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Abstract

Questo lavoro di tesi ha lo scopo di affrontare la tematica della analisi di VOC

su foglie di Vitis vinifera tramite moderne e innovative tecniche di
termodesorbimento accoppiate a gascromatografia e spettrometria di massa

(TD-GC-MS).

Sono svolte analisiU U WEE Ox DOOPWUEEEOOU P weUptagE OEDP UOWE
scala,che vede la collaborazione delDipartimento di Scienze Chimiche (DiSC)

El 00z40PYI UUDPUE w El od BawFanddziénd [EdinBndi MdelE O Y E w
(F.E.M.).

Il progetto si propone il confronto tra due specie di Vitis vinifera, Sargiovese e
Montepulciano, in condizioni di stress idrico attraverso tecniche di

desorbimento termico ad alta capacita.

Il disegno sperimentale prevede due varieta (Sangiovese e Montepulciano), due

trattamenti (controllo e stress idrico), tre repliche tecniche, due tempi di
EEOxDOOEOI OUOwpxUPOOWEEOxDOOEOI OUOWEOOZ UOI(
campionamento dopo una settimana di recovery).

accoppiato a GGMS, utilizzando il sistema Centri 360 in combinazione con

HiSorbe- di Markes International .

+ 2 EOE ODP U b w-dargét ® meliirx cdme@zinhe i VOC rilevati nelle varie

tipologie di campioni.



1. Introdwzione

+Z EUUUEO]I wEEOEDPEOI OUOWE OPOE U D EGQuE EQUQEMUOE Bui
velocitd nelle fluttuazioni climatiche stagionali con una tendenza globale
a0z EUOI OUOw E1 OOI Gondultartdle 1ilU Eolletiing] della  siccita
(ISPRA,2023) il quale si avvale dello Standardized Precipitation Index (SPI)
(McKee et al., 1993), si evince che @ caso ddle zone inferiori della fascia
temperata, dove quindi viene coltivata maggiormente la speci e Vitis vinifera, vi &

una diminuzione significativa delle precipitazioni; quindi, le condizioni

potrebbero risult are piu avverse per le coltivazioni vitivinicole .

Il lavoro che questa trattazione andra a svolgere € quello di verificare se vi € una
correlazione diretta tra emissione di Composti Organici Volatili (VOC) dalle
foglie di Vitis vinifera e lo stress idrico (HS), mettendo a confronto foglie di viti

sottoposte ad idratazione normale (WW) e in condizioni di HS.



1.1.  Origine della vitee importanza della viticoltura

Si hanno tracce della prima domesticazione della Vitis vinifera, sativa in

Mesopotamia attorno al IV millennio a.C.  Successivamente prese piede

dapprima nella parte piu orientale del bacino Mediterraneo (Grecia fine |l

millennio a.C.) per poi passarenel bacino ovest fino ad essere,intorno al 1000

a.C, coltivata EEPDw x Ox OO0OPw EIl 00z (UEOPE wddlifineUE Ol w E C
diffondersi attraverso anche altre tratte parallele nei secoli a seguire in tutta

0z $ U (ROBuéno, G. Vallariello,2002).

facilita di coltivazione rispetto ad altri alberi dafrutto .Lz EEEOOEEO4&aE wOI 00z U
sostanze utili dal punto di vista organolettic 0. Ad esempio, nei suoi frutti sono
presenti alte concentrazioni di antiossidanti naturali come i polifenoli (§ D O Ut i O

al.,2020)

Dal punto di vista industriale gli scarti di lavorazione vengonoOwb Ow U Oz OUUDPEE
economia circolare, sfruttati anche in altri settori che ricercano costantemente

delle materie prime piu ecosostenibili per andare incontro alla forte richiesta del

mercato presente e futuro, come ad esempio quello cosmetico. Infatti, alcuni dei

composti presenti nei semi e nelle vinacce, vengono utilizzati come protettori

della pelle contro stress ossidativi e radicalici (Sharafanet al., 2023)

Infine, Oz EUxT UUOw xPk wuwbDOx OUUEOUTI wEEwWOOOwUOUUOY
economico, infatti la coltivazione di vite , considerando solo il settore industr iale

mondiale del vino , € stato stimato che nel 202 valeva 341,23 miliardi di dollari

(Fortune, 2022)e come previsto dal report di Global Industry Analysts di marzo

2023 entro il 2030 arrivera a toccare la soglia record di 528 miliardi di dollari

(Report Linker, 2023). Questi risultati sono ottenuti non solo grazie al bisogno del

mercato ma anche al continuo investimento nel settore della ricerca in questo



campo, ecco perché risulta fondamentale continuare ad esplorare nuove

possibilita e tecnologieE 0Oz POUIT tv&eharE Dw@d Ul U



1.2.  Funzione dei VOC nelle piante

Quando si parla di VOC ci si riferisce a tutta quella classe di composti organici
chea¢ wip W ¢ THJ presentanouna tensione di vapore pari a0’ it P 0 ¢D.

Lgs. 152/2006).

Le piante in determinate condizioni possono trasformare fino al 20% della
componente misurabile della sostanza organica del suolo in VOC (Kesselmeieret
al, 2002).( w5. " wUPwx OUUOOOWUUOYEUI wbOwYEUDI wa OOl
capacita di migrazione, dovuta sia alla loro scarsa idrofilicita e alle ridotte
dimensioni delle molecole, le quali consentono loro di migrare attraverso barriere

come cuticole cerose e membrane fosfolipidiche

Nelle piante, i VOC consentono di agevolare parte di alcune vie metaboliche,
interagendo con i recettori anche a bassissime concentrazioni, inoltre servono a
comunicare anche Ew T UEOEPwW EDUUEOA&T w Ol OO0z OUEDOI wETI :
Tra le molteplici funzioni dei VOC ,EEEDEOOWEOQOET | wOz1 OPUUDOOI u
attacchi di patogeni e predatori. Infine, alcuni composti, come i terpeni e

terpenoidi, ad esempio, vengono emessi in condizioni di stress idrico, con il

compito di regolare la normale attivita delle membrane cellulari .



1.3.  Composti tipicamente presenti nelle foglie di vite

| VOC sono emessi dalle foglie di vite per svolgere svariate funzioni, come ad
esempio in risposta ad agenti patogeni. Servono anche a beneficiare
microorganismi che lavorano in sinergia con la pianta . Vengono inoltre prodotti

guando la pianta € sottoposta a stresshiotici ed abiotici (Lazazzara, 2022)

Le categorie di VOC tipicamente emessi dalle foglie di vite sono generalmente

A S A £ e N

Green Leaf Volatile (GLV)
Alcoli alifatici

Fenoli

Monoterpeni
Sesquiterpeni

Terpenoidi

Idrocarburi

Chetoni

=4 =42 4 A A4 A4 A A

Esteri

Composti simili a quelli che si possono ritrovare dentro gli acini e quindi dentro
al vino, sostarze che conferiscono i gusti caratteristici alla bevanda (Palai et al.,

2023)

La loro emissione € influenzata anche dai diversi momenti della giornata; infatti,
di notte i VOC emessi dalla pianta hanno in generale una minore concentrazione

rispetto a quelli emessi durante il giorno (Rodriguez-Declet et al.,2022)
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FIGURA 1 RUOLO DEI TERPENI E SESQUITERPENI NELLA VITE (BOSMAN , LASHBROOKE,2023)

Come si nota dalla Figura 1 tra i piu importanti metaboliti secondari ci sono i

terpeni e sesquiterpeni, i quali servono a svolgere delle funzioni metaboli che

I UOUI OEOI OUl wUxI1 EPI PETT WEOOI wOzHOUIlAUE&ADHOODI
protezione dagli erbivori attirando i rispettivi  predatori; fungono anche da

attrattori per specie impollinatrici ed animali dispersori dei semi ( Dudareva et

al., 2013).

Come riportato da Bosman e Lashbrooke, in condizioni di radiazioni di tipo UV -
B e/o uno stress idrico, si nota che i livelli di concentrazione di VOC aumentano,

in particolar modo per quanto riguarda i terpeni (Bosman , Lashbrooke, 2023).

Come e stato dimostrato le condizioni di stress idrico durante lo sviluppo degli

acini del Sangiovesegiocano un ruolo fondamentale sulla produzione dei VOC

EOUI UECEOQWEPwWI EUUOWOE w@U E O Uiaalel(Ralg@ 2828 E D wO 7 E x
Cio che questo lavoro andra ad analizzare, a differenza di cio che si trova in

letteratura, € la tipologia di VOC che vengono accumulati sulle foglie e non

prodotti de novo.

10



1.4. Severita idricanella viticoltura

+EwUl YI UPUAWPEUPEEwWs wUOwi 1 6601 OOWUUOWBUEOI
anni, soprattutto nelle zone che hanno un clima di tipo mediterraneo, dato che la

maggior parte delle viti vengono coltivate in queste parti del mondo (OIV,2017).

Una delle caratteristiche principali che lega il cambiamento climatico e le zone
temperate €Oz EUOTI OUOWET O Ola tidUziote>délle) gddipitaizioni | iou

T1 01 UEOI wE Udssbpbaituttau@iznesDeStDifARPAT,2021).

