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RAPPORTO
N° 21/2015

VALUTAZIONE DI REPERTI AMBIENTALI TRAMITE INDAGINE

NANODIAGNOSTICA DI MICROSCOPIA ELETTRONICA A SCANSIONE E

Committente :

Materiale in esame :

Responsabile:

Firma:

Data:

MICROANALISI A RAGGI X.

Sen. Lorenzo Battista, On. Aris Prodani

polveri citta di Trieste

Dott.ssa Antonietta Gatti

23/07/2015

Il presente rapporto si compone di 69 (sessantanove) pagine eccetto la copertina.

Nota:

| risultati sono da riferirsi solo al materiale esaminato e per il tipo di applicazione richiesta.

In caso di riproduzione del presente documento, il Committente s'impegna a farlo solo in modo integrale.
Un’eventuale riproduzione parziale deve essere autorizzata per iscritto da Nanodiagnostics srl.
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1. Introduzione

Nanodiagnostics srl & un’azienda di consulenze scientifiche nei settori della
medicina, dellindustria e dell'ecologia. L’attivita principale € lo studio di campioni
ambientali e biologici mediante tecnica innovativa di microscopia elettronica ambientale
per la possibile identificazione di micro- e nanoparticelle inorganiche, derivanti da
emissioni di sorgenti industriali che possono rappresentare un pericolo per la popolazione
e per 'ambiente. Lo studio puo essere eseguito partendo da polveri ambientali, campioni
biologici, alimenti, farmaci, cosmetici, ecc..

L’indagine si avvale principalmente di un microscopio elettronico a scansione a
emissione di campo di tipo ambientale (Field Emission Gun-Environmental Scanning
Electron Microscope, Quanta 200, FEI Company, Olanda) dotato di un micro sensore a
raggi X di un spettrometro a dispersione d’energia (EDAX, USA).

La metodica sviluppata permette di osservare campioni senza alcuna ricopertura di
carbone oppure di metalli preziosi quali I'Oro e il Palladio, al fine di renderli
elettroconduttivi; cosa indispensabile con i normali microscopi elettronici a scansione.
Applicando protocolli da adattare ad ogni tipo di osservazione, la tecnologia sviluppata in
questo tipo di microscopio consente di esaminare campioni ambientali/biologici, comprese
cellule vive, senza intaccarne [lintegritd, e per alcuni tipi di campioni di ripetere
I'osservazione ogni volta lo si desideri. Il principale obiettivo dell'indagine, I'individuazione
di micro- e nano-particolato inorganico eventualmente contenuto nell'esemplare in studio.

Ognuno dei campioni viene osservato in tutta la sua estensione sotto il microscopio
in diverse modalita: SED (elettroni secondari) e BSE (elettroni retrodiffusi), in basso vuoto
(0,98 Torr), a 10-30 KV e con spot vari a seconda dellingrandimento (da 6 a 4), con una
distanza dal campione di 10 mm.

Sul particolato rilevato si punta la sonda microanalitica a raggi X per determinarne
la composizione chimica. Una microanalisi a raggi X a dispersione d’energia (EDS, cioé
Energy Dispersive Spectroscopy della EDAX, USA), misurando 'energia caratteristica
che i vari elementi costituenti il campione restituiscono sotto forma di radiazioni X dopo
essere stati colpiti dal fascio elettronico emesso dalla sorgente, fornisce la composizione
chimica elementare del particolato rinvenuto. Ogni reperto & stato debitamente fotografato

ed archiviato insieme con lo spettro degli elementi individuati.
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L’analisi non & distruttiva ed €& ripetibile, con la sola eccezione dei fluidi, spesso
impossibili da recuperare.

L’'indagine pué essere svolta su campioni di origine ambientale come polveri prese
dallambiente (es. aria) o depositate su frutta, verdura, cereali o alimenti in genere, e
piccoli animali come api. L'indagine si pud pure svolgere su campioni di origine biologica
come biopsie, autopsie, liquidi organici di persone esposte a quellinquinamento, ma e
eseguibile anche su molti altri tipi di materiali quali, ad esempio, farmaci o cosmetici.
Essendo I'oggetto principale dellindagine di natura inorganica non biodegradabile, non ci
sono difficolta nell'individuare particolato del genere sia in campioni freschi sia in campioni

archiviati in mezzi idonei come la paraffina.

