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Traccia la tua rotta verso una stella e supererai qualsiasi tempesta.

- Leonardo da Vinci
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Scopo della tesi

Scopo della tesi

Lo scopo del presente lavoro di tesi consiste nella messa a punto di una metodologia
analitica per la determinazione di sei ritardanti di fiamma organofosfati in campioni
di aerosol atmosferico alpino mediante cromatografia liquida ad alte prestazioni accop-
piata a spettrometria di massa tandem.

Il metodo strumentale ¢ stato verificato attraverso la linearita della risposta, limiti di
determinazione e quantificazione.

La procedura preanalitica e stata validata per ciascun analita, valutando i valori medi
di bianco, accuratezza, precisione, resa, method determination limits e method quanti-
tation limits.

Il campionamento del aerosol e stato condotto presso I’Osservatorio del Col Margherita
(Falcade, BL) da settembre 2022 a ottobre 2023, con I'obiettivo di valutare la presenza
dei ritardanti di fiamma organofosfati. Considerando che non sono legati chimicamente
al materiali a cui vengono applicati, essi possono essere rilasciati in ambiente per vola-
tilizzazione, abrasione e dissoluzione. Commercializzati come alternativa ai polibromo-
difenileteri, la loro determinazione e di interesse ambientale soprattutto considerando

siti remoti, come quello oggetto della presente tesi.
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1 Aerosol Atmosferico

1 Aerosol Atmosferico

1.1 Definizione e caratteristiche

L’aerosol ¢ definito come una sospensione di particelle (organiche ed inorganiche) li-
quide e/o solide disperse in un gas; nel caso dell’aerosol atmosferico, il mezzo gassoso
e 'atmosfera stessa [1]. Questa sospensione puo essere costituita da una varieta di
particelle di diversa dimensione, forma e composizione in funzione della loro origine.
Tradizionalmente vengono distinte quattro grandi classi di particelle: polveri, fumi,
smog o fuliggine e nebbie[l, 2].

In atmosfera le particelle sono polidisperse, in quanto variano in diametro da alcuni
nanometri a centinaia di micrometri, e raramente sono presenti come monodisperse,
cioe con stesso diametro. Inoltre, a seconda della forma, le particelle si distinguono in
isometriche (con forma sferica), discoidali e fibre (aghiformi). Per studiare la distribu-
zione granulometrica dell’aerosol, le forme irregolari delle particelle che lo compongono
vengono approssimate alla forma sferica attraverso I'uso del ”diametro aerodinamico”
(Da). I1 ”diametro aerodinamico” ¢ definito come il diametro di una particella sferica
di densita unitaria (1 gem™3) che ha la stessa velocita di sedimentazione e comporta-
mento fisico di una particella reale, nelle stesse condizioni di temperatura, pressione e
umidita relativa [3].

Sulla base del diametro del particolato, & possibile distinguere le seguenti frazioni:

e frazione ultrafine (ultrafine fraction), caratterizzata da particelle con diametro

fino a 0.1 pum,;

e frazione fine (fine fraction), costituita da particelle di diametro compreso tra 0.1

e 2.5 pm;

e frazione grossolana (coarse fraction), che comprende particelle con diametro tra

2.5 e 100 pm.

Le dimensioni delle particelle sono uno dei parametri fondamentali per determinare
I'origine e il comportamento dell’aerosol, in quanto la sua composizione chimica e il
suo tempo di permanenza in atmosfera sono strettamente correlati al diametro delle
particelle [2]. Ad esempio solfati, ammonio, carbonio organico ed elementare e alcuni

metalli di transizione si trovano prevalentemente nella frazione fine e ultrafine [4],
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mentre magnesio, calcio, silicio, alluminio, ferro (che costituiscono il materiale crostale)
e le particelle come pollini, spore e frammenti di piante (che definiscono il materiale
organico biogenico) solitamente sono presenti nella frazione grossolana [4]. L’unica
eccezione ¢ rappresentata dai nitrati, che si trovano distribuiti in maniera pitt 0 meno
omogenea nelle varie frazioni [4].

La distribuzione granulometrica dell’aerosol atmosferico puo essere descritta con un
modello trimodale (Figura 1.1), in cui si distinguono la moda di nucleazione, la moda
di accumulazione e la moda grossolana. Le tre mode sono correlate ai tre principa-
li meccanismi di formazione del particolato (Figura 1.2). La moda di nucleazione si
riferisce alla frazione ultrafine, che si forma per nucleazione omogenea di vapori so-
vrasaturi. Le particelle ultrafini coagulano, generando la frazione fine rappresentata
dalla moda di accumulazione. La frazione fine puo derivare anche da processi di con-
versione gas-particella, ovvero da reazioni tra gas atmosferici e agenti ossidanti con la
formazione di prodotti meno volatili (nucleazione eterogenea), o dalla condensazione di
specie gassose su particelle preesistenti appartenenti alla stessa classe granulometrica
(adsorbimento) [1, 2, 5]. La frazione grossolana (moda grossolana) viene prodotta da
processi meccanici quali I’erosione, la risospensione da parte del vento, I'immissione di

spray marino e la frantumazione di particelle di dimensioni maggiori.

Figura 1.1: Mode di distribuzione dimensionale del particolato.
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Oltre che per la dimensione delle particelle che lo compongono, 1’aerosol puo essere
suddiviso anche in particolato primario e secondario in funzione dei processi che lo
hanno generato. L’aerosol primario e costituito dalle particelle emesse direttamen-
te in atmosfera in seguito a processi meccanici di erosione, dilavamento e rottura di
particelle grossolane, emissione di spray marino in prossimita delle coste, processi di
combustione e attivita antropiche industriali, urbane o domestiche [6, 2]; esso & co-
stituito sia da particelle fini che grossolane [7]. L’aerosol secondario deriva invece da
reazioni tra particelle primarie o dalla conversione dei gas in particelle solide [2]. Esso
si forma attraverso processi di condensazione di sostanze a bassa tensione di vapore,
precedentemente formatesi attraverso evaporazione ad alte temperature, o attraverso
reazioni chimiche dei gas presenti in atmosfera (NO,, SO,, agenti ossidanti come O3,
OH, N Hj, composti organici volatili-VOCs e idrocarburi). Il particolato secondario e
formato esclusivamente da particelle fini, generalmente con diametro inferiore a 1pum

7, 8].

Figura 1.2: Distribuzione dimensionale, origine e reazioni chimico-fisiche delle
particelle aero-disperse [2].
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1.2 Composizione chimica dell’aerosol e inquinanti emergenti

L’aerosol atmosferico puo essere di origine naturale o antropica. Le principali sorgenti
di particolato antropico in atmosfera si trovano nelle aree urbane e industriali e sono
rappresentate dal traffico (emissioni di scarico, abrasione della superficie stradale, usu-
ra di freni e pneumatici, risospensione di particelle dalle carreggiate asfaltate), dalle
attivita produttive (emissioni da centrali elettriche, raffinerie di petrolio, attivita mi-
nerarie), dall’edilizia (scavi, movimento del suolo, demolizioni) e dalle emissioni dalle
abitazioni (riscaldamento, cottura dei cibi). Nelle aree rurali le principali fonti di ae-
rosol sono la combustione di biomassa e le emissioni dovute alle attivita agricole [6].
Tra le sorgenti naturali di particolato vi sono I’emissione di spray marino e di materia-
le biogenico, I'erosione dei suoli, le emissioni vulcaniche e gli incendi. Queste sorgenti
generano particelle con composizioni chimiche molto diverse, comunemente correlate
alla loro origine [6].

Il particolato atmosferico € costituito in maniera predominante da nitrati, ammonio,
solfati, materiale crostale, acqua, carbonio elementare e una grande varieta di compo-
sti organici, la cui concentrazione relativa varia a seconda del sito in considerazione
[4, 7, 9]. In Figura 1.3, ad esempio, ¢ riportata la composizione dell’aerosol in una
generica area urbana e in un’area rurale italiana: seppur la composizione dell’aerosol
si presenti simile, si nota una variazione nel contenuto di solfati, carbonio elementare

e composti organici [7].

nitrato
4%

ammonio
11%

carbonio
elementare
5%

composti organici
24%

composti organici
31%

elementare
9%

non determinato
19%

non determinato
18%

solfati
28%

Figura 1.3: Composizione dell’aerosol atmosferico urbano (sinistra) e rurale (destra)

I principali componenti chimici del particolato atmosferico sono solfati, nitrati, am-

monio, sali marini, polvere minerale, composti organici e carbonio elementare, ma le
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concentrazioni relative dei vari componenti variano notevolmente a seconda della fonte
di aerosol, del periodo e dell’anno e a seconda del luogo di analisi [6].

Ioni inorganici come nitrato, il solfato, cloro, ammonio, sodio, calcio, potassio e ma-
gnesio, sono presenti nell’aerosol anche come sali inorganici derivanti da spray marino
o da fonti antropogeniche quali incendi e attivita minerarie [6].

I solfati possono derivare anche dell’ossidazione di precursori gassosi come SO e di-
metilsolfuro, e della dissociazione dell’acido solforico. SO, viene emesso in atmosfera
prevalentemente da sorgenti antropiche, ma puo avere anche origine naturale (emissioni
biogeniche o dal suolo, eruzioni vulcaniche, incendi boschivi); il dimetilsolfuro deriva da
emissioni biogeniche marine [6]. L’acido solforico viene neutralizzato dall’ammoniaca
atmosferica formando solfato d’ammonio [10].

I principali gas precursori azotati presenti nel particolato atmosferico sono NO, NO,,
N>O, e NHjs. Essi possono essere di origine naturale o antropica (incendi boschivi,
nitrificazione del suolo, fertilizzati, motori dei veicoli). Gli ioni contenti azoto piu pre-
senti nel particolato sono NO3 e N H . Dall’ossidazione NO in atmosfera, grazie alla
presenza di acqua, si forma ’acido nitrico [6].

Le specie carboniose sono una frazione significativa dell’aerosol atmosferico e compren-
dono una grande quantita di composti organici, di cui solo una parte ¢ stata caratte-
rizzata. La frazione carboniosa, che puo essere suddivisa in tre gruppi: a)carbonati,
principalmente CaCO3 e MgCO; [6]; b) carbonio elementare (EC) o black carbon
(BC), che costituisce la frazione piu refrattaria e polimerizzata dell’aerosol ed ¢ gene-
rato principalmente dalla combustione di combustibili fossili e di biomassa [6, 11]; ¢)
carbonio organico (OC), di cui fanno parte un’ampia varieta di composti e che puo deri-
vare da diverse sorgenti naturali e antropiche. Il carbonio organico puo essere di origine
primaria (Primary Organic Aerosol, POA) a cui sono associati composti quali alcani,
acidi carbossilici e idrocarburi policiclici aromatici (IPA), o di origine secondaria (Se-
condary Organic Aerosol, SOA) formato dall’ossidazione di composti organici volatili
(VOCs)[12]. Una frazione significativa del carbonio organico ¢ costituita da composti
idrosolubili (Water Soluble Organic Compounds, WSOC), che possono quindi trovarsi

in atmosfera in fase acquosa [6, 13].

Nell’aerosol atmosferico vi sono anche vari inquinanti atmosferici, cioe sostanze che

alterano la normale composizione chimica dell’aria con conseguenze sulla salute del-
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I'uvomo e dell’ambiente. Tra gli inquinanti atmosferici catalogati, normati e monitorati
ci sono: ossidi di zolfo (SOx), ossidi di azoto (NOx), monossido di carbonio (CO),
ozono (O3), benzene, i composti organici volatili ( Volatile Organic Compounds, VOC),
elementi in tracce (As, Cd, Ni), piombo (Pb) e Idrocarburi Policiclici Aromatici (IPA)
[14]. Questi ultimi fanno parte degli inquinanti organici persistenti (POPs), compo-
sti organici ben studiati e regolamentati, noti per la loro persistenza e capacita di
bioaccumulo, aventi gravi impatti ambientali e sulla salute. Altri esempi sono: DDT
(Dicloro-Difenil-Tricloroetano), PCB (policlorobifenili), HCB (esaclorobenzene) dios-
sine e furani (PCDD, PCDF) [15].

I contaminanti emergenti (EC) sono definiti come composti chimici potenzialmente
dannosi per la salute umana e degli ecosistemi, che tuttavia non sono attualmente
inclusi nei programmi di monitoraggio ambientale e il cui comportamento e destino
ambientale non sono ancora del tutto noti [16]. Gli EC comprendono una vasta gam-
ma di composti di nuova generazione recentemente introdotti nel mercato, ma anche
prodotti commercializzati e utilizzati per decenni in industria e in ambito domestico la
cui pericolosita si € resa nota solo in seguito. L’uso e I’emissione in ambiente dei com-
posti classificati come EC sono in rapido e costante aumento, da cui deriva la necessita
di ulteriori studi e monitoraggi per comprendere pienamente i loro impatti ambientali
e sviluppare regolamentazioni appropriate [16]. Tra gli EC vi sono composti inorgani-
ci, come perclorati, antimonio e cobalto, e diverse classi di composti organici, tra cui
alchilfenoli, benzotriazoli, diossano, silossani, acidi naftenici, organofosfati, metil terz
-butil etere (MTBE) e le sostanze alchiliche polifluorurate (PFAS) [16]. T contaminati
emergenti possono derivare da resine, materie plastiche e additivi per materie plastiche
(ad esempio plastificanti e ritardanti di fiamma), prodotti farmaceutici e per la cura
della persona, detersivi e altri agenti di pulizia, pesticidi e biocidi, sostanze chimiche
derivate dal petrolio, prodotti del trattamento dei rifiuti e delle acque potabili, delle
discariche e dell’incenerimento. I rischi indotti dagli EC sono spesso associati a vari
livelli di tossicita diretta o reattivita biochimica che causano effetti avversi negli organi-
smi animali e vegetali e negli esseri umani, come tossicita immunitaria, neurotossicita,
alterazione endocrina e cancerogenicita [16]. La persistenza degli EC consente loro di
diffondersi nell’ambiente raggiungendo tutti i compartimenti; in particolare, possono

spostarsi dalle aree di produzione/rilascio fino alle regioni rurali e remote.
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1.3 Effetti sulla salute umana, sull’ecosistema e sul clima

Al fine di valutare i rischi dell’aerosol atmosferico per la salute ¢ necessario studiar-
ne la composizione e la distribuzione dimensionale, da cui dipende la sua capacita
di penetrare nei passaggi nasofaringei ed entrare nei polmoni. Una volta introdotto
nell’organismo tramite le vie respiratorie, il particolato puo diffondersi grazie alle sue
ridotte dimensioni nei sistemi cardiovascolare e linfatico. La tossicita delle particelle
inalate dipende da quanto esse vengono assorbite e rimosse dal sistema linfatico e dalla
misura in cui si depositano negli organi interni [17, 18]. Le particelle con diametro
inferiore a 10um (PM;jg) sono definite anche polveri inalabili, in quanto sono in grado
di penetrare nel tratto superiore dell’apparato respiratorio (dal naso alla laringe). Le
particelle con diametro inferiore a 2.5um (PMs5) costituiscono in media circa il 60%
del totale del PM;4 e sono denominate polveri toraciche o respirabili, in quanto in gra-
do di penetrare nel tratto inferiore dell’apparato respiratorio (dalla trachea agli alveoli
polmonari). La normativa italiana (D.Lgs. 155/2010) ha fissato 40 pgm™3 come limite

3 come limite giornaliero da non superare

annuale per il PM;q in atmosfera e 50 pgm™
piu di 35 volte ’anno. Per il PM, 5 il valore limite per la protezione della salute umana
corrisponde a 25 pugm=3 [19].

Numerosi studi hanno confermato che I’esposizione prolungata al particolato ha effetti
negativi sulla salute con il rischio di insorgenza di patologie respiratorie e cardiovasco-
lari [17, 18, 20].

Gli effetti sull’ecosistema sono legati al fatto che il particolato e suscettibile ai processi
di deposizione secca e umida sul suolo o sulla vegetazione. Nella deposizione secca
viene trasferito particolato al suolo senza intervento dell’acqua presente in atmosfera,
mentre la deposizione umida ¢ causata dall’intervento dell’acqua [21].

Gli effetti sul clima invece sono legati alle piogge acide e all’effetto chiamato forzante

radiativo, creato dalle particelle di aerosol che contribuiscono alla formazione di nubi

aumentando Ueffetto serra e il riscaldamento globale [22].

1.4 Processi in atmosfera e trasporto in alta montagna

L’aerosol diffonde nell’atmosfera in maniera diversificata a seconda delle proprie dimen-
sioni, caratteristiche e delle condizioni meteologiche. La moda grossolana ha un basso

tempo di permanenza in atmosfera, in quanto e caratterizzata da una veloce sedimen-
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tazione e tende a depositarsi nei pressi della sorgente d’emissione. La moda fine ha un
diametro intermedio, troppo piccolo per sedimentare e troppo grande per coagulare, di
conseguenza puo rimanere a lungo in atmosfera. La moda ultrafine, avente elevata mo-
bilita meccanica, ¢ soggetta a fenomeni di trasporto a lungo raggio, ma puo facilmente
coagulare o condensare in particelle di diametro maggiore, formando particelle fini. Le
particelle sono trasportate principalmente dall’azione del vento attraverso i processi di
avvezione e convezione [1].