Durante il Vinitaly 2023 il professor Paolo Tarolli, docente di idraulica agraria

El 00z40DPYI UUDPUAE wE I ha Oratd che Bideuil B3audel BEol0 Y E O
agricolo destinato alla viticoltura e stato colpito dalla siccita e fenomeni legati ad

essa(Moschetta, 2023)

Le tecniche di ooltivazione andate sviluppandosi negli anni hanno permesso di

ottenere il giusto equilibrio fra tre fatto ri fondamentali, ovvero:

1 Produzione

1 Qualita

1 Costi
+21 QUPOPEUPOWET I wx OUUEWEEwWUOQwxUOEOUUOWEOOWE
soprattutto tenendo conto di una variabile fondamentale come il clima . Anche
piccoli cambiamenti possono dover costringere a cambiare tecniche di
EOOUDPYEADOOI wxl UwOEOUI O fatehdw evithred di 2bDiE UD Ow U O

costi, quando é possibile intervenire.

11



31-Oct A

y=-0,41x+ b

1-Oct A
k * A
\

Y ;
#—50% budbreak \J \ \ /

—+—50% flowering
2-Aug 1 ——50% veraison

1-Sep 4

—Start of harvest y =-0,65x + b’

3-Jul A
3-Jun A 1

n n y =-0,38x + b"

Date

L\ [ 1
4-May " a F " W

—ﬂJTJT.—.ﬁIL_ l.J"iﬁ-l'—H__l_.___._._l__'_._.L_-_.ﬁ
m L w - ™

4-Apr 4
y =-0,17x + b™'

5-Mar T T T T T T
1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020

FIGURA 2 PERIODI DI: SBOCCIAMENTO, FIORITURA, INVAIATURA E RACCOLTA DAL 1950AL
2020( VAN LEEUWEN ET AL ., 2019)

Dalla figura si evince cheil cambiamento climatico porta ad uno spostamento dei

vari periodi nelle fasi della produzione (van Leeuwen et al., 2019)

Parallelamente a questo fenomeno, si puo osservare anche la parziale modifica

delle aree geografiche adatte alla coltivazione della vite.

Le zone alle latitudini dove prima le temperature non consentivano la
coltivazione, si stanno trasformando in climi adatti alla vite e in maniera
speculare luoghi che precedentemente erano adatti alla coltivazione ora non lo

sono piu (Mosedale et al., 2016)

S deve tener conto anchedel fatto che questo tipo di indagini sono spesso svolte
a bassa risoluzione geografica érascurano la variabilita a livello capillare, fattore
che potrebbe consentire alla vite la capacita di adattamento a climi mutevoli ( van
Leeuwen, et al. 2019)

# z E O U U OunaEléggethdriduzione delle piogge in alcune tipologie di viti
provoca un aumento della concentrazione zuccherina aumentando il valore del
prodotto finale . Cio, tuttavia, succede neno frequentemente rispetto a fenomeni
estremi come siccita e inondazioni che danneggiano proporzionalmente in

maniera piu significativa i raccolti (van Leeuwen, Darriet, 2016).

12



1.5.  Metodi per la determinazione dei VOC

| metodi piu utilizzati per la determinazione di VOC sono quelli usati in
accoppiata con la gascromatografia (GC) e alla spettrometria di massa (MS).

Alcuni tra i pit comuni :

1T GC-MS
1 TD-GC-MS
1 P&T-GC-MS

Queste tecnichesolitamente prima del detector ionizzano i composti sfruttando
la ionizzazione elettronica, mentre, tra le metodologie che utilizzano una ridotta
frammentazione, si possono annoverare le tecniche per analisi dei VOC che

sfruttano la ionizzazione chimica come:

1 SIFT-MS
1 PTR-MS

Capita spesso chele concentrazioni di VOC nei materiali vegetali e non solo,
risult i esiguo, per questospessosi adottano tecniche estrategie di accumulo dei
composti in fase di analisi o in fase di campionamento e in alcuni casi anche in

entrambe.
Accumulo in f ase di analisi:

Per le tecnichedi accumulo in fase di analisi si puo citare ad esempio la tecnica head
space solid phase microextraction (HS-SPME), la quale sfrutta lo spazio di testa di una
vial contenente del campione in forma solida e consente di accumulare composti su varie

tipologie di fibre adsorbenti.

Aumentando il tempo di contatto tra una fibra adsorbente e i composti volatili presenti
nella vial si riescedi fatto ad incrementare la concentrazione di quesiz U O e (al
verranno portati al detector alivelli che consentonodi generare un segnale strumentale

apprezzabile.

13



Accumulo in f ase di campionamento :

Per le strategie di accumulo in fase di campionamento in vivo esistono varie tecniche, tra

quelle note adatte alla tipologia di VOC emessi direttamente in vivo dalla pianta si

pOSsono illustrare quattro tecniche principali
Ambient air in
Ambient
(a) Volatile trap (B) airin Flowmeter
Vacuum
Flowmeter pump
Vacuum
pump
C d
©) j— (@) i

Flowmeter Flowmeter
Charcoal Charcoal _ Volatile
Filter ! Volatile Filter f
Airin Arin
vent Guillotine
base

Vacuum pump Vacuum pump

FIGURA 34 TIPOLOGIE DI CAMPIONAMENTO DEI VOC PRESENTI NELLE PIANTE (THOLL ET
AL.2006)

Come si vede in Figura 3 UPw x OUUOOOWEEOUUEUI wYEUDPI wOOEEODU:
necessariacome il campionamento dei VOC prodotti sopra il terreno di tutta la pianta
(a), oppure scegliere di campionare specifiche parti della pianta (b). In caso di necessita

riduzione di interferenti & possibile applicare dei filtri a valle del campionamento (c,d).

Il costo di questo tipo di raccolta campioni & sicuramente Iz 1 O 1 |abBriddta di
campionamento; infatti, a seconda degli analititarget OO U UIT wEOOZ Ex xEUEUOw
applicato alla pianta, | tempi di campionamento possono risultare

particolarmente lunghi OwWD OwYEOUET T B O w ésiudMBDE @reBsdde OUT w Oz E

novodalla pianta.

14



1.6. Confronto con metodi tradizionali

Il principale metodo tradizional e con il quali si pud comparare il sistema Centri
360 e il sistema HiSorbe 0z 2/, SWEUUOOEUPAAEUESwW+1 wxUDOE
HiSorb e SPME sono:

Centri 360 con HiSorb :

Maggiore capacita estrattiva degli analiti.
Maggiore risposta strumentale.

Possibilita di criofocalizzazione.

A =2 =4 =

Possibilita, durante il desorbimento della trappola di raccogliere parte
dello splittato in un tubo adsorbente, utile nel caso di campioni preziosi o
per avere un back-up del campione stesso.

1 Maggiore robustezza dei materiali.
SPME con sistema completamente automatizzato :
1 Migliori performance in estrazione liquido -liquido

Quindi il sistema Centri 360 con HiSorb € sicuramente un modo, per
OzPEI OUPI PEE4ADPOOI wEPwWS. " wl w25. " OwET T wxUI Ul
maggiore robustezza rispetto ai tradizionali metodi esistenti; tuttavia, va sempre
valutata quale tecnica e piu opportuno valutare soprattutto in base ad ogni caso

specifico (Hearn et al., 2022; Cheng et al., 2021)

15



1.7. Correlaziondra emissione dWOC e stress idrico

La maggior parte dei lavori svolti sullo studio della correlazione trai VOC e lo

stress idrico, sono svolti tramite analisi in vivoOw EOEODPAaAaEOQOEOw Oz 1 O
direttamente delle foglie.

La tendenza delle piante, come evidenziato da molti studi, € quella di presentare

una variazione di emissione di VOC in risposta allo stato a cui e sottoposto. Ad

esempio, in condizioni di stress idrico le piante presentano una variazione di

emissione di VOC. Solitamente si nota un aumento, specialmente in classi di

composti come monoterpeni e sesquiterpeni (Simpraga et al., 2011)

E stato inoltre confermato che questo fenomeno si manifesta in maniera
maggiore, influenzando di piu le fasi di vita della pianta, in periodo di
maturazione, dove appunto la produzione di VOC totali in risposta a condizioni

di stress abiotici € maggiore (Bonn et al., 2019)

(b) Hormesis c
— Storage emission Cuticular emission

a4

VOCs emission
(% of control)
H

Stressor level

(Agathokleous et ol 2018)

I

(a) Above-ground VOCs

. 48
Wy

Biatic and abiotic
stressors

i
1LY =
J 4o d

=

: |
AR

L

Below-ground VOCs

Upregulation of ABA, CLEs,
smRNAs and activation
ROS /Ca®* waves

FIGURA 4 SCHEMA PRODUZIONE VOC DI PIANTE IN RISPOSTA A STRESS ABIOTICO E BIOTICO
(MIDZI ET AL . 2022)

Come mostrato in figura esistono vari canali di emissione dei VOC, quello che
attraverso questa analisi si andra a determinare sono i VOC accumulati nei

vacuoli.
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1.8. Obiettivodella tesi

Questa tesi fa parte di un progetto piu grande in collaborazione con la

Fondazione Edmund Mach (F.E.M.) che cerca di caratterizzare e poi

comprendere la variabili ta intravarietale clonale per caratteri di tolleranza agli

stress abiotici nella vite da vino.

+7 OEDPI UUDY Quektd dlaboth® 1@ QOU MWD OUx x Owi wOz OUUDPODPA &
metodica di analisi per un sistema analitico innovativo e Oz PE1 OUPI PEEaADHOO
composti tipicamente presenti nelle foglie di vite cerc ando una correlazione tra

la severita idrica e la loro relativa produzione .

