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Sommario

Le sostanze umiche giocano un ruolo fondamentale nel migliorare le condizioni fisiche,
chimiche e biologiche del suolo, nel determinare il sequestro del carbonio nel suolo e nel stimolare
la crescita vegetale. Da tali proprieta scaturisce il loro crescente utilizzo come componente
principale in trattamenti su suolo o in pianta. In questo lavoro sono state isolate sia sostanze umiche
sia composti solubili in soluzioni idroetanoliche (acqua:etanolo 30:70, v:v) da un ammendante
compostato verde, con ’obiettivo di individuare nuovi prodotti il cui impiego apporti benefici alla
pianta, e che servano anche a valorizzare il riutilizzo di scarti vegetali derivanti dalla filiera
produttiva di carciofo, caffe, peperone o limone (pastazzo).

I compost e i relativi estratti sono stati sottoposti a caratterizzazione molecolare mediante
tecniche analitiche quali spettroscopia DRIFT, Pirolisi-GC/MS, spettroscopia '*C-CP-MAS-NMR.
Da tale indagine ¢ emersa una marcata differenza in composizione molecolare tra i compost ed i
relativi estratti, in gran parte ascrivibile al diverso materiale vegetale impiegato nelle fasi di
compostaggio. In particolare le sostanze umiche estratte da compost da carciofo hanno esibito, in
assoluto, i valori piu elevati per gli indici di idrofobicita e di aromaticita.

I prodotti in esame estratti dai compost verdi sono stati poi sottoposti a dei saggi per
valutarne D’attivita biologica ed identificarne possibili correlazioni struttura/attivita. Dai test ABTS
e Folin-Ciocalteu ¢ emersa una correlazione positiva tra 1’attivita antiossidante ed il contenuto di
fenoli totali, con valori significativamente piu elevati nelle sostanze umiche e negli estratti da
compost da carciofo e da pastazzo di limoni.

I test di germinazione relativi al trattamento di semi di Zea mays con sostanze umiche hanno
evidenziato un effetto sull’allungamento della radice. Tale effetto ¢ stato particolarmente
pronunciato nel caso delle sostanze umiche da compost da carciofo ed ¢ stato attribuito all’elevato
contenuto in composti fenolici.

Sulla base di tali risultati, si ¢ scelto di testare, su piante di lattuga, le sostanze umiche da

compost da carciofo in associazione con umati di potassio estratti da lignite, somministrandoli sia
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singolarmente che miscelati a diverse percentuali. Risultati fenologici (biomassa secca e contenuto
di clorofilla) hanno indicato un effetto significativamente positivo solo quando i materiali sono stati
impiegati singolarmente. L’analisi del metaboloma secondario, condotta mediante spettrometria di
massa IT-TOF, ha rivelato che le sostanze umiche da carciofo inducono una lieve condizione di
stress cui segue una modulazione nel contenuto di alcune classi di flavonoidi.

Con gli estratti etanolici da caffe, carciofo e pastazzo, sono stati condotti saggi di
fitotossicita su semi di Lepidium sativum. 1 risultati hanno permesso non solo di scartare la
fitotossicita ma anche di osservare un effetto sull’allungamento radicale, particolarmente
pronunciato per i trattamenti a base di estratti da compost da carciofo e da pastazzo di limoni.

Tali prodotti sono stati poi somministrati in pianta anche via applicazione fogliare.

Mentre, in termini di biomassa secca e contenuto di clorofilla, non ¢ stato riscontrato alcun
risultato degno di nota, 1’analisi del metaboloma primario, eseguito via spettroscopia 'H-NMR, ha
rivelato piccole variazioni nel contenuto di alcuni carboidrati, acidi organici e amminoacidi.

I risultati riportati nel presente lavoro di tesi testimoniano come le sostanze qui considerate
siano capaci di determinare un effetto biologico su pianta, la cui azione ed intensita varia in
funzione della specifica composizione molecolare del prodotto impiegato per il trattamento.

Inoltre, si ¢ osservato come alcuni dei prodotti studiati promuovano lo sviluppo vegetale
permettendo di considerare materiali derivanti dal riciclo di biomasse vegetali come fonti

ecosostenibili di biostimolanti per le colture agrarie.



CAPITOLO 1

INTRODUZIONE




1.1. Le sostanze umiche

La sostanza organica (SO) del suolo ¢ un importante componente dei sistemi agricoli in
quanto strettamente connessa a diverse proprieta dei suoli sia fisiche che biologiche. La
diminuzione della SO nelle aree agricole del continente europeo ¢ uno dei principali fattori che
influenzano la fertilita dei suoli e la crescita delle piante (Wood and Baudron, 2018). La SO del
suolo ¢ costituita per piu dell’80% da sostanze umiche (SU) che rappresentano un fondamentale
strumento ecologico per la regolazione del contenuto e del sequestro del carbonio del suolo, per
I’attivita microbica e per la produzione vegetale (Piccolo et al., 2018). In particolare, le SU sono il
risultato della trasformazione sia chimica che biologica di residui di piante e animali che vengono
depositati nel suolo e rappresentano la piu grande riserva di carbonio organico della superficie
terrestre, con 1300 Pg di carbonio nel primo metro di suolo e 3000 Pg di carbonio a livello degli
strati piu profondi (Kochy et al., 2015). L’importanza delle SU ¢ collegata al loro ruolo sia
ecologico che ambientale (Canellas et al., 2015; Piccolo et al., 2018; Piccolo et al., 2019). Questa
frazione organica colloidale garantisce il miglioramento delle principali caratteristiche del suolo;
quelle fisiche favorendo 1I’aumento della ritenzione idrica ed una maggiore stabilita degli aggregati
di suolo; quelle biologiche influenzando le attivita di base delle comunita microbiche del suolo
(Magdoff and Weil, 2004), ed infine quelle chimiche in quanto le sostanze umiche contengono la
forma organica dei principali macronutrienti (azoto, fosforo, zolfo) e la forma complessata dei
micronutrienti vegetali. Questo materiale organico umificato rappresenta sia la componente del
suolo piu stabile dal punto di vista biologico, sia quella maggiormente bioattiva. Basandosi sulle
suddette proprieta, ’aumento del contenuto di sostanze umiche nei suoli coltivati ¢ da considerarsi
una strategia sostenibile per permettere la stabilizzazione del SO del suolo, per il sequestro di
carbonio organico (Piccolo 2012), per stimolare lo sviluppo delle piante aumentandone la resa

produttiva (Canellas and Olivares, 2014), per promuovere 1’attivita dei microrganismi del suolo, per



regolare il ciclo del carbonio e dell’azoto nel suolo e per controllare il comportamento ambientale
dei contaminanti sia organici che inorganici (Piccolo et al., 1996; 2019).

Le sostanze umiche sono tradizionalmente classificate in tre grandi gruppi, creati sulla base
della loro solubilita a diversi pH: 1) acidi fulvici (AF), solubili in tutte le condizioni di pH; 2) acidi
umici (AU) solubili in soluzioni alcaline e 3) umina (UM) strettamente associata alla componente
minerale del suolo, insolubile a qualsiasi pH e considerata la frazione piu inerte delle sostanze
umiche (Nebbioso et al., 2015).

Per diversi anni, la comunita scientifica si ¢ interrogata sulla reale conformazione e struttura
delle sostanze umiche. La prima definizione fu data da Achard nel 1786, ma a partire da quell’anno,
la complessa ed eterogenea composizione delle sostanze umiche ha favorito la definizione e
I’espressione di diverse ipotesi. Solo all’inizio del secolo, Piccolo (2001; 2002) ha specificato quale
fosse la reale natura delle sostanze umiche attraverso la formulazione della “teoria
supramolecolare”. Da un primo esperimento fu dimostrato che trattando le sostanze umiche con una
soluzione diluita di acido acetico la massa di molecole umiche si separava in frazioni piu piccole
con un peso molecolare apparentemente piu basso (Nardi et al., 1988). I comportamento
conformazionale delle sostanze umiche ¢ stato dimostrato da Piccolo e collaboratori (1996)
mediante cromatografia ad esclusione molecolare condotta a bassa pressione attraverso cui le
variazioni del peso molecolare con interazione con acido acetico sono state osservate. Questi studi
pionieristici sono stati confermati da analisi condotte mediante la rapida e riproducibile
cromatografia ad esclusione molecolare ad alta prestazione (HPSEC), ed hanno dimostrato come il
profilo di eluizione delle sostanze umiche cambiava dopo 1’aggiunta di piccoli volumi di acido
acetico (Cozzolino et al., 2001; Piccolo et al., 2002) determinando uno spostamento dei picchi di
eluizione verso maggiori volumi di eluizione sulla base dell’abbassamento del pH dovuto
all’aggiunta di acidi organici (Piccolo et al., 2019).

Questi risultati sperimentali hanno messo in dubbio la precedente interpretazione della

natura chimica delle sostanze umiche come strutture polimeriche, ma sono diventati la base per una
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piu plausibile descrizione, termodinamicamente piu valida, delle natura supramolecolare delle
sostanze umiche. Oggi, le sostanze umiche sono viste come associazioni supramolecolari di
molecole eterogenee con peso molecolare in media inferiore a 1000 Da (Piccolo, 2001; Piccolo et
al., 2002; 2019), tenute insieme da forze di legame deboli (come interazioni di van der Waals, , -,
CH-m e legami idrogeno) in domini contigui sia idrofobici sia idrofilici che mostrano solo

apparentemente un alto peso molecolare (Piccolo et al., 2002) (Piccolo et al., 2018, 2019) (figura 1).

Figura 1: Struttura supramolecolare delle sostanze umiche (Nebbioso and Piccolo, 2011)

L’organizzazione supramolecolare ¢ dovuta alla stabilizzazione del reciproco assemblaggio
delle componenti idrofiliche con quelle idrofobiche. Infatti, le sostanze umiche sono il risultato di
molecole eterogenee che interagiscono le une con le altre in base alla struttura, alla taglia, ed
all’affinita chimica (Nebbioso and Piccolo, 2012). La complessita dell’associazione
supramolecolare puo essere ridotta trattando le sostanze umiche con soluzioni poco concentrate di
acidi organici, che alterano la conformazione originale, e portano alla stabilizzazione di nuove
strutture di dimensioni inferiori grazie alla formazione di legami di idrogeno con le complementari
funzioni acide delle sostanze umiche e di forza maggiore delle forze dispersive deboli che

stabilizzano la conformazione umica originale (Conte and Piccolo, 1999; Piccolo et al., 1999).



I1 concetto di natura supramolecolare delle sostanze umiche ha premesso di sviluppare una
nuova tecnica, chiamata “Umeomica”, che implica 1’isolamento di piu frazioni umiche omogenee
mediante ’uso di blandi passaggi di separazione molecolare (Nebbioso et al., 2014, 2015, Nebbioso
and Piccolo, 2011, 2012;). Questo frazionamento sequenziale permette di ridurre la complessita
della matrice organica con il progressivo rilascio di associazioni supramolecolari meno complesse,
che facilitano la determinazione analitica della loro struttura molecolare.

I progressi scientifici nella comprensione della natura delle sostanze umiche hanno
promosso nuovi studi al fine di chiarire il ruolo che questi materiali hanno come mediatori nei
processi di interazione che coinvolgono suolo, pianta e microorganismi (Garcia et al., 2014; Piccolo
et al., 2018, 2019). Gli effetti che le sostanze umiche hanno sulla piante possono essere sia di tipo
diretto che indiretto. Gli effetti indiretti sono collegati all’impatto che hanno sulle proprieta
chimiche, fisiche e biologiche del suolo (Piccolo et al., 1992; Chen et al., 2004; Nardi et al., 2002,
2007; Jindo et al., 2016), mentre 1’azione diretta ¢ associata alla relazione struttura—attivita dei

processi biochimici e fisiologici delle piante (Canellas and Olivares, 2014).

1.2. Effetti biostimolanti delle sostanze umiche

La parola “biostimolante” appare per la pima volta nella letteratura scientifica nel 2007,
quando Kauffman (2007) defini un biostimolante come “materiale, diverso dai fertilizzanti, che
promuove la crescita della pianta se applicato in piccole quantita”. Questa definizione concorda
con quella data da Zhang e Schmidt nel 1997 che hanno associato alla parola biostimolante il
concetto di “materiale che, in minime quantita, promuove la crescita della pianta” e riportata sul
giornale web Ground Maintenance (http://grounds-mag.com). Per Kauffman era possibile includere
nel termine biostimolante una varieta di formulazioni e sostanze, generalmente classificate in tre

grandi gruppi: 1) sostanze umiche, 2) prodotti contenenti ormoni, 3) prodotti contenenti
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amminoacidi (du Jardin, 2015). In pratica, si pud definire biostimolante una qualunque sostanza,
che non contenga nutrienti, pesticidi o ammendanti e che possa indurre effetti benefici sulla pianta.

Nel corso degli anni nelle classi dei biostimolanti sono stati inclusi anche estratti di alghe e
microorganismi quali funghi, batteri e micorrize. Gli effetti dei biostimolanti sono collegati alla
tolleranza a stress biotici e abiotici, alla germinazione e allo sviluppo della pianta. (du Jardin, 2015).

Le SU sono biostimolanti che producono effetti benefici diretti sulla pianta. Ad essi sono da
attribuire D’attivita ormono-simile e all’incremento della permeabilita delle membrane biologiche
(Zhang and Ervin, 2004). Jindo e collaboratori (2012) hanno osservato che le SU manifestano un
comportamento ormonale auxino-simile che provoca I’allungamento delle radici principali e la
formazione di radici laterali. Canellas e Olivares, (2014) riportano che la frazione umica solubile
induce I’allungamento e la crescita delle radici in seguito all’attivazione e alla continua divisione
delle cellule indifferenziate del meristema. Lo studio della struttura supramolecolare delle SU ha
permesso di individuare composti auxino-simile in grado di attivare le pompe ATPasiche (Hager,
2003). E’ stato infatti dimostrato che le auxine agiscono attraverso il legame con specifici recettori,
sia di membrana sia intracellulari creando, tramite pompe ATPasiche di membrana, un gradiente
protonico all’esterno della cellula che favorisce I’accumulo di ioni H' all’interno della cellula con
successiva acidificazione dell’apoplasto, richiamo di acqua e crescita per distensione. L’effetto
ormone-simile delle SU non ¢ ancora ben chiaro ma ¢ sicuramente collegato alla protezione dagli
stress.

Aydin e collaboratori (2012) hanno dimostrato che I’aggiunta di SU al suolo migliora la
tolleranza di piante di fagiolo in condizioni di stress salino in seguito ad una riduzione della
conducibilita elettrica del suolo ed alla fuoriuscita di prolina dalle piante. Altri studi hanno
evidenziato come le SU, riducendo I’accumulo di prolina e acido abscissico (ABA) all’interno delle
piante, ne influenzano la crescita in condizione di stress salino (Moghaddam and Soleimani, 2012).

Calvo e collaboratori (2014) riassumono come il trattamento con acidi umici di piantine

cresciute in condizioni di stress idrico aumenta il peso secco di germogli e delle radici, migliora il
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livello di clorofilla, carotenoidi, proteine e carboidrati. Infine, studi condotti su piantine di mais
cresciute in idroponica hanno mostrato come le SU attivino enzimi collegati alla risposta agli stress
(Olivares et al., 2015; Schiavon et al., 2010). Vaughan e Ord (1981) hanno riportato che le SU sono
assorbite dalla pianta mediante 1’interazione con le radici, sebbene escludano che possano
attraversare la membrana plasmatica. A tal proposito, Muscolo e collaboratori (2007) hanno
ipotizzato che il passaggio dalla membrana plasmatica possa essere effettuato dalla frazione umica
con massa molecolare apparente inferiore a 3500 Da priva di composti aromatici e ricca di gruppi
carbossilici. Anche Nardi e collaboratori (2007) hanno riportato che componenti umici di piccole
dimensioni possono attraversare le cellule radicali attivando poi enzimi coinvolti nella via
glicolitica e nella via degli acidi tricarbossilici.

E stata dimostrata 1’esistenza di una correlazione positiva tra crescita delle radici e maggiore
rilascio di essudati radicali (Garcia et al., 2001). Infatti, suoli trattati con SU hanno mostrato sia una
variazione nella composizione degli essudati radicali sia un’acidificazione della rizosfera con
conseguente alterazione della struttura supramolecolare del materiale umico del suolo (Canellas et
al., 2008). E stato riportato che I’essudazione radicale di acido citrico rompe la struttura
supramolecolare delle SU favorendo I’interazione tra le componenti umiche piu piccole e la
superficie delle radici (Canellas and Olivares 2014). Questa interazione modifica il potenziale redox
della membrana radicale e favorisce la formazione di specie reattive dell’ossigeno (ROS).

La presenza di ROS nelle cellule comporta un’iperpolarizzazione della membrana con
successiva attivazione delle proteine chinasi attivate da mitogeni (MAP) e dei canali del calcio
(coinvolti nella risposta agli stress) e maggiore allungamento della radice (Garcia et al., 2019).
Quindi, le SU ricche di radicali liberi sono in grado di ridurre la tossicita delle specie chimiche
dannose (Garcia et al., 2016). Barbera e Garcia (2014) hanno mostrato che il perossido di idrogeno
(H2O2) ¢ tra le specie di ROS i cui livelli sono maggiormente influenzati da determinate

concentrazioni di SU. Infatti, a moderate concentrazioni, la perossidazione dei lipidi mediata dai



ROS veniva inibita, mentre concentrazioni elevate risultavano essere deleterie per le piante in
quanto i livelli di ROS aumentavano.

Gli acidi umici migliorano anche la fertilita del suolo in quanto incrementano il trasporto di
micronutrienti dal suolo alle piante (Chen and Stevenson, 1986). Cationi metallici come ad esempio
Ca?", Mg?" e AI*", importanti per la nutrizione delle piante, in seguito ad un processo di
solubilizzazione e complessazione da parte degli acidi umici vengono piu facilmente traslocati dal
suolo alla pianta (Tahir et al., 2011). Il ruolo degli ioni metallici nella soluzione ¢ lo stesso di quello
degli ioni H', vale a dire la neutralizzazione della carica, maggiore ¢ la carica del catione tanto piu
efficace ¢ la formazione di pseudo-micelle. Studi sul legame AU-metallo hanno dimostrato che
questa interazione varia in relazione alla concentrazione e peso atomico del metallo e alla
concentrazione di acidi umici (Yates and von Wandruszka, 1999; Christl et a., 2001). Spettri '*C
NMR hanno mostrato che le frazioni di SU con basso peso molecolare sono quelle con il maggior
numero di gruppi fenolici e carbossilici e sono quindi le frazioni che possono legare i metalli nel
modo piu efficiente, incrementando i domini pseudo-micellari e 1’effetto detergente. Infatti i gruppi
funzionali acidi possono reagire rapidamente con cationi polivalenti sulla superficie delle particelle
di argilla, formando complessi humus-metalli-argilla (Piccolo et al., 1996a). Va aggiunto che la
capacita delle SU di complessare cationi metallici diminuisce la perdita di nutrienti per lisciviazione
aumentandone di conseguenza la disponibilita per le piante (Campitelli and Ceppi, 2008).

Un numero considerevole di indagini hanno confermato che le SU migliorano anche la
capacita di ritenzione idrica del suolo (Piccolo et al., 1996b) ed 1 gruppi funzionali idrofilici
determinano la quantita di acqua che le SU possono intrappolare (Aquino et al., 2009). Infatti, le
molecole d'acqua formano una rete stabile di legami idrogeno con 1 gruppi contenenti ossigeno nella
struttura delle SU (Kucerik et al., 2012; Cihlaf et al., 2014).

E noto che le colture agricole sono suscettibili alle infezioni da parte di numerosi agenti
patogeni (Termorshuizen et al., 2006) e 1’uso ripetuto di pesticidi di sintesi sta causando un

aumento della resistenza dei microrganismi a tali composti rendendone inutile 1’impiego (Loffredo
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et al.,, 2007). Al contrario dei pesticidi, 1’azione biocida di alcuni compost pud controllare le
popolazioni microbiche patogene senza effetti negativi. Infatti, le comunita microbiche presenti nel
compost sono in grado di sopprimere gli agenti patogeni del terreno attraverso vari meccanismi
come predazione, antibiosi, iperparassitismo e competizione (Pascual et al., 2002; Mehta et al.,
2014). Inoltre, acidi umici e composti fenolici agiscono come fungicidi naturali esercitando effetti
tossici direttamente sui patogeni (Cao et al., 2014). Uno studio di Saxena e collaboratori (2015) ha
mostrato che I’aggiunta di vermicompost al suolo permetteva una diminuzione del 21% di agenti
patogeni (Saxena et al., 2015).

Loffredo e Senesi (2009) hanno riportato che acidi umici isolati da un compost maturo
avevano effetti soppressivi nei confronti di Pythium ultimum e Fusarium oxysporum f. sp.
callistephi. Cao e collaboratori (2014) hanno osservato che SU provenienti da differenti fonti a
causa delle diverse strutture chimiche avevano differenti capacita di soppressione dei patogeni.

Infatti, i gruppi chinonici, responsabili della formazione di ROS, hanno attivita fungicida e
battericida mentre i gruppi fenolici effetti antiossidanti. Non va dimenticato che le SU apportate al
suolo migliorano i processi metabolici dei microrganismi. Questo ruolo ¢ da imputare alla presenza
di gruppi chinonici che fungono da catalizzatori sia nel trasferimento di elettroni nella respirazione
cellulare sia nella fosforilazione (Jackson, 1995).

Altri studi hanno invece mostrato che le SU influenzano il metabolismo primario e
secondario della pianta attivando specifiche vie metaboliche. Il metabolismo primario ¢ collegato a
quei processi molecolari che portano allo sviluppo della pianta attraverso la formazione di
metaboliti come proteine, lipidi, carboidrati e acidi nucleici strettamente necessari per 1 processi
fisiologici e per la vita della pianta. I1 metabolismo secondario ¢ collegato generalmente con
risposte della pianta a stress biotici e/o abiotici al fine di favorirne un adattamento.

Studiando il metabolismo primario, in seguito all’applicazione di SU, sono stati evidenziati
cambiamenti a livello della glicolisi e del ciclo degli acidi carbossilici imputabili ad un aumento di

enzimi quali la glucochinasi, la fosfo-glucosio isomerasi, la fosfo-frutto-chinasi pirofosfato (PPi)
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dipendente e la piruvato chinasi (Nardi et al., 2007). A livello della respirazione le SU influenzano
la citrato sintasi, la malato deidrogenasi NADP" e I’isocitato deidrogenasi (Nardi et al., 2007) e
comportano variazione anche nell’accumulo di zuccheri come il saccarosio, prodotto nel
metabolismo fotosintetico (ciclo di Calvin Benson) e primo substrato per le reazioni di respirazione.

Questi effetti sono strettamente collegati alla concentrazione e alle modalita di applicazione
delle SU. Infatti, ¢ stato osservato che le SU stimolano I’attivitd di enzimi quali I’invertasi e la
saccarosio sintasi solo se applicate sulla foglia ma non ai tessuti basali (Canellas and Olivares
2014). Altri enzimi attivati dalle SU sono la glutammina sintasi, la glutammato sintasi (Ertani et al.,
2011), la malato deidrogenasi, la glutammato deidrogenasi e la fosfoenol-piruvato carbossilasi
(Panuccio et al., 2001) coinvolti nell’assorbimento dell’azoto. Studi proteomici hanno mostrato che
amminoacidi come glutammato, aspartato, serina, glicina e metionina aumentano di concentrazione
in seguito a trattamenti con SU (Schiavon et al., 2010). Questi trattamenti comportano anche
I’attivazione della fenilalanina ammonia-liasi (enzima che catalizza la conversione di L-fenilalanina
in ammina e acido trans-cinnamico) e della tirosina ammonia-liasi (enzima coinvolto nella naturale
biosintesi dei fenoli che trasforma la L-tirosina in acido p-cumarico) (Schiavon et al., 2010).

Il metabolismo secondario viene attivato in risposta a vari tipi di stress. E’ stato dimostrato
che le SU agiscono in risposta a stress idrici influenzando 1’attivita delle perossidasi a livello dei
tessuti fogliari e radicali, in quanto riducono la concentrazione di perossido di idrogeno,
mantenendo inalterata la permeabilita di membrana ed aumentando la concentrazione di prolina
(Garcia et al., 2012). Come ¢ stato precedentemente evidenziato alti livelli di questo amminoacido
sono ascrivibili a risposte a stress salino (Aydin, 2012). Quindi ¢ possibile affermare che la prolina
¢ un buon marcatore in quanto ¢ il principale amminoacido coinvolto nelle risposte allo stress e le
sue variazioni regolano la permeabilita di membrana, stabilizzano le proteine che inibiscono la
perossidazione dei lipidi.

Considerando la complessita delle SU la sfida per la ricerca scientifica ¢ cercare di

individuare quali sono le molecole umiche specificamente coinvolte nelle diverse risposte sulla
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pianta. Garcia e collaboratori (2016) hanno dimostrato una stretta correlazione tra struttura chimica
delle sostanze umiche ed il loro effetto sulla pianta, sottolineando come ogni gruppo di molecole ¢
coinvolto in una o piu specifiche risposte. Anche 1’alternanza di siti idrofobici e idrofilici a livello
della struttura supramolecolare comporta una modulazione della risposta in pianta. Dato che la
conformazione delle SU dipende dalla loro natura chimica non ¢ possibile stabilirne un unico
modello strutturale.

Quindi, la caratterizzazione ¢ il punto chiave per comprendere quale puo essere la relazione
tra struttura e attivitd di ciascuna tipologia di SU testata. Pertanto 1’utilizzo di tecniche di
caratterizzazione avanzata, come *C-CP-MAS-NMR e pirolisi con idrossido di tetrametilammonio
seguita da gas cromatografia accoppiata a spettrometria di massa (TMAH GC-MS), sono

fondamentali.

1.3  Caratterizzazione: ’uso di tecniche avanzate per caratterizzare la materia

organica

L’importanza di caratterizzare le sostanze umiche nasce dalla necessita di conoscere in
dettaglio la loro composizione, perché non esiste un unico modello che le rappresenti. Dato che le
sostanze umiche sono formate dall’associazione supramolecolare di diverse classi di composti,
molto spesso le informazioni molecolari in merito alla loro composizione diventano complesse e
controverse (Grasset and Ambles, 1998). Esistono diverse tecniche che possono essere impiegate
per analizzare e caratterizzare le sostanze umiche: la tecnica spettroscopica di risonanza
paramagnetica (EPR), la cromatografia liquida ad alta prestazione (HPLC), la gas-cromatografia,
I’analisi termica, la spettroscopia di massa (MS) accoppiata sia al’HPLC (HPLC-MS) sia alla gas
cromatografia (GC-MS), la risonanza magnetica nucleare (NMR); ciascuna con i suoi vantaggi e

svantaggi.
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L’uso combinato di piu tecniche analitiche permette di ottenere maggiori informazioni in
merito alla composizione chimica delle sostanze umiche e della materia organica.

Data la complessita molecolare delle sostanze umiche, la pirolisi con idrossido di
tetrametilammonio (TMAH) seguita da gas cromatografia accoppiata a spettrometria di massa (Pyr-
TMAH-GC-MS) e la risonanza magnetica nucleare per trasferimento di polarizzazione dal 'H al *C
con rotazione ad angolo magico ('*C-CPMAS-NMR) sono due tecniche applicabili per una
caratterizzazione molecolare diretta. La pirolisi ¢ una degradazione termochimica del materiale
organico in assenza di ossigeno ad alte temperature cha ha perd il limite di permettere la
pirolizzazione solo di alcune molecole e di indurre cambiamenti strutturali (come deidratazione o
ciclizzazione di polisaccaridi e proteine) quando le temperature superano i 500 gradi centigradi
(Saiz-Jimenez 1996). Queste limitazioni sono superate dalla termochemolisi cio¢ dalla preventiva
metilazione con idrossido di tetrametilammonio (TMAH; Pyr-TMAH) dei composti da analizzare.

La pirolisi eseguita contemporaneamente alla reazione con tetrametilammonio favorisce la
volatilizzazione e la cromatografia di composti polari, abbondanti nelle sostanze umiche, offrendo
dei risultati migliori rispetto alla pirolisi tradizionale. Quindi, il TMAH ha il doppio vantaggio di
stabilizzare i gruppi acidi, alcolici e fenolici e di permettere successivamente una buona rivelazione
cromatografica. La metilazione con TMAH ¢ una reazione di sostituzione nucleofila a due stadi:
rottura del legame preesistente e formazione di un nuovo legame. La reazione puo essere

schematizzata nel seguente modo:

R - X— R"+ X (stadio lento)

Nu + R"— Nu - R (stadio veloce)

R = molecola di interesse; X = gruppo uscente; Nu = nucleofilo
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Nel primo stadio avviene la rottura del legame con formazione di un carbocatione ad alta
energia che a questo punto reagisce con un nucleofilo per formare un nuovo legame (secondo
stadio). Quando il nucleofilo ¢ lo stesso solvente la reazione di sostituzione ¢ detta “solvolisi”

La termochemolisi delle SU in presenza di TMAH genera un elevato numero di molecole,
come metil-esteri e metil-eteri di composti naturali, che sono successivamente separate mediante
tecnica gas-cromatografica (GC) e identificate mediante spettroscopia di massa (MS). Tuttavia, la
reazione di metilazione mediante TMAH ¢ anche una reazione di transesterificazione. Per questo
non ¢ possibile distinguere tra gruppi impegnati in legami esterei e gruppi liberi preesistenti.

La GC/MS ¢ una tecnica di indagine analitica che combina le caratteristiche della
cromatografia in fase gassosa con la spettrometria di massa per la determinazione qualitativa e
quantitativa di una ampia gamma di sostanze presenti in matrici complesse, prevalentemente
organiche, a bassa polarita e basso peso molecolare, accomunate da una temperatura di ebollizione
sempre inferiore a 300 °C. Schematicamente uno spettrometro di massa ¢ composto da una
sorgente, da un analizzatore e da un rivelatore. La sorgente ¢ la parte dello spettrometro di massa
che ha il compito di trasformare le molecole del campione in ioni (ionizzazione). In questo studio lo
spettrometro di massa ¢ equipaggiato con una sorgente ad impatto elettronico (EI). Nella camera di
ionizzazione, mantenuta sotto vuoto, le molecole in fase gassosa provenienti dal GC, bombardate

con elettroni ad alta energia, si ionizzano generando un radical catione detto "ione molecolare":

M —» M"+e

Questa specie ionica metastabile di massa m e carica z puo a sua volta frammentarsi in ioni a
massa minore originando lo spettro di massa. A questo punto il flusso di ioni prodotto entra
nell'analizzatore, un singolo quadrupolo, che separa gli ioni in funzione del loro rapporto
massa/carica (m/z). Il quadrupolo consiste di quattro barre metalliche disposte parallelamente. La

separazione degli ioni avviene mediante la combinazione di un campo elettrico variabile ed uno
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costante applicato alle barre. Gli ioni percorrono lo spazio all’interno delle quattro barre, e solo
quelli con il rapporto m/z desiderato riescono ad attraversare il campo quadrupolare ed essere
rivelati. Il rivelatore trasforma il fascio di ioni proveniente dall’analizzatore in un segnale elettrico
che viene amplificato e registrato. I segnali ottenuti vengono trasmessi al computer equipaggiato
con un opportuno software in grado di rappresentare 'abbondanza di ogni ione in funzione della sua
massa, cio¢ lo spettro di massa finale. Il software permette anche la ricerca bibliografica in librerie
di spettri di massa facilitando l'identificazione dei composti.

La reazione di termochemolisi e I’analisi GC-MS permettono di studiare biopolimeri
naturali (come cere e cutine delle piante), legni, materiali umici, acidi grassi (di origine microbica o
vegetale), alcani, steroli, carboidrati e composti ligninici. E anche possibile studiare lo stato di
maturazione del compost (Spaccini and Piccolo, 2007), 1’origine della sostanza organica (microbica
o vegetale) attraverso 1’analisi di acidi grassi metilati a lunga catena (FAMEs) (Peacock et al.,
2001), il grado di degradazione delle sostanze umiche e le classi di batteri maggiormente presenti
nel campione (Gram" e/o Gram’) (Porschmann et al., 2001).