In meteorologia per avvezione si intende un processo di trasporto d’aria da una zona
ad un’altra per mezzo di movimenti orizzontali nell’atmosfera, dovuti a un cambiamen-
to dei parametri atmosferici, come umidita e temperatura. Per convezione si intende
invece il trasporto d’aria secondo moti verticali. La convezione puo essere naturale,
quando si instaura per differenze di temperatura tra una massa d’aria e 'atmosfera
circostante, o forzata, quando la massa d’aria e obbligata a salire in presenza di un
ostacolo, come nel caso della presenza di ostacoli topografici quali le catene montuose
(23, 24].

11 Planetary Boundary Layer (PBL), o strato limite atmosferico, & la porzione piu bassa
dell’atmosfera terrestre, che viene direttamente influenzata dalla superficie terrestre.
Lo studio di cio che avviene all’interno di questo strato ¢ fondamentale per comprendere
i processi di trasporto di massa, energia e quantita di moto tra la superficie terrestre e
I’atmosfera superiore. Il PBL varia in spessore, generalmente tra poche decine di metri
e circa 2-3 chilometri, e svolge un ruolo fondamentale per il trasporto degli inquinanti
atmosferici: gli inquinanti emessi dalle sorgenti a terra, infatti, vengono miscelati e
trasportati per avvezione e convezione all'interno del PBL [23, 25].

I siti d’alta montagna sono spesso caratterizzati da fenomeni di trasporto derivanti
soprattutto dai gradienti termici che si creano tra valle e cima. In particolare, le brezze
di valle e di montagna (Figura 1.4) sono profili di trasporto verticali dell’ aerosol. Lo
studio di questi fenomeni meteorologici permette di comprendere la distribuzione degli
inquinanti atmosferici nelle regioni montuose. Durante il giorno, il riscaldamento solare
provoca brezze ascensionali che portano gli aerosol verso 'alto (brezze di valle), mentre
di notte il raffreddamento induce brezze discensionali che li riportano verso il basso
(brezze di montagna). Questo ciclo diurno-notturno rappresenta una caratteristica del

clima montano, favorendo un regolare scambio di masse d’aria tra i siti di pianura e

10
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quelli di montagna [26].

I moti avvettivi trasportano inquinanti da aree esterne alla valle (pianure e zone circo-
stanti) verso I'interno di essa, portando ad un accumulo di contaminanti nelle valli. La
brezze di valle trasporta poi gli inquinanti nelle cime. Le particelle sollevate possono
essere poi trasportate da correnti d’aria avvettive verso altre aree. E stato dimostrato
che la distribuzione degli inquinanti atmosferici in zone montuose & determinata da nu-
merosi fattori, quali le caratteristiche topografiche, le condizioni meteorologiche locali,
le turbolenze locali, effetti di convergenza/divergenza, la forza e la direzione dei venti
e il riscaldamento solare. Studiando questi processi si puo migliorare la comprensione
delle interazioni tra i fenomeni atmosferici locali e gli inquinanti, contribuendo a svi-
luppare modelli pit accurati per la previsione del tempo e la gestione ambientale nelle
aree montane [27, 28, 29].

L’alta montagna ¢ un’area importante in cui studiare la distribuzione ambientale e gli
effetti negativi dei contaminanti organici. Lo studio dell’aerosol montano e quindi utile
per comprendere il loro potenziale impatto sugli ecosistemi alpini e sugli esseri umani
e ottenere informazioni in merito alle vie di trasporto. Quando si intende studiare lo
stato di contaminazione delle aree di alta quota e necessario prendere in considerazione
la relativa vicinanza alle fonti di emissione, i fenomeni di deposizione secca o umida
sul suolo o sulla vegetazione e i processi di trasporto a lungo e corto raggio, valutando
modelli di distribuzione specifici che dipendono dalle condizioni meteorologiche, cli-

matiche ed ecologiche (direzione del vento, inversione di temperatura e precipitazioni)

[30].

(a) Brezza di valle (b) Brezza di monte

Figura 1.4: Brezza di valle e brezza di monte
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2 Analiti

2.1 1 ritardanti di iamma

I ritardanti di fiamma (FR) sono composti chimici di sintesi antropica che vengono
applicati ai materiali per renderli non infiammabili o autoestinguenti. Essi agiscono
quindi in modo tale da prevenire la combustione e/o ritardare la propagazione dell’in-
cendio dopo l'accensione, soddisfando le norme di sicurezza antincendio. Tuttavia, i
ritardanti di fiamma svolgono la loro azione solo durante la fase di accensione di un
incendio: una volta che I'incendio si ¢ sviluppato completamente e le temperature rag-
giungono livelli sufficientemente elevati da decomporre senza ostacoli il materiale che 1i
incorpora, essi non sono pit in grado di impedirne 'ulteriore propagazione. Ne esisto-
no di diversi tipi e sono applicati su molti materiali con cui entriamo in contatto ogni
giorno, come polimeri, plastiche, mobili, materiali elettronici, materiali da costruzione,
lubrificanti , vernici, rivestimenti e tessuti tessili. La quantita di ritardante di fiamma
che deve essere aggiunto a un materiale per ottenere il livello desiderato di sicurezza
antincendio puo variare da meno del 1% in peso per i ritardanti di fiamma altamente
efficaci fino a oltre il 50% per i riempitivi inorganici. Gli intervalli tipici vanno dal 5
al 20% del materiale in peso [31, 32].

L’uso dei ritardanti di fiamma ha acquisito slancio a partire dagli anni '70, quando
hanno cominciato ad essere applicati su materiali infiammabili, e si sono diffusi come
conseguenza dei loro vantaggi nella vita quotidiana. Il consumo globale di ritardanti di
fiamma ¢ stato stimato in un volume di 2.49 milioni di tonnellate nel 2015, e si prevede
un tasso di crescita del mercato del 4.9%, con un volume dei consumi che superera i

4.0 milioni di tonnellate entro la fine del periodo 2016-2025 [33].

2.1.1 Principio di funzionamento

La funzione dei ritardanti di iamma e quella di intercettare il ciclo di combustione per
azione chimica e/o fisica solitamente innescata dal riscaldamento del materiale in cui
sono incorporati [31, 32].

L’inibizione della combustione attraverso 1’azione fisica puo avvenire tramite formazio-
ne di uno strato protettivo, che blocca il trasferimento di calore e impedisce all’ossigeno

e ad altri gas di decomposizione inflammabili di continuare a raggiungere la superficie
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del materiale inflammabile; tramite un’effetto di raffreddamento, quando viene innesca-
to un processo endotermico che raffredda il substrato fino ad una temperatura inferiore
a quella di accensione; oppure tramite un’effetto di diluizione, quando i ritardanti ap-
plicati sviluppano gas di decomposizione non infiammabili e diluiscono il carburante
in fasi gassose e solide, in modo che la concentrazione di gas infiammabili scenda al di
sotto del limite di accensione.

L’inibizione per azione chimica pud avvenire per reazione in fase gas o in fase soli-
da. Nel caso di reazione in fase gas, l'effetto piu importante ¢ la prevenzione della
formazione di radicali liberi. I polimeri sottoposti a pirolisi possono reagire con l'aria
provocando reazioni di ramificazione della catena che anticipano la combustione. Gli
alogeni (cloro, bromo) formati attraverso la decomposizione dei ritardanti di fiamma
alogenati agiscono come intercettori di radicali nella fase gassosa impedendo ai radi-
cali liberi dell’idrossido e dell’idrogeno di reagire. I radicali vengono quindi catturati
disturbando i processi chimici ossidativi esotermici della fiamma, con conseguente im-
pedimento della combustione.

Nel caso di reazione in fase solida, 1’azione dei ritardanti di fiamma consiste nel pro-
muovere la decomposizione del materiale a cui sono applicati, formando uno strato
protettivo carbonizzato con un punto di fusione molto alto che ricopre il materiale in-
fiammabile e impedisce il contatto con 1'ossigeno e quindi la propagazione della fiamma.
Questo processo e definito carbonizzazione ed e tipico soprattutto di quei ritardanti di
fiamma che contengono fosforo.

Per poter agire nel modo ignifugo descritto, i ritardanti di fiamma possono essere chimi-
camente stratificati sul substrato (ad esempio nelle fibre tessili) o inseriti nella matrice
(come nel caso dei polimeri) tramite miscelazione prima, durante o (piu frequentemen-
te) dopo la polimerizzazione. Nel primo caso si parla di ritardanti di fiamma reattivi
e nel secondo caso di ritardanti di fiamma additivi. In entrambi i casi la matrice e i
ritardanti di fiamma devono essere miscelabili e compatibili tra loro. Il vantaggio prin-
cipale dei sistemi reattivi e il loro legame chimico, mediante il quale ’agente ignifugo
¢ saldamente integrato nella matrice e, in linea di principio, non puo migrare; i ritar-
danti di fiamma reattivi non hanno quindi un effetto plastificante e non influenzano
la stabilita termica del polimero. Al contrario, i ritardanti di fiamma additivi sono

utilizzati principalmente nei termoplastici e possono essere rilasciati dalla matrice pit

14



2 Analiti

facilmente durante o dopo 1'uso [32].

2.1.2 Classificazione

In generale, esistono piu di 175 sostanze chimiche classificate come ritardanti di fiamma,
raggruppate in base alle loro strutture chimiche e modalita d’azione. In Figura 2.1 viene
rappresentato in un areogramma il volume di produzione mondiale dei diversi ritardanti
di fiamma [31, 32, 33]. Di seguito vengono descritti i tre principali gruppi di ritardanti

di fiamma: inorganici, alogenati e fosforo organico con le relative sottoclassi.

Figura 2.1: Volume di produzione mondiale dei diversi ritardanti di fiammal[33].

e [ ritardanti di fiamma inorganici rappresentano circa il 50% in volume della pro-
duzione mondiale, grazie alla loro elevata stabilita e al basso costo. Sisuddividono

ulteriormente in:

» Idrossidi metallici: costituiscono la classe piu numerosa. L’idrossido di al-
luminio, noto anche come triidrato di allumina (ATH), ¢ il ritardante di

fiamma di volume maggiore in uso oggi.
» Composti Antimonio (triossido di antimonio)
» Composti del boro (acido borico e il borato di sodio)

» Composti con metalli di transizione (composti di molibdeno, titanio e zir-

conio)
= composti al fosforo (fosforo rosso e il polifosfato di ammonio)
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e [ ritardanti di fiamma alogenati rappresentano circa il 25% in volume della pro-
duzione mondiale. Il loro funzionamento si basa sul rilascio, entro un intervallo
di temperatura ristretto, di intercettori di radicali. Uno svantaggio di quei com-
posti alogeni che sono attivi in fase gassosa e che rilasciano gas corrosivi (HBr,
HCI) e che allo stesso tempo promuovono la densita dei fumi, oltre a contribui-
re alla formazione di diossine/furani. I ritardanti di fiamma organici alogenati
possono essere suddivisi in tre ulteriori classi: aromatici, alifatici e cicloalifati-
ci. Lefficacia dei ritardanti di fiamma contenenti alogeni aumenta nell’ordine di
F < CI < Br < I. Todio e fluoro non vengono solitamente utilizzati, rispettiva-
mente a causa della scarsa reattivita e dell’elevato costo; i principali ritardanti

di fiamma alogenati sono quindi bromurati e clorurati:

» i ritardanti di fiamma bromurati (17%) sono composti organici altamente
bromurati (da 50 a 85% in peso di bromo) e hanno la quota di mercato
piu elevata grazie alle loro buone proprieta tecniche e prestazionali. Alcuni
esempi sono gli eteri di difenile penta-, otta- e deca-bromurati (penta-BDE,
otta-BDE e deca-BDE), il tetrabromobisfenolo A (TBBPA) e l'esa-bromo
ciclo-dodecano (HBCD);

w tra i ritardanti di fiamma clorurati (8%), le paraffine clorurate sono di gran

lunga piu ampiamente utilizzati.

e Fosforo organico (Organo Phosphate Flame Retardants OPFR): sono principal-
mente esteri fosforici e rappresentano circa il 18% in volume della produzione
mondiale. Gli oraganofosfati si dividono in alogenati (10%) e non alogenati (8%).

La struttura carboniosa puo essere arilica o alchilica.

2.2 Ritardanti di fiamma organofosfati

[ ritardanti di fiamma bromurati, come gli eteri di difenile polibromurati (PBDE), sono
stati ampiamente utilizzati per molti decenni. Tuttavia, a causa della loro persistenza
in ambiente, della loro bioaccumulabilita e tossicita, sono stati classificati come inqui-
nanti organici persistenti (Persistent Organic Pollutants, POP) nella Convenzione di
Stoccolma (2008) [34]. Di conseguenza, la produzione e I'uso di molti di essi sono stati

gradualmente vietati nell’'Unione Europea e negli Stati Uniti (Commissione Europea,
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2017; US EPA, 2015a), mentre sono state introdotte nel mercato nuove tipologie di
ritardanti di fiamma come i FR bromurati e FR organofosfati (OPFR). L’Unione Eu-
ropea ha vietato I'uso delle miscele commerciali di penta e otta-BDE nel 2004 e della
miscela di decaBDE nelle apparecchiature elettriche ed elettroniche nel 2008. Nel 2009,
la Convenzione di Stoccolma ha vietato la produzione, I'uso, 'importazione e I’espor-
tazione delle miscele commerciali penta e otta-BDE e nel 2017 del decaBDE [35]. La
FEuropean Flame Retardants Association (EFRA) stima un consumo totale di FR in
Europa pari a 465.000 t nel 2006, di cui il 10% ¢ rappresentato da FR bromurati e
il 20% da OPFR ( EFRA, 2007 ). La maggior parte degli OPFR sono considerati
prodotti chimici ad alto volume di produzione, superiore a 1000 t all’anno in Europa

(ECB, 2008) [36, 37].

2.2.1 Struttura

I ritardanti di fiamma organofosforici (OPFR) sono degli esteri organofosforici (OPE)
composti da un gruppo fosfato centrale legato a dei sostituenti eterogenei. Gli OPE
esistono sotto forma di triesteri organofosfati (la forma principale in uso) e diesteri
organofosfati (i prodotti di decomposizione dei triesteri) (Figura 2.2). In base ai diffe-
renti sostituenti sono classificati come fosfati alchilici alogenati, alchilici non alogenati

e arilici [38].

Figura 2.2: Struttura triesteri e diesteri organofosforici.

2.2.2 Meccanismo d’azione

Gli OPFR agiscono per reazione chimica in fase gas o in fase solida. L’azione in fase
gassosa avviene per rimozione dei radicali H* e OH * dai gas inflammabili tramite rea-
zione con gli atomi di Br e Cl. La rimozione dei radicali determina un rallentamento
del processo di combustione e riduce la propagazione dell’incendio. L’azione in fase so-

lida avviene per riscaldamento del fosforo che reagisce generando una forma polimerica
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dell’acido fosforico. Quest’ultimo provoca la formazione di uno strato di carbone, che

protegge il materiale dall’ossigeno [37, 39].

2.2.3 Applicazioni e mercato

Generalmente, gli OPFR clorurati e bromurati vengono utilizzati come ritardanti di
fiamma, mentre quelli non alogenati vengono utilizzati come plastificanti. Si stima
che oltre 40 OPE siano applicati come ritardanti di fiamma o additivi plastificanti in
una moltitudine di prodotti, tra cui tessili, materie plastiche, elettronica, materiali da
costruzione, mobili, lubrificanti, vernici, e vari altri [37, 38].

La pubblicazione piu recente e dettagliata sulla produzione di OPFR, Huang et al.
(2022) [40], ha segnalato una produzione globale di OPFR in 367 stabilimenti industriali
a partire dal 2020, 201 dei quali localizzati in Cina. Questi ultimi producono poco piu
di 431.000 tonnellate di ritardanti di fiamma, 1'84.2% delle quali rappresentate da
OPFR (363.003 tonnellate). La Figura 2.3 mostra gli OPFR piu prodotti nel 2020, con
i primi cinque rappresentati da trietilfosfato TEP ( 18%), tris(1-cloro-2-propil)fosfato
TCPP (12%) e tri-iso-butil fosfato TiBP, bisfenolo-A bis(difenil fosfato) BADP e tris(2-
cloroetil) fosfato TCEP (9% ciascuno). Tuttavia, non ¢ ancora possibile stabilire se
la produzione di questi composti rifletta il loro consumo come ritardanti di fiamma
poiché, come anticipato, alcuni di essi hanno anche altre applicazioni industriali (fluido

dielettrico, lubrificante, agente antischiuma, fluido idraulico, catalizzatore) [37, 40].
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Figura 2.3: Produzione di ritardanti di fiamma organofosforici nel 2020. I dati sono
tratti da Huang et al. (2022) [40]. I dati di produzione provengono dalla Cina
continentale, che ospita il 55% delle fabbriche OPFR globali. TEP: trietil fosfato;
TCPP: tris(1-cloro-2-propil) fosfato; TiBP: tri-iso-butil fosfato; BADP: bisfenolo-A
bis(difenil fosfato); TCEP: tris(2-cloroetil) fosfato; IPPP: trifenil fosfato isopropilato;
TBEP: tris(2-butossietil) fosfato; TMP: trimetil fosfato; TnBP: tri-n-butil fosfato;
TPhP: trifenil fosfato; TDCPP: tris(1,3-dicloro-2-propil) fosfato; TCP: Tricresil
fosfato, CDPP: Cresil difenil fosfato, TXP: Trixilenil fosfato, TBPHPP:
Tris(p-terz-butilfenil) fosfato, TEHP: Tris(2-etilesil) fosfato [37].