In particolare, saraD OEET EUEwWOz Bx OUI UPDWET | wgdedgeb OUI UOO
Montepulciano possano esserci delle risposte fisiologichedifferenziali a livello di

emissione di metaboliti secondari, nella fattispecie VOC.

17



2. Materiali e metodi

2.1. Strumenti

Sample Automated Preparation Markes international
(SAP) HiSorba- Tool
HS Tool
Termodesorbitore ( TD) Markes International
Centri 360
Gascromatografo (GC) Agilent Technologies
8860
Spettrometro di massa (MS) Agilent Technologies
5977B

2.2. Varieta di vite analizzate

Le varieta di vite analizzate sono state scelte in base adue caratteristiche
principali :

1 Isoidricit a:
Le piante isoidriche, presentano una limitata apertura stomaica in risposta agli
stress idrici, una minore traspirazione, hanno una minore fotosintesi netta in
condizioni di stress idrico, quindi, complessivamente risultano meno sensibili
alla carenza idrica.

1 Anisoidricita:
Le piante anisoidriche presentano apertura stomaica che permane anche durante
gli stress idrici, una maggiore traspirazione, hanno una maggiore fotosintesi
netta in condizioni di stress idrico, quindi, complessivamente risultano piu
sensibili alla carenza idrica.
2000OwWUUEUI wUET OUI w@UIl UU1 wEUI wUbxOOOT Pl wEDW
differenza di risposta allo stress idrico indotto e di conseguenza una significativa

differenza potenziale nei composti emessi.

18



2.2.1. Sangiovese
La varieta Sangiovese euna delle viti a bacca nera da vino piu diffuse al mondo,
OOOEI WOEWYEUDPI UAwxPDkwWEOOUDPYEUEWDPOwW ( UEODEC
coltivazione di vino , 71600 hao wOE E U x E U O wE EQuatiodalitil2p19)0 U D O E

FIGURA 5 DIFFUSIONE VITIGNI SANGIOVESE IN ITALIA (QUATTROCALICI , 2019).

Questa varieta e stata scelta, non solo per la sua elevata diffusione come
rappresentato in figura, ma soprattutto per le sue accentuate caratteristiche
isoidriche, cosa che la rende importante per la sua spiccata resistenza alle

condizioni di stress idrico .

2.2.2. Montepulciano

La varieta Montepulciano € una delle viti a bacca nera da vino diffusa
principalmente in ltalia, il vino prodotto € molto corposo e profumato, merito
anche dei VOC in esso presentj tra i quali, polifenoli, alcoli ed esteri (Baiano et

al., 2016) Occupa piu del 5% del suolo vitivinicolo italiano.

IL VITIGNO MONTEPULCIANO (h-i*

SR
Quattrocalici

34.800 ha

BQuattrotalict 2014

FIGURA 6 DIFFUSIONE VITIGNI M ONTEPULCIANO IN ITALIA (QUATTROCALICI , 2019)
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Questa varieta é stata scelta soprattutto per le sue caratteristicheanisoidriche,
cosache la rende importante per la sua suscettibilitd nei confronti degli stress

idrici, rispetto a | piu resistente Sangiovese
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2.3.Campionamento

Disegno sperimentale :

€¥ |

PP
La
A

3

RERE
S2E5
:

| Y|

PV g$| 7 7 €
wvaghadis i
¥ 7| 4| €¥

EERE

tSanginvese ISV RC1 ‘ Montepulciano TEAS

1 2 Sangiovese Ampelos TEALOD ‘ Montepuiciano Ampelos TEA 21

D WW (well watered) piena idratazione

U WS (stress watered) stress idrico

\

A R

253
3

K 10 1 12 /

FIGURA 7 BLOCCHI COLTIVAZIONE VITI E CONDIZIONI CONTROLLATE ~ (FARKAS,2023)
Come si evince dalla figura sono state messe in ordinerandomizzato sia le
posizioni che i trattamenti delle piante cosi da ottenere una randomizzazione piu
omogenea possibile delle condizioni per tutte le viti.
+21 Ux1 UDOI OUOWE 60U bdlieddi duvar@etd di &t EigseutbiuE 1 001 wi
due cloni differenti, due diversi tipi di trattamento in due momenti di

campionamenti diversi ognuna per sei ripetute biologiche, per un totale di 96

campioni come mostrato in figura .

Le piante sono state coltivate in serra, le condizioni di stress idrico sono state
indotte togliendo la normale irrigazione e inserendo il vaso contenente la vite
EOOzDPOUI UOOWEDWUOWDPOYOOUEUOWEDwWx OEUUPEEOQWEC
dalla terra, il campionamento e avvenuto alla fine della fase di maturazione delle

foglie.
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Dopo che le barbatelle hanno raggiunto il livello di maturazione necessaria

FIGURA 9 BARBATELLE POSTE IN CONDIZIONI FIGURA 8 GEMME DI
CONTROLLATE (FARKAS, 2023. MONTEPULCIANO
(FARKAS, 2023)

e avvenuto il campionamento nella serra a condizione controllate.

FIGURA 10FOGLIE DI MONTEPULCIANO IN CONDIZIONI DI STRESS IDRICO(FARKAS, 2023)

Come si evince dalla Figura 10, la verita Montepulciano in condizioni di stres

S

idrico presenta foglie ingiallite e avvizzite che conferma le sue caratteristiche

anisoidriche.
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E stata scelta una foglia matura per ogni pianta nella parte mediana della vite,
successivamente e stata tagliata lasciando intatto ilpeduncolo; quindi, arrotolata
ed inserita in una falcon da 50mL ed infine la falcon e stata inserita in un

contenitore contenente azoto liquido.

Una volta congelata la foglia, dopo avere preraffreddato un mulino a sfere con

azoto liquido, viene estratta dalla provetta, macinata per circa 1 min e riposta
sottoforOEWEDw x OOY 1 Ul w E O 0.zQnéstd vieh® Paiuntess® @ Enu i EOE OO
Ultracongelatore a -80°Cfino alla preparati va dei campioni.

La fase di campionamento €& stata svolta alla Fondazione Edmund Mach dalle

persone responsabili del progetto complessivo.
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2.4 Preparativalei campioni

La preparativa dei campioni & avvenuta nei laboratori della Fondazione Edmund

Mach. | materiali utilizzati sono:

Bilancia Gibertini Crystal 100 (0,1 mg)

Spatole di varie dimensioni

Vial da 20 mL crimp top

Setti e tappi in silicone microcentrati per HiSorb & (gas tight)*
Crimper

Na2SOs anidro

Toluene (LC-MS grade)

Metanolo (LC-MS grade)

Soluzione 2ppm di Toluene (LC-MS grade) in Metanolo (LC-MS grade)
Mulino a sfere

Azoto liquido

Ghiaccio secco (uso logistico)

=4 =4 4 4 -4 A4 A4 A4 A4 A4 A A

Dispositivi di protezione individuale (DPI)

Dopo aver indossato correttamente i DPI O1 E1 UUEUPwx1 Uw Oz EUUDPYDU

preparativa dei campioni.

Dapprima sono state contrassegnate le vial con un codice univoco,
successivamenteé stato preparato un contenitore coibentato riempito con azoto
liquido, dove sono state riposte insieme alle spatole. A temperatura ambiente
sono state preparatedelle vial con circa 500mg di sale, (Na=SOs anidro) e chiuse

con il crimper, le quali costituiscono i bianchi.

Z A N N oA o oA AN

a-80°Ced inseriti in un ulteriore contenitore coibentato.

1] setti microcentrati dato il diametro elevato dei probe una volta forati non possono essere
utilizzati per eventuali ulteriori analisi , ne ripetute.
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Dopo aver pesato ed inserito circa 500mg di sale, grazie EOOz EUUDPODPOwWET OO0I 1
refrigerate vengono pesati ed inseriti 50001 WEDwWOEUI UPEOI WEDOOOT PEC
ogni vial e dhiuse con il crimperd w+ z Ox I UE & B O O IpeututtuildamipiohE wU D x 1 U U
sui quali e stato possibile.

N A e NN ..

OEUOPWEEOxDPOOD e MmICD déve brahd ddotEnuti Erisue®ano
impaccati. Per questi, si &€ proceduto nel seguente modo: sono state prese delle
giare del mulino con la rispettiva sfera di acciaio e raffreddate con azoto liquido,
successivamente sono stati inseriti i campioni impaccati? e portati al mulino roto -

oscillante e macinate per circa 2/3 minuti, infine pesati e inseriti nelle vial .

Una volta preparate le vial sono state inserite in un contenitore termicamente
isolato per il trasporto insieme a ghiaccio secca Dopo essere state trasferite al
Dipartimento di Scienze Chimiche di Padova (DiSC) sono state nuovamente
stoccate in un Ultracongelatore a -80 °C. Tutte le operazioni svolte sui campioni
e successivamente sulle vial sono state eseguite mantenendo il ciclo del freddo

ad almeno -80 °C, cosi da limitare la perdita di VOC.

Infine, al DISC sono state preparate delle vial contenenti 1mL di una soluzione 2
ppm di toluene in metanolo che fungeranno da standard per il controllo dell a

stabilita dello strumento.

