Istituto Zooprofilattico Sperimentale
del Lazio e della Toscana M. Aleandri

| Fenoli: una guestione perniciosa
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perniciéso (ant. pernizidso)agg. [dal lat. perniciosus, der. di perniciespernicie]. -Che
provoca danni molto gravi, che comporta effetti nowi, talvolta addirittura funesti
o esiziali(riferito ad atti, comportamenti, eventi e simxoee, consiglio, atto p.; € stata
una decisione veramente p.; si € messo in un’imppeslo scontro tra fazioni ebbe
effetti p.; Fuggi ratto, o signor; fuggi da tanterficioso influsso (Parini). In medicina,
detto di particolari forme cliniche di alcune mékmb sindromi, che, a differenza di altre
analoghe affezioni, possono presentare decorsoongoéive: malaria p. o febbre p.
(anche come s. f., la perniciosa), la forma pilvgmi malaria (causata da uno sporozoo,
Plasmodium falciparum), tale da provocare da simlaassenza di complicazioni, la
morte in breve tempo, che pud manifestarsi o caygeaxamento dei sintomi associati a
una febbre continua oppure con la comparsa impsavdi un nuovo sintomo o
complesso di sintomi in concomitanza con l'attabelobrile: se ne distinguono varie
forme a seconda della prevalenza sintomatologit@sét biliosa, comatosa, tetanica,
bulbare, ecc.). Per 'anemia p., v. anerdia. Awrngiosameénte, in modo pernicioso,
con effetti perniciosi: le tensioni sociali inflgsno perniciosamente sulla stabilita
politica ed economica del paese.
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| fenoli sono sostanze derivate dagli idrocarbuwnaatici per la sostituzione di uno o piu atomidipbgeno
con gruppi ossidrile -OH.[1] Capostipite di queslasse, da cui prende anche il nome, € il fenalo, d
formula C6H50H, in cui un atomo di idrogeno del beme e sostituito da un gruppo -OH.

Come gli alcoli sono ossidabili; in particolarecamportano come alcoli alifatici terziari, in quarper
ossidazione la molecola viene spesso completandegtadata.

A differenza degli alcoli sono pero acidi: I'anioclee si forma per perdita dell'idrogeno del gruppél é
particolarmente stabile, dato che la risonanzaeddsp la carica elettrica negativa su tutto I'anello

aromatico.

La presenza di gruppi elettron-attrattori miglidedfetto di dispersione della carica aumentanacdita del
composto. Analogamente, gruppi elettron-repulsenidono invece piu difficile disperdere la carica

negativa e quindi diminuiscono l'acidita.

composto pKa

fenolo 9,98

p-cresolo 10,20 (il p-cresolo reca sull'anello unpg-CH3 elettron-repulsore)
acido picrico 0,38 (l'acido picrico reca sull'andlie gruppi -NO2, elettron-attrattori)

| fenoli subiscono facilmente reazioni di sostitue elettrofila nelle posizioni orto e para.
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| POLIFENOLI

| polifenoli costituiscono una famiglia di circa 506tlecole organiche
naturali, seminaturali o sintetiche largamente presehtregno
vegetale. Sono caratterizzati, come indica il notaéla presenza di
molteplici gruppi fenolici associati in strutture @umeno complesse
generalmente di alto peso molecolare. Il numerocadatteristiche di
tali strutture fenoliche sottolineano le uniche pregar fisiche, chimiche,
e biologiche (metaboliche, tossiche, terapeutich®), dianembri
particolari della classe di polifenaoli.

Questi composti sono spesso il prodotto del metabolisnumdanoo delle
piante.
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| polifenoli sono antiossidanti naturali presenti ngll@nte (molecole
polifenoliche tipo bioflavonoidi noti come prociaime,
proantocianidine, leucoantocianidine, piconogerahnini, ecc.) e
possono risultare utili nella prevenzione dell'ossidazidelle
lipoproteine e nel reagire con i radicali libetimenandoli; sono
accertati inoltre effetti biomedici positivi a lilelcardiovascolare, di
malattie legate alla senescenza e di arresto deHaitadéumorale.
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L'acido gallico o acido triidrossibenzoico e un ac’~'-

organico contenuto in molti prodotti di origi [ QH
vegetale. La formula chimica
C6H2(OH)3COOH.