2.2.4 Analiti

In questo lavoro di tesi sono stati analizzati in aerosol montano sei ritardanti di fiam-
ma organofosfati: Trimetilfosfato (TMP), Trietilfosfato (TEP), Tri(fenil)fosfato (TPP),
Tris(2-cloroetil)fosfato (TCEP), Tris(1-cloro 2-propil)fosfato (TCPP) e Tris(1,3-dicloro-
2-propil)fosfato (TDCP), le cui strutture e caratteristiche chimico-fisiche sono riportate

in Figura 2.4 e in Tabella 2.1.

e [I TMP e un liquido trasparente utilizzato come plastificante ritardante di fiamma
per resine termoindurenti, additivo lubrificante e per la benzina, agente metilan-
te, solvente e catalizzatore nella produzione di polimeri e resine. Viene inoltre
utilizzato come intermedio nella produzione di polimetilfosfati. Come mostrato

in Tabella 2.1, I'elevata solubilita in acqua e la moderata pressione di vapore
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Figura 2.4: strutture chimiche dei ritrdanti di fiamma organofosfati analizzati.

Tabella 2.1: Caratteristiche chimiche e fisiche dei ritardanti di fiamma organofosfati

[41, 42, 39)].
Proprieta TMP TEP TPP TCEP TDCP TCPP
f}’;’fl‘;’l‘l‘c‘f C3HeO4P CgH1504P C1sH1504P  CgH12ClsO4P  CoHisClgO4P  CgHisClzO4P
Peso
molecolare 140.08 182.16 326.28 285.49 430.91 327.57
(g/mol)
Punto di
Fusione (°C) 46 -56 48-50 -60 -20 42
Punto di
ebollizione 197-198 215-216 370 330 326 235-248
(°C)
Solubilita 500g/L 500g/L 1.9 mg/L 7g/L 18.1 mg/L 16 mg/L
in acqua (25°C) (25°C) (20 °C) (20°C) (20 °C) (25°C)
Densita 1.21 1.06 1.18 1.43 1.48 1.29
(g/cm?)
Pressione
di vapore 0.85 0.39 2.0X10-6 1.1x10-4 2.9X10-7 0.0092
(mmHg a
25 °)
Log Kow 0.6 1.11 4.59 1.44 3.65 2.59
LD50 orale
(mg/kg) - 840 1100-1600 3500 794 1850 1500
ratto
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indicano che il TMP esistera principalmente come vapore nell’atmosfera. 11 TMP

puo causare effetti neurotossici, genotossici e cancerogeni [43, 41].

e Il TEP si presenta come un liquido incolore e viene utilizzato principalmente
come stabilizzante nelle formulazioni di pesticidi. Altri usi sono come cataliz-
zatore industriale, agente desensibilizzante per perossidi, agente etilante e come
plastificante per resine termoindurenti, plastica e gomme. Viene utilizzato anche
in piccole quantita come solvente, ritardante di fiamma e agente antischiuma.
Sebbene venga prodotto in un volume molto piu elevato rispetto ad altri OP-
FR, come mostrato nella Figura 2.3, il TEP viene utilizzato principalmente come
intermedio di produzione. L’elevata solubilita in acqua e la moderata pressione
di vapore indicano che il TEP tende a essere maggiormente presente nella fase
gassosa (Tabella 2.1). Il TEP ha una bassa tossicita sia per gli organismi ac-
quatici che per quelli terrestri: ¢ leggermente tossico per via di esposizione orale,
inalatoria e cutanea e puo provocare danni al sistema nervoso. Non sono stati di-
mostrati genotossici e cancerogeni. Non si prevede che la bioconcentrazione negli
organismi acquatici sia significativa [41, 44]. Pertanto, non si prevedono impatti
ambientali a lungo termine e non ¢ probabile che si verifichino rischi ecologici

derivanti dall’uso del trietilfosfato [37, 44].

e 11 TPP [37, 38, 39, 41, 45] si presenta come una polvere cristallina incolore e
viene utilizzato come ritardante di fiamma per resine fenoliche ed epossidiche e
plastificante per polimeri come cloruro di polivinile (PVC), poliuretani e poli-
carbonato/acrilonitrile butadiene e miscele di stirene (PC/ABS), utilizzate per
prodotti elettronici, isolamento di cavi, circuiti, pannelli, tubazioni dell’acqua,
schiume isolanti e rivestimenti per automobili e mobili. Come mostrato in Ta-
bella 2.1, il TPP presenta una bassa pressione di vapore, favorendo una presenza
maggiore nel particolato atmosferico. Il TPP & una sostanza chimica lipofila con
un valore di log Kow elevato con una conseguente capacita di bioaccumularsi.
E stata dimostrata anche la tossicitd nel pesce zebra [46, 47] e nei ratti [48].
Sulla base degli effetti sui recettori nicotinici dell’acetilcolina umana [49] hanno

classificato TPP come un composto neurotossico altamente potente.

e 11 TCEP [37, 38, 39, 50, 51] & un liquido incolore, utilizzato come ritardante di
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fiamma principalmente nella produzione di resine poliestere insature. Altri campi
di applicazione interessano resine acriliche, adesivi e rivestimenti. I principali set-
tori industriali che utilizzano il TCEP come plastificante ignifugo sono I'industria
dell’arredamento, tessile ed edile (ad esempio per Iisolamento dei tetti); ¢ inoltre
utilizzato nella fabbricazione di automobili, ferrovie e aeromobili. Il TCEP viene
usato anche in vernici e smalti ignifughi, ad esempio per acetato di polivinile o
acetilcellulosa, e come plastificante secondario per il cloruro di polivinile, al fine di
sopprimere I'infiammabilita derivante da plastificanti come gli ftalati. Come mo-
strato nella Tabella 2.1 il TCEP presenta una bassa pressione di vapore favorendo
una presenza maggiore nel particolato atmosferico. I1 TCEP e poco solubile in
acqua, con log Koy medio/alta, pertanto si prevede che si trovi in piccola parte
anche nei corpi idrici ed abbia un potenziale di bioaccumulo. La Commissione
Europea ha classificato il TCEP come tossico per la cancerogenicita di categoria
2 e per la riproduzione di categoria 1B (Commissione Europea, 2014) [52]. Studi
effettuati sul pesce zebra [53, 46] e sui ratti [48] hanno rilevato che il TCEP ¢
tossico per la vita acquatica e i mammiferi in particolare sono state confermate
la neurotossicita e le interferenze con il sistema endocrino. A causa della sua
pericolosita sul ecosistema I’UE e gli Stati Uniti hanno messo delle restrizioni in

concentrazione sull’'utilizzo del TCEP nei materiali[54].

I1 TDCP [37, 38, 39, 50, 51] € un liquido viscoso incolore utilizzato come ritar-
dante di fiamma in schiuma di poliuretano (sia rigida che flessibile), altre materie
plastiche e resine; e lattici acrilici per il rivestimento. Come mostrato in Tabella
2.1 il TDCP ha una bassa solubilita in acqua ed e invece solubile nella maggior
parte dei solventi organici. Ha un coefficiente di ripartizione ottanolo/acqua lo-
garitmico piu elevato, ed e quindi bioaccumulabile. I1 TDCP presenta una bassa
pressione di vapore favorendo una presenza maggiore nel particolato atmosferi-
co. Il TDCP e stato classificato nella categoria cancerogena 2 da Commissione
Europea (2014) [52]. L’ esposizione al TDCP provoca effetti teratogeni e neuro-
tossici nei pesci zebra [46, 55] e negli embrioni di pollo [56]. Il metabolita urinario
del TDCP, il bis(1,3-dicloro-s-propil) fosfato, misurato nelle urine delle donne in
gravidanza durante il secondo e il terzo trimestre, ¢ stato associato a una diminu-

zione dei livelli di ormoni tiroidei e a un aumento dei livelli di ormone stimolante
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la tiroide nei neonati [57]. A causa della sua pericolosita sul ecosistema I'UE e gli
Stati Uniti hanno messo delle restrizioni in concentrazione sull’utilizzo del TDCP

nei materiali[54].

e 11 TCPP [37, 38, 39, 50, 51] & un liquido incolore utilizzato come ritardante di
fiamma, principalmente nelle schiume poliuretaniche. L’uso principale del poliu-
retano e nelle schiume rigide per applicazioni edilizie; una quantita minore ma
comunque significativa e utilizzata nelle schiume flessibili per mobili. 11 TCPP
e venduto in miscela di quattro isomeri costituzionali in cui I'isomero principa-
le (50-85% p/p) e la forma tris(1-cloro-2-propil) fosfato. Come mostrato nella
Tabella 2.1 I1 TCPP presenta una bassa pressione di vapore favorendo una pre-
senza maggiore nel particolato atmosferico. Il TCPP & poco solubile in acqua,
con log Kow medio/alta, pertanto si prevede che si trovi in piccola parte anche
nei corpi idrici e che sia bioaccumulabile. I1 TCPP e stato classificato nella ca-
tegoria cancerogena 2 da Commissione Europea (2014) [52]. E stato dimostrato
che il TCPP influenza la sintesi ormonale, lo sviluppo e la trascrizione genica nel
pesce zebra [55, 58] e negli embrioni di pollo [56] e ha causato stress ossidativo
e disfunzione mitocondriale nelle cellule endoteliali della vena ombelicale umana
[59]. A causa della sua pericolosita sul ecosistema I'UE e gli Stati Uniti hanno

messo delle restrizioni in concentrazione sull’utilizzo del TCPP nei materiali[54].

2.2.5 Destino ambientale

I ritardanti di fiamma organofosfati non sono legati chimicamente ai materiali su cui
sono aggiunti e vengono quindi facilmente rilasciati nell’ambiente per volatilizzazione,
abrasione e dissoluzione. Di conseguenza, sono stati frequentemente rilevati nell’am-
biente e ¢’¢ interesse per quanto riguarda la loro presenza ambientale, il loro destino e i
loro effetti [36, 37]. In generale, gli OPFR alogenati sono abbastanza persistenti verso
la biodegradazione [60], mentre gli OPFR non alogenati aumentano la loro persistenza
in ambiente all’aumentare della lunghezza della catena alchilica e all’aumentare del
K, [61].

Gli OPFR sono presenti in varie matrici ambientali [38]: aria esterna [62], polvere in-
terna [63], suoli [64], acqua potabile [65], acque superficiali [65], sedimenti [66], acque
reflue e fanghi[67].
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In Figura 2.5 [67] ¢ rappresento un esempio di diffusione degli OPFR nelle diverse
matrici ambientali. Gli OPFR emessi nell’aria possono essere trasportati per lunghe
distanze, oppure attraverso la deposizione atmosferica possono venire trasferiti nelle
acque superficiali. Si puo inoltre instaurare un scambio aria-acqua, dove gli OPFR
possono essere adsorbiti dal particolato atmosferico ed spostarsi nuovamente nell’at-
mosfera. Gli OPFR si trovano anche nelle acque superficiali, potabili e reflue a causa
delle emissioni antropiche e delle interazioni con gli altri comparti ambientali. L’acqua
risulta un importante vettore di trasporto nell’ambiente degli OPFR in quanto grazie
ad essa possono diffondere per lunghe distanze. Dall’acqua gli OPFR per sedimen-
tazione arrivano nei sedimenti e nei suoli, instaurando un equilibrio di sedimentazio-
ne/risospensione. Dai suoli invece gli OPFR possono subire lisciviazione, cioe filtrare
dagli strati superficiali del suolo verso quelli piu profondi, per effetto della percolazione
delle acque piovane. Inoltre, gli OPFR sono soggetti a bioaccumulo e biomagnificazione

67).

Figura 2.5: Distribuzione ambientale dei OPFR [67].

La presenza di OPFR in regioni remote e polari implica un possibile trasporto at-

mosferico a lungo raggio (trasporto long-range). In particolare gli OPFR sono stati
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determinati nelle particelle sospese nell’aria sopra gli oceani e nei sedimenti oceanici
nelle aree artiche e antartiche[36, 37]. Negli anni "90, sono stati rilevati negli aerosol
dell’Antartide [68] e negli aghi di pino della Sierra Nevada (USA) [69]. La presenza
degli OPFR in neve e precipitazioni hanno evidenziano potenziali meccanismi di dila-
vamento dall’atmosfera e il confermato il trasporto degli OPFR in aree remote[70].
Nello studio del trasporto a lungo raggio degli OPFR & emerso che gli aril-OPFR e
alchil-OPFR ad alto peso molecolare sono i composti in grado di percorrere una di-
stanza di viaggio maggiore, gli cloroalchil-OPFR subiscono un trasporto long-range
con distanze minori, infine gli alchil-OFR a basso peso molecolare sono i composti che
percorrono distanze di viaggio piu brevi [71].

Uno studio basato sulla rete Global Atmospheric Passive Sampling (GAPS), un pro-
gramma globale di monitoraggio dei POPs e dei contaminati emergenti nell’aria, ha
fornito un importante riferimento per la presenza di OPFR nell’atmosfera esterna. Nel
2014 sono state studiate concentrazioni di 18 OPE da 48 siti in tutto il mondo. Il risul-
tato ha mostrato concentrazioni piu elevate di OPFR rispetto ai PBDE nell’atmosfera
globale. Questo risultato corrisponde all’attuale applicazione dei ritardanti di fiamma
in tutto il mondo. I composti TCPP, TBEP, TPP TCEP, TDCP, TEP e TnBP sono
stati quelli rilevati piu frequentemente [72].

In Tabella 2.2 vengono riportate le concertazioni di alcuni OPFR rilevate in aerosol
atmosferico da studi presenti in letteratura, specificando la zona di campionamento
(urbana, suburbana e remota) e la fase campionata (particolato o gas). Anche se alcu-
ni studi hanno rilevato diversi OPFR vengono riportati in tabella solamente gli OPFR
analizzati in questo progetto di tesi in modo effettuare poi un confronto dei dati.

Le concentrazioni totali di OPFR (X OPFR) nell’aria esterna risultano nell’ordine di

3 e risultano influenzate dall’area campionata (urbana, suburbana

grandezza del ngm™
e remota). Gli analiti rilevati con concentrazioni maggiori sono TCPP, TCEP e TPP.
Le concentrazioni di OPFR risultano anche influenzate dalla fase campionata (partico-
lato e/o gas), poiché gli OPFR sono distribuiti tra la fase gas e la materia particellare.
Infatti alcuni studi considerano le concentrazioni di OPFR legate al particolato come
le concentrazioni totali presenti nell’aria, altri invece studiano anche la parte gasso-

sa. Risulta quindi necessario chiarire la distribuzione degli OPFR tra le due fasi per

migliorane il monitoraggio nell’aerosol atmosferico [38].
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Tabella 2.2: Concentrazioni di OPFR nell’aria esterna (ngm=3) [38].

Zona e Fase

Sito(Anno) . TCEP TDCP TCPP TPP TEP YOPFR
campionata

Toronto, suburbana

Canada(2010) particolato 0.766 0.154 0.671 1.063 - 2.65

Toronto, burb

Canada suburbana 0.608 0.097 0.575 0.700 - 1.98

(2010-2011) particolato e gas

Rende, Cosenza
suburbana

E;%li2-2017) particolato PMjg B B 262 0.244 B 2.864

](32%11:)& Cina Eﬁg‘zilato 0.202 0.056 2.325 0.165 0.005 2.753
g(‘;f;)go’ Us E;E‘Zr(l;glato 0.118 0.079 0.407 0.108 - 0.702

Sturgeon Point rurale
State Park Michi- 0.152 0.028 0.072 0.034 - 0.286

gan, US(2012) particolato

Sleeping Bear remota

Dunes, Michigan, particolato 0.008 - 0.027 0.044 - 0.079
US(2012)

Eagle Harbor, remota

Michigan, particolato 0.006 0.032 0.029 0.031 - 0.098
US(2012)

Artico, Canada remota

(2007-2013) particolato 0.119 0.003 0.055 0.007 - 0.184

2.2.6 Tossicita e metabolismo degli OPFR

Le informazioni attuali sulla tossicita e 'ubiquita dei ritardanti di fiamma organofo-
sforici indicano che potrebbero non essere un’alternativa priva di pericoli ai ritardanti
di iamma PBDE e che dovrebbero essere sviluppate alternative piu sicure poiché ci
vorra ancora piul tempo prima che prove scientifiche sufficienti guidino le normative
[36, 37]. Gli OPFR possono quindi avere implicazioni negative per 'ambiente e la
salute umana. E stato scoperto che gli OPFR hanno un effetto sui sistemi endocrino e
riproduttivo, nonché sullo sviluppo del sistema nervoso, e si sospetta che siano cance-
rogeni [73]. Queste sostanze chimiche sono forti inibitori dell’enzima acetilcolinesterasi
(AChE), che ha delle specifiche funzioni allinterno del nostro organismo, e in partico-
lare gioca un ruolo importantissimo nella trasmissione degli impulsi nervosi. Esso si
trova nelle sinapsi tra le cellule nervose e quelle muscolari e interviene nelle contrazioni
muscolari. In particolare, 1’acetilcolinesterasi entra in azione dopo che la trasmissio-
ne di un segnale nervoso, demolendo I’acetilcolina nelle sue due componenti, ’acido
acetico e la colina (Figura 2.6). Questa reazione ferma la trasmissione del segnale.
Come si vede dalla Figura 2.6, un gruppo funzionale ricco di elettroni (nucleofilo, Nu)

presente nel sito attivo della acetilcolinesterasi (si tratta del gruppo —OH della catena
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laterale dell’amminoacido serina) attacca il gruppo carbonilico (—C' = O) povero di
elettroni presente nella acetilcolina determinando la frammentazione della molecola in
una colina deprotonata e un sistema in cui il gruppo acetile (C H3C'O™) rimane legato
all’enzima. Quest’ultimo subisce una reazione di idrolisi con rigenerazione dell’enzima

e formazione di acetato e colina.

