW sono pressoché trascurabil

Una conferma del trend di concetrazioni in monitorate in questo lavoro di tesi &
data dai valori qualitativi di aerosol optical thickness , forniti dal satellite Aqua/MODIS
NASA (Figura 7.4). La misura si basa sulla capacita dell'aeosol atmosferico di assorbire
e di ondere la luce solare, aumentando cosi lo "spessore at". La scala usata € adimen-
sionale: un valore di 0.1 indica un cielo povero di aerosol, igeversa valori prossimi ad 1
ne indicano una presenza importante. Ad esempio, si hota chael campionamento dal
18 al 22 marzo si ha un'intensi cazione nel fenomeno daerosol optical thickness , che
coincide con la concentraione del TSP piu alta. Da circa metéprile successivamente o

"spessore ottico" € limitato, ed &€ confermato dalle basse e¢wentrazioni in

Una piu completa spiegazione dell'andamento delle concerdzioni di aerosol nel tempo
e data dall'analisi dei composti che presentano alte concerazioni in aerosol, come ioni
ed acidi carbossilici, che saranno oggetto di studio in sueassive analisi. Barbaro et all’%,
prendendo in considerazione gli analiti piu abbondanti nel'aerosol antartico, riesce ad

identi care I'80 20% della massa di aerosol campionato.
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Figura 7.4: Misure di aerosol optical thickness, satellite Aqua/MODIS NASA
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7.2 Andamenti di acido cis-pinonico e pinico

Lo studio degli andamenti temporali di acido cis-pinonico &l acido pinico assume un'im-
portanza rilevante, sopratutto perche sono alcuni dei prircipali composti di fotoossidazione
dell' -pinene!?!l, una molecola semivolatile di cui le emissioni globali vengno stimate in
125 Tg/anno [29],

Le piu alte concentrazioni di acido cis-pinonico sono statdrovate nei periodi di cam-
pionamento tra il 26 e 29 aprile, 3-6 maggio e 10-13 maggio, sgre nella frazione ultra ne
( 56 ), con valori che variano da 0.6 a 0.8 . Per quanto riguarda l'acido pi-
nico, invece, le concentrazioni variano da 0.1 a 0.8 e l'andamento risulta molto
piu variabile nel tempo rispetto all'acido cis-pinonico, che € invece caratterizzato da un
aumento progressivo passando dal periodo primaverile a glle estivo. Le concentrazioni
medie di acido cis-pinonico ed acido pinico sono molto simile sono nellintorno di 300

. Valori molto piu alti vengono trovati in altri studi  [62 /11 [79] in Finlandia, negli
Stati Uniti e in Germania, dove le concentrazioni di acido cs-pinonico e di acido pinico
medie sono rispettivamente di circa 20 e 3 , circa 2 e 1 ordine di grandezza superiori
rispetto ai valori di questo lavoro di tesi. L'elevata disparita delle concentrazioni riportate
€ probabilemente dovuta ai siti di campionamento degli stud di comparazione: essi sono
tutti caratterizzati dalla vicinanza di conifere, diretta mente responsabili dell'emissione di
-pinene e, di conseguenza, di acido cis-pinonico ed acidorpco [19.

Nel lavoro di Sheesley et all”? viene confermato I'andamento di questo lavoro di tesi:
le concentrazioni pit alte di acido pinonico vengono monitgate in estate e durante il
periodo di oritura delle piante. Inoltre, Kim et al. "3 riporta il notevole impatto che vi &
negli USA dei processi di potatura, taglio e sfoltimento dele piante: questi tipi di processi
favoriscono I'emissione di monoterpeni. Tuttavia, questotipo di in uenza € sicuramente
minore nella zona di campionamento di questo lavoro di tesisopratutto perche i processi di
abbattimento di boschi e foreste sono molto pit importanti negli Stati Uniti. In Figura 7.5
e riportato I'andamento di temperatura e delle concentrazboni totali TSP di acido pinonico.

Dal t lineare si denota che entrambi hanno un andamento cregsente.
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Figura 7.5: Temperatura (%o), concentrazioni totali di acido cis-pinonico ( ) e tlineari

E' noto infatti che l'acido cis-pinonico € in uenzato in mod o tangibile dalla tempera-
tura, mentre altri agenti atmosferici, seppur la formazione dei due acidi avviene attraverso
reazioni di fotoossidazione, sembra abbiano minor rilevara 7.

Nel presente studio l'acido cis-pinonico si trova esclusi@mente nella frazione ultra ne
( 0.056 ). Questo tipo di distribuzione & confermata da diversi stud [’ [78] in cui
concentrazioni di acido pinonico vengono trovate no a valai di diametro delle particelle
dil . Pio et al. [ ha riportato che I'acido pinico segue l'andamento dimensioale
dell'acido pinonico. In Figura 7.6 sono riportate le distribuzioni dimensionali di acido

pinonico ed acido pinico di Pio et all’!,

18 35 -
16 Melpitz - 29/4 to 1/5/01 (19:00-19:00) Melpitz - 29/4 to 1/5/01 (19:00-19:00)
’ 30 ]
14
12 _ 25
@ (2]
g 10 £ 20 4
208 2 15 |
06 =
10
0.4
02 05
0.0 b 0.0 1
0.05 039069 1321 42 102 50 0.05 039069 1321 42 102 50
Dp (um) Dp (um)

Figura 7.6: Distribuzione dimensionale di acido pinonico (a sinistra) e pinico (a destra) in
campioni di aerosol della citta di Melpitz - Germania [/
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Tuttavia, in questo lavoro di tesi I'acido pinico risulta essere distribuito in maniera
pil 0 meno omogenea in tutte le varie frazioni dell'aerosolnon seguendo dunque il trend
di concentrazione paragonabili all'acido cis-pinonico. h Figura 7.7 sono confrontate le

concentrazioni di acido pinonico ed acido pinico nel period di campionamento.

Figura 7.7: Andamenti delle concentrazioni nelle varie frazioni di actdo cis-pinonico (a sinistra)
ed acido pinico (a destra)

E' chiaro come I'acido pinico sia presente in piu frazioni, dversamente dall'acido pino-
nico. L'e etto ¢ visibile anche dagli andamenti in Figura 7.11. Si nota come l'acido pinico
abbia un andamento quasi inverso rispetto all'acido cis-pnonico: in base ai processi reat-
tivi di formazione dell'acido pinico, che viene sintetizzato per degradazione fotoossidativa
dell'acido pinonico, & probabile che le condizioni atmosfeche abbiano favorito la forma-
zione di acido pinico nella prima parte del campionamento, nentre nella seconda parte
abbiano favorito il decorso della reazione solo no all'acilo pinonico, a discapito dell'acido
pinico. In de nitiva, la distribuzione dimensionale dell' acido pinico diverge in maniera
netta rispetto a quella dell'acido cis-pinonico.