2. Materiali

Sono pervenuti al Laboratorio 4 campioni di polveri raccolte presso la citta di Trieste.
Il Reperto 1 (codice interno di laboratorio - STD 1183) consiste in due campioni di
polveri raccolte in Via del Ponticello a Trieste:
- Reperto 1-A — STD 1183-A: polveri raccolte per caduta passiva su disco adesivo
in carbone per 24 h, dalle 14.00 del 21/06/15 alle 14.00 del 22/06/15;
- Reperto 1-B — STD 1183-B: polveri raccolte per apposizione su disco adesivo
alle ore 15.00 del 21/06/15.
Il Reperto 2 (codice interno di laboratorio - STD 1184) consiste in due campioni di
polveri raccolte in via Giardini, 29 a Trieste nelle vicinanze del camino dell'altoforno:
- Reperto 2-A — STD 1184-A: polveri raccolte per caduta passiva su disco adesivo
in carbone, per 12 h il 25/06/15 e per 12 h il 26/06/15, per 24 h complessive;
- Reperto 2-B — STD 1184-B: polveri raccolte per apposizione su disco adesivo
alle ore 16.30 del 22/06/15.

E’ stato inoltre analizzato un'ulteriore campione indicato come reperto 3 consistente in

polveri raccolte su un davanzale in data 04/06/15 a Trieste.
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Fotografie dei campioni con le polveri raccolte a Trieste



NANODIAGNOSTICS sri Rapporto n°21/2015
Sede operativa :Via E. Fermi, 1/L - 41057 San Vito di Spilamberto (Modena)

Tel. +39 059 798778 — Fax +39 059 7579182 - E-mail: info@nanodiaanostics.it

Sede legale: Strada Contrada 309, 41126 Modena Pag 6 di 69

3. Preparazione dei campioni

| quattro dischi biadesivi di carbone con i campioni di polveri (Reperti 1 e 2) sono
stati montati su supporti (stub) in alluminio e poi osservati al microscopio elettronico senza
ulteriori processi. Le polveri del Reperto 3 sono state depositate su disco adesivo in
carbone, montato su supporto in alluminio ed osservate tal quali.

Tutte le operazioni di allestimento dei campioni sono state condotte sotto cappa a

flusso laminare e con strumenti puliti per evitare ogni possibile inquinamento.

4. Tipi di analisi eseguite

Lo studio del reperto in esame ha verificato 'eventuale presenza di corpi estranei
nel tessuto biologico, mediante tecnica di microscopia elettronica a scansione ambientale
(FEG — ESEM Quanta 200, FEI), mentre la microanalisi a raggi X (EDS) ha valutato la
composizione chimica come descritto al paragrafo 1. Nessun processamento e stato
eseguito sulla sezione del reperto che é stato, quindi, esaminato tal quale.
La metodica, risultato del progetto comunitario europeo QLRT-2002-147 (Nanopathology,
coordinato dalla Dott.ssa Gatti), permette di valutare anche la presenza di particelle di

dimensioni nanometriche (vedi riferimenti bibliografici 1- 51).

5. Risultati

Le analisi di microscopia elettronica hanno messo in evidenza la composizione
chimica del particolato (vedi Tabelle).

| risultati morfologici e chimici del campione sono mostrati nelle immagini
successive. | picchi dello spettro che non riportano indicazioni dell'elemento a cui si
riferiscono sono picchi secondari di un elemento gia segnalato in coincidenza del picco

principale.

Nota: I'elenco degli elementi nelle tabelle osserva il criterio di maggior rappresentativita
dell’elemento nello spettro EDS. La successione degli elementi inizia da quelli con il picco
EDS piu alto.
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Reperto 1-A (STD 1183-A), polveri raccolte per caduta nei pressi di centralina di
rilevamento

La tabella riassume tutte le analisi piu significative eseguite sul campione.

Tabella I-A. Analisi EDS del reperto 1-A.

N. analisi Descrizione Elementi presenti
1 polveri raccolte per caduta - 61x immagine morfologica
2 polveri raccolte per caduta - 62x immagine morfologica
3 polveri raccolte per caduta - 153x immagine morfologica
4 detrito 400 um scuro - 500x C,S,Si,AlLO,Ca,Fe,K

detrito 300 um chiaro - 500x Si,0,Al,Ca,Na,C,Fe,K

5 detrito 200 pum - 1.300x Fe,O,Ca,Si,C,Al
6 aggregato detriti - 1.500x C,S,Si,0,AlFe
7 detriti 1-75 um - 800x Fe,Ca,0,5i,S,C Al
8 detriti 0,5-10 um - 5.368x Fe,Ca3,0,Si,S,C,Al
) detrito poroso 200 um - 231x

Si,Ca,K,0,Al,C,Fe,Mg,Mn,S
particolare - 1.183x : &, Vg,Mn

10 sferule 0,2-2 pm - 1.500x Fe,C,0,5,Na
i i10 - lal, - 8.
11 partlcoIarep:nrt‘_li::)m::;:u?g];;;m 8.610x Fe,C,0,5,Na
12 sferula 0,5 um - 120.251x Fe,C,0,S,Na
13 detrito sferoidale 1,2 pm - 160.000x Fe,C,0,5,Na
14 sferule 0,1 e 0,5 pm - 130.000x Fe,C,0,5,Na
15 sferule 0,05-1,3 pum - 33.047x Fe,C,0,5,Na
16 sferule 0,05-0,8 um - 58.926x :
e,C,0,5,Na

particolare con sferule nanometriche - 248315x

17 polveri raccolte per caduta - 250x immagine morfologica

18 polveri raccolte per caduta - 351x immagine morfologica
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.