Figura 2.6: Degradazione della acetilcolina [73].

Figura 2.7: Reazione biochimica tra OP e ACHE [73].

Quando I’ OPFR si inserisce nel sito attivo della acetilcolinesterasi, il gruppo nucleo-
filo (X) va ad attaccare il fosforo presente nellinsetticida e si forma un complesso
inattivo con le molecole OP, con conseguente tossicita colinergica man mano che ’at-
tivita enzimatica diminuisce. Il cui sito attivo e “bloccato” dalla presenza del residuo
contenente il fosforo. Il legame tra la serina(dell’enzima) e il residuo col fosforo non
puo essere idrolizzato, ovvero la serina non si puo piu “liberare” e ’acetilcolinesterasi
non puo piu essere utilizzata per la reazione descritta in Figura 2.7. Questo signifi-
ca che non si possono avere piu contrazioni muscolari. L’inibizione dell’ AChE induce
I’acetilcolina a raccogliersi nella fessura sinaptica, con conseguente stimolazione conti-
nua della membrana postsinaptica. Questa modalita di azione causa una mancanza di
coordinazione nel sistema neuromuscolare. Inoltre, 'inibizione dell ACHE puo anche
influenzare la funzione linfocitaria. L’esposizione prolungata a OPFR ha dimostrato

proprieta neurotossiche [73].
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Per la determinazione dei ritardanti di fiamma organofosfati nei campioni di aerosol
atmosferico e stata utilizzata una tecnica analitica ifenata accoppiando il cromatografo
liquido ad ultra alte prestazioni Ultimate 3000 UHPLC System allo spettrometro di
massa a triplo quadrupolo TSQ Altis™ Plus (Thermo Scientific, Whaltam, USA) eqi-
paggiato con una sorgente H-ESI ( Heated Electrospray lonizazion). La tecnica cromato-
grafica ha ’obiettivo di separare gli analiti in esame presenti in una matrice complessa;
tramite lo spettrometro di massa gli analiti vengono in seguito ionizzati, frammentati

e rivelati in base ai rapporti massa su carica (m/z) degli ioni generati.

3.1 High Performance Liquid Chromatography - HPLC

La cromatografia liquida ad alte prestazioni (HPLC) & una tecnica analitica che ha
lo scopo di separare i singoli composti contenuti in miscele complesse. In particolare,
questa tecnica ¢ efficace nel separare composti organici non volatili e termolabili. La
tecnica si basa sulla ripartizione dei composti contenuti nel campione tra una fase
mobile liquida e una fase stazionaria: durante ’eluizione della fase mobile in una
colonna contenente la fase stazionaria, avvengono dei continui e rapidi equilibri di
ripartizione degli analiti in soluzione, che si distribuiscono tra la le due fasi in base alla
loro affinita per esse. L’analita che ha maggiore affinita con la fase mobile interagisce
meno con la fase stazionaria ed eluisce in tempi piu brevi, mentre gli analiti che hanno
maggiore affinita con la fase stazionaria, e quindi vengono maggiormente trattenuti,
eluiscono in tempi pit lunghi.

L’output che si ottiene dall’analisi cromatografica ¢ un cromatogramma, un grafico
che riporta il segnale analitico in funzione del tempo. Il cromatogramma presenta una
serie di picchi con relativo tempo di ritenzione di ciascun analita. L’identificazione dei
picchi permette di svolgere analisi qualitative; inoltre il segnale analitico e funzione
della concentrazione e questo permette di svolgere un’analisi quantitativa.

La qualita della separazione cromatografica ¢ definita dal fattore di selettivita (a),
che dipende dalla capacita della fase stazionaria di trattenere gli analiti. Una buona
selettivita (o > 1) si ottiene quando ogni composto ha tempi di eluizione diversi,

ovvero quando nel cromatogramma i picchi corrispondenti ai diversi analiti risultano
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il piu possibile distinti tra loro. Il fattore di selettivita si calcola sperimentalmente
tramite la valutazione dei tempi di ritenzione (tg) degli analiti e del tempo morto
(tar). Ad esempio, considerando due analiti A e B, il fattore di selettivita & dato dalla

seguente formula:
(tr)B — tm
(tr)a —tum

Un altro parametro da valutare in cromatografia e 'efficienza della colonna, cioe la

o =

misura della capacita del sistema cromatografico di eluire tutte le molecole dello stesso
analita con la stessa velocita, in modo tale che il cromatogramma presenti dei picchi
stretti. L’efficienza di una colonna cromatografica viene misurata tramite il numero
di piatti teorici (N) e l'altezza del piatto teorico (H), messi in relazione dalla seguente

equazione:

N=L/H

dove L ¢ la lunghezza della colonna. L’efficienza di una colonna aumenta con ’aumen-
tare di N e con il diminuire di H. Un piatto teorico rappresenta la pit piccola porzione
di colonna cromatografica in cui per un dato analita si instaura ’equilibrio tra fase
mobile e fase stazionaria.

N puo essere calcolato anche conoscendo il tempo di ritenzione della sostanza (t,) e la

larghezza di base del picco (W},), con la seguente formula:

£\ 2
N =16 —
(Wb)

L’efficienza e regolata dall’equazione di van Deemter riportata di seguito:

B
H:A—i-z—i—csu—i—cmu

dove u e la velocita della fase mobile, B ¢ il coefficiente di diffusione lineare e C e
C,, sono rispettivamente i coefficienti di trasferimento di massa della fase stazionaria
e mobile. Per le colonne impaccate, ), e direttamente proporzionale al quadrato del
diametro delle particelle del materiale di impaccamento. Questo comporta che piu pic-
cole sono le dimensioni delle particelle minore ¢ H e quindi si ha una maggiore efficienza

della colonna.
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La fase stazionaria e solitamente costituita da un solido inerte impaccato, le cui par-
ticelle sono caratterizzate da granulometria molto fine (tra 1.8 e 10 um). La colonna
e un tubo di acciaio con diametro di qualche millimetro e una lunghezza variabile tra
2 e 30 cm, adatto a sostenere le elevate pressioni di esercizio, che possono raggiungere
i 300 bar nei sistemi convenzionali e fino a 1200 bar nei piu recenti sistemi UHPLC

(Ultra High Performance Liquid Chromatography).

Per lo studio degli OPFR in aerosol atmosferico e stata usata la cromatografia liquida
di ripartizione, in cui la fase stazionaria ¢ un liquido immiscibile con la fase mobile, e
in funzione delle loro relative polarita se ne distinguono due tipologie: a fase diretta,
con fase stazionaria polare e fase mobile apolare; o a fase inversa, con fase stazionaria
apolare e fase mobile polare. Per la separazione dei composti analizzati nel presente
lavoro e stata impiegata 'HPLC di ripartizione a fase inversa. I principali vantaggi
di questa tecnica sono la possibilita di impiegare acqua come fase mobile, con diverse
percentuali di solventi organici, tra cui metanolo e acetonitrile, e che il carattere non
polare della fase stazionaria rende i trasferimenti di massa piu rapidi. La velocita di
flusso sono comprese tra 50 uL min~' e 5 mL min™!.

Il sistema cromatografico usato per questo lavoro di tesi ¢ 'Ultimate 3000 UHPLC
System (Thermo Scientific”™ | Whaltam, USA), mostrato in Figura 3.1. Nel modulo
in alto, sono alloggiati i serbatoi per i solventi organici e acquosi che costituiscono la
fase mobile. La fase mobile puo essere composta da un solo solvente o da una miscela
di piu solventi, e la sua composizione puo essere mantenuta costante durante tutta la
corsa cromatografica (eluizione isocratica) o fatta variare secondo un gradiente (elui-
zione a gradiente). Il secondo comparto ¢ dedicato all’alloggiamento delle pompe, che
spingono le fasi mobili all’interno del sistema, e di un degassatore atto ad eliminare
eventuali bolle d’aria formatesi nel sistema stesso. Vi ¢ poi un campionatore automa-
tico termostatato che permette di iniettare in colonna un preciso volume di campione,
e un ulteriore comparto termostatato in cui alloggia la colonna cromatografica. Tra
Iiniettore e la colonna e inserita una pre-colonna, piu corta e con fase stazionaria si-
mile alla colonna analitica che ha lo scopo di rimuovere le impurezze contenute nel
solvente e nel campione, le quali potrebbero danneggiare la colonna analitica o inter-
ferire con 'analisi. Infine, I'ultimo modulo ospita il rivelatore (necessario in caso non

venisse applicata la tecnica ifenata HPLC-MS/MS), che produce un segnale in funzione
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della concentrazione degli analiti ed e collegato ad un software che ne rende possibile

I'elaborazione.

Figura 3.1: Sistema cromatografico Ultimate 3000 UHPLC (Thermo Scientific”™).

Per la separazione cromatografica dei ritardanti di fiamma e stata utilizzata la colonna
kinetex@®) C18-polar (Phenomenex(®)). Come fasi mobili sono state utilizzate una fase
A composta da acqua acidificata con 0.01% di acido formico e una fase B composta da

una miscela di metanolo e acetonitrile 50:50 con 0.01% di acido formico.

3.2 Spettrometro di massa

La spettrometria di massa e una tecnica analitica che permette di identificare e quantifi-
care gli analiti che compongono una miscela, precedentemente ionizzati e frammentati,
sulla base del loro rapporto m/z. Uno spettrometro di massa, il cui schema a blocchi

¢ mostrato in Figura 3.2, presenta tre componenti principali:

e sorgente, che ha la funzione di volatilizzare, frammentare e ionizzare gli analiti;

e analizzatore, che ha la funzione di selezionare e distinguere i vari frammenti in

funzione del loro rapporto m/z;

e detector, che misura l'intensita del segnale.
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Le tre principali componenti dello spettrometro sono collegate tra di loro attraverso
dei sistemi di trasferimento di ioni.
In questo lavoro di tesi € stato usato lo spettrometro di massa a triplo quadrupolo TSQ

Altis™ Plus (Thermo Scientific’™) raffigurato in Figura 3.3.

Figura 3.2: Schema a blocchi di uno spettrometro di massa.

Figura 3.3: Spettrometro di massa a triplo quadrupolo TSQ Altis? Plus (Thermo
Scientific?™).
3.2.1 Sorgente

L’accoppiamento tra un cromatografo liquido e uno spettrometro di massa necessita

di una sorgente capace di ionizzare gli analiti e rimuovere completamente 1’eluente e le
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alte pressioni del comparto cromatografico, attraverso un’interfaccia tale da preserva-
re il vuoto di 10° — 10° Torr caratteristico dell’analizzatore. I sistemi pitt diffusi per
I'accoppiamento HPLC-MS sono le sorgenti API (Atmospheric Pressure lonization),
che permettono di desolvatare il campione e ionizzare gli analiti in arrivo dal sistema
cromatografico.

Per il presente lavoro di tesi ¢ stata utilizzata la sorgente H-ESI (Heated Electrospray
Tonization), che permette I’analisi di composti ionici polari facilmente ionizzabili (Fi-
gura 3.4). La soluzione proveniente dalla colonna cromatografica attraversa un ago
capillare, al quale viene applicato un potenziale elettrico, che provoca la ionizzazione
degli analiti. Si forma cosi un fascio di ioni, detto cono di Taylor, che viene nebulizzato
e desolvatato grazie ad un gas inerte (solitamente azoto) riscaldato ad alte temperatu-
re. Dal cono di Taylor si staccano goccioline cariche, e la progressiva evaporazione del
solvente porta ad una veloce diminuzione delle loro dimensioni e ad un aumento della
loro densita di carica superficiale. Al raggiungimento di un livello critico, detto limite
di Rayleigh, avviene un’esplosione di Coulomb, che provoca la completa desolvatazione
degli ioni. Gli ioni prodotti vengono indirizzati verso ’analizzatore tramite un cono,
con un foro centrale, a cui e applicato un potenziale opposto agli ioni, seguito da un

tubo capillare (ion tranfer tube).

Analyte molecule Solvent Coulomb Naked charged
evaporation fission analyte

Spraying nozzle ) ‘L
+(®+
l PN l ®, M I
— i — s e+
gt + 65+ + ot
=
ChE:jrgedl parent T Charged progeny
roplet
Charged droplet at droplets

Taylor cone the Rayleigh limit

P |
i = VAVAVAVAVS

Figura 3.4: Schema della sorgente ESI.

3.2.2 Analizzatore

Lo spettrometro di massa a triplo quadrupolo (QqQ) ¢ costituito, in realta, da quattro
quadrupoli posti in serie.
Il quadrupolo e un filtro di massa formato da quattro barre metalliche poste in parallelo

tra loro, una coppia orizzontalmente e 'altra verticalmente. Sulle barre vengono ap-
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plicati un potenziale elettrico continuo, positivo per una coppia e negativo per l'altra,
e un potenziale elettrico a radiofrequenza che inverta il potenziale delle coppie durante
I’analisi, in modo tale da generare un potenziale oscillante. Gli ioni vengono accelerati
verso le barre grazie alle lenti focalizzatrici poste prima del quadrupolo. In funzione del
potenziale applicato, solo gli ioni con un determinato rapporto m/z possono attraver-
sare il quadrupolo e raggiungere il detector, mentre quelli con rapporto m/z superiore
o inferiore compiono delle traiettorie che li portano a scontrarsi con le barre e ad essere
cosl neutralizzati.

In Figura 3.5 ¢ rappresentato lo schema a blocchi delle componenti del TSQ Altis™
Plus Triple Quadrupole Mass Spectrometer utilizzato per le analisi. Inizialmente e
posizionato un quadrupolo (Q0) che ha come unica funzione la focalizzazione degli ioni
in ingresso nell’analizzatore. 1 quadrupoli Q1 e Q3 agiscono da filtri di massa veri e
propri, permettendo di selezionare particolari ioni in base ai potenziali che si applicano
nelle quattro barre. Il quadrupolo centrale (Q2) e riempito con un gas inerte e funge
da cella di collisione: lo ione selezionato dal Q1 viene frammentato per collisione con
le molecole di gas (argon) in Q2, e i frammenti generati vengono analizzati in Q3. La
cella di collisione non ¢ lineare, ma presenta un certo raggio di curvatura, favorendo la
riduzione dei gruppi atomici neutri e quindi riducendo il rumore di fondo. Il passaggio
dei frammenti tra i quadrupoli e favorito dalla presenza, tra di essi, di lenti focalizza-
trici alle quali vengono applicati potenziali opposti alla carica degli ioni.
L’analizzatore a triplo quadrupolo puo operare in diverse modalita. Le piu semplici
sono la modalita full scan, in cui il Q1 scansiona tutti i rapporti m/z, e la modalita
Single Ton Monitoring (SIM), in cui il Q1 effettua la scansione solo di uno specifico

rapporto m/z. Altre modalita pitt complesse sono le seguenti:

e product ton scan, in cui Q1 opera in SIM selezionando uno ione con uno speci-
fico rapporto m/z che viene successivamente frammentato in Q2, e i frammenti

generati vengono analizzati in full scanin Q3;

e precursor ion scan, in cui Q1 opera in full scan e Q3 seleziona un singolo fram-

mento generato dalla cella di collisione;

e neutral loss scan, in cui sia Q1 che Q3 operano in full scan, mantenendo tra di

loro una differenza prefissata di m/z. Questo significa che, fissata una differenza
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x, Q3 rivela solo i frammenti degli ioni selezionati in Q1 che corrispondono a

(m/z-x);

e Single Reaction Monitoring (SRM), in cui Q1 opera in SIM su un determinato
rapporto m/z mentre Q3 scansiona il rapporto m/z di uno dei frammenti generati
in Q2. Nel caso in cui vengano selezionati multipli frammenti, questa modalita

prende il nome di Multiple Reaction Monitoring (MRM).

Nel presente lavoro 'analizzatore e stato usato in modalita MRM, che rappresenta

quella piu idonea per analisi quantitative data ’elevata selettivita.

Figura 3.5: Rappresentazione delle componenti del triplo quadrupolo TSQ AltisTM
Plus Triple Quadrupole Mass Spectrometer.

3.2.3 Detector

Il detector e un elettromoltiplicatore a dinodo continuo, costituito da due elettrodi con
superficie curva posti parallelamente tra loro, lungo i quali e applicato un gradiente di
potenziale. Gli ioni in uscita dal terzo quadrupolo vengono convogliati verso il detector
per mezzo di una serie di lenti focalizzatrici. Quando gli ioni collidono sulla superficie
del detector, liberano elettroni che vengono moltiplicati nei successivi urti con le pareti
generando un gradiente di potenziale. Il segnale elettrico viene poi convertito in un

segnale digitale che fornisce il numero di ioni in relazione alla loro massa.
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4 Aspetti teorici del metodo analitico

Al fine di effettuare uno studio analitico, vengono innanzitutto definiti I'obiettivo del-
I’analisi e le proprieta chimico-fisiche degli analiti da analizzare; dopodiché si stabilisce
la procedura analitica, o metodo analitico, ovvero l'insieme della procedura preanali-
tica e del metodo strumentale. La preanalitica consiste nel I'insieme delle operazioni
necessarie per preparare il campione all’analisi, mentre la preparazione di un meto-
do strumentale consiste nell’individuare la tecnica analitica piu adatta, ottimizzando
le condizioni operative dello strumento selezionato. Per garantire che le prestazioni
del metodo siano sufficienti per lo studio desiderato, e necessario validarlo, tramite il

calcolo di alcuni parametri specifici descritti nel paragrafo 4.4.