La risonanza magnetica nucleare (NMR) ¢ una tecnica spettroscopica non distruttiva che
fornisce informazioni in merito alla distribuzione di nuclei di carbonio organico in un vasta gamma
di matrici solide, liquide e semisolide e permette di analizzare le correlazioni inter/intra molecolari
del campione analizzato (Mazzei and Piccolo, 2015). La tecnica NMR puo essere
monodimensionale (1D), bidimensionale (2D) o multidimensionale e puo sfruttare il potere di
diversi nuclei di risonanza (H, C, N, P etc) al fine di caratterizzare la composizione di tessuti
vegetali e animali, della lettiera, della materia organica del suolo e delle sostanze umiche (Spaccini
and Piccolo, 2007).

La spettroscopia NMR 1D ('"H-NMR) ¢ una tecnica ad alta sensibilita utile per conoscere la
struttura chimica delle SU, ma non permette la rilevazione dei composti aromatici (Piccolo et al.
1990; Mazzei and Piccolo 2015). La spettroscopia 2D allo stato liquido ¢ una tecnica che permette

di ottenere il massimo delle informazioni sulla compostizione molecolare e sui gruppi funzionali
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delle SU ed anche sulla correlazione intra/inter molecolare delle componenti umiche (Savy et al.,
2016).

Infine, la spettroscopia CPMAS-NMR ¢ una tecnica non distruttiva applicabile a solidi
cristallini o amorfi. Malgrado non sia una tecnica ad alta risoluzione permette di approfondire la
distribuzione molecolare nel campione riducendo le interazioni che impediscono ’acquisizione
degli spettri (come le forti interazioni dipolari tra omologhi, I’anisotropico spostamento chimico,
I’interazione quadrupolare e la maggiore suscettibilita magnetica) (Duer, 2002). Infatti le forti
interazioni eteronucleari della spettroscopia MAS allo stato solido sono utilizzate per produrre un
trasferimento di magnetizzazione (polarizzazione incrociata) che migliora il segnale. Questi effetti
permettono 1’uso dei nuclei pit abbondanti come 1’idrogeno ('H) per trasferire energia a nuclei
meno abbondanti e con basso rapporto giromagnetico y (come il 3C, *N o il °S) (Savy et al.,
2016). Oltre ad avere molti settori di applicazione (settore ambientale, diagnostico, forense), questa
tecnica ¢ ritenuta molto utile per lo studio del materiale organico (Mazzei and Piccolo, 2015).

Nel presente lavoro la pirolisi con idrossido di tetrametilammonio seguita da gas
cromatografia accoppiata a spettrometria di massa e la spettroscopia *C-CPMAS-NMR sono state
scelte come tecniche avanzate non solo per la caratterizzazine dei compost, delle sostanze umiche,
ma anche per caratterizzare chimicamente estratti in etanolo da compost il cui protocolo di

estrazione ¢ stato ottimizzato durante la seconda parte del lavoro di tesi.

1.4  L’uso di solventi organici per I’estrazione di composti bioattivi

Nel corso degli anni gli scarti di biomasse vegetali sono state considerati sempre piu
importanti e di grande interesse per la comunita scientifica, non solo per la produzione di compost e
biostimolanti a basso impatto ecologico, ma anche come fonte di composti naturali bioattivi da
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impiegare nel settore nutraceutico, farmacologico e cosmetico. Le proprieta terapeutiche delle
piante sono un riflesso della loro ricchezza fitochimica e la tipologia di sostanze fitochimiche
presenti in esse ne influenza Dattivita antiossidante. Tra i composti fitochimici rientrano i
flavonoidi, gli acidi fenolici e gli alcaloidi che giocano un ruolo importante nei diversi processi
antiossidanti all’interno delle cellule vegetali (Jimoh et al., 2019). Nel settore medico questi
composti sono di interesse per la loro attivita antiossidante ed antimicrobica (Andrade et al, 2009) e
pertanto sono utilizzati come formulati naturali in alternativa a farmaci prodotti da sintesi chimica
(Wendakoon and Gagnon, 2012) per la cura di un numero sempre piu crescente di patologie.

La maggior parte dei composti fenolici di origine vegetale ¢ contenuta all’interno di bucce,
foglie, gambi o fiori che comunemente vengono scartati o rimossi dall’industria agroalimentare. Per
poter utilizzare e rivalorizzazione al meglio questi scarti, numerosi gruppi di ricerca lavorano
all’ottimizzazione di protocolli di estrazione di svariate specie vegetali attraverso 1’uso di diverse
tipologie di solventi. Soluzioni a diverse concentrazioni di etanolo, metanolo e acetone sono tra i
solventi maggiormente utilizzati soprattutto per 1’estrazione di composti fenolici ad elevato potere
antiossidante (Jimoh et al., 2019; Maietta et al., 2017; Muhlack et al., 2018; Page et al., 2017;
Safdar et al., 2017). E stato inoltre osservato che variando la concentrazione dei solventi, i tempi, le
temperature di estrazione si ottengono diverse valori non solo in termini di resa, ma anche di attivita
antiossidante legata alla quantita ed alla tipologia dei composti fenolici estratti nelle differenti
condizioni (Spigno et al., 2007).

Malgrado siano stati prodotti numerosi lavori sull’utilizzo di biomasse di scarto per
I’estrazione di composti bioattivi, non vi sono studi che ne prevedano 1’estrazione da materiale
altamente umificato quale il compost. Pertanto I’obiettivo del presente lavoro di ricerca ¢ stato
estrarre composti con potenziale antiossidante e biostimolante da compost prodotti da scarti della

lavorazione del caffé, carciofo e limoni.
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CAPITOLO 2
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2.1 Scopo del lavoro

La ricerca scientifica sta investendo sempre piu verso un uso efficiente delle risorse, con
particolare attenzione alla rivalorizzazione di rifiuti urbani e industriali, in linea con il concetto di
economia circolare che negli ultimi anni sta suscitando una crescente attenzione (Ghisellini et al.,
2016). Questa tipologia di sviluppo sostenibile prevede la pianificazione di un sistema economico
volto al riutilizzo di materiali nei diversi cicli produttivi, riducendo al massimo gli sprechi e
favorendo una bilanciata coesistenza di aspetti economici, tecnologici e ambientali all’interno dei
diversi processi industriali (FAO 2002).

Al fine di rispondere al desiderio di crescita sostenibile, il presente lavoro di dottorato ha
avuto come obbiettivo la rivalorizzazione di scarti agricoli partendo dal recupero di biomasse di
caffé, carciofo, peperone e pastazzo di limoni, al fine di produrre compost. Questo ¢ stato poi
utilizzato sia per 1’estrazione di sostanze umiche seguendo la procedura standard riportata da
Stevenson (1994), sia per I’ottimizzazione di un nuovo protocollo di estrazione che ha previsto 1’'uso
di una soluzione idroetanolica al 70%. Sono state pertanto perseguite due linee di ricerca al fine non
solo di valutare le differenze in termini di composizione chimica dei diversi estratti ma anche di
verificare I’effetto sulla crescita ed il metabolismo di piante di lattuga, sia mediante applicazione al
suolo (nel caso delle sostanze umiche) sia mediante applicazione fogliare (per gli estratti in
etanolo).

Le SU sono state caratterizzate chimicamente mediante tecniche di spettroscopia DRIFT-IR,
BBC-CP-MAS-NMR e pirolisi THAM-GC/MS. Inoltre, sono state saggiate le attivitd antiossidanti
degli estratti mediante saggio ABTS e valutato il contenuto di fenoli con il test Folin-Ciocalteu.

Le SU che hanno mostrato maggiori valori di attivita antiossidante sono state oggetto di
valutazione circa i1 potenziali effetti biostimolanti mediante test di germinazione con semi di Zea
mays (LG 80130) e misurazione dell’allungamento del coleottile e della radice primaria delle

plantule di mais. In considerazione dei precedenti risultati positivi ottenuti testando sostanze umiche
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da carciofo su piante di mais (Monda et al., 2018; Spaccini et al., 2019), si ¢ scelto di testarli da soli
ed in combinazione con umati di potassio (derivati da residui di lignite) anche su piante di lattuga.
Al termine dell’esperimento sono stati analizzati i parametri fenologici (biomassa, contenuto di
clorofilla) e possibili variazioni a livello del profilo metabolico secondario (mediante spettrometria
di massa IT-TOF).

La seconda parte del lavoro ha previsto lo studio di estratti in etanolo da compost, vista la
mancanza di riferimenti bibliografici in merito a questa tipologia di estrazione da compost,
sottoponendo gli estratti non solo alla caratterizzazione chimica ma anche alla valutazione della loro
attivita antiossidante e biostimolante.

Pertanto, tutti gli estratti sono stati caratterizzati chimicamente mediante spettroscopia NMR
in fase solida con la tecnica del CP-MAS (Cross Polarization Magic Angle Spinning) e pirolisi
TMAH-GC/MS. L’attivita antiossidante ed il contenuto di fenoli totali sono stati valutati,
rispettivamente, mediante saggio ABTS e Folin-Ciocalteu.

La fitotossicita degli estratti ¢ stata misurata attraverso test di germinazione con semi di
Lepidium sativum (APAT 2004) ed i campioni che hanno mostrato differenze significative, in
termini di maggiore allungamento della plantula (estratti da carciofo e pastazzo di limoni) sono stati
poi testati con applicazione fogliare, su piante di lattuga.

Poiché ¢ noto che le SU hanno un effetto sul metabolismo primario vegetale, in questo
lavoro ¢ stata utilizzata la spettroscopia NMR per analizzare il profilo metabolico primario delle
piante di lattuga trattate con gli estratti.

Tutti 1 materiali testati, oltre a rivestire un ruolo molto importante nel recupero e corretto
smaltimento degli scarti di lavorazione agricola, possono rappresentare un’importante risorsa per la
produzione di sostanze ad alto valore aggiunto ad azione biostimolante.

Inoltre, 1 risultati positivi ottenuti dai test antiossidanti aprono novi strade per la ricerca al

fine di inserire queste sostanze di riciclo non solo in campo agricolo ma anche nel settore del
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packaging; con il possibile impiego nella creazione di biofilm utilizzabili al fine di aumentare i

tempi di conservazione degli alimenti riducendo i processi di ossidazione e degradazione.

22



CAPITOLO 3

MATERIALI E METODI
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3.1 Compost e sostanze umiche

I compost (CO) vegetali utilizzati in questo lavoro sono stati prodotti presso 1’azienda
sperimentale dell’Universita di Napoli Federico II di Castel Volturno (CE). Le matrici utilizzate per
la preparazione dei cumuli sono stati gli scarti della lavorazione di carciofo, la posa di caffe,
peperoni e limoni. Il compostaggio ¢ stato condotto in condizioni aerobiche mediante il sistema dei
cumuli statici con insufflazione continua di aria. Nel corso della fase termofila in cui la temperatura
dei cumuli ha raggiunti i 60 - 70 °C, c¢’¢ stato un monitoraggio giornaliero dei paramenti di umidita
e temperatura. I compost sono stati definiti maturi e stabili dopo 45 giorni dalla creazione dei
cumuli.

La preparazione dei cumuli ¢ stata condotta come segue. Per il compost da carciofo, i cumuli
sono stati formati utilizzando il 78% di scarti della lavorazione di carciofo (gambi, foglie e parti
esterne delle infiorescenze), 20% di sfalci verdi e legnetti e 2% di compost da letame utilizzato per
avviare la reazione. Il compost da caffé ha richiesto il 30% di posa di caffe, 65% sfalci verdi e 2%
letame. Per il compost da pastazzo di limoni sono stati utilizzati limoni privati della buccia (albedo
e succo), 36% sfalci verdi, 6% segatura di legno e 0.6% calce viva (impiegata per abbassare il pH).

Infine il compost da peperoni ¢ stato ottenuto utilizzando 30% di scarti di peperoni, 68%
sfalci di erba e 2% di compost da letame. Al termine del processo di compostaggio, il compost ¢
stato lasciato maturare all’aperto per altri 30 giorni, quindi, una frazione di esso ¢ stata seccata
all’aria, polverizzata mediante I’uso di un mortaio e setacciata con maglie di 2 mm al fine di rendere
omogeneo il campione.

Ciascun compost ¢ stato poi caratterizzato chimicamente e successivamente utilizzato per

I’estrazione di sostanze umiche ed estratti in etanolo secondo 1 protocolli riportati di seguito.
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3.2 Estrazione sostanze umiche

Le sostanze umiche (SU) estratte da ciascun cumulo di compost sono state ottenute mediante
il seguente protocollo: 200 g di compost secco ¢ stato sospeso in 1 L di una soluzione 1 M di NaOH
in barattoli di polipropilene posti su un agitatore rotante per una notte. Rimosso il surnatante per
centrifugazione, al residuo ¢ stata aggiunto 1 L di acqua deionizzata e posto nuovamente in
agitazione per 2 ore. Al termine, il surnatante ottenuto dai due processi di estrazione, contenente le
sostanze umiche ¢ stato separato dal residuo mediante centrifugazione per 20 minuti a 7000 rpm,
filtrato utilizzando filtri Wathman 41. La soluzione ¢ stata poi portata ad un pH neutro mediante
I’uso di HCI 0.5M e dializzata fino ad ottenere una conducibilita elettrica pari al valore dell’acqua
deionizzata. Al termine del processo di dializzazione tutti i campioni sono stati congelati e

liofilizzati.

3.3 Estrazione idroetanolica

Un aliquota di compost da pastazzo di limoni, carciofo e caffe, dopo essiccazione all’aria, ¢
stata sospesa in una soluzione idroetanolica (EtOH:H>O, 70:30, v:v). Per ogni mg di campione sono
stati utilizzati 5 ml di soluzione. La miscela ¢ stata posta in agitazione per un’intera notte a 25 °C in
palloni di vetro oscurati. Il surnatante ¢ stato poi rimosso per centrifugazione ed il residuo risciolto
nuovamente in soluzione con EtOH 70% e posto a ricadere a 70 °C per 24, 72 e 72 ore
rispettivamente per pastazzo di limoni, carciofo e caffe. Il surnatante ¢ stato poi recuperato,
aggiunto con ugual volume d’acqua e posto a rotoevaporare fino a completa evaporazione

dell’etanolo. La soluzione acquosa risultante ¢ stata poi congelata e liofilizzata.
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34 Analisi elementare

L’analisi elementare dei campioni studiati in questa tesi ¢ stata condotta con un analizzatore
Interscience EA1108 CHNS della Fisons Instruments. Pochi milligrammi di ogni campione secco,
pesati in una piccola capsula di stagno, sono stati totalmente mineralizzati a 1020 °C sotto flusso di
ossigeno. La CO,, I’H>O e I’N; sviluppati sono stati separati per gascromatografia e rilevati con un
rilevatore a conduttivita termica. La determinazione quantitativa di C, H e N ¢ stata effettuata
mediante integrazione dei picchi dei gas sviluppati dalla degradazione delle sostanze organiche
usando il software fornito dalla casa costruttrice ed in relazione a curve di calibrazione

precedentemente approntate utilizzando come standard 1’acetanilide.

3.5  Spettroscopia DRIFT

Gli spettri infrarossi in riflettanza diffusa a trasformata di Fourier (DRIFT) dei campioni di
sostanze umiche sono stati acquisiti utilizzando lo spettrometro FT-IR PerkinElmer 1720-X FT-IR
(Waltham, MA, USA), equipaggiato con un accessorio PerkinElmer per la riflettanza diffusa. Sono
state accumulate 8 scansioni con valori di risoluzione pari a 4 cm™. Prima delle analisi, i campioni
sono stati accuratamente omogeneizzati € poi finemente macinati € mescolati con bromuro di

potassio (KBr) in polvere in un mortaio d’agata, in proporzione di 1:40 in peso.

3.6  Spettroscopia *C-CPMAS-NMR

L’acquisizione degli spettri di risonanza magnetica nucleare dei campioni di compost,

sostanze umiche ed estratti idroetanolici presi in esame ¢& stata effettuata con la tecnica '*C-
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CPMAS-NMR (3C — Cross Polarization Magic Angle Spinning — Nuclear Magnetic Resonance
Spectroscopy), utilizzando un magnete Bruker AVANCE 300 widebore, dotato di una sonda MAS.
I parametri utilizzati per I’acquisizione degli spettri sono stati: 4000 scansioni, velocita di
rotazione del rotore 13000 Hz, tempo di riciclo 1 secondo, tempo di contatto 1 ms e tempo di
acquisizione 20 ms. I campioni sono stati compattati in rotori in zirconio da 4 mm con coperchio in
Kel-F. La correzione di qualsiasi disomogeneita della condizione di Hartmann—Hahn ¢ stata corretta
applicando una sequenza di rampa 'H. Gli spettri *C-CPMAS-NMR sono stati interpretati
dividendo lo spettro in sei ragioni in base allo spostamento chimico, in particolare da 0 a 45 ppm
appartenete alla regione dei carboni alchilici (alkyl-C), da 45 a 60 ppm la regione dei carboni
metossilici (methoxyl-C), da 60 a 110 la regione dei carboni idrossi alchilici (O-alkyl-C), da 110 a
145 quella dei carboni aromatici (aromatic-C), da 145 a 160 quella dei carboni fenolici (phenol-C)
ed infine da 160 a 190 la regione dei carboni carbossilici (carboxyl-C) (Tadini et al., 2015; Vinci et
al., 2019). I dati sono stati analizzati mediante 1’utilizzo del software Mestre-C (4.9.9.9, MestreLab
Research, A Corufia, Santiago de Compostela, Spain). I parametri adottati per trasformare il
decadimento libero dell’induzione (FID) sono stati: 4K di zero filling ed una funzione di filtro
esponenziale con un ampliamento della linea di trasformata di 200 Hz. Le percentuali di area di
ciascuna regione sono state calcolate sulla base dell’area totale dello spettro ed 1 valori ottenuti sono
stati poi utilizzati per calcolare 1 rapporti idrofobici (HB/HI), alchilici/idrossialchilici (A/AO),

ligninico (LR) (Spaccini et al., 2000; Almendros et al., 2000) ed il valore di aromaticita (ARM).

3.7  Pirolisi TMAH - GC/MS

Le pirolisi dei compost, delle sostanze umiche e degli estratti idroetanolici sono state
eseguite utilizzando una quantita pari a 200, 200 e 500 mg, rispettivamente. I campioni posti in

navicelle di quarzo, sono stati metilati mediante 1’aggiunta di 500 mL di una soluzione al 25% di
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idrossido di tetrametilammonio in metanolo (TMAH) (w:v, 1:1). Dopo un’imbibizione di 2 ore i
campioni sono stati introdotti in un tubo di reazione in pyrex (50cmx3.5cm i.d.) e riscaldati (rampa
20 °C min') fino a 400 °C (10 min di temperatura costante) per un tempo di reazione totale pari a
circa 40 min (forno Barnstead Thermolyne 21100). I prodotti rilasciati dalla termochemolisi sono
stati trasferiti mediante un flusso continuo di elio (30 mL min') in due beute in serie contenenti
cloroformio (50 mL) poste in vasche con ghiaccio. Al termine della reazione il contenuto delle due
beute ¢ stato unito in un pallone di raccolta e concentrato mediante rotovaporazione. Il residuo ¢
stato poi disciolto in 1 ml di cloroformio e successivamente un volume pari a 0.2 mL trasferito in

una vial di vetro da 0.2 ml per 1’analisi GC/MS.

3.8  Analisi GC/MS

L’analisi mediante gas cromatografia accoppiata a spettrometria di massa (GC/MS) dei
prodotti di pirolisi ¢ stata condotta con un gas-cromatografo Perkin-Elmer Autosystem XL
equipaggiato con un colonna capillare RTX-5MS WCOT (Restek, 30m*0.25mm i.d.; film thickness
= 0.25um) e accoppiato attraverso una linea riscaldata (250 °C) con uno spettrometro di massa a
quadrupolo PE Turbomass-Gold. Il tempo di corsa totale per la separazione cromatografica ¢ stato
di circa 60 minuti. Le temperature utilizzate sono state: 60 °C (1 minuto di temperatura costante),
un innalzamento da 7 °C min' a 100 °C min ' e poi da 4 °C min! a 320 °C (5 minuti di

temperatura costante). L’elio ¢ stato utilizzato per trasportare i gas alla velocita di 1.90 mL min !

, la
temperatura di iniezione utilizzata ¢ stata di 250 °C, e la modalita di iniezione suddivisa (split)
aveva un flusso minimo di 30 mL min'. Gli spettri di massa sono stati ottenuti in modalita EI (70
eV), l'intervallo di scansione ¢ stato di m/z 45-650, con un tempo di ciclo di 0.2 secondi.

L’identificazione dei composti ¢ stata basata sui confronti degli spettri di massa contenuti nella

libreria della banca dati NIST e con i dati riportati in letteratura. Per I’analisi semiquantitativa ¢
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stata calcolata la percentuale di ciascun composto in relazione all’area totale dei composti

identificati.

3.9  Saggio ABTS

L'attivita antiossidante delle sostanze umiche e degli estratti idroetanolici ¢ stata valutata
mediante il saggio con 1’acido 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6- sulfonico (ABTS). La misura ¢
stata eseguita utilizzando il saggio di decolorazione del radicale libero ABTS * in accordo con la
metodica standard (Re et al.,, 1999; Serpen et al., 2012), con alcune modifiche. Il radicale
monocationico ABTS * ¢ stato generato facendo reagire una soluzione ABTS (7 mM) con 2.45 mM
di perossido solfato di potassio (K2S20s). La miscela ¢ stata lasciata riposare al buio per 16 ore a
temperatura ambiente. La soluzione ¢ stata poi diluita con metanolo fino a leggere 1'assorbanza di
0.7 £ 0.2 unita a 734 nm.

Per misurare l'attivita antiossidante degli estratti, 100 pl di ciascun campione alle varie
concentrazioni & stato aggiunto a 1900 pL di soluzione diluita di ABTS ¥, i campioni sono stati
lasciati a reagire per 2 minuti al buio, al termine dei quali I’assorbanza ¢ stata misurata
spettrofotometricamente a 734 nm.

E stata calcolata la riduzione percentuale dell’assorbanza (decolorazione della soluzione) a
734 nm per ogni concentrazione di estratto e la capacita antiossidante ¢ stata espressa come
percentuale di inibizione (I %) calcolata secondo la relazione:

I (%)= (Abs X — Abs 0)/ Abs 0
Abs X e Abs 0 rappresentano, rispettivamente, 1’assorbanza a 734 nm dei campioni da

misurare e del controllo. E stata valutata anche la capacita antiossidante equivalente Trolox (TEAC)

confrontando la variazione di assorbanza a 734 nm degli estratti con quella contenente Trolox
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(acido 6-idrossi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbossilico) come standard. Le soluzioni standard sono
state preparate in metanolo in un intervallo di concentrazioni da 0 a 600 ug ml™.

La I % di Trolox ¢ stata calcolata come:

I % = [(Abs bianco — Abs Trolox) / Abs bianco] x 100.

Mentre il valore di TEAC, espressi come millimoli equivalenti di Trolox per kg di campione

¢ stato calcolato come segue:
TEAC (mmol eq. Trolox / kg campione) = [I % campione / (a X m)] X 10

Dove a ¢ la pendenza della retta di calibrazione del Trolox, m sono i mg di campione

utilizzati nella reazione, 10 ¢ il fattore di conversione per ottenere il valore di TEAC come mmol

eq. Trolox / kg di campione. Tutte le analisi sono state condotte in triplicato.

3.10 Determinazione del contenuto di fenoli totali

Il contenuto di fenoli totali (TPC) ¢ stato calcolato mediante il test del Folin-Ciocalteu
(Dewanto et al., 2002). Il reagente Folin-Ciocalteu ¢ una miscela in soluzione acquosa di acido
fosfomolibdico e acido fosfotungstico che complessati con fenoli costituiscono un cromoforo blu.

Il saggio si basa sulla riduzione del reagente Folin-Ciocalteu e la formazione di un
complesso cromoforo blu. I1 massimo assorbimento dipende dalla concentrazione di composti
fenolici misurata spettrofotometricamente a 760 nm. E’ stata formata una miscela di reazione
contenente 830 ul di acqua milliQ, 50 pL di reagente di Folin-Ciocalteu e 20 puL di campione.

La miscela ¢ stata lasciata a reagire per 3 minuti a temperatura ambiente, al termine dei quali
la reazione ¢ stata interrotta aggiungendo 100 pL di una soluzione al 6% di NaOH. Dopo un
ulteriore incubazione di 1 ora ¢ stata letta I’assorbanza a 760 nm. La retta di calibrazione per il

calcolo dei fenoli totali ¢ stata ottenuta utilizzando come standard 1’acido gallico ed 1 valori di TPC
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sono stati espressi come mg equivalenti di acido gallico su grammo di campione. Tutte le analisi

sono state condotte in triplicato.

3.11 Test di germinazione con semi di Zea mays

Il saggio per valutare la bioattivita delle sole sostanze umiche estratte da compost da
carciofo (SU-CAR) e da pastazzo di limoni (SU-PAS) ¢ stato condotto utilizzando semi di mais
(Zea mays, LG 30.215 Limagrain). Prima dell’inizio del saggio i semi sono stati tenuti a bagno in
acqua per una notta al buio. Il saggio, della durata di 7 giorni, ¢ stato condotto in camera di crescita
alla seguenti condizioni di crescita: temperatura di 25 °C, umidita 75% e zero illuminazione.

Sono state saggiate 5 concentrazioni (10, 25, 50, 100, 200 ppm), ciascuna delle quali
valutata utilizzando 5 repliche. Il controllo ha previsto la crescita dei semi con acqua deionizzata. Il
fondo delle capsule Petri (90 @) all’interno delle quali sono stati posti i semi (15 semi/capsula) ¢
stato rivestito con carta filtro e aggiunto con 2 ml di acqua deionizzata. Dopo aver posizionato i
semi, sono stati aggiunti per ciascuna piastra 15 mL di soluzione contenente le SU. Al termine del
test, la percentuale di germinazione ¢ stata calcolata contando il numero di semi germinati in
rapporto al totale. Successivamente le piantine sono state scannerizzate mediante uno scanner con
piano modificato Perfection V700 (Epson, Suwa, Japan) ed ¢ stata misurata la lunghezza del
coleottile e della radice primaria attraverso 1’uso del software WinRhizo versione 2012b (Regent

Instruments, Inc., Ch Ste-Foy, Québec, QC, Canada).
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3.12 Saggio di germinazione con semi di Lepidiun sativum

I test di germinazione e della valutazione dell’accrescimento radicale sono stati condotti con
semi di Lepidium sativum, al fine di valutare la fitotossicita degli estratti idroetanolici. Il protocollo
utilizzato ¢ in accordo con le metodiche APAT, 2004 (Jacomini et al., 2004). Il saggio ¢ stato
eseguito utilizzando il campione testato a concentrazione predefinita. Da ciascuna soluzione sono
stati prelevati 5 ml e posti in capsule Petri (90 ©) contenenti dischi di carta filtro. Per ciascun test
sono state utilizzate 4 repliche con 10 semi ciascuna disposti casualmente all’interno della capsula
(figura 2). Infine le capsule sono state incubate in termostato a 25 + 2 °C per 72 ore. Al termine
dell’incubazione sono stati contati i semi germinati ed ¢ stata misurata la lunghezza radicale. Per
ciascun trattamento sono stati calcolati gli indici di germinazione relativa (GR), lunghezza radicale
relativa (LR) e germinazione (IG), mediante le seguenti formule; GR=100 x (Gs/Gc), LR= 100 x
(Ls/Le), IG= 100 x (Gs/Ge) x (Ls/Lc). Le sigle Gs e GC indicano i numeri di semi germinati del

campione e del controllo mentre Ls e Lc sono le lunghezze radicali del campione e del controllo.

Figura 2: Allestimento saggio con Lepidium sativum
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3.13 Esperimento in vaso su lattuga con sostanze umiche da compost verde e umati

di potassio

L’esperimento ¢ stato condotto con piante di lattuga al fine di valutare gli effetti delle
sostanze umiche da compost da carciofo (SU-CAR) applicate sia da sole sia in miscela con diverse
percentuali di umati di potassio (UK). I vasi sono stati preparati utilizzando 2.5 kg di una miscela di
suolo (Vertic Xerofluvent, franco limo argilloso, 18.3% sabbia, 31.3% limo, 50.4% argilla) e sabbia
in rapporto 2:1. Per ciascun trattamento sono state previste 5 repliche. Le piante di lattuga sono state
cresciute in serra per 45 giorni mantenendo il suolo ad una capacita di trattenimento dell’acqua tra il
50 e il 70 %. Sono state applicate al suolo soluzioni sia di solo SU-CAR ed UK, sia di tre loro
miscele: 1) 75% SU-CAR e 25% UK, 2) 50% SU-CAR e 50% UK, 3) con 25% SU-CAR e 75%
UK. Ciascun materiale umico ¢ stato disciolto in acqua deionizzata per 3 concentrazioni (10-50-100
ppm). Le piante utilizzate come controllo (CT) sono state trattate con acqua. Non sono state indotte
condizioni di stress, pertanto tutte le piante sono state periodicamente irrigate e per 1’illuminazione
¢ stato mantenuto il fotoperiodo naturale (essendo le piante cresciute in serra). L’applicazione delle
sostanze ¢ stata effettuata ogni 15 giorni, aggiungendo al suolo di ciascuna pianta 200 mL di
soluzione Al termine dell’esperimento le piante sono state campionate ed ¢ stata pesata la parte di
biomassa aerea totale, dalla quale sono stati prelevati campioni di foglia (prontamente congelati in
azoto liquido) per I’estrazione della clorofilla e dei metaboliti. La restante parte ¢ stata seccata in

stufa (70 °C) per poi effettuare la stima del peso secco.

3.14 Esperimento in vaso su Lattuga con estratti idroetanolici

Per gli esperimenti con 1 soli estratti idroetanolici da compost da carciofo e da pastazzo di

limoni sono state utilizzate giovani piante di lattuga. Gli esperimenti sono stati condotti in serra,
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rispettando il fotoperiodo naturale, utilizzando vasi da 3.5 kg i quali sono stati riempiti con solo
suolo (Vertic Xerofluvent, franco limo argilloso, 18.3% sabbia, 31.3% limo, 50.4% argilla). Il test ¢
stato condotto testando 5 diverse concentrazioni (10, 25, 50, 100, 200 ppm) degli estratti
idroetanolici, piu il controllo. Sono state effettuate 5 repliche per un totale di 30 piante ad
esperimento. A ciascuna pianta ¢ stata aggiunta una soluzione di nutrienti di base composta da K
(come K20) 20%, N 20 % e P 20%. I trattamenti hanno previsto ’applicazione fogliare delle
soluzioni di estratti effettuata ogni 15 giorni a partire da una settimana dopo il trasferimento in vaso
delle piante per un totale di 4 trattamenti. Per ciascun trattamento ¢ stato utilizzato un volume di
estratto necessario a bagnare 1’intera pianta. Dopo 7 giorni dall’ultimo trattamento le piante sono
state campionate, ed ¢ stata pesata la biomassa aerea, dalla quale sono stati prelevati campioni
(prontamente congelati in azoto liquido) per la valutazione del contenuto di clorofilla e di

metaboliti. Il peso secco ¢ stato calcolato facendo seccare le piante in stufa a 70 °C per 3 giorni.

3.15 Determinazione del contenuto di clorofilla

Da ciascuna pianta di lattuga sottoposta ad esperimento sono stati prelevati 2 dischi di foglia
del diametro di 20 mm, prontamente poi congelati in azoto liquido. L’estrazione della clorofilla ¢
stata effettuata utilizzando un mortaio con pestello in ceramica, 1 campioni sono stati omogenizzati
in 10 ml di acetone (99.9%), traferiti in tubi da centrifuga di vetro e centrifugarti a 3000 rpm per 6
minuti a 4 °C. Il surnatante ¢ stato recuperato ed ¢ stata misurata 1’assorbanza spettrofotometrica a
661.1 e 644.8 nm. Il contenuto di clorofilla A (Chl a), clorofilla B (Chl b) e clorofilla totale (Chl
tot) sono state calcolate in accordo con la metodologia riportata da Lichtenthaler (1987) ed ¢ stato

espresso come mg di pigmento per mg di foglia fresca.
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3.16 Analisi dei dati

I risultati ottenuti dagli esperimenti in pianta e dai test di germinazione sono stati analizzati
mediante analisi statistica ANOVA ad una via seguita dal test LSD (significativo per valori di pp

<0.05).