F
HV Mag WD HFW | Det | Pressure | 500 Opm
250kV 153x 99 mm 185 mm ! SSD 0 80 mbar ; STD1183A

Analisi 1, 2 e 3 della tabella I-A. Le figure mostrano tre zone del campione di polveri

raccolte per caduta passiva a bassi ingrandimenti (61x - 62x — 153x). Le particelle
apparentemente chiare dimostrano essere piu dense dal punto di vista atomico di quelle che
appaiono scure. Quelle chiare sono a base di Ferro mentre quelle scure sono a base di Silicio e
Carbonio.
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Ca
K l Fe

- - + + + + +
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00

K Fe

Analisi 4 della tabella I-A. La figura mostra una zona del campione a medio ingrandimento
(500x) in cui sono visibili due grossi detriti. Le analisi EDS mostrano che il detrito apparentemente
scuro da 400 micron & composto da Carbonio, Zolfo, Silicio, Alluminio, Ossigeno, Calcio, Ferro,
Potassio (Fig. A) mentre il detrito apparentemente chiaro da 300 micron & composto da Silicio,
Ossigeno, Alluminio, Calcio, Sodio, Carbonio, Ferro e Potassio (Fig. B).
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0 Fe

e dea e 0 ok
n n n f I 4 N 4 s }
t t t g + t t t +

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

Analisi 5 della tabella I-A. La figura mostra una zona del campione ad alto ingrandimento
(1.300x) in cui & visibile un detrito da 200 micron. L'analisi EDS mostra che esso & composto da
Ferro, Ossigeno, Calcio, Silicio, Carbonio e Alluminio. Si noti che la particelle & porosa, segno che
& stata prodotta ad alta temperatura in presenza di grandi quantita di aria. La presenza di Calcio e

Silicio & abituale in questi processi.
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Counts

Fe

sk il

15.00 2:.00 3:.00 4:.00 5:.00 6:00 7!.00 8..00 9:.90 10:.00 keV
Analisi 6 della tabella I-A. La figura mostra una zona del campione ad alto ingrandimento
(1.500x) in cui & visibile un aggregato di detriti. L'analisi EDS mostra che essi sono composti da
Carbonio, Zolfo, Silicio, Ossigeno, Alluminio e Ferro. Si noti che il detrito & composto da polveri

molto sottili.
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Counte

Fe

40

30k

20k

15k

10k

™ TR, bk dnalitbiodes ottt e sl

I
T

3 '
T T

1:.00 2:.00 3.00 l:.DO 5:.00 6.00 7:.00 Gl.lJlJ 9.00 10..00 keV
Analisi 7 della tabella I-A. La figura mostra una zona del campione a medio ingrandimento
(800x) in cui sono visibili vari detriti di dimensioni comprese tra 1 e 75 micron. L'analisi EDS
mostra che essi sono composti da Ferro, Calcio, Ossigeno, Silicio, Zolfo, Carbonio e Alluminio. Si
noti che vi sono polveri di diversa dimensione da qualche decina di micron fino a detriti di qualche

centinaio di nanometri.
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o0 200 880  4m 680 6o 700 a0 900 1o00  kev
Analisi 8 della tabella I-A. La figura mostra una zona del campione ad alto ingrandimento
(5.368x) in cui sono visibili vari detriti di dimensioni comprese tra 0,5 e 10 micron. L'analisi EDS
mostra che essi sono composti da Ferro, Calcio, Ossigeno, Silicio, Zolfo, Carbonio e Alluminio. Si
noti che la particella & un insieme di particelle molto piu piccole.
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Analisi 9 della tabella I-A. Le figure mostrano la stessa zona del campione a due
ingrandimenti (231x — 1.183x)(Figg. A e B) in cui & visibile un detrito poroso da 200 micron.
L’analisi EDS mostra che esso & composto da Silicio, Calcio, Potassio, Ossigeno, Alluminio,
Carbonio, Ferro, Magnesio, Manganese e Zolfo (Fig. C). Si noti la porosita del detrito, che fa
pensare ad una combustione in presenza di grandi quantita di aria.
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wD HFW | Det | Pressure | 50 0pm—--s
10.2 mm|0.20 mm SSD|0.80 mbar STD1183A