4.1 Metodo strumentale di spettrometria di massa

L’obiettivo ¢ sviluppare un metodo strumentale che consenta allo spettrometro di mas-
sa di identificare gli analiti in uscita dal cromatografo. Pertanto, vengono iniettate
direttamente in sorgente, mediante infusione diretta con una siringa Fusion 100 Dual
Syringe Pump (Chemic Inc.), le soluzioni standard dell’analita e dello standard in-
terno marcato isotopicamente a una concentrazione nominale di 1 mg L', In base
alle informazioni bibliografiche ottenute e alle proprieta chimiche degli analiti, viene
selezionata la sorgente di ionizzazione migliore. Inizialmente, lo ione precursore di cia-
scun analita viene identificato mediante modalita full scan in Q1. Successivamente
attraverso la modalita SIM in Q1, viene selezionato lo ione precursore per i diversi
analiti e vengono verificate la stabilita del segnale (RSD%) e la massima intensita del
segnale, modificando il potenziale applicato all’ago della sorgente (ion spray voltage) e
la pressione dei gas per ottenere un segnale adeguato. Infine, ciascuno ione precursore
viene frammentato nella cella di collisione (Q2) mentre Q3 opera in full scan, al fine di
visualizzare i frammenti prodotti. Il sistema in automatico ottimizza il voltaggio delle
delle lenti focalizzatrici (RF lens) e I'energia di collisione per i frammenti con il segnale

piu intenso individuati.

4.2 Metodo strumentale cromatografico

L’obiettivo e sviluppare un metodo strumentale cromatografico che consenta di avere

una buona separazione degli analiti, con un tempo per corsa cromatografica ragionevole,
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al fine di ottimizzare tempi e costi. A tale fine risultano indispensabili la scelta del tipo
di colonna cromatografica, della fase mobile e della velocita di flusso. L’ottimizzazione
si effettua attraverso una serie di misure cromatografiche utilizzando diversi tipi di
colonna e differenti composizioni della fase mobile. Nel caso di un’eluizione a gradiente,
e necessario anche scegliere quello migliore per le tre fasi che compongono la corsa
cromatografica: eluizione, lavaggio ed equilibratura. Per aumentare l'intensita del
segnale, vengono infine ottimizzati i parametri di sorgente: potenziale di ionizzazione,

flusso dei gas ausiliari, temperatura di desolvatazione e dell’ion transfer tube.

4.3 Preanalitica

Una volta definito il metodo strumentale, si passa alla valutazione della preanalitica,
che consiste in una serie di operazioni finalizzate a trasformare il campione in una ma-
trice idonea all’analisi strumentale. La fase principale della preanalitica e 1’estrazione
del campione, che consiste nel trasferimento degli analiti dalla matrice di partenza a
una piu idonea all’analisi. I principali metodi di estrazione si dividono in estrazione
liquido/liquido e solido/liquido, in modalita continua o discontinua. Spesso la fase
preanalitica prevede anche la preconcentrazione del campione e, solo se necessaria,
la purificazione. In questo lavoro di tesi, la procedura preanalitica adottata consiste
in un’estrazione solido/liquido discontinua in acqua ultra-pura mediante bagno a ul-
trasuoni, finalizzata ad estrarre gli analiti dai campioni di aerosol raccolti su filtri di
quarzo (QFF), e in una successiva fase di filtrazione dell’estratto mediante filtri in PT-
FE, vengono rimossi i residui di QFF e il particolato non disciolto. Maggiori dettagli

sulla procedura di trattamento dei campioni sono riportati nel paragrafo 6.4.

4.4 Validazione del metodo

Lo scopo della validazione di un metodo analitico € confermare e dimostrare 1’ade-
guatezza della procedura sviluppata per le analisi di interesse. [ parametri per la

validazione considerati in questo studio sono:

e Intervallo di linearita: il metodo deve essere in grado di fornire segnali diretta-
mente proporzionali alla concentrazione degli analiti, con un andamento lineare,

all’interno di un dato intervallo di validita. La linearitd viene confermata cal-
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colando il coefficiente di correlazione (R?) della retta di calibrazione, ottenuta
analizzando una serie di soluzioni standard contenenti concentrazioni note e cre-
scenti dei composti in esame e una concentrazione media costante di standard
interno. Generalmente sono accettati coefficienti di correlazione pari ad almeno

0.99.

Limite di rivelabilita (Limit of Detection, LOD) e limite di quantificazione (Limit
of Quantification, LOQ) strumentali: corrispondono alla concentrazione piu bassa
di analita che lo strumento ¢ in grado rispettivamente di rilevare e di quantificare.
Si riferiscono esclusivamente alla fase analitica strumentale e vengono definiti
calcolando il rapporto sengale/rumore che deve essere maggiore di 3 e di 10

rispettivamente per LOD e LOQ.

Limite di rivelabilita (Method Detection Limit, MDL) e limite di quantificazione
(Method Quantification Limit, MQL) procedurali: corrispondono alla concentra-
zione piu bassa di analita che risulta rispettivamente rilevabile e quantificabile
sperimentalmente. I1 MDL e pari a 3 volte la deviazione standard del segnale del

bianco procedurale, mentre il MQL e pari a 10 volte tale deviazione standard.

Precisione della misura: ¢ il grado di dispersione di dati rilevati individualmente
rispetto al valore medio della serie a cui appartengono. Si definisce attraverso
la ripetibilita e la riproducibilita. La ripetibilita si riferisce alla concordanza
tra misure indipendenti ottenute con identiche condizioni e viene espressa in
termini di coefficiente di variazione percentuale (CV%), dato dal rapporto tra la
deviazione standard (o) e la media dei valori indipendenti (x): CV% = (o/z)-100
Per essere ritenuto accettabile, CV% deve essere inferiore a 10%.

La riproducibilita invece indica la concordanza tra risultati di prova ottenuti con

lo stesso metodo su materiali identici ma da laboratori ed operatori diversi.

Accuratezza: indica la concordanza tra il valore medio della concentrazione di
analita ottenuto sperimentalmente e un valore di riferimento noto. Si misura
calcolando 'errore relativo percentuale, ovvero quanto il valore determinato ()
si discosta dal valore vero (), tramite la seguente formula:

Err% = (x — p/p) - 100
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e Resa orecupero: indica la quantita di analita determinata da un metodo di analisi

rispetto alla quantita totale

Per la validazione del metodo proposto in questa tesi, non essendo presente sul mer-
cato un materiale certificato per gli aerosol atmosferici, sono stati impiegati gli stessi
materiali utilizzati durante il campionamento, i filtri di quarzo, che hanno subito la
stessa preanalitica dei campioni e a cui sono state aggiunte quantita note di soluzioni

standard.

4.5 Quantificazione

Il metodo di quantificazione utilizzato in questo lavoro di tesi si basa sull’impiego dello
standard interno, una molecola che possiede proprieta chimico-fisiche simili agli analiti
di interesse, ma che e stata marcata isotopicamente. In pratica, prima del trattamento
preanalitico, al campione viene aggiunta una soluzione contenente lo standard marcato
a una concentrazione nota e dal rapporto tra ’area del picco cromatografico dell’ana-
lita in esame e ’area del picco dello standard ¢ possibile risalire alla concentrazione
dell’analita. E pero necessario normalizzare la risposta strumentale al fine di compen-
sare eventuali variazioni nel segnale dello strumento. A tale scopo viene preparata una
soluzione contente lo standard interno marcato e tutti gli analiti a concentrazione nota.
Questa soluzione viene analizzata per calcolare il fattore di risposta (FR), un fattore
correttivo da applicare al calcolo delle concentrazioni degli analiti nei campioni, dato

dalla seguente formula:

Aanalita Cstd.int
FR =

Astd.int Canalz'ta
in cui Agnatita © Asia.int indicano rispettivamente 'area del picco dell’analita e dello
standard interno, mentre Cyqiite € Cstaine indicano rispettivamente la concentrazione

dell’analita e la concentrazione dello standard interno.
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5 Campionamento

5.1 Sito di campionamento

Il sito di campionamento si trova presso I’Osservatorio del Col Margherita (Falcade,

BL), la cui immagine e posizione sono riportate in Figura 5.1.

Figura 5.1: Posizione su Google Maps del sito di campionamento e Osservatorio del
Col Margherita.

L’Osservatorio del Col Margherita (identificato con la sigla MRG) ¢ una stazione re-
gionale WMO-GAW (World Meteorological Organization Global Atmosphere Watch),
istituita nel 2012 e guidata dall’Istituto di Scienze Polari del Consiglio Nazionale del-
le Ricerche (ISP-CNR). L’Osservatorio (46.36° N, 11.79° E, 2543 m s.l.m.) si trova
all’interno del patrimonio UNESCO delle Dolomiti Bellunesi ed & incluso nel com-
prensorio sciistico di Passo San Pellegrino, nel comune di Falcade. L’Osservatorio del
Col Margherita ¢ stato proposto come primo sito di fondo alpino nelle Alpi Orientali,
in particolare per la sua posizione sul versante meridionale delle Alpi. L’osservatorio
dista piu di 5 chilometri dalla citta pitu vicina e si trova su una delle vette piu alte
della regione. La sua elevata altitudine e la distanza da fonti antropiche lo rendono un
luogo di campionamento molto importante per il monitoraggio dell’aerosol. Sebbene
la presenza di contaminanti possa essere influenzata dal trasporto dei venti locali, la
topografia della regione consente di studiare la circolazione atmosferica a lungo raggio.
In generale, le aree montane sono considerate siti di riferimento per lo studio dell’in-
quinamento ambientale in aree remote, anche per la loro sensibilita ai cambiamenti

climatici.
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5.2 Campionatore

Il campionatore utilizzato per questo lavoro di tesi a MRG e lo Skypost PM;0 (Teco-
ra, Monza-Brianza, Italia) (Figura 5.2), che permette di operare in continuo grazie ad
un sistema di sostituzione sequenziale delle membrane filtranti avente un’autonomia
di 15 filtri. Tale sistema consente di sostituire i filtri esposti senza interrompere il
campionamento in corso e, inoltre, permette il controllo elettronico del flusso per un
monitoraggio continuo dell’aerosol senza la necessita di un operatore in situ. I filtri
sono costituiti da supporti in fibra di quarzo aventi un diametro di 47 mm. L’integrita
del campione ¢ garantita dal percorso rettilineo attraverso il tubo di aspirazione e dal
mantenimento degli holder contenenti i filtri lontani da fonti di calore. Lo strumento ¢
adatto all’utilizzo anche in condizioni ambientali estreme, grazie al controllo termosta-
tico e ad un sistema di riscaldamento e ventilazione differenziato che evita danni delle

parti elettriche dello strumento.

Figura 5.2: Campionatore Skypost PM;y (Tecora, Monza-Brianza, Italia), in uso
presso 1’Osservatorio del Col Margherita.
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5.3 Campionamento

La campagna di campionamento presso MRG e stata condotta nel periodo che va dal
07/09/2022 fino al 29/10/2023. I campioni dal 10/01/2023 al 11/04/2023 non sono stati
analizzati in quanto non disponibili a causa di un problema tecnico al campionatore.
Sono stati raccolti 80 campioni con risoluzione temporale pari 4 giorni (96 h) ciascuno.
I1 campionatore operava con flusso pari a 38.3 Lmin~!, e il volume d’aria campionato
per ogni campione risulta in media di 320 m3. Un totale di 7 bianchi di campo sono
stati raccolti all’inizio, durante e alla fine della campagna di campionamento, caricando

il filtro nell’holder dello strumento per 5 minuti con la pompa a vuoto spenta.
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6.1 Standard e materiali

Nel presente lavoro di tesi sono state utilizzate delle soluzioni standard con una conce-
trazione media nominale di 1000 mg L~ ottenute sciogliendo o diluendo in metanolo
una quantita nota di sostanza ad elevato grado di purezza. Le soluzioni ottenute sono
state conservate in congelatore alla temperatura di -20°C. In Tabella 6.1 sono riportati
gli standard utilizzati, mentre in Tabella 6.2 sono riportate le concentrazioni effettive
delle soluzioni standard primarie di ciascun analita. Per questo lavoro di tesi ¢ stato

usato uno standard interno marcato isotopicamente al deuterio (trifenilfosfato D15).

Tabella 6.1: Analita, n°CAS, casa fornitrice e stato fisico degli standard utilizzati.

Standard n°Cas Fornitore Stato fisico
Trimetilfosfato (TMP) 512-56-1 LGC Standards  liquido
Trietilfosfato (TEP) 78-40-0 LGC Standards liquido
Trifenilfosfato (TPP) 115-86-6 LGC Standards  solido
Tris(2-cloroetil)fosfato (TCEP) 115-96-8 LGC Standards  liquido
Tris(1,3-dicloro-2-propil)fosfato (TDCP)  115-96-8 LGC Standards  liquido
Tris(1-cloro 2-propil)fosfato (TCPP) 13674-84-5 LGC Standards  solido
Trifenilfosfato D15 1173020-30-8 LGC Standards  solido

Tabella 6.2: Concentrazioni standard reali in mg L.

Standard‘ TMP TEP TPP TCEP TCPP TDCP TPPd15
mg L1 ‘ 1431 1475 1814 1273 1255 974 1263

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

e acido formico (CHy03) (98%) (Fluka)

e acetonitrile ultragradiente (CH3C'N) (Romil LTD, Cambridge, UK)
e acqua ultrapura (18.20M, 1mg L~ TOC)

e metanolo ultragradiente (CH3OH) (Romil LTD, Cambridge, UK)
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6.2 Sviluppo del metodo strumentale
6.2.1 Metodo strumentale spettrometria di massa

Lo sviluppo del metodo di spettrometria di massa ¢ stato eseguito mediante infusio-
ne diretta delle soluzioni standard dei diversi analiti a concentrazione nominale di 1
mg L1, preparate per diluizione in acqua ultrapura delle soluzioni a 1000 mg L~!. L’in-
fusione ¢ stata eseguita mediante una pompa a siringa ad un flusso di 10 L min~!. Le
caratteristiche della sorgente di tipo H-ESI in modalita positiva sono ideali per garatire
la ionizzazione degli analiti in esame.

A titolo di esempio vengono presentati i singoli passaggi dello sviluppo del metodo in
spettrometria di massa per il trietilfosfato (TEP).

La prima fase dello sviluppo del metodo prevede I'identificazione degli ioni precursori
operando con Q1 modalita in full scan, impostando un range di m/z tale da compren-
dere quello dell’analita in esame. In Figura 6.1 si riporta lo spettro ottenuto da 135
m/z a 230 m/z, in cui ¢ stato identificato lo ione precursore [M + H|T a 183 m/z,

che coincide con lo ione molecolare carico positivamente. Successivamente, Q1 viene
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Figura 6.1: Spettro di acquisizione full scan del TEP.

impostato in modalita SIM al valore m/z dello ione precursore (183 m/z) e viene, ot-
timizzato il potenziale delle lenti focalizzatrici per aumentarne 'intensita del segnale.

Il valore ottimale delle lenti risulta di 39.6 V (Figura 6.2).
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Figura 6.2: Grafico del potenziale delle lenti focalizzatrici del TEP.

Una volta individuato lo ione precursore e verificata la stabilita del segnale, mediante
la modalita product ion scan si individuano i frammenti pit abbondanti. In Figura 6.3
si riporta lo spettro ottenuto, in cui i frammenti piu abbondanti risultano quelli aventi
m/z pari a 99, 81, 127 e 155. Per ciascun frammento si ottimizza il valore dell’energia
di collisione: per il frammento piu abbondante (99 m/z), ad esempio, si ha un valore

ottimale pari a 20 V, come mostrato in Figura 6.4.
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Figura 6.3: Spettro di acquisizione product ion scan del TEP.

Per alcuni analiti sono stati individuati pit ioni molecolari (pattern isotopico) poiché

la molecola contiene degli atomi di cloro, i quali in natura sono presenti sotto forma
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Figura 6.4: Grafico dell’energia di collisione del TEP.

di due isotopi con abbondanze differenti (**C1 75.77% e 37Cl 24.23%). Ad esempio il
tris(2-cloroetil)fosfato (TCEP) puo trovarsi sotto forma di CgH12[35]Cl304P (con peso
molecolare 284 gmol™') o CgH15[35]Cl5[37)C10,P (con peso molecolare 286 g mol™1).
Come si nota in Figura 6.5 per il TCEP si osservano due ioni molecolari, aventi ri-
spettivamente un rapporto m/z pari a 285 e 287. Al fine dello sviluppo del metodo
analitico sono stati presi in considerazione gli isotopi piu abbondanti. Successivamente
grazie alle intensita e ai parametri di validazione sono stati scelti, per ogni analita, gli

isotopi che presentano i risultati migliori.
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Figura 6.5: Spettro di acquisizione full scan del TCEP.
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In Tabella 6.3 vengono riportate le transizioni in Q1 e in Q3 per i diversi OPFR

analizzati in questo lavoro di tesi.

Tabella 6.3: Transizioni in Q1 e in Q3 per i diversi OPFR analizzati.

