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Editoriale

Quest’anno, il 18 novembre, ricorre il centenario della fondazione
del Consiglio Nazionale delle Ricerche (1923-2023) che viene
celebrato dall’lEnte e dal suo personale come un percorso alla
riscoperta della propria storia, dell'impatto della ricerca scientifi-
ca sulla societa, delle prospettive e delle sfide che la attendono.
Ed & per questo che anche noi abbiamo voluto dedicare questo
numero del Notiziario dei Metodi Analitici per le Acque al CNR e al
suo Centenario, inserendo anche una sezione che presenta alcu-
ne attivita che il nostro Istituto ha organizzato per celebrare que-
sto evento.

Come tradizione della rivista, in questo numero presentiamo alcu-
ni articoli che riguardano lo sviluppo di metodi per I'analisi chimi-
ca, la valutazione del rischio ecotossicologico e gli studi idrologici.

In particolare viene presentato un metodo per la determinazione
di polibromodifenileteri (PBDE) in sedimenti marini anche in caro-
te raccolte in aree remote, che permettera di ottenere una rico-
struzione temporale della diffusione ambientale di questa classe
di molecole persistenti e bromurate. Il ruolo del nostro Istituto
negli studi degli ambienti marini € testimoniato anche dal nuovo
saggio acuto di sviluppo larvale con il copepode arpacticoide Ti-
griopus fulvus specie molto diffusa nel Mar Mediterraneo, utile
alla valutazione dei possibili effetti dovuti all'immissione di singo-
le (0 miscele di) sostanze potenzialmente tossiche.

Per dare una risposta al problema della valutazione del rischio
ecotossicologico da miscele di prodotti fitosanitari nelle acque
superficiali & stato sviluppato un nuovo strumento applicativo,
detto Mix-tool per migliorare le attuali procedure di valutazione
del rischio ecologico ed evitare un ulteriore deterioramento della
qualita ecologica delle risorse naturali.

La valutazione dello stato di un corpo idrico non si puo limitare
allo studio delle biodiversita e dei potenziali effetti tossici degli
inquinanti presenti, ma deve essere integrata con la conoscenza
delle dinamiche idrologiche e di trasporto solido mediante nuovi
strumenti di monitoraggio quale quello presentato in questo nu-
mero del Notiziario, nel quale vengono sviluppate apposite curve
sperimentali per la quantificazione del trasporto solido in sospen-
sione.

Ancora una volta, questo numero del Notiziario testimonia I'ap-
proccio multidisciplinare alla ricerca sullo stato dei corpi idrici
portata avanti dal nostro Istituto come sua ricchezza identificativa
fin dalla sua fondazione.

Stefano Polesello
Direttore Scientifico
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Le Iniziative dell’'lstituto di Ricerca sulle Ac-
que per il Centenario del CNR

Il 18 novembre 2023 il CNR compira 100 anni e, gia da novembre
2022, sia la Presidente che tutti gli istituti si sono impegnati in diversi
eventi. L'anno delle celebrazioni & iniziato con un video messaggio
della Presidente Maria Chiara Carrozza (La scienza venuta dal futuro:
verso i 100 anni del CNR) rivolto a tutti coloro che hanno contribuito e
contribuiscono alla crescita della scienza italiana, alla leadership in-
dustriale e all'innovazione sociale. Il video messaggio ospita non solo
i contributi del Presidente dell’Accademia Nazionale dei Lincei
(Roberto Antonelli) e del Vicepresidente e Premio Nobel Giorgio Parisi,
ma anche di alcuni protagonisti del CNR di oggi e di domani, condivi-
dendo auguri, aspirazioni, incoraggiamenti e speranze per il futuro
dell’Ente e della ricerca.

Anche una nostra giovane dottoranda ha espres-
SO un suo augurio per i prossimi 100 anni al
CNR: “Il mio augurio per il CNR & di investire
sempre di piu nella ricerca in campo ambientale
e di promuovere il supporto di giovani esperti e
favorire il loro inserimento nell’ambito della ri-
cerca”.

Tante altre importanti iniziative del nostro Istitu-
to sono state intraprese, anche in collaborazione
con altri Istituti del CNR e col Dipartimento
Scienze del Sistema Terra e Tecnologie per I'Am-
biente. Sicuramente la piu rappresentativa € la
partecipazione dell’lstituto alla mostra: ANTRO-
POCENE. LA TERRA A FERRO E FUOCO, visitabile
dal 6 maggio al 5 luglio (orario 10-18 tutti i giorni) a Venezia, presso
la Palazzina Canonica, sede storica dell’lstituto di scienze marine del
CNR, a Riva dei Sette Martiri, 1364/A (https://antropocene.cnr.it).
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La mostra, composta di diversi pannelli frutto della competenza scien-
tifica dei ricercatori CNR, € dedicata all’Antropocene, epoca geologica
attuale, in cui I'azione umana condiziona fortemente I'ambiente terre-
stre. Nonostante I'entita e la pervasivita delle trasformazioni in atto,
molti degli impatti causati dall’'Uomo rimangono “invisibili”. La mostra,
basata su un’analisi interdisciplinare, vuole sensibilizzare il pubblico
su questi impatti, non meno gravi di quelli piu noti, attraverso immagi-
ni, filmati, infografiche e installazioni interattive, che stimolino la per-
cezione sensoriale dei visitatori, che potranno ‘osservare’ e ‘sentire’
in pochi istanti fenomeni difficili da cogliere nella vita quotidiana per
la scala spaziale e temporale in cui si svolgono. Noi non vediamo pro-
cessi che si sviluppano su tempi pit lunghi di una generazione, come
la fusione delle calotte di ghiaccio polari, 0 in spazi remoti come i fon-
dali marini o i deserti; né cogliamo impatti che si diffondono a scale
microscopiche come le nanoplastiche nell’lambiente e nei nostri corpi.
| pannelli della mostra sono visibili sul sito https://
antropocene.cnr.it/.

Il Gruppo di Lavoro Seminari di IRSA-
CNR ha, inoltre, organizzato, all'interno
delle celebrazioni per il Centenario del
CNR e in occasione della Giornata Mon-
diale dell’Acqua, il 22 marzo scorso, il
workshop dal titolo “Le microplastiche
in ambiente d'acqua dolce: caratterizza-
zione, monitoraggio e possibili impatti
sugli ecosistemi e sulla salute umana”,
che con circa 160 iscritti ha permesso
un confronto significativo sui nuovi ap-
procci di monitoraggio e caratterizzazio-
ne delle microplastiche e sugli impatti di
questi nuovi inquinanti sulla salute e
sugli ecosistemi. Sono intervenuti come
relatori esterni Marisa Sarria Pereira de Passos (European Commis-
sion, Joint Research Centre (JRC), Ispra), Maria Sighicelli (ENEA C.R.
CASACCIA, Laboratorio Biodiversita e Servizi Ecosistemici), Stefania Di
Vito (Legambiente ONLUS) oltre a sei ricercatori dell'lRSA, permetten-
do un proficuo scambio scientifico e dimostrando come queste occa-
sioni di incontro siano una reale opportunita per la nascita di nuove
collaborazioni.

E’ stato inoltre presentato il 10 marzo 2023 a Milano il documentario
ufficiale del progetto LIFE FALKON - Life on the move presso il Centro
Congressi CNR (Lambrate). Grazie alle meravigliose immagini di Aure-
lien Prudor, documentarista di fama internazionale, gli spettatori han-
no scoperto come la specie mediterranea del Grillaio (Falco nauman-
ni), abbia da poco conquistato il Nord Ita-

lia, a causa del cambiamento climatico.

s Nell'area agricola della pianura padana

= 1 = DPerd ha un grosso problema in quanto

non ha piu posti dove nidificare, tipica-
mente gli antichi casolari contadini ormai
abbandonati. LIFE FALKON interviene qui:
attraverso un accorto studio ha messo a
_, punto strategie di conservazione innovati-
g ve, basate sulla costruzione e messa a
disposizione del Grillaio di centinaia di
cassette nido e di alcuni veri e propri
‘condomini’ per uccelli. Inoltre, il progetto
“ si occupa di fare formazione tra agricolto-
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ri, architetti, cittadini e soprattutto bambini per educare alla protezio-
ne e conservazione di questa ed altre specie minacciate. Per la prima
volta sul grande schermo sara proiettato il documentario della durata
di 15 minuti del progetto ‘LIFE FALKON’ (http://lifefalkon.eu/it/life-on-
the-move). Il CNR & da sempre impegnato su queste tematiche, e
nell’anno del suo Centenario &€ anche diventato capofila dell'imponen-
te National Biodiversity Future Centre (nbfc.it), da cui si dirigera la
ricerca in questo campo negli
anni a venire. E’ dunque logi-
co associare il lancio del do-
cumentario del progetto LIFE
FALKON (coordinato dall’'lsti-
tuto di Ricerca Sulle Acque
VALUTAZIONE RIS (0] del CNR e realizzato con altri
PER GLI ECOSISTEMI partner prestigiosi tra cui
ACQUATICI (ip106) ISPRA - Istituto di Ricerca e

y . IMPATTO CHIMICO ED EFFETTI DELLA Protezione  Ambientale  ed
o N PRESENZA DI CONTAMINANTI ORGANIcI  Universita di  Milano) agli
ED INORGANICI NELLE ACQUE INTERNE  eventi del Centenario CNR.

L. Guzzella, S. Tasselli, L. Valsecchi, Per questo, la mattinata &
L. Marziali '
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SEDIMENTI MACROBENTHOS
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Impatto di contaminanti organici nel Lago
Maggiore

Giugno2023 stata dedicata alla proiezione

del filmato ‘Cento anni di CNR
IRSA o - La ricerca venuta dal futu-
=R - “.‘ m ro’.

A

Un’altra iniziativa € il webinar
organizzato da IRSA che si svolgera a Giugno inerente alla contamina-
zione degli ecosistemi acquatici, un argomento “di punta” del nostro
Istituto. Ulteriori particolari informazioni saranno disponibili sul sito
del Centenario del CNR (https://centenario.cnr.it/) e sul sito del no-
stro Istituto nella sezione news (https://www.irsa.cnr.it/wp/?
page_id=3939).

Infine, gli istituti del CNR con sede a Bari festeggeranno il Centenario
del CNR in Ottobre con una giornata dedicata alla “Festa degli Alberi”.
L'idea é aggregare le competenze del CNR in tavoli di lavoro su 4 ma-
cro-aree, in analogia con le parti di cui si compone un albero: radici,
tronco, foglie e frutti. La mattina saranno organizzati dei laboratori
didattici presso alcune scuole elementari che termineranno con la
piantumazione di alberi. Nel pomeriggio, la sera e la notte I'evento
sara rivolto all’intera comunita cittadina, in luoghi e secondo modalita
che sono in via di definizione. L'Agenzia Regionale Attivita Irrigue e
Forestali (ARIF) mettera a disposizione 200 giovani alberi da destina-
re alla piantumazione. L'evento & coordinato da Cinzia Giannini
(direttrice Istituto di Cristallografia) e vede la partecipazione anche di
Universita e Politecnico di Bari. Il referente per I'IRSA & Pompilio Vergi-
ne.

K Comerurie e OV & rediezts con 4 comtue Sets
Frevitonta 0et Contsgos Soi Mrva¥ o Con 4 Povecine & Ra.




MIX-TOOL: uno strumento applicativo per la valutazione del rischio
ecotossicologico da miscele di pesticidi nelle acque superficiali

acuradi

Antonio Finizio (*), Andrea Di Guardo, Dipartimento di Scienze della Terra e dell'Ambiente, Universita di
Milano-Bicocca, Milano, Italia

Luca Menaballi, Dipartimento di Scienze della Terra e dell'Ambiente, Universita di Milano-Bicocca, Mila-
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RIASSUNTO

L'attuale normativa Europea per l'autorizzazione dei prodotti fitosanitari (Plant Protection Producs,
PPPs) si limita alla valutazione dei rischi ecologici per le singole sostanze attive, sebbene i formulati
commerciali spesso contengano pit sostanze attive; inoltre, per ogni coltura agraria, vengono applicati
diversi principi attivi durante I'anno. Questo da luogo ad una serie di miscele complesse di pesticidi
nell’ambiente, ed in particolare nel comparto acquatico dove la loro presenza puo esercitare degli effet-
ti tossici sugli organismi presenti. In questo contesto, € essenziale lo sviluppo di strumenti utili nella
gestione del rischio ambientale da miscele di PPPs per migliorare le attuali procedure di valutazione del
rischio ecologico ed evitare un ulteriore deterioramento della qualita ecologica delle risorse naturali.

Il presente articolo nasce dalle attivita di ricerca svolte dall'lRSA-CNR in collaborazione con I'Universita
degli Studi di Milano-Bicocca nell’ambito dell’Accordo di collaborazione con il Ministero dell’Ambiente
“Valutazione degli effetti combinati delle miscele di sostanze”, con un approfondimento ulteriore me-
diante lo sviluppo di un nuovo strumento (MIX-TOOL). Il Tool identifica le principali miscele di PPPs tipi-
camente emesse, durante il ciclo produttivo, da una coltura agraria e che sono potenzialmente presenti
nelle acque superficiali. Il tool sviluppato, basato su Microsoft-Excel, € in linea con il contesto normativo
europeo per l'autorizzazione all'immissione sul mercato dei PPPs (valutazione del rischio hedge of
field). Vengono infatti utilizzati i modelli FOCUS per calcolare le concentrazioni giornaliere dei diversi
componenti della miscela nelle acque superficiali, e i modelli di additivita delle concentrazioni per cal-
colare la potenziale tossicita delle miscele di pesticidi proveniente da una coltura agraria. In questo
articolo € descritto MIX-TOOL e le metodologie che ne sono alla base. Inoltre, viene riportato I'applica-
zione del tool a due casi di studio (mais e melo), rappresentativi degli scenari agricoli italiani per le col-
ture annuali e perenni. Al fine di verificare la sua validita, i risultati sono stati anche confrontati con i
dati di monitoraggio (anni 2015-2017) di alcuni corpi idrici superficiali della regione Lombardia, dove le
due colture sono ampiamente diffuse. MIX-TOOL & scaricabile da un articolo recentemente pubblicato
e, su richiesta, viene fornito lo user manual.

SUMMARY

Current European regulation on the authorization of plant protection products (PPPs) is limited to the
evaluation of ecological risks for the single active substances they contain. However, agricultural plant
protection treatments consist often in PPPs that contain more than one active substance and each
cropped field receives multiple applications per year, leading to complex pesticide mixtures in the envi-
ronment. Different transport processes resulting in a multitude of heterogeneous and potentially toxic
substances that, for example, may reach water bodies and act simultaneously on natural freshwater
ecosystems. In this context, the development of tools to manage pesticide mixture risks is imperative to
improve the current ecological risk assessment, avoiding further deterioration of ecological quality of
natural resources. This work arises from the research activities carried out by IRSA-CNR in collaboration
with Milano-Bicocca University in the framework of the Agreement with the Ministry of the Environment
"Evaluation of the Combined Effects of Mixtures of Substances", with the further development of a new
Microsoft-Excel-based tool (MIX-TOOL) for identifying pesticide mixtures of potential concern released
from agricultural crops in surface water. The approach follows the EU regulatory context for the authori-
zation of PPPs in the market and requires the use of FOCUS models for calculating the concentrations
in surface water of mixture components on a daily basis. Moreover, it uses concentration addition mod-
els to calculate the toxic potency of the pesticide mixtures released by a crop. We also considered two
case studies (maize and apple tree), representative of Italian agricultural scenarios for annual and per-
ennial crops. Moreover, the results were compared with 3 years of monitoring data of surface water
bodies of the Lombardy region (northern Italy) where the two crops are largely present. MIX-TOOL is
freely downloaded from a recent paper and the user Manual could be provided on request by authors.

* antonio.finizioQunimib.it
Notiziario dei Metodi Analitici, 1, 2023
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1. INTRODUZIONE

Il territorio europeo € fortemente caratterizzato da
una presenza diffusa di attivita agricole e zootecniche
(EUROSTAT, 2020) che comporta l'utilizzo di diversi
prodotti chimici (ad es. prodotti fitosanitari, fertiliz-
zanti e farmaci veterinari), in grado di contaminare
I"'ambiente e di generare un rischio per gli ecosistemi
a diverse scale spazio/temporali. Ad esempio, i pro-
dotti fitosanitari possono rappresentare un rischio per
gli organismi acquatici su scala locale se raggiungono
i corpi idrici nelle vicinanze di colture trattate
(Schwarzenbach et al., 2006; Hartz et al., 2017;
Schulz, 2004). Inoltre, il loro trasporto attraverso I'a-
ria e l'acqua pud portare ad una contaminazione su
scala di bacino (Bonzini et al., 2006; Rabiet et al.,
2009; Ccanccapa et al., 2016; Morselli et al., 2018;
Deknock et al., 2019) o addirittura su scala globale,
attraverso fenomeni di long range atmospheric tran-
sport (Daly e Wania, 2005; Rizzi et al., 2019). Nel
corso dei decenni, la presenza crescente di prodotti
fitosanitari nell'ambiente (Finizio et al., 2011; Malaj
et al.,, 2014; Schreiner et al.,, 2016; Chow et al.,
2020; Le Cor et al., 2021) ha suscitato la preoccupa-
zione dei cittadini, degli scienziati e delle amministra-
zioni. Per questo motivo, I'uso dei prodotti fitosanitari
viene regolato da norme stringenti, almeno nella mag-
gior parte dei Paesi sviluppati. Prima di essere auto-
rizzati, infatti, sono sottoposti a procedure standardiz-
zate di valutazione del rischio per la salute umana e
per I'ambiente. Per quanto riguarda I'analisi di rischio
ecologico, nelle procedure di autorizzazione all’'uso
dei prodotti fitosanitari, I'Unione Europea ha adottato
un approccio Tier-based a partire da uno scenario di
caso peggiore (worst case approach) (EC, 2009).

Ad esempio, per gli organismi acquatici, il rischio &
calcolato in piccoli corpi idrici a bordo campo
(approccio hedge of field), con un potenziale di dilui-
zione limitato, considerato come uno scenario realisti-
co di caso peggiore (EFSA, 2013). La caratterizzazio-
ne del rischio si basa sul calcolo del rapporto tossici-
ta/esposizione, che si ottiene dividendo la concentra-
zione prevista in un determinato comparto ambienta-
le (PEC: Predicted Environmental Concentration) con
una concentrazione di non effetto (RAC: Regulatory
Acceptable Concentration, concentrazione soglia al di
sotto della quale non si attendono effetti avversi) de-
rivato dai saggi ecotossicologici (EC, 2009; EFSA
2013). La PEC viene stimata utilizzando dei modelli
previsionali di destino ambientale, proposti dal grup-
po FOCUS (Forum for the Co-ordination of pesticide
fate models and their Use; FOCUS, 2001). In partico-
lare, nei vari Tier, sono utilizzati diversi modelli con
complessita e realismo ecologico crescenti. In partico-
lare, lo step 3 prevede l'applicazione di modelli predit-
tivi a dieci scenari ambientali (FOCUS, 2001).

Come accennato in precedenza, l'uso di diversi pro-
dotti fitosanitari durante la stagione di crescita di una
coltura puo portare alla formazione nei corpi idrici (a
bordo campo) di miscele molto variabili nel numero di
componenti e nelle loro relative concentrazioni (de
Zwart, 2005; Finizio et al., 2005; Belden et al., 2007).
Questa elevata variabilita dipende sia dalle scelte
degli operatori agricoli nella selezione dei prodotti
fitosanitari sia dalle condizioni ambientali, che posso-
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no favorire l'insorgenza di parassiti o influenzare il
destino ambientale dei prodotti fitosanitari
(dilavamento, degradazione e volatilizzazione).

Il problema viene aggravato se si considera la scala di
bacino, dove sono presenti contemporaneamente
diverse colture. La presenza contemporanea di que-
ste sostanze nelle acque superficiali &€ stata eviden-
ziata in numerosi studi (Junghans et al.,, 2005;
Relyea, 2008; Moschet et al., 2014; Curchod et al.,
2020; Gustavsson et al.,, 2017; Schreiner et al.,
2016; Finizio et al, 2022a) e questo desta preoccupa-
zione anche alla luce dell’obiettivo del raggiungimen-
to di un buon stato ecologico dei corpi idrici europei,
come richiesto dalla Direttiva Quadro sulle Acque
delllUE (EC, 2000) (Vighi et al., 2003; SCHER SCE-
NIHR SCCS, 2012; OECD, 2018; Posthuma et al.,
2018; EFSA, 2019). E possibile, infatti, che la tossici-
ta delle miscele per gli organismi acquatici possa su-
perare quella prodotta separatamente dai singoli
composti (SCHER SCENIHR SCCS, 2012), con una
sottostima del rischio per gli ecosistemi acquatici.