10k

:

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 kev

Analisi 10 della tabella I-A. La figura mostra una zona del campione ad alto ingrandimento
(1.500x) in cui sono visibili alcune sferule, caratteristiche di formazioni ad alta temperatura, di
dimensioni comprese tra 0,2 e 2 micron. L'analisi EDS mostra che esse sono composte da Ferro,
Carbonio, Ossigeno, Zolfo e Sodio.
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Na
Fe

o0 200 s 4% S0 600 700 800 500 1000 1100 1200 keV
Analisi 11 della tabella I1-A. Le due figure mostrano particolari a piu alti ingrandimenti
(8.610x — 79.723x)(Figg. A e B) di una delle sferule di analisi 10 da 1,5 micron. L'analisi EDS
mostra che & anch’essa composta da Ferro, Carbonio, Ossigeno, Zolfo e Sodio (Fig. C). Si noti
che la particella sferica & contornata da un velo probabilmente di composti carboniosi.
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HV Mag WD HFW | Det | Pressure | —500.O0nm——
250 kV 120251x.10.3 mm 2 48 ym | SSD{0 80 mbar ; STD1183A

Fe

(2]

=
o

1:00 2100 3:.00 4:.00 5;00 6:.00 7:.00 8:.00 9".00 10:.00 11.00 12“.09 keV

Analisi 12 della tabella I-A. La figura mostra una zona del campione ad altissimo
ingrandimento (120.251x) in cui & visibile una sferula da 0,5 micron. L’analisi EDS mostra che essa
& composta da Ferro, Carbonio, Ossigeno, Zolfo e Sodio. La particella sferica di 600 nanometri

puo facilmente superare la barriera polmonare e finire nel torrente sanguigno.
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Analisi 13 della tabella I-A. La figura mosira una zona del campione ad altissimo
ingrandimento (160.000x) in cui & visibile un detrito sferoidale da 1,2 micron. L'analisi EDS mostra
che esso & composto da Ferro, Carbonio, Ossigeno, Zolfo e Sodio. La sferula € a sua volta
contornata da altre sferule nanometriche che probabilmente si sono adese lungo il tragitto nel
camino della Ferriera prima di uscire in aria. La presenza di Zolfo & quella che attribuisce un colore

giallastro alle emissioni del camino.
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HV Mag WD HFW | Det ' Pressure —500 Onm———
20 0 kV 130000x 10.3 mm |2 30 ym SSD 080 mbar STD1183A
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Analisi 14 della tabella I-A. La figura mostra una zona del campione ad altissimo
ingrandimento (130.000x) in cui sono visibili due sferule rispettivamente da 100 e 500 nanometri.
L'analisi EDS mostra che esse sono composte da Ferro, Carbonio, Ossigeno, Zolfo e Sodio.
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Pressure T
D 0 80 mbar STD1183A
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t
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keV

6.00

1=.0ll z:.oo ::.uo 4:.00 5.00
Analisi 15 della tabella I-A. La figura mostra una zona del campione ad alto ingrandimento

(33.047x) in cui sono visibili numerose sferule, anche nanometriche, di dimensioni comprese tra
0,05 e 1,3 micron. L'analisi EDS mostra che esse sono composte da Ferro, Carbonio, Ossigeno,

Zolfo e Sodio. Sferule di quelle dimensioni possono essere internalizzate dalle cellule.
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K m 5086 ’ STO1183 250 & £x 102 120 S B mbar STD1183
Counts C

4

} 4 } f

1.00 2:.00 3:.00 4:.08 51.00 6100 7.00 8.00 9I.00 10‘.00 11=.00 124.00 keV

Analisi 16 della tabella I-A. Le figure mostrano la stessa zona del campione a due
ingrandimenti (58.926x — 248.315x)(Figg. A e B) in cui sono visibili agglomerati di nanosferule di
dimensioni comprese tra 0,05 e 0,8 micron. L'analisi EDS mostra che esse sono composte da
Ferro, Carbonio, Ossigeno, Zolfo e Sodio (Fig. C).
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HY Mag| WD HFW. I Pressure | ——————500 Opm
250 kV!250x|10.2 mm 1.19 mm SSD 0.80 mbar STD1183A

HV Mag, WD HFW D Pressure 300 Dpm
250 kv 351x 102 mm 085 mm SSD 0.80 mbar. STD1183A

Analisi 17 e 18 della tabella I-A. Le figure mostrano due differenti zone del campione a
bassi ingrandimenti (250x — 351x) in cui sono visibili ulteriori detriti che sono caduti sul filtro.