2 Per ogni campione é stata utilizzata una diversa giara cosi da ottimizzare le operazioni ed
evitare contaminazioni incrociate.
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2.5. Procedura sperimentale

La procedura sperimentale consta di due sistemi in accoppiata, TD e GC-MS, per

ognuno dei quali e stato dapprima testato e poi ottimizzato un metodo e sono

stati definiti dei parametri strumentali ottimali , successivamente messi in serie

x1 UwOz1 Ux1 UpOI OUO

LEw x UOETI EUUEwW UxI UPOI OUEOI w xUI YI El w Oz EQEOD
precedentemente preparati alternando bianchi e standard per il controllo

strumentale.

Dopo aver verificato il corretto funzionamento dei sistemi con dei campioni non

Exx EUUI Odsgeronento ExQOkw YDEw E1 00z DbUUDx]I UPEPODPUA U
campione, data la loro complessita interna (il termodesorbitore in totale contiene

piu di 13 valvole tra elettriche e pneumatiche), verranno eseguite le misurazioni

dei campioni come segue

Dopo aver condizionato il probe attraverso le procedure indicate dal produttore

si procede EOOw 07z EOBOBDODAD Ow EOUI UOEOEOwW EPEOET b1
verificando quindi che Oz EUUI O4& E w E b w Unalivdltd) de@nmiGataded U B E
stabilita dei sistemi e della IEUEwWw UPw xUOEI El wEOOwWw UO7zEQOEODI
indicativamente come segue:

Bianco

Quattro campioni

Bianco

Quattro campioni

Bianco

Condizionamento del probe

Condizionamento della trappola

Standard

© © N o o A~ W0 N PRF

Bianco
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10. Quattro campioni
11.Bianco

12.Quattro campioni

Si procede in questo modo condizionando il sistema dopo ogni tipo di
campionamento (sotto stress e dopo recovery)per randomizzare il piu possibile

le varieta, i trattamenti e il periodo di campionamento dei campioni .
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2.5.1.ParametrstrumentaliTD

FIGURA 11 TERMODESORBITOREM ARKES INTERNATIONAL CENTRI 360(M ARKES,2023)

Il termodesorbitore Centri 360 (Figura 11) € uno strumento molto versatile, in

guanto consente varie tipologie e modalita di termodesorbimento come:

1 Tube Desorption (desorbimento tubi adsorbenti)

=

Direct Desorption (desorbimento di liner di vetro riempiti con il campione

e successivamente inseritiE 00z DOUI UOOwWETI PwUUEDPWEEUOUEI
SPME

SPME-trap (SPME con criofocalizzazione)

HS

HS-trap (HS con criofocalizzazione)

= =2 a4 a4 -

HiSorba- (SPME ad alta capacita con criofocalizzazione)

Tra tutte le possibilita e stata scelta la tecnologia proprietaria HiSorba- dato che

in letteratura non esistono ad oggi molte analisi di questo tipo svolte con questa
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modalita, inoltre come dichiarato dal produttore, su alcune classi di composti
rispetto alla piu tradizionale SPME consente, a parita di condizioni sperimentali,
di arrivar e a limiti di rilevabilita (LOD) fino a due ordini di grandezza superiore

(Markes,2023).

La tecnica HiSorba- consente di raggiungere tali prestazioni anche grazie alla sua

maggiore superficie adsorbente rispetto ad una normale SPME come mostrato

nella figura sottostatane. OOU U] WEWEDJ§ OwWE OOz DOUI UOOWET 000 wU

L

T EETEQTE R

FIGURA 13CONFRONTO FIGURA 12ELETTROVALVOLE DI
SUPERFICIEADSORBENTE SPME INGRESSOIN TRAPPOLA ECELLA
(SX)EHISORB (DX). PELTIER

presente una trappola criofocalizzante, la quale, grazie ad una cella di Peltier puo
essere posta ad una temperatura fino a-30°C che consente di intrappolare i

composti in fase di desorbimento della fibra.

| parametri del metodo per questa analisi sono stati inseriti attraverso il software
del Centri 360 e i materiali sono stati installati dopo aver seguito un corso di

formazione specifico e sono:
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Parametro/Materiali Valore/tipologia

Temperatura di incubazione
Tempo di incubazione
Predesorbimento del probe
Temperatura di desorbimento probe
Tempo di desorbimento probe

Flusso desorbimento probe

Splittaggio di desorbimento probe

Purge della trappola

Temperatura trappola (durante
criofocalizzazione)

Temperatura di desorbimento trappola
verso GC-MS

Gradiente temperatura desorbimento
trappola

Tempo di desorbimento trappola
Splittaggio di desorbimento trappola
Temperatura Transfer -Line

Probe HiSorb &

Trappola

60°C
30 min.
0.5 min. a 50mL/min.
250°C
10 min.
50ml/min.

OFF (tutto il flusso desorbito finisce in
trappola)

1 min. a 50mL/min.

-5°C

280°C

E&huYC¥s
3 min.
15 mL/min.
170°C
CarbonWideRange (DVB/CWR/PDMS)

Material Emission (setacci molecolari
carbonizzati e polimeri porosi )

TABELLA 1 METODO E PARAMETRI STRUMENTALI TERMODESORBITORE
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Probe HiSorbas DVB/CWR/PDMS (nella figura sottostante di colore nero): Il

by

materiale della fiora adsorbente € composto da divinilbenzene,

FIGURA 14HI1SORB (M ARKES,2023)

polidimetilsilossano e materiali specificic come cere, non specificate dal
produttore, che riescono adadsorbire composti organici vol atili e semivolatili a

basso numero di carboni (Markes,2023)

Trappola Material Emission : | materiali della trappola sono costituiti da un corpo
di quarzo riempito con circa 60mm di materiale adsorbente composto da setacci
molecolari carbonizzati e polimeri porosi che riescono ad adsorbire composti

organici volatili e semivolatili che vanno d a Cia Caz.

\

AN

NN
N\

'\\

FIGURA 15 TRAPPOLE CRIOFOCALIZZANTI
(MARKES,2023)
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2.5.2 Parametri strumentali GBS

Il sistema GC-MS é composto da due parti interconnesse tra di loro e a loro

(ovvero gas cromatografo e spettrometro di massa) volta collegate al

S gt gt
| . I\;I‘ IIH"I :I i,l I

* l.;lm ==

FIGURA 16 SISTEMA GC-MS AGILENT (8860GC E5977BMSD).

termodesorbitore attraverso una transfer-line.

| parametri e i materiali del metodo per questa analisi sono stati inseriti attraverso
il software MassHunter GC/MS Data Acquisition versione 10 .0. come riportato

di sequito:
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Parametro/Materiali Valore/tipologia

GC
Flusso 1 mL/min.
Carrier gas He
Temperatura iniziale GC 40°C
Hold Time iniziale 1 min.
Gradiente 1 6°C/min.
Temperatura 1 190°C
Hold Time 1 2 min.
Gradiente 2 15°C/min.
Temperatura 2 280°C
Hold Time 2 1 min.
Post Run Temp. 290°C
Post Run Flow 1.2 mL/min.
Post Run Time 2 min.
Agilent HP -5ms Ultra Inert
Colonna
FYOWR wl ¥§BE OwWO w
MS
Temperatura sorgente 230°C
Temperatura quadrupolo 150°C
Mass range 35400 amu
Solvent Delay 2 min.
Modalita di acquisizione Scan
Sorgente SST EI (350)

TABELLARZ METODO E PARAMETRI STRUMENGEGMS
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3. Risultati e discussione

3.1. Ottimizzazione dei @rametri dei metoditrumentali

3.1.1. Fibra

Sono stati inizialmente scelti la tipologia di probe necessari. Infatti, a seconda del

loro utilizzo, in fase liquida o con campioni solid i, ne esistono di diversi tipi:

Standard length stainless steel
Standard length tipo Siltek

Short version stainless steel

= == a4 -

Short version tipo Siltek

E stato scelto il probe di tipo Short version tipo Siltek, cio perché andando ad
analizzare quantitativi esigui di composti si temeva una possibile interazione
strumentale poco rappresentativa, mentre, optando per questa tipologia di

x UOETI OwWUDPEUUEOI OUI wYybi Ol wUPEOUUEwWOzHPOUI UEAE

ES a

MARKE' MARKES

FIGURA 17 TIPOLOGIE DI PROBE PERH ISORB
Dalla figura 17 si nota chiaramente come il probe standard length sia piu indicato
per dei campioni liquidi che devono entrare in contatto con la fibora mentre lo

short length sia piu indicato per microestrazioni di tipo solido .
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Successivamente per la scelta della tipologia di fibra necessaria sono state
valutate sia la letteratura che le application note a riguardo. Le principali fibre

SOonNo:

PDMS
PDMS/CWR
PDMS/DVB

A =2 = =4

DVB/CWR/PDMS

PDMS:

volatili e semivolatili non polari (Fies, Puttmann, 2006).

PDMS/CWR :
+Ewi PEUEWEOUUDUUDUEwWEEwW/ OOPEDOI UDOUDPOOUUEOC
Oz EOEODPUDWEI PWEOOXxOUUDwWYOOEE®ODPwWOOOwx OOEUDuU
PDMS/DVB :

La fibra e costituita da Polidimetilsilossano e Divinilbenzene, viene spesso
utilizzata per la determinazione di composti volatili polari, € nota inoltre per la

sua elevata riproducibilita (Stenerson et al.,2016).