La tossicita di una miscela pud essere stimata utiliz-
zando due diversi modelli: Concentration Addition
(CA) e Independent Action (IA). Il primo si basa sull'i-
potesi che tutte le sostanze della miscela in esame
presentino un meccanismo d'azione simile o che ab-
biano lo stesso target negli organismi (Altenburger et
al., 2000), mentre il secondo considera che i compo-
nenti della miscela agiscano su target differenti nello
stesso organismo (Backhaus et al., 2000). In genera-
le, il modello CA viene considerato come un caso peg-
giore e conservativo, alla luce della considerazione
che la tossicita della miscela calcolata con questo
modello & generalmente superiore a quella ottenuta
con il modello IA. Per questo motivo, il modello CA &
maggiormente utilizzato, soprattutto quando non so-
no disponibili informazioni sul meccanismo d'azione
dei costituenti della miscela (SCHER SCENIHR SCCS,
2012).

In letteratura, sono presenti diversi studi che hanno
come obiettivo I'identificazione e la tossicita di misce-
le di pesticidi utilizzando dati di monitoraggio disponi-
bili (Petersen et al., 2012; Schreiner et al., 2016; Gu-
stavsson et al., 2017; Bundschuhetal., 2014; Finizio
et al., 2022a,b). Pochissimi sono gli studi che si sono
focalizzati sulla valutazione della composizione e del-
la tossicita di miscele che possono derivare da una
singola coltura (approccio edge-of-field). Recentemen-
te (Finizio et al., 2022a) é stato pubblicato un articolo
che riporta una metodologia per valutare il rischio
ecologico delle miscele chimiche nei corpi idrici. Essa
si basa sull'analisi dei dati di monitoraggio chimico di
routine acquisiti da ISPRA. | dati delle concentrazioni
ambientali misurati per le campagne di campiona-
mento annuali delle stazioni di monitoraggio sono
stati prima georeferenziati in un unico sistema di
coordinate. La tossicita complessiva della miscela &
stata poi valutata per tre organismi rappresentativi
dell'ecosistema acquatico, su tre livelli trofici (alghe,
dafnie, pesci) utilizzando il modello di addizione delle
concentrazioni per combinare l'esposizione con i dati
ecotossicologici (provenienti da diverse banche dati).
E stato utilizzato un sistema di gestione di database
per facilitare la creazione, I'organizzazione e la gestio-
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ne degli ampi set di dati di questo studio. | risultati
sono stati espressi sia come mappe di rischio delle
miscele sia come tabelle basate su GIS (che elencano
le unita di tossicita delle miscele e delle singole so-
stanze) utili per ulteriori analisi. La metodologia &
stata applicata a un bacino idrografico italiano (fiume
Adda) come caso di studio. Nella prima fase, la tossi-
cita della miscela & stata calcolata utilizzando due
scenari: il migliore e il peggiore; il primo include solo i
composti che sono stati rilevati, mentre il secondo
include anche le sostanze con concentrazioni inferiori
al limite di quantificazione. Il confronto tra i due sce-
nari (espresso come rapporto tra i valori ottenuti tra
lo scenario migliore e quello peggiore) indica l'inter-
vallo entro il quale la tossicita della miscela dovrebbe
idealmente variare. La metodologia dimostra che que-
sti rapporti erano molto piccoli quando la tossicita
calcolata utilizzando il caso migliore indicava un ri-
schio potenziale e viceversa, indicando che lo scena-
rio peggiore non poteva essere appropriato
(estremamente conservativo). Di conseguenza, nella
fase successiva, ci siamo concentrati esclusivamente
sullo scenario migliore. Infine, questo approccio ha
permesso di identificare le miscele prioritarie (quelle
piu probabilmente presenti nei campioni d'acqua ana-
lizzati); inoltre & stato dimostrato che le alghe sono gli
organismi a maggior rischio e sono state identificate
le sostanze che hanno contribuito maggiormente alla
tossicita complessiva della miscela (nel caso specifi-
co terbutilazina e s-metolaclor per le alghe e clorpiri-
fos e clorpirifos-CH3 per dafnia e pesci). | dettagli di
tale lavoro, che nasce dalle attivita IRSA-CNR e Uni-
versita degli Studi di Milano-Bicocca nell’lambito
dell’Accordo di collaborazione con il Ministero
dellAmbiente “Valutazione degli effetti combinati
delle miscele di sostanze”, & stato anche recente-
mente pubblicato nel numero speciale dedicato alle
miscele di sostanze chimiche nell’Ambiente del Noti-
ziario dei Metodi Analitici & IRSA News@) .

Nel 2005, Finizio e coautori (Finizio et al., 2005) ave-
vano proposto una metodologia per identificare le
miscele di pesticidi potenzialmente preoccupanti as-
sociate a singole colture. L'approccio si basava sull'in-
tegrazione del modello SoilFug (Di Guardo et al.,
1994) per il calcolo della PEC, dei dati ecotossicologi-
ci e del modello CA. Tuttavia, il modello SoilFug era
stato applicato in uno scenario ambientale molto ge-
nerico. Nel presente studio, partendo dall’approccio
precedentemente proposto nel 2005, si compie un
passo avanti e si suggerisce di utilizzare i modelli FO-
CUS (fasi 3 e 4) per il calcolo delle PEC. | vantaggi del
nuovo strumento proposto sono molteplici:

i) ci si muove in un contesto normativo (i modelli
FOCUS sono utilizzati per l'autorizzazione dei
prodotti fitosanitari);

ii) gli scenari ambientali non sono generici, ma ben
definiti dal gruppo FOCUS (FOrum for Co-
ordination of pesticide fate models and their
Use);

iii) I'applicazione dei modelli FOCUS consente una
valutazione hedge of field per la coltura conside-

(1) https://www.irsa.cnr.it/wp/wp-content/
uploads/2022/04/notiz2022_1.pdf

rata. Questo permette di calcolare I'emissione
giornaliera di miscele di prodotti fitosanitari lun-
go tutto il ciclo stagionale e in base alle scelte di
trattamento; di conseguenza, € possibile identifi-
care in modo piu appropriato le miscele di pesti-
cidi che hanno una maggiore probabilita di for-
mazione e potenzialmente piu preoccupanti dal
punto di vista della tossicita.
Il Tool sviluppato (MIX-TOOL) € basato sul programma
Microsoft-Excel, che & stato recentemente pubblicato
nell’articolo (in open access) di Finizio et al. (2022b)
“Mix-Tool: An Edge-of-Field Approach to Predict Pesti-
cide Mixtures of Concern in Surface Water From Agri-
cultural Crops”. Il tool & scaricabile dai Materiali sup-
plementari dell’articolo stesso(2).
Inoltre, lo user manual viene tranquillamente fornito,
su richiesta, dagli autori di questo articolo.
Il tool consente di combinare temporalmente i risulta-
ti ottenuti da tutte le applicazioni dei modelli FOCUS
(un'esecuzione per ogni potenziale prodotto fitosani-
tario registrato per una particolare coltura). Per testa-
re il nuovo tool, la procedura é stata applicata a due
casi di studio (mais e melo), rappresentativi del con-
testo agricolo italiano. Inoltre, sono stati confrontati i
risultati ottenuti con i dati di monitoraggio disponibili
sui corpi idrici superficiali della regione Lombardia,
dove le due colture sono ampiamente presenti. In
questo articolo riportiamo i risultati ottenuti, con I'o-
biettivo di descrivere l'approccio e di evidenziarne le
potenzialita.

2. MATERIALI E METODI

2.1 Considerazioni generali sull'approccio metodolo-
gico

In Figura 1 €& riportato un diagramma di flusso del

metodo proposto.

L'approccio inizia con l'identificazione delle sostanze

attive (s.a.) autorizzate su una specifica coltura e del-
le relative opzioni di applicazione (GAP: Good Agricul-

| Sostanze attive autorizzzate per una |
_ specifica coltura |
Proprieta fisico-
chimiche

[

PECs (su base
giornaliera)

~ Treatment

FOCUS (Step 3 0 4)

Mix-Tool HEEIEE ‘

ecotossicologiche

| Miscele potenzialmente |
| preoccupanti |

Figura 1. Diagramma di flusso della procedura per identifi-
care le miscele di pesticidi che destano preoccupazione
rilasciate nelle acque superficiali da una determinata col-
tura. FOCUS = Forum for the Co-ordination of pesticide
fate models and their Use; PECs = predicted environmen-
tal concentrations

(2) https://drive.google.com/file/d/1sbPCN-
PSYh8qlaYL3IjM38Iz5Aowh3VE/view
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tural Practices). Vengono poi raccolti i dati sulle loro
proprieta fisico-chimiche ed eco-tossicologiche. Le
proprieta fisico-chimiche e le opzioni di applicazione
vengono utilizzate per calcolare le PEC nelle acque
superficiali, attraverso l'utilizzo dei modelli FOCUS
(step 3 e 4). Infine, le PEC (calcolate su base giorna-
liera) e i dati ecotossicologici sono utilizzati come in-
put del MIX-TOOL per identificare le miscele di pestici-
di potenzialmente problematiche.

2.1.1 Proprieta fisico-chimiche ed ecotossicologiche
dei pesticidi selezionati e relative alternative di
trattamento

Come gia accennato, il procedimento inizia con l'iden-
tificazione delle sostanze attive (s.a.) autorizzate all'u-
so sulle colture selezionate. Come casi di studio, sono
state prese in considerazione le colture di mais e me-
lo, ampiamente coltivate in Italia e in particolare nelle
sue aree agricole piu intensive della Lombardia (Italia
settentrionale). Tramite la consultazione della banca
dati italiana sui pesticidi (SIAN, 2022) é stato redatto
un elenco di dieci s.a. per ciascuna coltura tra quelle
piu utilizzate e registrate per queste colture in Italia
nel 2018. L'elenco finale non comprende le sostanze
inorganiche, poiché i modelli FOCUS non sono com-
pletamente validati per questo tipo di sostanze. Inol-
tre, sono stati esclusi anche tutti i prodotti eliminati
dal commercio prima del 2018, al fine di ottenere
una panoramica realistica sulle sostanze utilizzate piu
di recente.

In Tabella 1 sono elencate le sostanze selezionate
per le due colture prese in esame in questo studio.

Per definire gli scenari di applicazione (dosaggio, nu-

Tabella 1. Dieci tra i pesticidi pit applicati su mais e melo
in Lombardia. S.a.: sostanza attiva Fung: fungicida; Ins.:
insetticida; Erb.: erbicida

Sa. Abbrevia- - - ssificaz. (.3oltura
zione Mais Melo
Bentazone Bent Fung. X -
Captan Cap Fung. - X
Chlorpyrifos Chlor Ins. X
Chlorpyrifos-CHz  Chlor-met Ins. X -
Dicamba Dica Ins. X -
Ditianon Dith Ins. - X
alz(;ilermm Fos-Al Fung. - X
Glyphosate Gly Erb. X X
Mancozeb Manc Fung. - X
MCPA MCPA Erb. X X
Mesotrione Meso Erb. X -
Metiram Meti Fung. - X
Pendimethalin Pend Erbicida X
S-metolachlor s-Meto Erb. X -
Tebuconazole Tebu Fung. - X

Terbuthylazine Terb Erb. X -

n°l (2023)

mero di trattamenti e date di applicazione), & stato
utilizzato il database Pestidoc (ICPS, 2021) in modo da
ricavare i dati dalle etichette di almeno 10 prodotti
fitosanitari contenenti le sostanze attive selezionate
nonché selezionare l'applicazione con il maggior do-
saggio (rata di applicazione), che & considerato il caso
peggiore. | dati di applicazione selezionati sono riporta-
tiin Tabella 2.

2.1.2 Calcolo delle PEC nelle acque superficiali

La seconda fase dell'approccio proposto consiste nel
calcolo delle PEC nelle acque superficiali utilizzando i
modelli proposti dal gruppo FOCUS, utilizzando gli
scenari di applicazione precedentemente identificati.
Le proprieta fisico-chimiche e la degradabilita
(espressa come DTso) sono (insieme alla dose di ap-
plicazione) gli input necessari ai modelli FOCUS per
calcolare le PEC nelle acque superficiali. In questo
studio, i dati sono stati ricavati dai Report dell'EFSA.
La Tabella 3 riporta i dati scelti con i relativi riferimen-
ti bibliografici.

Per il calcolo delle PEC nelle acque superficiali, le
linee guida FOCUS suggeriscono un approccio in quat-
tro fasi con un livello di realisticita crescente (FOCUS,
2001). Nel presente lavoro, le PEC sono state calcola-
te utilizzando lo Step 3 proposto dal gruppo FOCUS e,
se necessario, il software SWAN 5.0, per il refinement
delle PEC, considerando le misure di mitigazione del
rischio (FOCUS Step 4). Per l'applicazione dei modelli
predittivi secondo lo Step 3, il gruppo di lavoro FOCUS
ha identificato dieci scenari ambientali realistici del
caso peggiore, sei dei quali rappresentano scenari di
drenaggio (D1-D6) e quattro scenari di run-off
(scorrimento superficiale) (R1-R4). Gli scenari sono
stati sviluppati tenendo conto delle informazioni agro-
nomiche, delle condizioni climatiche relative alle di-
verse colture e di una serie di corpi idrici tipici dell’a-
rea di studio. In questo studio, sono stati considerati
solo gli scenari rilevanti per il contesto italiano (D4,
D6, R3 e R4).

Sono stati utilizzati i seguenti software, suggeriti dalle
linee guida dell'UE (ESDAC, 2021):

e FOCUS SWASH (versione 5.3): € una shell
(pannello di controllo) di facile utilizzo, utilizzata
per inserire tutti i dati necessari per i calcoli
STEP3, come le proprieta fisico-chimiche, i tassi
di degradazione e le date di applicazione. In que-
sto studio le date di applicazione sono state sti-
mate in base all'indice BBCH (Biologische Bunde-
sanstalt, Bundessortenamt and CHemical indu-
stry, Meier, 2001) e utilizzando lo strumento
AppDate (Klein, 2012). A seconda dell'indice
BBCH al momento della distribuzione, il metodo
di applicazione variava tra l'incorporazione diretta
al suolo o la distribuzione fogliare;

e FOCUS_MACRO (versione 5.5.4): questo modello
¢ stato utilizzato per simulare i carichi di drenag-
gio dei pesticidi verso le acque superficiali; & il
modello maggiormente utilizzato per suoli alta-
mente strutturati, quali quelli italiani, poiché si-
mula anche i flussi idrici preferenziali nei macro-
pori;
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Tabella 2. Scenari di applicazione dei pesticidi per le colture di melo e mais (RA = dose di applicazione (g/ha); BBCH = Biolo-
gische Bundesanstalt, Bundessortenamt and CHemical industry; & l'indice (espresso come 'numero a due cifre) che codifica
uniformemente lo stadio di crescita fenologico della coltura; RMM = Risk. Management. Measures, misure di mitigazione del
rischio in etichetta; NTBZ: Not Treated Buffer Zone, zona cuscinetto non trattata; DRN: Drift Reduction Nozzle, ugello di ridu-

zione della deriva)

Melo

RA
(&/ha) BBCH

Ben Non registrata per questa coltura

Wl

Mais

BBCH

1488 13-16

10 (7gg) 1440 1580 20 m NTBZ Non registrata per questa coltura
Clorpyirifos-CHs Non registrata per questa coltura 1 900 16 20m NTBZ
Clorpinfos 1 792 5060  20m NTBZ + 1 3000 30 5m NTBZ +
- 50% DRN 90% DRN
Non registrata per questa coltura 1 360 1218
6 (7gg) 525 5773  20m NTBZ Non registrata per questa coltura
Fosetyl- 2 (7gg) 3000 6780 - Non registrata per questa coltura
Aluminium
1 4320 09 = 1 2880 09
4(fgg) 1500 920 80% DRN Non registrata per questa coltura
L2 268 1380 015 - 1 800 1416  5m NTBZ
Non registrata per questa coltura 1 150  12-13 20m NTBZ
| Metiram [N 1820 1330 30m NTBZ Non registrata per questa coltura
Pendimetalin 1 1320 0-70 10m NTBZ + 1 1765 09 20m NTBZ +
25% DRN 0 25% DRN
Non registrata per questa coltura 1 1440 014 5m NTBZ
4 (6gg) 225 1075 5m NTBZ Non registrata per questa coltura
Terbutilazina Non registrata per questa coltura 1 850 013 20m NTBZ

Tabella 3. Proprieta fisico-chimiche dei pesticidi selezionati. MW: peso molecolare; 1/n: pendenza dell'isoterma di adsorbi-

mento di Freundlich (costante di adsorbimento)

MW $olubi|ita
Sostanza (&/mol) in acqua
(mg/L)

Z?evsas;',ﬂ?i DTcot | DTsowster | DT50 sediment I((lf)/c 1/n Ugf;lalla(e Rif.
(mm Hg) (giorni) (giorni) (giorni) kg) pianta
7,5 242 242 0,97 1
3,8 1 0,9

2403 570 4,9x104 , 0
30059 52  4.2x10 1000 76,8 o 2
Chlorpyrifos- 0,003
3226 274 o000 12 1000 14 1462 096 0 3
CIOOTIc 3505 105  143x10° 346 1000 2993 3572 0916 O 2
221 6600  167x10° 3 a1 1000 51 078 0 4
2063 03754 271x10% 105 0505 1000 3627 09 0 5
Fosetyl- 1x107
35414 110000 00 o1 3 1000 01 1 o 6
CEEOM 1691 10500 TOUSD® 205 1000 6774 o0 091 0 1
271,3 220  133x10s 008 021 1000 771 0741 0 2
7NN 200,62 29390 0,4 24 17 1000 74 068 0 7
339 160 10x10% 142 55 56 522 094 0 8
10886 <2  <0,00001 1 2,2 1000 1000 1 o 9
SCLEETN 2813 033 3x104 1209 1000 318 3° o096 0 8
SMetolachior [EC L 0 31,7 1000 1000 199 093 O 8
3078 36  13x106 399 544 1000 769 085 0 10
Terbuthylazine [REZLNARIEY: 0 194 1000 699 151 093 O 4

Rif: 1: EFSA Journal 2015;13(11):4302; 2: List of Endpoints 2017 (https://www.efsa.europa.eu/en/consultations/

call/180417); 3: SANCO/3061/99 - rev. 2; 4: EFSA Journal 2011;9(1):1965; 5; EFSA Journal 2010;8(11):1904; 6: 6: EFSA
Journal 2018;16(6):5307; 7: PPDB; 8: EFSA Journal 2016;14(3):4419; 9: List of Endpoints 2018; 10: List of Endpoints

2010

o FOCUS_PRZM_SW (versione 4.3.1): questo mo-

e FOCUS_TOXSWA (versione 5.5.3): & utilizzato per
gestire i dati di output di MACRO e PRZM e per
valutare il destino ambientale dei pesticidi all’in-

terno del corpo idrico a bordo del campo, conside-
rando la degradazione e la ripartizione nei sedi-
menti;

SWAN (versione 5.0): € uno strumento per incor-
porare gli effetti delle misure di mitigazione nei
calcoli delle PEC.
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Tabella 4. Dati ecotossicologici dei pesticidi selezionati

0,57 0,0006
0,47 0,0001
0,0322 0,0112
0,007 0,584
0,0038 0,147

L'impostazione predefinita dei modelli FOCUS preve-
de solo la concentrazione massima nelle acque su-
perficiali (PECsw) € le successive concentrazioni in
alcuni intervalli di tempo predeterminati dopo il rag-
giungimento della PECsw massima. Tuttavia, poiché il
nostro approccio richiede concentrazioni giornaliere
di pesticidi durante I'anno, abbiamo selezionato I'op-
zione di output dettagliata di TOXWA, che fornisce la
serie completa di dati PEC su base oraria nel corpo
idrico superficiale.