Un altro punto di vista per interpretare gli analiti in esame é dato dallo studio dei dati
in , piuttosto dell'unita in . Il campionamento e ettuato ha dato la possibilita
di avere il peso di aerosol per ogni frazione campionata. DE Figura 7.8 si evince che non

vi sono sostanziali di erenze con i dati della Figura 7.7 in , fatto salvo per i primi
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due campionamenti dell'acido pinico: 'unita in indica che le concentrazioni nei vari
stadi diventano pressoché costanti. Tale dato indica che #humentare o al diminuire del
peso di aerosol per ogni frazione, aumenta o diminuisce rigtivamente la concentrazione

di acido pinico.

Figura 7.8: Andamenti delle concentrazioni nelle varie frazioni di actdo cis-pinonico (a sinistra)
ed acido pinico (a destra) in

| dati in indicano che nei campionamenti interessati dalle pioggie el 4-8 aprile
per l'acido cis-pinonico e del 30 marzo-1 aprile e 4-8 aprilper I'acido pinico vi € una lieve
diminuzione delle concentrazioni, come accaduto per i datpresentati in : in realta
i dati presentati in non sono direttamente interessati dalle pioggie perché l'aalita
in esame viene stimato sul peso disponibile, indipendenteante dal volume dell'aria. E'
possibile tuttavia che la pioggia vada a diminuire I'emissbne di -pinene dalla sorgente,
a causa del Im acquoso che si crea sulla super cie della vetgzione.

Un'ulteriore spiegazione dell'andamento dell'acido pinco nel periodo di campionamen-
to interessa la stabilita della molecola in atmosfera: in pesenza di ozono la degradazione
@ trascurabile, in quanto viene stimato il tempo di vita in pr esenza di Q in 463 giorni [’7],
mentre la presenza di batteri o spore fungine pud avere un imprtante ruolo. L'acido pini-
co infatti viene degradato microbiologicamente raggiungado tempi di vita di 4 giorni [78l.

L'acido cis-pinonico sembra invece non seguire la stessaattivita.
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E' stato dunque e ettuato un confronto con la L-prolina, un a mminoacido presente
principalmente nella frazione grossolana e che é presenteliascus, una cellula che contie-
ne sporel’. Al ne di veri care I'in uenza della concentrazione di spo re nell'andamento

dell'acido pinico, in Figura 7.9 viene riportato un confronto con la L-prolina.

Figura 7.9: Andamenti in per L-prolina (sinistra) ed acido pinico (destra)

L'immagine non riporta la frazione ne ed ultra ne per la L-p rolina, perche assente in
queste frazioni. La distribuzione infatti € in linea con la tipologia di sorgente, perché la
maggior parte delle spore fungine sono presenti esclusivante nella frazione grossolana.
Si nota come ci sia un lieve andamento inversamente proporanale: all'aumentare della
concentrazione di L-Prolina vi € una diminuzione di acido phico. Se si prendono pero
in considerazione i D-Amminoacidi, presenti nelle pareti ellulari dei batteri 24 e quindi
probabili markers per la degradazione microbiologica dell'acido pinico, la orrelazione
inversa non & del tutto chiara, perché non tutti hanno un andamento inverso a quello
dell'acido pinico. La D-alanina, che € il D-amminoacido piu concentrato, non mostra
alcuna correlazione con l'acido pinico (Figura 7.10). L'addo D-aspartico invece, presenta
un andamento molto simile alla L-prolina: pur non essendo iteressato da stessa sorgente
della prolina ed essendo a concentrazioni minori di due ordii di grandezza, pudé comungue

essere legato alla diminuzione di acido pinico per fattori bbgenici.
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Figura 7.10: Andamenti in per D-Alanina (frazione ne) sulla sinistra ed acido
D-Aspartico (frazione grossolana) sulla destra

Gli andamenti durante il periodo di campionamento di acido ds-pinonico ed acido
pinico in ein sono riportati nella Figura 7.11 e Figura 7.12. In entrambi i
casi si nota il progressivo aumento della concentrazione di&acido cis-pinonico e la leggera
diminuzione di concentrazione dell'acido pinico, che si deota dal campionamento che
interessa il periodo dal 4 all'8 aprile.

E' comunque molto complesso apprenderne comportamento e ldistribuzione dimen-
sionale in atmosfera perche i processi fotoossidativi in amosfera, a partire dall' -pinene,
sono numerosi e tuttora non completamente conosciuti. La coelazione dunque con agenti
ossidanti in atmosfera quali Oz, ossigeno, perossidi, N, OH- e radiazione UV-VIS non
risulta e cace. Oltre a questi fattori c'eé da considerare che l'acido cis-pinonico & presente
quasi esclusivamente nella frazione ultra ne: le particele ultra ni in atmosfera vengono
dette long range particles , per la loro capacita di allontanarsi per centinaia di chilomentri
dalla sorgente. L'acido cis-pinonico dunque subisce la fatossidazione in piu ambienti di-
versi. Lo stesso concetto non & applicabile all'acido pinig, in quanto € presente in maniera

omogenea nelle varie frazioni.
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Figura 7.11:
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Andamenti per ogni campionamento in per acido cis-pinonico ed acido pinico
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Figura 7.12: Andamenti per ogni campionamento in per acido cis-pinonico ed acido pinico
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7.3 Andamenti di L e D-amminoacidi

In questo lavoro di tesi sono state determinate le concentrzioni di L e D-amminoacidi
nelle varie frazioni dimensionali dell'aerosol atmosfero. Gli amminoacidi infatti, avendo
basse tensioni di vapore, sono uno dei piu signi cativi compsti azotati organici presenti
in atmosfera. E' dimostrato inoltre che I'azoto organico veria dal 20% all'80% dell'azoto
totale presente nelle particelle di aerosol e viene rilevat sia nelle deposizioni secche sia
nelle precipitazioni 1251,

Il range di concentrazioni totali per ogni campionamento diL e D-amminoacidi varia da
8 a 26 , con una media di 17 . Concentrazioni simili nel sud degli Stati Uniti
vengono trovate da Samy et all¢l, che riporta un valore medio di 22 . Zangrando
et al. 34, in campionamenti nella citta di Belgrado, riporta concentrazioni medie di L e
D-amminoacidi di 73 , sensibilmente piu alte rispetto ai valori trovati in questo
lavoro di tesi. Nello studio di Matos et al. 82 in base alle concentrazioni medie totali degli
amminoacidi di molteplici studi, viene determinata la tipo logia di area. Confrontando i
valori riassunti da Matos el al. 82 |e concentrazioni del presente lavoro sono caratteristich
di un contesto rurale. Un contesto urbano arriva a concentraioni no a 120 ,
indicando un forte contributo antropogenico.