DVB/CWR/PDMS

La fiora ¢ EOUUPUUPUEwW EEw #DYDODPOEI O4al O Ow ?EE
Polidimetilsilossano, viene utilizzata per composti volatili, semivolatili e

sostanze presenti nel settore delle fragranze e aromi alimentari, inoltre € stato

dimostrato come questa tipologia di strato adsorbente presenti la piu alta

A oz P PPN

UPUxOUUEOwxIT UwlOUUUT woOl WEOEUUDWEIT Pws. " wx Ul Ul

Il venditore aveva incluso nello starter kit delle fibre in PDMS non nuove, che

sono state testate con vari materiali, ottenendo delle buone risposte, ma dopo
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alcune analisi si é scelto di acquistare le fibre in DVB/CWR/PDMS data la loro

migliore idoneita per la tipologia di analisi, come mostrano i seguenti risultati.

S T e
vt QAW ¢ 54 0C: - HIANS B% %Y b = e )

el
10

2-Hexenal

02 |

8 9 W n 2 13 18 15 % 7 W 18 H A 2= 23 # B K H B N B I B B M B B ¥ B W 0 41 4 43 4 &5 %K & 8
Courts vs. Acauisition Time (min)

FIGURA 18 CONFRONTO CROMATOGRAMMA OTTE NUTO CON FIBRA PDMS 149G FOGLIE
(ROSSQ E FIBRACWR 140vG FOGLIE (VERDE). | TEMPI DI RITENZIONE SONO SPOSTATI NEI
DUE CASI PER MOTIVI TECNICI .

Il cromatogramma in Figura 18 serve a mettere in risalto solo le differenze di
intensita di segnale tra i due metodi posti a confronto, nei quali variano anche i

tempi di ritenzione cheOOOwl EOOOwWH OI OUI 64l wUoUOOzHPOUI OUD
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3.1.2. Trappola

Le trappole disponibili nel sito del produttore sono molte e spaziano a seconda
delle applicazioni, alcune anche molto specifiche, come trappole per metodi EPA

e identificazioni di armi chimiche (Markes, 2023)

+Ow U0UUOI OUOw T Paw xUI Ul OUEYEwWw UOEwW UUExxOOE
riempimento di 60 mm di materiale polimerico poroso, probabilmen te Tenax,

non sono state trovate molte informazioni a riguardo né in letteratura né nel sito

del produttore, dalle indicazioni del produttore questa trappola &€ adatta per

composti volatili da C s a Csoss2.

2000wWUUEUT wUYOOUT wEl 001 wEOEOPUPWEOOWOEWUUE x
risposte poco intense se rapportate ai segnali di disturbo generati da composti

rilasciati da colonna, probe e setti.

La scelta della trappola e stata fattain base alle speifiche tecniche dichiarate dal

produttore OwUP woé wOx UEUQwW@UPOEPwWxT UwUOEwW?, EUI UPEC
che presenta un riempimento misto di setacci molecolari carbonizzati e polimeri

porosi che riescono ad adsorbire composti organici volatili e semivolatili che

vanno da Cza Cs2ed inoltre e stata scelta perché aiuta ad eliminare selettivamente

Oz EEQUES®
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/\ Chromatogram Results (zoomed)
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FIGURA 19 SOVRAPPOSIZIONE CROMATOGRAMMI OTTENUTI CON TRAPPOLA GENERAL
POURPOSE149,3\G FOGLIE (ROSSQ E TRAPPOLA MATERIAL EMISSION 136,221G FOGLIE
(VERDE).

Il cromatogramma in Figura 19 serve a mettere in risalto solo le differenze di
intensita Oz DO UIT O U b Udateu €h® ma Ul dluk @eEodilposti a confronto, nei
quali variano anche i tempi di ritenzione, i quali non hanno influenze

UuUOOzDOUI OUDPUES
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3.1.3. Colonna

La colonna cromatografica utilizzata durante la fase di installazione dello
strumento era una Agilent HP -k OU w4 OUUEw( O1T U0 wt YOwR wl kY4 Ouwf:
presentava delle prestazioni sufficienti per la risoluzione dei composti, ma si &
optato per una colonna piu indicata e con delle prestazioni migliori, ovvero una

Restek Rxit | K2DOw, 2wt YOwR wl kY4 OwR whd Kws O8

La quale infine & stata risostituita con Agilent HP -k O U w4 OUUE w( O1 U0 wt YOuw
RwYoél kg Owxl UwdOOUPYPwWUI EOPEDG
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3.1.4. Parametri TD

| parametri princi pali del termodesorbitore impostabili sono:

Temperature (ad esempio, di incubazione)
Tempi (ad esempio, di incubazione)
Splittaggi

Flussi

=A =4 = =4 =4

Condizionamenti di sistema e tool

Le varie prove sono state svolte tenendo in considerazione il pattern cheseguono

DPOWEEOxDPOO! wi wbwEOOxOUUPWET T wedOOUDI O WEOOZE

FIGURA 20PERCORSO GENERALE SEMPLIFICATO PER IL TERMODESORBIMENTO ESEGUITO

Lo schema precedente &€ una versione rappresentativasemplificata del circuito
del TD.
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Incubazione :

Per i tempi di incubazione, sono stati testati 3 diversi tempi:

30min./45min./60min.

Acn Results ; d)

2ot QY ¥ 54 DC2 v i
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FIGURA 21 SOVRAPPOSIZIONE CROMATOGRAMMI A DIVERSI TEMPI DI INCUBAZIONE , GLV A
30MIN . (ROSSQ,45MIN . (NERO), 60MIN . (VERDE).

fien Results d)
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FIGURA 22 SOVRAPPOSIZIONE CROMATOGRAMMI A DIVERSI TEMPI DI
INCUBAZIONE, ALCOL BENZILICO A 30 MIN. (ROSSO),45MIN. (NERO), 60 MIN.
(VERDE).

Come mostrato nei cromatogrammi il tempo di incubazione & proporzionale

EOOzDPOUI OUDPU & wiuesihOiguliatd B satobvérificaioperk GLO e per

i Fenoli, composti che sono stati scelti per la loro elevata presenza nelle foglie di
vite.
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In letteratura si trovano diverse temperature di incubazione che vanno dalla

temperatura ambiente fino ai 90°C (Dias et al.,2019) Il criterio seguito per la

temperatura e stato quello di portarla piu in alto possibile considerando due

limiti importanti, ovvero, evitare la degradazione dei volatili di in teresse e
OPOPUEUI wOzI1 YExOQUEaADOOI wEl OOZEEQUEWEEOOI wi (
causando problemi strumentali e analitici.

Per il tempo di incubazione di 30 min. si riescono comungue ad apprezzare tutti

PwUI T OEOPOWEOET | uopadrziotaihénte thidgred OUT OUDPUE wx U

Quindi il giusto compromesso tra tempo di analisi e segnale strumentale si

~ A e s N

Desorbimento probe :

Per il tempo, la temperatura e il flusso di desorbimento si & deciso di mantenere le

condizioni costanti indicate nelle tabelle soprastanti sia in fase di sviluppo metodo che

EUUEOUI wOzIi Uxi UPOI OUOOWPOWBUEOUOOwWI EET OEOQWET buw
che nulla veniva trattenuto, e nemmeno lungo la durata d elle prove sequenziali si

osservato un aumento di segnale dapossibili accumuli. Tali parametri, quindi, erano

DEOOI PWEEWEUUPEUUEUI wOZEUUI CAEWEDwWI i 11 0UDWOI OO
Percio il desorbimento della fibra € stato mantenuto sempre a 250°C per 10 min. alusso

costante di 50 ml/min.
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Adsorbimento sulla trappola di criofocalizzazione
+7ZEEUOQUEDOI OU O wb Opudvehientexddl GeSanbimiertowdél prabe &) O w
stato uno dei parametri chiave da ottimizzare.

| Alloggiamento
trappola

FIGURA 23 CELLA PELTIER E ALLOGGIAMENTO TRAPPOLA .

Nella trappola avviene la criofocalizzazione, ovvero la concentrazione degli

analiti di interesse a seconda di tre parametri:

91 Il riempimento
1 Latemperatura

9 Il flusso di splittaggio

Per il primo parametro si rimanda al paragrafo precedente Trappola, per quanto

riguarda la temperatura, il limite inferiore dichiarato dal produttore € di  -30°C.
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Inizialmente si & optato per una temperatura di circa 10 °C ossia appena al di
sotto di quella ambientale, criofocalizzando cosi a 10 °C. Cio serviva a capire
EDYI UUPWEUx1 UUPOWEOOI wOEwWUDPUx OUUEWUUUUOI OUE
Nelle fasi iniziali del progetto non si € mai scesi sotto gli 0°C per una ragione
fondamentale, ovvero, non essendo liofilizzate le foglie contenevano molta

acqua, problema che dal punto di vista analitico € stato risolto come indicato nel

paragrafo Parametri MS mentre dal punto di vista strumentale poteva risultare

un problema in quanto se si fosse adsorbita acqua in trappola a temperature al di
sotto degli 0°C sarebbe potuta congelaree quindi espandendosi avrebbe rotto il
quarzo di cui & costituito il corpo, dato il basso coefficiente di espansione di

guesto materiale.

In fase di sviluppo metodo , per evitare il precedente problema, si & optato per

due possibili soluzioni a questo probl ema, ovvero, la scelta di una trappola il cui

UPI OxDPOI OUOWEPUUEWOEwWUDPOO&aADOOI wUIl Ol UUPYEWE
preparativa dei campioni di Na -SQu anidro il quale, essendo igroscopico, elimina
OWEDPUUEWEEwW OPOPOEUI wo rhekaidgbioweconybladliin@éel wOl D wE
di incubazione.