3.17 Estrazione di metaboliti primari ed analisi mediante spettroscopia 'H-NMR

L’estrazione dei metaboliti primari ¢ stata effettuata solo su piante di lattuga trattate con gli
estratti idroetanolici. I campioni di foglia conservati a -80 °C in seguito al campionamento, sono
stati omogeneizzati con mortaio e pestello in ceramica utilizzando azoto liquido e successivamente
liofilizzati. Circa 40 + 5 mg di campione sono stati pesati in tubi Eppendorf da 2 ml pre-raffreddati
ai quali ¢ stato aggiunto 1 ml della miscela acqua / metanolo / cloroformio (in rapporto 1:3:1).

I campioni sono stati miscelati per 20 secondi e centrifugati a 1200 rpm per 10 minuti a 4
°C. Al fine di inibire Dlattivita di enzimi presenti nel campione questi sono stati incubati in
agitazione a 1000 rpm per 18 minuti a 70 °C, al termine dei quali sono stati lasciati a riposare per 1
minuto. I campioni sono stati poi incubati nuovamente a -20 °C per 5 minuti, agitati e centrifugati a
10000 rpm per 10 minuti a 4 °C. Sono stati prelevati 0.5 ml di surnatante, trasferiti in tubi
Eppendorf da 2 ml ai quali sono stati aggiunti 0.2 ml di acqua milliQ al fine di permettere la
separazione della fase polare e apolare corrispondente, rispettivamente, a metanolo-acqua (parte
superiore) e cloroformio (parte inferiore). I campioni sono stati poi centrifugati a 10000 rpm per 10
minuti a 4 °C al temine dei quali sono stati prelevati 0.8 ml di fase polare e trasferiti a in tubi da 2
ml in vetro per poi essere portata a secco sotto flusso di azoto. I campioni sono stati poi risospesi in
0.75 ml di una soluzione di tampone fosfato deuterato (90 mM, pH 6.0) contenente 0.02 mg ml ! di

acido 3-(tri-metilsilil) propionico-2,2,3,3-d4 (TMSPA, EurisoTop, France) utilizzato come standard
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interno, e trasferiti in tubi di vetro (di diametro 5 mm) per NMR. La completa dissoluzione di
ciascun estratto ¢ avvenuta in seguito a sonicazione per 5 minuti (40 kHz) prima dell’analisi NMR.

L’analisi NMR ¢ stata condotta utilizzando 8 repliche di ciascun trattamento.

3.18 Spettroscopia NMR

L’analisi NMR ¢ stata condotta utilizzando uno spettrometro a 400 MHz Bruker Avance
munito di una sonda BBI Bruker a 5 mm e lavorando ad una frequenza di 400.13 MHz per 'H.

Gli spettri monodimensionali "H (1D) sono stati acquisiti regolando a 5 secondi di ritardo di
equilibrio termico, una lunghezza di impulso di 90° entro 8 e 8.85 pus (—2 dB di attenuazione), 128
transienti, 67584 punti nel dominio del tempo e 16 ppm (6410.3 Hz). 1l segnale dell'acqua residua ¢
stato soppresso applicando la pre-saturazione in risonanza durante il ritardo di equilibrio termico.

I segnali NMR che hanno mostrato differenze significative tra i vari trattamenti (test
ANOVA p<0.05) sono stati assegnati e interpretati utilizzando la letteratura specifica. Il software
Bruker Topspin (v 2.1, BrukerBiospin, Rheinstetten, Germany) ¢ stato utilizzato per processare gli
spettri. Il libero decadimento dell’induzione (FID) degli spettri '"H 1D & stato trasformato mediante
la trasformata di Fourier con una dimensione di funzione di 32.768 punti e un'apodizzazione di 0.5

Hz. Di tutti gli spettri sono state corrette la fase e la linea di base.

3.19 Estrazione metaboliti secondari ed analisi mediante spettroscopia IT-TOF

L’estrazione dei metaboliti secondari per 1’analisi mediante spettrometria di massa IT-TOF ¢

stata condotta solo da piante di lattuga trattate con le miscele SU e UK e con le sole SU e UK.
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I campioni di foglia conservati a -80 °C sono stati omogeneizzati con mortaio e pestello in
ceramica utilizzando azoto liquido e successivamente liofilizzati. Circa 40 = 5 mg di campione
liofilizzato sono stati pesati in tubi di vetro da 4 mL, ai quali ¢ stato aggiunto 1 mL di metanolo
(80%). In seguito ad agitazione, i campioni sono stati incubati una notte a 4 °C al buio. Poi sono
stati agitati e lasciati sedimentare. Sono stati prelevati 0.7 mL di surnatante e trasferiti in tubi
Eppendorf da 2 mL. Al residuo ¢ stato nuovamente aggiunto 1 mL di metanolo (80%), incubato a
-20 °C per 10 minuti e centrifugato a 12000 rpm per 10 minuti a 4 °C. Infine ¢ stato prelevato il
surnatante e riunito a quello precedentemente prelevato. I surnatanti sono stati trasferiti in tubi in
vetro da 4 ml e portati a secco sotto flusso di azoto. I campioni sono stati poi risospesi in 0.8 mL di
metanolo (100%), ai quali sono stati aggiunti 0.02 mL di umbrelliferone (2 ppm), utilizzato come
standard interno. Infine i campioni sono stati filtrati utilizzando una siringa di vetro filtro Sartorius

(Minisart NML) sterile da 0.2 um.

3.20 Analisi metabolomica mediante LC-MS-IT-TOF

Le soluzioni dei composti estratti da foglie di lattuga trattate con le SU-CAR, gli umati di
potassio e le miscele SU-CAR e UK sono state sottoposte a cromatografia liquida mediante
l'utilizzo di un sistema UHPLC della Shimadzu, composto da due pompe LC-20AD XR UHPLC,
un'unita di degassamento DGU-20A 5R, un'unita di autocampionamento SIL-20A XR, un rilevatore
SPD-N20A UV DAD fornito di una cella UHPLC. Il sistema UHPLC ¢ abbinato in linea con uno
spettrometro di massa ibrido LCMS-IT-TOF attraverso una sorgente Electrospray (ESI).

Una colonna Kinetex 1.60 um EVO C18 100 A (150 x 2.1 mm) & stata eluita ad un flusso di
0.3 ml min™' con una soluzione composta da (A) 0.1% di acido formico in acqua v/v e (B) 0.1 % di
acido formico in acetonitrile v/v. L’analisi ¢ stata condotta utilizzando il seguente gradiente di

eluizione: 95:5 % di A:B per 0.1 min; un gradiente fino a 10:90 % di A:B in 25 min, poi in
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isocratica a 10:90 % di A:B per 5 min, riequilibrata fino a 95:5 % di A:B in 5 min ed infine tenuto
a 95:5 % di A:B per 5 min. La colonna ¢ stata termostatata a 40 °C per I’intera durata dell’analisi.
Sono state effettuate iniezioni di 2 microlitri per ogni campione.

L’analizzatore IT-TOF ¢ stato tarato utilizzando una soluzione standard di trifluoroacetato di
sodio. La determinazione delle masse ¢ stata condotta in modalitd di ionizzazione negativa
utilizzando i1 seguenti parametri: voltaggio del detector: 1.57 kV, voltaggio dell’interfaccia: —3.5
kV, temperatura del CDL e del blocco di riscaldamento: 250 °C, flusso del gas di nebulizzazione
(N2): 1.5 L/min.

I dati sono stati acquisiti in un intervallo di massa 120-800 m/z, tempo di accumulo degli
ioni: 50 ms. Le molecole da identificare sono state selezionate sulla base delle referenze
bibliografiche mentre la determinazione delle aree dei corrispondenti frammenti ¢ stata condotta

utilizzando il software METID con una errore di 10 ppm tra la massa attesa e quella calcolata.

3.21 Analisi statistica

La valutazione semi quantitativa dei metaboliti secondari ¢ stata condotta normalizzando
ciascun valore dell’area del picco IT-TOF sullo standard interno (umbrelliferone) a concentrazione
nota.

Per quanto riguarda i metaboliti primari, gli spettri 'H-NMR sono stati divisi in n-intervalli
simmetrici di 0.04 ppm, ciascuno dei quali ¢ stato integrato e normalizzato per lo standard interno
(TMSPA).

Per ambedue le valutazioni di metaboliti primari e secondari, I’analisi delle componenti
principali (PCA) ¢ stata utilizzata qui come tecnica multivariata per ridurre la dimensionalita del set
di dati permettendo contemporaneamente di conservare le informazioni utili espresse in termini di

varianza variabile. Il software XLSTAT, versione 9.0 (Addinsoft) ¢ stato utilizzato per elaborare la
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PCA dell'insieme totale di dati degli spettri sia IT-TOF che NMR. Le differenze significative nella
quantitd di metaboliti in funzione dei trattamenti applicati sono state testate mediante il test

ANOVA a una e due vie, seguite dal test di Tukey (significativo per valori di p <0.05).
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4.1 Compost e sostanze umiche: caratterizzazione e valutazione dell’attivita

antiossidante e dell’effetto biostimolante

4.1.1 Analisi elementale di compost e sostanze umiche

La tabella 1 riporta i risultati dell’analisi elementale di compost (CO) da carciofo (CO-
CAR), caffe (CO-CAF), peperone (CO-PEP) e pastazzo (CO-PAS), delle relative sostanze umiche
(SU) da essi estratti (SU-CAR, SU-CAF, SU-PEP e SU-PAS) ed i relativi rapporti atomici
carbonio/azoto (C/N) e idrogeno/carbonio (H/C).

I quattro CO mostrano delle significative differenze riguardo al contenuto di carbonio (C),
idrogeno (H) e azoto (N). I piu alti valori di C per CO-CAF e CO-PEP suggeriscono una maggiore
presenza di molecole piu recalcitranti (Adani et al., 1997; Castaldi et al., 2005) mentre 1 valori piu
bassi per CO-CAR e CO-PAS riflettono la formazione di composti organici ossidati. Il valore di N ¢
simile per CO-CAR, CO-PEP e CO-PAS mentre il maggior valore osservato in CO-CAF, ¢ da
attribuire al piu grande contenuto di questo elemento nella posa di caffe, materiale originale
sottoposto al compostaggio. Il rapporto C/N decrementa significativamente seguendo I’ordine CO-
PEP > CO-PAS > CO-CAR > CO-CAF. Un alto rapporto C/N al termine del processo di
compostaggio, specialmente per CO-PEP, indica un processo di degradazione microbica delle varie
componenti piu lento rispetto alle altre matrici utilizzate. Liu e Price (2011) hanno riportato che un
compost con valori del rapporto C/N minori di 25/1 puo essere utilizzato come fertilizzante a lento
rilascio di azoto. Il rapporto H/C fornisce indicazioni sul grado di condensazione e di insaturazione
delle sostanze umiche (Belzile e al., 1997). Questo rapporto presentandosi molto simile indica che
le componenti organiche del compost presentano il medesimo stato di trasformazione della materia
organica.

L'analisi elementale delle quattro SU ha mostrato in tutti i casi un aumento di C, N ¢ H

rispetto ai rispettivi CO. Le 4 SU mostrano valori simili sia del rapporto C/N che H/C ma piu bassi
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dei rispettivi CO indicando la stessa stabilita, grado di condensazione e umificazione (Lu et al.,
2000) in seguito alla perdita di gruppi idrossialchilici e al conseguente aumento del grado di

condensazione aromatica.

Tabella 1: Composizione elementare di compost (CO) e sostanze umiche (HS) da peperone (PEP), pastazzo

di limone (PAS), carciofo (CAR) e caffe (CAF)

C N H C/N H/C C N H C/N H/C

% %
CO-PEP (344 15 39 272 14 SUPEP 1408 45 44 117 13
COPAS |252 17 31 7y s SUPAS 414 46 46 105 1.3
CO-CAR |205 19 23 e 13 SUCAR 416 43 47 113 14
CO-CAF |374 44 41 0o 13 SUCAF |491 56 5.1 101 12

4.1.2 Analisi DRIFT

La spettroscopia infrarossa ¢ una tecnica che da informazioni sui gruppi funzionali presenti
nelle molecole che formano il campione e quindi, indirettamente, sulle molecole stesse. Gli spettri
DRIFT delle SU contengono una varieta di bande che possono essere diagnostiche di strutture
molecolari specifiche.

Gli spettri DRIFT delle SU isolate dai 4 compost, ad eccezione di SU-CAF, mostrano un
profilo spettroscopico molto simile (figura 3). In particolare, il segnale a circa 3400 cm™' ¢ attribuito
allo stiramento degli O-H di gruppi alcolici e carbossilici ed N-H. I segnali tra 2950-2850 cm™ e
quelli a 1457 cm™ e 1326 cm™! sono assegnati alle vibrazioni di stiramento e deformazione dei
legami tra carbonio e idrogeno di gruppi alifatici (Muscolo et al., 2007). L’assorbimento a circa
1457 cm’!, assegnato ai gruppi C-Ha, ad eccezione di SU-CAF, era indice di un alto contenuto

lipidico del materiale analizzato (Spaccini and Piccolo, 2008). I segnali tra 1650-1600 cm™ sono
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assegnati alle vibrazioni di diversi gruppi funzionali quali i C=O di ammidi primarie ¢ i C=0 di
chetoni, chinoni, acidi carbossilici ed esteri e/o C=0 impegnati in legami ad idrogeno. La banda a
circa 1593 cm™! & assegnata a vibrazioni C=C degli anelli aromatici. Inoltre, quella a circa 1526 cm”
!, attribuibile a vibrazioni C=C, suggerisce I’esistenza di componenti aromatiche di origine ligninica
(Brunow, 2001). I segnali nella regione intorno a 1420 cm™! corrispondono al legame tra ossigeno e
idrogeno e tra carbonio ed ossigeno degli ossidrili fenolici ed alcolici e ai gruppi carbossilato. La
banda a 1269 cm™ puo essere attribuita ad anelli di guaiacile (Francioso et al., 2002). La banda a
1220 cm™ ¢ attribuita allo stiramento dei gruppi C-O e O-H di gruppi carbossilici e C-O di eteri
aromatici. Le bande a 1129 e 1082 cm™ sono anche caratteristiche di C-H aromatici di siringil- e
guacil-alcoli, due componenti strutturali delle lignina (Ferrari et al., 2011). Infine il segnale a 1042
cm’!', meno pronunciato in SU-CAF, & dovuto ai gruppi C-O di polisaccaridi o di natura

polisaccaridico-simile (Bellamy, 1975; Stevenson, 1994).
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Figura 3: Spettri DRIFT di sostanze umiche (SU) estratte da compost da caffe¢ (SU-CAF), carciofo (SU-
CAR), peperone (SU-PEP) e pastazzo di limoni (SU-PAS)
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4.1.3 Spettroscopia *C-CPMAS-NMR

In figura 4 e 5 sono riportati rispettivamente gli spettri '*C-CPMAS-NMR dei CO e delle
SU, mentre i valori delle aree dei segnali negli intervalli di risonanza calcolate come percentuale
relativa all’area dell’intero spettro, sono riassunti in tabella 2 e 3. L’intero spettro ¢ stato diviso in
sei intervalli (0-45, 45-60, 60-110, 110-145, 145-160 e 160-190), a ciascuno dei quali appartiene
una specifica classe di composti di carbonio. La regione 0-45 ppm ¢ attribuita ai carboni alchilici
(alkyl-C), come i carboni metilenici (CH2), e i gruppi metili terminali (CH3). In particolare, il
segnale intorno a 30 ppm pud essere associato alle catene metileniche derivate da biopoliesteri,
lipidi o cere di origine vegetale (Tadini et al., 2015). La regione tra 45-60 ppm ¢ attribuita ai
carboni metossilici (methoxyl-C) ed ai carboni alifatici coinvolti nel legame carbonio-azoto (C-N)
di peptidi. La spalla piu alta a 56 ppm ¢ collegata alla presenza di gruppi metossili appartenenti agli
anelli aromatici delle subunita guaiaciliche e siringiliche delle strutture ligniniche (Spaccini and
Piccolo, 2009: Hatcher, 1987). La regione di risonanza tra 60-110 ppm appartiene ai carboni idrossi
alchilici (O-alkyl-C) come negli alcoli e nei carboidrati. In tutti i campioni analizzati il segnale a 72
ppm ¢ associabile alla risonanza dei carboni C2, C3 and C5 delle strutture piranosiche di cellulosa
ed emicellulosa (Gonzélez et al., 2001; Spaccini and Piccolo, 2007). La regione tra 110-145 ppm ¢
attribuita ai carboni arilici (aromatic-C). In particolare, dati riportati in letteratura permettono di
associare il segnale a 130 ppm all’anello p-idrossifenilico dell’unita cinnamica di lignina e suberina
(Spaccini and Piccolo, 2007). La regione da 145-160 ppm ¢ da assegnare ai carboni fenolici
(phenol-C), ma non ¢ possibile associarli alla risonanza di specifiche subunita ligniniche (Hatcher et
al.,1995). Infine nella regione tra 160 a 190 ppm (carboxyl-C) si ha la risonanza dei carboni
carbonilici C=O0 e in particolare il picco a circa 174 ppm puo essere assegnato ai carbossili di acidi
grassi, aminoacidi, zuccheri (Spaccini and Piccolo, 2007; Tadini et al., 2015), ed ai carbonili di

chetoni ed esteri.
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I quattro CO mostrano un elevato contenuto della componente alifatica (0-110 ppm) rispetto
a quella aromatica (110-160 ppm). In particolare, per CO-CAR e CO-CAF il maggior contenuto di
carboni alchilici (0-45 ppm) e carbossilici (160-190) ¢ da imputare alla maggiore presenza di lunghe
catene di acidi grassi mentre per CO-PEP e CO-PAS ¢ presente un picco molto intenso nella
regione dei carboni idrossialchilici (60-110 ppm) attribuibile al maggior contenuto di composti di
natura polisaccaridica o di forme ossidate che si originano dalla degradazione della componente
ligninica. Inoltre, per CO-CAR e CO-CAF il maggior contenuto di carboni alchilici (0-45 ppm) e il
piu basso contenuto di carboidrati (60-110), composti aromatici (110-145 ppm) e fenolici (160-145
ppm) suggerisce una maggiore attivita da parte della biomassa microbica che lascia indisturbati i
composti a maggiore idrofobicita (Schmidt et al., 2000). Gli indici di idrofobicita (HB/HI), achilico
(A/AO) e ligninico (LR), utilizzati al fine di valutare la stabilita biochimica del materiale organico
analizzato, sono riportati in tabella 3 e 4. Gli indici HB/HI ed LR indicano il maggior carattere
idrofobico e un maggior contenuto di composti condensati di natura ligninica e tanninica in CO-
CAR e CO-CAF rispetto a CO-PEP e CO-PAS. La componente alchilica (0-45 ppm) dopo il
processo di estrazione delle SU diminuiva per SU-CAR ed aumentava per SU-PEP e SU-PAS
mentre non si osservano sostanziali differenze in SU-CAF. Le quattro SU mostrano anche una
sostanziale perdita di zuccheri, piu evidente in SU-PEP e SU-PAS rispetto a SU-CAR e SU-CAF.

Inoltre, SU-CAR, SU-PEP e SU-PAS mostrano un incremento dei gruppi metossilici (40-65
ppm) rispetto ai corrispondenti CO mentre per SU-CAF si osserva un minimo decremento. I carboni
aromatici (100-145 ppm) incrementano notevolmente per SU-CAR ed in misura minore per SU-
CAF e SU-PEP mentre vi ¢ una diminuzione in SU-PAS. I carboni fenolici (145-160 ppm)
aumentano per SU-CAR e diminuiscono nelle altre tre SU. Infine, la regione 160-190 ppm mostra
un aumento dei carboni carbonilici molto evidente in SU-PEP mentre solo SU-CAR mostra una
diminuzione di questa frazione. L’indice HB/HI aumenta in tutte le SU evidenziando il maggior
carattere idrofobico delle SU rispetto ai corrispondenti CO. Per SU-PEP, SU-PAS e SU-CAR si

aveva anche un sostanziale incremento dell’indice LR rispetto a SU-CAR il cui valore diminuiva.
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La tabella 4 mostra i dati della percentuale di aromaticita dei CO e delle SU calcolata
utilizzando i valori di integrazione delle aree tra 112-163 ppm e 0-190 ppm, mediante la seguente

formula (Tadini et al., 2015; Malcom, 1990):

% Aromaticita= [(Integrazione da 112 al63 ppm) / (Integrazione da 0 a 190 ppm)] x 100}

Dai risultati si evince che i valori di aromaticita nelle SU non seguono lo stesso andamento

dei CO, poiché I’estrazione con KOH fornisce dei materiali con un contenuto molecolare diverso

rispetto ai compost di origine.

46



!
lii
1045 || 644
[ 1
174 131 ‘ / /
148.5 /N 2;’; ’
X\/L\/L/ﬂ H'w“! ~\
629
104 |
1474 '

Fra s M,
LYo M 5|-1|| zg,:? M
1737 1177 | 558 24
\ﬁ. 129.1 ”H'jr L—K“-. / II".,
j- i En:""'r" I 1"-- lllll
[ A CO-CAF
\ (s 5
W\ﬁ’/ \'fﬂ n:? M
562
1?3 7 1524
28.4
2731048 ” “’”’
W% AN
I | 1 ¥ I | I I I I I I I
fm m 100 5 0 (ppm)

Figura 4: Spettri *C-CPMAS NMR dei compost da carciofo (CO-CAF) (blu), caffé (CO-CAF) (rosso),
peperone (CO-PEP) (verde), pastazzo di limoni (CO-PAS) (viola)
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Figura 5: Spettri 13C-CPMAS NMR delle sostanze umiche estratte da compost da carciofo (SU-CAR) (blu),
caffe (SU -CAF) (rosso), peperone (SU-PEP) (verde) e pastazzo di limoni (SU -PAS) (viola)
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Tabella 2: Integrazione degli spettri '*C-CPMAS-NMR espressa come percentuale relativa, dei compost da
peperone (CO-PEP) e pastazzo di limoni (CO-PAS), carciofo (CO-CAR) e caffe (CO-CAF),

0-45 45-60 60-110 110-145 145-160 160-190
HB/HI LR A/AO
(Alkyl-C) (Methoxyl-C) (O-alkyl-C) (Aromatic-C) (Phenol-C) (Carboxyl-C)
CO-PEP | 8.62 9.89 58.07 11.18 6.58 5.65 041 150 0.15
CO-PAS | 10.90 6.91 50.07 16.90 4.97 10.25 0.54 139 022
CO-CAR| 31.90 11.49 27.41 12.09 2.99 14.11 1.13 3.84 1.16
CO-CAF | 29.59 13.48 33.06 9.09 4.02 10.76 0.97 3.36 0.90

Indice di idrofobicita (HB/BI): [(0-45) +(45-60) +(110-145) +(145-160)] /[(60-110) +(160-190)]
Rapporto alchilico/idrossialchilico (A/AO): [(0—45) / (60-110)]
Rapporto ligninico (LR): [(45-60) / (145-160)]

Tabella 3: Integrazione degli spettri *°C-CPMAS-NMR espressa come percentuale relativa, delle sostanze
umiche estratte da compost da peperone (SU-PEP) e pastazzo di limoni (SU-PAS), carciofo (SU-CAR) e
caffe (SU-CAF)

0-45 45-60 60-110 110-145 145-160 160-190
HB/HI LR A/AO
(Alkyl-C) (Methoxyl-C) (O-alkyl-C) (Aromatic-C) (Phenol-C) (Carboxyl-C)
SU-PEP 20.1 14.2 35.8 14.4 4.5 11.1 1.1 32 0.6
SU-PAS 24.4 15.9 29.0 14.3 4.6 11.9 14 34 0.8
SU-CAR 16.3 13.8 24.7 28.9 5.6 10.6 1.8 25 0.7
SU-CAF 30.6 13.1 24.7 15.3 3.4 12.9 1.7 3.8 1.2

Indice di idrofobicita (HB/BI): [(0-45) +(45-60) +(110-145) +(145-160)] /[(60—110) +(160-190)]
Rapporto alchilico/idrossialchilico (A/AO): [(0-45) / (60-110)]
Rapporto ligninico (LR): [(45-60) / (145-160)]

Tabella 4: Percentuale di aromaticita (ARM) dei compost (CO) e delle sostanze umiche (SU) calcolata
come:

% di aromaticita= {[(Integrazione area da 112 a 163 ppm) / (Integrazione area da 0 a 190 ppm)] x 100}

% ARM % ARM
CO-PEP 24.0 SU-PEP 17.5
CO-PAS 295 SU-PAS 19.9
CO-CAR 133 SU-CAR 20.8
CO-CAF 3.7 SU-CAF 17.9
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4.1.4 Termochemolisi-GC/MS

La termochemolisi dei CO e delle SU in presenza di idrossido di tetrametilammonio
(TMAH) ha permesso il riconoscimento mediante GC/MS di circa 100 molecole, identificate come
eteri ed esteri metilici di composti naturali (Spaccini et al., 2009). Essendo la reazione di
metilazione mediante TMAH una reazione di transesterificazione, non ¢ possibile distinguere tra
gruppi impegnati in legami esterei e gruppi liberi. I cromatogrammi di CO e SU ottenuti sono
mostrati in figura 6 e 7 mentre I’elenco dei composti identificati € riportato in tabelle appendice Al
e A2 rispettivamente per CO e SU. L’analisi mediante pirolisi non permette di effettuare una precisa
identificazione dei carboidrati presenti, ma ¢ molto selettiva per composti ligninici e lipidici
(Spaccini and Piccolo, 2009). Inoltre, il processo di termochemolisi non permette di ottenere una
buona riproducibilita in termini di risposta semi-quantitativa delle proteine, questo perché le
proteine non essendo stabili a temperature molto elevate (>400 °C) si degradano e non ¢ possibile
poi identificarle in GC/MS. Tuttavia ¢ possibile attraverso questa tecnica identificare composti di
natura azotata che possono essere associate alle proteine presenti nel campione. I prodotti di pirolisi
riconosciuti comprendono diverse tipologie di composti (tabella 5), identificati come ligninici (Lig)
esteri metilici di acidi grassi lineari (FAME), contenenti azoto (N), e sebbene in quantita minime,
composti di origine polisaccaridica (carb). I monomeri delle lignina sono identificati con i seguenti
simboli: P = p-idrossifenile, G = guaiacolo (3-metossi, 4-idrossifenile) e S = siringolo (3,5-

dimetossi, 4-idrossifenile) (Vane et al., 2001).
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Figura 6: Cromatogrammi di prodotti di pirolisi da compost da peperone (CO-PEP), pastazzo di limoni (CO-PAS), carciofo (CO-CAR) e caffe (CO-CAF)
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Figura 7: Cromatogramma di prodotti di pirolisi delle sostanze umiche estratte da compost da peperone (SU-PEP), pastazzo di limoni (SU-PAS), carciofo (SU-
CAR) e caffe (SU-CAF)



Tabella 5: Classi di composti e dei rispettivi valori percentuali identificati in seguito a termochemolisi GC-
MS dei compost da peperone (CO-PEP), pastazzo di limoni (CO-PAS), carciofo (CO-CAR), caffe¢ (CO-
CAF)

CO-PEP CO-PAS CO-CAR CO-CAF
%
FAME 27.1 27.1 23.6 19.6
Steroli 1.7 1.7 2.1 1.5
Alcoli 1.0 1.0 2.3 1.2
N 5.6 5.6 6.8 19.6
Aromatici 26.1 26.1 10.3 18.0
Alcani 4.7 4.7 5.2 2.8
Carboidrati 0.9 0.9 4.8 4.7
Lignina 26.4 26.4 42.7 32.0
Lig G6/G4 2.4 2.4 32 4.4
Lig S6/S4 4.2 4.2 3.0 6.1

Il valore di FAME nei quattro CO segue il seguente ordine percentuale: CO-PAS (27.1%)
> CO-CAR (23.6%) > CO-CAF (19.6%) > CO-PEP (10.7%). E’ possibile osservare un'abbondanza
di FAME con una lunghezza della catena alchilica compresa tra C14 e C30, con una predominanza
di omologhi saturi e insaturi di acidi pentadecanoici, esadecanoici, eptadecanoici e octadecanoici,
che sono 1 principali costituenti dei lipidi di piante superiori (tabella 6) (Amblés et al., 1994).

Inoltre, FAME ramificati a catena corta, in particolare da acidi 12 e 13-metil
tetradecanoici e da acidi 14 e 15-metil esadecanoici (iso e anteiso C15 e C17 FAME) sono collegati
all’attivita microbica (tabella 6). La variazione del contributo dato dai composti alchilici nei CO ¢
da imputare alla diversa predominanza di FAME saturi ed insaturi. La maggiore percentuale di
FAME di origine microbica in CO-PAS si puo associare ad un avanzato processo di degradazione e
stabilizzazione della componente organica. Infatti il CO-PAS ¢ stato ottenuto utilizzando come
prodotti di scarto della lavorazione di limoni soprattutto succo e albedo, pertanto materiali poco
recalcitranti, ricchi di pectine e facilmente attaccabili dai microrganismi coinvolti nel processo di
compostaggio.

Altre differenze tra i composti analizzati sono state osservate nel contenuto di carboidrati,

derivati azotati e composti aromatici. In particolare, CO-CAF mostra un contenuto di composti di
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origine azotata maggiore rispetto agli altri CO con una percentuale di 19.6%. Questo valore
concorda con i risultati ottenuti mediante CP-MAS-NMR in cui il valore di risonanza nella regione
tra 45-60 ppm ¢ maggiore per CO-CAF. Il contenuto aromatico si presenta elevato in CO-PAS e
CO-PEP (rispettivamente con valori di 26.1% e 39.2%) e piu basso in CO-CAF e CO-CAR
(rispettivamente 18% e 10.3%). Il contenuto della componente polisaccaridica nei compost ¢ per
CO-CAF e CO-CAR circa il 5% mentre per CO-PAS e CO-PEP <1%. La mancata concordanza dei
risultati ottenuti in pirolisi con i dati CP-MAS-NMR ¢ spiegata in quanto si stanno ponendo a
confronto due analisi che non permettono entrambe una stima pienamente quantitativa dei risultati.

Infatti, la tecnica CP-MAS-NMR ¢ solo semiquantitativa e riferisce i propri dati ad una
percentuale relativa, calcolata sulla base delle aree degli altri segnali.

Un contenuto maggiore di steroli ¢ stato identificato in CO-PEP (2.6%) seguito da CO-
CAR (2.1%), CO-PAS (1.7%) e CO-CAF (1.5%), le cui origini per tutti i quattro compost sono da
attribuire a composti derivanti in gran parte da cere vegetali. Gli alcoli identificati nei CO si
mostrano in quantita paragonabili con valori di 1% per CO-PAS, 1.2% per CO-CAF, 1.9% per CO-
PER ed infine 2.3% per CO-CAR. Tutti gli alcoli identificati possono considerarsi prodotti derivanti
dalla idrolisi di biopoliesteri o dalla biossidazione degli n-alcani (Ambles et al., 1994). I composti
della lignina presenti nei CO derivano dalla mancata decomposizione dei residui ligninici durante il
processo di compostaggio (Filley et al., 2000; Vane et al., 2003). Le maggiori componenti derivate
dalla lignina e presenti nei CO sono 1 rispettivi prodotti ossidati, sia del di-, sia del tri-
metossifenilpropano, come la benzaldeide (G4 e S4), ’acetofenone (G5 e S5) e 1’acido benzoico
(G6 e S6). Altri prodotti di termochemolisi della lignina sono stati identificati in basse quantita,
come i cis e trans isomeri del 1-(3,4-dimetossifenil)-2- metossietilene (G7 ¢ G8) e 1’'1-(3,4,5-
trimetossifenile)-2-metossietilene (S7 e S8), oltre agli enantiomeri dell’1-(3,4-dimetossifenile)-
1,2,3-trimetossipropano (G14 e G15) e I’1-(3.,4,5-trimetossifenile)-1,2,3-trimetossipropano (S14 e
S15). L’acido 3,4- dimetossifenile-2-propenoico (G18) puo derivare sia dall’ossidazione delle unita

guaiaciliche della lignina, sia dai domini aromatici della suberina. Altri composti aromatici rilasciati
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dalla pirolisi sono fenoli, metil-fenoli, alchil-benzeni, ma non ¢ possibile attribuirli ad un’unica
fonte in quanto possono avere piu origini (polisaccaridi, proteine, lignina) o essere il prodotto di
reazioni secondarie. Il quantitativo di forme acide e aldeidiche delle subunita G e S consentono di
calcolare gli indici strutturali G6/G4 e S6/S4 correlati alla diversa ossidazione della lignina (Vane et
al., 2001). Nei compost i rapporti G6/G4 e S6/S4 hanno rispettivamente 1 seguenti valori: per CO-
CAF 4.4 ¢ 6.1, per CO-CAR 3.2 e 3, per CO-PAS 2.4 ¢ 4.2. Per CO-PEP ¢ stato possibile calcolare
il solo indice G6/G4 (con valore 2), manca infatti il valore del rapporto S6/S4 in quanto i segnali
erano molto bassi e di difficili integrazione. Dai risultati ottenuti ¢ possibile affermare che per tutti i

compost era stato raggiunto un buono stadio di maturazione.