2.1.3 MIX-TOOL: miscele di pesticidi rilasciate dalle
colture (valutazione "hedge of field")

La terza fase dell'approccio proposto prevede l'identi-
ficazione delle miscele di pesticidi nelle acque super-
ficiali durante I'anno, in riferimento a una determina-
ta coltura e seguendo il calendario dei trattamenti. E
stato creato un semplice strumento basato sul pro-
gramma Microsoft-Excel (MIX-TOOL®)), che gestisce i
dati generati dai modelli FOCUS durante la fase pre-
cedente. Un primo foglio € stato preparato per ospita-
re i dati di output dei modelli FOCUS (copiando sem-
plicemente il file di testo di output da TOXWA e incol-
landolo nel foglio xls). Successivamente, lo strumento
seleziona automaticamente il valore massimo di PEC
ottenuto per ogni s.a. durante le 24 ore (come prece-
dentemente indicato, nei modelli FOCUS le PEC sono
espresse su scala oraria). Di conseguenza, per ogni
giorno dell'anno, & possibile ottenere la composizione
della miscela in termini di concentrazioni, semplice-
mente elencando i risultati delle concentrazioni gior-
naliere di ciascuna s.a. nelle colonne successive.

Inoltre, MIX-TOOL caratterizza le miscele anche in

(3) https://drive.google.com/file/d/1sbPCN-
PSYh8qlaYL3IjM38Iz5Aowh3VE/view
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Daphnia ECso Pesci o
Riferimento
100 100

EFSA Journal 2015;13(4):4077

0,0147 List of Endpoints 2017
0,41 SANCO/3061/99 - rev. 2
0,025 List of Endpoints 2017
100 EFSA Journal 2011;9(1):1965
0,0194 EFSA Journal 2010;8(11):1904
100 EFSA Journal 2018;16(6):5307
38 EFSA Journal 2015;13(11):4302
0,56232 List of Endpoints 2017
50 SANCO/4062/2001-final
120 EFSA Journal 2016;14(3):4419
0,336 List of Endpoints 2018
0,196 EFSA Journal 2016;14(3):4420
1,23 List of Endpoints 2018
4.4 List of Endpoints 2010
2,2 EFSA Journal 2011; 9(1):1969
termini di tossicita, utilizzando il modello CA

(Altenburger et al., 2000), che si basa sul principio
che tutti i componenti della miscela si comportano
come se fossero semplici diluizioni l'uno dell'altro. In
particolare, questo modello considera che una data
sostanza chimica possa essere sostituita da una con-
centrazione equivalente in termini di effetto (ad
esempio, una ECso) di un'altra sostanza chimica, sen-
za modificare l'effetto totale su quel target. Secondo il
modello CA, la tossicita complessiva di una miscela
(TUmix) pud essere calcolata come segue:

Cmix n ci
ECkmir ' =lEcx

TUpgy = = ¥, TU [1]

dove: Cmix € la concentrazione totale dei componenti
della miscela; ECxmix € la concentrazione della miscela
che produce una certa percentuale di effetto; Ci ed
ECx;, sono rispettivamente la concentrazione e l'effet-
to di una sostanza "i"; TU;, € la frazione di unita di tos-
sicita della sostanza "i".

TUmix si ottiene sommando la tossicita di ciascun com-
ponente (C/ECxi = TU).

Le alghe, le dafnie e i pesci sono stati identificati co-
me organismi non bersaglio rappresentativi dei livelli
trofici degli ecosistemi acquatici e la tossicita della
miscela per questi organismi € stata calcolata utiliz-
zando i valori ECso 0 LCso (Tabella 4).

Inoltre, sempre in un’ottica di caso peggiore, sono
stati applicati dei fattori di incertezza (AF: Assessment
Factor) alla tossicita delle miscele, calcolata secondo
I'Eq. 1 (0,1 per le alghe e 0,01 per Daphnia e pesci).
Questa procedura € in linea con la procedura di valu-
tazione del rischio dei pesticidi (EFSA 2013).
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2.2 Dati di monitoraggio

| dati di monitoraggio delle acque superficiali sono
stati ottenuti dall'autorita ambientale regionale (ARPA
Lombardia, 2022) per il periodo 2015-2017. Il set di
dati di input per ciascun campione include l'identifica-
tivo della stazione di monitoraggio, le coordinate geo-
grafiche, la data e il nome del campione, le concen-
trazioni misurate e il limite di quantificazione di cia-
scuna sostanza campionata.

3. RISULTATI E DISCUSSIONE

Come riportato nella sezione "Materiali e metodi",
abbiamo scelto il mais e il melo come casi di studio
per sperimentare MIX-TOOL e per valutarne i risultati.
Entrambe le colture sono ampiamente rappresentati-
ve dello scenario agricolo italiano, occupando una
superficie agricola utilizzata (SAU) di 588.597 Ha per
il mais e 114.050 Ha per il melo (ISTAT, 2022)..

3.1 Andamento annuale della tossicita delle miscele
emesse da mais e melo e confronto tra gli sce-
nari

Le Figure 2 e 3 mostrano I'andamento annuale (in
scala logaritmica) dei valori delle unita di tossicita
rapportate al fattore di attenuazione (TU/AF) delle
miscele rilasciate da un ettaro di mais o di melo du-
rante I'anno (valutazione a bordo campo). Valori di log
TU/AF > 0 indicano che viene superata la soglia di
rischio.

Rispetto agli scenari di run-off (R3 e R4), gli scenari di
drenaggio (D4 e D6) mostrano una minore frequenza
e intensita di rischio per gli organismi acquatici per
entrambe le colture considerate. In particolare, la
soglia di rischio per il mais viene lievemente superata
solo nei mesi di aprile e maggio/luglio, rispettivamen-
te per le alghe e i pesci, mentre per la Daphnia il ri-
schio potenziale é riscontrabile nel mese di maggio e
talora in inverno (probabilmente a causa dei picchi di
precipitazioni invernali che possono trasportare alcu-
ni residui nelle acque superficiali, come si evince dal-
la Figura 2 A, B, C). Un quadro simile si osserva per le
miscele provenienti dalle applicazioni su melo (Figura
3 A, B, C). Infatti, per i tre organismi acquatici, la so-
glia di rischio viene sporadicamente superata nel pe-
riodo aprile-luglio (per la Daphnia anche nel periodo
novembre-dicembre) per quanto riguarda il drenaggio.
Al contrario, negli scenari di run-off i superamenti
sono molto frequenti durante tutto I'anno per entram-
be le colture (Figure 2 € 3 E, F, G).

La tossicita delle potenziali miscele rilasciate dalle
due colture qui considerate varia notevolmente nel
corso dell'anno per i diversi organismi acquatici e per
gli scenari considerati. | valori di tossicita piu elevati
per gli organismi algali si ottengono con lo scenario
R4, in particolare nella seconda meta di aprile, con
un intervallo TU/AF di 16-42 e 9,3-92 rispettivamente
per mais e melo, e nei mesi di maggio e giugno, con
un intervallo TU/AF di 5-8 e 6-12 rispettivamente per
mais e melo (Figure 2D e 3D). Inoltre, la Daphnia
sembra essere l'organismo piu a rischio in tutti gli
scenari ambientali. Infatti, la soglia di rischio viene
spesso superata durante I'anno: i valori TU/AF >1 per
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il mais sono stati riscontrati 118 e 129 volte in R3 e
R4 e 27 e 46 volte per il melo, con alcuni valori nei
mesi tra maggio e luglio che superano la soglia di
rischio di 3-4 ordini di grandezza, in particolare per il
mais. Infine, per quanto riguarda i pesci, o scenario
R4 & quello piu a rischio, soprattutto nei mesi di apri-
le-maggio; infatti i valori TU/AF>1 sono stati riscontra-
ti 29 e 27 volte durante I'anno rispettivamente per il
mais e il melo.

Dai risultati ottenuti, si evince che le potenziali misce-
le, derivanti dall'applicazione di una selezione di pe-
sticidi registrati per il mais e il melo, possano rappre-
sentare un problema ambientale in particolare in
quelle aree agricole italiane paragonabili agli scenari
R3 e R4 delle linee guida FOCUS per le acque superfi-
ciali.

3.2 Miscele a cui prestare attenzione

La Tabella 2 e la Tabella 5 elencano i componenti
delle miscele che presentano valori di TU superiori a
1 (miscele ad alto rischio per le acque superficiali)
per ogni organismo acquatico considerato, per ogni
scenario FOCUS e in diversi periodi dell'anno. Viene
inoltre riportato il contributo relativo (in percentuale)
di ciascuna sostanza attiva alla tossicita complessiva
della miscela. | dati sono raggruppati in diversi periodi
di tempo considerando I'omogeneita nella composi-
zione delle miscele e il contributo dei componenti alla
tossicita della miscela.

Analizzando questi dati, possiamo sottolineare che il
numero di componenti e il loro contributo relativo alla
tossicita della miscela variano durante I'anno per en-
trambe le colture. Tuttavia la tossicita pud essere
spesso attribuita a un solo composto (0 a pochissimi),
come riportato in studi precedenti che evidenziano
come pochi composti guidino solitamente la tossicita
delle miscele (Gustavsson et al., 2017; Rydh Sten-
strom et al.,, 2021). Infine, questa considerazione
consente di comprendere meglio i risultati riportati
nelle Figure 2 e 3, in particolare per gli scenari R3 e
R4, dove la tendenza a superare la soglia di rischio &
molto elevata. Infatti, nella maggior parte dei casi, il
rischio & dovuto al rilascio di un solo residuo di so-
stanza attiva

Nelle sezioni seguenti, analizziamo in modo approfon-

dito ogni caso di studio.

3.2.1 Mais

Dalla Figura 2 e dalla Tabella 2 si evincono le seguen-
ti considerazioni:

Alghe: Negli scenari di drenaggio (D4 e D6) le miscele
che destano preoccupazione sono rilasciate esclusi-
vamente nel mese di aprile (Figura 1A e Tabella 2) e
sono composte dai tre erbicidi Terbuthylazine, S-
metolachlor e Pendimethalin (Terb, s-Meto e Pend),
ognuno dei quali fornisce in entrambi gli scenari un
contributo simile alla tossicita. Negli scenari di run-off
(R3 e R4) il flusso delle miscele & piu diffuso durante
l'anno (Figura 2D e Tabella 2). Tuttavia, si pud osser-
vare che tutte le miscele interessate sono composte
quasi esclusivamente dall'erbicida Pend (la percen-
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Figura 2. Andamento annuale della potenziale tossicita della miscela rilasciata da un ettaro di coltura di mais in relazione a

diversi scenari dei modelli FOCUS (D4-D6: scenari di drenaggio; R3-R4: scenari di run-off). FOCUS =

Forum for the Co-

ordination of pesticide fate models and their Use. La tossicita potenziale (log TU/AF) viene espressa in scala logaritmica co-
me rapporto tra la TU (tossicita della miscela) e il fattore di sicurezza (AF: assessment factor; AF considerato per le alghe: 0,1;
AF per Daphnia e pesci: 0,01). Alghe: Figure A e D; Daphnia: Figure B e E; pesci: Figure Ce F

tuale di contributo alla tossicita delle miscele varia
dal 76% al 100%), ad eccezione del periodo compre-
so tra aprile e fine maggio, in cui la composizione
delle miscele é simile a quella osservata per gli sce-
nari D4-D6 (Terb, s-Meto e Pend). Questi erbicidi ven-
gono applicati sul mais in pre- o post-emergenza
(aprile/maggio). Tuttavia, Terb e s-Meto sono relativa-
mente mobili nel terreno, con un'emivita nel suolo
(DTso0suolo) di circa 25 giorni. Al contrario, il Pend mo-
stra una maggiore affinita per il suolo (Koc > 15.000
mL/g) e un DTsosuolo SUperiore a 100 giorni. Queste
differenze potrebbero spiegare la presenza nella mi-
scela di Terb e s-Meto esclusivamente durante il pe-
riodo di trattamento e la presenza di Pend durante
tutto I'anno.

Daphnia e pesci: In tutti gli scenari FOCUS, quasi sola-
mente due insetticidi organofosforici Chlorpyrifos o
Chlorpyrifos-CHs (Chlor, Chlor-met) formano delle mi-
scele potenzialmente preoccupanti. Le uniche ecce-
zioni sono evidenti in aprile, dove le miscele sembra-
no essere caratterizzate anche dalla presenza di alcu-
ni erbicidi (ad esempio, nello scenario R3 per la Da-
phnia, durante l'evento di pioggia del 22 aprile la mi-
scela era composta da Chlor, Terb, s-Meto e Pend).

3.2.2 Meleti

Dalla Figura 3 e dalla Tabella 2 emergono le seguenti
considerazioni:
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Alghe: Con poche eccezioni, in tutti gli scenari consi-
derati la tossicita delle miscele & guidata da un solo
composto, in particolare dall'erbicida Pendimethalin
(Pend) e dai fungicidi Mancozeb (Manc) e Metiram
(Meti). Negli scenari R3 e R4, la potenza tossica delle
miscele pud dipendere da una combinazione di diver-
si composti (R3: 12 e 20-21 aprile; R4: 18-20 mag-
gio).

Daphnia e pesci: In tutti gli scenari FOCUS considera-
ti, la tossicita delle miscele per Daphnia e pesci di-
pende dalla presenza di un’unica sostanza attiva, e
nello specifico: i fungicidi Mancozeb (Manc), Captan
(Cap) e Ditianon (Dith) rispettivamente ad aprile, mag-
gio e luglio, I'erbicida Pendimethalin (Pend) a fine
aprile e l'insetticida Chlorpyrifos (Chlor) a maggio e
dicembre. Infine, in entrambi gli scenari di run-off
durante il mese di aprile (e talvolta in maggio) la tossi-
cita delle miscele dipende dalla combinazione di due
0 piu composti: Chlorpyrifos (Chlor), Pendimethalin
(Pend), Captan (Cap) e Metiram (Meti).

3.3 Confronto con i dati di monitoraggio

Secondo Ippolito e Fait (2019), un fattore chiave nella
selezione dei modelli predittivi per il destino ambien-
tale dei pesticidi € l'identificazione della scala spazio-
temporale piu appropriata (appezzamento, bacino,
intera regione o globale). Infatti, all'aumentare della
scala spazio-temporale cresce la complessita delle
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Figura 3. Andamento annuale della potenziale tossicita della miscela rilasciata da un ettaro di meli in relazione a diversi sce-
nari dei modelli FOCUS (D4-D6: scenari di drenaggio; R3-R4: scenari di run-off). FOCUS = Forum for the Co-ordination of pesti-
cide fate models and their Use. La tossicita potenziale (log TU/AF) viene espressa in scala logaritmica come rapporto tra la
TU (tossicita della miscela) e il fattore di sicurezza (AF: assessment factor; AF considerato per le alghe: 0,1; AF per Daphnia e
pesci: 0,01). Alghe: Figure A e D; Daphnia: Figure B e E; pesci: Figure Ce F

variabili e dei processi dinamici da considerare (ad
esempio: carichi ambientali, idrologia dei corpi idrici,
degradazione, deposizione di  sedimenti, ri-
sospensione e volatilizzazione). Nel contesto delle
attuali procedure dell'Unione Europea per l'autorizza-
zione dei pesticidi (EFSA, 2013), la caratterizzazione
dell'esposizione per gli organismi acquatici si basa
sull'approccio edge-of-field e sull'utilizzo di modelli
predittivi applicati a scenari ambientali artificiali rap-
presentativi delle ragionevoli condizioni peggiori nel
territorio dell'Unione Europea (Linders et al., 2003). In
genere, l'analisi viene effettuata per ogni singolo prin-
cipio attivo presente nelle formulazioni commerciali.
Nel nostro studio proponiamo un approccio di tipo
edge-of-field per identificare le miscele piu probabili e
rilevanti dal punto di vista tossicologico emesse dagli
appezzamenti trattati nel corso dell'anno. Questo ap-
proccio ha il vantaggio di ridurre il numero di dati di
input (ad esempio, non sono necessari dati specifici
del sito); d'altra parte, non € conosciuta la rilevanza
spaziale delle previsioni. Inoltre, quando si considera-
no miscele di sostanze chimiche, il margine del cam-
po potrebbe non essere il caso peggiore in termini di
rischio aggregato e dovrebbe essere presa in conside-
razione anche una valutazione a scala di bacino
(Holmes et al., 2018). | risultati ottenuti con I'approc-
cio edge-of-field non possono essere estrapolati su
una scala spazio-temporale piu ampia (ad esempio,
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un bacino idrografico ed anno idrologico) e potrebbe
non essere appropriato un confronto tra i nostri risul-
tati e quelli derivanti dalle campagne di monitoraggio.
D'altra parte, la composizione delle miscele di sostan-
ze attive in un bacino idrografico dipende fortemente
dai pesticidi emessi dalle colture a bordo campo. In
piccoli bacini caratterizzati da un'omogeneita nell'uso
del suolo agricolo (una o poche colture), la composi-
zione della miscela sara caratterizzata da quei pesti-
cidi che sono largamente utilizzati sulle colture preva-
lenti presenti nell'area considerata.

Sulla base di queste considerazioni, e per validare
(almeno qualitativamente) l'approccio proposto, ab-
biamo confrontato i nostri risultati con i dati derivanti
dai piani di monitoraggio (considerando il periodo
2015-2017) effettuati dalle autorita regionali italiane
e lombarde (ARPA Lombardia, 2022; Istituto Superio-
re per la Protezione e la Ricerca Ambientale [ISPRA],
2020), in particolare in regione Lombardia, dove en-
trambe le colture sono diffuse. Purtroppo, Mancozeb
(Manc), Ditianon (Dith), Metiram (Meti) e Captan
(Cap) non sono (o sono scarsamente) inclusi nell'elen-
co dei piani di monitoraggio in ltalia (ISPRA, 2020) e
questo ha ostacolato la possibilita di un confronto per
il melo. Di conseguenza, abbiamo concentrato la no-
stra attenzione su un piccolo bacino fluviale della
Lombardia (basso corso dell'Adda, Nord ltalia) carat-
terizzato dalla presenza intensiva di mais (~73% della
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Tabella 5. Miscele prioritarie (TU >1) rilasciate dal melo durante un anno per diversi scenari FOCUS e organismi acquatici. Il
contributo di ogni componente alla tossicita complessiva della miscela € espresso in percentuale (in grassetto se il contributo
€ >70%,; - quando il contributo & <1%)

Scenario Periodo Gly | Chlor Pend | MCPA | Tebu | Manc | Fos-Al Cap Meti Dith

Algae

20 Aprile - - - - - 100 - - - -
D4 26 Aprile - - 100 - - - - - R _
30 Mggio - - - - - - 2.1 97 -

4 Aprile 4.2 - - - - 95 - - - -
11 Aprile - - 100 - - - R i} R i
R3 12 Aprile - - 335 - - - - - 66.4 -
20-21 Aprile - - 39 - - - - 11 49 -
Novembre - - 100 - - - - - _ R

21 Marzo 4 - - - - 96 - - B, -
15 Aprile - - 94 - - - R i 6 j
22 Aprile - - - - - _ - R 100 R
26 Aprile - - 18 - - - - 5 77 -
4 Maggio - - - - - - - - 100 -
8 Maggio - - 19 - - - - 3 77 -
18-20 Maggio - - 61-73 - - - - 1.7-5 | 2130 | 2.9-34
Luglio-Dicembre - - 100 - - - - - R B

R4

Daphnia

20 Aprile - - - - - 100 - - . -
26 Aprile - - 100 - - - - - - _
D4 30 Maggio - 100 - - - - - . - i}
4 Luglio - - - - - - 4.2 - - 95
6-9 Dicembre - 100 - - - - - - - ]

4-5 Aprile - - - - - 100 - - - -
9 Aprile - - - - - 6 - 94 - -
11 Aprile - - 100 - - - - - - -
12 Aprile - - 51 - -
18 Aprile - - - - -
R3 20 21Aprile - 30 8 - - - - 57 5 -
27 Aprile-16 Maggio - - - - - - - 99-100 - -
18-23 Maggio - 100 - - - - - - - -
30 Maggio - 23 - - - - - 76.5 - -
16 -30 Giugno - 12763 - - - - <6.3 | 8797 - -
11 Ottobre- 28 Nov. - | 9899 | 1.3-1.9 - - - - - - -