Tra i fenoli di origine naturale rientra nella aqgbeia
degli acidi fenolici; ha azione antiossidante. Hi" CH

H

Il suo nome ha origine dalle galle, escrescenze ic

formano sulle foglie o sui rami dei vegetali, dov ACIDO GALLICO
alla parassitosi di funghi, batteri, insetti o acari.
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L'acido gallico e prodotto dalla pianta per comixa&ttia proliferazione cellulare.
E comune nelle specie vegetali legnose, presenterrafeolubile come estere
dell'acido chinico o legato a glucosio nei gallotan Oltre a trovarsi nelle foglie
e nelle radici di alcune piante si trova anche naii genei frutti come le olive, ed

e per questo uno deolifenoli contenuti nell'olio d'oliva. Si trova anche in
more,

lamponi, fragole e mango.

In campo medico, I'acido gallico € un potente ambiragico ed e utilizzato nei
casi di menorragia.

Alcuni suoi esteri (etilico, propilico, ottilico, ejcsono ampiamente utilizzati
come conservanti alimentari ad azione antiossidante
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| Flavonoidi

| flavonoidi sono dei composti polifenolici metaltiodecondari delle piante. Sono
principalmente idrosolubili, sono di solito preserdlla pianta come glicosidi e nella
stessa pianta un aglicone puo esistere in comloina@zion diversi zuccheri. Si
conoscono attualmente piu di 4000 glicosidi derdlaoidi e piu di 1800 agliconi
appartenenti a questa classe.

Il termine € completamente interscambiabile coridionoidi, nome con il quale sono
comunemente conosciuti questi nutrienti. Talvokkagono raggruppati con la

denominazione vitamina.P

P 4 =
A AVQLA& ERC,‘}PJ LABﬁ?ATORI f

§ (,_yﬁ:a P

% 5,
NTAMINAN;\ P M{

%
LI ENF"



Istituto Zooprofilattico Sperimentale
del Lazio e della Toscana M. Aleandri

cve -
- . HEpisstechinm o= TF Cooom

T Epigel poebecy ey e

Faa T
— E et i 1 gy ke
fotEpigell ocetbechie 3 gl et 0o
L% Flowvars e

[ P, B B B TR sy oy A e
I .-__ﬁ_"!"_—_"u‘!?%"-_"_lﬂ!!! i Y yyy" e ry——"—" g ery——" - pap i iy i .

- Lkl i
= s — T g e gy

- N Tengeian
hnate= T 5 - 131}
- i e
L ™ P
I B Pt b s
= Sy e |

— == Plawringeyis

I Pl s — Tl e
1 | P rmeryem VDl by § o e -

- H--.-.u-—-l-q_l:' _-_-lcha_.!lg.q-llr
2 Ol by
Pl ki




Istituto Zooprofilattico Sperimentale
del Lazio e della Toscana M. Aleandri

7

PCP

Il pentaclorofenolo (PCP) e un composto organotbouaato come pesticida e
disinfettante. Prodotto per la prima volta nel 1,988tato commercializzato con
diversi nomi commerciali. Si puo trovare in duenfie: PCP come tale oppure come

sale sodico del PCP, che si dissolve facilmensequa.

Il composto viene impiegato, prevalentemente coae s0dico, come insetticida contro
le termiti, defogliante prima della mietitura, disante, fungicida, molluschicida e
antivegetativo in generale. E contenuto, come awasée, in prodotti come legno,

prodotti del legno, tessuti, amido, destrine eecoll

£ 5 =
A TAVOLA!
- 4

A
LI ENF"