Considerando i singoli amminoacidi, Barbaro et al.** riporta la concentrazione media
per 14 amminoacidi, analizzati come racemi, nella laguna di/enezia. Il confronto con le
concentrazioni del presente lavoro, riportate con la sommali L e D-amminacidi, & ripor-
tato nella Tabella 7.1. Si nota che la maggior parte delle cooentrazioni disponibili dello
studio citato, considerando le deviazioni standard, sono emparabili a quelle quanti cate
in questo lavoro di tesi, anche se tutti i valori medi risultano inferiori. Sia glicina che
L-prolina risultano essere gli amminoacidi piu concentrat, in accordo con i valori medi di
letteratura [82],

Una visione generale delle abbondanze relative medie di ttitgli amminoacidi studia-
ti in questo lavoro di tesi pud essere data dalle percentualrelative sulla totalita degl

amminoacidi studiati. In Figura 7.13 é riportata dunque I'abbondanza relativa media.
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Tabella 7.1: Confronto con i valori medi di Barbaro et al. 34 espressi in

Composto Barbaro et al.  Presente studio
Ala 3.2 17 20 01
Asn 42 3.8 0.7 0.1
Asp 26 18 0.58 0.05
Glu 4.8 2.8 1.8 0.2
Gly 6.0 4.4 3.6 04
4-Hyp 0.3 05 0.12 0.01
Leu/lle 16 04 0.30 0.04
Met BDL BDL

Phe 05 0.5 0.15 0.02
Pro 50 6.8 3.4 038
Ser 16 1.1 0.4 0.1
Thr 0.3 0.3 0.12 0.01
Tyr 0.3 04 0.08 0.01
Val 04 04 0.18 0.02

BlL-Ala [ ]L-Asn
B D-Ala [ L-Val
B Gly [ ]D-val
BlL-Arg [ JL-Asp
I LD-Hys [ |D-Asp
B LOnm [L-Glu
[ LD-Ser M L-Hyp
B -thr [ L-Pro
P D-Thr [ | L-Lewlle
] B L -Phe

Figura 7.13: Abbondanza relativa media per L e D-amminoacidi
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Il gra co a torta mostra come lI'amminoacido a piu alta concertrazione sia la glicina,
segue L-prolina, L-arginina, acido L-glutammico e L-alanha. Gli altri amminoacidi sono
al di sotto del 5%. Per meglio comprendere la distribuzione m ogni frazione di L e D-
amminoacidi é riportata in Figura 7.14 la distribuzione relativa del campione del 19-22
aprile, preso come esempio. Infatti, le abbondanze relati in tutti i campionamenti sono
pressoché stabili. Una distribuzione confrontabile e rippducibile delle varie frazioni puo
indicare sorgenti comuni, con diversa intensita di emissiae nel tempo.

| gra ci a torta mostrano come gli andamenti variano in maniera sostanziale nelle varie
frazioni: nella frazione grossolana si ha maggior presenzaispettivamente, di L-prolina,
acido L-glutammico e L-arginina, mentre nelle frazioni ni ed ultra ni gli amminoacidi
pit abbondanti sono glicina, L-alanina e D-alanina. Questadistribuzioni possono indicare
che i vari amminoacidi si di erenziano all'interno della st essa sorgente.

In Figura 7.15 sono riportati gli andamenti dei L e D-amminoacidi nelle varie frazioni
dimensionali per tutto il periodo di campionamento. Come evidenziato nei gra ci a torta,
la glicina & I'amminoacido piu concentrato, seguito da L-polina, L-arginina e acido L-
glutammico. Come gia anticipato, la L-prolina deriva da spae contenute nella cellule
ascus e in quanto tale si distribuisce maggiormente nella frazioe grossoland’™!. La L-
prolina e caratterizzata da un aumento di concentrazione nkeperiodo che va da meta
aprile ai primi di maggio, con l'aumento di emissione di spoe fungine in atmosfera. Le
alte concentrazioni della glicina, distribuite principal mente nella frazione ne (180 -
1 ), possono essere dovute alla stabilita del composto (tempili semi-vita superiori a
19 giorni) 8%, Metionina e tirosina, ad esempio, hanno tempi di semi-vitainferiori alle
2.5 ore, mentre fenilalanina e leucina hanno tempi di semi-¥a che vanno dalle 21 alle 80
ore. La L-arginina segue una distribuzione dimensionale giile alla L-prolina, trovandosi
principalmente nella frazione grossolana. Viene dunque esssa da sorgenti locali ed &
prodotta dal ciclo dellurea nei mammiferi 81, ma non & ancora ben chiaro il tipo di

sorgente.

Glicina, acido glutammico, serina ed ornitina sono riconosiuti come gli amminoacidi

pit abbondanti nel microlayer marino: alte concentrazioni di questi amminoacidi potreb-
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Figura 7.14: Distribuzione per ogni frazione nel campionamento del 19-2 aprile
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Figura 7.15:
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Andamenti per ogni campionamento in per L e D-amminoacidi
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bero indicare una prevalente origine marina®l. Al ne di veri care se l'origine marina sia
una possibile sorgente di aerosol, & possibile compararei gimminoacidi appena descritti
con la concentrazione di Cloro lla-a in mare. In Figura 7.16 é riportato I'andamento del-
le concentrazioni di Cloro lla-a della stazione di Campalto-Venezia, fornite dalla rete di
monitoraggio per il controllo della qualita delle acque dela laguna di Venezia, a ancata
dagli andamenti mensili delle concentrazioni di glicina, aido L-glutammico, L/D-serina

ed ornitina.

Figura 7.16: Andamenti delle concentrazioni mensili di Cloro lla-A in e glicina, acido
L-glutammico, L/D-serina e L-ornitina in

Si nota dalla Figura 7.16 come non ci sia correlazione tra glina e L/D-serina con
la Cloro lla-a, mentre vi € un andamento molto simile con l'acido L-glutammico e L-
ornitina. La sorgente di acido L-glutammico e L-ornitina € dunque presumibilmente lo
spray marino, mentre glicina e L/D-serina derivano da un altro tipo di sorgente.

E' inoltre molto importante lo studio dei D-amminoacidi: so no infatti prodotti da
organismi che vivono negli abissi marini e presenti nelle peeti cellulari di alcuni batteri.
Amminoacidi di tipo D inoltre sono stati trovati anche nel ve leno di alcuni animali, come
molluschi, oppure nelle secrezioni mucose di alcune specan bie. In Figura 7.17 sono

riportati i quattro D-amminoacidi quanti cati in questo la voro di tesi. Dalla gura si
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evince che la D-alanina é il D-amminoacido a maggiore conceazione, mentre l'acido
D-aspartico & al di sotto dei 0.1 . D-treonina e D-valina sono presenti in pochi
campionamenti e per questo non vengono considerati rapprestativi. Si nota comunque
come l'acido D-aspartico sia presente solo nella frazionegssolana, D-alanina e D-treonina

nella frazione ne ed ultra ne, mentre D-valina solamente nella frazione ultra ne.

- _ u .
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Figura 7.17: Andamenti per ogni campionamento nelle varie frazioni per DAsp, D-Ala, D-Thr
e D-Vval

La maggior parte dei D-amminoacidi, quali D-arginina, D-agaragina, acido D-glutammico,
D-ornitina, D-leucina e D-isoleucina, D-fenilalanina, D-prolina e D-tirosina non sono
riportati perché al di sotto del limite di quanti cazione.