21 Marzo - - - - - 100 - - - -
15 Aprile - - 91.6 - 1.8 - - 3.8 2.8 -
26 Aprile - 14.5 8.9 - - - - 57.9 18 -
28-29 Aprile - 100 - - - - - . - _
3 Maggio - 13 - - - - - 87 - -
8-9 Maggio - 1 99-100 - - - - - . - _
10-12 Maggio - 27 - - - - - - - 73
12 Maggio - 31 - - - - - 69 - -
19 Maggio - 100 - - - - - . - }
21 Maggio - 69 - - - - - 31 -
22-25 Maggio - 100 - - - - - - - -
30 Maggio - 37 - - - - - 63 - -
12 Giugno - 19 - - - - 5 75 - -
29 Giugno-Dicembre - 196-100| <3.6 - - - - - - _

R4
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Tabella 5. Miscele prioritarie (TU >1) rilasciate dal melo durante un anno per diversi scenari FOCUS e organismi acquatici. Il
contributo di ogni componente alla tossicita complessiva della miscela € espresso in percentuale (in grassetto se il contributo

€ >70%,; - quando il contributo & <1%)

Scenario Periodo Gly | Chlor Pend | MCPA | Tebu | Manc | Fos-Al Cap Meti Dith
Pesce
20 Aprile - - - - - 100 - - B B
D4 26 Aprile - - 100 - R R B _ B _
30 Maggio - 13.6 - - - - - 84.6 1.8 -
4 Luglio - - - - - - B - B 100
4 Aprile 14 - - - 5.5 80 - - - -
9-10 Aprile - - - - - - - 100 - -
11 Aprile - - 100 - - - - - B B
R3 12 Aprile - - 32 - - - - - 68 -
18 Aprile-17 Maggio - - - - - - - 99-100 - -
18 Maggio - 37 - - - - - - B 63
30 Maggio 1 Luglio - - - - - - - 100 B B
21 Marzo 15 - - - - 85 - - B B
26 Marzo - - - - - - - 100 - -
15 Aprile - - 20 - - - - 77.9 1.4 -
22 Aprile - - - - - - - - 100 -
24 Aprile - - - - - - - 100 - -
26-27 Aprile - - - - - - - 99 - _
28 Aprile - 99 - - - - - 1.1 - B
3 Maggio - - - - - - - 100 - -
4 Maggio - - - - - - - 2 98 -
8 Maggio - 2.4 - - - - - 96 1.1 B
R4 10 Maggio - - - - - - - - B 100
12-18 Maggio - <4 - - - - - 92-100 - -
19-20 Maggio - 11 1.4 - - - - 76 - 11
21 Maggio -12 Giugno - - - - - - - 100 - -
23-30 Giugno - 1662|0417 - - - - 91-97 - 0.3-1.1
4 Luglio - 19.3 6 - - - - 72 - 29
10 Luglio - 46 17 - - - - 33 - 5
15-23 Luglio - | 61-62 | 26-33 - - - - 1.3-85 - 3.1-4.7

superficie agricola totale, ISTAT, 2022). Secondo il
dossier ICPS (ICPS, 2007), l'area considerata &€ me-
glio rappresentata dagli scenari FOCUS D4 e D6. Per
questo motivo, abbiamo confrontato i dati di monito-
raggio con i risultati ottenuti per questi scenari. Dai
calcoli di MIXTOOL, riportati in Tabella 2 e nella Figura
2A-C, la presenza di miscele ad alto rischio su appez-
zamenti coltivati a mais in scenari D4 e D6 € riportata
in aprile (alghe e pesci), a maggio (Daphnia e pesci) e
tra ottobre e dicembre (Daphnia). Inoltre, come prece-
dentemente esposto, la tossicita complessiva delle
miscele € strettamente dipendente dal contributo di
uno (Chlor o Chlor-met per Daphnia e pesci) o pochi
componenti (Terb, s-Meto, Pend per gli organismi al-
gali). Anche se con qualche piccola differenza, i nostri
risultati sembrano essere in accordo con i dati di mo-
nitoraggio. La Tabella 6 riporta le miscele ad alto ri-
schio rilevate durante le campagne di monitoraggio
nel tratto inferiore del fiume Adda nel 2015-2017. |
dati confermano che il rischio piu elevato per gli orga-
nismi acquatici si verifichi tra maggio e luglio. In parti-
colare per le alghe, il rischio & dovuto principalmente
alla presenza di Terb, s-Meto e Flufenacet, mentre
per la Daphnia e i pesci il rischio & associato esclusi-
vamente alla presenza di residui di Clor o Clor-met.
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Flufenacet e Pend sono le uniche sostanze con valori
diversi tra i risultati calcolati da MIX-TOOL e i dati di
monitoraggio. Una possibile spiegazione di questa
discrepanza & che la scelta del Pend é stata fatta in
base alla quantita di sostanza attiva venduta in Italia.
Tuttavia, questo composto é registrato per molte col-
ture (al contrario del Flufenacet); inoltre, in Lombar-
dia Pend non é tra i pesticidi piu utilizzati.

CONCLUSIONI

Nel presente studio viene proposto un approccio di
valutazione del rischio edge-of-field per la valutazione
di miscele di pesticidi potenzialmente impattanti
emesse dalle colture agricole nelle acque superficiali
(Finizio et al, 2022b, https://doi.org/10.1002/
etc.5363). L'approccio utilizza le procedure standard
previste per l'autorizzazione all'immissione in com-
mercio nell'Unione Europea per le singole sostanze
attive, ma é stato messo a punto per la previsione di
miscele di pesticidi rilevanti nelle acque superficiali.
La composizione delle miscele emesse dalle colture
nel corso dell'anno & stata ottenuta prendendo in
considerazione le strategie di difesa autorizzate (cioé
le sostanze attive registrate su una coltura) e utiliz-
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Tabella 6. Miscele potenzialmente preoccupanti (TU>1) identificate nel tratto inferiore del fiume Adda (Lombardia; piano di
monitoraggio: 2015-2017). TUmix: tossicita della miscela (per il calcolo, si veda eq. 1). Per gli acronimi delle sostanze attive

nella composizione della miscela, si veda Tabella 1

_ Data di ) Composizione della_l r_n!sc_ela_
Nome stazione - TU (% di contributo alla tossicita di miscela
campionamento -
complessiva)
Algae
Crema - Molinara (Roggia) 25/06/2015 7,3 Terb (74), s-Meto (25)
Castelnuovo Bocca d'Adda - Adda (Collettore) 14/04/2016 3,4 Terb (67), Flu (28), s-Meto (4.4)
Castelnuovo Bocca d'Adda - Adda (Collettore) 14/05/2015 2,5 Terb (45), s-Meto (36), Flu (13.6)
Castelnuovo Bocca d'Adda - Adda (Collettore) 16/06/2015 1,7 s-Meto (43), Terb (36), Flu (17)
Crema - Cresmiero (Roggia) 25/06/2015 1,6 s-Meto (51), Terb (48)
Castelnuovo Bocca d'Adda - Gandiolo (Colatore) 14/05/2015 1,5 Flu (67), Terb (14%), s-Meto (9)
Daphnia
Castelnuovo Bocca d'Adda - Adda (Collettore) 14/05/2015 20 Chlor (100)
Castelnuovo Bocca d'Adda - Gandiolo (Colatore) 14/05/2015 20 Chlor (100)
Montodine - Serio (Fiume) 05/07/2017 3 Chlor-met (100)
Pesci
Castelnuovo Bocca d'Adda - Adda (Collettore) 14/05/2015 2 Chlor (88), s-Meto (7), Terb (3),
Castelnuovo Bocca d'Adda - Gandiolo (Colatore) 14/05/2015 2 Chlor (96), s-Meto (1)

zando i modelli FOCUS per il calcolo della PEC di ogni
sostanza attiva nelle acque superficiali. Nel software
MIX-TOOL proposto, le PEC ottenute dall'applicazione
dei modelli FOCUS sono espresse a livello giornaliero.
Cido consente di calcolare la tossicita della miscela
emessa da una determinata coltura nell'arco di un
anno mediante I'applicazione del modello di Concen-
tration Addition (CA). Per semplificare la procedura,
abbiamo sviluppato un semplice strumento basato
sul programma Microsoft-Excel (MIX-TOOL, scaricabile
da https://drive.google.com/file/d/1sbPCN-
PSYh8qlaYL3IjM38Iz5Aowh3VE/view). L'applicazione
della procedura al caso studio delle colture mais e
melo (rappresentative del contesto agricolo italiano)
ha permesso di identificare le miscele impattanti rila-
sciate da queste colture su scala edge-of-field. Il note-
vole accordo tra le miscele previste e quelle osserva-
te ha dimostrato la validita del metodo MIX-TOOL ap-
plicato a un'area caratterizzata dalla presenza inten-
siva di mais (tratto inferiore del fiume Adda). Ritenia-
mo che questo tipo di strumento possa essere un
utile supporto per le agenzie ambientali in Europa ed
in Italia al fine di valutare l'impatto delle miscele di
pesticidi nelle acque superficiali. Il programma € an-
che corredato di un manuale di utilizzo (user manual)
che puo essere richiesto agli autori di questo articolo.
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Monitoraggio e quantificazione del trasporto solido in sospensione:

sviluppo di sediment rating curve

acuradi

Anna Maria De Girolamo (*), Istituto di Ricerca sulle Acque, viale F. De Blasio 5, Bari

RIASSUNTO

L’obiettivo del presente lavoro € definire una metodologia per valutare il trasporto solido in sospensio-
ne in un corso d’acqua a regime torrentizio mediante lo sviluppo di curve di deflusso (sediment rating
curve). A tale scopo, sono state utilizzate misure in continuo di portata (Q) e valori discreti (n = 210) di
concentrazioni di solidi in sospensione (SSC), campionati dal 2010 al 2011 nella sezione “Masseria
Pirro” del fiume Celone (SE, Italia). Per migliorare I'accuratezza nella stima del carico, l'intero set di dati
e stato suddiviso in tre sottoinsiemi di dati sulla base del regime idrologico (piena, morbida, magra) e
per ciascun subset di dati & stata sviluppata una sediment rating curve mediante la quale é stata sti-
mata la SSC in funzione della Q ed infine stimato il carico di SS a scala annuale. Per ridurre I'errore di
back-transformation € stato introdotto un fattore di correzione (CF). Applicando la stratificazione dei
dati, il carico specifico annuo variava da 261 t km-2 a1 a 606 t km~2 a1 senza e con l'introduzione del
CF, rispettivamente. Tale valore € indicativo di accentuati processi erosivi in atto nel bacino idrografico.

SUMMARY

Sampling strategies and methods used for estimating sediment load passing through a river section can
lead to a large uncertainty in suspended sediment transport quantification, especially in rivers with a high
variability in streamflow. The aim of this paper is to evaluate suspended sediment load by developing sed-
iment rating curves. To improve the accuracy in load estimation, the whole dataset was divided in three
subsets of data based on the flow regime, and sediment rating curves were developed for each dataset.
In addition, a correction factor (CF) was introduced for reducing the back-transformation bias. One year of
continuous measurement of streamflow, and discrete values (n = 210) of suspended sediment concen-
tration, sampled from 2010 to 2011 in the Celone River (SE, Italy), were used to estimate the annual
load. After applying the flow regime stratifications, the specific annual load ranged from 261 to 606 t

km-2 a1,

1. INTRODUZIONE

Studi recenti hanno evidenziato che il 70% del territo-
rio dell’Unione Europea € soggetto a degrado del suo-
lo a causa di pratiche gestionali non sostenibili (EC,
2020). Nell'Europa meridionale il 25% del territorio &
ad alto rischio di desertificazione (Ferreira et al.,
2022). L'erosione del suolo & una delle principali cau-
se della perdita della biodiversita, della compattazio-
ne e contaminazione dei suoli (Panagos et al., 2020).
L’erosione del suolo ed il trasporto di sedimenti, inol-
tre, hanno un ruolo fondamentale nel veicolare verso
i corpi idrici superficiali gli inquinanti derivanti dalle
attivita antropiche (De Girolamo et al., 2019).

| fattori geomorfologici e climatici che caratterizzano i
bacini idrografici dell’Appennino e le pratiche agrono-
miche adottate nelle aree collinari e montuose (e.g.
arature a rittochino) contribuiscono alla perdita di
suolo ad opera dello scorrimento superficiale delle
acque. Il regime idrologico dei corsi d’acqua contribui-
sce, inoltre, alla definizione del regime dei sedimenti
attraverso i processi di erosione e sedimentazione in
alveo.

La quantificazione del trasporto in sospensione forni-
sce importanti informazioni relative sia ai processi

* annamaria.degirolamo@ba.irsa.cnr.it

erosivi in atto in un bacino idrografico sia agli aspetti
qualitativi delle acque superficiali (De Girolamo et al.,
2015). Le metodologie piu utilizzate per quantificare
il trasporto solido in sospensione sono basate su mi-
sure in continuo di torbidita condotte mediante sonde
ottiche a infrarossi o basate su campionamenti di-
screti di acqua e determinazioni in laboratorio delle
concentrazioni di solidi in sospensione (SSC). In una
sezione fluviale, la quantificazione dei carichi di solidi
in sospensione & determinata mediante I'integrale,
nell’intervallo di tempo considerato, del prodotto della
portata (Q) per la SSC. Questa relazione non puo es-
sere applicata nel caso di dati discreti di SSC non
essendo nota la legge di variazione della SSC tra due
campionamenti successivi. Tale problema, noto in
letteratura come load estimation problem, & stato
affrontato da numerosi ricercatori. Tuttavia, la mag-
gior parte degli studi ha riguardato bacini di medie e
grandi dimensioni mentre non sono stati adeguata-
mente studiati i piccoli bacini con fiumi a carattere
intermittente (De Girolamo et al., 2018). La disponibi-
lita di dati, le dimensioni del bacino ed il regime delle
portate giocano un ruolo fondamentale nella scelta
del metodo da utilizzare, sebbene ogni metodo pre-
senti limitazioni.

Obiettivo del presente studio € definire una metodolo-
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gia per quantificare il trasporto solido in sospensione
basata su dati discreti di SSC e dati in continuo di Q.
A tal fine é stato esaminato un caso di studio: il Tor-

rente Celone (Puglia).

2. MATERIALI E METODI
2.1 Area di studio

L’area di studio (72 km?2) costituisce la parte montana
del bacino idrografico del torrente Celone (Puglia set-
tentrionale). Il torrente ha origini sul Monte San Vito
(Monti Dauni), esso scorre verso nord-est e confluisce
nell'invaso Capaccio (capacita 25.82 milioni di m3). A
monte dell'invaso Capaccio, I'asta principale & lunga
24 km e I'intera rete di drenaggio & di circa 80 km.

L’alveo si presenta inciso nella zona montana, con
dimensioni relativamente modeste, pendenze elevate
ed in fase di erosione accentuata. In tutta I’'area mon-
tana sono state costruite numerose briglie per ridurre
I’erosione delle sponde. Il canale principale assume
una forma a canali intrecciati in corrispondenza di
una pianura alluvionale, dove buona parte del mate-
riale grossolano viene depositato, e prosegue poi con
un tracciato meandriforme. Le principali unita litologi-
che sono formazioni flyshoidi (flysch della Daunia) e
argille grigio-azzurre nella parte alta del bacino e de-
positi alluvionali nella pianura. | principali tipi di suolo
sono classificati come tipic-haploxerroll, vertic-
haploxeroll e tipic-calcixeroll secondo la classificazio-
ne USDA. L’altitudine media dell’area & di 386m
s..m. (da 218 m a 1142 m). Dal 1960 al 2001, la
precipitazione media annua era 792 mm nella zona
di monte (Faeto; 866) e 623 mm nella zona di valle
(Troia) mentre la temperatura variava tra 3,4°C (a
gennaio) e 20,3°C (ad agosto) nella parte alta del
bacino e tra 7,2°C e 25,5°C nella zona di valle. In
estate, generalmente, si registrano eventi di breve
durata ed elevata intensita. Le precipitazioni esercita-
no una grande influenza sul regime di deflusso del
Celone, sull’erosione e sul dilavamento di sedimenti e

G Bacino del Candelaro

Bacino del Celone
| Area di studio
[' ] Diga Capaccio

A Stazioni meteorologiche
¢ Stazioni idrometriche

Figura 1. Area di studio. Stazioni di misura della portata e
della concentrazione di solidi in sospensione (M. Pirro)
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nutrienti.

La principale attivita economica & I'agricoltura preva-
lentemente estensiva. Boschi decidui e piantagioni di
conifere sono presenti nell’area montana. In autunno
ed in inverno, la maggior parte delle aree agricole non
sono protette dall’erosione (campi seminati ed arati
per le colture primaverili). L'erosione & favorita dalle
modalita delle arature, per lo piu a rittochino, adotta-
te nella parte montana e collinare del bacino, il cui
territorio & spesso suddiviso in piccoli appezzamenti
che percorrono i pendii.

2.1 Misure di portata e solidi in sospensione

Nel presente lavoro sono stati utilizzati i dati di Q e
SSC misurati dal 1 luglio 2010 al 30 giugno 2011
nella stazione di monitoraggio presso la Masseria
Pirro (Fig. 2), a monte dell'invaso Capaccio. La stazio-
ne di monitoraggio € costituita da un campionatore
automatico ISCO (modello 6712FS; 24 bottiglie; volu-
me pompato 1 L) e da un misuratore di portate (ISCO
750 Area velocity-flow module). Un sensore fornisce
misure in continuo (5 min) di velocita e pressione
(battente idrico), le quali sono convertite in portata
mediante una predefinita stage-discharge rating cur-
ve.

Il campionatore automatico offre differenti possibilita
di programmazione. Nel caso in esame, € stato utiliz-
zato un programma standard con campionamenti
periodici ad intervalli regolari: quindicinali nei periodi
estivo-autunnali, ed uno o due a settimana da No-
vembre a Giugno. Un secondo programma, definito in
funzione della variazione di livello e della velocita di
flusso, ha consentito di campionare gli eventi di piena
con un intervallo di tempo variabile tra due campioni
successivi (da 15 min a 2 ore durante la fase ascen-
dente dell'idrogramma e da 2 ore ad un giorno duran-
te la fase di recessione). La strumentazione € stata
installata seguendo le indicazioni riportate nel ma-
nuale dell’US Geological Service. La concentrazione
totale dei solidi sospesi € stata determinata usando il
metodo analitico standard APAT-IRSA (2003). Per
filtrare i campioni sono stati usati filtri di cellulosa con
pori standard di 45 um. Ulteriori informazioni sul cam-
pionamento e sulla strumentazione sono riportate in

De Girolamo et al. (2015).

Figura 2. Stazione di monitoraggio presso la Masseria Pirro
(Celone, FQ) costituita da un campionatore automatico ed
un misuratore di portata
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2.3 Stima dei carichi del materiale trasportato in
sospensione

Il flusso di sedimenti che attraversa una sezione tra-
sversale di un fiume durante un intervallo di tempo
prestabilito pud essere espresso tramite la relazione:

i

Load = | Q x55€ [1]

to

Dove:

Q é la portata al tempo t [L s-1];

SSC é la concentrazione dei solidi sospesi al tempo t
(s) [mg L-1];

Load € il carico di SS che attraversa la sezione tra-
sversale nello stesso intervallo di tempo [mg].

Quando non si dispone di dati in continuo sia di Q sia
di SSC tale relazione (Eg. 1) non puod essere applica-
ta. Molti metodi sono stati sviluppati per valutare il
carico di SS in presenza di dati in continuo di portata
e di dati discreti di SSC (De Girolamo et al., 2018), la
cui applicazione richiede una frequenza di campiona-
mento tale da ricoprire tutte le condizioni idrologiche.
Uno dei metodi ampiamente usati € una relazione
empirica tra SSC (variabile dipendente) e Q (variabile
indipendente) definita come sediment rating curve,
ossia una funzione di potenza derivata da una regres-
sione dei minimi quadrati trasformata in forma loga-
ritmica (Eq. 2):

log 55C = loga + blog@ [2]

La back-transformation dei risultati dell’Eq. 2 (da log
SSC a SSC), tuttavia, porta ad un bias e, pertanto, a
valori di carico di sedimento sottostimati rispetto ai
valori reali. De Girolamo et al. (2015) hanno eviden-
ziato che le sediment rating curve forniscono una
sostanziale sottostima delle effettive alte concentra-
zioni e una sovrastima delle effettive basse concen-
trazioni. Gli autori hanno proposto l'introduzione di un
fattore correttivo. Nel presente lavoro é stato applica-
to il fattore di correzione definito Smearing Estimator
(CF) (Duan 1983) che non richiede alcuna assunzione
circa la distribuzione dei dati:

I¥10%
N

(3]

dove ¢i € calcolato con la seguente equazione:

gi = log §5Ci — log S5C"i [4]

dove N & il numero di osservazioni

2.4 Stratificazione dei dati in funzione della portata

Per migliorare la stima del carico di sedimenti, De
Girolamo et al. (2015; 2018) hanno proposto lo svi-
luppo di sediment rating curve per subset di dati, stra-
tificati in funzione delle portate: piena (high flow),
morbida (normal flow) e di magra (low flow). Tale me-
todologia € derivata dalla considerazione che I'utilizzo
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Figura 3. Curva di durata, concentrazioni di solidi in so-
spensione, stratificazione dei dati adottata

dell'intero dataset per lo sviluppo di sediment rating
curve porterebbe ad una sottostima dei carichi poiché
la maggior parte dei sedimenti & trasportata durante
gli eventi di piena.