ERCADI LABfR'ATom DI
‘.--.i-.-. v

e
ONTAMI



Istituto Zooprofilattico Sperimentale
3 del Lazio e della Toscana M. Aleandri

L'esposizione a breve termine a grandi quantiRCF puo causare effetti dannosi a carico
del fegato, reni, sangue, polmoni, sistema nereesdrale, sistema immunitario, tratto
gastrointestinale. Studi sperimentali esequiti lvagwvidenziato un®L50 pari a 146
mg/kg peso corporeo nel ratto maschio e 175 mggkgatto femminalNell'uomo la
dose letale minima e di circa 1 gConcentrazioni plasmatiche superiori a 30 pg/mi
sono considerate tossichén due casi letali, i rilevamenti post-mortem delle
concentrazioni di pentaclorofenolo nei vari distreti sono stati i seguenti: 113 e
156 pg/ml nel sangue, 14 e 35 pg/g nel cervello33®y/g nel rene, 94 e 134 ug/g
nel fegato e 520 pg/ml nelle urindn Gran Bretagna il valore massimo consentito di
esposizione, in campo occupazionale, e pari a @/mper lunghi periodi e 1,5
mg/m3 per brevi periodi.
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L'esposizione a pentaclorofenolo puo comportamediigenza di neoplasie maligne
(linfoma non-Hodgkin, mieloma multiplo, cancro dehe), anemia aplastica,
pancreatiti, emolisi intravascolare, e orticatiassorbimento involontario di
pentaclorofenolo puo portare ad avvelenamento acutcaratterizzato da
innalzamento del metabolismo basale accompagnato gsertermia, sudorazione
profusa, sete, agitazione, nausea, dolore addomiealaffaticamento, movimenti
incoordinati, aumento della frequenza e della profodita della respirazione,
tachicardia, coma.La morte sopraggiunge per insufficienza respiratdr contatto
con PCP (in particolare sotto forma di vapore) putare la pelle, gli occhi e le alte
vie respiratorie. L'esposizione a lungo terming/@lli bassi come quelli che si
verificano sul posto di lavoro puo invece causanend al fegato, ai reni, al sangue e al
sistema nervoso.
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Gli Alchifenoli

Gli alchilfenoli (AP) sono sostanze chimiche nooganate usate quasi
esclusivamente per produrre gli alchilfenoli etleds(APE), un gruppo di tensioattivi
non ionici. Gli APE piu comunemente impiegati somonilfenoli etossilati (NPE) e,
in misura minore, gli ottilfenoli etossilati (OPE)na volta rilasciati nel’ambiente, gli

alchilfenoli etossilati possono essere nuovameeaggatiati in alchilfenoli, che sono
persistenti, bioaccumulabili e tossici per gli organi acquatici. .
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| Nonilfenoli

| nonilfenoli etossilati sono stati utilizzati comagenti tensioattivi, emulsificatori,

disperdenti e imbibenti in varie applicazioni intfiadi e nei prodotti di consumo.
Delle 77.000 tonnellate utilizzate in Europa ocotdde nel 1997, gran parte (quasi il
30%) era impiegata nei detergenti ad uso industeaalomestico, anche se
significative quantita erano anche utilizzate camuaulsificatori (11%), prodotti
nell’industria tessile (10%) e del cuoio (7%), iadienti di pesticidi ed altri prodotti
agricoli (6%) e di vernici ad acqua (OSPAR 200apltre, si segnala che una
porzione rilevante di queste sostanze (16%, vdiecaoltre 12.000 tonnellate) sia
stata impiegata in “mercati di nicchia” (come irdjemnti nei cosmetici, negli shampoo
ed in altri prodotti per la cura personale) edlireaapplicazioni di cui non si conosce
con certezza la destinazione finale (forse coBeganti). Si riscontra inoltre 'uso

dei derivati degli NP come antiossidanti in alctiupii di plastica (Guenther et al.
2002).
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Il rischio piu generale associato agli alchilfer(siee NP che OP) risiede senz’altro

nella loroattivita estrogenica vale a dire la loro capacita di imitare gli orron
estrogeni naturali. Questo puo portare ad uno gpdsessuale alterato in alcuni
organismi, di cui 'esempio piti noto &'fEEeMmMminizzazione” dei pesci (Jobling et
al.,
1995, 1996), un fattore che si ritiene abbia cbatto significativamente ai diffusi
cambiamenti nello sviluppo sessuale e nella fextdei pesci nei fiumi del Regno
Unito (Jobling et al. 2002). Atienzar et al. (2002nno recentemente descritto gl
effetti diretti del’NP sulla struttura e funziowel DNA nelle larve dei cirripedi
(crostacei), un meccanismo che potrebbe esserensapile per gli effetti di
sconvolgimento ormonale rilevati in questi organism
| rischi per la salute umana rimangono poco chiarianche se studi recenti hanno
evidenziato pericoli che potrebbero direttamente iteressare 'uomo.Ad esempio,
Chitra et al. (2002) descrivono effetti sulla fuorae spermatica nei mammiferi,
mentre recentemente sono anche stati riscontnai @ DNA nei linfociti umani
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Scopl della spettrometria di massa