Tabella 6: Contenuto percentuale delle diverse classi di FAME identificate mediante pirolisi TMAH dei
compost da peperone (CO-PEP), pastazzo di limoni (CO-PAS), carciofo (CO-CAR) e caffe (CO-CAF)

’C14 Cl15 Ci16 C17 C18 C19 C20 C22 C23 C24 C26 C28 C30

CO-PEP _ 024 283 083 235 030 054 029 0.15 073 031 0.21 0.10
CO-PAS | 0.53 238 792 265 636 121 006 084 022 1.68 0.71 0.44 0.12
CO-CAR | _ 4.67 266 519 168 0.13 086 032 1.06 1.00 0.81

CO-CAF | 0.44 0._79 507 145 4.69 041 128 0.69 0.17 056 0.09 0.05 0.66

Dai risultati di pirolisi delle SU ¢ possibile osservare che le classi di composti
maggiormente presenti nei quattro campioni di SU sono FAME, composti azotati, lignina e
aromatici (tabella 7). In particolare si osserva che per la classe dei FAME tutti 1 quattro campioni di
SU mostrano valori paragonabili (tabella 7), con monomeri appartenenti soprattutto ad acidi
pentadecanoici (15), esadecanoici (C16) e octadecanoici (C18) che indicano il diretto input
dell’attivita microbica (tabella 8) (Spaccini et al., 2013). Anche per le SU 1 composti di natura
azotata identificati possono essere riconducibili ad amminoacidi, proteine e altri peptidi (van
Bergen et al., 1998, Schulten and Schnitzer, 1998) di cui, pero, I’analisi mediante pirolisi non
permette di riconoscere la struttura quaternaria.

Si osserva che il contenuto maggiore di composti azotati ¢ dato da SU-CAF (20.2%)

seguito da SU-PAS (17.1%), SU-PER (13.9%) e SU-CAR (12.7%). Composti appartenenti alla
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classe dei carboidrati sono stati identificati solo in SU-PAS (2.6%), SU-CAR (3%) ¢ SU-PEP
(2.2%), la mancanza di dati per SU-CAF non ¢ da attribuire alla completa assenza di carboidrati nel
campione analizzato bensi a segnali troppo bassi e di difficile integrazione. A differenza dei CO
precedentemente descritti, il contenuto aromatico ¢ maggiore nelle SU-CAF (9.1%) e SU-PAS
(8.6%) rispetto a SU-PEP (5.9%) e SU-CAR (4.6%). In queste categoria rientrano i composti
aromatici legati a polisaccaridi e/o a proteine. Il maggiore contenuto di alcoli nelle SU-PAS e SU-
CAF indica un migliore substrato di C per la crescita di microrganismi ed un ciclico rilascio di
nutrienti rispetto alle altre due SU analizzate. Anche nel caso delle SU i composti identificati,
appartenenti alla classe degli steroli derivano dall’idrolisi di biopoliesteri quali cere e cutine di
origine vegetale (tabella 7). I monomeri ligninici identificati in questo lavoro sono stati ritrovati in
lignine di angiosperme e gimnosperme, il che sottolinea I’importanza dell’apporto vegetale nella
diversa composizione e struttura delle SU analizzate (Grasset and Ambles, 1998).

In particolare la componente ligninica mostra la seguente distribuzione percentuale: SU-
PEP (68%) > SU-CAR (65.1%) > SU-CAF (55.7%) > SU-PAS (55.4%). Questi valori sono dati
dalla somma delle subunita p-cumariliche, guaiaciliche e siringiliche identificate. La presenza della
forma aldeidica (G4 ¢ S4) e della forma acida (G6 ¢ S6) delle subunita ligniniche G ed S hanno
permesso di calcolare gli indici strutturali G6/G4 e S6/S4, consentendo di ottenere informazioni sul
grado di trasformazione bio-ossidativa della lignina (Vane et al., 2001). Si osserva che il rapporto
(G6/G4 mostra valori paragonabili e piu alti nelle SU-PAS (13.8) e SU-PEP (13) rispetto a SU-CAF
(6.7) e SU-CAR (5.8). Mentre i valori del rapporto S6/S4 sono maggiori in SU-PAS (48.9) e SU-
CAF (21.2) rispetto a SU-PEP (16.6) e SU-CAR (8.9). Alti valori di entrambi gli indici strutturali in

SU-PAS e SU-PEP indicano un avanzato stato di trasformazione della lignina.
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Tabella 7: Classi di composti e rispettivi valori percentuali identificati da pirolisi di sostanze umiche estratte

da compost da peperone (SU-PEP), pastazzo di limoni (SU-PAS), carciofo (SU-CAR) e caffe (SU-CAF)

SU-PEP SU-PAS SU-CAR SU-CAF
%

FAME 9.2 10.5 10.1 10.3
Steroli 0.3 3.1 1.9 2.0
Alcoli 0.3 2.0 04 2.0
N 13.9 17.1 12.7 20.2
Aromatici 59 8.3 4.6 9.1
Alcani 0.2 0.2 0.1 -

Carboidrati 2.2 2.6 3.0 -

Lignina 68.0 554 65.1 55.7
Lig G6/G4 13.0 13.8 5.8 6.7
Lig S6/5S4 16.6 48.9 8.9 21.2

Tabella 8: Contenuto percentuale delle diverse classi di FAME identificate mediante pirolisi TMAH in
sostanze umiche estratte da compost da peperone (SU-PEP), pastazzo di limoni (SU-PAS), carciofo (SU-
CAR) e caffe (SU-CAF)

‘ C14 C15 Cl6é C17 Ci18 C19 C20 C22 C24 C26 C28 C30
SU-PEP 0.36 - 388 042 223 0.14 034 0.07 0.10 0.07 0.03 0.02
SU-PAS 041 0.89 - 0.69 199 025 034 009 076 023 0.06 -
SU-CAR - 312 212 057 1.60 - 0.13 034 038 022 034 036
SU-CAF 033 138 279 0.68 342 042 086 083 086 0.16 0.09 0.35

4.1.5 Attivita antiossidante e contenuto fenolico totale in sostanze umiche da compost

verdi

L’attivita antiossidante ¢ stata calcolata per le sostanze umiche estratte da compost,
mediante saggio ABTS, che prevede la misura della riduzione dell’assorbanza del radicale ABTS*"
alla lunghezza d’onda (1) di 734 nm. Il test del Folin-Ciocalteu ¢ stato utilizzato per la stima del
contenuto fenolico totale (TPC). Tutti 1 dati sono rientrati in un intervallo di confidenza del 95%
(p<0.05), calcolato mediante test statistico di Tukey. La capacita antiossidante totale (TAC),
calcolata in rapporto alla concentrazione di Trolox utilizzato come standard, ¢ stata riportata come
TEAC ed espressa in millimoli equivalenti di Trolox su chilogrammo di campione (mmol eq.

Trolox/kg campione). Il TPC ¢ stato misurato come milligrammi equivalenti di acido gallico su
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grammo di campione (mg acido gallico eq. /g campione), in rapporto alla concentrazione di acido
gallico utilizzato per costruire la retta di calibrazione. I risultati di TAC e TPC sono rispettivamente
mostrati in figura 8 e 9. Le lettere A, B e C riportate all’interno del grafico indicano la
significativita delle differenze tra i vari campioni analizzati. Come si osserva in figura 8 i maggiori
valori di attivita antiossidanti sono stati registrati per SU-PAS (442.17 £+ 29.9) seguiti da SU-CAR

(383.8 + 27.6) > SU-PEP (290.5 + 13.2) > SU-CAF (227.5 + 43.8).

TEAC (mmoleq. Trolox/Kg campione)
2
N
[e==]

SU-PAS SU-CAR SU-PEP SU-CAF

Figure 8: Attivita antiossidante da saggio ABTS su sostanze umiche estratte da compost da pastazzo di
limoni (SU-PAS), carciofo (SU-CAR), peperone (SU-PEP) e caff¢ (SU-CAF). I valori calcolati in
riferimento al Trolox (standard) sono espressi come mmol eq. Trolox/kg di campione (TEAC). Le lettere in

maiuscolo indicano le differenze significative tra le SU calcolate mediante test statistico di Tukey (p<0.05)
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Figure 9: Contenuto fenolico totale (TPC) calcolato con il metodo Folin-Ciocalteu su sostanze umiche
estratte da compost da pastazzo di limoni (SU-PAS), carciofo (SU-CAR), peperone (SU-PEP) e caffe (SU-
CAF). I valori calcolati in riferimento alla concentrazione di acido gallico (standard) sono espressi come mg
equivalenti di acido gallico su grammi di campione testato (mg eq. Acido gallico/g camoione). Le lettere in

maiuscolo indicano le differenze significative tra le SU calcolate mediante test statistico di Tukey (p<0.05)

I valori di TPC, mostrati in figura 9, mostrano un andamento simile ai risultati ABTS
secondo 1’ordine: SU-PAS (256.9 + 10.7) > SU-CAR (195.8 £ 18.3) > SU-PEP (158.9 + 10.23) >
SU-CAF (138.9 + 1.85).

La correlazione tra le due analisi ¢ stata valutata mediante il calcolo del coefficiente di
correlazione di Pearson, il quale ha confermato la buona correlazione tra TPC e TEAC con un
valore di r = 0.916. Pertanto, la maggiore attivita antiossidante registrata nelle SU-PAS ¢ da
collegarsi al maggiore contenuto di composti fenolici totali, i quali sono da sempre considerati una
risorsa antiossidante naturale impiegata nella prevenzione o nella riparazione dai danni causati dallo
stress ossidativo che porta alla formazione di specie reattive dell’ossigeno (ROS), altamente
instabili e capaci di creare seri danni cellulari.

Tra le specie reattive piu diffuse vi sono I’anione superossido (O2"), il perossido di idrogeno
(H207) ed il radicale idrossilico (OH"). Questi, in base alla loro origine, possono comportare la

perossidazione dei lipidi con conseguente alterazione della struttura delle membrane cellulari o
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agire a livello nucleare apportando danni irreversibili al DNA. Pertanto I’interesse nello studio di
sistemi di prevenzione o di azione contro i ROS coinvolge a pieno il settore biologico, agronomico,
medico ed ambientale.

L’elevata presenza di gruppi fenolici di origine non solo ligninica, contenuti all’interno delle
sostanze umiche fanno si che queste si comportino come accettori o donatori di elettroni sulla base
dello stato redox del sistema (Aeschbacher et al., 2012; Nikolaev et al., 2008) e portano alla
formazione di strutture simili a chinoni / idrossichinoni che hanno un elevato potere antiossidante
(Riffaldi and Schnitzer, 1972). 1l crescente interesse per 1’attivita antiossidante delle SU ¢ nato
anche in seguito al documentato effetto che queste hanno sulla salute umana. In particolare come
applicazione esterna a diversi trattamenti (ematoma, flebiti, desmorresi, miogelosi, artrosi,
poliartriti, osteoartriti, osteocondrosi) e come applicazione interna in diverse terapie (diarrea,
gastriti, ulcere gastriche, coliti diabete mellito) (Zykova et al., 2018). Il potere antiossidante delle
SU ¢ dato dalla proprieta di rimozione delle specie reattive dell'ossigeno (ROS) quali anioni
superossido (O>") e radicali idrossilici (OH") (Zykova et al., 2018). I risultati ottenuti nel presente
lavoro. Oltre a sottolineare la relazione tra componente fenolica e potere antiossidante delle SU, ne
suggeriscono il futuro impiego nel settore nutraceutico o alimentari, in aggiunta all'applicazione che

gia hanno come biostimolanti e/o fertilizzanti naturali.

4.1.6 Test di germinazione con semi di mais

Il test di germinazione ¢ stato condotto per valutare il potenziale effetto biostimolante di SU-
CAR e SU-PAS. La scelta di effettuare il test solo con questi due materiali ¢ collegata ai dati
ottenuti dal saggio dell’attivita antiossidante (ABTS), che hanno evidenziato un loro maggiore

potere antiossidante. Lo scopo di questo saggio ¢ stato quello di poter correlare ad una attivita
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antiossidante delle sostanze anche un positivo effetto biostimolante in pianta. Il test ¢ stato condotto
verificando ’effetto di cinque concentrazioni (10-25-50-100-200 ppm) di ciascuna SU analizzata.

I semi controllo, trattati con acqua deionizzata, sono stati posti a germinare nelle stesse
condizioni di luce ed umidita dei trattamenti. I risultati sulla lunghezza media del coleottile e
lunghezza media della radice primaria, espressa in centimetri (cm), sono riportati in figura 10 (A e
B) per SU-CAR e 11 (A e B) per SU-PAS. Le misure sono state condotte mediante 1’uso del
software WinRhizo in seguito a scansione della plantula.

Tutti i semi di mais hanno mostrato un tasso di germinazione positivo (<100 %), ma il
diverso allungamento del coleottile e della radice primaria sono stati funzione del diverso
trattamento e della diversa concentrazione applicati. I risultati del test con SU-CAR (figura 10 A)
non hanno mostrato differenze significative nella lunghezza dell’epicotile rispetto al controllo. Per
quanto riguarda 1’allungamento della radice primaria (figura 10 B), si osserva un aumento della
lunghezza della radice a 50 e 100 ppm rispetto al controllo. I risultati del trattamento alla

concentrazione di 200 ppm non mostrano differenze significative rispetto al controllo.
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Figura 10: Media dei risultati del test di germinazione condotto su semi di mais con sostanze umiche estratte
da compost da carciofo (SU-CAR). I risultati sono riportati come lunghezza media del coleottile (A) e
lunghezza media della radice primaria (B). Le concentrazioni testate sono state 10-25-50-100-200 ppm,
mentre 1 semi controllo (CT) sono stati trattati con solo acqua deionizzata. Il test ¢ stato condotto utilizzando
quattro repliche biologiche. Le lettere maiuscole riportate nel grafico indicano le differenze statistiche tra i

vari trattamenti con valore di p< 0.05, calcolate mediante test LSD

I risultati della lunghezza dell’epicotile per i trattamenti con SU-PAS (figura 11 A)
mostrano un effetto inibitorio sulla crescita rispetto al controllo alle concentrazioni di 100 e
200 ppm. Non sono state invece osservate differenze significative tra il controllo e le altre
concentrazioni testate (10-25-50 ppm). Stesso andamento ¢ mostrato nei risultati inerenti
alla lunghezza della radice primaria (figura 11 B). Non sono state notate differenze
significative rispetto al controllo per quanto riguarda la lunghezza della radice per i
trattamenti a 10, 25 e 50 ppm, mentre si osservano invece effetti inibitori sulla crescita

radicale alla concentrazione di 100 ppm.
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Figure 11: Media dei risultati del test di germinazione condotti su semi di mais con sostanze umiche estratte
da compost da pastazzo di limoni (HS-PAS). I risultati sono riportati come lunghezza media del coleottile
(A) e lunghezza media della radice primaria (B). Le concentrazioni testate sono 10-25-50-100-200 ppm,
semi controllo (CT) sono stati trattati con acqua deionizzata. Il test ¢ stato condotto utilizzando quattro
repliche biologiche. Le lettere maiuscole riportate nel grafico indicano le differenze statistiche tra i vari

trattamenti con valore di p < 0.05, calcolate mediante test LSD

I risultati hanno indicato un effetto biostimolante principalmente sull’allungamento della
radice primaria in seguito a trattamenti con SU-CAR. Questo effetto puo essere correlato alla
composizione molecolare delle sostanze, in quanto tra le due sostanze testate quelle estratte da
compost da carciofo presentano un maggiore contenuto di composti ligninici (tabella 7), confermato
anche da valori leggermente maggiori di aromaticita (tabella 4) se paragonati alle SU-PAS. Alcuni

studi hanno infatti dimostrato che il maggiore contenuto di composti aromatici, prevalentemente di
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natura ligninica, favorisca soprattutto la crescita della radice (Monda et al., 2017). Pur trattandosi
per entrambe le sostanze umiche di estrazioni da compost unicamente vegetali la diversa
percentuale di materiale ligninico a livello delle SU-CAR ¢ spiegabile sulla base della natura degli
scarti utilizzati per il compostaggio. Infatti scarti della lavorazione dei carciofi consistono in steli,
foglie e parti esterne delle infiorescenze che costituiscono la parte piu coriacea della pianta e quindi
quella maggiormente recalcitrante. Mentre gli scarti delle lavorazione di limoni, essendo albedo e
succo, sono maggiormente ricchi di zuccheri e pectine, cio¢ composti facilmente degradabili e privi
di composti aromatici.

L’allungamento per distensione cellulare ¢ spiegato anche dal comportamento auxino-simile
delle SU, in quanto mediante 1’acidificazione dell’apoplasto attivano una via di trasduzione del
segnale che comporta 1’allungamento della radice (Canellas et al., 2015). Tale azione non pud
essere perd confermata con i risultati del presente lavoro in quanto non ¢ sufficiente il test di
germinazione, ma sono necessarie prove che prevedano anche la valutazione dell’architettura

radicale.

4.1.7 Esperimento in vaso: valutazione delle biomassa e del contenuto di clorofilla di

piante di lattuga

L’esperimento in vaso condotto con piante di lattuga ha previsto la valutazione degli effetti
delle SU-CAR sia applicate da sole sia in miscela con diverse percentuali di umati di potassio (UK).
Gli UK sono il prodotto di estrazione da residui di lignite, con nota attivita biostimolante in
pianta. La scelta di utilizzare solo le SU-CAR come materiale da testare ¢ stata determinata dai
risultati ottenuti dal test di germinazione nei quali queste sostanze hanno mostrato un effetto

biostimolante sulla crescita radicale maggiormente significativo rispetto al controllo (figura 10).
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I risultati relativi ai valori medi di biomassa secca sono riportati in figura 12. Analizzando 1
trattamenti con il mix 1 si osserva un leggero aumento della biomassa alla concentrazione di 50
ppm, ma non vi sono grandi differenze tra il controllo ed i trattamenti a 10 e 100 ppm. Anche i
trattamenti con il mix 2 a 50 ppm hanno mostrato un modesto aumento di biomassa ma non
diversamente significativo rispetto al controllo e al mix 1. I trattamenti con il mix 3 hanno mostrano
invece una riduzione della biomassa fogliare secca se paragonata al trattamento con 50 ppm del mix
2 e valori in peso molto piu simili alle piante controllo (figura 12). I risultati mostrano che i
trattamenti delle sole SU-CAR e UK hanno svolto un maggiore effetto biostimolante sulle piante
rispetto al controllo ed ai trattamenti misti. Le piante trattate con 10 ppm di SU-CAR hanno
evidenziato valori maggiori di biomassa fogliare rispetto al controllo ed ai precedenti trattamenti.
Questi valori in peso si mantengono pressoché costanti anche in piante trattate con 50 e 100 ppm.

I trattamenti con UK a 50 e 100 ppm hanno dato risultati di biomassa paragonabili a quelli

ottenuti con le SU-CAR ma piu alti del controllo e dei trattamenti misti (figura 12).
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Figura 12: Valori medi di biomassa fogliare secca di piante di lattuga trattate con Mix 1 (75% HS-
CAR+25%HS-K), Mix 2 (50% HS-CAR+50%HS-K), Mix 3 (25% HS-CAR+75%HS-K), SU-CAR ed UK.
Le lettere maiuscole indicano le differenze significative calcolate mediante test statistico LSD (p<0.05)

* SU-CAR= sostanze umiche estratte da compost di carciofo; UK= umati di potassio estratti da lignite
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Figura 13: Valori medi di clorofilla (Chl) totale di piante di lattuga trattate con Mix 1 (75% HS-
CAR+25%HS-K), Mix 2 (50% HS-CAR+50%HS-K), Mix 3 (25% HS-CAR+75%HS-K), SU-CAR ed UK.
Le lettere maiuscole indicano le differenze significative calcolate mediante test statistico LSD (p<0.05)

* SU-CAR= sostanze umiche estratte da compost di carciofo; UK= umati di potassio estratti da lignite

L’effetto biostimolante dei diversi trattamenti ¢ stato valutato anche sulla base del contenuto
di clorofilla totale delle piante di lattuga. I risultati, espressi come milligrammi di clorofilla su
grammi di foglia, sono riportati nel grafico in figura 13.

E noto che I’applicazione di sostanze ad effetto biostimolante pud comportare un aumento
del contenuto dei pigmenti fotosintetici in quanto attivano specifici enzimi nella via fotosintetica.

Studi riportano che uno dei principali cambiamenti a livello del metabolismo fotosintetico
comportava in piante di mais, una riduzione del contenuto di amido seguita da un aumento di
zuccheri solubili. Tale attivita sembrava essere mediata da enzimi coinvolti nel metabolismo dei
carboidrati (Ertani et al., 2011). Pertanto, la variazione di biomassa, osservata nel presente lavoro,
collegata ad un relativo aumento nel contenuto di clorofilla potrebbe far ipotizzare, anche nel caso
di piante di lattuga, un coinvolgimento delle sostanze umiche nell’attivazione di specifiche vie

metaboliche.
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Come si osserva dal grafico in figura 13, I’andamento del contenuto di clorofilla, in
particolare della clorofilla totale, segue quello dei risultati di biomassa. Infatti, le piante trattate con
50 ppm del mix 2 hanno un contenuto di clorofilla totale significativamente maggiore rispetto al
controllo e alle concentrazioni a 10 e 100 ppm e ai trattamenti con il mix 1. Le piante trattate con il
mix 3 non mostrano differenze significative nel contenuto di clorofilla rispetto al controllo per tutte
le concentrazioni testate.

I trattamenti con le sole SU-CAR alle concentrazioni di 10 e 100 ppm mostrano un
contenuto di clorofilla maggiore del controllo e paragonabile alle piante trattate con 50 ppm del mix
2. Valori leggermente piu bassi delle due precedenti concentrazioni, ma comunque
significativamente maggiori rispetto alle miscele, sono stati osservati in piante trattate con 50 ppm
di SU-CAR. Infine analizzando i risultati dei trattamenti con gli umati si hanno valori di clorofilla
significativamente maggiori del controllo con i trattamenti a 50 e 100 ppm, ma questi dati non sono
significativamente diversi da quelli ottenuti con i trattamenti delle sole SU.

Quindi come nel caso della biomassa, anche per il contenuto di clorofilla, I’azione
combinata dei due materiali non consente un aumento del contenuto di pigmenti.

L’effetto biostimolante che le diverse sostanze, ed ancor piu le diverse concentrazioni,
esercitano sulla pianta trova spiegazione nella struttura molecolare dei materiali applicati.

Aver ottenuto dei risultati significativamente positivi rispetto al controllo con piante trattate
con le sole SU-CAR o UK, fa ipotizzare che I’azione combinata dei due materiali, seppure in
percentuali diverse, porti invece alla formazione di composti che risultano poco biostimolanti in
quanto difficilmente assorbibili dalle piante. Infatti, le miscele potrebbero alterare la capacita
idraulica delle piante, riducendo notevolmente 1’assorbimento di acqua da parte delle radici, ma
anche modificare la microflora del suolo creando delle alterazioni a livello rizosferico o formare dei
composti stabili di difficile accesso da parte della pianta.

Gli effetti positivi esercitati dai trattamenti con i soli umati di potassio possono collegarsi

alla struttura prevalentemente aromatica del materiale. Infatti gli UK sono costituiti da numerosi
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anelli aromatici, gruppi poliaromatici, composti fenolici legati all’anello aromatico e composti
carbossilici che conferiscono un effetto biostimolante in pianta (Ertani et al., 2011). L’azione
biostimolante delle SU-CAR somministrate da sole ¢ da collegarsi invece alla loro struttura
supramolecolare costituita da monomeri ligninici, composti aromatici e molecole di piccole
dimensioni. Queste ultime infatti, una volta rilasciate nella rizosfera possono influenzare i tessuti
cellulari radicali ed esercitare un azione ormone-simile con conseguente sviluppo della pianta
(Canellas et al., 2008; Canellas et al., 2015; Nardi et al., 2007; Piccolo et al., 1996).

Tutte le variazioni osservate a livello fenologico in pianta sono collegate all’attivazione o
meno di specifiche vie metaboliche in risposta a stimoli di natura fisica o chimica. Lo studio dei
metaboliti secondari ha avuto come obiettivo quello di comprendere se c’¢ una correlazione tra
I’aumento della biomassa aerea e del contenuto di clorofilla con I’attivazione di vie metaboliche

secondarie in risposta ai diversi trattamenti.

4.1.8 Analisi metabolomica IT-TOF

La metabolomica, come tutti le scienze omiche, ¢ la scienza che studia e misura tutto cid che
riguarda 1 metaboliti, permettendo I’identificazione e la quantificazione di singole molecole fino ad
interi profili metabolici. Con il termine metaboloma si intende 1’insieme di tutti 1 metaboliti presenti
in un organismo che sono il prodotto della sua espressione genica. La metabolomica permette di
avere un’immagine istantanea della fisiologia della cellula al momento in cui si effettua 1’analisi.

Le tecniche per poter analizzare il metaboloma in pianta sono varie ed in questo lavoro
abbiamo abbinato la cromatografia liquida ad alte prestazioni (HPLC) con la spettrometria di massa
(MS) ed in particolare con uno spettrometro di massa corredato di trappola ionica (IT) e tempo di
volo (TOF). La metabolomica ¢ stata condotta su tutte le piante trattate con le singole sostanze SU-

CAR e UK o con le loro miscele. L’analisi non ha previsto I’impiego di standard specifici € non
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avendo a disposizione una banca dati di metaboliti I’identificazione ¢ stata effettuata mediante studi
bibliografici.

E stata condotta un’analisi metabolomica accurata includendo una scrematura dei dati grezzi
al fine di permettere 1’identificazione di classi di composti che potessero risentire dei trattamenti di
piante con le SU. L’area di ciascun segnale ¢ stata normalizzata sulla base dell’area dello standard
interno (umbrelliferone). Per semplificare la lettura dei grafici ai diversi trattamenti sono state
assegnate lettere (A=controllo, C=trattate con 50 ppm del mix 1, F=trattate con 50 ppm del mix 2,
M= trattate con 10 ppm SU-CAR, N= 50 ppm SU-CAR, O= 100 ppm SU-CAR, P= 10 ppm UK,
Q=50 ppm UK, R= 100 ppm UK). Sulla base dei riferimenti bibliografici consultati (Viacava et al.,
2018) sono stati identificati 35 metaboliti (tabella 9), appartenenti ad acidi fenolici, flavonoli,
flavoni, cumarini, tannini idrolizzabili e derivati dei lignani.

I dati prodotti dall’analisi metabolomica sono stati analizzati mediante ’analisi multivariata
delle componenti principali (PCA), che ha permesso di individuare graficamente differenze tra i
campioni analizzati. Le prime due PC associate ad auto valori > 4 permettono di spiegare il 37.37 %
della variabilita totale, con PC1 che spiega il 26.89% e PC2 il 10.48%. La significativita delle
differenze osservate ¢ stata confermata dal test statistico ANOVA (p<0.05). La PC1 ¢ fortemente e
positivamente correlata ai metaboliti secondari contrassegnati con 1 seguenti ID: acido
caffeoilmalico (4), quercetina exoso-glucuronide (16), quercetina-3-O-glucuronide (17), luteolina-
7-O-glucoside (22), luteolina-7-O-glucuronide (23), luteolina-7-O-rutinoside (24), esculetina-6-O-
glucoside (29), diidrossicumarina (30). Mentre la PC2 ¢ correlata positivamente con: derivati
dell’acido clorogenico (1), acido caffeoiltartarico (3), eriodictiolo-O-glucuronide (28),
maloildiidrossicumarina (31), siringaresinolacetilesoso (34), dimetossi-esosilarciresinolo (35).

Il biplot in figura 14 mostra le relazioni che ci sono tra i trattamenti e le variabili
evidenziate. In particolare, la variazione del derivato dell’acido clorogenico ¢ fortemente correlata
all’acido caffeoiltartarico (3), maloilidrossicumarina (31), all’acido caffeoiltartarico (3) e

all’eriodictiolo-O-glucuronide (28). Le quercetine (16 — 17) sono correlate all’esculetina (29) e alla
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diidrossicumarina (30). Si pud quindi osservare una prevalente separazione dei trattamenti in
quattro gruppi non tutti perd nettamente separati tra di loro (figura 14). Sono infatti molto vicini tra
loro, come raggruppamento i trattamenti A —F — N — O — P, quelli R — M, e si separano da questi
due gruppi i trattamenti C e Q.

In particolare, lungo la PC1 i gruppi C — F — N — R si separano da A - M - O - P — Q,
mentre lungo la PC2 si ha la separazione dei trattamenti A — N — R da tutti gli altri. Il quadrante in
alto a destra, che indica i valori positivi della PC1, include prevalentemente il trattamento N e
parzialmente i trattamenti M e C. Il trattamento N ¢ caratterizzato da una maggiore concentrazione
dei metaboliti derivati dell’acido clorogenico (1), le quercetine (16 — 17), I’eriodictiolo-O-
glucuronide (28) e il maloilidrossicumarina (31). Tra il quadrante in altro a destra e quello in basso
a destra, che indica i valori negativi della PC2 ed i positivi della PC1 sono posizionati ti trattamenti
C, F ed R caratterizzati dai metaboliti derivati dall’acido clorogenico (1) (maggiore in R), I’acido
caffeoilmalico (4) (maggiore in C), la luteolina-7-O-glucoside (22) (il cui valore percentuale
maggiore ¢ ritrovato nel trattamento F), la luteolina-7-O-glucuronide (23) (maggiormente presente
nei trattamenti nel seguente ordine R > F > C), la luteolina-7-O-ramnoside (24) (le cui percentuali
nei trattamenti C e F sono paragonabili) e il siringoresinolacetilesoso (34). Nel quadrante in alto a
sinistra che corrisponde ai valori negativi della PC1 e positivi della PC2 sono presenti i trattamenti
A e Q. Pur non essendoci nessun metabolita che caratterizzi particolarmente questa area, il
trattamento Q mostra valori maggiori di maloilidrossicumarina (31) e valori piu bassi dei metaboliti
siringoresinolacetilesoso (34) e dimetossi-esosilarciresinolo (35). 1 restanti trattamenti sono
posizionati nel quadrante in basso a sinistra del grafico PCA che corrisponde a valori negativi di
PC1 e PC2. In quest’ultima sezione, non sono stati ritrovati metaboliti che hanno influenzato
particolarmente la PCA, nonostante cio 1’analisi statistica ha mostrato un maggior contenuto del
metabolita maloilidrossicumarina (31) in M e di eriodictiolo-O-glucuronide (28) in O.