E' importante inoltre lo studio dei rapporti tra gli amminoa cidi D/L. Kuznetsova et
al. 9% descrive infatti i rapporti D/L-Asp e D/L-Ala. In campioni p relevati nella stazione

di Dyfamed (Mondaco - FR) ed a Montauk (New York - USA) i rapporti D/L-Asp hanno
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un range che va da 0.07 a 0.15, mentre i D/L-Ala vanno da 0.04 a.06. Kuznetsova et
al. °% inoltre presenta anche i rapporti D/L-Glu e D/L-Ser, non pre si in considerazione in
questo lavoro di tesi perché I'acido D-Glutammico e al di soto del limite di quanti cazione,
mentre L-Ser e D-Ser non sono stati separati. In Figura 7.18 a0 riportati i rapporti

D/L-Ala e D/L-Asp del presente studio per ogni campionamento.

Figura 7.18: Rapporti D/L-Ala e D/L-Asp per ogni campionamento

In tutti i campionamenti si ha un maggiore rapporto di D/L-Al a rispetto a D/L-
Asp: questo rispecchia il trend di Kuznetsova et al.®%. [l maggior rapporto di D/L-Ala
viene identi cato anche in acque subsuper ciali e nelmicrolayer , che potrebbero dunque
essere le sorgenti per gli amminoacidi presi in consideraane. Questo confermerebbe anche
I'andamento dell'acido L-glutammico e L-ornitina, che presentano stessi andamenti della
Cloro lla-A (Figura 7.16). Tuttavia, il range del rapporto D/L-Ala va da 0.12 a 1.09,
mentre il rapporto D/L-Asp va da 0 a 0.13: mentre il D/L-Asp € i n linea con i valori di
Kuznetsova et al.[?, il rapporto D/L-Ala & molto superiore. Non & comunque chiaro se
I'entita dei rapporti siano legati con la tipologia di sorgente; sicuramente rapporti D/L
piu elevati indicano che vi € una maggiore in uenza batterica nel materiale proteico.

Un'altra sorgente per L e D-amminoacidi potrebbe essere dat dal suolo e dalle polveri

che ne derivano. Grin et al. U infatti riporta la presenza di batteri e spore fungine
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in Africa, durante eventi di tempeste di sabbia. Questo pareessere dovuto alla presenza
di organismi biologici. Per comprendere pero al meglio il cotributo di questi organismi,

in queste tipo di sorgenti, € necessario lo studio anche dei &A (Combinated Amino
Acids ), non studiati in questo lavoro di tesi. E' da considerare cte queste caratteristische
sono state riscontrate nel continente africano, direttamete in uenzato dalla presenza di
sabbia. Tuttavia & da considerare che, in generale, il suolba un contenuto relativamente
basso di amminoacidi e composti proteici®?.

In Figura 7.19 sono riportati gli andamenti di L e D-amminoacidi in in tutto il
periodo di campionamento. Lo studio dei dati in ore un punto di vista diverso:
si notano infatti delle disparita con i dati riportati in di Figura 7.15. Questo
perché i assoluti quanti cati non vengono pil rapportati ai ma al peso e ettivo
del particolato di ogni stadio dell'impattore. Si nota che le percentuali relative degli
amminoacidi hon cambiano per ogni stadio riportando i valoii in o in :
cambiano pero le concentrazioni di stadio in stadio, a causalel diverso peso di aerosol

campionato.
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Figura 7.19: Distribuzione per ogni frazione in
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7.4 Andamenti dei metossifenoli

I composti fenolici sono prodotti dal biomass burning , basato principalmente sulla com-
bustione di lignina, un biopolimero composto da alcool p-cunarilico, alcool coniferillico
ed alcool sinapilico. Le abbondanze relative dei metossifeli vanno inoltre ad indicare il
tipo di lignina da cui deriva la combustione.

Le concentrazioni totali di metossifenoli rilevate in quego lavoro di tesi vanno da
un valore minimo di 0.03 ad un valore massimo di 0.59 . Il valore medio
risulta essere di 0.20 . Nella Tabella 7.2 sono riportati i valori medi dei composti
fenolici analizzati in vari ambienti urbani, confrontati c on quelli del presente studio. Valori
molto piu bassi vengono monitorati in ambienti artici ed antartici, nei quali si hanno
concentrazioni pitl basse di circa un ordine di grandezz&8l. La maggior parte degli studi
confrontati interessano la stagione invernale che eviden@no concentrazioni piu alte per
la combustione di biomassa rispetto a quelle riportate in qeesto lavoro di tesi.

In Figura 7.20 é riportato il graco a torta delle concentrazioni dei metossifenoli

analizzati in questo studio.

Figura 7.20: Abbondanza relativa media dei metossifenoli
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Tabella 7.2: Confronto con i valori medi espressi in

Composto Sito Stagione E:onc. ) Ref.

VAH Missoula (MT) smoke events  2.27-18.9 Ward et al. &3
Belgrade (SRB) inverno 1.3 Zangrando et al. 4
Mestre (ITA) primavera 0.3 presente studio

VA Libby (MT) inverno 68.4 Ward et al. [
Belgade (SRB) inverno 1.3 Zangrando et al. 4
Oporto (P) inverno 120 van Drooge et al. [
Copenhagen (DK) inverno 40 van Drooge et al. &
Amsterdam (NL) inverno 360 van Drooge et al.
Vienna (A) annuale 120-160 Caseiro et al. &
Graz (A) annuale 250-480 Caseiro et al.[¥
Mestre (ITA) primavera 0.15 presente studio

SYAH Dettenhausen (D) inverno 15.2 Bari et al. [
Libby (MT) inverno 5.8 Ward et al. [
Denver (CO) annuale 1.2 Simpson et al 7]
Seattle (WA) autunno 0.09-0.27 Simpson et al ©"
Belgrade (SRB) inverno 4.4 Zangrando et al. 4
Mestre (ITA) primavera 0.3 presente studio

SYA Belgrade (SRB) inverno 1.8 Zangrando et al. 4
Mestre (ITA) primavera 0.6 presente studio

FA Belgrade (SRB) inverno 0.5 Zangrando et al. 4
Mestre (ITA) primavera 0.045 presente studio

CAH Belgrade (SRB) inverno 1.2 Zangrando et al. 4
Seattle (WA) autunno 0.42 Simpson et al ©]
Mestre (ITA) primavera 0.048 presente studio
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I metossifenoli pill concentrati sono acido siringico, vanliina, siringaldeide, acido va-
nillico, acido ferulico, coniferil aldeide e acido p-cumarco. L'abbondanza relativa € in
linea con i principali metossifenoli prodotti dalla combustione da softwood, in particolare
da alberi decidui (alberi che nella stagione invernale perdno le foglie per fenomeni di
abscissione) indicati da Oros et all*8l. L'acido isovanillico & al di sotto del limite di rile-
vabilita in tutti i campioni. E' interessante inoltre veder e la variazione delle abbondanze
relative nelle varie frazioni dimensionali. In Figura 7.21 sono riportate le percentuali dei
metossifenoli piu abbondanti nelle varie frazioni per il peiodo di campionamento dal 18
al 22 aprile, preso come esempio perché e uno dei periodi diro@ionamento a maggior

concentrazione di metossifenoli e dunque pil rappresentato.