Determinazione del peso molecolare
Delucidazione della struttura molecolare
|dentificazione di componenti di una miscela
Indagini quantitative
Studi meccanicistici
Studio di interazioni intermolecolari
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Hard Ionization:

- Tonizzazione elettronica
. . - Electron Ionization (EI)
Soft Ionization:

Tonizzazione chimica
Chemical Ionization (CI)
Bombardamento con atomi veloci L ato: S %’@7 g
- Fast Atom Bombardment (FAB) C> . e
Tonizzazione termospray . o
- Thermospray Ionization (TSP) e
Tonizzazione elettrospray
- Electrospray Ionization (ESI)
Tonizzazione chimica a pressione atmosferica
- Atmospheric Pressure Chemical Ionization (APCT)

Desorbimento laser assistito da matrice
- Matrix Assisted Laser Desorption (MALDI)
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lonizzazione elettronica (El)

Nella camera di ionizzazione le molecole del campione da analizzare, in fase gassosa, interagiscono con
un fascio di elettroni generato da un filamento incandescente (Renio o Tugsteno) ed accelerato
attraverso un potenziale regolabile dall'operatore. L'energia del fascio e' normalmente fissata a 70 eV.

Durante I'avvicinamento degli elettroni alla molecola bersaglio, 'onda elettronica ed il campo elettrico
molecolare interagiscono tra di loro con una mutua distorsione. L'onda elettronica distorta puo' esere
considerata composta da un insieme di radiazioni di differente lunghezza d'onda, alcune delle quali
hanno la frequenza corretta per interagire con gli elettroni della molecola.

In termini quantomeccanici l'impatto elettronico puo' quindi promuovere eccitazioni elettroniche simili a
guelle osservate nella spettroscopia UV, fino ad ottenere anche l'espulsione di un elettrone dalla
molecola con formazione di uno ione radicale positivo, lo lone Molecolare M(.+):

e+M->M*+2e

=
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MS process

ABCD + e — ABCD* + 2¢

ABCD*—=AB- + CD*
ABCD*+*—AB* + CD:
ABCD*—ACD* + B
and so on,

cD*
ABCD-*
cD* Analyzer | —= ACD*
ACD* N

ABCD-*
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Nella comune pratica di laboratorio, si suggerisce prima di tutto di eseguire un confronto
computerizzato dello spettro appena registrato con il vasto archivio di spettri ormai disponibile su
tutti gli spettrometri commerciali. Anche se la molecola esaminata non e' compresa nell'archivio,
I'elaboratore elenca una serie di composti che contengono il maggior numero possibile di ioni
comuni con lo spettro incognito. L'identificazione di ioni caratteristici €' uno stadio importante anche
nell'interpretazione "manuale"” degli spettri di massa: I'aiuto di un computer quindi non guasta.

Nell'interpretazione non assistita, normalmente si segue una procedura abbastanza semplice:

1.ldentificazione dello ione molecolare.

2.ldentificazione di ioni caratteristici.

3.Identificazione di processi di frammentazione caratteristici.

ERCA DI LAB’RATOR| DE
&

7 AY "‘\



Istituto Zooprofilattico Sperimentale
_s del Lazio e della Toscana M. Aleandri

resanant ion {detected)

nonresonant ion
to detector

source slits
{entrance to quadrupole}

quadrupole rods

analyte ions from source
of differing m/sz ratios

& 2000 PAUL GATES

L'analizzatore a quadrupolo consiste in un tubo rettilineo in cui e fatto il vuoto ed in
cui sono presenti quattro barre parallele, disposte simmetricamente intorno all'asse
del tubo, di sezione circolare oppure iperbolica. Le barre diametralmente opposte
sono in contatto elettrico tra di loro, mentre tra barre adiacenti & applicata un
voltaggio formato da due componenti: una differenza di potenziale continua e una
oscillante ad alta frequenza. Lo ione entra nell'analizzatore parallelamente all'asse
z, ed é spinto dai campi elettrici continuo e oscillante a seguire una traiettoria a
spirale .
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Concettualmente, una trappola ionica di Paul puaesse
immaginata come un quadrupolo avvolto su se stessonaifer
un anello chiuso. La barra interna e ridotta a umtg@unel centro

della trappola, la barra esterna € I'elettrodo ¢aeoe le barre
all’estremita costituiscono i “tappi”.