Per i metaboliti che non hanno mostrato variazioni si pud concludere che non sono

discriminanti dal tipo di trattamento applicato. I risultati della PCA hanno fornito le basi per poter
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valutare la relazione tra la tipologia di trattamento effettuato e la risposta metabolica. E stato infatti
osservato che piante con maggiore biomassa e maggior contenuto di clorofilla erano anche
caratterizzate da una maggiore concentrazione di polifenoli. In particolare, le classi di polifenoli
identificate sono coinvolte in meccanismi di adattamento della pianta a risposte di stress di tipo sia

biotico che abiotico.
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Figura 14: Biplot che indica la disposizione dei gruppi di variabili ottenuta in seguito all’analisi PCA
condotta su dati di metabolomica di piante di lattuga. I trattamenti sono indicati dalle lettere: controllo (A),
trattate con 50 ppm del mix 1 (B), trattate con 50 ppm del mix 2 (F), 10 ppm SU-CAR (M), 50 ppm SU-CAR
(N), 100 ppm SU-CAR (0), 10 ppm UK (P), 50 ppm UK (Q), 100 ppm UK (R)
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Tabella 9: Metaboliti identificati in piante di lattuga mediante LC-MS-IT-TOF. Sono state analizzate piante dell’esperimento con sostanze umiche da carciofo

(SU-CAR) e umati di potassio estratti da lignite (UK) utilizzati sia singolarmente che in miscela a diverse concentrazioni. I metaboliti in rosso hanno fornito un

contributo maggiore nella separazione delle variabili nell’analisi PCA. L’identificazione dei composti ¢ avvenuta mediante comparazione dei pesi molecolari

ottenuti dall’analisi LC-MS con quelli riportati in letteratura (Viacava et al., 2018)

* AF=acidi fenolici; Fl=flavonoidi; Fle=Flavone; Cum=cumarinico; TI=tannini idrolizabili; Dlig=derivati dei lignani

Massa Massa Diff.
osservata predetta Formula (ppm)
Acidi fenolici
1 Derivati dell'acido caffeico 353,0865 353,0878 Ci6Hi13O9 -3,7
2 Derivati dell'acido p-cumaril-chinico 337,0918 337,0929 Ci16Hi13Os -3,2
3 Acido caffeoil-tartarico 311,0394 311,0409 Ci13Hi1209 -4,7
4 Acido caffeoil-malico 295,0447 295,0459 Ci13Hi120s -4,2
5 Acido p-cumaroilcaffeoilchinico 499,1248 499,1246 CosH24011 0,4
6 Acido dicaffeoilchinico e acido caffeoil-chinico glicoside 515,1382 515,1406 C22H28014 -4,7
7 Acido cicorico 473,0736 473,0725 C22Hi3012 2,2
8 Caffeoil-derivati 357,0612 357,0616 Ci1sHi140s -1,1
9 Acido p-cumaric-esoside 325,0907 325,0929 Ci15Hi130Os -6,7
10 Acido diidrocaffeico esoside 343,103 343,1035 Ci15H2009 -1,3
Derivati acidi idrossibenzoici
11 Acido idrossibenzoico 137,0239 137,0244 C7HeO3 -3,8
12 Acido idrossibenzoic-esoside 299,0761 299,0772 Ci13Hi60s -3,8
13 Acido di-idrossibenzoic-esoside 315,0701 315,0722 Ci13Hi609 -6,5
Derivati idrossifenilacetici
14 Acido 4-idrossifenilacetic-esoside 313,0909 3.130.929 C14Hi30s -6,4
Flavonoidi
Flavonoli
15 Quercetina-O-esoside 463,0866 463,0882 C21H20012 -3,4
16 Quercetina esosoglucuronide 639,1204 639,1203 C27H23013 0,2
17 Quercetina-3-O-glucuronide 477,0667 477,0675 C21H18013 -1,6



Massa

Massa

Diff.

osservata predetta Formula (ppm)
18 Quercetina-3-O-malonilglucoside 549,0885 549,0886 C24H2015 -0,2
19 Quercetina-3-0O-(6"-O-malonil)-glucoside-7-O-glucuronide 725,1213 725,1207 C30H30021 0,85
20 Quercetina-O-di-esoside 625,1431 625,141 C27H30017 3,32
21 Kamferolo 285,0388 285,0405 Ci15H1006 -5,83
Flavoni
22 Luteolina 7-O-glucoside 447,0933 447,0933 C21H20011 0,03
23 Luteolina 7-O-glucuronide 461,0716 461,0725 C21Hi13012 -2,06
24 Luteolina 7-O-rutinoside 593,1487 593,1512 C27H30015 -4.2
25 Apigenina-glucuronide 445,0785 445,0776 C21Hi18011 1,94
26 Apigenina-glucoside 431,0973 431,0984 C21H20010 -2,48
27 Luteolina 285,0399 285,0405 Ci15H1006 -1,97
Flavononi
28 Eriodictiolo-O-glucuronide 463,0863 463,0882 C21H20012 -4,1
Cumarine
29 Esculetina-6-O-glucoside 339,071 339,0722 Ci5H1609 -3,41
30 Diidrossicumarina 177,0196 177,0193 CoHgO4 1,51
31 Maloildiidrossi cumarina 293,0288 293,0303 Ci13Hi100s -5,09
Tannini idrolizzabili
32 Acido tri-4-idrossi-fenil-acetico glucoside 581,1662 581,1665 C30H30012 -0,43
Derivati dei lignani
33 Siringaresinolo 417,1562 417,1555 C22H260s 1,7
34 Siringaresinolo acetilesoso 621,2164 621,2189 C30H33014 -3,99
35 Dimetossi-esosilarciresinolo 581,2257 581,224 CasH33013 2,98



La conoscenza dei motivi per cui si ottiene un aumento di metaboliti di interesse permette il
miglioramento di specie largamente utilizzate nell’alimentazione. Vegetali con alti contenuti di
vitamine, polifenoli e altri composti antiossidanti giocano un ruolo molto importante nella dieta
umana in quanto rispondono alla domanda del consumatore di avere un alimento di qualita ma che
abbia anche un valore bioattivo (El-Nakhel et al., 2019). La quantita di flavonoidi assunti come cibo
dipende molto da quanto sia varia la dieta e da quali siano le abitudini alimentari considerate, ma si
puo comunque affermare che il valore si aggiri intorno a 50 mg/g al giorno (Terahara, 2015).

La lattuga in particolare ¢ uno degli alimenti maggiormente consumati al mondo, in quanto
considerata fonte di vitamine e composti antiossidanti (Sun et al., 2018), ed ¢ proprio I’interesse per
quest’ultimi che spinge la ricerca ad uno studio sulle vie metaboliche della lattuga in risposta a
diversi stimoli e adattamenti. In particolare il metabolismo secondario della lattuga varia molto non
solo sulla base di fattori genetici ma soprattutto in base alle condizioni ambientali e di gestione,
basti pensare che anche la diversa illuminazione ne modifica la crescita ed il metabolismo
secondario (Sun et al., 2018). Sulla base delle pratiche agronomiche impiegate (coltivazioni in serra
o in pieno campo) e delle condizioni di crescita, varia il metabolismo di composti appartenenti alle
classi dei flavonoidi, molti dei quali identificati nel presente lavoro (Sun et al., 2018).

I flavonoidi sono metaboliti secondari delle piante comprendenti uno scheletro
difenilpropanoico C6-C3-C6 che lega due anelli benzenici con 3 carboni (figura 15), sono
sintetizzati a partire dalla fenilalanina attraverso la via biosintetica dello shikimato e dall’arogenato
con il manolin-CoA mediante il ciclo degli acidi tricarbossilici. I flavonoidi sono strutturalmente
classificati in: flavoni, flavonoli, flavanoni, flavononoli, isoflavoni e flavanoli (catechine). In molte
piante commestibili 1 flavonoidi sono presenti come O-glucosidi con zuccheri quali glucosio o
ramnosio legati ai gruppi idrossilici dell’anello fenolico. Solo in casi come nel C-glucosilflavone, lo
zucchero ¢ direttamente legato allo scheletro carbonioso. Solitamente sono presenti come glucosidi

basati su agliconi come il kamferolo e la quercetina. In particolare la rutina, la quercitrina,
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isoquercitrina, I’apigenina e la luteolina sono tra i maggiori flavonoidi ritrovati in lattuga (Terahara,
2015).

L’interesse per i flavonoidi presenti negli alimenti non ¢ solo collegato ad uno studio
funzionale della pianta o ad un interesse agronomico, in quanto i metaboliti identificati, grazie alle
loro proprieta antiossidanti sono coinvolti anche nella risposta a malattie allergeniche,
cardiovascolari, intestinali, cancerogene. In particolare una volta ingeriti, questi vengono assorbiti
da diversi tratti dello stomaco e dell’intestino, vengono trasformati dai batteri della flora intestinale
e una volta in circolo esplicano la loro azione attraverso meccanismi di protezione contro i radicali
liberi, chelando ioni metallici prodotti dai ROS e bloccando la perossidazione dei lipidi.

La perossidazione dei lipidi ¢ un processo attraverso il quale acidi grassi insaturi sono
convertiti in radicali liberi mediante la rimozione di atomi di idrogeno. Questa reazione si propaga
attraverso 1 radicali lipidici e gli atomi di idrogeno ad altre molecole insature provocando una
maggiore formazione di specie radicaliche. L’azione antiossidante dei flavonoidi ¢ esplicata
principalmente grazie a tre criteri che sono: la presenza di un gruppo idrossilico in posizione 5-7
dell’anelo, di un gruppo idrossilico in posizione 4 dell’anello e del doppio legame tra il C2-C3
(Gupta et al., 2016).

I composi piu abbondanti che si ritrovano in lattuga sono 1’acido cicorico, seguito dall’acido
clorogenico, il caffeoil-mesotartarico, I’acido caffeoiltartatico. Mentre 1’acido cicorico ¢ tipico delle
asteracee, 1’acido clorogenico ¢ ritrovato in tutto il regno vegetale (El-Nakhel et al., 2019).

Metaboliti di grande interesse scientifico e commerciale sono in particolare 1 derivati
dell’acido caffeico (Ke and Saltveit, 1988) quali 1’acido caffeoil-tartarico, I’acido cicorico, I’acido
clorogenico, e flavonoli (Hermann, 1976) quali la quercetina 3-O-(6-O-malonil-glucoside)-7-O-
glucoside, la quercetina 3-O-glucuronide, la quercetina 3-O-glucoside (Ferreres et al., 1997; Winter
and Hermann, 1986).

La quercetina e i1 suoi derivati sono ritenuti tra i composti con il maggiore potere

antiossidante, in quanto la sua struttura chimica presenta tutte e tre le condizioni sopracitate per le
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quali un flavonoide ¢ considerato un antiossidante (Gupta et al., 2016). Nel presente lavoro i
derivati dell’acido clorogenico identificati sono stati ritrovati in concentrazioni maggiori nelle
piante trattate con 50 ppm SU-CAR (M) e 50 ppm UK (R), le quali hanno mostrato anche i migliori
risultati in termini di biomassa secca e contenuto di clorofilla.

I derivati dell’acido clorogenico sono localizzati prevalentemente a livello del parenchima
cellulare e svolgono un’azione di protezione dei cloroplasti dai danni che possono essere causati
dalle radiazioni ultraviolette (Yang et al., 2018). Questi metaboliti infatti sono da considerarsi punti
cardine dei meccanismi di protezione cellulare in quanto coinvolti nell’attivazione di vie
metaboliche in risposta a stress ossidativi (Romani et al., 2002).

Composti appartenenti ai flavonoidi, piu precisamente ai flavonoidi glicosilati tra i quali
rientrano le quercetine, il kamferolo e la luteolina hanno valori maggiori del controllo in tutte le
piante trattate che hanno mostrato anche una maggiore crescita della biomassa aerea ed un piu alto
contenuto di clorofilla. La correlazione tra maggiore biomassa e alti livelli di composti polifenolici
trova conferma in studi che hanno collegato il contenuto di tali composti non solo ad una maggiore
sviluppo della pianta ma anche ad una stimolazione dei processi di lignificazione, in quanto tali
metaboliti si ritrovano coinvolti nella biosintesi della lignina (Yang et al., 2018).

Anche le condizioni di crescita della pianta (DuPont et al., 2002, Romani et al., 2002), la
diversa esposizione alla luce ed il tessuto considerato per il campionamento (Yang et al., 2018)
influiscono sul contenuto di metaboliti ritrovati. Infatti, € stato dimostrato che 1 livelli di kamferolo
variano notevolmente tra colture gestite in serra o in pieno campo (DuPont et al., 2002).

Il contenuto di polifenoli in lattuga varia anche sulla base del tessuto analizzato, infatti
durante il campionamento ¢ stato fondamentale prelevare per tutte le piante foglie interne ed in
punti non vicini alla testa della lattuga.

Metaboliti quali la luteolina, ritrovati in percentuali maggiori in piante trattate con 50 ppm
del mix 1 (C), sono di grande interesse scientifico in quanto implicati nelle risposte allelopatiche

della pianta (Zhang et al 2018) e nella risposta allo stress idrico (Gharibi et al 2019).
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Inoltre ¢ stato dimostrato che la luteolina ¢ coinvolta nella stimolazione alla crescita della
pianta anche in risposta a trattamenti con microrganismi quali funghi micorrizici arbuscolari,
Tricoderma e altri funghi (Saia et al., 2019).

Ritrovare nel presente lavoro metaboliti collegati prevalentemente all’adattamento a
condizioni di stress fa ipotizzare che durante 1’esperimento siano venute a crearsi condizioni di
stress (che non possiamo precisamente definire con i risultati al momento a disposizione), per le
quali i trattamenti con SU-CAR o UK hanno favorito un adattamento della pianta modificandone il
metabolismo e favorendone una maggiore crescita rispetto a piante controllo. Infatti studi condotti
da Garcia e collaboratori (2012) hanno confermato che le SU inducono un iniziale stress nella
pianta che provoca un aumento della concentrazione di ROS. Variazione dei livelli di Oz” e H2O; in
pianta porta all’attivazione di vie di trasduzione del segnale collegate poi all’esplicazione
dell’azione auxino-simile delle sostanze, ad una maggiore richiesta di acqua a livello radicale e ad
una crescita per distensione cellulare (Garcia et al., 2012).

Non aver ottenuto risultati altrettanto positivi in termini di maggiore crescita e variazioni a
livello del profilo metabolico in tutte le piante trattate con le miscele di SU-CAR e UK (ad
eccezione dei trattamenti con 50 ppm del mix 1 e del mix 2) porta alla formulazione dell’ipotesi che
la formazione di addotti tra molecole affini nelle miscele abbiano reso difficile 1’accessibilita di
metaboliti bioattivi alle piante ed abbiano percido amplificato la condizione di stress creata dal
trattamento ed impedito un successivo adattamento della pianta. Pertanto anche il profilo

metabolico secondario ¢ rimasto uguale al controllo.
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4.2 Estratti etanolici: caratterizzazione e valutazione dell’attivita antiossidante e

dell’effetto biostimolante

La caratterizzazione chimica di estratti in etanolo da compost da pastazzo di limoni (PAS),
carciofo (CAR) e caffe (CAF) ¢ stata condotta mediante pirolisi con idrossido di tetrametilammonio
(TMAH) seguita da gas cromatografia accoppiata a spettrometria di massa (GC-MS) e mediante

spettroscopia di risonanza magnetica nucleare allo stato solido ('*C-CPMAS-NMR).

4.2.1 Caratterizzazione chimica degli estratti in etanolo

In figura 16 A, B, C sono riportati, rispettivamente, i cromatogrammi GC-MS (Total Ion
Chromatograms) degli estratti in etanolo da compost di CAR, PAS e CAF con i principali segnali
dei metaboliti mentre in tabella 11 sono riportate le classi dei composti identificati con la loro
percentuale relativa. I monomeri della lignina sono stati catalogati con le lettere G per la sub unita
3-metossi, 4-idrossifenil guaicile, S per il 3,5-dimetossi,4-idrossifenil siringile e P per p-
idrossifenile (Vane et al., 2001).

L’elenco completo dei composti identificati mediante 1’uso della libreria Nist e di riferimenti

bibliografici, sono riportati in appendice (tabelle A3)

80



100 - A carb Phtalate

C16 C18:1
C15 C17 ter carb
€19 alk C18 gy C26:1
Lig S5+P18 17is C26.CH30) _ o8
0 ~ c24 lip ster
7 Li g6 carb C24- ster
Lig G14 ‘ erp ,6H3
Lig G3 G4k / C23 a“‘{ c23 C30
Lig S1 ’ 'g G7 . M 3 HW f‘ 035 Ik
Ph ! a
w Ty ,MLJMLjU RN b W el J
U‘ . . . . . . . . . . ‘ . . . — Time
10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
B c18:1
100+ C16:1

c22 C26-CH30O

C15iso C16 c17 C19cy c2 C26
%_
C14 n c20 ’
C23 C28 ster
L Cl4is (315 carb\ o1 Icohol C28-CH3 ster
Lig G3 le ~ J
ngh.S1 1 l |J

0 T T T T T T T LA L S R L R L L B R BN L B T --_Tlme
10.00 15 UD 20 DD 25.00 30 UD 35.00 40.00 4500 50 UU 55 UU
1004 C C18:1
ca(rb
C18
o | 7 c20
C19-1 L ster
Li Li C24 026
Li carb 023 ster
Lig P5 "o 35*'31&314 ? C187 | o1 ster
j carb o J\ 'J 'Ll fL.J CﬁfHS lm
0 e T = ﬁ‘l | T T T T T T T T Time
10.00 15. UD 20. DD 25. DD 30. DD 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00

Figura 16: Cromatogrammi dei prodotti di pirolisi, analizzati mediante gas cromatografia accoppiata a spettrometria di massa (GC-MS), dagli estratti in etanolo

da compost da carciofo (A), pastazzo di limoni (B) e caffe (C)



Le analisi dei tre cromatogrammi ha permesso 1’identificazione di circa 100 composti
appartenenti principalmente ad eteri ed esteri di composti naturali (tabella 10) (Spaccini et al.,
2009). Le principali classi di composti identificati, derivati sia da piante sia da microrganismi
presenti nel suolo, appartengono a: molecole ligniniche (Lig), esteri metilici degli acidi grassi
(FAME), alcani, composti azotati (N), carboidrati (carb) e composti aromatici non di derivazione
ligninica.

L’abbinamento della pirolisi e dell’analisi GC/MS ¢ particolarmente adatto
all’identificazione di composti lipidici ma non ¢ altrettanto indicata per la caratterizzazione univoca
dei carboidrati e delle proteine presenti all’interno del campione (Spaccini and Piccolo, 2009).

In relazione a quest’ultima classe di molecole ¢ possibile identificare solo composti azotati
derivati dalla degradazione termica delle proteine.

Negli estratti da CAR e PAS sono stati identificate soprattutto le forme ossidate del
dimetossi-fenil-propano come la benzaldeide (G4), mentre 1’acetofenone (G5) e 1’acido benzoico
(P6, G6, S6) sono stati individuati in tutti e tre gli estratti. Gli estratti da CAR mostrano una
percentuale di monomeri ligninici totali del 13.3%, maggiore sia degli estratti da PAS e CAF
(tabella 10) il cui ammontare corrisponde, rispettivamente, a 3.96 % e 5.15%, il che suggerisce una
maggiore decomposizione delle componenti ligniniche negli estratti da CAR rispetto alle altre due

classi di estratti (Monda et al., 2017).
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Tabella 10: Elenco delle classi di composti nei pirogrammi ottenuti in seguito a pirolisi con TMAH, e
percentuale relativa delle aree degli estratti in etanolo da compost da pastazzo di limoni (PAS), carciofo

(CAR) e caffe (CAF)

% PAS CAR CAF
FAME 68.51 40.41 58.94
N 0.21 1.73 1.24
Carboidrati 4.16 17.41 23.19
Alcani 3.92 7.85 0.79
Aromatici 1.44 1.98 0.50
Steroli 4.76 6.23 9.11
Alcoli 9.21 4.00 0.56
Lignina 3.96 13.33 5.15
Lig G6/G4 3.39 18.74 -

Tabella 11: Percentuale di FAME a diverso numero di atomi di carbonio identificati nei pirogrammi degli
estratti da compost di pastazzo da limoni (PAS), carciofo (CAR) e caffe (CAF). Le somme percentuali sono

state calcolate sulla base delle % delle aree relative al totale

C12 Ci13 Ci14 (15 C16 C17 C18 C19

%
PAS 047 024 148 478 1862 675 1640 4.62
CAR 0.32 - 0.52 453 5.48 5.66 6.99 2.50
CAF 0.07 - 0.50 275 12,63 3.16 2473 2.53

Questi risultati concordano con i valori del rapporto ligninico (LR) ottenuto dagli spettri 1*C-
CPMAS-NMR, riportato in tabella 12, che risulta maggiore per gli estratti da CAR rispetto a PAS e
CAF. Gli esteri metilici di acidi grassi (FAME) sia saturi che insaturi, sono i composti predominanti
nei tre pirogrammi di figura 16. In particolare, sono maggiormente presenti gli acidi pentadecanoici
(C15), esadecanoici (C16), eptadecanoici (C17) e ottadecanoici (C18), che sono i principali
costituenti lipidici delle piante superiori (Amblés et al., 1994). L’elevata concentrazione di acidi
dodecanoici (C12), tridecanoici (C13) e miristici, nonché di acidi pentadecanoici (C15) ramificati

(iso/anteiso) e di acidi eptadecanoici (C17), suggerisce un elevato input di composti di natura
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microbica (Spaccini et al., 2013). Il contenuto totale di FAME ¢ del 68.5 % in PAS, 59% in CAF e
di 40.4 % in CAR. La maggior parte dei FAME in PAS e CAF ¢ rappresentato da omologhi saturi e
insaturi di acidi grassi esa- e octadecanoici che sono composti ubiquitari della sostanza organica
naturale, mentre in CAR questi acidi grassi FAME costituiscono solo il 6.4% del totale.

L’alto contenuto di monomeri C18 insaturi come composti principali suggerisce invece un
prevalente apporto di lipidi provenienti da piante, come d’altronde ¢ implicito per estratti da
compost interamente vegetale. Questa osservazione ¢ supportata anche dalla grande quantita in
questi due estratti di alcani e alcoli i cui valori sono riportati in tabella 10, che potrebbero essere
generati dalla degradazione delle cere vegetali (Spaccini and Piccolo, 2009). Differenze negli
estratti sono state trovate anche per il contenuto di carboidrati e composti di natura azotata.

In particolare i carboidrati sono stati identificati in quantita maggiore in CAF (23.2%) rispetto agli
estratti di CAR (17.4%) e PAS (4%). Infine, sono stati identificati composti appartenenti alla classe
degli steroli derivanti da cere e cutine vegetali.

Il contenuto e la distribuzione delle molecole organiche maggiormente rappresentative e
presenti nelle tre tipologie di estratti sono in linea con i risultati ottenuti dagli spettri '*C-CP-MAS-
MNR. Quest’ultima tecnica fornisce un contributo aggiuntivo alla caratterizzazione degli estratti in
esame in quanto permette di ottenere una distribuzione dei carboni presenti all’interno di campioni
solidi e ne fornisce una valutazione semi quantitativa attraverso I’integrazione delle aree dei segnali
presenti nello spettro NMR. Queste misure e confronti consentono di acquisire informazioni sulla
struttura e l'origine dei composti presenti negli estratti (Al-Faiyz, 2017).

Ciascuno spettro NMR ¢ stato diviso in sei intervalli di spostamento chimico: 0-45 ppm per 1
carboni alchilici (Alkyl-C), 45-60 ppm per i carboni metossilici (Methoxyl-C), 60-110 ppm per 1
carboni idrossialchilici (O-alkyl-C), 110-145 ppm per i carboni aromatici (Aromatic-C),145-160
ppm per 1 carboni fenolici (Phenol-C), 160-190 ppm per i carboni carbossilici (Carboxyl-C)

(Spaccini et al., 2019).
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Gli spettri 3C-CP-MAS-NMR sono mostrati in figura 17, mentre la distribuzione delle aree

in base ai diversi segnali ¢ riportata in tabella 12.
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Figura 17: Spettri *C-CPMAS NMR di estratti in etanolo (70%) da compost da carciofo (blu), caffé (rosso)

e pastazzo di limoni (verde)
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Tabella 12: Distribuzione in percentuale relativa di carboni in spettri *C-CPMAS-NMR di estratti in etanolo
(70%) da compost da carciofo (CAR), caffe (CAF) e pastazzo di limoni (PAS)

ppm

190-160 160-145 145-110 110-60 60-45 45-0
(Carboxyl-C) (Phenol-C) (AromaticC) (O-alkyl-C) (Methoxyl-C) (Alkyl-C)

HB/HI LR A/AO ARM

CAR 6.6 4.4 9.4 14.5 20.6 44.5 3.7 47 31 12.0
CAF 7.6 4.0 10.9 209 9.7 46.8 25 24 22 14.2
PAS 7.7 3.9 13.2 17.3 12.4 45.6 30 32 26 133

Indice di idrofobicita (HB/BI): [(0-45) + (45-60) + (110-145) + (145-160)] / [(60-110) + (160-190)]
Rapporto alchilico/idrossialchilico (A/AO): [(0-45) / (60-110)]

Rapporto ligninico (LR): [(45-60) / (145-160)]

Indice di aromaticita (ARM) = [(112-163) / (0-190)]

Dalla valutazione dei tre spettri NMR si evince una prevalenza di segnali nella regione dei
carboni alchilici. In particolare a 30 ppm si osserva un intenso segnale attribuibile ai CH» in lunghe
catene alchiliche (Zhang et al., 2019). A 56 ppm ricade il segnale dei gruppi metossilici della
lignina (Savy et al., 2017).

Nell’intervallo tra 60 e 110 ppm si evidenziano 1 segnali dei gruppi idrossi-alchilici di
mono- e polisaccaridi (Spaccini and Piccolo, 2009) che sono 1 principali costituenti delle pareti
cellulari e delle catene laterali della lignina (Savy et al., 2017). In particolare, i segnali tra 90 ¢ 110
ppm sono collegati ai carboni anomerici degli zuccheri. Come si osserva dalla tabella 12, I’estratto
etanolico da compost CAF mostrava la piu alta percentuale di segnali legati a zuccheri ed in
accordo con 1 risultati ottenuti con la pirolisi. Nella regione tra 110 e 160 ppm risuonano i carboni
di composti aromatici e fenolici (Savy et al., 2017). In particolare, il segnale a 153 ppm ¢ meno
intenso per il campione PAS che per quelli CAR e CAF ed ¢ associabile ai carboni delle sostituzioni
guaiaciliche e siringiliche della lignina (Spaccini and Piccolo, 2008).

Nella regione tra 160 €190 ppm vi ¢ la risonanza dei carbonili carbossilici ed esterei ed

alcuni carbonili ammidici maggiormente deschermati (Robert et al., 1998). In particolare, i segnali
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di risonanza dei legami di tipo estere sono registrati nella regione tra 163 e 170 ppm (Wooten,
1995).

Gli spettri 3C-CP-MAS-NMR permettono poi di calcolare degli indici strutturali (tabella
12) quali: 1) indice alchilico/idrossi-alchilico (A/OA), 2) indice di aromaticita (ARM), 3) indice di
idrofobicita (HB/HI), 4) rapporto ligninico (LR). Gli indici A/AO, HB/HI and LR sono collegati
alla stabilita biochimica delle sostanza organica umificata. L’accumulo di composti idrofobici ¢
indice di un piu elevato processo di stabilizzazione della materia organica (Spaccini and Piccolo,
2007), mentre il rapporto LR indica I'abbondanza di strutture di ligniniche. Infatti, il maggior valore
di LR nel campione CAR (4.7) rispetto a quello per PAS (3.2) e poi per CAF (2.4) indica una
progressiva diminuzione nell’estratto etanolico di composti ligninici non frammentati.

L’analisi degli indici HI e A/AO permette, rispettivamente, di avere indicazioni sul grado di
umificazione e sulla stabilita biochimica dei composti estratti in etanolo. Infatti, ambedue gli indici
suggeriscono una relazione tra un alto contenuto di composti idrofobici e la stabilita degli stessi alla
degradazione microbica (Piccolo et al., 2018). I risultati riportati in tabella 12 mostrano per CAR
valori maggiori per 1’indice idrofobico e alchilico, i cui valori sono, rispettivamente, 3.7 e 4.7.
Seguono poi con valori piu bassi per PAS (3 per HI e 2.6 per A/AO) e per CAF (2.5 per Hl e 2.2 per
A/AO).

Gli indici di aromaticita riportati in tabella 12, calcolati come riportato da Malcom (1990)
mostrano una maggiore quantita di componente aromatica nel campione CAF (14.2) seguita da PAS
(13.3) e CAR (12). La natura della componente aromatica ¢ attribuita non solo a derivati della
lignina, ma anche alla degradazione di cutine, suberine, ed a composti di origine fenolica e/o
polifenolica o, in minima quantita, da residui amminoacidici di tipo aromatico (Spaccini and

Piccolo, 2008).
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4.2.2 Contenuto di fenoli totali e attivita antiossidante

Numerosi lavori scientifici prevedono 1’estrazione di composti fenolici da biomasse vegetali
in quanto ritenuti un ottimo indicatore dell’attivita antiossidante del materiale analizzato. Infatti, per
gli scarti della lavorazione di limoni le molecole antiossidanti si presentano diversamente
concentrate a livello dei tessuti del frutto (albedo, flavedo) (Di Donato et al., 2018), mentre per gli
scarti della lavorazione di carciofo, la maggior parte dei composti fenolici (costituiti da acido
idrossi-cinnamico e polifenoli) sono contenuti all’interno delle parti esterne delle infiorescenze, steli
e foglie, che costituiscono dal 65 al 80 % degli scarti della produzione. Questi composti sono
largamente utilizzati nel settore medico e nutraceutico in quanto impiegati nel trattamento di diverse
patologie epatiche e digestive, ma utilizzati anche per funzionalizzare gli alimenti. Infatti, alimenti
quali succo di pomodoro, zuppa di pollo e pasta sono funzionalizzati con estratti fenolici da scarti di
carciofo perché conferiscono una attivita antiossidante maggiore degli alimenti controllo (Larossa et
al., 2002; Llorach et al., 2005; Pasqualone et al., 2017).

Gli scarti di lavorazione del caffe, in particolare i fondi del caffé esausto, sono largamente
studiati non solo perché mostrano un elevato contenuto di composti fenolici antiossidanti (quali
acido idrossi-cinnamico, acido clorogenico, acido caffeico, acido ferulico e acido wvanillico)
(Gémez-Ruiz, Leake, & Ames, 2007), ma anche perché il loro riciclo riduce gli effetti negativi
dovuti all’emissione di gas serra durante la loro mineralizzazione microbica (Zuorro, 2015).

Nel settore medico, 1 polisaccaridi, diterpeni e polifenoli ad alto valore antiossidante
(Barbosa et al., 2014; Zuorro and Lavecchia, 2011; Passos and Coimbra, 2013) estratti da biomasse
vegetali sono impiegati per ridurre il rischio di malattie degenerative collegate allo stress ossidativo
(Vetrani et al., 2013). Poiché la sintesi industriale di molecole antiossidanti come i composti
fenolici ¢ un processo molto complesso e costoso, la loro estrazione da biomasse vegetali o
compostate ¢ da considerarsi una strategia alternativa, nell’ottica di una economia circolare, per

riutilizzare tali scarti e recuperare dai composti un alto valore aggiunto. Inoltre ¢ stato osservato che
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la presenza di composti fenolici derivati da mono- e poli-idrossilati del benzene nelle SU conferisce
un’attivita antiossidante (Aeschbacher et al., 2012). In particolare, i maggiori effetti antiossidanti
sono dati da tannini, che costituisco il quarto gruppo di composti piu importanti nei sistemi
biochimici delle piante dopo la cellulosa I’emicellulosa e la lignina (Fahramand et al., 2014).

Questi composti sono presenti nelle sostanze umiche, le quali, infatti, quando applicate sulle
piante ne migliorano il sistema antiossidante in seguito all’esposizione a stress (Canellas et al.,
2008; Vasconcelos et al., 2009). Pertanto, ¢ possibile ipotizzare che molecole ad attivita
antiossidante estratte da materiali compostati possono essere impiegate per regolare positivamente il
metabolismo antiossidante nelle piante, e migliorarne la crescita.