1 8mar_22mar

Figura 7.21: Abbondanza relativa nelle varie frazioni dei metossifend| periodo di campionamen-
to 18-22 aprile
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Nella gura non viene riportata la frazione grossolana da 18 a 18 ,inquanto
la presenza di composti fenolici nella frazionecoarse €& al di sotto del'MDL. Si nota
come in questo caso l'acido siringico diminuisca al diminuie del diametro delle particelle.
Trend inverso invece hanno siringaldeide e coniferil aldele. La vanillina si trova invece
principalemente nella frazione ultrane ( 0.18 ), mentre acido vanillico, acido p-
cumarico ed acido fumarico hanno un andamento pressoché daste. Gli andamenti nelle
diverse frazioni degli altri periodi di campionamento, rispetto all'esempio riportato, sono
pressoché comparabili. Come nel caso degli amminoacidi, ardistribuzione confrontabile
e riproducibile nelle varie frazioni nei diversi campionamenti puo indicare sorgenti comuni,
ma diversa intensita di emissione nel tempo.

L'andamento delle concentrazioni dei composti fenolici aalizzati sono riportati in

Figura 7.22, in cui vi € la somma dei metossifenoli per ogni fizione dimesionale.

Figura 7.22: Variazione delle concentrazioniin dei metossifenoli totali durante il periodo
di campionamento

L'andamento é caratterizzato da due periodi in cui le concetrazioni risultano piu ele-
vate: dal 14 al 30 marzo e dal 22 aprile al 3 maggio. L'andamentdi ne marzo pud
corrispondere all'interruzione dei riscaldamenti domesici a legna. Questo ne provoca

infatti una brusca diminuzione. Una possibile spiegazionedel rialzo che caratterizza il
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periodo dal 22 aprile al 3 maggio viene data considerando lestivita che lo contraddistin-
guono. Il sostanzioso numero di barbeque e grigliate, infdk, pud contribuire all'aumento
delle concentrazioni appena descritto. Una conferma dell@potesi appena e ettuate puo
essere data dagli andamenti del levoglucosan. E' un monosearide anidro (1,6-anidro-
-D-glucopiranoso) prodotto durante i processi di pirolisi della cellulosa a temperature
elevate ( 300°) e riconosciuto come tracciante per la combustione diibmassal®?. In
Figura 7.23 sono riportati gli andamenti delle concentrazoni del levoglucosan durante il

periodo di campionamentd.

Figura 7.23: Variazione delle concentrazioni in del levoglucosan totali durante il periodo
di campionamento

Si nota come i due andamenti di Figura 7.22 e Figura 7.23 sianmolto simili. Questo
conferma la provenienza dabiomass burning dei metossifenoli e le supposizioni fatte
precedentemente.

Un importante valutazione del comportamento nel tempo dei nmetossifenoli analizzati
consiste nel considerare i metossifenoli vanillici, indiati con la lettera V (somma di VA e
VAH), siringici, indicati con S (somma di SYA e SYAH) e cinnamici, indicati con C (PA

+ FA). | fenoli vanillici sono prodotti principalmente dall a degradazione disoftwood ed

!Dati non ancora pubblicati
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hardwood , i fenoli siringici vegnono prodotti dalla combustione di hardwood e quelli cin-
namici sono associati principalmente alle piante erbace€3. In Figura 7.24 sono riportati

i valori di S, V e C prendendo in considerazione il TSP.

11

Figura 7.24: Fenoli vanillici, siringici, cinnamici totali per ogni cam pione

Si nota dalla gura come i fenoli siringici siano costantemeite superiori a vanillici e
cinnamici. Questo signi ca che la maggior parte della combgtione da biomassa deriva da
hardwood , cioé da angiosperme, piante evolute con ore e seme proteit Questo viene
confermato anche dai rapporti S/V e C/V , che rispettivamente indicano il contributo
relativo di angiosperme o gimnosperme (se maggiore di 1 deteola prevalenza di latifoglie)
e il contributo relativo dei tessuti erbacei (piu alto € il rapporto maggiore € la presenza di
lignina erbacea). Inoltre, i rapporti tra acidi e rispettiv e aldeidi indicano invece il grado di
ossidazione del sistema: vengono presi in considerazioneapporti acico vanillico/vanillina
e acido siringico/siringaldeide. In Tabella 7.3 sono ripotati tutti i valori appena descritti.

Il rapporto S/V, essendo quasi sempre maggiore di 1, indical icontributo di angiosper-
me, mentre i bassi valori di C/V indicano il basso contributo della lignina erbacea.

Il rapporti acido/aldeide sono, nello speci co, indicatori di ossidazione biologica, nono-

stante sia stato dimostrato che la luce solare possa provoo@e una sostanziale variazione
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Tabella 7.3:  S/V, C/V, VA/VAH e SYA/SYAH per ogni periodo di campionament o

Periodo SIV CIvV VA/VAH  SYA/SYAH
14-18 marzo 1.5 0.1 0.7 1.1
18-22 marzo 4.2 0.2 11 4.4
22-29 marzo 3.6 0.2 0.8 4.4
30 marzo-1 aprile 6.6 0.3 1.7 3.7
4-8 aprile 3.8 0.3 0.8 24
12-15 aprile 3.2 0.5 0.3 2.5
15-19 aprile 0.9 0.6 0.5 2.2
19-22 aprile 11 0.2 0.2 1.2
22-26 aprile 1.0 0.2 0.6 2.0
26-29 aprile 1.6 0.2 0.2 2.8
29 aprile-3 maggio 1.7 0.2 0.2 2.1
3-6 maggio 13 0.2 0.1 1.8
6-10 maggio 25 0.1 0.2 21
10-13 maggio 11 0.2 0.5 4.4

portando a lignine altamente ossidatel®?. Si nota come i valori di VA/VAH siano quasi
sempre minori di 1, mentre SYA/SYAH é sempre abbondantement¢ sopra a 1. Shakya
et al. 94 aerma che se i valori dei rapporti acido/aldeide sono superori a 0.5, le rea-
zioni in atmosfera dei metossifenoli non dipendono solo daotoossidazione, ma anche da
ossidazione batterica di tessuti vegetali o da degradaziarfungine.