La sovrapposizione di un potenziale diretto con Utesraato
danno una specie di ‘quadrupolo 3D’ in cui ioniwtie le masse
sono intrappolati in una traiettoria 3D.

Gli inventori proposero 'uso di questa trappola iancome
spettrometro di massa applicando una frequenza diamzan

lungo I'asse z per espellere gli ioni di una certssa

£ o B s '
ALLA TAVOLA ERCADI LAB’RATORI |
/1 [\ ' : A .
LLI E NF? B\ e



Istituto Zooprofilattico Sperimentale
del Lazio e della Toscana M. Aleandri

Paul ion trap

assemblata (tagliata a meta) e
non assemblata
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MOTO DEGLI IONI

Figures obtained when injecting a fine dust of aluminium in a quadrupolar
field such as is encountered in an ion trap. The particles altogether rotate
along r and oscillate along z, yielding a figure-of eight trajectory.
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Metodo PCP

Estrazione:
= Acetonitrile : acqua (1:1 v/v)

= sali Quechers fase 1

prima dell'estrazione si aggiunge
lo standard PCPC,
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Derivatizzazione:
= Carbonato di potassio anidro
= Anidride acetica anidra
~ Esano per pesticidi
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Relative Abundance
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MS mode:

Single-stage MS (unit mass
resolution)

Single-stage MS (high
resolution/high mass
accuracy)

MS/MS

Typical systems
(examples):

Quadrupole, ion trap, time-of-
flight (TOF)

TOF, Orbitrap, FTMS, magnetic
sector

Triple quadrupole, ion
frap, hybrid MS
(e.g. Q-TOF, Q-frap)

Acquisition
mode:

Full scan,
Limited m/z range,
Selected ion monitoring (SIM)

Full scan,
Limited m/z range,
Selected ion monitoring (SIM)

Selected/multiple

reaction moniforing
(SRM/MRM),full scan
product-ion spectra

Requirements for
identification:

= 3 diagnosfic ions, preferably
including the (quasi) molecular
ion

> 2 diagnosfic ions, preferably
including the (quasi)
molecularion;

mass accuracy < 5 ppm;

at least one fragment ion

= 2 product ions

lon ratio(s): according to Table 5
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lon ratio Maximum tolerance Maximum tolerance (relative)
(least/most intense ion) (relative) for GC-EI-M3 for LC-MS3n, LC-MS, GC-MSn, GC-CI-MS
0.50-1.00 +10% + 30 %
0.20-0.50 +15% +30%
0.10-0.20 +20% + 30 %
<0.10 +50% + 30 %
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‘ IDENTIFICATION CRITERIA SHEET (2002/657/EC)
LJJLBERCA FOR CORFIRMATORY METHODS BASED ON CHROMATOGRAPHY-MASS SPECTROMETRY
Version 1
Date 211272011 GC-El-M3 GC-Cl-M3 GC-HR-MS GC-MEMS LC-MEiS
HRTGUGT
Analyte : 2 4-D-Metileste
ﬁ 4 i Reference s ample sample ample sample sample Hample
atix

Sample identification Std_S_ppb.
ET Internal Standard (e 13,900 15,280
RET Analyte (i) 14,540 14,510
ERT Afialite 0,914 0,914
Tolerance BRT +i- gy 0.5 0910 | 0919 I
Internal Standard signal 2054 2508
Analyte signal 1 (hase peak) = 2333 457
Analyte signal 2 > 1385 285
sunalyte signal 3 =
aunalyte signal 4 =
Ion Ratio 1 (eignal 21 signal 1 0,594 0,624
Toletatnice Iof Ratio 1 + ey 10 0,534 | 0653 I
[on Fatio 2 (signal 3/signall)
Toletatice ;_gi} ratio 2 i () |
Lon Ratic 3 (signal 4/ signal 1
Tolerarice Iu:njl Ratio 3 i (3] |

Identification points 20

: PRESENCE NON
Sanchision C ONFIRMED
Estimated concentration | Und
Internal 3TD : TCPF
Comments

General Informations I:l@igqa_ls_ Automatic Calculation/Conclusion
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Quan Browser - Browser