Per la definizione dei subset, nel presente lavoro é
stato seguito I'approccio definito da De Girolamo et
al. (2015) basato sulla curva di durata (Figura 3). In
particolare, il dataset corrispondente alla condizione
di deflusso di piena é stato definito per una frequen-
za di superamento delle portate del 5%, la condizione
di morbida é stata definita per una frequenza di supe-
ramento dal 5% al 70%, ed un ultimo dataset € stato
identificato per i deflussi di magra per una frequenza
di superamento maggiore del 70% (low flow). :

3. RISULTATI E DISCUSSIONI
3.1 Idrometereologia e idrologia

Le precipitazioni annue registrate nel periodo di stu-
dio nelle stazioni di Faeto e Troia (Tabella I) sono ri-
sultate piu elevate rispetto ai dati storici (1960-1996)
del 43% e 2,4%, rispettivamente. Analogamente, il
deflusso misurato nella stazione Masseria Pirro (72
km?2) nel periodo di studio, espresso in mm g-1, & risul-
tato maggiore del deflusso misurato a valle nella sta-
zione Celone a San Vincenzo (85,8 km2) nel periodo
storico esaminato (Figura 1).

3.2 Variabilita della concentrazione dei sedimenti
sospesi

Nel periodo di studio, sono stati registrati 21 eventi di
piena e sono stati analizzati 210 campioni. Una signi-
ficativa correlazione (r = 0,81) tra SSC e Q & stata

Tabella 1. Dati idrologici registrati nel bacino

Periodo Precipitazione Deflusso
[mm a?] [mm g1]
Faeto Troia Min Max Media
2010-2011 1140 638 0.005 19,81 0,960
7922 6232
1960-1996 + + 0.000 19,23 0,417
135b 1100
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Figura 4. Concentrazioni di solidi in sospensione (SSC) e
portate istantanee registrate nella stazione masseria Pirro
(luglio 2010 - giugno 2011)

determinata (F-test; p < 0.01). Il corrispondente coef-
ficiente di determinazione (R2 = 0,66) indica che il
66% della varianza di SSC puo essere spiegato dalla
Q mentre il 34% é giustificato da altri fattori (e.g. pre-
cipitazione, intensita e distribuzione spaziale, coper-
tura vegetale, pratiche gestionali) (Di Pillo et al.,
2023).

Il regime idrologico del torrente Celone gioca un ruolo
fondamentale nel trasporto dei sedimenti (Figura 4).
Nel periodo estivo, la rete idrografica del torrente é
caratterizzata da deflussi estremamente bassi o da
assenza di deflusso superficiale. In questo periodo
sono frequenti piene improvvise (flash floods) la cui
durata é limitata a poche ore, durante le quali un rile-
vante quantitativo di materiale in sospensione viene
addotto al fiume. In particolare, il 21 luglio 2011 a
seguito di un evento di pioggia di elevata intensita
(73,6 mm h-1), con valori di Q al colmo pari a 5,95 m3
s-1, si sono registrati valori elevati di SSC (37,60 g L1)
(Figura 4).

3.3 Carico di sedimenti in sospensione

Sono state sviluppate tre sediment rating curve, una
per ciascun dataset definito dalla suddetta stratifica-
zione (Figura 5). | valori di SSC sono stati stimati per
ciascun valore di Q (scala temporale 15 min) usando
I’equazione di riferimento a seconda del valore di Q.

Analogamente, il coefficiente CF & stato valutato per
ciascun subset (Tabella 2). | valori assunti dal CF per i
deflussi di morbida (normal flow) sono risultati pit
elevati dei corrispondenti valori relativi ai deflussi di
piena (high flow) e di magra (low flow).

| carichi di SS sono stati valutati con e senza i relativi
CF su scala sub-oraria (15 min) ed aggregati successi-

Tabella 2. Coefficiente correttivo CF (Duan's bias correction
factor) relativo alla back-transformation dalla forma logarit-
mica per ciascun dataset stratificato sulla base del regime
idrologico

Coefficiente correttivo

Stratificazione CF
High flow (0-5% ex freq) 2,20
Normal flow (5,1-70%) 3,13
Low flow (70,1-100%) 1,24
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Figura 5 Sediment rating curve sviluppate per tre dataset:
High flow in alto, normal flow al centro, low flow in basso

vamente alla scala annuale. Infine, i carichi specifici
sono stati stimati in 2,61 t hal a1 e 6,06 t halal,
senza e con il fattore correttivo, rispettivamente. Il
valore reale del SS specifico & compreso in tale inter-
vallo come dimostrato da De Girolamo et al. (2015).
Tale risultato mostra che un ampio intervallo di incer-
tezza é associato alla stima del carico di SS quando si
dispone di dati discreti di SSC.

CONCLUSIONI

La tipologia di campionamento adottata (continua o
discreta) e le metodologie utilizzate per stimare il cari-
co di sedimenti che attraversa una sezione fluviale in
un intervallo di tempo possono portare ad una eleva-
ta incertezza associata alla quantificazione del carico
di solidi in sospensione. La relazione empirica tra SSC
e Q definita sediment rating curve fornisce una sotto-
stima delle effettive alte concentrazioni e una sovra-
stima delle effettive basse concentrazioni.

In questo lavoro, per migliorare la stima delle concen-
trazioni e carichi di SS, l'intero set di dati (Q, SSC) &
stato suddiviso in sottoinsiemi sulla base del regime
idrologico e per ciascuno dei dataset € stata sviluppa-
ta una sediment rating curve. Inoltre, é stato adottato
un coefficiente correttivo CF per ridurre la sottostima
di SSC generata dalla back-transformation. Applican-
do la stratificazione, il carico annuo specifico variava
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da 261 tkm-2ala606tkm-2alsenza e con l'intro-
duzione del CF, rispettivamente. | risultati sono indi-
cativi di un elevato tasso di erosione del suolo che
richiederebbe misure ad hoc nelle aree montane e
collinari per ridurre la perdita di suolo.
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RIASSUNTO

| possibili effetti dovuti all'immissione di singole (0 miscele di) sostanze potenzialmente tossiche, pos-
sono essere valutati mediante saggi ecotossicologici di laboratorio. |l saggio ecotossicologico ha lo
scopo di verificare se un campione ambientale causa un effetto deleterio significativo negli organismi
test utilizzati. Il presente contributo riporta una dettagliata descrizione di un protocollo metodologico
per la conduzione di saggi biologici con il copepode arparcticoide Tigriopus fulvus, specie molto diffu-
sa nel Mar Mediterraneo. L’idoneita di questa specie nell'impiego nei saggi biologici & stata ampia-
mente valutata in diversi contesti ambientali. Gli organismi da utilizzare per il test devono essere in
nauplii del I-Il° stadio di sviluppo originatesi da una coltura di femmine sincronizzate. Sono riportate
le metodologie di campionamento e allevamento di T. fulvus alle condizioni di laboratorio, nonché la
metodologia per la conduzione del test di tossicita acuta sia con una matrice ambientale che con un
tossico di riferimento (controllo positivo). | risultati dei saggi sono giudicati accettabili se al termine del
periodo di esposizione la sopravvivenza degli organismi di controllo € > 90%. | risultati possono essere
espressi 0 come percentuale di individui morti o come valore di LC50, cioé come concentrazione della
sostanza tossica che determina la morte del 50% degli individui impiegati nel test.

SUMMARY

The possible effects due to the introduction of single (or mixtures of) potentially toxic substances can
be evaluated by means of laboratory ecotoxicological tests. The ecotoxicological test aims to verify if an
environmental sample causes a significant deleterious effect in the test organisms. The present contri-
bution reports a detailed description of a methodological protocol for conducting biological assays with
the harparcticoid copepod Tigriopus fulvus, a very widespread species in the Mediterranean Sea. The
suitability of this species for use in biological assays has been extensively evaluated in various environ-
mental contexts. The organisms to be used for the test must be nauplii of the I-lI° stage of develop-
ment originating from a culture of synchronized females. The sampling and breeding methods of T.
fulvus under laboratory conditions are reported, as well as the methodology for conducting the acute
toxicity test both with an environmental matrix and with a reference toxicant (positive control). The re-
sults of the tests are judged acceptable if at the end of the exposure period the survival of the control
organisms is = 90%. The results can be expressed either as a percentage of dead individuals or as a
LC50 value, i.e. as the concentration of the toxic substance which causes the death of 50% of the indi-

viduals used in the test.

1. INTRODUZIONE

L'ambiente acquatico & la destinazione finale della
maggior parte dei contaminanti, sia di origine natura-
le che antropica, i quali possono provocare alterazioni
alle risorse biologiche e al biota (Luoma 1989; Lee et
al. 2000).

Gli organismi acquatici molto spesso risultano bersa-
glio dell'azione delle sostanze tossiche e possono
fornire preziose informazioni per la valutazione del
rischio, che non possono essere ottenute solo con
I'approccio chimico (Chapman et. al., 2010).

La stima dello “stato di salute” dell’lambientale mari-
no viene realizzata sia valutando i livelli dei principali
contaminanti ambientali antropici sia utilizzando test
ecotossicologici con specie target autoctone appro-
priate (bioindicatori) come strumento diagnostico e/0
prognostico della qualita ambientale.

| test ecotossicologici forniscono la prova diretta della
tossicita esercitata dal contaminante sulle specie,
misurando la risposta degli organismi dopo un’esposi-
zione acuta o cronica.

* linda.prato@irsa.cnr.it

Negli ultimi anni, molti studi si sono concentrati sull’
identificazione di specie bioindicatrici idonee per svi-
luppare saggi biologici con protocolli di esposizione
riproducibili e affidabili. La selezione di specie model-
lo idonee € un passaggio cruciale, poiché esse devo-
no presentare caratteristiche peculiari, ossia devono
essere disponibili per l'uso durante tutto I'anno, geo-
graficamente diffuse, abbondanti, facili da raccogliere
e coltivare. Inoltre, le specie test devono essere ab-
bastanza sensibili da rispondere a bassi livelli di con-
taminanti (Ross e Bidwell, 2001; Oliva et al., 2018).
Gli invertebrati marini contribuiscono in modo signifi-
cativo alla valutazione dell'impatto ambientale dei
contaminanti e la loro importanza negli ecosistemi ha
portato ad un aumento dell'interesse del loro utilizzo
come specie modello nei test di tossicita.

| copepodi marini sono piccoli invertebrati ecologica-
mente importanti e ampiamente distribuiti negli eco-
sistemi acquatici, essi offrono un'enorme opportunita
come organismi modello per i test di tossicita. Rive-
stono un ruolo importante non solo nel trasferimento
di energia nelle catene alimentari acquatiche, ma

Notiziario dei Metodi Analitici, 1, 2023
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Figura 1. Adulto di Tigriopus fulvus

anche come mezzo di trasferimento di inquinanti at-
traverso i livelli trofici. La loro durata di vita, general-
mente breve, consente lo studio degli effetti sulla
fitness riproduttiva multigenerazionali delle sostanze
tossiche.

Tigriopus fulvus (Fischer, 1860) ha un'ampia distribu-
zione lungo la costa europea, generalmente presente
in pozze sopralitorali, situate all'interno delle coste
rocciose, soggette ad ampie fluttuazioni stagionali
delle condizioni ambientali (Bonello et al., 2018). Le
discrete dimensioni (~ 1 mm di lunghezza), I'elevata
abbondanza (fino a 5-6000 Ind./L) e la particolare
colorazione rossastra, rendono questa specie facil-
mente riconoscibile e isolabile con molta facilita
(Pane et al., 1996) (Fig. 1).

Tigriopus fulvus é stato ampiamente studiato per la
riproduzione, il ciclo di vita, (Biandolino et al., 2018),
I'ecologia (Pane et al., 1996) ed ecotossicologia. La
sua affidabilita come specie modello per i test di eco-
tossicologia € stata ampiamente testata con diverse
matrici ambientali (colonna d’acqua, acqua intersti-
ziale, elutriati), e inquinanti nei confronti dei quali ha
mostrato buona sensibilita e confermando ottime
riproducibilita del saggio biologico (Faraponova et al.,
2003, 2005, 2016; Mariani et al., 2006; Manfra et
al.,, 2010; Prato et al.,, 2011, 2012, 2013, 2015,
2018; Tornambe et al., 2012).

Tigriopus fulvus é inserito tra le specie utilizzabili indi-
cate per analisi ecotossicologiche (saggi biologici di
tossicita) nel contesto della valutazione della qualita
dei comparti ambientali D.M. 173/16, che disciplina
I'autorizzazione alla immersione deliberata in mare
dei sedimenti portuali

2. PRINCIPIO DEL METODO

Il saggio per la valutazione della tossicita acuta di
acqua e estratti provenienti da ambienti marini e/o
salmastri consente di identificare sorgenti di contami-
nazione capaci di provocare effetti tossici acuti nella
specie test e permette di quantificare la potenziale
tossicita mediante la stima della concentrazione leta-
le in grado di determinare la morte del 50% degli or-
ganismi utilizzati nel test (LCso) durante un dato tem-
po di esposizione. Il test acuto con T. fulvus & un test
statico, per contatto diretto di neonati ottenuti da
uova schiuse dopo 24h. Dopo un tempo di esposizio-
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ne di 96h viene valutata la mortalita.

| risultati ottenibili da un saggio acuto costituiscono
solitamente il primo passo nella valutazione del ri-
schio per la vita acquatica. L'assenza di effetti acuti
non preclude la possibilita di effetti cronici

3. CAMPIONAMENTO E CONDIZIONI DI ALLEVAMENTO

Il campionamento prevede I'utilizzo di un retino da
plancton, generalmente di 200 uym di maglia (tipo
WP2). Lo zooplancton raccolto viene poi trasportato in
laboratorio entro 1 - 2 h dalla raccolta, in contenitori
refrigerati in cui la temperatura dell’acqua & mante-
nuta simile a quella del luogo di raccolta. Appena
giunti in laboratorio si procede alla separazione delle
specie (sorting). L'isolamento e I'identificazione mor-
fologica di T. fulvus consente di procedere all’alleva-
mento. Una coltura di T. fulvus € mantenuta nel labo-
ratorio di ecotossicologia del CNR-IRSA di Taranto da
diversi anni. Gli organismi sono allevati in acqua di
mare filtrata con filtro G/F Wathman con porosita
0,45 pym in fiasche per coltura in polistirene da 150
cm2 (0,5 L) con tappo ventilato munito di membrana
da 0,22 um (Fig. 2). Le fiasche di allevamento sono
poste in una camera termostatata a temperatura co-
stante di 20 + 2 °C, illuminata mediante lampade a
luce fredda con luminosita di 500-1200 lux e con
fotoperiodo di 16 ore di luce e 8 di buio. Gli animali
vengono alimentati settimanalmente ad libitum con le
alghe fitoplanctoniche Tetraselmis suecica e Isochry-
sis galbana. La dieta viene inoltre arricchita con il
mangime per acquariologia Tetramarin® per favorire
il mantenimento delle colture per lunghi periodi di
tempo (Farapanova et al, 2003, 2005). Per ridurre
I'imbreeding periodicamente si provvede allo scambio
di esemplari sia tra le diverse fiasche di allevamento
del nostro laboratorio sia con esemplari allevati in
altri laboratori del territorio nazionale.

4, SOLUZIONI E ORGANISMI TEST

4.1 Acqua

L'acqua utilizzata per la preparazione dei controlli
positivi (con un tossico di riferimento), controlli nega-
tivi (con solo acqua di mare), delle soluzioni della so-

Figura 2. Fiasche di polistirene per 'allevamento di T. ful-
vus
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Figura 3. Tigriopus fulvus: Femmina con sacco ovigero

stanza da sottoporre alla prova e per la raccolta e/o
diluizione degli organismi, pud essere sia acqua di
mare naturale, prelevata da un’area lontana da im-
patti antropici, filtrata a 0,22 ym (FSW) e con salinita
di 38 %o oppure puod essere utilizzata un’acqua artifi-
ciale per escludere la presenza di contaminanti an-
che in traccia.

L’acqua marina artificiale € ottenuta sciogliendo una
miscela commerciale di sali sintetici Instant Ocean®
in acqua distillata cosi da ottenere una salinita pari a
38 + 1 % e un pH pari a 8+0,1. Il sale e I'acqua ven-
gono posti per 24 ore su un agitatore magnetico fino
a completa solubilizzazione. Trascorse le 24 ore I'ac-
qua ottenuta viene filtrata con filtro G/F Wathman
con porosita 0,22 um e viene subito utilizzata, oppure
puod essere conservata a 4°C al buio; in questo caso
prima dell'impiego viene fatta areare per una notte
intera.

4.2 Soluzioni e terreni di coltura

| reagenti utilizzati per la preparazione delle soluzioni
di prova e di controllo devono essere di grado analiti-
co. Le soluzioni del tossico di riferimento (controllo
positivo), utilizzate per verificare la sensibilita di Ti-
griopus fulvus, sono preparate a partire da soluzioni
madri (1g/L). Il tossico di riferimento comunemente
usato per il T. fulvus € il solfato di rame (CuSOs4 x
5H20).

L’uso di una sostanza tossica di riferimento & neces-
sario per valutare in condizioni standard il potere di-
scriminante della specie test in presenza di un tossi-
co. Cio permette di ottenere informazioni sulla preci-
sione del metodo e sulla riproducibilita intralaborato-
rio, attraverso il confronto con apposite carte di con-
trollo per garantire che venga stimato correttamente
I’effetto misurato nel saggio.

Per la crescita delle alghe unicellulari da utilizzare
come fonte alimentare dei copepodi € indicato il ter-
reno di coltura f/2 Guillard (1975).

4.3 Organismi test

Lo sviluppo di T. fulvus si compie attraverso 12 stadi
post-embrionici: 6 stadi naupliari (NI-NVI), 5 stadi di
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Figura 4. Femmine ovigere poste su di un retino (105 um)
poggiato sul fondo di una piastra Petri

copepoditi (CI-CV) stadio adulto con la maturita ses-
suale (Ito, 1970).

Precedenti studi hanno dimostrato una maggiore sen-
sibilita degli stadi naupliari rispetto agli adulti
(Faraponova et al., 2005) mostrando una ridotta va-
riabilita dei risultati (Pane et al, 2006a; 2006b;
2008). Per tale ragione i test sono condotti con nau-
plii appartenenti al NI e NIl stadio di sviluppo parten-
do da una coltura sincronizzata, ossia 24 ore prima
dell’allestimento dei test, vengono selezionate circa
300 femmine munite di sacchi ovigeri (Fig. 3). Le
femmine ovigere sono poste su di un retino, di maglia
105 pm, poggiato sul fondo di una piastra Petri par-
zialmente riempita con acqua di mare, in grado di
permettere il passaggio dei nauplii appena schiusi
nella piastra (Fig. 4). La coltura massiva di femmine
cosi ottenuta viene alimentata con una miscela delle
microalghe Tetraselmis suecica e Isochrysis galbana
alla concentrazione di 1,5 x 105 e 3,0 x 105 cell/mL,
rispettivamente e posta in ambiente termostatato alle
stesse condizioni dell’allevamento.

Dopo 24 - 48 ore si otterranno nauplii di eta omoge-
nea che verranno raccolti e utilizzati nei test di tossi-
cita (Fig. 5).