Poiché in letteratura non vi sono molte informazioni in merito alla potenziale attivita
antiossidante di estratti in etanolo da materiali compostati, ¢ stato condotto uno studio di
correlazione tra il contenuto fenolico di questi scarti e la loro attivita antiossidante. Il contenuto di
fenoli totali negli estratti etanolici (TPC) ¢ mostrato in figura 18 ed ¢ stato calcolato come
milligrammi equivalenti di acido gallico per grammo di campione analizzato. Le lettere maiuscole
riportate sull’istogramma della figura indicano la significativita statistica delle differenze calcolata
mediante test di Tukey (p<0.05). Gli estratti da compost da pastazzo e da carciofo hanno mostrato
un maggiore contenuto fenolico, fornendo valori di TPC pari, rispettivamente, a 4.3 ¢ 3.7 mg
equivalenti di acido gallico / g, mentre il contenuto fenolico degli estratti da compost da caffe ¢ di
2.9 mg equivalenti di acido gallico / g (figura 18). La mancanza di correlazione tra i risultati del
Folin-Ciocalteu e quelli *C-CPMAS-NMR per CAR si pud spiegare in quanto nel caso della prima
tipologia di saggio si parla di valori quantitativi assoluti mentre per 1’analisi NMR ci si riferisce a

dati solo semi-quantitativi riferiti ai valori dei rapporti di aree relative normalizzate.
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Figura 18: Risultati del saggio Folin-Ciocalteu condotto su estratti in etanolo (70%) da compost da pastazzo
di limoni (PAS), carciofo (CAR) e caffe (CAF) riportati come contenuto fenolico totale (TPC). I valori sono
espressi come milligrammi equivalenti di acido gallico su grammi di campione testato (mg eq.acido gallico/g

campione). Le lettere maiuscole indicano le differenze significative calcolate mediante test di Tukey

(p<0.05)

I risultati dell'attivita antiossidante degli estratti da compost di PAS, CAR, CAF sono
riportati in figura 19. I valori sono: CAR 145 + 9> CAF 121 £ 7 > PAS 121 + 4 mmol eq. Trolox/kg
di campione. E da notare che non ci sono differenze di attivita antiossidante tra gli estratti di PAS e
CAF, mentre quella dell’estratto CAR ¢ significativamente maggiore che per gli altri due estratti.

Il maggiore valore di TEAC in CAR puo essere correlato all'elevata presenza di componenti
fenolici e aromatici di origine non solo ligninica (Bhutto et al., 2018). Questo dato ¢ in accordo con
1 risultati NMR per i quali CAR ha mostrato un contenuto percentuale di carbonio fenolico di 4.4
rispetto a 4.0 e 3.9 di PAS e CAF, rispettivamente.

Alti valori di attivita antiossidante sono ascrivibili alla presenza di gruppi fenolici che
fungono da elettron- donatori o accettori sulla base del potenziale redox del sistema (Aeschbacher et
al., 2012; Nikolaev et al., 2008). Valori maggiori di TEAC (tabella 13) in estratti da compost di
carciofo fanno ipotizzare che materiale organico ligninico sia soggetto ad una lenta trasformazione
e non solo contribuisca alla formazione dell’humus nel suolo, ma anche conferisca una spiccata

proprieta antiossidante.
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Figura 19: Risultati dell’attivita antiossidante (TEAC), valutata mediante test ABTS, degli estratti in etanolo
(70%) da compost da pastazzo di limoni (PAS), carciofo (CAR) e caffe (CAF). I valori sono espressi come
millimoli equivalenti di Trolox su chilogrammi di campione (mmol eq. Trolox./kg campione). Le lettere

maiuscole (A e B) indicano le differenze significative calcolate mediante test di Tukey (p<0.05)

TEAC TPC
PAS 107.7 (= 4) 43 (£0.3)
CAR 145 (£ 9) 3.7 (£0.1)
CAF 121 (£7) 2.9 (£0.5)

Tabella 13: Attivita antiossidante (TEAC) e del contenuto di fenoli totali (TPC) degli estratti in etanolo da
compost da pastazzo di limoni (PAS), carciofo (CAR) e caffe (CAF)

Poiché in letteratura non vi sono lavori che fanno riferimento alla valutazione dell’attivita
antiossidante di composti fenolici estratti in etanolo da biomasse compostate, come riferimento
sono stati consultati 1 risultati di attivita antiossidante di estratti ottenuti dalle stesse materie non

compostate. Infatti diversi lavori discutono dei valori di attivita antiossidante positivi per estratti da
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scarti di biomasse vegetali (quali limone, carciofo e caffe) (Putnik et al., 2017;Jiménez-moreno et

al., 2019; Gomez-Ruiz et al., 2007).

4.2.3 Test di germinazione

L’applicazione di compost come fertilizzante organico o delle sostanze umiche come
biostimolanti ¢ ormai accertato, ma non sono presenti studi che prevedano 1’uso come biostimolanti
di estratti in etanolo da biomasse compostate. Pertanto il test di germinazione condotto con semi di
Lepidium sativum ¢ stato effettuato al fine di valutare non solo I’attivita antiossidante, ma anche
I’assenza di fitotossicita degli estratti.

I test di germinazione ed allungamento radicale ¢ stato impiegato fin dal 1952 (Hunter,
1952) e permette di ottenere una buona riproducibilita dei risultati (Ratsch, 1983).

Questi test consentono di valutare ’eventuale tossicitd di un campione misurando sia
I’inibizione della germinazione sia I’allungamento radicale di semi germinati in condizioni
controllate e confrontati con appositi controlli (in assenza dell’estratto).

Per il test di questa tesi sono stati utilizzati i semi di Lepidium sativum, una pianta erbacea
diffusa in Italia, generalmente utilizzata per la determinazione della fitotossicita del compost (Nappi
and Consiglio, 1986). L’esperimento ¢ stato allestito in condizioni controllate come riportato in
materiali e metodi. Sono state testate cinque concentrazioni (1-10-25-50-100 ppm) per ciascun
estratto da compost da pastazzo di limoni (PAS), carciofo (CAR) e caffe (CAF) i cui risultati sono
stati confrontati con trattamenti controllo effettuati con acqua deionizzata.

I risultati di ciascun test, riportati in tabella 15, mostrano 1 valori degli indici di
germinazione (IG), germinazione relativa (GR) e lunghezza relativa (LR). Per 1 semi controllo
(CT) 1 suddetti indici sono da considerarsi pari al 100%. I risultati IG per tutti i trattamenti hanno

mostrato valori superiori al 50%, il che fa escludere I’effetto fitotossico degli estratti

92



(APHA;AWWA;WEF; 1995). In particolare, semi trattati con PAS alla concentrazione di 10 ppm
mostravano un incremento del 37 % dei valori di LR e IG rispetto al controllo, mentre le
concentrazioni di 25 e 50 ppm indicavano un aumento del 21% rispetto al controllo (tabella 15).

Analizzando I’effetto di CAR ¢ possibile osservare che la concentrazione di 1 ppm mostra il
minore valoro di IG (68%), il quale aumenta rispettivamente a 102% e 113% nei trattamenti con 10
e 25 ppm (tabella 15). A partire dalla concentrazione di 50 ppm si ha un riduzione dei valori di IG e
LR che diventano ancora piu bassi nei trattamenti con 100 ppm di estratto (tabella 14).

I risultati di CAR mostrano un aumento del valore LR collegato ad un aumento delle
concentrazioni testate (tabella 14) fino alla concentrazione di 50 ppm, infatti i valori sono: 77% per
1 ppm, 107% per 10 ppm, 112% per 25 ppm e 123% per 50 ppm. A 100 ppm si ¢ osservato una
riduzione di ambedue i valori di LR e IG, sia rispetto al controllo sia alle altre concentrazioni testate
(tabella 14). Malgrado le variazioni di valori nei risultati degli estratti da CAR, le differenze
osservate non sono statisticamente significative. Dai risultati riportati in figura 20 e 21 per CAR e
PAS si osserva che le concentrazioni rispettivamente di 25 ¢ 10 ppm di estratto inducono una
maggiore crescita della radice. E possibile affermare che 1’applicazione di concentrazioni alte di
estratto esercitano un effetto inibitorio sulla crescita radicale, mentre in seguito all’uso di
concentrazioni intermedie (10 e 25 ppm) si osservano degli effetti positivi significativi.

Questo risultato puo essere collegato a lavori nei quali ¢ stato dimostrato che 1’effetto delle
sostanze umiche, seppure dose dipendente, permette di ottenere risultati positivi in un intervallo di

concentrazioni basse (Chen and Aviad, 1990).
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Tabella 14: Saggio di fitotossicita acuta condotto con semi di Lepidium sativum utilizzando estratti in
etanolo (70%) da compost di pastazzo di limoni (PAS), carciofo (CAR) e caffé (CAF). I valori rappresentano

le percentuali (%) riferite al controllo espresso come 100 %

Campioni Concentrazione testata GR LR IG
(ppm)

CAR 1 60 68 68
CAR 10 100 102 102
CAR 25 100 113* 113
CAR 50 100 105 105
CAR 100 100 93 93
PAS 1 100 117 117
PAS 10 100 137* 137*
PAS 25 100 121 121
PAS 50 100 121 121
PAS 100 96 117 113
CAF 1 100 77 88
CAF 10 118 107 73
CAF 25 121 112 83
CAF 50 117 123 86
CAF 100 100 99 70

* indica differenze significative rispetto al controllo

GR= indice di germinazione relativa, LR= lunghezza relativa, IG= indice di germinazione.
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Figura 20: Media dei risultati del test di germinazione condotto su semi di Lepidium sativum trattati con
estratti in etanolo (70%) da compost da carciofo. Le lettere sugli istogrammi indicano le differenze

significative calcolate mediante test statistico LSD (p<0.05)
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Figura 21: Media dei risultati del test di germinazione condotto su semi di Lepidium sativum trattati con
estratti in etanolo (70%) da compost da pastazzo di limoni. Le lettere sugli istogrammi indicano le differenze

significative calcolate mediante test statistico LSD (p<0.05)
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Figura 22: Media dei risultati del test di germinazione condotto su semi di Lepidium sativum trattati con
estratti in etanolo (70%) da compost da caffe. Le lettere sugli istogrammi indicano le differenze significative

calcolate mediante test statistico LSD (p <0.05)
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4.2.4 Prove in vaso con estratti in etanolo mediante applicazione fogliare

In base ai risultati ottenuti dal test di germinazione, sono stati scelti gli estratti in etanolo da
compost da pastazzo e da carciofo per essere testati, mediante applicazione fogliare, su piante di
lattuga. Le piante sono state cresciute in serra per I’intera durata dell’esperimento terminato dopo
60 giorni dall’invasamento della pianta. Al termine del test le piante sono state campionate ed ¢
stato valutato il peso secco della biomassa aerea, il contenuto di clorofilla A, B e totale ed infine
eventuali variazioni nel profilo metabolico primario mediante spettroscopia 'H-NMR.

I risultati di biomassa e di clorofilla (Chl) espressi come mg di Chl su grammi di campione
sono riportati rispettivamente in figura 23 e 24 per gli estratti da carciofo, ed in figura 25 e 26 per
gli estratti da pastazzo. Le differenze significative, valutate mediante test statistico LSD (p<0.05)
sono indicate con le lettere maiuscole poste in cima agli istogrammi. Il grafico ad istogrammi in
figura 23 mostra i dati dei valori medi di biomassa aerea secca di piante di lattuga trattate con CAR
alle concentrazioni 0, 1, 10, 25, 50 ¢ 100 ppm. Si osserva, anche facendo riferimento alle barre di
errore, che non ci sono differenze significative tra i diversi trattamenti se paragonati al controllo.

Anche analizzando il contenuto di clorofilla A, B e totale (figura 24) non si evidenziano

differenze significative tra il controllo e le varie concentrazioni testate.
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Figura 23: Peso secco (g) di biomassa fogliare secca di piante di lattuga sotto trattamento fogliare con
estratti da compost da carciofo alle concentrazioni di 1-10-25-50 e 100 ppm. Le piante controllo (CT) sono
state trattate con acqua. Le lettere sugli istogrammi indicano le differenze significative calcolate mediante

test statistico LSD (p <0.05)
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Figura 24: Contenuto di clorofilla (Chl) A, B e totale in piante di lattuga sotto trattamento fogliare con
estratti in etanolo da compost da carciofo alle concentrazioni di 1-10-25-50-100 ppm, mediante applicazione
fogliare. Le piante controllo (CT) sono state spruzzate con acqua. Le lettere sugli istogrammi indicano le

differenze significative calcolate mediante test statistico LSD (p <0.05)
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Cosi come per i trattamenti con CAR, anche quelli condotti utilizzando gli estratti da
compost di PAS alle concentrazioni di 0, 1, 10, 25, 50 e 100 ppm non si evidenziano differenze
statisticamente significative rispetto al controllo né in termini di biomassa aerea (figura 25) secca né

come contenuto di Chl A, B e totale (figura 26).
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Figura 25: Peso secco (g) di biomassa fogliare secca di piante di lattuga sotto trattamento fogliare con
estratti da compost da pastazzo di limoni alle concentrazioni di 1-10-25-50 e 100 ppm. Le piante controllo
(CT) sono state trattate con acqua. Le lettere sugli istogrammi indicano le differenze significative calcolate

mediante test statistico LSD (p <0.05)
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Figura 26: Contenuto di clorofilla (Chl) A, B e totale in piante di lattuga trattate con estratti in etanolo da
compost da pastazzo di limoni alle concentrazioni di 1-10-25-50-100 ppm, mediante applicazione fogliare.
Le piante controllo (CT) sono state spruzzate con acqua. Le lettere sugli istogrammi indicano le differenze

significative calcolate mediante test statistico LSD (p <0.05)

A differenza di quanto preannunciato con i test di fitotossicitd con Lepidium sativum, in
merito ad una stimolazione della crescita radicale in seguito ai trattamenti con gli estratti, 1 test in
vaso su lattuga non hanno mostrato alcun effetto significativamente diverso rispetto al controllo.

Malgrado alcuni lavori di letteratura riportino 1’effetto biostimolante su pianta in seguito ad
applicazione fogliare di formulati biostimolanti quali: acido salicilico e jasmonico (Ghassemi-
Golezani and Farhangi-Abriz, 2018), batteri promotori della crescita (Olivares et al., 2015),
formulati contenenti potassio (Saa et al., 2015), acidi umici (Abdelgawad et al., 2018; Young and
Chen 1997; Shahein et al., 2015), I’applicazione mediante la suddetta modalita utilizzata per estratti
in etanolo da biomasse compostate non riporta gli stessi effetti.

Dati gli acclarati effetti biostimolanti in piante trattate con compost e SU applicate al suolo
(Calvo et al., 2014; Canellas et al., 2015; Hernandez et al., 2014), ed essendo i risultati di
caratterizzazione degli estratti non eccessivamente diversi da questi materiali, possiamo ipotizzare

che il motivo per cui non siano stati registrati effetti biostimolanti degli estratti sia collegato alla
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modalita di applicazione. Saranno pertanto, condotti ulteriori futuri studi che prevedano I’impiego

degli estratti mediante applicazione al suolo e la successiva valutazione dell’effetto sulla pianta.

4.2.5 Analisi metaboliti primari mediante spettroscopia 'H-NMR degli estratti in

etanolo

Mediante spettroscopia 'H-NMR ¢ stata condotta ’analisi del metaboloma primario delle
piante di lattuga trattate con gli estratti in etanolo. In figura 27 e 28 sono riportati rispettivamente gli
spettri 'H-NMR dei diversi trattamenti condotti con estratti da compost di carciofo e pastazzo alle
seguenti concentrazioni: controllo (CT), 1 ppm (A), 10 ppm (B), 25 ppm (C), 50 ppm (D) e 100
ppm (E). Il valore di 0 ppm riportato nello spettro ¢ da assegnare allo standard interno utilizzato per
I’analisi (sale di sodio dell’acido 3-(trimetilsilil) = TMSPA). L’analisi ¢ stata condotta utilizzando
quattro repliche biologiche e due repliche tecniche per ciascun trattamento per un totale di 48
analisi per materiale testato. Al fine di escludere variazioni a livello del profilo metabolico dovute
alla diversa eta delle foglie, I’estrazione ¢ stata condotta utilizzando la terzultima foglia di ciascuna
pianta campionata. Lo spettro 'H-NMR dell’analisi metabolomica puo essere diviso in tre macro
regioni, la prima da 0 a 3 ppm che riguarda prevalentemente la regione amminoacidica, la seconda
da 3 a 5.7 ppm che contiene 1 segnali appartenenti alla maggior parte degli zuccheri ed infine la
regione da 6 a 8 ppm che riguarda principalmente i segnali appartenenti a composti aromatici (Kim

and Verpoorte, 2010).

100



cr | A

" g 4l
B TR L T

— = - = = = “ ppm

Figura 27: Spettri 'H-NMR di piante di lattuga trattate con estratti in etanolo da compost da carciofo (CAR)
alle concentrazioni di: 1 ppm (A), 10 ppm (B), 25 ppm (C), 50 ppm (D) e 100 ppm (E). 1l controllo (CT) ha

previsto 1’applicazione di acqua
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Figura 28: Spettri 'H-NMR di piante di lattuga trattate con estratti in etanolo da compost da pastazzo di
limoni (PAS) alle concentrazioni di: 1 ppm (A), 10 ppm (B), 25 ppm (C), 50 ppm (D) e 100 ppm (E). Il

controllo (CT) ha previsto 1’applicazione di acqua

Dall’analisi degli spettri non ¢ stato possibile osservare grandi variazioni
nell’intensita dei segnali.

I diversi set di dati sono stati valutati mediante 1’analisi delle componenti principali (PCA).

La PCA rappresenta un metodo analitico utilizzato nell’ambito della statistica multivariata
che permette una semplificazione dei dati di origine, riducendo 1’elevato numero di variabili. Il
risultato dell’analisi PCA consiste in un plot in cui i diversi simboli evidenziano le differenze o le
similarita esistenti tra i campioni, dovute alle variabili (nel nostro caso i metaboliti) responsabili
delle suddette variazioni. Non ottenendo una separazione dei dati analizzando insieme tutti i

trattamenti, sia per CAR che PAS, sono state condotte PCA di due coppie di trattamenti alla volta.
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In particolare, ¢ stata valutata la separazione delle variabili comparando il controllo a
ciascuna delle cinque concentrazioni testate.

Non tutti i confronti hanno mostrato una netta separazione delle variabili pertanto si ¢ scelto
di analizzare e commentare le PCA che hanno mostrato una maggiore separazione delle variabili,
confermata anche dalla analisi statistica condotta mediante il test ANOVA (p<0.05).
L’identificazione dei metaboliti ¢ stata possibile grazie all’uso di riferimenti bibliografici (Sobolev
et al., 2005).

I risultati dell’esperimento condotto con estratti in etanolo da compost da carciofo ha
permesso I’identificazione di 7 metaboliti (tabella 15). In particolare sono stati identificati: per la
classe dei carboidrati il B-D-fructofuranosio, il saccarosio e I’inulina; per la classe degli acidi
organici ¢ stato identificato 1’acido malico; tra gli aminoacidi ¢ stato possibile identificare

’asparagina, la glutammina, e la colina.

H 'H
(ppm) (ppm)
Coline
Carboidrati
Colina 3.22
B-D-fructofuranosio 4.1
3.86 Acidi organici
Saccariosio 5.42 Acido malico 4.3
3.86
3.82 Amminoacidi
Inulina 5.46 Asparagina (Asn) 4.02
4.26 Glutammina (Gln) 3.78
4.22

Tabella 15: Metaboliti identificati mediante spettroscopia 'H-NMR in piante di lattuga trattate con estratti in

etanolo da compost da carciofo

Le differenze valutate mediante PCA, tra i vari trattamenti hanno permesso di evidenziare

differenze significative dovute solo ad una parte dei metaboliti identificati. In particolare, la PCA
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del confronto tra il controllo ed il trattamento A (1ppm) (figura 29) permette di spiegare il 19.3%

della variabilita totale, mostrando una separazione dei trattamenti lungo la PC3 e la PCS5.

L’ANOVA (p<0.05) ha permesso di evidenziare una differenza statisticamente significativa

dovuta soprattutto a metaboliti di saccarosio e inulina maggiormente presenti nel trattamento A,

mentre I’amminoacido asparagina risulta piu concentrato in piante dell’esperimento CT.
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Figura 29: Score plot della PCA di dati da spettri
'"H-NMR di estratti da piante di lattuga controllo
(CT) e trattate con estratti in etanolo da compost da

carciofo alla concentrazione di 1 ppm (A)

Dalla PCA tra il controllo ed il trattamento a 25 ppm (C) si nota una separazione delle

variabili principalmente lungo la PC4, che permette di spiegare solo il 9.20 % della variabilita totale

(figura 30). Questa separazione ¢ dovuta principalmente ai metaboliti B-D-fructofuranosio, inulina,

acido malico e glutammina maggiormente presenti in piante trattate con 25 ppm di estratto (C).
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Figura 30: Score plot della PCA basata
sull’analisi 'H-NMR di piante di lattuga
controllo (CT) e piante trattate con estratti in
carciofo alla

etanolo da compost da

concentrazione di 25 ppm (C)
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La PCA per piante controllo e trattate con 50 ppm (D) mostra una separazione delle variabili
soprattutto lungo la PC2 fornendo una spiegazione del 15.3% della variabilita totale (figura 31).

Questa separazione ¢ dovuta soprattutto ad una maggiore concentrazione di inulina,
saccarosio, B-D-fructofuranosio, acido fumarico e glutammina nel trattamento D, mentre i valori di

colina sono statisticamente maggiori a livello delle piante controllo.
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La PCA del controllo e del trattamento a 100 ppm (E) (figura 32) mostra una separazione
delle variabili soprattutto lungo la PC4, che spiega solo 1’8.64% della variabilita totale.
La separazione ¢ dovuta soprattutto ai metaboliti inulina e saccarosio maggiormente

concentrati nelle piante trattate con 100 ppm di estratto rispetto al controllo.
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Non sono state osservate differenze significative nel contenuto di tutti gli altri metaboliti
primari fisiologicamente presenti in piante di lattuga in seguito all’applicazione fogliare di estratti
in etanolo da compost da carciofo.

Si puod pertanto concludere che la maggior parte della variazione sperimentale riguarda il
metabolismo degli zuccheri, quali B-D-fruttofuranosio, saccarosio ed inulina, in piante trattate con
25 — 50 e 100 ppm di estratto. L’inulina ¢ un oligosaccaride formato da una unita di glucosio e da
due a quattro unita di fruttosio, ed ¢ collegato ad una serie di benefici per la salute umana in quanto
stimola 1’attivita di bifido batteri intestinali. Esistono due forme di questo oligosaccaride (I e II), ma
a causa della la sovrapposizione nella regione spettrale NMR non ¢ stato possibile separare le due
forme. Vi ¢ una scarsita di informazioni in merito ai livelli di inulina in lattuga, ma sulla base dei
presenti risultati ¢ possibile affermare che rappresenta un biomarcatore di un intenso catabolismo di
mono- e di-saccaridi.

Come per i trattamenti con CAR, gli spettri 'TH-NMR di piante di lattuga trattate con PAS
non mostrano grandi differenze con il controllo nell’intensita dei segnali (figura 28). Anche in
questo caso, i dati sono stati analizzati via PCA mediante un confronto del trattamento controllo con
ciascuna delle concentrazioni testate. I risultati ottenuti dall’analisi PCA sono stati poi sottoposti a
test ANOVA per valutare differenze statisticamente significative tra le variabili analizzate.

I risultati di quest’analisi hanno permesso di identificare solo 4 metaboliti che hanno
mostrato una variazione nella concentrazione nei diversi trattamenti rispetto al controllo.

I metaboliti identificati in questo esperimento sono riportati in tabella 16.
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'H
(ppm)

Carboidrati Tabella 16: Metaboliti identificati mediante
Inulina 3.46 spettroscopia 'H-NMR in piante di lattuga
Saccarosio 4.22 .

trattate con estratti in etanolo da compost da
Amminoacidi pastazzo di limoni
Alanina (Ala) 4.02
Acidi organici
Acido aspartico 2.78

Non sono state osservate separazioni delle variabili lungo le PCA dal confronto tra il
trattamento controllo e le concentrazioni di 1 - 10 — 25 — 50 ppm PAS. L’unica separazione delle
variabili ¢ stata osservata dall’analisi PCA tra i trattamenti controllo ¢ 100 ppm di estratto da
pastazzo. Le variabili relative ai due trattamenti si separano prevalentemente lungo la PC4 (8%) e la
PC5 (6.6%), le quali permettono di spiegare tuttavia una variabilita totale solo del 14.6% (figura

33).
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I segnali che hanno mostrato una differenza statisticamente significativa (p<0.05)
appartengono a metaboliti quali: inulina (5.43 ppm), saccarosio (4.22 ppm), acido aspartico (2.78
ppm), alanina (1.50 ppm) e sono; maggiormente concentrati nelle piante trattate con 100 ppm di
estratto.

Data la scarsita di informazioni in letteratura in merito alle variazioni che possono avvenire a
livello del metabolismo di lattuga e data anche la poca significativita dei risultati ottenuti in questo
esperimento non ¢ possibile fare ulteriori osservazioni. Pertanto il presente lavoro pud considerarsi

un punto di partenza per ulteriori analisi.
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CAPITOLO S

CONCLUSIONI
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5.1 Conclusioni

Attraverso il lavoro di ricerca argomentato in questa tesi sono state evidenziate le
caratteristiche molecolari e gli effetti biologici sia di sostanze umiche, sia di estratti etanolici
ottenuti da scarti verdi compostati.

E stato possibile mettere in risalto I’importanza di approcciarsi scientificamente al crescente
pensiero di economia circolare, volto non solo alla rivalorizzazione degli scarti, ma visto anche
come chiusura virtuosa di un ciclo produttivo.

Utilizzando la combinazione di diverse tecniche di caratterizzazione molecolare ¢ stato
possibile osservare differenze significative nella composizione molecolare delle quattro sostanze
umiche analizzate. Differenze collegate all’eterogeneita degli scarti vegetali utilizzati per ottenere i
compost.

Sono state analizzate variazioni in termini di composizione molecolare anche tra i compost e
le rispettive sostanze umiche, risultato che sottolinea come attraverso la procedura di estrazione si
possano ottenere sostanze con un contenuto chimico diverso dai materiali di origine.

In particolare, ¢ stato osservato un aumento dell’indice di aromaticita e di idrofobicita delle
sostanze da carciofo sia rispetto alle altre sostanze analizzate sia in confronto al compost di origine.

Questo maggiore contenuto aromatico, collegato anche ad un alto apporto ligninico ha
permesso di affermare che le sostanze estratte da compost da carciofo sono anche quelle che
mostrano un maggiore effetto biologico, sia esso di natura antiossidante sia biostimolante,
favorendo la crescita radicale in semi di mais, il maggiore sviluppo delle biomassa aerea ed un
aumento del contenuto di clorofilla in piante di lattuga.

Quest’ultimi effetti collegati, ai test in pianta, sono paragonabili ai risultati ottenuti trattando
piante di lattuga con concentrazioni crescenti di sostanze umiche estratte da lignite (umati di
potassio). Il che permette di affermare che attraverso un processo ecosostenibile, quale il riutilizzo

di scarti vegetali che termina con il processo di compostaggio, si possano ottenere prodotti che

110



vantano lo stesso effetto di materiali la cui estrazione richiede uno sfruttamento delle risorse
naturali, quali 1 depositi geochimici di leonardite.

Anche ’analisi del metaboloma secondario, condotto mediante spettrometria di massa IT-
TOF ha permesso di sottolineare ancora di piu I’effetto dei trattamenti con le sole sostanze da
carciofo, confermando 1’induzione di uno stress medio in pianta ed un successivo adattamento
collegato ad una variazione del profilo metabolico secondario.

Infatti, ¢ stato osservato un maggiore contenuto di flavonoidi (luteolina, apigenina,
quercetina, kamferolo, acido clorogenico, acido caffeico, acido tartarico ed i loro derivati) di cui ¢
riportato il collegamento a risposte indotte da stress ossidativi causati da eccessivo irraggiamento
solare, variazioni del potenziale osmotico, riduzione e/o eccessivo apporto idrico.

Inoltre, i flavonoidi identificati nel presente lavoro di tesi, oltre ad essere importanti per la
protezione della pianta, sono anche di interesse farmacologico in quanto impiegati nel trattamento
di un crescente numero di patologie croniche. E possibile quindi ipotizzare I’impiego di sostanze
umiche estratte da compost verdi non solo nel settore agronomico, ma anche in campo medico.

La seconda parte del lavoro di ricerca ha previsto 1’analisi di estratti etanolici dagli stessi
compost verdi, la cui caratterizzazione molecolare ha evidenziato una diversa componente
molecolare degli estratti sia in relazione alle sostanze umiche sia ai compost di origine. Anche in
questo caso gli estratti da compost da carciofo hanno mostrato un marcato effetto antiossidante
collegato ad un elevato contenuto fenolico.

Malgrado 1’assenza di fitotossicita degli estratti da compost da caffe, carciofo e pastazzo e
I’effetto sull’allungamento della radice di Lepidium sativum da parte di questi ultimi due, non sono
state osservate differenze significative in termini di biomassa e contenuto di clorofilla se utilizzati
mediante applicazione fogliare in piante di lattuga.

Le analisi del metaboloma primario delle foglie di lattuga trattate hanno permesso di

osservare delle piccole variazioni nel contenuto di alcuni carboidrati, acidi organici € amminoacidi.
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Tuttavia, la maggiore comprensione di tali variazioni sono richiesti ulteriori studi di
approfondimento.

In conclusione, i risultati ottenuti con questo lavoro di tesi sono di particolare interesse per
sottolineare 1’importanza della caratterizzazione molecolare delle sostanze umiche estratte da
biomasse agro-industriali riciclate, al fine di comprendere la relazione tra la composizione
molecolare e i loro effetti biologici. Per questo fine, sono altresi importanti i risultati dei saggi
eseguiti sulle colture vegetali prescelte.