File View Zoom Options GoTe Help
w|d| BmE] 2]8s]2 | o|d] HF] 2 ||
_ IPEP 1306
Bracket in uze IBracket 1 LI Calibration File IEmbedded Calibration
. Sample Sample Integration ISTD Area Specified (
e Type Name Type LT Area Ratio Amount
1 Curva_Livelo_1 Standard I anual Inteagration 307 5033 0.080 0.500
2 |Curea_Livello_2 Standard t anwal Integration 528 3030 0174 2.000
3 |Curva_Livello_3 Standard F anual Integration 1659 3303 002 5.000
4 Curva_Livelo_d4 Standard i anual Integration 4154 4214 0.986 10.000
5 Curva_Livelo_5 Standard i anual Integration E370 3016 2112 20.000
6 22250 1 Lnkrnown I anwal Integration 19 3044 0.005 0.000
T 22280 2 Lnknown I anual Inteagration 52 3424 0015 0.000
8 |28m9.a Unknown tethod Settings 517 30628 0017 0.000
9  |Aggiunts_10ppb Uik F anual Integration Era L 3543 1.045 0.000
10 | Aggiunta_ s Linknown Method Settings 30530 18866 1618 0.000
11 Fizme Lk imguan b spnaal Lbane sbiown n Aa4n 1 0n? nnnn
4| v\ All A Standards /A QCs A Blanks A _Unknowns 7 [<] | v
Agginsta_A [Method Scttings) AHEI2014 2:05:55 PM
RT: 10.22 - 12.23 SM: 8G 2-0_:
RT: 11.73 ML: 2.55E3 ]
AA: 30530 miz= 202202 F + ¢ o ]
- oo SRM ms2 & 1'5_:
2 a0 266.00@3.50 [ i 3
3 150.00-272.00] MS @ {0
S &0 ICIS Aggiunts_A 2 7]
2 < ]
£ 057
;: 20 ]
e P e e e Ly By
10.5 1.0 1.5 12.0 125 12.0 0 5 10 15 20
Time {min) ppb
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Metodo NF

Estrazione:

Estrazione della parte lipidica del campione maeiapportuno solvente
aggiunta della miscela tecnica di NF e dello stashd@erno Ep-R3C,

Purificazione
Colonne SPE OASIS

— = 4 ——a, 3

conditioning Loading a" | washing Elution
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Derivatizzaz\
>~ Anidride trifluoro acetica

prima della reazione di derivatizzazione si aggasmdNNF
come standard siringa e recupero
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S bundance lon 203,00 [202 70 to 203.70): agglnew.Dhdata.ms

lon 217.00 (21670 ta 217.70): aggl new.Ddata ms
lom 245,00 [244.70 to 245.70) sgglnew.Dhdata.ms
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bundance

20000+
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100004

50004

lon 203.00 [202.70 to 203.70): agglnew.Dhdata. me

0

-
sbundance
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15000+

100004

50004

gl T 7 TekoT T Tedot 7 Tahot T 7 skt T Giohe T o’ T 7 ol 7 Goke | Gdee 1l mio

lon 217.00 [216.70 ta 217.70): agglnew.Dhdata. ms

IE=

“irme-->
sbundance
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5000
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lon 245.00 [244.70 ta 245, 70]: agg]new.Dhdata.ms
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lon 203.00 [202.70 to 203.70): agglnew.Dhdata. me
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lon 217.00 [216.70 ta 217.70): agglnew.Dhdata. ms
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Ricerca SIN
MFE LATTE ME RATIL MF PESCI MFE UOWA | PCP WEGETAL |PCP LATTE| PCP LICAWA,

media 36k 1260 743 g4 4 00020 ! !
mediana 10,0 893 5 BB 0 450 0,0005 ! !
minimo 0.4 03 0.3 450 0,0005 ! !
massimo 380,0 2930 1600 1400 0,035 ! !
% presenza J5% 859% 9% 20% % ! !
presenza 70 1B 23 7 0 I I
< L0 1249 2 B 23 23 244 15
totale 1959 18 29 35 23 244 15

£\

TAVDL

A A ERCADI LAB’RATORI- 1 |




Istituto Zooprofilattico Sperimentale
del Lazio e della Toscana M. Aleandri

Grazie per l'attenzione