Grazie alle accortezze sopracitate si e arrivati fino alla temperatura di
criofocalizzazione di -k S" OwUOQwUOUI UPOUI wOUUI UYEaADOOI wo
EEQGUEWET I wxEUUEWEOOZ POUI ith&i® heksli éOud Hussd,UE x x OOE
fattore che ne diminuisce il tempo di contatto.

Il flusso di splittaggio della trappola nel corso delle prove e stato oculatamente

diminuito da 50:1, fino ad arrivare ad uno splittaggio di 15:1 aumentando

sensibilmente la risposta strumentale, sfortunatamente non si € potuto né

eliminare né scendere al di sotto di questo valore per la conformazione

strumentale; infatti, al di sotto di questo valore, per effetto Venturi sarebbe

entrata aria attraverso lo split vent.
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FIGURA 24 SPLITTAGGIO TRAPPOLA IN FASE DI DESORBIMENTO VERSO IL GC.

Desorbimento della trappola :

Il desorbimento della trappola non é altro che un gradiente di temperatura
applicato alla trappola, che di fatto pud anche essereconsiderato esso stesso un

flash termico.

E molto importante dal punto di vista di risoluzione del cromatogramma,

inquanto mag giore sara la velocita di desorbimento maggiore sara la risoluzione

dei picchi.

+EwY]l OOEPUAWE]I Owl UEEDPI OUIl wxUguwl UUI Ul wET EDU
guesto motivo si e deciso di optare per la massima velocita di desorbimento,

ovvero &00°C/s epoi continuare il desorbimento per altri 3 minuti cosi da

desorbire anche gli analiti piu pesanti e consequenzialmente preparare la

trappola per la nuova analisi. UUUEYI UUOwWOZEEQ@UPUPADPOOI wEDuU
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campioni di prova si € potuto dimostrare che la trappola non presenta effetti di

memoria per i composti di interesse.

Transfer -line :

La transfer line non é altro che un capillare, tipo colonna cromatografica ma senza
fase stazionaria e con un rivestimento inerte lungo la superfice interna,

coibentato e termostato, che mette in collegamento il TD con il GC.

La temperatura della transfer-line & stata mantenuta a 170°C. Poteva essere
aumentata per evitare eventuali condensazioni di composti piu alto bollenti

EOOz DOUI U O Ona Eohsl@&audsCarst affiaita delle pareti e la velocita
di flusso e le classi di composti prese in esame, si e preferito rimanere a 170C

cosi da non danneggiare il componente che risulta essere piu fragile rispetto ad

una colonna capillare normale.

FIGURA 25 TRANSFER LINE IN USCITA DAL TD (IN ALTO NELLA FIGURA ) E IN INGRESSO NEL
BACK INLET DEL GC (IN BASSO NELLA FIGURA).
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3.1.5. Parametri GC

| parametri principali del gascromatografo in questa configurazione impostabili

sono:

Temperatura
Tempi

Flussi

= == A -

Condizionamenti di sistema

| parametri, che corrispondono al metodo cromatografico, sono stati ottimizzati
partendo con il testare i metodi presenti in letteratura, quindi con un tempo di
analisi (per quanto concerne il gascromatografo) di 1 ora circa mantenendo un
gradiente fisso di temperatura, 5°C/min., dai 40°C fino ai 280°C cosi da avere uno

screening iniziale di risposta strumentale.

A Results ( d

20t QB ¥ S5O0 1 v oD AMSLS K% KB L = Mnutes -3
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FIGURA 26 CROMATOGRAMMA CON DURATA CORSA SIM ILE ALLA LETTERATURA .

Come si nota dal cromatogramma la corsa inizialmente presentava una durata
eccessiva e uno scarso segnale da parte degli analiti e riscalando Il

cromatogramma verso la fine, dal minuto 44 sarebbe emerso un eccessivo

bleeding di colonn a rispetto al segnale ottenuto.
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Successivamenteg con questo sistema, tra i valori ottimizzabili troviamo le rampe
di temperatura; quindi, attraverso un calcolatore cromatografico si & associata
una temperatura al tempo di ritenzione degli analiti di interesse, cosi si sono

potuti creare dopo svariate prove due gradienti :

1 6°C/min. da 40 °C a 190°C : gradiente lento per la migliore separazione
degli analiti piu presenti
1 15°C/min. da 190°C a 270°C: gradiente piu veloce inquanto zona termica

dove la quantita di composti eluiti non risultava essere eccessiva

00zP0OPaAaPOwWI WEOOEwWI POl WwEPwWOT OPwhPOUI UYEOOO W
time cosi da lasciare il tempo allo strumento di stabilizzare le temperature e di

far eluire i componenti.

Dalla tabella presente nel paragrafo Parametri strumentali GC -MS e possbile

notare come la temperatura iniziale sia di 40 °C. Inizialmente é stata testata una
temperatura di 35 °C, per verificare la presenza di composti molto leggeri il
cromatogramma e stato riscalato aumentando di tre ordini di grandezza rispetto

agli altri cromatogrammi come si puo vedere in Figura 27.

20t QY ¥ M O9C W1 ALLSE %% % B A& S Mnutes -3

x104 |+EI TIC Scan 6F_1.D
5.2

5
48
46
4.4
42

06 08 1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3 32 34 36 38 4 42 44 46 48 5 52 54 56 58 6 62 64 66 68 7 72 74 76
Counts vs. Acquisition Time (min)

FIGURA 27 SOVRAPPOSIZIONE CROMATOGRAMMI INGRANDITI , PER LA VERIFICA DELLA
PRESENZA DI COMPOSTI LEGGERIL
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Una volta determinata la loro assenza, riscalando di tre ordini di grandezza il
segnale, si e potuta portare la temperatura iniziale del forno a 40 °C migliorando
sensibilmente il tempo nel quale il sistema passava da uno stato di prerun a

ready, passando dai circa 20 mina 7 min.

NN A e NN

cromatografica é stata impostata una temperatura di post-run di 10 °C superiore
cosi da eliminare eventuali composti ancora ritenuti, e calcolando il volume della
colonna e sommandolo a quello della transfer line, si € impostato un flusso
maggiore rispetto a quello di analisi (1.2 mL/min.) per un tempo di 2 min cosi da

A s oA~ A SN oA

successivamente confermato dai bianchi di sequenza successivi.
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3.1.6. Parametri MS

Lo spettrometro di massa € uno strumento molto potente e versatile in ambito
analitico, per questo si & cercato di dare un approccio piu conservativo negli altri
due sistemi cosi da limitare la quantita di possibili interferenti e, da poter ottenere

dei risultati piu intensi senza rinunciare eccessivamente al rapporto

segnale/rumore.
Range m/z:
SCAN DATA ACQUISITION SIM DATA ACQUISITION
SIM
1\ mass 1
Quad Dwell
ua time
voltage
(amu) 1\
Quad SIM
voltage mass 2
(amu) SIM
mass 3
_ Overhead Time <> ]
&— Scan Time—>>&—> Overhead Time
«€——— SCANCYCLE TME—> < - >
SIM cycle time
TIME —> TIME —>

FIGURA 28 M ODALITA DI A CQUISIZIONE SCAN (SINISTRA) E SIM (DESTRA).
Conoscendo anche questo aspetto dello strumento € possibile ottimizzare la
risposta sfruttando la sua potenza, restringendo il range delle masse quanto piu
possibile, in quanto la grandezza del range € inversamente proporzionale a
tempo che il quadrupolo passa a selezionae una determinata massa ottenendo
cosi, dopo aver individuato i composti trovati nelle analisi e in letteratura il range
di massa minore possibile, che per quanto concerne questa analisi € stato di 35

400 m/z, il limite superiore & volutamente piu alto d i quanto necessario per

individuare eventuali composti non considerati nelle analisi preliminar i.

Solvent delay :
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Come anticipato nel paragrafo precedente é stato considerato il volume di
colonna e transferline, cio e stato utile non solo per il calcolo deltempo e il flusso
di post-run, ma anche per il solvent delay time, ovvero il tempo che intercorre
EEOCOzDPOPAaPOWE]I OOEWEOUUEWEUOOEUOT UEI PEEw I BC
sorgente. S e deciso di impostarlo a 2 min ma ad un flusso di 1 mL/min. Cio porta
a due vantaggi: uno analitico, perché tutto quello che rileva il detector
corrisponde ai composti eluiti € non ai volumi morti di sistema ; ed un altro di

tipo strumentale, OY Y1 UOwO7z EUUDPYEA4ADOOI wUPUEUEEUEWE]T Ouw

il solvente da acceso
Scan Speed

Lo scan speed € la velocita che impiega lo strumento ad eseguire le scansioni,
risulta essere direttamente proporzionale al numero di scansioni che esegue |l
sistema per unita di secondo. Come compromesso e stato utilizzare uno scan
speed di 2, che corrisponde aduna frequenza di scansione di 3.9 scansioni per
secondo. S sarebbe potuto impostare a valori piu bassi per ottenere un maggior
numero di scansioni ma cio avrebbe comportato uno scan cycle time piu corto,
che di fatto avrebbe reso piu ripida la curva e complessivamente diminuito la

sensibilita strumentale nei confronti degli analiti target.
Gain factor :
S| o AT S

Semiconducting
layer

Electroding

Primany

e Secondary Glass Cutput
radiation alactrons channeal alectrons
weall

FIGURA 29 SCHEMA ELETTROMOLTTIPLICATORE A DINODO CONTINUO
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Il gain factor & quel parametro che a seconda del tipo di analisi puo essere

modificato e consente di  applicare il potenziale desiderato

applicato, tuttavia un suo incremento porta ad un aumento del rumore di fondo .