Inoltre, questa tesi ha evidenziato la possibilita di sfruttare il riciclaggio di biomasse vegetali

come biostimolanti di una produzione agraria sostenibile in un’ottica di economia circolare.
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7.1 Appendice

Tabelle Al: Elenco dei composti ottenuti in seguito a pirolisi con TMAH, identificate mediante 1’uso della
libreria Nist dei compost da caffe, carciofo, pastazzo di limoni e peperone
*Lig = derivato ligninico, G = unita guaiaciliche, S = unita siringiliche, P = unita p-idrossifeniliche, N=azoto,

FAME =esteri metilici di acidi grassi lineari, mic = acidi grassi di orginie microbica

Compost da caffe

RT Libreria Nist Origine
6.37 N derivato N

6.75 2-metossi-fenolo fenolo

6.84 metossi-benzene Lig P1
6.90 3,4-metossipropilsuccinammide N

7.09 4-metil-fenolo fenolo

7.25 4-metil-fenolo 1 fenolo

7.84 1,4-dimetossi-benzene carboidrato
8.07 metossi-piridina N

8.15 l-etenil-4-CH30O-benzene Lig P3
8.36 2.,4-dimetilfenolo fenolo

8.59 fenolo3,5-dimetil-metilcarboidratoamato fenolo
9.07 1,2-di-metossi-benzene Lig G1
9.79 4-ammino-1-1metil-5-nitropirazolo N

9.98 3-(a-idrossietil)-anilina N
10.31 2,6-dimetossi-fenolo carboidrato
10.46 3-metossi-fenolo fenolo
11.00 metil 1H-indole N
11.21 4-etil-2-om-fenolo fenolo
11.34 o-metossi-a-metilbenzil alcol fenolo
11.80 derivato dei carboidrati carboidrato
12.02 indole N
12.31 2-metossi-4-vinilfenolo fenolo
12.51 m/z 128 N
13.16 N derivato N
13.34 2-dimetossi-fenolo fenolo
13.63 4-etenil-1,2-dimetossi-benzene Lig G3
13.80 1,2,3-trimetossibenzene Lig S1
13.99 acido benzoico,4-metossi-metil estere Lig P6
14.22 2-acido proenoico, 3-fenolonil-, metil estere (e) lipide
14.48 2-metil indole proteina
14.57 1,3,5-trimetossi- benzene carboidrato
14.88 N derivato N
15.05 N derivato N
15.39 m/z 128 N
15.70 2H-2-one, 1,3-diidro-1metil indole N
15.88 1H-5-metossi-2.metil indole N
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16.10
16.95
17.08
17.78
18.10
18.25
18.36
19.31
20.02
20.23
20.94
21.29

22.35

23.00
23.43
23.60
23.99
24.70
24.89
25.26

25.40

25.45
25.65
2591
26.16
26.40
27.54
27.73
27.77
28.01
28.09
28.16
28.31
28.39
28.75
29.68
30.22
30.41
30.51
30.70
30.88
31.08
31.50
31.80
32.03
32.80
32.92
33.40
33.79

2-metossi-4-(1-propenil)-(eugenol) fenolo

3,4-dimetossi-benzaldeide

dimetil indole
2-(3,4-dimetil.fenolin)-1-CH30O etilene
C13 iso FAME

acido benzenepropanoico, 4-metossi-metil estere

1,2,3,4-tetrametossi benezene
1-(3,4-dimetossifenolonil)-etanone

acido benzoico, 3,4-dimetossi-metil estere

3,4,5-trimetossi benzaldeide

trans-2-(3,4-di-CH30 fenolonil)-1-CH3O etilene

2,5-dimetossi-4-etil-benzaldeide

etanone, 1-(3,4,5-trimetossi fenolonil)-2-acido propenoico, 3-(4-metossifenolonil),

metil estere
3,4-diome acetofenolonone

acido benzoico, 3,4,5-trimetossi-metil estere

C14 iso FAME

trans-1-(3,4-di-CH30 fenolonil)-3- CH30O -1-propene

2,3-diidro-1-fenolonil-4(1H)-quinazolinone

cis-1-(3,4,5-tri-CH30O fenolonil)-2-CH3O etilene
1,2,3-trimetossi-1-(3,4-dimetossifenolonil) propano (treo/eritro)
trans-1-(3,4,5-tri-CH30O fenolonil)-2-CH3O0 etilene

C15 iso FAME

1,2,3-trimetossi-1-(3,4-dimetossifenolonil) propanao (treo/eritro)

1-(1-idrossiesil)-2,5-dimetossi-benzene
C15 ante-iso FAME
N derivato

trans-1-(3,4,5-tri- CH3O fenolonil)-3-CH30O-1-propene
acido propenoico trans-3-(3,4-di- CH3O fenolonil)-3me

Cl6 FAME

1,2,3-trimetossi-1-(3,4,5-trimetossifenolonil) propano (treo/eritro)

Cl6:1 FAME
Cl16:1 FAME

1-(3.,4,5 tri CH3O fenolonil)-1,2,3-tri-CH30 propano (treo/eritro)

11-acido esadecanoico, metil estere
C16 iso FAME

N derivato

C17 iso FAME

C17 ante-iso FAME

C17 cy FAME

metil 9,10-metilene-esadecanoato

cis-1-(3,4,5-tri- CH30 fenolonil)-1,3-di CH3O prop-1-ene

C17 n-FAME

N derivato

benzene, (1,2-dimethoxyethyl)

C18 iso FAME

C18:1 FAME

C18:1 FAME

C18 FAME

isomero podocarpo-7en-3-one dimetile
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Lig G
Lig G4

N

iso Lig G7-G8
mic

Lig P12
carboidrato
Lig G5
Lig G6
Lig S4
Lig G8
iso Lig G7-G8
Lig S5 +
Lig P18
Lig G5
Lig S6
mic

Lig G13
aromatico
Lig S7
Lig G14
Lig S8
mic

Lig G15
aromatico
mic

N

Lig G16
Lig G18
mic

Lig S14
mic

mic

Lig S15
lipide
mic

N

mic

mic

mic

mic

Lig s16
mic

N
aromatico
mic

mic
lipide
lipide
terpenoide



35.25
36.20
36.32
36.49
36.81
37.14
37.26
37.63
37.72
38.26
38.68
39.19
39.27
41.14
41.42
41.70
42.92
43.04
43.58
43.77
43.84
44.87
45.41
4591
46.65
46.78
47.16
47.40
48.36
48.87
48.98
49.13
49.36
50.01
50.13
50.51
50.76
51.1
51.63
52.13
52.72
53.20
53.66
53.89
54.73
55.23
56.25

cy C19 FAME

-metossi- a-fenolonil-fenoloetil-alcol
1,2-dimetossietil- benzene

acido benzoico 3-(3,4-dimetossifenolonossi)-4-metossi
C16, 8(9,10)-16 di- CH30, FAME
C24 alcano

derivato dei carboidrati

alcol

C20 FAME

C18:1, 18 CH30, FAME

[1,2-a] pirazine-1,4-dione, esaidro-3-(fenolonilmetil) pirrolo
tetrapentacontane
2,2'-metilenebi[6-(1,1-dimetiletil)-4-metil- fenolo
alcano

alcano

C22 FAME

alcol

C26 alcano

C23 FAME

alcol

alcol

C27 alcano

C24 FAME

C22,22- CH30, FAME

C28 alcano

squalene

1-hexacosanolo

C24, 2- CH30, FAME

C29 alcano

C26 FAME

sterolo

sterolo

C24, 24- CH30, FAME

alcano

sterolo

C28- CH30

sterolo

sterolo

alcano

C28 FAME

sterolo

alcano

sterolo

sterolo

alcano

C30 FAME

alcano
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mic
Lig
aromatico
Lig
mic
alcano
carboidrato
alcol
mic
mic

N
alcano
fenolo
alcano
alcano
mic
alcol
alcano
mic
alcol
alcol
alcano
lipide
lipide
alcano
squalene
alcol
mic
alcano
lipide
sterolo
sterolo
lipide
alcano
sterolo
alcol
sterolo
sterolo
alcano
lipide
sterolo
alcano
sterolo
sterolo
alcano
lipide
alcano



RT
6.95
7.59
9.15
9.50
9.70
9.80
10.59
11.42
13.07
13.87
13.98
14.16
15.30
15.88
17.16
17.60
19.52
20.26
20.49
21.22
21.58
21.82

22.59

23.71
24.29
25.17
25.59
25.69
25.81
25.92
26.22
27.86
27.97
28.04
28.17
28.32

28.60

28.77
29.10
30.12

Compost da carciofo

Libreria Nist

2-metossi-fenolo
bis-(2-metossietil)Jammina
1.2-di-CH30 benzene

m/z 128

n,n-2-trietil-propenamide
isopropilimidazolo-2-tione

aromatico

fenolo

m/z 98

4-etenil-1,2-dimetossi-benzene
1,2,3-trimetossi-benzene

acido benzoico, 4-metossi-metil estere
m/z 128
1,3-diidro-1-metil-2H-indol-2-one
3,4-dimetossi-benzaldeide

aromatico
1-(3.4-dimetossifenolonil)-etanone
acido benzoico 3,4-dimetossi-metil estere
3,4,5-trimetossi-benzaldeide

2,5-dimetossi-4-etil-benzaldeide

1,2,3-trimetossi-5-(2-propenil)-benzene

etanone, 1-(3,4,5-trimetossi fenolonil)-2-acido propenoico, 3-(4-
metossifenolonil), metil estere

acido benzoico, 3,4,5-trimetossi

trans-1-(3,4-di-CH30O fenolonil)-3-CH30O-1-propene
cis-1-(3,4,5-tri-CH30O fenolonil)-2-CH3O-etilene
1,2,3-trimetossi-1-(3,4-dimetossifenolonil) propano (treo/eritro)
trans-1-(3,4,5-tri-CH30O fenolonil)-2-CH3O0 etilene

C15 FAME

1,2,3-trimetossi-1-(3,4-dimetossifenolonil) propano (treo/eritro)
cis-1-(3,4,5-tri-CH30O fenolonil)-1-CH3O prop-1-ene
trans-1-(3,4,5-tri-CH30O fenolonil)-3-CH3O-1-propene

acido propenoico trans-3-(3,4-di-CH30 fenolonil)-3CH30
cis-1-(3,4,5-tri-CH30O fenolonil)-1-CH3O propene

C16 iso FAME

1-(3.4.5 tri CH3O0 fenolonil)-1.2.3-tri CH30O propano

1-(3.4.5 tri CH30 fenolonil)-1.2.3-tri CH3O propano

11-acido esadecanoico-metil-estere
Cl16 FAME
C17 iso FAME
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Origine
fenolo

N

Lig G1

N

N

N
aromatico
fenolo

N

Lig G3
Lig S1
Lig P6

N

N

Lig G4
aromatico
Lig G5
Lig G6
Lig S4

iso Lig G7-G8

aromatico
Lig S5 +
Lig P18
Lig S6
Lig G13
Lig S7
Lig G14
Lig S8
mic

Lig G15
Lig S10
Lg S13
Lg GI18
Lig G16
mic

Lig S14

Lig S15
lipide
mic
mic



30.62
30.81
30.91
31.13
31.21
32.09
33.18
33.31
33.81
33.91
34.19
34.41
34.66
35.46
35.69
37.25
37.33
37.60
37.68
38.07
38.15
39.54
39.65
39.93
40.06
40.21
40.31
40.52
40.69
40.79
41.09
41.29
41.52
41.63
42.16
42.48
42.70
43.53
44.07
45.37
45.76
4591
46.42
47.15
47.30

C17 ante-iso FAME
C17 FAME
C17 cy FAME

acido propenoico trans-3-(3,4,5-tri-CH30 fenolonil)-3-CH3
cis-1-(3,4,5-tri-CH3 O fenolonil)-1,3-di-CH30O prop-1-ene

benzene

C18:1 FAME

C18:1 FAME

C18 FAME

FAME

isomero podocarpo-7en-3-one dimetile
C16. 16 CH30 FAME
C19 FAME

alcano

cy C19 FAME

C16, 8-(9,10)-16 di-CH30 FAME
derivato dei carboidrati
C23 alcano

derivato dei carboidrati
C18:1. 18 CH30 FAME
C18 FAME

alcano

C24 alcano

derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
alcano

C25 alcano

C22 FAME

derivato dei carboidrati
C20.CH30 FAME
C26 alcano

C23 FAME

C27 alcano

acido dioico

C24 FAME

C22. CH30 FAME
C28 alcano

squalene

142

mic

mic

mic

Lig S18
Lig S16
aromatico
mic

lipide

mic

lipide
terpent
biopolimero
mic

alcano

mic

mic
carboidrato
alcano
carboidrato
mic

mic

alcano
alcano
carboidrato
carboidrato
carboidrato
carboidrato
carboidrato
carboidrato
carboidrato
carboidrato
carboidrato
alcano
alcano

mic
carboidrato
mic

alcano

mic

alcano
acido dioico
mic
bipoliestere
alcano
squalene



47.92
48.80
48.88
49.40
49.90
50.55
50.69
50.90
51.56
51.67
52.17
52.69
52.88
53.77
54.95
55.82

C24 CH30 FAME
FAME

C29 alcano

C26 FAME

C24. CH30 FAME
alcano

sterolo

sterolo

fitosterolo

sterolo

alcano

C28 FAME
sterolo

alcano

sterolo

C30 FAME
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mic
lipide
alcano
mic
lipide
alcano
sterolo
sterolo
sterolo
sterolo
alcano
mic
sterolo
alcano
sterolo
lipide



RT
6.47
7.00
7.09
7.19
7.34
8.12
8.39
8.69
8.86
8.94
9.30
10.41
11.01
11.28
11.49
11.62
12.07
12.59
12.90
13.30
13.61
14.07
14.23
14.51
15.13
15.96
16.42
17.27
17.77
18.43
19.65
19.94
20.36
20.59
21.28
21.64

22.30

23.80
23.99
24.37
25.23
25.65

Compost da pastazzo di limoni

Libreria Nist

N derivato
2-metossi-fenolo

N derivato

4-methyl fenolo
1-CH30 benzene
1,2-di-CH30 benzene
1-etil-4-CH3O-benzene

3,5-dimetil-metilcarboidratoamate-fenolo

N derivato

1,2-di-CH30 benzene
2-metossi-4-metil-fenolo
2,3-dimetossi-toluene

CH30 benzaldeide

acido benzoico, 4-metossi-metil estere
4-etil-2-metossi-fenolo
4-isopropil-tio-fenolo

alcano

2-metossi-4-vinil-fenolo

m/z 128

m/z 98

3,4-dimetossi-fenolo
1,2,3-tri-CH30 benzene

acido benzoico, 4-metossi-metil estere
C10 FAME

2-metossi 4,1-propenil-fenolo (e)
5-metossi-2-metil 1H-indole
2-metossi-4-(1-propenil)-fenolo
3,4-dimetossi-benzaldeide

alcano

C12 FAME
1-(3,4-dimetossifenolonil)-etanone
3,4-dimetossifenolinl-acetone

acido benzoico 3,4-dimetossi-metil estere

3,4,5-trimetossi-benzaldeide

cis-1-(3,4,5-tri-CH30 fenolonil)-2-CH3O-etilene
trans-1-(3,4,5-tri-CH3O fenolonil)-2-CH3O-etilene

etanone, 1-(3,4,5-trimetossi fenolonil)-2-acido propenoico, 3-(4-

metossifenolonil), metil estere
acido benzoico, 3,4,5-trimetossi
C14 FAME

trans-1-(3,4-di-CH30 fenolonil)-3-CH30O-1-propene
cis-1-(3,4,5-tri-CH30 fenolonil)-2-CH3O-etilene

C15 1so FAME
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Origine
N
fenolo
N
fenolo
Lig P1
Lig G1
Lig P3
fenolo
N

Lig G1
fenolo
fenolo
Lig P4
Lig P6
fenolo
fenolo
alcano
fenolo
N

N
fenolo
Lig S1
Lig P6
mic
fenolo
N

Lig G
Lig G4
alcano
mic
Lig G5
fenolo
Lig G6
Lig S4
Lig G7
Lig G8
Lig S5 +
Lig P18
Lig S6
mic
Lig G13
Lig S7
mic



25.75
25.84
26.58
28.07
28.20
28.55
28.8
29.17
30.15
30.64
30.83
31.11
31.51
32.17
32.44
33.00
33.22
33.34
33.84
34.22
34.68
34.75
35.47
35.70
37.61
37.70
38.16
38.97
39.54
39.65
40.06
40.21
40.31
41.09
41.53
41.63
41.81
42.17
42.71
43.53
44.07
45.30
4591
46.41
47.29

trans-1-(3,4,5-tri-CH30 fenolonil)-2-CH3O etilene
C15 ante-iso FAME
C15 FAME

acido propenoico trans-3-(3,4-di-CH30 fenolonil)-3-me
C16 iso FAME

Cl6:1 FAME

Cl6:1 FAME

Cl6 FAME

C17 iso FAME

C17 ante-iso FAME
C17 FAME

C17 cy FAME

C17 n-FAME
1,2-dimetossietil-benzene
C18 :1IFAME

Cl18 iso FAME

C18:1 FAME

C18:1 FAME

C18 FAME
2,2'.5,5'-tetrametossibifenolonil
C19 iso FAME

C19 FAME

alcano

cy C19 FAME

C23 alcano

derivato dei carboidrati
C18 CH30 FAME
FAME

alcano

C24 alcano

derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
alcano

C25 alcano

fenolo

C22 FAME

C20, CH30, FAME
C26 alcano

C23 FAME

fenolo

C24 FAME
C22,CH30, FAME
squalene
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Lig S8

mic

mic

Lig G18
mic

mic

mic

mic

mic

mic

mic

mic

mic
aromatico
mic

mic

mic

mic

mic

fenolo

mic

mic

alcano

mic

alcano
carboidrato
mic

lipide
alcano
alcano
carboidrato
carboidrato
carboidrato
carboidrato
alcano
alcano
fenolo
lipide

mic

alcano

mic

fenolo
lipide
bipoliestere
squalene



4791 C24,2-CH30,FAME mic

49.39 (C26 FAME lipide
49.88 (24, CH30, FAME lipide
50.18 sterolo sterolo
50.68 sterolo sterolo
51.03 fitosterolo sterolo
51.16 fitosterolo sterolo
51.31 sterolo sterolo
51.66 sterolo sterolo
52.14 alcano alcano
52.66 C28 FAME mic
52.83 sterolo sterolo
53.28 sterolo sterolo
54.22 sterolo sterolo
55.79 C30 FAME mic
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RT
5.94
6.50
7.04
7.77
8.12
9.38
10.16
10.48
10.68
11.55
12.67
12.99
13.28
13.71
14.04
14.14
14.33
14.59
14.98
15.17
15.72
16.51
17.45
17.76
18.14
18.97
19.89
20.18
20.56
20.74
21.31
21.41
21.78
22.46
22.70
22.77
23.26
23.52
23.89
24.53
25.32
25.68

Compost da peperone

Libreria Nist
2-idrossi-3-metil-2-ciclopenten-1-one

N derivato

2-metossi-fenolo

alchene

1,2-di-CH30 benzene

1,2-di-CH30 benzene

C10 alcano

2,3-dimetossi-toluene

2-metossi-fenolo

4-etil-2-metossi-fenolo

2-metossi-4-vinil-fenolo

aromatico

3,4-dimetossi-fenolo

2,6-dimetossi-fenolo
4-etenil-1,2-dimetossi-benzene

1,2,3-tri-CH30 benzene

acido benzoico 4-metossi-metil estere

derivato dei carboidrati

metil-iso-euglenolo

4,1-propenil 2-metossi fenolo (e)

C10 FAME

2-metossi-4-(1-propenil)-fenolo (euglenolo)
3.,4-dimetossi-benzaldeide
1,2-dimetossi-4-(1-propenil)-benzene
2.,4,6-trimetossistirene
1-(4-1sopropossi-3-metossifenolonil)-propan-2-one
1-(3.4-dimetossifenolonil )-etanone
3.4-dimetossifenolonil-acetone

acido benzoico 3,4-dimetossi-metil estere
3,4,5-trimetossi-benzaldeide
3-(3,4-dimetossifenolonil)-acido propinoico
cis-2-(3,4-di-CH30 fenolonil)-1-CH30 etilene
trans-2-(3,4-di-CH30 fenolonil)-1-CH30 etilene
cis-1-(3,4-di-CH30 fenolonil)-3-CH30 1-propene
cis-1-(3,4-di-CH30 fenolonil)-3-CH30O 1-propene
1-(3,4,5-trimetossifenolonil)-etanone
3-(3,4-dimetossifenolonil) acido propinoico
2,6-dimetossi-4-(2-propenil )-fenolo

acido benzoico 3,4,5-tri-CH30 me
trans-1-(3,4-di-CH30 fenolonil)-3-CH3O-1-propene
cis-1-(3,4,5-tri-CH3 O fenolonil)-2-CH3O-etilene
C15 ante FAME
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Origine
alcol

N

fenolo
alchene
aromatico
Lig Gl
alcano
fenolo
fenolo
fenolo
fenolo
aromatico
fenolo
fenolo
Lig G3
Lig S1
Lig P6
carboidrato
aromatico
fenolo
lipide

Lig G
Lig G4
aromatico
aromatico
aromatico
Lig G5
fenolo
Lig G6
Lig S4
fenolo
Lig G7
Lig G8
Lig G9
Lig G11
Lig S5
fenolo
fenolo
Lig S6
Lig G13
Lig S7
mic



25.74
25.83
26.08
26.60
26.92
27.35
28.00
28.14
28.20
28.44
28.56
28.83
29.16
30.16
30.65
30.83
31.07
31.53
33.03
33.22
33.35
33.57
33.85
34.30
35.48
35.71
36.16
37.62
38.17
38.23
38.90
39.00
39.11
39.18
40.68
42.18
44.07
44.63
45.39
45.80
45.92
46.53
47.06
47.30
47.67

aromatico

cis-1-(3,4,5-tri-CH3 0O fenolonil)-2-CH3O-etilene

aromatico
C15 iso FAME
aromatico
aromatico

cis-1-(3,4,5-tri-CH3 0O fenolonil)-1-CH30O propene
acido propenoico trans-3-(3,4-di-CH30O fenolonil)-3CH30

C16 iso FAME

N derivato

Cl6:1 FAME

Cl6:1 FAME

Cl16 FAME

C17 ante FAME

C17 iso FAME

C17 ante-iso FAME
2.2'-diamino-5.5'-dimetossi-bifenolonil
C17 FAME

C18:2 FAME

C18:1 FAME

C18:1 FAME
3,3'-dimetossi-benidine

C18 FAME

isomero podocarpo-7en-3-one dimetile
C16.CH30. FAME

cy C19 FAME
2,2'5,5'"-tetramethoxybifenolonyl
C23 alcano

C20 FAME

aromatico

FAME

FAME
3.3'4.4'-tetrametossistilbene
fenolo

aromatico

C22 FAME

C23 FAME

sterolo

sterolo

sterolo

C24 FAME

sterolo

sterolo

squalene

C24. 2-CH30 FAME
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aromatico
Lig S7
aromatico
mic
aromatico
aromatico
Lig G16
Lig G18
mic

N

mic

mic

mic

mic

mic

mic

N

mic
lipide
lipide
lipide

N

lipide
terpeni
alcol

mic
aromatico
alcano
lipide
aromatico
lipide
lipide
aromatico
fenolo
aromatico
lipide
lipide
sterolo
sterolo
sterolo
lipide
sterolo
sterolo
alchene
alcol



48.86
48.97
49.39
49.88
51.03
51.32
51.66
52.14
52.66
53.13
54.22
54.48
55.79

alcano

a-(3,4-dimetossifenolonil) tetraidro-3-idrossi-4-veratril-3-furanmetanolo

C26 FAME
C24. 24-CH30. FAME
C28-CH30
sterolo
sterolo

C31 alcano
C28 FAME
sterolo

C32 alcano
sterolo

C30 FAME
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alcano
alcol
lipide
alcol
alcol
sterolo
sterolo
alcano
lipide
sterolo
alcano
sterolo
lipide



Tabelle A2: Elenco dei composti ottenuti in seguito a pirolisi con TMAH, identificate mediante 1’uso
della libreria Nist delle sostanze umiche estratte da compost da caffe, carciofo, pastazzo di limoni e

peperone

*Lig = derivato ligninico, G = unita guaiaciliche, S = unita siringiliche, P = unita p-idrossifeniliche, N=azoto,

FAME =esteri metilici di acidi grassi lineari, mic = acidi grassi di orginie microbica

Sostanze umiche estratte da compost da caffe

RT  Libreria Nist Origine
5.73  1-metossi 4-metil benzene Lig P2
5.88 acido butanedioico dimetil estere aromatico
6.04  2-dodecil-1-metil-pirrolidina N

7.06  fenolonol-3methyl fenolo
8.18  2,4-dimetil-fenolo fenolo
8.42  l-etenil-4 CH30O-benzene Lig P3
8.64  1,2-di-CH30 benzene Lig G1
9.84 m/z128 N
10.09 N derivato N
10.92  mequinolo fenolo
11.08 metossi benzaldeide Lig P4
11.33  5-metil-indolizina N
11.53  1,4-etil 2-metossi-fenolo fenolo
11.76  4-(2-acetilfuran-5-il)-2-tiazolammina N
12.33  1,2,3-tri-CH30 benzene aromatico
1293 m/z 128 N
13.19 acido benzoico 4-metossi metil estere Lig P6
13.37 m/z98 N
13.65 2-dimetossi fenolo fenolo
13.94  4-etenil-1,2-dimetossi-benzene Lig G3
14.08 1,2,3-tri-CH30 benzene Lig S1
14.25 acido benzoico 4-metossi metil estere Lig P6
14.52  2-acido propenoico 3-fenolonil-metil estere (e) lipide
14.83 1,2,3-metossi 5-metil-benzene Lig S2
15.02 N derivato N
15.43 N derivato N
15.68 N derivato N
16.00 1-3-diidro-1-metil 2H indol-2one N
16.18 5-metossi-2-metil 1H indole N
17.28 3.,4-dimetossi-benzaldeide Lig G4
18.29 C12 FAME lipide
18.42  2,3,5-trimetil 1H indole N
18.53 acido benzenepopanoico 4-metossi metil estere Lig P12
19.63  1-(3.4-dimetossifenolonil)-etanone Lig G5
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20.32
20.54
21.22
21.58
21.78

22.63

23.41
23.71
23.77
24.26
25.15
25.42
25.50
25.64
25.85
25.97
26.14
26.37
27.78
28.04
28.22
28.49
28.88
28.46
30.29
30.37
30.56
31.12
31.24
32.92
33.06
33.55
35.40
37.26
37.85
38.06
39.18
39.29
41.81
43.69
45.04
45.49
46.03
46.85

acido benzoico 3,4-dimetossi-metil estere
3,4,5-trimetossi-benzaldeide
2,5-dimetossi-n,n-dimetilbenzilammina

m/z 98

1,2,3-trimetossi-5-(2-propenil)-benzene

acido propenoico 1-(3,4,5-trimetossifenolonil)-2,3-(4-
metossifenolonil)-metil estere

alcol

acido benzoico 3,4,5-trimetossi metil estere

C14 FAME

cis-1-(3,4-di-CH30 fenolonil)-3-CH30 1-propene
cis-2-(3,4-di-CH30 fenolonil)-1-CH3O0 etilene

C15 iso FAME

N derivato

acido benzoico 4-[(trimetilsilil)oxi]-metil estere
1-(3.4-di-CH30 fenolonil)-1,2,3-tri CH3O propano (treo/eritro)
3-metil-6-(fenolonilmetil)-2,5-piperazinedione
1-(1-1drossiesil)-2,5-dimetossi benzene

C15 FAME

cis-1-(3,4,5-tri-CH30O fenolonil)-1-CH3O propene

acido propenoico trans-3-(3,4-di-CH30 fenolonil)-3CH30
1,2,3-trimetossi-1-(3,4,5-trimetossifenolonil) propano (treo/eritro)
3-(4'-metossi-1,1'-bifenolonil-4-il) butanenitrile

Cl16 FAME

[1.2-a]-pirazine-1,4-dione, esaidro-3-(2-metilpropil)- pirrolo
trans 2-acido propenoico-3-(3,4,5-trimetossifenolinil)-metil estere
C 17ante FAME

C 17 iso FAME
cis-1-(3.4,5-trimetossifenolonil)-1,3-dimetossi-prop-1-ene
N derivato

C18:1 FAME

C18:1 FAME

C18 FAME

cy C19 FAME

m/z 98

C20 FAME

N derivato

[1,2-a] pirazina-1,4-dione,esaidro-3-(fenolinmetil) pirrolo
N derivato

C22 FAME

C23 FAME

3,3',4,4'-tetrametossistilbene

C24 FAME

sterolo

squalene
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Lig G6
Lig S4
iso Lig G7-G8
N

Lig S
Lig S5 +
Lig P18
alcol
Lig S6
mic

Lig G9
Lig G7
mic

N
aromatico
Lig G14
N
aromatico
mic

Lig G16
Lig G18
Lig S15
N

mic

N

Lig S18
mic

mic

Lig S16
N

mic

mic
lipide
mic

N

lipide

N

N

N

lipide
lipide
aromatico
lipide
sterolo
sterolo



47.23
47.48
47.64
47.80
48.00
48.93
49.08
49.21
49.43
50.21
50.43
50.54
50.70
51.17
51.50
52.16
52.37
52.78
53.71
53.95
54.57
54.73
54.93
55.24

C26 Ome
C24 2-CH30 FAME
aromatico
alcol
sterolo

C26 FAME
sterolo
sterolo
sterolo
sterolo
sterolo
C28-CH30
sterolo
sterolo
sterolo

C28 FAME
sterolo
fitosterolo
fitosterolo
sterolo
sterolo
sterolo
alcol

C30 FAME
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alcol
mic
aromatico
alcol
sterolo
lipide
sterolo
sterolo
sterolo
sterolo
sterolo
alcol
sterolo
sterolo
sterolo
lipide
sterolo
sterolo
sterolo
sterolo
sterolo
sterolo
alcol
lipide



RT
7.01
7.24
8.40
8.61
8.95
9.74
9.88
10.03
10.39
10.70
11.07
11.28
12.31
12.56
12.87
13.23
13.56
13.90
14.02
14.20
14.49
14.80
15.35
15.61
15.95
16.10
16.37
17.25
17.59
18.00
18.49
18.58
19.59
20.35
20.53
21.00
21.22
21.56
21.77
22.61
22.61
23.76
24.25

Sostanze umiche da compost da carciofo

Libreria Nist

fenolo

metossi benzene

1-etenil-4 CH30O-benzene

1,2-di-CH30 benzene

dimetossi benzene

m/z 128

N derivato

N derivato

3,4-dimetossi toluene

2,6-dimetossi fenolo

metossi benzaldeide

I-metil-1H-indole

1,2,3-tri-CH30 benzene

1-(4-metossifenolonil)-etanonel)

m/z 128

m/z 98

dimetossi fenolo

4-ctenil-1,2-dimetossi-benzene

1,2,4-trimetossi benzene

acido benzoico 4-metossi metil estere

2-acido propenoico, 3-fenolonil-metil estere (e)

1,2,3-metossi 5-metil-benzene

m/z 128

m/z 128

1,3-diidro-1-metil-2H-indol-2-one

5-metossi-2-metil-1H-indole

N derivato

3,4-dimetossi-benzaldeide

1,2-dimetossi-4-(1-propenil) benzene

2,5-dimetossi-n,n-dimetilbenzilammina

acido benzenepropanoico, 4-metossi, metil estere

1,2,3,4-tetrametossi benzene

1-(3.4-dimetossifenolonil)-etanone

acido benzoico 3,4-dimetossi-metil estere

3,4,5-trimetossi-benzaldeide

m/z 98

cis-1-metossi-2-(3,4-dimetossifenolonil) etilene

trans-1-metossi-2-(3,4-dimetossifenolonil) etilene

trans-1-metossi-1-(3,4-dimetossifenolonil)-1-propene

2-acido propenoico, 3-(4-metossifenolonil)-metil estere

1-(3,4,5-trimetossifenolonil)-etanone

acido benzoico, 3,4,5-trimetossi-metil estere

trans-3-metossi-1-(3,4-dimetossifenolonil)-1-propene
153

Origine
fenolo

Lig P1

Lig P3

Lig G1
carboidrato
N

N

N

Lig G2
carboidrato
Lig P4

N

Lig S1

Lig P5

N

N
carboidrato
Lig G3
carboidrato

Lig G21

iso Lig G7 -G8

Lig P12
carboidrato
Lig G5
Lig G6
Lig S4
N

Lig G7
Lig G8
Lig G11
Lig P18
Lig S5
Lig S6
Lig G13



25.14
25.43
25.49
25.64
25.64
25.84
26.13
27.76
27.98
28.21
28.32
28.48
28.88
28.98
30.29
30.37
30.56
31.10
32.90
33.04
33.53
33.76
34.02
36.69
37.82
37.98
39.16
39.92
40.05
41.79
43.66
45.00
45.48
46.84
47.22
47.6
48.38
48.93
49.43
50.54
52.17
54.42
55.25

cis-1-(3,4,5-trimetossifenolonil)-2-metossi etilene

C15 iso FAME (C14, 13 metil, FAME)

1-(3.4-di-CH30 fenolonil)-1,2,3-tri CH3O propano (treo/eritro)
C15 ante iso FAME (C14, 12 metil, FAME)
trans-1-(3,4,5-trimetossifenolonil)-2-metosi etilene
1,2,3-trimetossi-1-(3,4-dimetossifenolonil) propano (treo/eritro)
cis-1-(3,4,5-trimetossifenolonil)-1-metossi-1-propene
cis-1-(3,4,5-trimetossifenolonil)-1,3-dimetossi-1-propene

acido propenoico trans-3-(3,4-di-CH30 fenolonil)-3CH30
1,2,3-trimetossi-1-(3,4,5-trimetossifenolonil) propano (treo/eritro)
Cl16:1 FAME

1,2,3-trimetossi-1-(3,4,5-trimetossifenolonil) propano (treo/eritro)
Cl16 FAME
cis-1-(3,4,5-trimetossifenolonil)-1,3-dimetossi-prop-1-ene

trans 2-acido propenoico-3-(3,4,5-trimetossifenolinil)-metil estere
C17 iso FAME (C16, 15 metil, FAME)

C17 ante iso FAME (C16, 14 metil, FAME)
cis-1-(3,4,5-trimetossifenolonil)-1,3-dimetossi-prop-1-ene
C18:1 FAME