Figura 5. Nauplio di Tigriopus fulvus
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5. STRUMENTAZIONE

In aggiunta alle usuali apparecchiature da laboratorio
sSONOo necessari:

5.1 Camera termostatata 16 + 2 °C;

5.2 Pompa a vuoto per la filtrazione dell’acqua;

5.3 Sistema di filtrazione a bicchiere per il filtraggio
dell’acqua di mare;

5.4 Salinometro;

5.5 Termometro;

5.6 pH-metro;

5.7 Ossimetro;

5.8 Microscopio ottico (obiettivi 4x, 10x e 40x);

5.9 Micropipette automatiche e/o manuali gradua-

te da 0,10 mL a 5,00 mL;

5.10 Stereomicroscopio per il controllo degli organi-
smi, la conta del numero di naupli e copepoditi
al termine del saggio;

6. MATERIALI

6.1 Fiasche di polistirene con tappo ventilato (250-

500 mL)

6.2 Filtri da 0.22-0.45 pm in nitrocellulosa per la
filtrazione dell’acqua di mare;

6.3 Spruzzetta con acqua di mare per la pulizia dei
filtri (e recupero del materiale trattenuto dal
filtro);

6.4 Carta bibula;

6.5 Setaccio in plastica con vuoto di maglia da 105
um, per la coltura sincronizzata delle femmine
ovigere;

6.6 Setaccio in plastica con vuoto di maglia da 80
um, per la raccolta dei nauplii.

6.7 Pipette Pasteur in plastica inerte da 2 mL;

6.8 Pipette Pasteur in vetro 7 x 230 mm;

6.9 Palloncini in vetro borosilicato da 10, 50, 100
mL;

6.10 Filtro in nitrocellulosa con porosita di 0,22-
0,45 pm;

6.11 Parafilm;

6.12 Piastre sterili multipozzetto (12 pozzetti) dotate
di apposito coperchio e fondo sottile;

6.13 Capsule Petri di vetro.

7. PROTOCOLLO METODOLOGICO

7.1 Test di tossicita

Per l'esecuzione dei test devono essere allestite al-
meno 3 repliche per ognuno dei seguenti campioni:

e il controllo positivo, rappresentato da concentra-
zioni crescenti della sostanza tossica di riferi-
mento;

e |la matrice ambientale: acqua di mare, acqua
interstiziale, elutriati, o altre soluzioni da testare.

e il controllo negativo: con sola acqua di mare
(naturale o artificiale).
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7.2 Attivita pre-test: Raccolta dei nauplii

Dopo 24 ore, i nauplii sincronizzati (al I° e II° stadio
di sviluppo) vengono prelevati dalla piastra Petri con
una pipetta Pasteur mediante I'uso di uno stereomi-
croscopio a basso ingrandimento (10x). Il prelievo
awviene facilmente, sfruttando la capacita che essi
hanno di nuotare attivamente verso una fonte lumino-
sa. Con una pipetta Pasteur vengono raccolti e trasfe-
riti in piastre di risciacquo e da queste successiva-
mente nei pozzetti di prova di piastre sterili multipoz-
zetto per colture cellulari (Nest Biotech Co., Ltd).

7.3 Procedura del test acuto

Per l'allestimento del test acuto sono utilizzate pia-
stre multipozzetto da 12 pozzetti. Per ogni pozzetto
10 nauplii sono esposti alla matrice da testare per un
tempo pari a 96 h in ambiente controllato.

| test acuti sono condotti in assenza di alimento e
senza rinnovo delle soluzioni (test statici). Gli organi-
smi sono esposti inoltre ad un controllo negativo pri-
vo della sostanza test e a cinque concentrazioni sca-
lari di solfato di rame (0,03 - 0,06 - 0,12 - 0,25 -
0,5 mgCu/L) (controllo positivo); per ogni trattamento
e per il controllo sono effettuate 3 repliche contenenti
ciascuna 10 nauplii in un volume di 3 mL di soluzione
test.

Le soluzioni sono state preparate a partire da una
soluzione madre di 10 mgCu/L.

| parametri di qualita dell’acqua (ossigeno disciolto,
salinita e pH) sono misurati all’'inizio e alla fine del
test, per assicurare che tutte le repliche e i trattamen-
ti siano nelle medesime condizioni. Inoltre per ridurre
I’evaporazione della soluzione € consigliabile coprire i
le piastre multipozzetto con l'apposito coperchio o
con una pellicola.

7.4 Termine del test

Al termine del periodo di esposizione (96h) gli organi-
smi morti sono contati allo stereoscopio. Il criterio per
la definizione della mortalita & 'assenza di movimen-
to delle appendici per un periodo di osservazione su-
periore ai 20 secondi sotto stimolazione luminosa e
meccanica. Inoltre gli individui che non si ritrovano
pit nella camera test (missing) sono anch’essi consi-
derati morti. | risultati sono espressi come % di morta-
lita.

7.5 Analisi dei dati

Sulla base del numero di individui morti rinvenuti nel-
le repliche sia del campione esaminato e sia nel con-
trollo negativo (sola acqua di mare) si calcola la per-
centuale di mortalita media, la deviazione standard e
il coefficiente di variazione (CV%).

La mortalita € espressa come mortalita di Abbott
(Finney 1971), ossia al netto della percentuale di
mortalita osservata nel controllo negativo.
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X -7

Abbott = m

100;

dove: X = % di effetto nel campione testato;
Y = % di effetto nel controllo.

In tal modo si ottiene una normalizzazione delle per-
centuali di effetto dovute alla sostanza tossica o al
campione ambientale testato rispetto al controllo
negativo; Il test t (p <0,05) é utilizzato per verificare le
differenze statistiche tra gli effetti nei controlli e trat-
tamenti negativi.

| valori ottenuti consentiranno di procedere al calcolo
della percentuale di mortalita media (con la deviazio-
ne standard) delle repliche effettuate per ogni cam-
pione. Il campione sara considerato tossico se differi-
sce significativamente dalla mortalita del controllo (t-
test; p<0.05).

Il calcolo dell’lLC50 alle 96h viene effettuato con il
metodo Trimmed Spearman-Karber Method (TSK)
(Hamilton et al., 1977) che fornisce valori mediani di
efficacia con i limiti fiduciali al 95%.

7.6 Validita del test

| risultati dei saggi sono giudicati accettabili se al ter-
mine del periodo di esposizione la sopravvivenza de-
gli organismi di controllo € <10% (Mariani et al.,
2006; UNICHIM 2396:2014, 2014). Nel caso in cui
queste condizioni non siano rispettate & consigliabile
ripetere la prova con altri esemplari.
La deviazione standard delle repliche di uno stesso
campione non dovrebbe essere maggiore del 5 %. Se
cio dovesse accadere, € possibile scartare la replica
che si discosta maggiormente dalla media.
Inoltre i risultati di ciascun campione vengono consi-
derati validi se il coefficiente di variazione (CV%) &
compreso tra 20 e 30% (Environment Canada, 1990).
Per il calcolo del CV% viene usata la seguente formu-
la:

Deviazione Standard

Vg = - *= 100
media

7.7 Carte di controllo

E’ consigliabile la conduzione periodica del controllo
positivo, in condizioni standard, con il tossico di riferi-
mento. Cid permette di avere a disposizione delle
carte di controllo per valutare I'affidabilita delle condi-
zioni in cui é stato eseguito un saggio ecotossicologi-
co, in quanto prevede la registrazione cronologica e
grafica dei valori ottenuti e quelli della sua variabilita.
Questa pratica fa si che sia disponibile un’ampia se-
rie di valori di LC50 del tossico prescelto, permetten-
do di verificare se la risposta di una specie test in un
saggio di tossicita &€ confrontabile con quella normal-
mente riscontrata nei saggi dello stesso tipo effettuati
in precedenza nello stesso laboratorio di prova con lo
stesso protocollo metodologico (UNI 1SO 7870,
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2014).

In condizioni normali, il risultato di ogni huovo saggio
di riferimento dovrebbe collocarsi entro l'intervallo
definito dal valore medio delle precedenti LCso (media
+ 2:). Viceversa, se la LCso del tossico di riferimento si
colloca all’esterno di questo intervallo di sicurezza,
tutti i dati ottenuti con il medesimo lotto di organismi
e in quel periodo sperimentale dovrebbero essere
considerati con cautela. La realizzazione delle carte di
controllo & necessaria tanto per i controlli negativi
che per i controlli positivi. Le carte di controllo relative
ai controlli negativi consentono di verificare il rispetto
dei criteri di validita spesso indicati dal metodo (ad
esempio sopravvivenza minima nel controllo negativo
in un saggio di tossicita letale). Le carte relative ai
controlli positivi permettono di accertare che venga
stimato correttamente I'effetto valutato dal saggio (ad
esempio, la percentuale di effetto osservata per una
determinata concentrazione di un tossico di riferimen-
to).

Nei laboratori IRSA di Taranto, nell'arco di quattordici
anni di attivita (dal 2009 a 2023), & stato possibile
costruire una carta di controllo di riferimento ottenuta
da un dataset di 88 test di mortalita riferiti al control-
lo negativo e circa 40 valori di LCso relativi al controllo
positivo, determinati a 24 - 48 e 96 ore.

| dati organizzati in carte di controllo di tipo Shewhart
(IS0, 1991), hanno mostrato una mortalita media (%)
nei controlli negativi del 3,53%, ben al di sotto del
limite di riferimento di < 10% con un basso livello di
variabilita nel tempo dovuto al fatto che il 97,1% delle
esecuzioni del test, rientrava nella media + 2 SD.

La concentrazione letale (LCso) per il solfato di rame
ha mostrato una media stabile di 0,67 + 0,12 a 24
ore, 0,30 + 0,08 a 48 ore e 0,12 + 0,05 mgCu/L a 96
ore.
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Ottimizzazione di una metodica analitica per la determinazione di poli-
bromodifenileteri (PBDE) in sedimenti marini mediante estrazione liqui-
da pressurizzata (PLE) e analisi in GC-MS
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RIASSUNTO

Nel presente contributo viene descritta la messa a punto di una metodica analitica per la determina-
zione dei polibromodifenileteri (PBDE) in matrici solide ambientali. | PBDE sono composti antropogeni-
ci principalmente usati come ritardanti di fiamma in un'ampia gamma di prodotti di sintesi industriale.
Sono classificati come persistenti e bioaccumulabili, con potenziali effetti nocivi sugli ecosistemi e
sull'uomo. La metodica analitica presentata prevede una fase di estrazione pressurizzata con solventi
(PLE) e la determinazione analitica tramite gas cromatografia accoppiata alla spettrometria di massa
(GC-MS). Il metodo ottimizzato € stato applicato alla determinazione delle concentrazioni di PBDE in
campioni di sedimento marino raccolti tramite carotatore in un fiordo delle isole Svalbard, Norvegia
artica.

SUMMARY

This contribution describes the development of an analytical method for the determination of polybro-
modiphenyl ethers (PBDEs) in solid environmental matrices. PBDEs are anthropogenic compounds
mainly used as flame retardants in a wide range of industrial synthetic products. These compounds
are classified as persistent and bioaccumulative, with potential harmful effects on ecosystems and
humans. The analytical method presented involves a pressurized liquid extraction step (PLE) and the
analytical determination by gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS). The opti-
mized method was applied to the determination of PBDE concentrations in marine sediment samples

collected by sediment-corer in a fjord of the Svalbard Islands, Arctic Norway.

1. INTRODUZIONE

| polibromodifenileteri (PBDE) sono composti di sinte-
si appartenenti alla classe dei ritardanti di fiamma
utilizzati in un'ampia gamma di materiali, quali mate-
riali plastici, rivestimenti per mobilio, prodotti di tap-
pezzeria, tessuti, apparecchiature elettriche, dispositi-
vi elettronici, ecc., per ridurne l'infiammabilita e inibir-
ne la combustione (EPA, 2017).

| PBDE sono idrocarburi aromatici alogenati, caratte-
rizzati dalla presenza di atomi di bromo (da 1 a 10)
legati ad un doppio anello aromatico (difenile), con-
giunti a loro volta da un atomo di ossigeno a formare
un ponte etereo (Figura 1).

A seconda del numero di atomi di bromo sostituenti
presenti ed in base alla loro posizione, € possibile
ottenere 209 strutture uniche (congeneri). | congeneri
con lo stesso numero di atomi di bromo sono definiti
omologhi e sono divisi in dieci gruppi (da mono a de-
ca) (Tabella 1).

| PBDE sono stati introdotti sul mercato a partire da-
gli anni 60 con lo sviluppo dell’industria della chimi-
ca organica di sintesi e la loro richiesta € cresciuta
rapidamente fino alla fine degli anni '90, anche in
risposta alla messa a bando dei policlorobifenili

*tanita.pescatore@isp.cnr.it

(PCBs). Dal punto di vista della produzione industria-
le, sono tre le formulazioni commerciali significative:
DE-71 (c-pentaBDE), DE-79 (c-ottaBDE) e DE-83 (c-
decaBDE). La miscela c-pentaBDE contiene principal-
mente congeneri tetra- (BDE-47), penta- (BDE-99, -
100) e esaBDE (BDE-153, -154); la miscela c-ottaBDE
contiene principalmente un eptaBDE (BDE-183) pil
esa- (BDE153, -154) e ottaBDE; la miscela c-decaBDE
consiste principalmente nel BDE-209 (de Wit et al.,
2010) ed e la piu utilizzata a livello globale (EPA,
2017).

Tra le principali fonti di immissione rientrano i proces-
si di produzione, la volatilizzazione dai prodotti che li
contengono, nonché dal percolato dei siti di smalti-
mento e di riciclaggio (EPA, 2017). In particolare, i
PBDE a basso contenuto di bromo (da tetra- a
eptaPBDE), piu solubili in acqua (13,3 pg/L da tetra-
a eptaPBDE, <1 ug/L per otta- e deca-PBDE) (EPA,
2017) hanno una maggiore propensione alla volatiliz-
zazione e al trasporto atmosferico a lungo raggio. Al
contrario, i congeneri piu altamente bromurati sono
meno volatili e tendono a depositarsi (Wania and Du-
gani, 2003).

Il largo utilizzo di prodotti contenenti PBDE e le loro
modalita di dispersione hanno reso questi composti
ubiquitari nelllambiente, le cui concentrazioni sono
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Ci2H(105Br O

con x=n+m variabile da 1 a 10

Br,
Figura 1. Struttura generica dei PBDE

aumentate in maniera considerevole negli anni, an-
che in seguito al depauperamento e allo smaltimento
di prodotti elettronici obsoleti (i cosiddetti “rifiuti elet-
tronici”) (Da et al., 2019). Per le loro caratteristiche
chimico-fisiche e gli effetti sugli ecosistemi, i PBDE
sono stati classificati come persistenti, bioaccumula-
bili, tossici secondo la Direttiva Quadro sulle Acque
(WFD, 2000/60/CE), ritenuti interferenti endocrini, e
sono regolati come Persistent Organic Pollutants
(POPs) dalla Convenzione di Stoccolma (Swart et al.,
2016). | composti specifici tetra-, penta-, esa- ed
eptaPBDE, anch'essi componenti delle miscele c-
pentaPBDE e c-ottaPBDE, sono stati inseriti nella Di-
rettiva sugli Standard di Qualita Ambientale
(2013/39/UE).

Data la loro elevata idrofobicita, (log Kow: 6,64-6,97
da tetra- a eptaPBDE; 6,29 per otta-PBDE; 6,265 per
deca-PBDE) (EPA, 2017), una volta immessi nell’am-
biente acquatico, vanno incontro a processi di absor-
bimento/adsorbimento sul particolato in sospensione
ricco di sostanza organica, depositandosi € accumu-
landosi successivamente nel sedimento (Cai et al.,
2012). Nelle acque marine, sono stati riportati valori
di concentrazione di PBDE compresi nell’intervallo
0,06-0,34 ng/L (Kim et al.,, 2012), mentre nei sedi-
menti superficiali sono stati riscontrati valori di PBDE
molto variabili, che rientrano in un ampio intervallo di
concentrazioni comprese tra 3,58 a 5240 pg/g (Cai
et al., 2012, Mai et al., 2005). Chiaramente la distri-

Tabella 1. Proprieta chimiche dei PBDE

n°l (2023)

buzione di questi contaminanti nelle diverse matrici
ambientali pud essere controllata da vari fattori cli-
matico-ambientali, tra cui la vicinanza alle fonti di
immissione, i meccanismi di trasporto (atmosferico,
correnti marine etc.) ed i processi di ripartizione tra
fase particolata e fase disciolta (de Wit et al., 2010). |
sedimenti marini costituiscono un importante sink,
cioé recettore finale di accumulo, per i contaminanti
idrofobici, e possono al contempo rappresentare una
fonte secondaria di rilascio di contaminanti (ad es.
attraverso fenomeni di risospensione, bioturbazione
etc.), influenzandone notevolmente il destino nell'am-
biente acquatico.

Ad oggi, pochi studi sono stati condotti sui PBDE negli
ecosistemi marini artici, € ancor meno sul sedimento
marino profondo, in gran parte a causa delle difficolta
di campionamento. Analisi effettuate su sedimenti
marini superficiali, raccolti in diverse aree artiche,
evidenziano intervalli di concentrazione di PBDE mol-
to variabili: 4,55-19,67 pg/g nel Mare di Bering (Cai
et al., 2012); 3,58-148,95 pg/g nel Bacino canadese
(Cai et al., 2012); 56-600 pg/g (Jiao et al., 2009) e
5520-21000 pg/g (Carlsson et al., 2018) nell’ arcipe-
lago delle Svalbard, suggerendo il ruolo del trasporto
a lungo raggio dalle zone di produzione ed utilizzo di
tali contaminanti fino alle remote regioni Artiche.

Le indagini ambientali focalizzate su carote di sedi-
mento marino possono fornire informazioni utili ai fini
della valutazione delle variazioni storiche delle con-
centrazioni di PBDE e delle loro dinamiche di diffusio-
ne e accumulo.