Composto Precursore Q1 (m/z) Q3 (m/z)

109
79
TMP (M + H]" 141 47
7
95

99
TEP K 183 155
127
81
63

152
TPP K 327 215
168
251
228

223
TPPd15 K 342 160
82
262
242

99
TCEP K 287 225
125
161
223

99
TCPP K 327 251
175
81
42

99
TDCP K 431 321
209
319
211
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6.2.2 Metodo strumentale cromatografico

Al fine della scelta del metodo cromatografico € stato inizialmente effettuato uno stu-
dio bibliografico sui metodi per I'analisi degli OPFR in matrici ambientali. La tecnica
maggiormente utilizzata per ’analisi nella matrice aerosol risulta essere la gascroma-
tografia accoppiata alla spettrometria di massa (GC-MS). Questa tecnica risulta perd
avere una selettivita limitata nella determinazione degli OPFR in matrici complesse
a causa della presenza di interferenti. Questa problematica e stata risolta con I'uso
della tecnica HPLC-MS. L’analisi HPLC e vantaggiosa poiché non necessita derivatiz-
zazione, permette preparativa meno lunga, quindi di conseguenza meno passaggi che
introducono rischio di contaminazione e perdita di campione. Solitamente viene im-
piegata HPLC di ripartizione a fase inversa con fasi stazionarie C18, in combinazione
con sorgenti ESI e modalita di acquisizione MRM. Le fasi mobili piti comunemente
utilizzate sono le miscele di acqua (acidificata con acido formico o acido acetico) con
acetonitrile o metanolo in eluizione a gradiente. L’ acidificazione delle fasi mobili per-
mette di migliorare la ionizzazione in positivo degli analiti [36, 38, 74, 75].

Per lo sviluppo del metodo sono state testate diverse colonne e fasi mobili in diverse
condizioni operative, iniettando nello strumento una soluzione standard contenente tut-
ti gli analiti e lo standard interno ad una concentrazione nominale media di 20 pug L™,
allo scopo di migliorare risoluzione, efficienza e selettivita. In Tabella 6.4 sono elencate
le colonne HPLC testate inizialmente con una fase A composta da acqua ultrapura con
acido formico allo 0.1% e una fase B composta da acetonitrile con acido formico allo

1

0.1%. 1l flusso di fase mobile ¢ stato impostato a 0.25 mLmin~!, con un gradiente

lineare partendo dal 10% di B fino ad arrivare al 100% B tornando poi al 10% B.

A titolo di esempio delle considerazioni fatte durante la scelta del metodo cromatografi-
co, vengono riportati i cromatogrammi relativi al TMP nelle prime prove con differenti
colonne (Figura 6.6). I1 TMP e l'analita meno trattenuto dalla fase stazionaria, es-
sendo il meno ingombrato stericamente e il piu polare. Sara quindi il primo a essere
eluito e per tale motivo e necessario verificare che non esca a tempi troppo brevi e
vicini al tempo morto, ovvero il tempo trascorso dall’iniezione del campione all’uscita

del solvente o di un soluto non trattenuto dalla fase stazionaria.

La colonna betasil C18 5um & poco impaccata (avendo un diametro delle particelle

elevato) con un alto carico di carbonio e la molecola di TMP non viene sufficiente-
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Tabella 6.4: Colonne C18 a fase inversa testate in questo studio.

Thermo Phenomenex
. . Phenomenex .
Parametro Scientific Kinetex C18 Kinetex
BetaSil C18 C18-polar
Dim. particelle (um) 5 1.7 2.6
Dim. pori (A) 100 100 100
Area superficiale (m?/g) 310 200 200
Carico di carbonio (%) 20 12 9
Encapped si si si
Lunghezza (mm) 100 100 150
I.D. (mm) 2.1 2.1 2.1
Range di pH 2-9 1.5 - 8.5 1.5 - 8.5
Kinetex C18 1.7uym
—— BetaSil C18 5um
—— Kinetex C18 polar 2.6uym
4x10° 1.687 2919
3x10° - 2.221
2
% 2x10°
S
1x10°
0
: 2 2
Time(min)

Figura 6.6: Cromatogrammi relativo al TMP nelle prove con differenti colonne.
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mente trattenuta, come si osserva dalla curva rossa in Figura 6.6. Considerando gli
altri analiti oggetto di studio, si e verificato che la selettivita risultava insufficiente.
I1 TMP viene maggiormente trattenuto dalla colonna Kinetex C18 1.7um (Figura 6.6
curva blu), che ¢ molto impaccata (avendo un dimetro delle particelle piu piccolo), e
in misura ancora maggiore della Kinetex 2.6 pm C18-Polar (Figura 6.6, in verde).

La colonna Kinetex@®) 2.6 ym C18-Polar (Phenomenex®)), descritta in Figura 6.7 ¢ in
Tabella 6.4, contiene una fase stazionaria a fase inversa costituita da particelle di silice
basate su una struttura cosiddetta core-shell, caratterizzata da un nucleo di silice non
porosa circondato da un sottile strato di silice porosa. Essa presenta una superficie
polare modificata e una fase alchilica C18, con area superficiale di 200 m? g~!, dimen-
sione dei pori di 100 A e carico di carbonio basso (12%). Grazie a questa particolare
struttura, nucleo solido e guscio poroso, rispetto alle classiche particelle solide porose,
gli analiti percorrono un percorso meno tortuoso, ottenendo di conseguenza dei picchi
piu stretti nel cromatogramma. La superficie modificata combinata C18 e polare che
garantisce ritenzione per composti polari e non polari (anche aromatici). La colonna
cromatografica ¢ in grado di sopportare fasi mobili composte dal 100% di fase acquo-
sa. Questa colonna ha una buona idrofobicita, garantendo quindi un’interazione degli
analiti con le catene C18, e una elevata capacita di accettare legami a idrogeno. Gli
analiti studiati possono interagire con la fase stazionaria grazie al gruppo fosfato e alle

catene alchiliche relativamente corte.

Figura 6.7: Descrizione colonna Phenomenex Kinetex 2.6 um C18-Polar.
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Una volta scelta la colonna, al fine di migliorare ulteriormente la ritenzione del il TMP
e separare meglio gli altri analiti, sono stati cambiati gradiente e composizione della
fase mobile B. Vengono riportati in Figura 6.8 i cromatogrammi relativi al TMP nelle

differenti prove.

Fase B ACN inizio 7%
Fase B ACN inizio 10%
Fase B ACN/MeOH inizio 10%
Fase B ACN/MeOH inizio 8%

5x10°

4.02

4.80
4x10° 4 292

3x10°

2x10°

Value (counts)

1x10°

T T v T T T T T
2 3 4 5 6

Time (min)

Figura 6.8: Cromatogrammi relativi al TMP nelle prove con differenti composizioni
e gradienti di fase mobile .

Mantenendo come fase mobile B acetonitrile acidificato, il gradiente lineare iniziale e
stato modificato a un gradiente a scalino: 0-4 min 7% B, 4-6 min da 7% a 50% B, 6-8
min 50% B, 8-9 min da 50% B a 100% B, 9-12 min 100% B, 12-12.5 da 100% B a 7%
B 12.5-15 min 7% di B. (Figura 6.8 curva blu). Nel cromatogramma relativo alla corsa
con gradiente lineare (Figura 6.8 in verde) si nota che il TMP viene poco trattenuto,
, mentre durante la corsa a gradiente a scalino (Figura 6.8, in blu) si ottiene una sua
migliore ritenzione oltre che una migliore la separazione e selettivita tra gli altri analiti.
E stata modificata la fase mobile B, passando da solo metanolo ad una miscela aceto-
nitrile e metanolo 1:1 in modo tale da diminuire leggermente la polarita e permettere
agli analiti di interagire meglio con la fase stazionaria (catena C18 con gruppi polari).
Le fasi mobili vengono sempre acidificate con acido formico allo 0.1%. Dal cromato-
gramma risultante si nota infatti che i picchi di tutti gli analiti si spostano in avanti;
a titolo di esempio viene sempre mostrato il TMP (Figura 6.8). Valutando poi il
gradiente, & stato osservato che e necessaria una percentuale di fase acquosa iniziale

elevata, che permette un’interazione tra analita e fase stazionaria piu prolungata ri-
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spetto a scenari con fase organica piu presente, dato che I’acqua interagisce meno con
le catene alchiliche della fase stazionaria lasciando spazio agli analiti di interagire e
venire quindi trattenuti. Questo si nota prendendo in considerazione i cromatogrammi
in nero e rosso (Figura 6.8) rispettivamente con fase B (fase organica) iniziale di 10%
e 8%. Il gradiente prevede poi un aumento della fase B, con conseguente eluizione
degli analiti. La corsa cromatografica scelta ha una durata di 15 min e un flusso di
0.25 mL min~". Il gradiente migliore, riportato in Figura 6.9, risulta essere il seguente:
0-3.5 min 8% B, 3.5-7 min da 8% a 50% B, 7-11.5 min 100% B, 11.5-15 min 8% B.
Inoltre, prima della colonna cromatografica, € stata posizionata una pre-colonna Phe-
nomenex SecurityGuard ULTRA Cartridges 9532 (Column ID 2.1mm), con lo scopo
di evitare che i contaminanti presenti nel campione si accumulino nella colonna prin-
cipale, prolungandone il periodo di utilizzo. Il metodo cromatografico sviluppato ha
permesso un’ottimale separazione cromatografica dei OPFR in esame, come visibile in
Figura 6.10. In Tabella 6.5 sono riportati per ogni analita i tempi di ritenzione (¢,) la
la larghezza alla base del picco (W,), attraverso i quali sono stati calcolati il numero
di piatti teorici (N) e l'altezza del piatto teorico (H). Pit N & elevato piu H & piccolo e

'efficienza della colonna ¢ maggiore.

Figura 6.9: Gradiente delle fasi mobili A e B della corsa cromatografica.
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Figura 6.10: Fattore di risposta degli OPFR analizzati (in nero il frammento
quantifier, in rosso il frammento qualifier)
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Tabella 6.5: Numero piatti teorici (N) ed altezza piatto teorico (H)
(t,:tempo di ritenzione, Wj:larghezza alla base del picco)

Analiti t, (min) W, (min) N H (um)
TMP 4.8 0.184 10888 13.8
TEP 7.73 0.086 129265 1.2
TCEP 9.15 0.094 151603 1.0
TCPP 10.06 0.067 360717 0.4
TDCP 10.34 0.051 657689 0.2
TPP 10.43 0.056 555025 0.3

6.2.3 Ottimizzazione della sorgente H-ESI

Una volta sviluppato il metodo cromatografico al fine di aumentare 'intensita del
segnale analitico sono stati ottimizzati i parametri relativi alla sorgente. I parametri

valutati, con i rispettivi valori ottimizzati, sono riportati in Tabella 6.6.

Tabella 6.6: Parametri ottimizzati della sorgente.

Parametro Valore
Polarita Positiva
Spray Voltage (V) 2900
Ion transfer tube Temp (°C) 350
Vaporizer Temp (°C) 350
Sheath Gas (Arb) 40
Aux Gas (Arb) 20

6.3 Risposta strumentale

La risposta strumentale e stata verificata attraverso linearita della risposta, precisione,

LOD e LOQ.
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6.3.1 Linearita

La linearita della risposta e stata valutata preparando una serie di soluzioni contenenti
gli analiti in esame, con un range di concentrazione da 1 ng L' a 100 pugL™!, e
lo standard interno con concentrazione costante pari a 10 ug L™'. Ogni soluzione
e stata iniettata tre volte. Per ciascun analita e stata costruita la rispettiva retta
di calibrazione, eseguendo la regressione lineare tra il rapporto tra la concentrazione
dell’analita (Cynaiita) € quella dello standard interno (Cyq.int) € il rapporto tra l'area
del picco dell’analita (Agnaiita) € dello standard interno (Agigine). 1l coefficiente di
correlazione (R?) assume valori tra 0.994 e 0.999, in range di concentrazione differenti
in base all’analita.

In Figura 6.11 si riportano le rette di taratura ottenute e in Tabella 6.7 sono riportati
i parametri relativi alla curva di calibrazione (range di linearita, pendenza, intercetta

e R?) per ciascun analita.

Tabella 6.7: Pendenza, intercetta, R? e range di linearita delle rette per ogni OPFR

analizzato.

Composto Pendenza Intercetta R? Range di linearita
T™MP 5686 + 26 148 + 88 0.999 1ngL™t /100 ug L™!
TEP 4354 + 20 1+£80 0.999 20 ng L1 /100 pg L™*
TPP 47.6 £ 0.6 0.5£2 0.998 1 mg L™'/50 pg L1

TCEP 341 + 2 15+£7 0.999 10 ng L=1/100 pg L™*

TCPP 534 £ 7 114 + 27 0.996 200 ng L1 /100 pg L1

TDCP 26.9 £ 0.5 2+1 0.994 500 ng L™ /50 ug L™!
(a) Retta di taratura TMP (b) Retta di taratura TEP
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Figura 6.11: Rette di taratura degli OPFR analizzati.

6.3.2 Limiti di rilevabilita e quantificazione strumentali

I1 limite di rilevabilita (LOD) e di quantificazione (LOQ) strumentali vengono calcolati
basandosi sul rapporto segnale/rumore secondo la ICH guideline [76]. La determina-
zione del rapporto segnale/rumore viene eseguita confrontando i segnali misurati da
campioni con basse concentrazioni note di analita (segnale) con quelli dei bianchi (ru-
more) e stabilendo la concentrazione minima a cui I'analita puo essere rilevato in modo
affidabile. Un rapporto segnale/rumore tra 3:1 e 10:1 sono generalmente considerati
accettabili rispettivamente per la stima del LOD e del LOQ. I valori di LOD e LOQ
per gli OPFR analizzati vengono riportati in tabella 6.8. Per TPP, TCPP e TDCP
i valori di LOD e LOQ risultano piu elevati, poiché il range di linearita e ridotto a
causa dei valori di intensita di segnale maggiore nei bianchi, probabilmente dovute a

contaminazioni interne alla strumentazione.
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Tabella 6.8: LOD e LOQ in ng L' per ogni analita.

Analita LOD LOQ
TMP 0.30+0.04 1.0+0.1
TEP 41+1 13843
TPP 1047 £36 3491£119
TCEP 8+1 25£3
TCPP 14845 494+17
TDCP 167£19 557£65

6.4 Preanalitica

Al fine della scelta del metodo preanalitico sono stati valutati i metodi di estrazione
presenti in letteratura per gli OPFR. Per campioni solidi/semisolidi quali sedimenti o
particolato vengono utilizzati principalmente ’estrazione con soxlet, ’estrazione acce-
lerata con solvente (ASE, Accelerated Solvent Extraction), I'estrazione con micronde
(MAE, Microwave Assisted Extraction) e 'estrazione con ultrasuoni (UAE, Ultrasound-
Assisted Extraction). Come solventi vengono impiegati singolarmente o in miscela ace-
tone, acetonitrile, etilacetato, esano e diclorometano [37, 38, 39, 77, 75].

Nell’ambito di questo studio preliminare e stato scelto di sperimentare 1’estrazione me-
diante ultrasuoni in acqua ultrapura, che rappresenta un solvente piu sostenibile, meno
pericoloso e piu economico rispetto ai solventi organici. Il metodo ¢ stato poi validato
(Paragrafo 6.5).

I campioni di aerosol analizzati nel presente lavoro sono stati raccolti su dei filtri in
fibra di quarzo (@ 47mm) precedentemente decontaminati in un forno a muffola per
quattro ore a 400 °C. I filtri sono stati pesati pesati mediante bilancia analitica prima
e dopo il campionamento, allo scopo di determinare la massa dell’aerosol raccolto, e
conservati avvolti in fogli di alluminio a -20°C.

Per D'estrazione del campione & stato utilizzato mezzo filtro, spezzettato in piccole por-
zioni, mediante pinzette in acciaio, e posto in provette di plastica da 15mL.

In seguito ¢ stata aggiunta la soluzione contenente lo standard interno (TPP D15) ad
una concentrazione nominale di 10 pg L™! e il tutto & stato portato ad un volume di
10 mL con acqua ultrapura.

L’estrazione ¢ stata effettuata in un bagno ad ultrasuoni raffreddato con del ghiaccio
per una durata di 30 minuti.

L’estratto ¢ stato poi trasferito in siringhe da 5 mL e filtrato con dei filtri in PTFE (0
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25 mm, 0.45 pm) precedentemente attivati con metanolo e poi risciacquati con acqua
ultrapura. L’ obbiettivo della filtrazione e di rimuovere il particolato non disciolto e i
frammenti di QFF formati dal processo di sonicatura.

Dalla soluzione filtrata ¢ stato prelevato 1 mL e posto in una vial per 'analisi stru-
mentale.

Tutta attrezzatura utilizzata per maneggiare i filtri & stata precedentemente decon-
taminata con metanolo ultragradiente; le provette e le vial sono state decontaminate
mediante sonicatura per 30 minuti con acqua ultrapura e metanolo.

Tutte le operazioni di trattamento dei campioni sono state eseguite sotto cappa a flusso
laminare all'interno di una camera bianca ISO5 (classe 100), per ridurre le contami-
nazioni esterne. Viene riportato in Figura 6.12 lo schema riassuntivo dei passaggi del

metodo preanalitico.

Figura 6.12: Passaggi del metodo preanalitico.