Per questa analisi si € deciso di applicare un gain factor ditre e cio ha portato ad

A A N oA s 2 A

I valori soglia consentiti al fine di non usurare il sistema.
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3.2. Messa a punto denetod

La messa a punto del metodo e stata svolta in varie fasi Inizialmente sono stati
UPDUOOUDWET PwuxUOEOI OPwUI OE guantoRdugd@RE kb x UOEE D C
strumento Centri 360 della Markes International & presente solo in due esemplari

in Italia e in letteratura ci sono pochissime informazioni a riguardo.

Dopo aver eseguito dei corsi specifici sulla parte software e hardware sono stae
testate varie componentistiche; infatti, attraverso il cambio di configurazione si

possono utilizzare diverse tecniche analitiche.

Inizialmente , per approcciare alla tecnica proprietaria del produttore, sono state

fatte delle prove con il tool HiSorb & con del materiale vegetale (10062000 mg)

OOUOwxT Uwobz1 OPUUPOOT wEPwWS5. " wEOO]I WEDNEET WED w
UUEPUOWUPwWwOo wOOUEUOWOzI1 Ol Y Eplbeeirkalix dlcid U&d w ED w
composti come il limonene rimanevano anche nei cromatogrammi dei bianchi

successivi ai campioni, cio portava a dei condizionamenti multipli prima di ogni

analisi e per questo si & deciso di diminuire il quantitativo di campione.
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FIGURA 30 SOVRAPPOSIZIONE CROMATOGRAMMA OTTENUTO CON HISORB, 100(MG
BUCCIA DI ARANCIA (NERO) E SUCCESSIVO BIANCO(ROSSQ.

Come si puo notare dai cromatogrammi sovrapposti il segnale del limonene nel
cromatogramma nero risulta saturato e soprattutto rimane presente anche
Ol OOzEOEOPUPWEPWEDPEOEOWUUEE]T UUDYEWEOQWEEOxXxBHC
Montato il tool per la tecnica HS-trap, sono state eseguite delle misure su dei

EEOxPOOPWUDPOPOPWEwWBUI OOPWETI OOzZEOEOPUPOWOYYI

rispetto a quello presente in letteratura (50mg) (Lazazzara, 201§, ma anche
iniettando gradualmente fino a grandi volumi, circa 5 mL, non si riusciva ad

ottenere un segnale apprezzabile.

Successivamente e stato provato il sistema HiSorla» mantenendo invariato il
quantitativo e la tipologia di ¢ ampione. Le analisi preliminari svolte con questo
UPUUI OEwWUOOOWUUEUT wi UTTUPUI WwEOOWOEWUUEXx xOOE

I probe costituiti esclusivamente da PDMS.
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Cambiando sistema si sono dovute fare delle prove empiriche per quanto
concerne i tempi, in quanto la letteratura non presenta metodi simili se non con
i PEUEWEDwWUDxOw2/ , $wUUEE b adod GerGbndiziogaoO U U1 OO wl
secondo le istruzioni del produttore, si e deciso di seguire il seguente metodo per

il sistema Markes

Tempo di incubazione: 60 min.
Temperatura trappola: 0°

Splittaggio in fase di desorbimento del probe verso la trappola: 50:1

= =/ = =4

Splittaggio in fase di desorbimento della trappola verso il cromatografo:

50:1

La diluizione del campione totale, quindi, risultava esser e molto elevata. Cio e

stato fatto per controllare la risposta, partendo da un gradiente di concentrazione

EEUUO6 w3 UUUPwWT OPWEOUUDPWXxEUEOI UUPwWwUOOOWUDOE
metodo (vedi tabella metodo e parametri strumentali del termodesorbitore)

Non ottenendo risultati dal punto di vista cromatografico si € deciso di escludere

il primo splittaggio, criofocalizzando maggiormente, e di fatto diluendo il

campione di 50 volte.

Il metodo del cromatografo e della massa in fase preliminare sono stati impostati

PNEEEN A 2 a2

1 Tempo totale corsa cromatografica: 53 min.

1 Gradiente di temperatura: 5°C/min da 40°C a 260°C mantenuti per 3 min.

Tutti gli altri  parametri, compresi quelli della massa, sono stati modificati nel
corso delle analisi preliminari, dando priorita a quelli cromatografici fino ad
ottenere il metodo di cui sono riportati i dettagli nella tabella (Metodo e parametri
strumentali GC-MS). Le prime modifiche hanno portato ad un tempo totale di

analisi di 126 min per ogni campione e hanno fornito i primi risultati.
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FIGURA 31 CROMATOOGRAMMA GLV, 43MG FOGLIA DI VITE .

#EOWEUOOEUOT UEOOEwWUDP wOOUE w Endtd di eayidddd, | wE OO w C
43mg, si pud comungue ottenere un segnale apprezzabile deiprincipali GLV.

Una volta individuati i primi analiti sono state ripetute le analisi per testare la

rappresentativita dei risultati . Successivamente al fine di aumentare il segnale,

si € optato dapprima per diminuire gradualmente il rapporto di splittaggio con

un rapporto minore fino a raggiungere 1:20 e solo successivamente e stato

aumentato il quantitativo di foglie nelle vial, arrivando fino a 550 mg. Si é tenuta

costantemente monitorata la condizione dei cromatogrammi per non andare

incontro a fenomeni come cross contamination o accumulo di composti sul probe.

Una volta trovato indicativamente il pool di composti, € stata ottimizzata la corsa
cromatografica ad un gradiente con hold time concentrandosi in un range di
temperatura che va dai 40°C ai 190°C dove si trovano i composti di maggior

interesse.
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Infine, é stato definito il metodo finale, dove si tiene conto della scarsa presenza
di VOC ad alte temperature, creando quindi i due gradienti presenti nella tabella

sopracitata che consentono, per quanto possibile con la colonna a disposizione di

UETTDUOTT Ul wUOOWET Pwg@UEUUUOWOEDI UUPYDPwx UDOI

cromatografico:

1 Risolvere il cromatogramma quanto piu possibile

T #PbOPOUADPOOI wWEI OwUI OxOwEZEOEOPUPW UDU

letteratura
1 Massimizzazione della risposta strumentale

1 Salvaguardia del sistema TD-GC-MS?

Svolgendo anche dei corsi di formazione specifici inerenti alla GC-MS sia

UOI UPEUI wET | wi EUEPEUI OWEOOwOzEaDI OEEwW# 3.

ottimizzare i parametri della massa sfruttando a pieno la potenza strumentale
senza compromettere le parti piu sensibili come sorgente, quadrupolo ed
elettromoltipl icatore, ottenendo quindi un incremento di limiti di rilevabilita mai

raggiunti fino a quel punto del progetto.

3 Si sarebbero potuti ottenere dei risultati lievemente migliori ad un costo proporzionalmente
piu alto, ma é stato posto tra gli obiettivi principali lo sviluppo di un metodo che tenga conto
considerevolmente della longevita dei consumabili strumentali e le parti piu sensibili dei
sistemi senza rinunciare alla risposta strumentale.
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FIGURA 32 CROMATOGRAMMA FOGLIE ACQUISITO CON METODO NON OTTIMIZZATO ,0.588
MG DI FOGLIE.
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FIGURA 33 CROMATOGRAMMA FOGLIE ACQUISITO CON METODO OTTIMIZZATO , 0.33IMG DI
FOGLIE.

"OO0l wi YPEI OAPEUOWEEPWEUI WwEUOOEUOT UEOCOPOWDO
dei metodi, in nero con i metodi ottimizzati, il segnale raccolto € molto piu

intenso pur riducendo il quantitativo di campione analizzato di piu 200mg e |l

tempo di analisi di circa 20 min, tutto cio a costo di una piu bassa risoluzione che

comungue non hainficiato la corretta identificazione dei composti.
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Come gia anticipato nei paragrafi precedenti una problematica molto importante
EPw@UIl UUE wUD x O GnipbsBithlita ElEfare(tElIE GpBtiEecanslas@gsa
vial; quindi, x UDPOEwWEP wx EUUEUI wE 00Oz E O E OmtbBziofte® O wb wE E

AN e s N A

sottoposte a stress e a quelle di controlld® wO z B E1 Od&siata Bsedtita Bainidel

la consultazione della libreria NIST17.

T .

.empo d Classe di

ritenzione .

(min.) PP

3.44 Furan, 2-ethyl- 320816-0 Vero Furani
3.88 L-Butanol, 3-methy! - 123513 Vero Alcoli alifatici
3.94 1-Butanol, 2-methyl - 137326 Vero Alcoli alifatici
4.22 2-Pentenal, (E} 157687-0 Vero GLV
4.43 el Ll Vero Idrocarburi €
4.47 2-Penten-1-ol, ()- 1576950 Vero Alcoli alifatici
500 Hexanal 66-25-1 Vero GLV
544 Cyclotrisiloxane, hexamethyl - 541-05-9 Vero Silossani
5.96 Unknown 5.96 Unknown Falso Unknown
6.21 2-Hexenal 505-57-8 Vero GLV
6.34 SUILTFLENE 10041-4 Vero Idrocarburi
6.49 1-Cycloocten-5-yne, (2)- 6663323-6 Vero Idrocarburi

4 Di quasi ogni campione € stato conservato un backup in un ultracongelatore a -80°C in F.E.M.
5Vero sea 70%, Falso se non é stato trovato riscontro con la NIST17.