L’obiettivo di questo lavoro € la messa a punto di una
metodica analitica per la determinazione dei PBDE in
matrici solide ambientali, a partire da una ricognizio-
ne di metodi presenti in letteratura (Da et al., 2019,
Carlsson et al., 2018). Nello specifico, il metodo in-
tende ottimizzare i parametri di estrazione dei compo-
sti dal sedimento marino per accrescere I'efficienza di
recupero e la riproducibilita; parallelamente, le condi-
zioni operative per la determinazione quali/
quantitativa dei PBDE tramite gascromatografia ac-
coppiata alla spettrometria di massa (GC-MS) vengo-
no valutate ed ottimizzate per diminuire le interferen-
ze di matrice e aumentare la sensibilita strumentale.
Infine, il metodo ottimizzato viene applicato a campio-
ni reali di sedimento marino artico per la determina-

Formula bruta Nome Numero isomeri Numero IUPAC Massa molecolare (g/mol)

C12H9BrO Mono-BDE 3 1-3 248,97
C12HsBr20 Di-BDE 12 4-15 327,87
C12H7Brs0 Tri-BDE 24 16-39 406,77
C12HeBra0 Tetra-BDE 42 40-81 485,66
C12HsBrs0 Penta-BDE 46 82-127 564,56
C12H4Bre0O Esa-BDE 42 128-169 643,45
C12H3Br70 Epta-BDE 24 170-193 722,35
C12H2BrsO Otta-BDE 12 194-205 801,25
C12H1Bro0 Nona-BDE 3 206-208 880,14
C12Br100 Deca-BDE 1 209 959,04
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Tabella 2. Congeneri contenuti all'interno dello Standard NIST SMR 2257

Numero di registrazione Frazione di massa

Nome IUPAC

Nome del composto

CAS

(ug/g)

PBDE 17 2,2',4-Tribromodifeniletere 147217-75-2 5,87 £ 0,35
PBDE 25 2,3',4-Tribromodifeniletere 147217-77-4 3,19+ 0,39
PBDE 28 2,4,4'-Tribromodipenylether 41318-75-6 1,88+ 0,14
PBDE 30 2,4,6-Tribromodifeniletere N/A 3,08 +0,10
PBDE 47 2,2',4,4'-Tetrabromodifeniletere 5436-43-1 2,09+0,16
PBDE 49 2,2',4,5'-Tetrabromodifeniletere 243982-82-3 3,95+0,31
PBDE 66 2,3',4,4'-Tetrabromodifeniletere 189084-61-5 2,162 + 0,089
PBDE 71 2,3',4',6-Tetrabromodifeniletere 189084-62-6 2,86 +0,10
PBDE 74 2,4,4' 5-Tetrabromodifeniletere N/A 3,56 + 0,10
PBDE 75 2,4,4',6-Tetrabromodifeniletere 189084-63-7 3,45+0,15
PBDE 85 2,2',3,4,4'-Pentabromodifeniletere 182346-21-0 3,359 + 0,092
PRDEOT+118 T remtabromodifonictore WA 5294019
PBDE 99 2,2',4,4' 5-Pentabromodifeniletere 60348-60-9 2,127 + 0,090
PBDE 100 2,2',4,4' 6-Pentabromodifeniletere 189084-64-8 3,05 +0,15
PBDE 101 2,2',4,5,5'-Pentabromodifeniletere N/A 3,784 £ 0,080
PBDE 116 2,3,4,5,6-Pentabromodifeniletere N/A 3,042 + 0,067
PBDE 119 2,3',4,4',6-Pentabromodifeniletere 189084-66-0 4,11+ 0,14
PBDE 138 2,2',3,4,4' 5'-Esabromodifeniletere 182677-30-1 2,522 + 0,053
PBDE 139 2,2',3,4,4' 6-Esabromodifeniletere N/A 3,514 + 0,082
PBDE 153 2,2',4,4' 5,5'-Esabromodifeniletere 68631-49-2 2,048 + 0,068
PBDE 154 2,2',4,4'5,6'-Esabromodifeniletere 207122-15-4 1,622 + 0,057
PBDE 155 2,2',4,4'6,6'-Esabromodifeniletere 35854-94-5 0,895 + 0,026
PBDE 156 2,3,3',4,4' 5-Esabromodifeniletere N/A 2,77+ 0,13
PBDE 173 + 190 2223%34i15566EE;?§{)(;21n?gg§2:ﬁ:‘?g?; 189084682 3.01£013
PBDE 181 2,2',3,4,4'5,6-Eptabromodifeniletere 189084-67-1 2,859 + 0,079
PBDE 182 2,2',3,4,4',5,6'-Eptabromodifeniletere N/A 1,502 + 0,060
PBDE 183 2,2',3,4,4'5',6-Eptabromodifeniletere 207122-16-5 2,183 + 0,049
PBDE 185 2,2',3,4,5,5',6-Eptabromodifeniletere N/A 2,37 +0,18
PBDE 191 2,3,3',4,4',5',6-Eptabromodifeniletere N/A 2,085 + 0,055
PBDE 196 2,2',3,3',4,4',5,6'-Ottabromodifeniletere N/A 2,46+ 0,11
PEDE 1974200 2 .6 Ottabromoditenietere e 2825+ 0,070
PBDE 198 2,2',3,3',4,5,5',6-Ottabromodifeniletere N/A 1,898 + 0,057
PBDE 203 2,2',3,4,4'5,5',6-Ottabromodifeniletere N/A 1,373 £ 0,034
PBDE 206 2,2',3,3,4,4',5,5',6-Nonabromodifeniletere N/A 1,982 + 0,063
PBDE 208 2,2',3,3,4,5,5',6,6'-Nonabromodifeniletere N/A 1,108 + 0,026
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zione delle concentrazioni di PBDE.

2. PRINCIPIO DEL METODO

Il metodo di seguito riportato & stato sviluppato per la
determinazione quantitativa di 38 congeneri PBDE
(Tabella 2) da matrici ambientali solide, nello specifi-
co da sedimenti marini. L’estrazione degli analiti dai
campioni di sedimento, precedentemente liofilizzati, &
stata realizzata utilizzando la tecnica di estrazione
liguida pressurizzata con solventi (PLE), un sistema
automatizzato per estrarre composti organici di varia
natura da matrice solida, dove & possibile variare
parametri quali temperatura, numero di cicli di estra-
zione e tempo statico, al fine di aumentare I'efficien-
za del processo estrattivo. Inoltre, rispetto ad altre
tecniche convenzionali (es. Soxhlet), il vantaggio della
tecnica PLE risiede nella riduzione delle interferenze
e nel consumo ridotto di solventi. La quantificazione
degli analiti & stata effettuata mediante GC-MS.

3. APPARECCHIATURE E REAGENTI

3.1 Sistema di estrazione PLE (Speed Extractor E-
916 system, Buchi, Italia);

3.2 Celle di estrazione PLE in acciaio inossidabile,
volume 40 mL;

3.3 Filtri di cellulosa per celle di estrazione PLE da

1-2 cm;
3.4 Sistema di evaporazione (Syncore, Buchi, Ita-
lia);
3.5 GC-MS:
3.5.1 Sistema gas cromatografico (Thermo
Fisher Trace 3000);

3.5.2 Spettrometro di massa a singolo quadru-
polo (Thermo Fisher ISQ7000);

3.6 Colonna cromatografica capillare a silice fusa
(ZB-5HT Inferno, 15m x 0.25mm x 0.10um,

Phenomenex, Francia);
3.7 Bilancia analitica (Mettler
XPE105);

3.8 n-Esano grado HPLC (VWR);

Toledo, modello

Tabella 3. Condizioni operative GC-MS

n°l (2023)

3.9 Acetone grado HPLC (VWR);

3.10 Standard NIST SRM 2257, miscela di 38 conge-
neri PBDE in 2,2,4-trimetilpentano con concen-
trazione totale di 100 ug/g corrispondente a 69
mg/L;

3.11 Standard interno marcato 13C-PBDE-47 purez-
za 99%;

3.12 Standard interno marcato 13C-PBDE-183 pu-
rezza 99%;

3.13 Terra di diatomee (Thermo Scientific).

4. METODO
4.1 Estrazione dei PBDE da matrice solida

Per I’estrazione dei PBDE da campioni solidi median-
te metodo PLE (3.1) sono stati pesati circa 1,5 gram-
mi di sedimento marino liofilizzato, che sono stati
quindi omogeneizzati con materiale inerte (3.13). Le
celle di estrazione (3.2) sono state impaccate come
segue:

1. Filtro di cellulosa dal diametro di 1 cm (3.3);

2. 1,5 g di sedimento omogenizzato con terra di

diatomee;

3. Terra di diatomee fino a riempire la cella (3.13);
4. Filtro di cellulosa dal diametro di 2 cm (3.3)

L’estrazione PLE ¢ stata effettuata utilizzando come
solvente 'esano (3.8), la temperatura & stata impo-
stata a 100°C e la pressione a 1500 psi; il tempo
statico, ossia il tempo di estrazione in cui la cella &
riscaldata ma non c’é il flusso del solvente, & stato
pari a 5 minuti ed i cicli di estrazione sono stati 3. Gli
estratti cosi ottenuti (circa 60 mL) non hanno richie-
sto un’ulteriore purificazione, sono stati evaporati fino
a raggiungere un volume finale di 1 mL, e successiva-
mente analizzati al GC-MS (3.5).

4.2 Analisi gas-cromatografica

L’identificazione dei composti in esame e la successi-

va quantificazione e stata effettuata mediante un
gascromatografo accoppiato ad uno spettrometro di

Iniettore Modalita Splitless
Gas di trasporto Flusso (mL/min) i”g
Volume iniettato (uL) 1,

Spettrometro di massa
Temperatura sorgente (°C) 280
Temperatura transfer line (°C) 320

Rampa di temperatura

Velocita di riscaldamento Temperatura target Tempo di mantenimento
(°C/min) (°C) (min)
- 60 2
15 280 2
15 360 10
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massa a singolo quadrupolo (GC-MS; 35), equipaggia-
to con una colonna capillare in silice fusa con fase
stazionaria (5%) fenil- (95%) dimetilpolisilossano
adatta alle alte temperature (ZB-5HT Inferno, 15m x
0,25mm x 0,10um) (3.6). Come carrier gas si € utiliz-
zato elio ultrapuro ad un flusso costante di 1,2 mL/
min. La separazione cromatografica dei composti &
stata effettuata grazie ad un programma di tempera-
tura per la quale si vede un aumento graduale e pro-
gressivo che permette la separazione selettiva dei 38

congeneri presenti nella miscela dello standard
(3.10). La temperatura della transfer line e della sor-
gente sono state impostate a 320°C e 280°C rispet-
tivamente.

Per raggiungere le condizioni ottimali sono state effet-
tuate diverse corse cromatografiche modificando la
programmata della temperatura, variando sia la velo-
cita di aumento di temperatura (°C/min) sia la tem-
peratura target in modo da massimizzare la risoluzio-
ne dei picchi. Per il controllo dello strumento €& stato

Tabella 4. Congenere, tempo di ritenzione (TR) e ioni MS usati per la quantificazione e qualificazione

loni MS per la quan-

loni MS per la qualificazione

Congenere TR (min) tlfl((:rijlz(;ne (m/2)
PBDE 17 11,055 246 139 406
PBDE 25 11,626 246 139 406
PBDE 28 11,821 246 139 406
PBDE 30 11,962 246 139 406
PBDE 47 12,862 326 486 217
PBDE 49 12,977 326 486 217
PBDE 71 13,027 326 486 217
PBDE 66 13,197 326 486 217
PBDE 74 13,272 326 486 217
PBDE 75 13,377 326 486 217
PBDE 99 14,185 404 406 564
PBDE 85 14,245 404 406 564
PBDE 97+118 14,282 404 406 564
PBDE 100 14,467 404 406 564
PBDE 101 14,567 404 406 564
PBDE 116 14,960 404 564 297
PBDE 119 15,125 404 564 297
PBDE 138 15,240 484 644 242
PBDE 139 15,766 484 644 242
PBDE 153 16,112 484 644 242
PBDE 154 16,302 484 644 242
PBDE 155 16,438 484 644 242
PBDE 156 16,525 484 644 242
PBDE 173+190 16,702 562 724 282
PBDE 182 16,782 562 724 282
PBDE 181 16,832 562 724 282
PBDE 183 17,000 562 724 282
PBDE 185 17,204 562 724 282
PBDE 191 17,240 562 724 282
PBDE 196 17,594 642 802 152
PBDE 197+204 17,787 642 802 152
PBDE 198 18,377 642 800 320
PBDE 203 18,382 642 802 141
PBDE 206 18,867 642 802 321
PBDE 208 18,879 720 880 360
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Figura 2. Esempio di elaborazione dati e identificazione di un congenere (PBDE17) in base al tempo di ritenzione e agli ioni

MS per la quantificazione (Quan.) e la qualificazione (Conf.)

utilizzato il programma “Chromeleon 7” di Thermo
Fisher (Versione 7.2.7). Le condizioni operative otti-
mali sono riportate in Tabella 3.

Per quanto riguarda I'identificazione dei congeneri e
dei relativi tempi di ritenzione & stata inizialmente
effettuata I'acquisizione in modalita scansione totale
(Full Scan). Una volta identificati i congeneri € i relati-
vi tempi di ritenzione, per la calibrazione e la quantifi-
cazione gli ioni di massa sono stati monitorati lavo-
rando in modalita di acquisizione SIM (Selected lon
Monitoring; Figura 2), utilizzando per la qualificazione
e la quantificazione gli ioni elencati in Tabella 4. Gli
ioni MS usati per la quantificazione e qualificazione
ed i tempi di ritenzione (considerando per questi ulti-
mi una variabilita inferiore a 0,2 min) dei singoli con-
generi determinati nelle soluzioni standard e negli
estratti dei campioni sono stati confrontati per la de-
terminazione della concentrazione analitica dei com-
posti di interesse.

5. VALIDAZIONE DEL METODO

5.1 Quantificazione, curve di calibrazione e limite di
rilevabilita

Per la quantificazione dei PBDE sono state ottenute
due curve di calibrazione analizzando soluzioni stan-
dard a differenti intervalli di concentrazione. Tutte le
soluzioni sono state preparate in esano (3.8) per dilui-

PBDE 49

30000

25000

« 20000
[-7]

& 15000

10000

y = 700128x + 66.719
5000 R?=0.9997
0
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05

Concentrazione (mg/L)

zione da una soluzione madre di PBDE, contenente
tutti i congeneri in esame (Tabella 2), avente concen-
trazione iniziale di 4,14 mg/L. Le due curve di calibra-
zione sono state realizzate nei seguenti intervalli di
concentrazione: 2,5; 5; 10; 25; 50 ug/L e 0,1; 0,25;
0,5;1e1,5mg/L.

La buona linearita € stata confermata dai coefficienti
di correlazione (R2) delle curve di calibrazione ottenu-
te per i singoli congeneri, compresi tra 0,9683 e
0,9999. In Figura 3 vengono riportate a titolo di
esempio le curve di calibrazione dei congeneri PBDE
49 e PBDE 100.

Al fine di minimizzare gli effetti di soppressione o in-
cremento del segnale di spettrometria di massa dovu-
to ad interferenze di matrice, sono stati utilizzati com-
posti marcati con isotopi stabili come standard interni
(3.11 e 3.12), che sono stati aggiunti sia alle soluzio-
ni standard che agli estratti preliminarmente all’anali-
si in GC, fino a raggiungere una concentrazione finale
di 5 pg/L.

La riproducibilita del metodo € stata espressa come
coefficiente di variazione (CV, %) calcolato dai risultati
di analisi effettuate in triplicato di soluzioni standard
addizionate con standard interni ed era sempre
<10%.

I limiti di rilevabilita (LOD) sono stati calcolati in accor-
do con il metodo IUPAC (Thompson et al., 2002), dal-

PBDE 100

y=279902x%-17.225
R*=0.9984

0 0.005 0.01
Concentrazione (mg/L)

0.015 0.02 0.025 0.03 0.035

Figura 3. Esempio di curve di calibrazione di due congeneri PBDE (PBDE 49 e PBDE 100) e coefficiente di correlazione (R2)
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Tabella 5. LOD (ng/g), LOQ (ng/g), concentrazione teorica utilizzata per le tre prove di recupero, recupero medio (+ RSD) e CV

(%) relativo ai singoli congeneri analizzati

Congenere
Prova 1

(ng/8)

Prove di recupero

Concentrazione Teorica dei PBDE
nel sedimento

Recupero
medio

Prova 3 (%+RDS)

(ug/8)

Prova 2

(ug/8)

PBDE 17 0,002 0,006 0,015 0,030 0,088 65+ 3 8
PBDE 25 0,001 0,003 0,008 0,017 0,048 674 6
PBDE 28 0,002 0,006 0,005 0,010 0,028 84 +2 9
PBDE 30 0,002 0,006 0,008 0,016 0,046 86+3 9
PBDE 47 0,003 0,009 0,005 0,011 0,031 82+7 8
PBDE 49 0,004 0,012 0,010 0,020 0,059 83+6 9
PBDE 71 0,005 0,015 0,007 0,015 0,043 808 9
PBDE 66 0,004 0,012 0,006 0,011 0,032 878 4
PBDE 74 0,006 0,018 0,009 0,018 0,053 84+5 6
PBDE 75 0,011 0,033 0,009 0,018 0,052 82+3 6
PBDE 99 0,007 0,021 0,006 0,011 0,032 83+3 6
PBDE 85 0,008 0,024 0,009 0,017 0,050 95+5 1
PBDE 97-118 0,005 0,015 0,014 0,027 0,079 92+6 3
PBDE 100 0,006 0,018 0,008 0,016 0,046 85+2 5
PBDE 101 0,005 0,015 0,010 0,020 0,057 80+3 7
PBDE 119 0,007 0,021 0,011 0,021 0,062 78+ 4 9
PBDE 116 0,003 0,012 0,008 0,016 0,046 78+3 8
PBDE 138 0,014 0,042 0,007 0,013 0,038 78+ 2 8
PBDE 139 0,008 0,024 0,009 0,018 0,053 75+5 9
PBDE 153 0,007 0,021 0,005 0,011 0,031 77+3 7
PBDE 154 0,01 0,03 0,004 0,008 0,024 78+5 3
PBDE 155 0,007 0,021 0,002 0,005 0,013 75+5 7
PBDE 156 0,004 0,012 0,007 0,014 0,042 81+3 7
PBDE 173-190 0,026 0,078 0,008 0,016 0,045 78t 4 8
PBDE 182 0,022 0,066 0,004 0,008 0,023 77+3 7
PBDE 181 0,026 0,078 0,007 0,015 0,043 7T+ 7 8
PBDE 183 0,017 0,051 0,006 0,011 0,033 95+ 8 3
PBDE 185 0,011 0,033 0,006 0,012 0,036 984 3
PBDE 191 0,015 0,045 0,005 0,011 0,031 825 2
PBDE 196 0,007 0,021 0,006 0,013 0,037 85+4 2
PBDE 197-204 0,022 0,066 0,007 0,015 0,042 78+3 5
PBDE 198 0,003 0,009 0,005 0,010 0,028 82 8 3
PBDE 203 0,007 0,021 0,004 0,007 0,021 78+4 7
PBDE 206 0,006 0,018 0,005 0,010 0,030 815 6
PBDE 208 0,004 0,012 0,003 0,006 0,017 75+t6 4

la pit bassa concentrazione che produce un picco
che pud essere distinto in maniera affidabile dal ru-
more di fondo (tre volte il rapporto segnale/rumore). |
limiti di quantificazione (LOQ) sono stati calcolati co-
me tre volte il valore del LOD. | valori di LOD erano in
un intervallo compreso tra 0,001 e 0,026 ng/g, men-
tre i valori di LOQ tra 0,003 e 0,078 ng/g, a seconda
del congenere (Tabella 5).

5.2 Prove di recupero

Per verificare I'efficienza di recupero della tecnica
estrattiva PLE (Figura 3) sono state effettuate delle
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prove di estrazione in replicato su sedimento a cui
sono state addizionate concentrazione note di PBDE.
A circa 2 g di sedimento essiccato, privo dei contami-
nanti target, & stato aggiunto 1 mL di una miscela di
PBDE in esano a concentrazione nota. A partire dalla
soluzione madre (4,14 mg/L) dello standard di riferi-
mento (NIST SRM 2257) sono state preparate tre
soluzioni intermedie in esano a concentrazione di
0,52, 1,04 e 2,07 mg/L, utilizzate per le aggiunte al
sedimento. Sono state previste tre repliche per cia-
scuna aggiunta, tale che la concentrazione finale del-
la miscela di PBDE nel sedimento fosse di 0,258
(prova 1), 0,5175 (prova 2) e 1,035 (prova 3) ug/g.
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Figura 4. Sistema di estrazione PLE (Speed Extractor E-916
system, Buchi, Italia)

La concentrazione finale dei singoli congeneri & ripor-
tata in Tabella 5. Il sedimento & stato quindi lasciato
ad asciugare a temperatura ambiente per almeno
24h.

Una prima prova di estrazione é stata effettuata utiliz-
zando come solvente di estrazione una miscela di
acetone - esano (1:1 v/v) (Da et al., 2019), tuttavia i
recuperi ottenuti sono risultati piuttosto bassi, com-
presi tra il 40-55%, e non erano riproducibili (CV >
20%). Quindi, si & proceduto utilizzando come solven-
te di estrazione il solo esano, anche alla luce della
migliore affinita tra il solvente e gli analiti da estrarre,
mantenendo perd le condizioni sopra descritte

(paragrafo 4.1). | risultati ottenuti, riportati in Tabella
5, mostrano come i recuperi ottenuti siano migliori e
compresi nell’intervallo 65-95% in base al congenere.
La ripetibilita (n=3) della procedura risulta soddisfa-
cente con valori di RSD (deviazione standard relativa)
compresa tra 2 e 8% e CV minore del 10%.

6. APPLICAZIONE A CAMPIONI REALI

La presenza di microinquinanti organici persistenti in
artico € nota da decenni, ma cio che desta particolare
preoccupazione € I'effetto che il cambiamento clima-
tico sta avendo sulla loro circolazione e diffusione
anche in queste aree remote. Infatti, processi influen-
zati dal riscaldamento globale, quali la fusione dei
ghiacciai e il disgelo del permafrost, possono risultare
delle fonti secondarie di contaminazione. | sedimenti
marini sono i recettori finali di molti contaminanti, che
possono persistere a lungo o tornare nuovamente in
circolo nel comparto acquatico, con ripercussioni
sull'intero ecosistema. |l monitoraggio della contami-
nazione dei sedimenti marini superficiali e profondi
puod essere utile per ricostruire trend temporali e spa-
ziali delle classi di contaminanti organici considerate.