6.5 Validazione del metodo

La validazione del metodo e stata effetuata per i filtri in quarzo QFF mediante la misu-
ra del bianco procedurale, il calcolo dei limiti di rivelabilita (MDL) e di quantificazione
(MQL) del metodo, delle rese di procedura e delle accuratezze. La quantificazione, e
stata eseguita con il metodo dello standard interno e corretta con un fattore di risposta,
al fine di eliminare le fluttuazioni legate al segnale strumentale. Per validare la proce-
dura sono state svolte operazioni simili a quelle applicate ai campioni reali, riportate
in Figura 6.13.

Per I'analisi dei bianchi procedurali sono stati preparati cinque campioni composti da
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mezzo filtro in quarzo spezzettato in provette in plastica da 15 mL, alle quali viene
aggiunta una quantita nota di standard interno (TPP D15), portando al volume di 10
mL con acqua ultrapura in modo da ottenere una concentrazione di 10 ug L™'. La
soluzione ¢ stata estratta con bagno ad ultrasuoni per 30 minuti, per poi essere filtrata
e trasferita in vial per I'analisi. MDL e MQL sono stati calcolati come 3 e 10 volte la
deviazione standard dei risultati ottenuti dai bianchi.

Nel caso della valutazione dell’accuratezza il procedimento ¢ il medesimo aggiungendo
pero alla provetta in plastica oltre allo standard interno anche una soluzione standard
contenete gli analiti con una concentrazione nominale finale di 10 ug L™*.

Per quanto riguarda il procedimento per ottenere il valore delle rese, alla provetta
contente mezzo filtro in quarzo spezzettato e stata aggiunta aggiunta solo la soluzione
standard contenente gli analiti a concentrazione 10 g L~! ed ¢ stata effettuata I'estra-
zione. Dopodiché, una volta svolta la procedura di filtrazione in vial, e stato aggiunto
lo standard interno a una concentrazione nominale finale di 10 ug L.

11 calcolo del CVY% viene eseguito solo per gli errori medi aventi media aritmetica non
nulla.

In Tabella 6.9 sono riportati i valori del bianco medio, MDL e MQL, rese, errore percen-
tuale (accuratezza) e coefficiente di variazione ottenuti per la validazione del metodo

dei ritardanti di fiamma organofosfati analizzati.

Bianchi
Accuratezze
- - - -» Aggiunta standard interno () Rese

""" Estrazione in acqua
ultrapura in bagno > Fil i PTFE >
ultrasuoni per 30min

——— Aggiunta standard interno

Mezzo fitro QFF

viene spezzettato @ r------- »|
in provette

di plastica da 15 mL

Trasferimento in vial per
analisi strumentale

Aggiunta standard interno
e nativi

R Aggiunta nativi

Figura 6.13: Validazione metodo analitico per i filtri in quarzo.
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Tabella 6.9: Bianco medio,accuratezza,CV%,MDL e MQL per ogni composto
analizzato.

Bianco medio MDL MQL Resa Errore

Analiti (ng ass) (ng ass) (ng ass) media medio CV (%)
(%) (%)

T™P 0.0062£0.0004  0.001 0.004 8449 7 13

TEP 9.3£0.5 2 ) 88=+4 20 14

TPP 1.4£0.1 0.3 1 4846 -3 6

TCEP 0.204+0.01 0.02 0.1 81+7 18 7

TCPP 29£3 8 28 94+4 9 18
TDCP 0.82£0.05 0.2 0.5 73£6 d 11

I valori dei bianchi, MDL e MQL per gli analiti TEP, TPP, TCPP risultano pitu elevati,
a causa probabilmente di contaminazioni interne alla strumentazione e alle plastiche
utilizzate nella fase di preanalitica.

Gli errori medi maggiori risultano per gli analiti TEP e TCEP, mentre le rese piu basse
si ottengono per TPP e TDCP, probabilmente perché sono poco solubili in acqua.

La precisione (CV%) della misura sull’errore medio risultano tra il 5% e il 20%. Que-

sti valori rientrano all’interno del range previsto dalla Decisione della Commissione

Europea 2002/657/CE.
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7 Risultati e discussione

Nel presente lavoro di tesi e stato sviluppato un metodo analitico per I’analisi di OPFR
in aerosol tramite UHPLC-MS/MS, allo scopo di quantificare sei OPFR in 80 campioni
di PM;y montano raccolti tra settembre 2022 e ottobre 2023 presso la stazione MRG,

situata a 2543 m s.l.m nelle Dolomiti bellunesi.

7.1 Elaborazione dei dati

Le concentrazioni dei diversi analiti nei campioni di aerosol sono state ottenute sot-
traendo il valore del bianco di campo, rappresentato da un filtro di quarzo caricato
nel campionatore per 5 minuti con la pompa a vuoto, e normalizzando i valori per il
volume d’aria campionato. Sono stati poi calcolati i limiti di rivelabilita e di quanti-
ficazione del metodo (MDL e MQL), moltiplicando rispettivamente per 3 e per 10 la
deviazione standard dei valori misurati per i bianchi di campo. Ai fini della discussione
dei risultati ottenuti, sono state considerate solo le concentrazioni superiori all’MQL.

In Tabella 7.1 sono riportati bianchi, MDL, MQL e CV% per ciascun analita.

Tabella 7.1: Bianco di campo medio, CV%,MDL e MQL per ogni composto

analizzato.
Analiti ](31:;‘00 medio \int, (ng)  MQL (ng)  CV (%)
TMP 0.0362:0.001 0.004 0.01 4
TEP TTET 22 73 9
TPP 3141 3 9 3
TCEP 92922419 58 192 9
TCPP 174415 45 151 9
TDCP 941 2 6 6

I valori di bianchi, MDL e MQL per gli analiti TEP, TCEP e TCPP risultano essere
i piu elevati, probabilmente a causa di contaminazioni derivate dalla procedura di
campionamento, dai materiali plastici presenti all’interno degli strumenti analitici o,
dalla plastica rilasciata nonostante la decontaminazione da alcune delle attrezzature

utilizzate durante la fase di preanalitica, come le provette e i tappi delle vial.
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7.2 OPFR nell’aerosol montano

Tra i composti analizzati, quattro di essi risultano essere presenti nei campioni analizza-
ti. Il TEP presenta concentrazioni inferiori al’'MQL in tutti i campioni, mentre TDCP
¢ presente in concentrazione superiore al’MQL (0.07 ngm™2) in un solo campione. La
concentrazione totale di OPFR (XOPFR) nel PM;, calcolata come la somma delle
concentrazioni di tutti gli analiti presenti in ciascun campione, va da 0.0002 ngm =3
a 9.97 ngm ™2, con un valore medio pari a 343 ngm 3. L’areogramma in Figura 7.1
rappresenta ’abbondanza media relativa degli OPFR nell’aerosol a MRG, calcolata
sulla totalita dei campioni. I composti pit abbondanti sono TCEP (che rappresenta
il 53% del contenuto totale di OPFR, con una concentrazione media di 34+2 ngm™3)

e TCPP (44%, 242 ngm™3), seguiti da TPP (3%, 0.1+0.1 ngm=3). 11 TMP risulta

essere il composto meno abbondante (<1%, 0.64-0.5 ngm™3).

TPP
3%

TCPP
44%

TCEP
53%

Figura 7.1: Abbondanza media relativa degli OPFR nei campioni di PM; raccolti a
MRG tra settembre 2022 e ottobre 2023. Il TMP non ¢ incluso nel grafico in quanto
rappresenta meno dell’1% del contenuto totale di OPFR. I1 TDCP non ¢ stato
considerato nel grafico essendo quantificato in un solo campione non & considerato
rappresentativo.

Questa distribuzione risulta coerente con i dati relativi alla produzione degli OPFR
(Figura 2.3) e con le loro caratteristiche chimico fisiche (Tabella 2.1).

TCEP e TCPP, infatti, sono largamente utilizzati nell’industria tessile e nell’edilizia;
la loro elevata abbondanza, quindi, ¢ attribuibile al loro elevato volume di produzione.
Inoltre, questi composti hanno una pressione di vapore medio/alta che permette loro
di ripartirsi nella fase particellare dell’aerosol atmosferico. TPP e TDCP, nonostante

abbiano una bassa pressione di vapore e si trovino quindi principalmente in fase parti-
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cellare, risultano poco abbondanti probabilmente a causa della loro bassa produzione e
conseguente minore utilizzo. Il TEP, nonostante la sua elevata produzione, non ¢ stato
rilevato poiché tende a ripartirsi principalmente in fase gassosa data 1’elevata tensione
di vapore. Lo stesso vale per il TMP, caratterizzato anch’esso da un’alta tensione di
vapore, che infatti e stato rilevato con concentrazioni di tre ordini di grandezza inferiori
rispetto agli altri analiti.

In Tabella 7.2 vengono riportate le concentrazioni in media ottenute per ogni analita e
la somma, in concentrazione, OPFR media. Vi ¢ una elevata variabilita a causa delle

influenze stagionali, discusse nel paragrafo 7.4.

Tabella 7.2: Concentrazioni in media ottenute per ogni analita e la somma in
concentrazione OPFR media (Il TDCP e stato considerato <MQL, poiché e stato
quantificato in un solo campione non risulta rappresentativo).

TMP TEP TPP TCEP TCPP TDCP |X OPFR
pgm=?)  (ngm=°)  (ngm=*) (ngm=®) (ngm=®)  (ngm=®) | (ngm™?)

\0.6%_—0.5 <MQL 0.140.1 342 2.44+1.5 <MQL\ 3+3

Analita (

Nonostante il sito di campionamento si trovi in alta montagna, una zona solitamente
considerata remota e poco contaminata, le concentrazioni di OPFR rilevate a MRG
risultano abbastanza elevate, se confrontate con dati di precedenti studi relativi ai me-
desimi composti e risalenti agli anni tra il 2010 e il 2017 (Tabella 2.2) [38]. Nell’arca
urbana di Beijing (Cina, 2014), nelle aree suburbane a Toronto (Canada, 2010) ed a
Rende (Cosenza, Italia, 2016-2017) hanno rilevato concentrazioni di YOPFR che vanno
da 2.7 a 2.9 ngm~3 [38]. Mentre nelle aree remote del Michigan (US, 2012) e nell’Ar-
tico (Canada, 2007-2013) sono stati misurati valori di YOPFR tra 0.08 e 0.18 ngm 3
[38].

Il valore medio di misurato a MRG YOPFR 3£3 ngm™2 si avvicina maggiormente
al valori rilevati in zone urbane anziché a quelli rilevati nelle zone remote. Questo
puo essere dovuto al recente e graduale divieto di utilizzo dei PDBE e al conseguente
aumento di utilizzo dei OPFR. Infatti I'Unione Europea ha vietato I'uso delle miscele
commerciali di penta e otta-BDE nel 2004 e della miscela di decaBDE nelle apparec-
chiature elettriche ed elettroniche nel 2008. Nel 2009, la Convenzione di Stoccolma ha
vietato la produzione, 'uso, I'importazione e I'esportazione delle miscele commerciali
penta e otta-BDE e nel 2017 del decaBDE [35]. T dati degli studi sopra menzionati

risalgono ormai a circa dieci di anni fa, quando i ritardanti di fiamma piu diffusi erano
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ancora i PBDE. B possibile, quindi, che le concentrazioni di OPFR rilevate in aree
urbane in passato non siano piu rappresentative della situazione attuale e che la loro
presenza in aree remote rifletta la loro ormai ubiquitarieta in ambiente.

Un altro aspetto da considerare ¢ il fatto che il sito di campionamento si trova in una
zona sciistica molto frequentata e caratterizzata da un grosso impatto derivante dal
turismo e dalle infrastrutture ed attrezzature ad esso legate (impianti di risalita, strut-

ture ricettive, attrezzatura da scii e scii stessi, abbigliamento tecnico, traffico stradale).

7.3 Sorgenti OPFR

Identificare le principali sorgenti di OPFR in atmosfera e un altro aspetto di rilevan-
za nell’ambito dell’analisi dei dati ottenuti. Prendendo in considerazione la zona di
campionamento, le sorgenti locali possono essere molteplici (es. edilizia, arredamen-
to, automobili, elettronica, tessile, impianti di risalita e attrezzatura sciistica) e sono
legate sopratutto al fatto che Col Margherita si trova presso il Passo San Pellegrino,
una nota localita sciistica. Essendo una zona turistica molto frequentata, infatti, si
genera un afflusso di automobili e di persone che indossano tessuti tecnici e portano
con sé attrezzature sciistiche; inoltre a causa della forte attrattivita turistica del sito,
nel corso degli anni le zone limitrofe si sono popolate di svariati hotel, appartamenti,
impianti di risalita e rifugi. I dati turistici riferiti a esercizi alberghieri nella Valle di
Fassa [78] (a circa 20Km dal Passo San Pellegrino) suggeriscono un afflusso turistico
piu elevato nei mesi di dicembre, gennaio e febbraio, per il periodo invernale, e luglio
e agosto per il periodo estivo, tra i 70000 e i 90000 arrivi al mese. Confrontando gli
arrivi in totale tra il 2022 e il 2023 vi ¢ un aumento passando da 540959 persone nel
2022 a 605226 (+12%) persone nel 2023.

Come possibile fonte ¢ anche da considerare inoltre I'arrivo di OPFR dalla Pianura
Padana, poiché grazie agli spostamenti di masse d’aria per il cambiamento del Plane-
tary Boundary Layer nelle diverse stagioni, gli inquinanti possono arrivare fino ai siti
d’alta montagna. Di seguito di riportano le piu probabili sorgenti considerando il sito

di studio.

Automobili

Le concentrazioni di OPFR rilevate negli interni delle auto sono dieci volte superiori
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rispetto ad altri ambienti interni, come case e uffici. Questo ¢ dovuto ai diversi polimeri
utilizzati negli interni delle auto, ad esempio schiuma di poliuretano (PUF), utilizzata
nei sedili, acrilonitrile butadiene stirene (ABS), propilene e altri materiali polimerici
plastici che vengono applicati in diverse parti dell’auto (ad esempio i cruscotti). Anche
le apparecchiature elettroniche e i tessuti presenti negli interni delle automobili possono
agire da sorgente d’emissione degli OPFR. Inoltre, le alte temperature sviluppate negli
interni delle auto potrebbero causare un maggiore rilascio di composti dai materiali
polimerici nella fase gassosa/particellare. TCPP e TDCP e TCEP sono i principali
OPFR rilevati nella polvere delle auto [79, 80].

Edilizia

I ritardanti di fiamma organofosfati vengono inseriti nella schiuma poliuretanica spray
(SPF) che viene utilizzata per l'isolamento delle case e dei tetti, probabilmente di
frequente applicazione nelle zone di montagna. E stato dimostrato che il TCPP con-
tribuisce fino al 12% alla composizione totale in peso della SPF. Per quanto riguarda
I’applicazione di SPF, diversi studi hanno analizzato campioni prelevati di aria nell’area
dei cantieri edilizi e hanno rilevato concentrazioni di TCPP che vanno da 20 ugm=2 a

110 pgm=3 [81, 82, 83].

Arredamento

TCPP, TCEP, TDCP e TPP sono stati rilevati nella schiuma poliuretanica utilizzata
nei mobili e nella polvere domestica presente in vari microambienti indoor (abitazio-
ni, uffici, aule, negozi, biblioteche e alberghi) proveniente da tappetti, tende, divani,
materassi, sedie e pavimenti (per la presenza di resine vernici). [84, 85, 86]. Un ul-
teriore rilascio di OPFR proviene dagli apparati elettronici, come confermato da uno
studio [87] in cui ¢ stata misurata 'esposizione ai OPFR degli smantellatori di rifiuti
elettronici. Nei pannelli LCD e nei circuiti stampati di apparecchiature elettriche ed

elettroniche vengono trovati principalmente TCEP, TDCP e TPP [87, 88].

Abbigliamento

Nei tessuti, sia naturali sia sintetici, oltre ad una serie di prodotti per migliorare le
prestazioni dei prodotti finiti vengono aggiunti anche ritardanti di fiamma per renderli
ignifughi. Nel tempo, gli OPER possono essere rilasciati dai tessuti nell’ambiente cir-

costante tramite volatilizzazione, lisciviazione, dissoluzione e durante la fase di lavaggio
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(89, 90]. E stato dimostrato che i tessuti sintetici contengono concentrazioni medie di
Y90OPFR (1520 ng g~1) pit elevate rispetto a quelli realizzati in cotone (sia convenzio-
nali sia idrorepellenti) (442 ngg~') [89]. I tessuti idrorepellenti, probabilmente molto
utilizzati in zone di montagna, contengono sia OPFR alchilici, arilici, e clorurati in

rapporto 1:1:1 [89].

Attrezzature sciistiche ed impianti di risalita

Le attrezzature sciistiche piu utilizzate sono gli scii; essi hanno una struttura detta
a sandwich, con un core centrale e diversi strati esterni di materiale strutturale. I
materiali impiegati nella realizzazione del core di uno sci sono il legno e le schiume
polimeriche [91], alle quali vengono aggiunti gli OPFR [81]. Gli OPFR possono anche
venire inseriti nelle componenti in materiale polimerico (solette, fianchetti e copertura
protettiva esterna) al fine di dare all’oggetto resistenza all’urto, resistenza all’abrasione
e resistenza alle basse temperature; i polimeri piti usati sono il polietilene, I’acrilonitrile-
butadiene stirene (ABS), le poliammidi (nylon) e resine fenoliche ed epossidiche [91].
Negli impianti di risalita gli OPFR possono essere presenti nelle apparecchiature elet-
triche che governano il funzionamento dell’impianto stesso, nei sedili delle seggiovie e
cabinovie e nelle poche parti in gomma presenti (ad esempio nelle rulliere che hanno
la funzione di guidare la fune traente lungo la linea funiviaria) essendo che la maggior

parte della struttura ¢ costituita di acciaio [92].