In Figura 7.25 sono riportati gli andamenti dei metossifendi per tutto il periodo di
campionamento. Si nota come i metossifenoli siano princigdeente presenti nella frazione
ne ed ultra ne e come il composto fenolico maggiormente presente sia I'acido siringico.
In ne, in Figura 7.26 sono riportati gli andamenti in . La diversa unita di misura in
questo caso presenta risultati molto di erenti rispetto alle concentrazioni in . Resta

comungue chiaro come tutti i metossifenoli siano pressochéssenti nella frazionecoarse.
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Figura 7.25: Andamenti per ogni campionamento in per i metossifenoli



108 Risultati e discussione
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Figura 7.26: Andamenti per ogni campionamento in per i metossifenoli



Conclusioni

In questo lavoro di tesi & stato proposto e validato un metoder la determinazione di acido
cis-pinonico ed acido pinico tramite HPLC/ESI/MS-MS. La me ssa a punto del metodo per
acido cis-pinonico ed acido pinico é stata a rontata inizidmente attraverso I'ottimizzazione
del metodo strumentale, utilizzato poi per la validazione cella metodologia preanalitica
in campioni di aerosol atmosferico. Il metodo sviluppato haconsentito di de nire limiti
di rilevabilita strumentali pari a 1.6 e 1.2 per, rispettivamente, acido cis-pinonico e
pinico. Ad oggi, questi valori sono i pit bassi limiti preserti in letteratura. Inoltre, sono
stati analizzati i composti fenolici derivanti da biomass burning ed L e D-amminoacidi,
molecole di origine biogenica. La validazione per tutti glianaliti in esame é stata e ettuata

tramite stime di accuratezza, precisione, resa, range ditearita, MDL ed MQL.

Le percentuali di estrazione per tutti gli analiti studiati variano dal 54% al 100%,
con un errore medio e coe ciente di variazione al di sotto del 10%. L'MDL per acido
cis-pinonico ed acido pinico va da valori di 0.7 a 2.3 ng assali, mentre per amminoacidi
e metossifenoli variano da 0.01 a 13.1 ng assoluti. Il Itro h quarzo, rispetto al disco in

alluminio, presenta rese di estrazione migliori, ma con MDLleggermente piu elevati.

Le analisi sono state e ettuate in campioni di aerosol atmosgerico raccolto sulla som-
mita dell'Edi cio Delta all'interno del Campus Scienti co di via Torino (Mestre-Venezia)
nel periodo compreso tra marzo e maggio 2016. Il campionaterutilizzato MOUDI Il ha

reso possibile la separazione dimensionale in 12 stadi, da0.056 a 18

| risultati del lavoro presentano range di concentrazioni evalori medi molto simili tra
acido cis-pinonico ed acido pinico (range da 0.1 a 0.8 , valore medio nell'intorno

di 300 ). Rispetto ai valori di letteratura le concentrazioni si pr esentano inferio-
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ri di circa un ordine di grandezza, a causa del sito di campioamento non direttamente
in uenzato dalla presenza di conifere. E' stato visto che lacido cis-pinonico & principal-
mente presente nella frazione ultrane ( 0.056 ), mentre I'acido pinico risulta essere
distribuito in maniera pilt 0 meno omogenea in tutte le varie frazioni dell'aerosol. L'acido
cis-pinonico mostra inoltre una proporzionalita diretta con la temperatura, mentre altri

agenti atmosferici risultano meno correlabili. Sapendo ck l'acido pinico viene degradato
microbiologicamente in pochi giorni, & stato messo in relaone con la L-prolina (presente
in cellule contenenti spore) e con l'acido D-aspartico (preente nei batteri), evidenziando

una proporzionalita inversa che a erma l'ipotesi di degradazione microbiologica.

Il range di concentrazioni totali per ogni campionamento diL e D-amminoacidi varia
da 8 a 26 , con una media di 17 . Le concentrazioni sono confrontabili con
studi pregressi nella laguna di Venezia. Lo studio di L e D-amiminoacidi ha dimostrato che
I'amminoacido a piu alta concentrazione € la glicina, seguéd.-prolina, L-arginina, acido
L-glutammico e D-alanina. Le alte concentrazioni della glcina, principalmente presente
nella frazione ne (180 -1 ), possono essere dovute alla stabilita del composto,
mente la L-prolina, come precedentemente detto, deriva daore contenute nella cellule
ascus e in quanto tale si distribuisce maggiormente nella frazioe grossolana. L-arginina
in ne segue una distribuzione dimensionale simile alla L-polina, trovandosi principal-
mente nella frazionecoarse. Attraverso un confronto con I'andamento della Cloro lla- a,
e stata individuato lo spray marino come probabile sorgenteper acido L-glutammico ed

L-ornitina.

Le concentrazioni totali di metossifenoli rilevate in quego lavoro di tesi vanno da un
valore minimo di 0.03 ad un valore massimo di 0.59 . Il valore medio risulta
essere di 0.20 . La maggior parte degli studi confrontati interessano la sagione
invernale ed evidenziano concentrazioni piu alte per la cotnustione di biomassa rispetto a
quelle riportate in questo lavoro di tesi. | metossifenoli gu concentrati sono acido siringico,
vanillina, siringaldeide, acido vanillico, acido ferulico, coniferil aldeide e acido p-cumarico.
L'abbondanza relativa € in linea con i principali metossifanoli prodotti dalla combustione
da softwood, in particolare da alberi decidui. Gli andamenti dei compodi fenolici totali

nel periodo di campionamento denotano una brusca diminuzine delle concentrazioni da
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meta a ne marzo, in corrispondenza dell'interruzione dei iscaldamenti domestici a legna,
ed un rialzo che caratterizza il periodo dal 22 aprile al 3 magio, probabilmente dovuto ai

barbeque delle festivita, come confermato dall'andamentalel levoglucosan.
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Appendice A

Figura A.1: |12 stadi del campionatore con la testata (in alto a sinistrg, lo stadio di fondo per
I'aspirazione (in basso al centro) e tutti gli alloggiament per il posizionamento dei
dischi in alluminio (a destra)

Figura A.2: 1l Itro posizionato in sede sulla sinistra e l'undicesimo stadio sulla destra
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Figura A.3: L'impattore assemblato e inserito nell'alloggiamento (a snistra ed al centro) e
I'alloggiamento chiuso

|

Figura A.4: L'aerosol depositato nello stadio numero 9 dopo un campionaento di tre giorni
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Tabella B.1:

Transizioni in Q1 e in Q3 e relativi paramentri per L e D-amminoacidi. Il valore
di EP & di 10 Volt, in grassetto sono riportati i valori usati p er la quanti cazione
degli analiti

Composto precursore Q1 (m/z) Q3 (m/z) DP CE CXP
L-/D-Ala 90 44 32 17 7

70 33 13
L-/D-Arg " 175.1 53

116 21 21

74 21 13
L-/D-Asp " 134.0 34

88 15 13

74 22 7
L-/D-Asn " 133.1 35

87 13 8

84 24 16
L-/D-Glu " 148.1 40

130 14 23

76 6 11
Gly " 76.0 33

30 17 4

68 31 6
L-/D-Hyp " 132.1 47

86 21 7

110 20 20
L-/D-Hys " 156.1 46

83 36 15

86 15 16
L-/D-Leullle " 132.1 41

69 26 13

104 15 16
L-/D-Met " 150.1 39

133 15 23

70 24 11
L-/D-Orn " 133.1 45

116 12 15
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Composto precursore Q1 (m/z) Q3 (m/z) DP CE CXP