C18:1 FAME

C18 FAME

isomero podocarpo-7-en 3-one dimetil

isomero podocarpo-7-en 3-one dimetil

sterolo

C20 FAME

N derivato

N derivato

N derivato

sterolo

C22 FAME

C23 FAME

3,3',4,4'-tetrametossistilbene

C24 FAME

squalene

C26-Ome

aromatico

alcano

C26 FAME

C24, 24-CH30, FAME

C28-CH30

C28 FAME

sterolo

C30 FAME

154

Lig S7
mic

Lig G14
mic

Lig S8
Lig G15
Lig S10
Lig G16
Lig G18
Lig S14
mic

Lig S15
lipide
Lig S16
Lig S18
mic

mic

Lig S16
lipide
lipide
lipide
lipide
lipide
sterolo
lipide

N

N

N
sterolo
lipide
lipide
aromatico
lipide
sterolo
alcol
aromatico
alcano
lipide
lipide
alcol
lipide
sterolo
lipide



RT
6.75
7.24
7.87
8.13
8.34
8.53
9.01
9.42
9.74
9.88
10.13
10.42
10.99
12.03
12.24
12.33
12.60
13.02
13.30
13.63
13.91
14.21
15.11
15.27
15.38
15.84
16.06
16.90
17.32
17.75
18.09
18.22
19.30
20.05
20.22
20.93
21.30
21.52
22.33
22.35
22.61
23.52
23.62

Sostanze umiche estratte da compost da pastazzo di limoni

Libreria Nist

2-metossi fenolo

I-metossi 4-metil benzene

1,2-di-CH30 benzene

1-etenil-4 CH30O-benzene

dimetossi benzene

3,4-dimetossi fenolo

2,3-dimetossi fenolo

m/z 128

4-ammino-1-metil-5-nitropirazolo

2,6-dimetossi fenolo

3,4-dimetossi toluene

polisaccaride

1-metil 1H-indole

1,2,3-tri-CH30 benzene
1-(4-metossifenolonil)-etanonel)
4-etenil-1,2-dimetossi-benzene

m/z 128

m/z 98

dimetossi fenolo

4-etenil-1,2-dimetossi-benzene

acido benzoico 4-metossi metil estere

2-acido propenoico, 3-fenolonil, 1-metil estere
m/z 128

1,3-(2H)-dione,2-metil 1H-isoindole

m/z 128

I-metossi, 2-metil 1H-indole

N derivative

3,4-dimetossi-benzaldeide
1,2-dimetossi-4-(1-propenil) benzene
2,5-dimetossi-n,n-dimetilbenzilammina

C12 FAME

acido benzenepropanoico, 4-metossi, metil estere
1-(3.4-dimetossifenolonil)-etanone

acido benzoico 3,4-dimetossi-metil estere
3,4,5-trimetossi-benzaldeide
cis-1-metossi-2-(3,4-dimetossifenolonil) etilene
trans-1-metossi-2-(3,4-dimetossifenolonil) etilene
trans-1-metossi-1-(3,4-dimetossifenolonil)-1-propene
2-acido propenoico, 3-(4-metossifenolonil)-metil estere
1-(3.,4,5-trimetossifenolonil)-etanone

C14 FAME ramificato (non ¢ nota la posizione del doppio legame)
acido benzoico, 3,4,5-trimetossi-metil estere
C14 FAME
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Origine
fenolo

Lig P2

Lig G1

Lig P3
carboidrato
fenolo
fenolo

N

N
carboidrato
Lig G2
carboidrato
N

Lig S1

Lig P5

Lig G3

N

N
carboidrato
Lig G3

Lig P6
biopolimero
N
aromatico
N

N

N

Lig G4

Lig G21
iso Lig G7 -G8
mic

Lig P12
Lig G5

Lig G6

Lig S4

Lig G7

Lig G8

Lig G11
Lig P18
Lig S5

mic

Lig S6

mic



24.01
24.90
25.27
23.43
25.45
25.66
25.79
2592
26.18
26.46
27.20
27.53
27.78
28.04
28.16
28.30
28.74
28.84
30.22
30.41
30.79
30.87
31.95
32.76
32.90
33.03
33.39
33.50
33.79
33.98
34.22
34.31
35.01
35.25
35.97
37.12
37.69
43.58
4541
4591
47.16
48.85
49.36
50.01
50.51

trans-3-metossi-1-(3,4-dimetossifenolonil)-1-propene
cis-1-(3,4,5-trimetossifenolonil)-2-metossi etilene

tre/eritro 1-(3.4-di-CH3O fenolonil)-1,2,3-tri CH3O propano
2-amino-5-isopropil-8-metil-1-azulenecarboidratonitrile

C15 ante-iso FAME (C14,12 metil, FAME)
1,2,3-trimetossi-1-(3,4-dimetossifenolonil) propano (tre/eritro)
1-(1-idrossiesil)-2,5-dimetossi benzene
cis-1-(3,4,5-trimetossifenolonil)-1-metossi-1-propene

C15 FAME
cis-1-(3,4,5-trimetossifenolonil)-1,3-dimetossi-1-propene
acido propinoico 3-(4,5-metilenediossibifenolonil-2-il)
trans-1-(3,4,5-tri-CH30O fenolonil)-3-CH3O-1-propene

acido propenoico trans-3-(3,4-di-CH30 fenolonil)-3CH30
1,2,3-trimetossi-1-(3,4,5-trimetossifenolonil) propano (treo/eritro)
11-acido esadecenoico, metil estere
1,2,3-trimetossi-1-(3,4,5-trimetossifenolonil) propano (treo/eritro)
Cl16 FAME

aromatico

C17 FAME

C17 ante-iso FAME

trans 2-acido propenoico-3-(3,4,5-trimetossifenolinil)-metil estere
cis-1-(3,4,5-trimetossifenolonil)-1,3-dimetossi-prop-1-ene
terpene

C18:1 FAME

C18:1 FAME

fitolo

C18 FAME

polifenolo

isomero podocarpo-7-en 3-one dimetil

C18:1 FAME

C19 FAME

C19 iso FAME

Cl6

alcol

1-metil-4-(4-fenolonilcicloesil) piperazina

C23 alcano

C20 FAME

C23 FAME

C24 FAME

C22 FAME

1-esacosanolo

C26 FAME

C24 FAME

alcano

alcol
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Lig G13
Lig S7
Lig G14
aromatico
mic

Lig G15
aromatico
Lig S10
mic

Lig G16
fenolo
Lig S13
Lig G18
Lig S14
lipide

Lig S15
mic
aromatico
mic

mic

Lig S18
Lig S16
terpene
mic

lipide
alcol
lipide
polifenolo
lipide

mic

mic

mic

mic

alcol
aromatico
alcano
mic

mic

mic

mic

alcol

mic

mic
alcano
alcol



50.62
51.10
51.59
52.13
52.72
53.18
53.67

sterolo
sterolo
alcano
C28 FAME
sterolo
alcano
sterolo
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sterolo
sterolo
alcano
mic

sterolo
alcano
sterolo



RT
6.46
6.73
6.79
7.07
7.23
7.85
8.11
8.32
8.64
9.29
9.64
10.33
10.47
10.95
11.72
11.97
12.18
12.52
12.89
13.18
13.30
13.59
13.70
13.88
14.16
14.82
15.02
15.27
15.55
15.76
15.79
15.99
16.10
16.86
17.29
17.34
17.69
17.96
18.05
18.17
18.26
19.26

20.08

Sostanze umiche estratte da compost da peperone

Libreria Nist

N derivato

2-metossi fenolo

metossi benzene

N derivato

N derivato

1,4-dimetossi benzene

l1-etenil-4 CH3O-benzene
2,4-dimetossi fenolo

1,2-di-CH30 benzene

m/z 128
4-ammino-1-metil-5-nitropirazolo
2,6-dimetossi fenolo

3-metossi fenolo

metil 1H-indole

derivato dei carboidrati

1,2,5-tri-CH30 benzene
2-metossi-4-vinil fenolo

m/z 128

m/z 98

2,6-dimetossi fenolo
1-(4-metossifenolonil)-etanonel)
4-etenil-1,2-dimetossi-benzene
1,2,3-trimetossi benzene

acido benzoico 4-metossi metil estere
2-acido prpenoico, 3-fenolonil, metil estere (e)
1,3,5-trimetossi benzene

m/z 128

m/z 128

1,3-diidro-1-metil 2H-indol-2-one
5-metossi-2-metil 1H-indole
4-metossi-2-metil-1-(metiltio) benzene
2-metossi-4-(1-propenil) fenolo (euglenolo)
acido benzoico, 3,4,5-trimetossi
3,4-dimetossi-benzaldeide
1,2-dimetossi-4-(1-propenil) benzene
3,4-dimetossi-benzaldeide
2,5-dimetossi-n,n-dimetilbenzilammina
acido benzoico 3,4-dimetossi-metil estere
C13 iso FAME

acido benzenepropanoico, 4-metossi, metil estere

1,2,3,4-tetrametossi benzene
1-(3.4-dimetossifenolonil )-etanone
acido benzoico 3,4-dimetossi-metil estere
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Origine

N

fenolo

Lig P1

N

N
carboidrato
Lig P3
fenolo

Lig G1

N

N
carboidrato
fenolo

N
carboidrato
carboidrato
fenolo

N

N
carboidrato
Lig P5

Lig G3

Lig S1

Lig P6
biopolimero
carboidrato
N

N

N

N
aromatico
Lig G

Lig S

Lig G4

Lig G21
Lig G4

iso Lig G7 -G8
Lig G6
mic

Lig P12
carboidrato
Lig G5

Lig G6



20.22
20.40
20.81
20.89
20.92
21.26
21.33
21.51
22.00

22.29

23.24
23.43
23.59
23.97
24.51
24.65
24.84
25.25
25.37
25.60
25.72
25.88
27.49
27.68
27.98
28.14
28.24
28.71
29.42
30.20
30.37
30.69
30.74
30.84
31.68
32.74
32.88
33.37
33.49
33.75
33.95
35.23
36.21
36.44

3,4,5-trimetossi-benzaldeide

m/z 98

acido acetico, 2-(3,4-dimetossifenolonil)-metil estere
cis-1-metossi-2-(3,4-dimetossifenolonil) etilene
trans-1-metossi-2-(3,4-dimetossifenolonil) etilene
2,5-dimetossi-4-etil benzaldeide

cis-1-(3,4-di-CH30 fenolonil)-3-CH30O-1-propene
trans-1-(3,4-di-CH30 fenolonil)-3-CH30O-1-propene
trans-3-metossi-1-(3,4-dimetossifenolonil)-1-propene

etanone 1-(3,4,5-trimetossifenolonil)-2-acido propenoico, 3-(4-
metossifenolonil)-metil estere

n,n,9-trimetil 9H-purin-6-amine

acido benzoico, 3,4,5-trimetossi-metil estere

Cl14 iso FAME
trans-3-metossi-1-(3,4-dimetossifenolonil)-1-propene

acido propinoico 3-(2,3,4-trimtossifenolonil)
2,3-diidro-1-fenolonil 4(1H)-quinazolinone
cis-1-(3,4,5-trimetossifenolonil)-2-metossi etilene
1-(3.4-di-CH30 fenolonil)-1,2,3-tri CH3O propano (treo/eritro)
trans-1-(3,4,5-tri-CH30O fenolonil)-2-CH3O etilene
1,2,3-trimetossi-1-(3,4-dimetossifenolonil) propano (treo/eritro)
1-(1-1drossiesil)-2,5-dimetossi benzene
cis-1-(3,4,5-trimetossifenolonil )-1-metossi-1-propene
cis-1-(3,4,5-trimetossifenolonil)-1,3-dimetossi-1-propene

acido propenoico trans-3-(3,4-di-CH30O fenolonil)-3CH30
1,2,3-trimetossi-1-(3,4,5-trimetossifenolonil) propano (treo/eritro)
C16:1 FAME

1,2,3-trimetossi-1-(3,4,5-trimetossifenolonil) propano (treo/eritro)
C16 iso FAME

m/z 98

C17 iso FAME

C17 ante-iso FAME

metil 9,10-metilene-esadecanoato

trans 2-acido propenoico-3-(3,4,5-trimetossifenolinil)-metil estere
cis-1-(3.,4,5-trimetossifenolonil)-1,3-dimetossi-prop-1-ene
1,2-dimetossietil benzene

C18:1 FAME

C18:1 FAME

C18 FAME

isomero podocarpo-7-en 3-one dimetil

isomero podocarpo-7-en 3-one dimetil

C16, 16 CH30 FAME

cy C19 FAME

B-metossi-a-fenolonilfenolonetil alcol

acido benzoico 3-(3,4-dimetossifenolonossi)-4-metossi
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Lig S4

N

Lig G24
Lig G7
Lig G8
iso Lig G7-G8
Lig G9
Lig G10
Lig G13
Lig S5+
Lig P18
aromatico
Lig S6
mic

Lig G13
Lig S12
aromatico
Lig S7
Lig G14
Lig S8
Lig G15
aromatico
Lig S10
Lig G16
Lig G18
Lig S14
mic

Lig S15
Mic

N

mic

mic

mic

Lig S18
Lig S16
aromatico
lipide
lipide
lipide
terpenoide
Lig
biopolimero
lipide

Lig

Lig



36.79
37.60
37.70
41.68
43.56
45.37
45.89
45.92
46.77
47.15
47.39
48.35
48.86
49.35
50.00
50.6
51.61
52.12
52.72
53.19
53.66
53.88
55.22

Cl16, 8(9,10)-16 di CH30, FAME

alcol
C20 FAME

1,2-benzenedicarboidratoossilico acido, mono(2-etilesil) estere

C23 FAME
C24 FAME

C22,22-CH30, FAME

C20:3 FAME
squalene
C26-Ome

C24, 2-CH3,FAME

alcano
C26 FAME

C24, 24-CH30,FAME

alcano
sterolo
alcano
C28 FAME
sterolo
alcano
sterolo
sterolo
C30 FAME
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cutina
alcol
lipide
aromatico
mic

lipide
bipoliestere
lipide
squalene
alcol

mic
alcano
lipide
biopolimero
alcano
sterolo
alcano
lipide
sterolo
alcano
sterolo
sterolo
lipide



Tabella A3: Elenco dei composti ottenuti in seguito a pirolisi con TMAH, identificate mediante 1’'uso della

libreria Nist degli estratti in etanolo da compost da pastazzo di limoni, da carciofo e da caffe

*Lig = derivato ligninico, G = unita guaiaciliche, S = unita siringiliche, P = unita p-idrossifeniliche, N=azoto,

FAME =esteri metilici di acidi grassi lineari, mic = acidi grassi di orginie microbica

Estratti in etanolo (70%) da compost da pastazzo di limoni

RT Libreria Nist Origine
6.57 2,3,4-trimetil-ciclopenten-2-ene-1-one alchene
7.22 C8 FAME lipide
7.70 1,2-di-CH30 benzene Lig G1
7.95 1-(2-metilfenil)-etanone fenolo
8.42 acido benzenacetico metil-ester biop
8.97 Cl11 alcano alcano
9.29 C12 alcano alcano
9.53 C9 FAME mic
9.80 1,4:3,6-dianidro-a-D-glucopiranosio carboidrato
10.59 alcano alcano
10.77 aromatico aromatico
11.57 C12 alcano alcano
11.83 1,2,3-trimetossi benzene Lig S1
12.03 2-Metossi-4-Vinil fenolo fenolo
12.20 C10 FAME lipide
12.35 m/z 128 N
12.66 fenolo fenolo
13.03 2,4-dimetossifenolo fenolo
13.16 aromatico aromatico
13.44 4-etil 3,4-dimetossi benzene Lig G3
13.55 1,2,3-trimetossi benzene Lig S1
13.71 acido benzoico, 4-CH3Ome Lig P6
14.00 FAME lipide
14.15 derivato dei carboidrati carboidrato
14.38 C14 alcano alcano
15.10 m/z 128 N
15.18 fenolo fenolo
15.30 acido acetico 4-metossi, metil estre Lig P
15.42 fenolo fenolo
15.61 aromatico aromatico
16.09 C16 alcano alcano
16.18 alcano alcano
16.74 3,4-dimetossi benzaldeide Lig G4
17.00 alchene alchene
17.13 benzene aromatico
17.24 C15 alcano alcano
17.54 2.,4,6-trimetossidtirene Lig S3
1791 C12 FAME lipide
19.10 1-(3,4-dimetossi-fenil)-etanone Lig G5
19.40 3,4-dimetossi-fenil acetone Lig G
19.68 Cl13 iso FAME mic
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19.84
20.06
20.70
20.76
21.13

22.16

22.47
22.81
23.28
23.51
23.86
25.23
25.43
25.49
26.09
26.19
27.11
27.80
27.80
28.11
28.37
28.84
29.54
29.70
30.24
30.44
30.49
30.68
31.04
31.95
32.00
32.61
32.89
32.96
33.13
33.47
33.52
33.80
33.98
34.24
34.33
34.70
34.75
35.02
35.31
35.57
36.89
36.99
37.12
37.30

acido benzoico, 3,4-Di-CH3Ome

C16 alcano

C13 FAME

cis-2-(3,4-Di-CH30 fenil)-1-CH3O etilene
trans-2-(3,4-Di-CH30 fenil)-1-CH3O etilene

derivato lignina

Cl14 iso FAME

C17 alcano

acido benzoico 3,4,5-Tri-CH30Ome
C14 FAME
Cis-1-(3,4-Di-metossi fenil)-1-CH3O-1-propene
Cl15 iso FAME

C15 ante-iso FAME
C18 alcano

C15 FAME

C16 FAME

C16 ante FAME
C16 iso FAME

C16 ante-iso FAME
Cl16:1 FAME
Cl16:1 FAME

C16 FAME

C17 cy FAME

C17 ante FAME
C17 iso FAME

C17 ante-iso FAME
C20 alcano

C17 cy FAME

C17 FAME

terpene

C18 iso FAME

C18 ante-iso FAME
C18:1 FAME

C18:1 FAME

alcol

C18 FAME

terpene

C18:2 FAME
C18:2 FAME

C19 ante FAME
C19 iso FAME
derivato dei carboidrati
C19 ante-iso FAME
C22 alcano

C19 cy FAME

C19 FAME

C20 iso FAME
C20:2 FAME

C23 alcano
derivato dei carboidrati
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Lig G6
alcano
lipide
Lig G7
Lig G8
Lig S5 +
Lig P18
lipide
alcano
Lig S6
lipide
Lig G11
mic
mic
alcano
lipide
lipide
mic
mic
mic
mic
mic
lipide
mic
mic
mic
lipide
alcano
mic
mic
lipide
mic
mic
mic
mic
alcol
mic
lipide
lipide
lipide
mic
mic
carboidrato
mic
alcano
mic
lipide
lipide
lipide
alcano
carboidrato



37.73
37.96
38.49
39.05
39.44
39.60
39.74
40.30
40.85
41.16
41.78
42.02
42.95
43.42
43.64
43.90
44.75
44.92
45.54
45.96
46.56
4731
47.51
48.55
48.69
49.04
49.19
49.33
49.45
50.61
50.72
51.19
51.37
51.75
52.28
52.39
52.72
52.84
53.46
53.82
54.01
54.30
54.82
55.36
56.17
56.66
56.84
60.30

C20 FAME

alcano

derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
alcano

derivato dei carboidrati
C21 FAME

derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
C25 alcano

C22 FAME + carboidrato
derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
C24 alcol (tetracosanolo)
C23 FAME
C22,2-CH30, FAME
C24 iso FAME

acido deidroabietico
C24 FAME

C22, 22 idrossi acido
C25 FAME

C26 Alcol
C24,2-CH30, FAME
alcol

alcol

C26 FAME
C25,2-CH30 FAME
a-tocofenol- B-D-mannoside
C24,CH30, FAME
C28-CH30

sterolo

sterolo

sterolo

sterolo

C28 FAME

sterolo

sterolo

sterolo

sterolo

sterolo

sterolo

sterolo

sterolo

C30 FAME

alcano

sterolo

sterolo

acido monogliceride
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lipide
alcano
carboidrato
carboidrato
alcano
carboidrato
lipide
carboidrato
carboidrato
alcano
lipide+carboidrato
carboidrato
carboidrato
alcol

lipide

mic

lipide
terpene
lipide
lipide (cutina)
lipide

alcol

mic

alcol

alcol

lipide

mic
carboidrato
lipide

alcol
sterolo
sterolo
sterolo
sterolo
lipide
sterolo
sterolo
sterolo
sterolo
sterolo
sterolo
sterolo
sterolo
lipide
alcano
sterolo
sterolo
lipide



RT
6.57
6.72
7.07
7.22
7.27
7.45
7.70
7.95
8.05
8.16
8.24
8.48
8.77
8.92
8.97
9.14
9.30
9.48
10.60
10.78
11.58
11.85
12.21
12.38
12.72
13.07
13.18
13.43
13.57
13.73
14.01
14.16
14.39
14.90
15.33
15.45
15.63
16.10
16.19
16.44
16.75
17.01
17.14
17.24
17.56
17.91
18.54

Estratti in etanolo (70%) da compost da caffe

Libreria Nist

2-metossi fenolo

acido benzioico eptil-estre
3,5-dimetil-fenolo

FAME

N derivato

2,5-Dione, 1-Etil-1H-pirrolo

1,2- dimetossi benzene

1-etil, 4-metossi-benzene

2,4- dimetil-fenolo
3,4-dimetossi-benzene
2,3-dimetil-fenolo

4-meotssi, 3-metil-fenolo
2metil-4-N-pentiltiano, S-S diosside
fenolo

C12 alcano

m/z 128

C13 alcano

1,5,5-trimetil, 2,4-imidazolidinedione
C13 alcano

1,4-immine, 1,2,3,4-tetridro-9-metil naftalene
C13 alcano

1,2,3-trimetossi-benzene

C10 FAME

m/z 128

m/z 98

2,4-dimetossi-fenolo

aromatico

4-etenil 3,4-dimetossi-benzene
1,2,3-trimetossi-benzene

acido benzoico, 4-CH30,me

Cl11:1 FAME

derivato dei carboidrati

C14 alcano

m/z 128

acido benzenacetico 4-metossi, metil estere
fenolo

5-metossi-2-metil 1H-indole

alcano

C15 alcano
1-(4-1drossi-3,5-dimetossifenil)-etanone
3,4-dimetossi-benzaldeide

alchene

benzene

C15 alcano

2,4,6-trimetossi stirene

C12 FAME

acido noonanedioico Dime+C12 FAME
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Origine
fenolo
aromatico
fenolo
lipide

N

N

Lig G1
Lig P3
Fenolo
Lig G3
fenolo
fenolo

N

fenolo
alcano

N

alcano

N

alcano

N

alcano
Lig S1
lipide

N

N

fenolo
aromatico
Lig G3
Lig S1
Lig P6
mic
carboidrato
alcano

N

LigP
fenolo

N

alcano
alcano
LigSoP
Lig G4
alchene
aromatico
alcano
Lig S3
lipide
lipide



19.05
19.13
19.89
20.07
20.80
21.15

22.21

22.49
22.82
23.37
23.51
23.58
23.88
24.47
24.84
25.22
25.40
25.44
25.52
25.57
26.11
26.19
26.53
27.13
27.80
28.03
28.10
28.31
28.35
28.76
29.52
29.70
30.21
30.45
30.50
30.66
31.05
31.11
31.94
32.06
32.56
32.81
32.92
32.98
33.42
33.49
34.21
34.29
34.99
35.27

C16 alcano

1-(3,4-dimetossi fenil) etanone

acido benzoico, 3,4-Di- CH30me

C16 alcano

cis-2-(3,4-Di-CH3O0 fenil)-1-CH3O etilene
trans-2-(3,4-Di-CH30 fenil)-1-CH3O etilene

derivato della lignina

C14 iso FAME

C17 alcano

acido benzoico 3,4,5-Tri-CH30Ome

Cl14 FAME

alcol

cis-1-(3,4-Di-CH30 fenil)-3- CH30,1-propene
2-esadecanone

Trans-1-(3,4,5-Tri-Ch 3 O fenil)-2- CH3O etilene
C15 ante FAME

C15 iso FAME

C15 ante-iso FAME

C18 alcano

1-(3,4-Di- CH30 fenil)-1,2,3-tri CH30 propano
C15 FAME

C16 iso FAME

sterolo

C16 ante-iso FAME

C19 alcano

1-(3,4,5 Tri-CH30 fenil)-1,2,3-Tri-CH30 propano
Cl16:1 FAME

1-(3,4,5 Tri-CH3O0 fenil)-1,2,3-Tri-CH30 propano
Cl16:1 FAME

Cl16 FAME

C17 cy FAME

C17 ante FAME

C17 iso FAME

C17 ante-iso FAME

C21 alcano

C17:1 FAME

C17 FAME

C18 iso FAME

terpene

C18:1 FAME

derivato dei carboidrati

C18:1 FAME

C18:1 FAME

C18:1 FAME

C18 FAME

terpene

C19 iso FAME

C19 FAME

C22 alcano

C19 cy FAME
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alcano
Lig G5
Lig G6
alcano
Lig G7
Lig G8
Lig S5 +
Lig P18
lipide
alcano
Lig S6
lipide
alcol
Lig G9
alcol
Lig S8
mic
mic
mic
alcano
Lig G14
lipide
mic
sterolo
mic
alcano
Lig S14
mic
Lig S15
mic
lipide
mic
mic
mic
mic
alcano
mic
lipide
mic
lipide
mic
carboidrato
mic
mic
mic
lipide
lipide
mic
lipide
alcano
lipide



37.12
37.44
37.72
38.27
38.57
39.08
39.76
39.85
40.72
40.93
41.17
42.07
42.29
42.58
43.07
43.42
43.63
43.89
44.90
45.27
45.49
45.61
46.01
46.69
46.82
47.28
47.50
48.41
49.02
49.30
49.50
50.64
50.83
5231
52.40
52.76
52.85
53.31
53.83
54.05
54.50
55.40
55.70
55.85
56.01
56.16
56.81
57.47
57.61
58.40
58.64

C23 alcano

derivato dei carboidrati
C18:1, 18 CH30 FAME
derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
C25 alcano

derivato dei carboidrati
C20, 20 CH30 FAME
derivato dei carboidrati
C26 alcano

C24 alcol (tetracosanolo)
C23 FAME
C22,2-CH30, FAME
C27 alcano

alcol

C24 FAME

1,3-acido benzenedicarbossilico, bis (2-etilesil) estere
C22, 22-CH30 FAME
C28 alcano

squalene

C26-Ome

C24, 2-CH30 FAME
C29 alcano

C26:1 FAME

sterolo

FAME:1

octacosanolo

Sterolo

C28 FAME

sterolo

sterolo

sterolo

sterolo

sterolo

sterolo

sterolo

C30 FAME
triterpenolo (pentaciclico)
sterolo

sterolo

C35 alcano

sterolo

sterolo

sterolo

sterolo

C32 FAME
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alcano
carboidrato
lipide
carboidrato
carboidrato
carboidrato
carboidrato
carboidrato
carboidrato
carboidrato
alcano
carboidrato
lipide
carboidrato
alcano
alcol

lipide

mic

alcano
alcol

lipide
aromatico
lipide
alcano
sterolo
alcol

lipide
alcano

mic

sterolo
lipide

alcol
sterolo
lipide
sterolo
sterolo
sterolo
sterolo
sterolo
sterolo
sterolo
lipide
sterolo
sterolo
sterolo
alcano
sterolo
sterolo
sterolo
sterolo
lipide



59.66

RT
7.7
7.95
8.16
8.98
9.11
9.39
9.46
9.54
9.62
9.89
10.05
10.12
10.56
10.76
11.79
12.18
12.60
13.40
13.51
13.69
15.04
15.51
15.59
16.66
17.11
17.87
17.98
18.08
19.04
19.82

22.1

22.42
22.77
23.19
23.42
23.49
24.65
25.12
25.32
25.39
26.03
26.44
27.52
27.67
28.01
28.26

acido benezenepropanoico, 3,5-bis(1,1-dimetil)-4-idrossi, otactadecil estere
Estratti in etanolo (70%) da compost da carciofo

Libreria Nist

1,2-dimetossi benzene
1-(2-metilfenil)-etanone
1,4-dimetossi-benzene

C12 alcano

m/z 128

alcol

alcol

alcol

alcol

2-metossi fenolo

fenolo

fenolo

alcano

aromatico

cis 1,2,3-trimetossi-benzene
FAME

m/z 98

4-etenil 3,4-dimetossi benzene
trans 1,2,3-tri-CH30O benzene
acido benzoico, 4-metossi, metil estere
m/z 128
1,2,3,4-tetrametossi-benzene
derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati

C12 FAME

derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
3,4-Di-CH30 acetofenone
acido benzoico, 3,4-Di-CH3Ome

derivato della lignina

C14 iso FAME

C17 alcano

acido benzoico 3,4,5-tri-CH30Ome

C14 FAME

alchene

trans-1-(3,4,5-Tri-CH3O0 fenil)-2-etilene

C15 iso FAME

C15 ante-iso FAME

1-(3,4-Di-CH30 fenil)-1,2,3-tri CH30 propano
C15 FAME

alcano

acido proenoico trans-3-(3,4-Di-CH30 fenil)-3-me
C16 iso FAME

C16:1 FAME

Cl16:1 FAME
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aromatico

Origine
Lig G1
fenolo
carboidrato
alcano

N

alcol

alcol

alcol

alcol
fenolo
fenolo
fenolo
alcano
aromatico
Lig S1
lipide

N

Lig G3

Lig S1

Lig P6

N

Lig S2
carboidrato
carboidrato
carboidrato
lipide
carboidrato
carboidrato
Lig G5

Lig G6

Lig S5 +
Lig P18
lipide
alcano

Lig S6
lipide
alchene
Lig S8

mic

mic

Lig G15
lipide
alcano

Lig G18
mic

mic

mic



28.75
29.45
29.61
30.11
30.31
30.40
30.59
30.96
31.79
32.49
32.83
32.90
33.39
33.77
33.97
34.17
34.25
34.69
35.22
37.03
37.27
37.72
38.09
38.43
38.97
39.60
39.69
40.59
40.79
40.79
41.83
42.37
43.58
43.86
45.44
45.55
45.65

45.91.

46.74
47.17
47.26
47.46
48.92
49.11
49.24
49.39
50.39
50.53
50.64
50.76
51.04

Cl16 FAME

C17 cy FAME

C17 iso FAME

C17 ante-iso FAME
C17 FAME

C20 alcano

C17 cy FAME

C17-N FAME

terpene

C18:2 FAME

C18:1 FAME

C18:1 FAME

C18 FAME

C18:2 FAME

C18:2 FAME

C19 FAME

C19 FAME

C18 :2 FAME

C19:1 FAME

C20:1 FAME

derivato dei carboidrati
C20 FAME

derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
derivato dei carboidrati
C23 FAME
C22,2-CH30, FAME
C24 FAME

1,3-acido benzenedicarbossilico, bis(2-etilesil) estere

C23, 2-CH30, FAME
C22,22-CH30, FAME
N derivato

C25 FAME

N derivato

C24, 2-CH30, FAME
C26 FAME

C25, 2-CH30, FAME
a-tocoferol-B-D-mannoside
C24, 24-CH30, FAME
sterolo

C28-CH30

sterolo

sterolo

sterolo
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lipide

mic

mic

mic

lipide
alcano

mic

lipide
lipide

mic

mic

mic

lipide

mic

mic

mic

lipide
lipide

mic

mic
carboidrato
mic
carboidrato
carboidrato
carboidrato
carboidrato
carboidrato
carboidrato
carboidrato
carboidrato
carboidrato
carboidrato
lipide

mic

lipide

Lig

mic

lipide

N

lipide

N

mic

lipide

mic
carboidrato
lipide
sterolo
alcol
sterolo
sterolo
sterolo



51.12
51.31
52.20
52.36
52.81
53.81
54.00
54.72
54.77
55.25
56.07
56.35
56.58
56.73

59.58

sterolo
sterolo

C28 FAME
sterolo
sterolo
sterolo
sterolo
sterolo
derivato dei carboidrati
sterolo
alcano
sterolo
sterolo
sterolo

acido benzenepropanoico, 3,5-bis(1,1-dimetiletil)-4-idrossioctdecil

estere

169

sterolo
sterolo
lipide
sterolo
sterolo
sterolo
sterolo
sterolo
carboidrato
sterolo
alcano
sterolo
sterolo
sterolo

aromatico