7.4 Andamenti annuali e stagionali dei OPFR

Data l’elevata variabilita annuale e stagionale viene studiato I’andamento della somma,
in concentrazione, dei OPFR (Figura 7.2) e di ogni singolo analita (Figure A.1, A.2,
A.3 e A4). Invece, in Tabella 7.3 vengono riportate le concentrazioni medie stagionali.
Dal 7 settembre 2022 al 10 gennaio 2023 non sono stati rilevati OPFR, tranne i primi
ottobre 2022 e a meta dicembre 2022 (in media ¥ OPFR: 0.440.7ngm™3). In tali pe-
riodi stagionali, autunnale e invernale gli spike giornalieri possono derivare da sorgenti
locali dato l’elevato turismo nella zona. Valori cosi bassi sono inoltre dovuti princi-
palmente all’assenza di trasporti a lungo raggio, soprattutto dalla Pianura Padana, a
causa della forte stratificazione atmosferica che la caratterizza nei mesi invernali.

A partire dal 11 aprile 2023 fino al 25 giugno 2023 (periodo primaverile), sono state
quantificate quantita elevate di OPFR (in media ¥ OPFR: 443 ngm—3) con dei picchi
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Figura 7.2: Andamento somma OPFR dal 07/09/2022 al 29/10/2023

a circa 10 ngm~3. Durante il periodo primaverile, vi & un massimo delle concentrazio-
ni degli OPFR: questo si ipotizza sia dovuto alle dinamiche del Planetary Boundary
Layer. In primavera, il PBL tende a stratificare meno ’atmosfera, soprattutto nella
Pianura Padana, creando uno spostamento di masse d’aria con effetto disperdente e
diluente dell’atmosfera. Durante il periodo invernale in Pianura Padana il PBL tende
a far ristagnare molto di pitu 'atmosfera, creando di conseguenza il ristagno di inqui-
nanti, che ciclicamente possono essere ridispersi nei mesi piu caldi successivi.

Nel periodo estivo dal 25 giugno al 23 settembre sono state misurate in media > OPFR:
342 ngm™3, con dei picchi intorno a 6/8 ngm=3. Il trend risulta di difficile interpreta-
zione e potrebbe essere dovuto a fenomeni di brezza di valle, con cui viene trasportato
aerosol dalle valli adiacenti o fenomeni di trasporto piu a lungo raggio di masse d’aria
dalla Pianura Padana. Dal 23 settembre al 29 ottobre (periodo autunnale) in gene-
rale i valori risultano pilt bassi con un picco di 6ngm=3 i primi di ottobre, il quale
fa innalzare la media che risulta di 242ngm=3. In questo periodo gli inquinanti sono

principalmente locali dati probabilmente dall’inizio delle attivita sciistiche.
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Figura 7.3: Areogramma che rappresenta la distribuzione della 3 OPFR stagionale

Per osservare al meglio la variabilita stagionale vengono graficati in un areogramma 3
OPFR riferiti alle differenti stagioni (Figura 7.3). Le stagioni dove ¢ stata rilevata la
quantita di OPFR maggiori sono la primavera e l'estate (43% e 32% rispettivamente)
mentre i periodi con le concentrazioni minori sono autunno e inverno (tra il 21% e il
4%). Questa distribuzione stagionale suggerisce che la presenza degli OPFR in aerosol
a MRG e principalmente dovuta alle dinamiche del PBL. Queste dinamiche possono
essere confermate da studi dei trasporti transalpini che valutano il trasporto di aria
inquinata nei mesi estivi dello strato limite dalla Pianura Padana ai siti di alta monta-
gna. La pianura padana e il bacino del Po rappresentano una delle principali zone di
inquinamento in Europa, a causa di grandi emissioni provenienti da aree urbane densa-
mente popolate, intense attivita antropiche, come 'industria e I'agricoltura, combinate
con una topografia locale che promuove un ristagno di inquinanti nei mesi invernali.
Grazie a particolari condizioni meteorologiche il PBL puo cambiare e puo avvenire il

trasporto di inquinanti verso le alte vette [93, 94].

In Figura 7.4 vengono riportati degli areogrammi ognuno riferito ad una singola sta-
gione al fine di valutare I’analita maggiormente presente nei diversi periodi stagionali.
Si nota che in ogni stagione c¢’¢ la predominanza del TCEP (92%, 50%, 68% e 96%).
I1 TPP & presente in tutte le stagioni in bassa percentuale (1-4%). 11 TDCP e il TMP
sono presenti in spike giornalieri solo nell’autunno inverno 22-23 in piccole quantita

(4% e 0.01%). Infine il TCPP ¢ stato rilevato in quantita abbastanza elevate (29%
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e 48%) nei mesi piu caldi (primavera ed estate). In Tabella 7.3 vengono riportate le

variazioni stagionali delle concentrazioni per ogni analita.

TPP
TDCP 49,
4%

TCEP
92%

(a) Distribuzione degli analiti autunno 2022/
inverno 2023, I1 TMP non ¢ incluso nel grafico in
quanto rappresenta meno dell’1% del contenuto
totale di OPFR

TPP
4%

TPP
1%

TCPP
48%

TCEP
50%

(b) Distribuzione degli analiti primavera 2023

TPP
4%

(c) Distribuzione degli analiti estate 2023

TCEP
96%

(d) Distribuzione degli analiti autunno 2023

Figura 7.4: Distribuzione degli analiti nelle differenti stagioni
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Tabella 7.3: Concentrazioni medie stagionali di ogni singolo analita e della somma

OPFR.
Date Stagione Analiti ngm=3
TMP 0.0006+0.0005
TPP 0.0840.03
07/09/2022
/ |/ Autunno 2022 TCEP 1.7+£0.4
Inverno 2023
10/01/2023 TCPP <MQL
TDCP  0.07 (1 campione)
YOPFR 0.4+0.7
TMP <MQL
TPP 0.069+0.001
11/04/2023 TCED .
| Primavera 2023
25/06/2023 TCPP 3+2
TDCP <MQL
YOPFR 443
TMP 0
TPP 0.2+0.1
25/06,/2023 TCED 1
| Estate 2023
23/09/2023 TCPP 1.3+0.3
TDCP <MQL
YOPFR 3x2
TMP <MQL
TPP 0.131+0.04
23/09/2023 TCEP 319
| Autunno 2023
20/10,/2023 TCPP <MQL
TDCP <MQL
YOPFR 242

Vengono riportati in Appendice A e di seguito discussi gli andamenti di ogni singolo

analita (Figure A.1, A.2, A.3 e A.4) in modo da osservare sia variabilita giornaliera sia
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i diversi andamenti dei diversi analiti in base alle diverse fonti (discusse nel paragrafo
7.3) e alla caratteristiche chimiche fiasche di ogni OPFR (discusse nel paragrafo 2.2.4).
II TMP (Figura A.1) viene rilevato in concentrazioni molto basse (massimo 0.0013
ngm=3) solo in pochi giorni del autunno/inverno 22/23. Essendo il TMP maggior-
menter ripartito in gase gassosa, le basse concentrazioni sono principalmente dovute a
questa tendenza.

Il TCEP (Figura A.2) viene quantificato in concentrazioni elevate (massimo 9.9ng m™=3)
ed ¢ stato rilevato in tutte le stagioni. I picchi risultano a fine maggio 2023, tra agosto
e settembre 2023 e i primi di ottobre 2023. Le fonti locali possono essere I'isolamento
dei tetti (indispensabile in zone montane fredde), la costruzione di strutture ricettive,
I’afflusso di automobili e 'arrivo di sciatori con tessuti tecnici e attrezzature sciistiche
dato I'alto tasso di turismo. La Pianura Padana e la fonte principale del aumento di
concentrazione di TCEP in primavera/estate.

Il TCPP (Figura A.3) viene quantificato in concentrazioni elevate (massimo 6.8ngm™3)
ed e stato rilevato in primavera e in estate. Le quantita piu elevate sono nel periodo
primaverile tra aprile e maggio 2023. Questo porta supporre che la fonte principale
siano le masse d’aria provenienti dalla Pianura Padana. Gli spike nei mesi piu freddi si
puo supporre siano legati a fonti locali come la costruzione e I’arredamento di strutture
ricettive, dato I'elevato turismo della zona. Un’altra fonte locale sono gli scii essendo
che al loro interno sono presenti schiume poliuretaniche e resine.

I1 TPP (Figura A.4) viene quantificato con concentrazioni di due ordini di grandezza
inferiori rispetto a TCEP e TCPP (massimo 0.24ngm~3). I picchi risultano in estate
e in autunno/inverno (da fine luglio 2023 ai primi di ottobre 2023). L’aumento della
concentrazione di TPP nei nei mesi piu caldi deriva sia dalla valle e sia dalla Pianura
Padana mentre gli aumenti di concentrazione nei mesi autunnali sono legati a fonti
locali; ad esempio il traffico automobilistico, 1’elettronica presente negli impianti di

risalita e negli edifici, i rivestimenti nell’arredamento e negli scii.

7.5 Andamento del PM;

I1 PM;, mostra una notevole variabilita in base alla stagionalita e alle condizioni meteo-
rologiche. Nel periodo autunnale-invernale le concentrazioni di PM; risultano superio-

ri rispetto all’estate. Questo fenomeno, puo essere attribuile al fatto, che nel periodo
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freddo alcune attivita antropiche sono potenziate, come ad esempio le emissioni da
riscaldamento domestico [95]. Inoltre, I'inversione termica riduce la circolazione verti-
cale, abbassando cosi lo spessore dello strato di mescolamento e favorendo 'accumulo
di particelle sospese a bassi livelli nell’atmosfera [95]. Per esempio, situazioni invernali

stabili portano ad elevate concentrazioni di PM;y, mentre condizioni ben ventilate di

solito sono accompagnate da concentrazioni basse [96].

I filtri campionati sono stati pesati prima e dopo il campionamento al fine di determi-
nare i ug di particolato atmosferico presenti, e stato quindi calcolato per ogni campione
il valore di PM;, dividendo i jg per i m?® d’aria campionati. In Figura 7.5 viene ripor-

tato 'andamento del PMj, in relazione alla concentrazione della XOPFR quantificati

nella stazione di Col Margherita.
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Figura 7.5: Andamento XOPFR e PM;q dal 07/09/2022 al 29/10/2023

Nel periodo di campionamento il PM;y medio ¢ di 546 pugm=3. Il PM,q risulta pit1 alto
all’inzio del periodo autunnale (massimo intorno ai 15ugm™2), e minore nel periodo

invernale e primaverile (massimo intorno ai 5ugm™3) e presenta invece dei picchi nel

periodo estivo (massimo intorno ai 40ugm=3).
Gli spike nei mesi piu freddi possono essere legati a dei fattori locali come il riscalda-
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mento domestico e I'alto turismo. Nei mesi piu caldi invece risulta presente la brezza
di valle, anche se non ben visibile, non puo essere esclusa.

Dalla Figura 7.5 si puo osservare che non vi e particolare correlazione tra l’andamento
del PMjp e YOPFR. Nell’autunno/inverno 22/23 dove ¢ presente il picco del PM;, non
sono stati rilevato OPFR, mentre nella primavera 2023 il PM;q ¢ basso ma gli OPFR
sono stati rilevati in quantita consistenti in tutto il periodo primaverile. Nel periodo
estivo sono stati quantificati OPFR e il PM; risulta particolarmente elevato. Nel pe-

riodo autunnale 2023 invece c¢’¢ una minima correlazione tra i due parametri.

7.6 Correlazioni tra gli analiti e i parametri meteorologici

Per valutare se vi fosse correlazione con parametri meteorologici o con la concentrazione
di particolato atmosferico, sono stati valutati i coefficienti di correlazione attraverso la
matrice di correlazione riportata in Figura 7.6. I dati meteorologici valutati sono la
temperatura, la radiazione solare, le precipitazioni e I'umidita. I dati vengono presi
dalla staziona meteorologica di Passo Valles, una vallata a Sud della stazione di MRG,

ad un’altitudine di 2032 m) [97].

Figura 7.6: Correlazioni tra gli analiti e i parametri meteorologici.
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Osservando la matrice di correlazione si puo notare un alto coefficiente di correlazione
tra la somma totale di OPFR, TCEP e TCPP, poiché i due analiti costituiscono la parte
piu rilevate degli OPFR rilevati. La matrice riporta chiaramente che gli OPFR non
risultano correlati ai parametri meteorologici selezionati. Questo significa che il trend
temporale degli analiti in esame non sembra essere influenzato dal meteo, sebbene non
possano essere esclusi fenomeni di dilavamento atmosferico a seguito delle deposizioni

umide, considerando la moderata idrofilicita degli OPFR.
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8 Conclusioni

In questo lavoro di tesi e stato sviluppato e validato un metodo analitico per la de-
terminazione di sei ritardanti di fiamma organofosfati (OPFR) in campioni di aerosol
atmosferico alpino tramite UHPLC-MS.

I ritardanti di fiamma sono composti chimici di sintesi antropica che vengono applicati
al materiali per renderli non infiammabili o autoestinguenti. Gli organofosfati sono
una classe di ritardanti di fiamma proposti in alternativa ai PBDE. Gli OPFR vengo
applicati nel settore edilizio, dell’arredamento, dell’abbigliamento e automobilistico.
Le origini risultano essere antropiche legate sia alle industrie e abitazioni nella Pianu-
ra Padana sia legate al sito di campionamento; il quale si trova in una zona sciistica
molto frequentata, caratterizzata da un grosso impatto derivante dal turismo e dalle
infrastrutture ed attrezzature ad esso legate (impianti di risalita, strutture ricettive,
attrezzatura da scii e scii stessi, abbigliamento tecnico, traffico stradale).

Gli OPFR sono additivi non legati chimicamente ai materiali cui vengono applicati e
possono quindi essere facilmente rilasciati in ambiente per volatilizzazione, abrasione
e dissoluzione. Le evidenze fornite dal presente lavoro di tesi pongono 'attenzione sul
monitoraggio ambientale di questi contaminati emergenti in atmosfera e lo studio dei
probabili effetti negativi sulla salute umana e sull’ecosistema.

Al fine dello sviluppo del metodo sono stati ottimizzati i parametri prima per il metodo
allo spettrometro di massa e poi per il metodo cromatografico. La risposta strumentale
e stata verificata attraverso la linearita della risposta, LOD e LOQ.

Successivamente ¢ stata validata la procedura preanalitica mediante la misurazione del
bianco procedurale, la determinazione dei limiti di rivelabilita (MDL) e di quantifi-
cazione (MQL) del metodo, il calcolo delle rese e delle accuratezze. La resa media
per gli analiti studiati varia dal dal 48% al 94%, con un errore medio e coefficiente di
variazione pari o al di sotto del 20%.

Le analisi sono state effettuate in campioni di aerosol atmosferico raccolto presso I’Os-
servatorio del Col Margherita (Falcade, BL) da settembre 2022 a ottobre 2023. Sono
stati individuati cinque OPFR che superano i livelli di rivelabilita, in particolare TCEP
e TCPP in quantita piti elevate (rispettivamente in media 3+2ngm =3 e 2.441.5ng m=3)
e TMP, TDCP e TPP in minori quantita (rispettivamente in media 0.6 & 0.5pg m =3,
0.07 ngm=3, 0.1 &£ 0.1ngm=3).
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La concentrazione totale di OPFR (XOPFR) nel PMy, calcolata come la somma delle
concentrazioni di tutti gli analiti presenti in ciascun campione, va da 0.0002 ngm =2 a
9.97ngm~2 con un valore medio pari a 3 & 3ngm 3.

Vi ¢ una elevata variabilita a causa delle influenze stagionali e giornaliere. L’aumen-
to di OPFR nel periodo primaverile ¢ quasi istantaneo per poi mantenere comunque
concentrazioni elevate per tutta tutta la primavera e I'estate. Questo si ipotizza sia
dovuto alla dinamicita del Planetary Boundary Layer che essendo piu alto e labile in
primavera ed estate rispetto all’inverno, crea uno spostamento di masse d’aria pro-
venienti anche dalla Pianura Padana che perdura per tutti i mesi estivi. Durante il
periodo invernale in Pianura Padana il Planetary Boundary Layer ¢ particolarmente
basso e crea un ristagno di inquinanti che vengono poi trasportati verso l'alto e per
lunghe distanze nei mesi pit caldi. Non e da escludere come fenomeno di trasporto
la brezza di valle, capace di trasportare gli inquinati dalle valli adiacenti a causa dei
gradienti termici che si sviluppano nelle ore piu calde della giornata e nei periodi piu
caldi dell’anno. Aumenti di concentrazione piu circostanziali avvenuti nei mesi piu
freddi si puo supporre siano legati a fonti locali.

Il presente studio e il primo che determina un’ampia classe di ritardanti di fiamma di
nuova generazione in aree alpine remote. I risultati, seppur preliminari, gettano le basi
per studi futuri di valutazione del rischio per gli ecosistemi (anche in aree remote come

Artico ed Antartide) e per I'uomo.
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Figura A.2: Andamento TCEP dal 07/09/2022 al 29/10/2023
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