120 18 22
L-/D-Phe 166.1 43

103 38 19
L-/D-Pro " 116.1 70 42 24 13

60 17 10
L-/D-Ser " 106.0 34

88 15 16

103 26 18
L-/D-Thr " 120.1 78

77 36 14

165 15 15
L-/D-Tyr " 182.1 43

136 21 12

72 17 13
L-/D-Val " 118.1 35

55 30 10
L-Ala ¥Cs " 93.1 60 37 19 8

74 21 7
L-Arg Cs " 181.1 55

121 21 11

76 22 7
L-Asp B¥C,4 " 138.1 42

91 15 10

135 13 12
L-Glu **Cs " 153.1 39

106 19 10

86 16 7
L-Leu ¥C, " 133.1 45

44 31 8

121 19 11
L-Phe 3¢, " 167.1 51

104 38 10

70 24 6
L-Pro 3C; " 117.1 40

68 41 6

72 18 6
L-Val ¥C; " 119.1 45

55 29 5
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Tabella B.2: Transizioni in Q1 e in Q3 e relativi paramentri per i metossifenoli. In grassetto
sono riportati i valori usati per la quanti cazione degli an aliti, che in questo caso
corrispondono alle trasizioni piu intense

Composto precursore Q1 (m/z) Q3 (m/z) DP EP CE CXP

151.9 -19 -10
VA/IVA 166.9 51 -10

107.8 -28 -9

135.8 -18 -11
VAH " 150.9 -50 -10

92.0 -27.5 -6

151.9 -16 -15
SYA " 181.8 -47  -10

121.0 -22.7 -85

165.8 -18 -12
SYAH " 180.9 -42  -10

150.9 -25 -12

165.8 -18 -12
SYAH " 180.9 -42  -10

150.9 -25 -12

177.9 -18 -11
FA " 193.0 -42  -10

133.8 -21 -12

177.9 -19.3 -125
CAH " 161.9 -41  -10

133.8 -28.1 -9

92.8 -17 -8
p-CA " 162.9 52 -4

119.2 -42 -7

152.7 -19 -12
VA* B¥3¢cy " 167.8 -51  -10

107.8 -28 -9

141.8 -19 -8
VAH* 13C6 " 156.9 -54 -10

96.9 -28 -8.8
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Tabella C.1: Composto e rispettivo marcato, pendenza, intercetta, R, range di linearita minimo
e massimo, LOD e LOQ per amminoacidi e metossifenoli

Composto Marcato Pendenza Intercetta R? |F|{ naenagriet;i LOD LOQ
L-alanina Ala* 0.649 0.096 0.999  0.0115 - 57.5 2 6.6
D-alanina Ala* 1.575 0.076 0.999 1-625 300 1000
L-arginina Arg* 3.964 0.203 0.998 0.0155 - 77.5 2.7 9.1
D-arginina Arg* 4.543 -0.109 0.999 0.0137 - 55 412 1375
L-asparagina Val* 0.139 -0.002 0.999 0.0169 - 50 5.1 16.9
D-asparagina Val* 0.444 -0.002 0.999 0.0525 - 52.5 15.8 52.5
L-acido aspartico Asp* 0.797 0.132 0.999 0.014 - 70 2.7 9
D-acido aspartico Asp* 0.118 2.220 1 0.045 - 45 10.8 36
L-acido glutammico Glu* 3.158 0.157 0.999 0.012 - 60 1.3 4.3
D-acido glutammico  Glu* 5.154 -0.093 0.999 0.0857 - 65 55.7 8.7
Glicina Ala* 0.046 0.007 0.998 0.0132 - 57.5 4 13.2
t-4-ldrossi-L-prolina  Pro* 2.458 0.266 0.997 0.0105 - 52.5 13 4.3
t-4-ldrossi-D-prolina  Pro* 1.358 0.018 0.999  0.0788 - 52.5 B.8 272.5
LD-istidina 2 Arg* 7.162 1.214 0.999 0.022 - 110 2 6.6
L-leucinalisoleucina  Leu* 0.645 0.179 0.997  0.026 - 130 2.6 8.8
D-leucinal/isoleucina  Leu* 0.585 0.054 0.999 0.0301 - 1025 9 30.1
L-metionina Leu* 0.192 0.002 0.999 0.1429 - 70 42.9 142.9
D-metionina Leu* 0.103 0.001 0.999 0.250 - 55 75 250
L-ornitina Arg* 4.653 0.595 0.998 0.0095 - 47.5 0.4 1.3

%Per la coppia L-istidina e D-istidina, L-serina e D-serina e per leucina ed isoleucina, il metodo
cromatofra co non ha reso possibile la separazione
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Range di linea- LOD LOQ

Composto Marcato  Pendenza Intercetta R 2 rita

D-ornitina Arg* 4.406 0.197 0.997 0.2149 - 65 64.5 214.9
L-fenilalanina Phe* 18.900 0.640 0.997 0.012 - 60 35 11.7
D-fenilalanina Phe* 1.813 0.023 0.999 0.01 - 50 8.6 28.6
L-prolina Pro* 2.012 0.072 0.999 0.01 - 50 15 4.9
D-prolina Pro* 0.713 0.050 0.999 0.6667 - 80 200 666.7
LD-serina Arg* 5.411 5.857 0.994 0.026 - 130 0.5 1.5
L-treonina Arg* 2.196 0.217 0.999 0.05-75 4.8 16.1
D-treonina Arg* 2.638 0.210 0.998 0.220 - 55 66 220
L-tirosina Arg* 3.455 0.417 0.997 0.0156 - 47.5 4.7 15.6
D-tirosina Arg* 5.768 0.303 0.998 0.3387 - 52.5 101.6 338.7
L-valina Val* 1.390 0.158 0.998 0.014 - 70 0.8 2.7
D-valina Val* 2.619 0.035 0.999 0.2143 - 45 64.3 214.3
acido vanillico VA* 0.683 0.052 0.996 0.01 - 50 11 3.9
acido isovanillico VA* 0.239 0.014 0.994 0.043 - 50 13.0 43.5
vanillina VAH* 1.420 0.067 0.997 0.0125 - 62.5 2.7 9.12
acido siringico VAH* 0.170 0.001 0.999 0.0217 - 50 6.5 21.7
siringaldeide VAH* 0.682 0.009 0.999 0.016 - 57.5 5 16
acido ferulico VA* 1.248 0.130 0.992 0.013 - 65 3 7.8
coniferil aldeide VAH* 2.173 0.154 0.997 0.016 - 80 1.4 4.7

acido p-cumarico VAH* 0.199 0.0005 0.999 0.01 - 50 2.3 7.8
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Tabella D.1: Errore medio, resa media, CV%, Bianco medio, MDL ed MQL per L e
D-amminoacidi e metossifenoli