6 Usato come standard per monitorare la stabilita dello strumento

7 Costituenti della colonna e/odel probe e/o dei setti microcentrati.
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6.82

7.18

7.42
8.25
8.69

9.35

9.64

9.79

10.05

10.54
11.14
12.20

12.56

14.59

15.94

18.33
18.69

18.83

19.78

19.88
20.51

Cyclohexanol
2-Heptanol
3,4-Heptadiene

Unknown 8.25

Benzaldehyde

5-Hepten-2-one, 6methyl -

Cyclotetrasiloxane,
octamethyl-

2-Propanol, 1-(2-methoxy-1-

methylethoxy) -

Propane, 1,2dimethoxy -

Benzyl alcohol

Unknown 11.14
2-Nonanol

Phenylethyl Alcohol

Methyl salicylate

Geraniol

Eugenol

Unknown 18.69

1,2-Oxaborole, 2,3,4triethyl -

2,5dihydro -5,5-dimethyl -

Caryophyllene

.alpha.-lonone

Humulene

10893-0

54349-7

245431-1

Unknown
100-52-7

110930

556-67-2

2032432-7

7778850

100-51-6

Unknown
628999

60-12-8

11936-8

106-24-1

97-53-0

Unknown

6114264-1

87-44-5

127-41-3

675398-6

Vero

Vero

Vero
Falso

Vero

Vero

Vero

Vero

Vero

Vero
Falso

Vero

Vero

Vero

Vero

Vero

Falso

Vero

Vero

Vero

Vero

Alcoli alifatici
Alcoli alifatici

Idrocarburi
Unknown

Aldeidi

Chetoni

Silossanf

Alcoli alifatici

Idrocarburi

Fenoli
Unknown

Alcoli alifatici
Fenoli
Esteri

Alcoli alifatici

Fenoli

Unknown

Organoborani

Sesquiterpeni

Monoterpeni

Sesquiterpeni
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21.10

21.21

21.49
21.89
22.07

22.90
23.08

23.15

23.26

23.51
23.72

trans-.beta-lonone
cis-.alpha.-Bergamotene
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Monoterpeni
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Unknown
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Sesquiterpeni

Unknown

Aldeidi

Unknown
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3.3. Controllostrumentale

#OxOwoOOwUYPOUx x QwWET OwlOl UOEQwx 1 Welld stassOE OPD U D wo
YOOUOI wEPw@UI 001 w Uddmeddnta ankl (@i saluzibnd stahdall OE OB U D w
2ppm di toluene in metanolo per controllare la risposta strumentale lungo il

tempo

Stabilita strumentale

® 2 ppm Toluene in Metanolo Mediana H®
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"OO0l wUPwl YDPOEI wEEwl UEI PEOOWOOwWUUUUOI OUOwi EWEE®

di errore 2h, anche la tendenza dei valori risulta accettabile.
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3.4. Risultati delle analisi statistiche

Sono state formulate tre tesi, ovvero il confronto tra varie tipologie di condizioni

a cui sono state sottoposte le piante:

T

T

T

WW stress vs WS stress:sono state @nfrontate le foglie delle viti di
controllo (WW) e quelle sottoposte a stress (WS). Le foglie sono state
raccolte nel periodo di campionamento dopo due settimane di stress
idrico.

WW post vs WS post: sono state confrontate le foglie delle viti di controll o
(WW) e quelle sottoposte a stress (WS). Le foglie sono state raccolte nel
periodo di campionamento dopo due settimane di recovery, ovvero ad

una normale idratazione dopo lo stress idrico.
— i 01 i—n € i: dono state dapprima eseguite le medie delle
ripetute tecniche per ogni varieta e dopo aver fatto il rapporto delle

condizioni a cui sono state sottoposte e stato eseguito un confronto tra i

periodi di campionamento.

E stato eseguito il t-test per tutti i composti che seguiranno.

N.B. Dopo il nome del composto sono state inserite 4 tipologie di sigle che

DOEPEEOOWOEwWUDT OPi PEEUPYPUA WUUERPIDADEEOG w? dC

2dd?2w, OO0UOw BEd P DEEWR DO D4 @R)EIHXBOBAIG » w OO0 w

significativo

Di seguito vengono riportati i boxplot delle tesi per alcuni composti:
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Y-Farnesene
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2-Heptanol
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2-Nonanol
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Come si nota in Figura54 0z 1 O b U U B@&hol, B-tr@hylkurisulta aumentata
durante la fase di recovery nelle piante precedentemente sottoposte a stress
idrico.
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Come si nota in Figura 59 Oz 1 OPUUDOOI WETI OWEOOxOUUOwWw OO0 wW
ridotta in condizioni di stress idrico.
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3.5. Comparazione con la letteratura esistente

Da letteratura si evince che alcuni composti, quali: terpeni, sesquiterpeni e alcoli
vengano emessi in quantitd maggiore quando le piante sono sottoposte a stress
per i campioni sottoposti a stress, eccezion fattaper il 2-metil -1-Butanolo, il quale
non risulta presente nelle foglie di controllo mentre emerge in quelle sottoposte

a stress In particolare, sesquiterpeni, quali cis-Y-E T UT E O O U-HarGdsend, eu Y
aldeidi, quali il tetradecanale, sono presenti in concentrazioni minori nelle foglie
sottoposte a stress.

2PwOUUI UYEwEZzEOUU OGiwléuk @dl GanpoktiGapiaditai inéle) O w E
piante sottoposte a stress dopo un periodo di recovery, cio potrebbe confermare
quanto emerso da un recente studio sui VOC emessi dalk piante in condizione

di stress, ovvero che la produzione dei VOC possa essere alterata nel periodo
successivo ad uno stress (Midzi, 2022)Infatti 2 -eptanolo, 2-nonanolo, 3-metil -1-
butanolo risultano essere emessi in quantita significativamente maggiori dopo la

fase di recovery da parte delle piante sottoposte a stress idrico
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3.6. Prospettive future

EDI UUDYPDWEEWUETT DUOTT Ul wOl OwxUuoduUbI 1
1 Aumentare la risoluzione cromatografica di piu del 100% rispetto
EOOzEUUUEOI wOi UOBEO
T UOI OUEUI wOEWUPUxOUUEwWUUOUUOI OUEOI WEDPwx Dk
metodo
1 Aumentare la quantita di composti individuabili
1 Aumentare lo score generale dei composti di piu del 10% rispetto
EOOzZEUUUEOI wOi UOBEO
Gli obiettivi sopraelencati non sono frutto di una futura rosea visione
Uxl UPOI OUEOI OWOEWEPwWUOZEUUI OUEWEOEOPUDPwWI wodLC

e della strumentazione a disposizione, sviluppata durante le analisi eseguite.

Parametri aggiornati per raggiungere i nuovi obiettivi

Parametro/Mat eriali Valore/tipologia
TD
Tempo di incubazione 60 min.

Temperatura trappola (durante

criofocalizzazione) -20°C
GC

Gradiente 1 3°C/min.
Temperatura 1 180°C
Hold Time 1 2 min.

Gradiente 2 25°C/min.
Temperatura 2 280°C
Hold Time 2 1 min.
Post Run Temp. 290°C
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Post Run Flow 1.2 mL/min.
Post Run Time 5 min.

Agilent HP -5ms Ultra Inert

Colonna A A
t YOwRB wl KY4Z OwB wy
MS
Mass range 35300 amu
Solvent Delay 3 min.

Costi per raggiungere i nuovi obiettivi

1 Aumento del tempo totale di analisi del 509

8 Risultato ottenibile integrando la modalita prep -ahead nel software del Centri dopo avere
calcolato attraverso varie prove il GC cycle-time quindi mettendo in sequenza i campioni.
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4. Conclusioni

Il lavoro svolto con questo progetto di tesi ha portato alla creazione e successiva

~ A~ e s N A

rilevare i VOC presenti nelle foglie di vite .

Si e partiti dalla valutazione e dalla scelta dei componenti piu adatti per la

tipologia di analisi come fibra e trappola dopo vari esperimenti . Si e ricorsi anche
a degli espedienti per ridurre le problematiche intrinseche alla tipologia di analisi

e campionamento. Inoltre, grazie ad U Oz O U U b O Brandit& sobn@r® & della
metodologia di analisi, € stato possibile sfruttare al massimo la potenza
strumentale per ottenere dei risultati apprezzabili in un ridotto tempo di analisi

rispetto a quanto presente in letteratura.

OWUUEUOwWwxOUUDPEDOI wbOxOIl Ol OUEUI waUl U01T wol 0C
dalle foglie di vite di d iverse varieta in diverse condizioni, nella fattispecie sono

stati analizzati e determinati i VOC di Sangiovese e Montepulciano di due cloni

sottoposti a due diversi trattamenti, ottenendo dei risultati che dimostrano delle

parziali differenze tra viti di controllo e sottoposte a stress idrico, anche se si &

trattato solo di un zanalisi preliminare rispetto al progetto complessivo, che verra

svolto nelle successive analisi

Infine, & stato possibile suggerire un ulteriore miglioramento metodologico a

partire dai risultati ottenuti per le future analisi
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