Composto Errore Resa media % Ccv Bianco medio MDL MQL
medio % % (ng ass) (ng ass) (ng ass)
alluminio
L-alanina -4.7 66 6 8 25 04 11 3.6
D-alanina 1 77 6 8 0.01 0.003 0.01 0.03
L-arginina -4.8 66 5 8 0.6 0.1 0.2 0.8
D-arginina -15 68 5 7 0.006 0.001 0.003 0.011
L-asparagina -6.7 70 2 4 0.1 0.03 0.09 0.3
D-asparagina -0.9 75 3 4 0.012 0.003 0.01 0.035
L-acido aspartico -5.5 57 4 7 0.3 0.1 0.2 0.7
D-acido aspartico 4.4 64 4 6 0.8 0.2 0.6 2
L-acido glutammico -6.1 64 4 6 0.7 0.2 0.7 2.3
D-acido glutammico  -1.3 70 5 6 0.016 0.003 0.01 0.034
Glicina -2.8 67 4 6 199 04 1.3 4.2
t-4-ldrossi-L-prolina 1 78 4 5 0.4 0.1 0.2 0.6
t-4-ldrossi-D-prolina -0.1 78 4 5 0.8 0.1 0.3 1
LD-istidina -4.2 73 5 7 21 04 1.1 3.6
L-leucina/isoleucina  -1.2 73 4 5 1.3 0.3 0.9 3
D-leucinal/isoleucina 2.6 76 4 6 0.06 0.02 0.05 0.17
L-metionina 0.2 51 5 10 0.04 0.02 0.05 0.18
D-metionina 0.1 54 2 3 0.14 0.04 0.13 0.42
L-ornitina -5.8 64 6 9 15 0.3 0.8 2.8
D-ornitina 0.01 74 8 10 0.19 0.04 0.13 0.43
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Composto Errore Resa media % Ccv Bianco medio MDL MQL
medio % % (ng ass) (ng ass) (ng ass)
L-fenilalanina -5.2 76 5 6 04 0.1 0.2 0.7
D-fenilalanina -1.8 80 5 6 0.013 0.003 0.008 0.026
L-prolina -1.9 70 4 5 4.7 0.7 2.1 7
D-prolina -1.2 80 4 4 0.2 0.1 0.2 0.6
LD-serina -6.8 65 5 7 46 1.2 3.6 12
L-treonina -7.4 64 5 7 0.5 0.2 0.6 1.9
D-treonina -6.1 70 4 6 0.06 0.01 0.04 0.13
L-tirosina -9.3 64 6 10 1.8 0.2 0.7 24
D-tirosina -4.3 70 7 10 0.07 0.01 0.03 0.13
L-valina -0.5 75 5 7 0.8 0.1 0.4 1.2
D-valina -4.5 73 4 5 0.004 0.002 0.005 0.016
acido vanillico -15 70 2 3 0.8 0.1 0.2 0.7
acido isovanillico -4.5 64 4 7 0.2 0.1 0.2 0.8
vanillina 1.7 73 6 8 04 0.1 0.2 0.8
acido siringico 8.2 90 7 7 0.2 0.1 0.2 0.7
siringaldeide -9.7 61 3 5 0.08 0.04 0.11 0.35
acido ferulico 9.9 100 8 8 0.2 0.1 0.3 0.9
coniferil aldeide 7.5 86 4 4 0.19 0.1 0.31 1
acido p-cumarico 6.2 74 2 3 1.4 04 1.1 3.7
quarzo QFF
L-alanina -6.6 74 3 4 27 04 11 35
D-alanina 3.4 83 4 4 0.03 0.004 0.012 0.041
L-arginina -4.9 67 2 3 0.84 0.15 0.44 1.48
D-arginina -0.5 74 3 4 0.004 0.001 0.003 0.01
L-asparagina -1.7 78 4 6 0.10 0.02 0.05 0.16
D-asparagina 34 85 6 7 0.04 0.004 0.012 0.039
L-acido aspartico -6.6 74 1 1 0.30 0.084 0.25 0.84
D-acido aspartico -1.6 79 4 5 0.7 0.2 0.57 1.9
L-acido glutammico -8.5 72 2 2 0.6 0.1 0.3 11
D-acido glutammico 1.1 82 4 4 0.02 0.01 0.03 0.08
Glicina -15 75 6 8 1.8 0.3 0.9 3.1
t-4-ldrossi-L-prolina -7.1 78 1 2 0.35 0.02 0.06 0.21
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Composto Errore Resa media % Ccv Bianco medio MDL MQL
medio % % (ng ass) (ng ass) (ng ass)

t-4-ldrossi-D-prolina 3.8 86 1 2 0.55 0.02 0.07 0.24
LD-istidina -5.2 79 3 3 1.2 0.2 0.06 0.21
L-leucina/isoleucina -5 78 2 2 12 0.1 0.4 14
D-leucinal/isoleucina 6.8 87 3 4 0.8 0.1 0.3 1
L-metionina -6.6 77 2 3 0.19 0.08 0.25 0.84
D-metionina 2.2 80 3 4 0.3 0.1 0.2 0.8
L-ornitina -6.4 65 2 4 15 03 0.8 2.6
D-ornitina -0.7 73 3 5 0.13 0.03 0.09 0.3
L-fenilalanina -7 79 2 3 0.47 0.06 0.17 0.58
D-fenilalanina -2.9 82 4 5 0.017 0.001 0.004 0.013
L-prolina -9 76 1 2 2.3 0.2 0.5 1.8
D-prolina -5.2 79 4 5 0.16 0.01 0.04 0.13
LD-serina -1.3 68 2 2 49 1.3 3.9 131
L-treonina -11 71 2 3 0.019 0.004 0.011 0.038
D-treonina -0.7 73 3 5 0.009 0.002 0.006 0.019
L-tirosina 0.5 71 3 5 1.1 01 0.4 15
D-tirosina 4.5 76 4 5 0.08 0.03 0.09 0.3
L-valina -4.1 79 3 4 0.67 0.08 0.24 0.8
D-valina -1.5 83 5 6 0.006 0.002 0.006 0.02
acido vanillico -7.8 81 1 1 0.6 0.1 0.2 0.6
acido isovanillico -8.4 79 3 4 0.19 0.08 0.23 0.76
vanillina -4.3 79 2 3 1.7 0.7 2.2 7.3
acido siringico 5.8 84 3 3 0.8 0.3 0.9 3.1
siringaldeide -15.5 73 3 4 0.30 0.12 0.36 1.21
acido ferulico 8.3 100 4 4 0.17 0.09 0.28 0.94
coniferil aldeide -4.2 93 9 10 0.11 0.03 0.10 0.35
acido p-cumarico -2.4 80 1 1 19 04 11 3.7
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