Il metodo di estrazione e analisi di PBDE descritto &
stato utilizzato per la determinazione di tali composti
target in campioni di sedimento marino artico. | cam-
pioni sono stati raccolti nei fiordi Kongsfjorden e
Krossfjorden (arcipelago delle isole Svalbard, Norve-
gia) con un carotiere a gravita (Figura 5). Sono state
prelevate tre carote: NYA21_01 (79°07,879  Lat,
011°43,814’ Long), NYA21_03 (78°56,940’ Lat,
012°09,115" Long), NYA21_04 (78°59,763" Lat,
011°39,423’ Long), successivamente sub-
campionate in diverse sezioni con uno spessore com-
preso tra 0,5 e 1 cm a partire dalla superficie della
carota fino ad una profondita di circa 40 cm. Le diver-
se sezioni di sedimento sono state liofilizzate e pro-

Figura 5. Campionamento con carotiere a gravita leggera (peso 100 kg) a bordo della bar-
ca MS Teisten, isole Svalbard, Norvegia
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cessate seguendo il metodo sopra descritto. | risultati
ottenuti evidenziano come il metodo ottimizzato sia
adeguato alla determinazione dei PBDE in queste
peculiari matrici ambientali. Nello specifico, la con-
centrazione dei PBDE, espressa come sommatoria
dei 38 congeneri, € risultata essere compresa negli
intervalli 17,7-112,09; 0,32-37,34 e 7,44-51,90 ng/g
nelle tre carote, rispettivamente. In generale, i PBDE
sono stati riscontrati negli strati piu superficiali di
ciascuna carota (corrispondenti approssimativamente
ai primi dieci anni del 2000), mentre non sono stati
rilevati negli strati pit profondi (corrispondenti ap-
prossimativamente alla fine del 1800). Tali andamen-
ti, rispecchiano il periodo di messa in commercio ed
utilizzo su scala globale di questi contaminanti, e sug-
gerisce come i PBDE possano essere soggetti ad un
trasporto a lungo raggio fino alle zone remote.

7. CONCLUSIONI

Il metodo ottimizzato per la determinazione di 38 con-
generi dei PBDE in matrici ambientali solide mediante
estrazione liquida pressurizzata (PLE) e analisi in GC-
MS, consente la loro determinazione con una buona
accuratezza e riproducibilita anche in campioni di
sedimento marino artico. Infatti, il metodo minimizza
le interferenze della matrice e consente la rilevazione
di questi contaminanti anche a concentrazioni estre-
mamente basse.
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La dissalazione € la soluzione per la siccita?

La soluzione ovvia alla siccita sembra a molti la dissalazione dell’acqua
di mare; dopo tutto di acqua di mare ne abbiamo pil che a sufficienza.
La dissalazione é certamente possibile, ma non é pensabile, perlomeno
al momento usarla su larghissima scala. Ci sono dei problemini tecnici
non banali. Questo tema é discusso dal prof. Mauro Icardi nel suo inter-
vento: Dissalazione acque marine: qualche considerazione tecnica, di-
sponibile nel blog della Societa Chimica Italiana all’indirizzo: https;//
ilblogdellasci.wordpress.com/2022/07/11/dissalazione-acque-marine-
qualche-considerazione-tecnica/

La conclusione dell’articolo € che per il momento dovremmo essere pil
attenti, rispettosi e sobri; anche perché ottenere per dissalazione le cen-
tinaia o migliaia di chilometri cubi di acqua che usiamo per scopi irrigui
o potabili € al di la delle nostre possibilita attuali.

La chimica dell’Antropocene: energie rinnovabili ed economia cir-
colare per custodire il pianeta e ridurre le diseguaglianze

Il 90% della vita é ospitato nellimmensita dei Mari e degli Oceani. Da
loro dipende la nostra sopravvivenza sul Pianeta e adesso hanno biso-
gno di noi.». Nella Giornata Mondiale degli Oceani, celebrata I'8 giugno
di ogni anno, giorno dell’Anniversario della Conferenza Mondiale su Am-
biente e Sviluppo di Rio de Janeiro, milioni di persone in tutto il mondo si
uniscono per celebrare I’'oceano che ci unisce tutti, portando avanti azio-
ni concrete per la sua salva-
guardia.

Il mare produce pit del 50%
dell’ossigeno che respiriamo,
assorbe un terzo dell’anidride
carbonica che produciamo, é il
grande regolatore del clima. I
ciclo dell’acqua inizia con I'eva-
porazione in mini particelle che
diventano nuvole e pioggia, per
poi entrare nella terra e diven-
tare sorgenti, fiumi, laghi, le
immense arterie del nostro Pia-
neta. Una vera e propria magia!

Il mare & un luogo di pace, di
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contemplazione, un luogo dove riconnettersi con la natura, dove costrui-
re ricordi indimenticabili. Ma questo luogo €& in pericolo. La biodiversita
del mare é sotto attacco ovunque: rischiamo di perdere per sempre un
equilibrio raggiunto in 4 miliardi di anni che ha consentito alla nostra
specie di alimentarsi, respirare, riprodursi, in poche parole di vivere sulla
Terra.

Il pericolo reale & che entro il 2050 perderemo un milione di specie, ma
non sappiamo quali. Ancora pit grave € che non sappiamo quali si siano
gia estinte. Eppure la nostra sopravvivenza é legata indissolubilmente ai
sistemi naturali che sostengono tutta la costruzione della vita. Dal minu-
scolo plancton alle grandi balene, siamo tutti interconnessi: esseri vege-
tali, animali, minerali, aria e acqua. Per questo dobbiamo intervenire
prima che sia troppo tardi. Soltanto se uniamo le nostre forze possiamo
fare la differenzal Lo dicono anche le Nazioni Unite, che hanno dedicato
il World Oceans Day del 2022 al tema della Revitalization, "azioni collet-
tive per gli oceani". Soltanto attraverso le azioni di tutti possiamo trovare
la giusta energia per andare avanti .

Ricadute economico-sociali della carenza della disponibilita di
acqua

Si é celebrata il 22 marzo la Giornata Mondiale dell’Acqua. Molto si é
scritto sulla carenza di acqua e di acqua potabile in molte parti del mon-
do. Generalmente ci si sofferma sugli aspetti ambientali e sanitari, ma
altre sono le ricadute della mancanza o al contrario della disponibilita di
acqua. Una di queste riguarda l'istruzione: la carenza di acqua pulita
nelle zone rurali di Kenya, Burkina Faso,
Costa d'Avorio comporta il diffondersi di
malattie ed infezioni che obbligano i bam-
bini colpiti a saltare le lezioni rimanendo
indietro nel percorso di studi, ma con il

perché ogni giorno in pit lontano dai libri
€ un giorno in pit vicino all'abbandono

scolastico. Un'altra ricaduta della carenza
o disponibilita di acqua pulita € il tasso di mortalita infantile: dati statisti-
ci dell'lONU e della FAO chiaramente evidenziano una correlazione diret-
ta fra carenze idriche e tasso di mortalita infantile con il risultato di im-
pegnare risorse per contrastarla mentre basterebbe una ricchezza idrica
maggiore e di nuocere allo sviluppo demografico. Una terza osservazio-
ne riguarda i mezzi di approvvigionamento. Il nodo degli invasi per racco-
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gliere acqua piovana é stato affrontato in sedi diverse, non sempre tutte
d'accordo su tale strumento che invece, abbinato a pompe azionate da
energia solare, pud rappresentare un supporto significativo. Se poi la
raccolta dell'acqua piovana avviene in cisterne, contenitori che si aprono
solo in occasione delle piogge, rimanendo chiusi per il resto del tempo é
possibile nei Paesi caldi -e molti di quelli poveri lo sono- riscaldare I'ac-
qua fornendo un servizio prezioso in medicina neonatale. Infine vorrei
ricordare la importanza nella formazione dei giovani dell'attivita fisica
che owviamente sia per l'acqua emessa con il sudore sia per il sudore
stesso che bagna la pelle e richiede di lavarla comporta la necessita di
una minima quantita di acqua disponibile per ristorare il corpo. Quindi
poca acqua poca attivita fisica con ricadute negative sullo sviluppo del
corpo.

Anche l'aspetto energetico sembra oggi cambiare coinvol-
gendo I'acqua nell’era dell’idrogeno. La nuova forma pulita
di energia ci obbliga a considerare I'acqua anche da questo
punto di vista: risorsa preziosa di idrogeno. Se poi gli aspetti
economici di bilancio non saranno soddisfatti, questo nulla
toglie ad un’ennesima preziosita dell’acqua, essere un ab-
bondante potenziale contenitore di idrogeno. Tra I'altro I'im-
piego della luce solare (in presenza di un catalizzatore) co-
me energia estrattiva apre ulteriori spazi da percorrere. C'é
infine il problema del monitoraggio: per proteggere e per
correggere bisogna conoscere. | metodi analitici degli inqui-
nanti in matrice acquosa sono stati messi a punto e pubblicati in forme
diverse, praticamente in tutti i paesi sviluppati del mondo. C'é perd biso-
gno di metodi alternativi capaci di fornire risposte in tempo reale, capaci
di controllare sistemi automatici di correzione, capaci di indicare in tem-
po reale gli eventuali inconvenienti prodottisi in un impianto acquedotti-
stico. La Scienza fa grandi progressi e sensoristica e biosensoristica ci
vengono incontro. | test di tossicita integrale rappresentano in tale linea
un’ulteriore opportunita in quanto fornendo una risposta integrale ed in
tempo reale ci affrancano, in una fase di urgenza, dalle analisi specifi-
che e puntuali che possono essere eseguite soltanto quando necessa-
rio. La ricchezza d’acqua non sempre significa disponibilita: in un terre-
no agricolo ad esempio si possono creare a seguito di ripetuti interventi
shagliati da parte dell’'uomo delle condizioni assai negative a fini della
trasferibilita e del trasporto dell’acqua. Anche su questo punto sono sta-
ti messi a punto test idonei propri e finalizzati a misurare non la quantita
di acqua presente, ma il grado della sua disponibilita e quindi di sfrutta-
mento da parte dell’'uomo e della coltura scelta per il terreno .

41



Il problema degli antibiotici nelle acque

L' estesa applicazione degli antibiotici in medicina e veterinaria ha pro-
dotto come risultato lo smaltimento nelle acque superficiali di tutto il
mondo di grandi quantita di farmaci. Questi possono essere trasferiti
dalle acque superficiali e dal suolo circostante alla catena alimentare ed
all'organismo umano, se non vengono completamente rimossi dai depu-
ratori prima che il trasferimento avvenga. A prova di cio antibiotici sono
stati trovati negli organismi del corpo umano e nei liquidi biologici, ad
esempio urina, a prescindere dal loro consumo.

L'esposizione ad antibiotici pud
provocare effetti ecotossicologici
come la genotossicita e la tossici-
ta per la crescita come rilevato nei
pesci. L'impatto a lungo termine
nelluomo non é noto. Di certo
viene osservato l'aumento della
resistenza ad alcuni microorgani-
smi e ad alcuni ceppi con il risulta-
to dell'inefficacia del trattamento
antibiotico E pertanto necessario
un trattamento delle acque capa-
ce di impedire tutti questi effetti
negativi. Il processo degradativo di
rimozione piu applicato & quello
ossidativo. La scelta della tecnologia deve tenere conto dei composti
che coesistono nella produzione con la molecola antibiotica. Questa € la
ragione per cui I'ozonizzazione viene a volte preferita, seguita dalla filtra-
zione su carbone attivo. Anche la clorazione e la fotodegradazione trova-
no applicazione. Durante tutte queste trasformazioni si possono pero
produrre molecole pit piccole dei principi del farmaco e quindi piti mobi-
li, ma talora anche pit tossiche degli antibiotici. Questo avviene soprat-
tutto nel caso di trattamenti fotolitici o biodegradativi. Questo deve in-
durre, direi obbligare, a controlli non solo sulla rimozione degli antibioti-
ci, ma anche sulla tossicita derivata al sistema idrico trattato dal proces-
So depurativo.
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PHOENIX: protection, resilience, rehabilitation of da-

maged environment
COST ACTION CA19123

Le sfide attuali che 'umanita deve affrontare sono molteplici ed impor-
tanti quali, ad esempio, il riscaldamento globale, I'eccessivo utilizzo di
energia da combustibili fossili nonché la crescente urbanizzazione.
Sebbene le attuali strategie siano limitate, i microrganismi costituisco-
no una concreta possibilita per risolvere queste sfide. Infatti i microrga-
nismi hanno un ruolo fondamentale nel plasmare gli ecosistemi terre-
stri e, sfruttando le loro capacita, possono contribuire concretamente a
ristabilire un equilibrio ambientale.
Il progetto PHOENIX (https://www.cost-phoenix.eu) ha come scopo
principale di promuovere l'efficacia dei sistemi bio-elettrochimici (BES),
sistemi che sfruttano I'attivita biologica dei microorganismi per ridurre
la contaminazione, riciclare gli elementi, nonché sintetizzando nuovi
prodotti, producendo al contempo elettricita, nel caso delle celle a com-
bustibile microbiche (MFC). | progressi nel campo dell'elettronica a bas-
sa potenza consentono di poter sfruttare queste tecnologie. Le attivita
del progetto, iniziato a settembre 2020, riguardano la caratterizzazione
delle BESs e la loro implementazione per il bio-rimedio
0 come bio-sensori o bio-reattori.

I diversi campi delle scienze naturali delle scienze so-
ciali e dell'ingegneria sono strettamente in connessione

per risolvere le difficili sfide poste dalla riconversione e

'I'PHOENIX- transizione energetica e sono strettamente collegate

alla protezione dell'ambiente.
Un aspetto fondamentale ed innovativo del progetto é
l'interconnessione tra la pianificazione urbana sosteni-
bile e gli aspetti sociologico-economici della transizione
energetica e delle tecnologie coinvolte. L'integrazione
delle biotecnologie nel contesto urbano & una priorita
fondamentale per una corretta pianificazione urbana e
la riduzione dell'impatto sull' ambiente.
Il progetto é suddiviso in 5 Working Groups:

WG 1 Educational and socio-economics aspect of environmental
science for sustainable city planning; WG Leader: Dr Rawad
CHAKER, Université Lyon

WG 2 Bio-electrochemical systems to reduce the environmental im-
pact of pollutants and bioresource valorisation; WG Leader: Dr
Argyro TSIPA, University of Cyprus

WG 3 Environmental monitoring and sensing; WG Leader: Prof Fa-
bien MIEYEVILLE, University of Lyon

WG 4 Point-of-load; WG Leader: Prof Domenico BORELLO, Universita
di Roma ‘La Sapienza’

WG 5 Dissemination. WG Leader: Prof Rachel AMSTRONG, Campus
Sint-Lucas Ghent

Tra i diversi scopi del progetto, i principali sono:

e |dentificare le possibili applicazioni delle BES come tecnologie di
elettro-risanamento, biorisanamento, biosensing e biodegradazio-
ne, con anche le sue possibili ricadute sociali;

e modellare la cinetica dei bioprocessi delle BES, nonché ottimizza-

43



Notiziario dei Metodi Analitici

n°l (2023)

Degradazione dei contami-
nanti e crescita batterica
nelle celle a combustibile
microbiche (MFC, microbial
fuel cells)

l___

Mumber of mio ooy anism

re la piattaforma hardware per WSN autonome;

e migliorare le conoscenze e la formazione di studenti e ricercatori,
istituzioni pubbliche e associazioni di cittadini nell’lambito delle BES
nonché integrare le biotecnologie nel contesto del flusso decisionale
politico e nella pianificazione urbana nell’ambito della conservazione
dell'ambiente e il riciclo dei rifiuti.

Nei primi due anni sono stati raggiunti diversi obiettivi del progetto PHOE-
NIX e ciascun gruppo ha lavorato, nonostante la pandemia, in concomi-
tanza dell’inizio del progetto, abbia impedito diversi incontri di persona e,
nei prossimi due anni, sono pianificate diverse attivita.

Il primo incontro di persona é stato anche la prima conferenza di PHOE-
NIX, tenutasi a fine gennaio 2022 (https://www.cost-phoenix.eu/
download/abstract-book-phoenix-meeting-19-22-jan/) presso la facolta di
Ingegneria da La Sapienza Universita di Roma. Per sopperire, almeno par-
zialmente, ai problemi legati alla pandemia da COVID19 che purtroppo ha
conciso con i primi due anni del progetto, sono stati effettuati pit di 100
incontri virtuali tra Core group e WGs. Sono state effettuate numerose
mobilita virtuali e Short Term Scientific Missions (STSMs), per un totale di
56 grant assegnati, e sono state prodotte diverse pubblicazioni fatte tra
diversi gruppi. Nonostante le difficolta causate dalla pandemia, sono state
awviate diverse collaborazioni tra i partner del consorzio PHEONIX, realiz-
zando diversi progressi nel campo dei sistemi bio-elettrochimici (Bio-
electrochemical systems, BES) e delle loro possibili applicazioni.

Alcuni tra i principali risultati raggiunti:

e Organizzazione di special sessions all’interno di SDEWES (The Inter-
national Centre for Sustainable Development of Energy, Water and
Environment Systems) sia per il 2022 che per il 2023 (il prossimo
convegno € a Settembre di quest’anno a Dubrovnik;

Contaminant degradation
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co-organizzazione del convegno MEEP (Microbial/Enzymatic Electro-
chemistry Platform) sia per il 2022 che per il 2023 (a Lucerna il pros-
simo Luglio).

Quest’anno si & tenuta una sessione, all’interno del Convegno annuale
della SETAC di Dublino (30 aprile—4 maggio 2023) intitolata
“Bioelectrochemical Systems Technology for a Better Environment”, i cui
chair erano del progetto PHOENIX; I'abstract book del convegno ne riporta
i dettagli (https://europe2023.setac.org/wp-content/uploads/2023/04/
Abstract-Book-Final2.pdf)

Inoltre sono stati pubblicati diversi articoli a firma condivisa tra piu stati
membri del progetto tra cui:

Tsipa, A., Varnava, C. K., Grenni, P., Ferrara, V., & Pietrelli, A. (2021).
Bio-Electrochemical System Depollution Capabilities and Monitoring
Applications: Models, Applicability, Advanced Bio-Based Concept for
Predicting Pollutant Degradation and Microbial Growth Kinetics via
Gene Regulation Modelling. Processes, 9(6): 1038.

Paquete, C. M., Rosenbaum, M. A., Baneras, L., Rotaru, A. E., & Puig,
S. (2022). Let’s chat: communication between electroactive microor-
ganisms. Bioresource Technology, 347: 126705.

Vassilev, 1., Dessi, P., Puig, S. & Kokko, M. (2022). Cathodic biofilms -
A prerequisite for microbial electrosynthesis. Bioresource Technology,
348: 126788.

Pasternak, G., de Rosset, A., Tyszkiewicz, N., Widera, B., Greenman,
J., & leropoulos, I. (2022). Prevention and removal of membrane and
separator biofouling in bioelectrochemical systems-a comprehensive
review. Iscience, 25 (7): 104510.

Khalifé, M., Chaker, R., & Gasparovic, S. (2022). Environmental Edu-
cation and Digital Solutions An analysis of the Lebanese context’s
existing and possible digital actions. Front. Educ. 7: 958569.

Nicula, N. O., Lungulescu, E. M., leropoulos, I. A., Rimbu, G. A., &
Csutak, 0. (2022). Nutrients Removal from Aquaculture Wastewater
by Biofilter/Antibiotic-Resistant Bacteria Systems. Water, 14(4): 607.

Kaplan, G., Aydinli, H. O., Pietrelli, A., Mieyeville, F., & Ferrara, V.
(2022). Qil-Contaminated Soil Modeling and Remediation Monitoring
in Arid Areas Using Remote Sensing. Remote Sensing, 14(10): 2500.

Kaplan, G., Rashid, T., Gasparovic, M., Pietrelli, A., & Ferrara, V.
(2022). Monitoring war-generated environmental security using re-
mote sensing: A review. Land Degradation & Development 33: 1513 -
1526

Aimola, G., Gagliardi, G., Pietrelli, A., Ancona, V., Barra Caracciolo, A.,
Borello, D., Ferrara, V. & Grenni, P. (2022). Environmental Remedia-
tion and Possible Use of Terrestrial Microbial Fuel Cells. WIT Transac-
tions on The Built Environment, 207, 121-133.
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Linea guida linea guida per la definizione di valori
limite di emissione (VLE) per le sostanze chimiche
prioritarie, pericolose prioritarie e per gli inquinanti
specifici

a cura di: Stefano Polesello e Stefano Ghergo, Sara Valsecchi,
Elisabetta Preziosi
Istituto di Ricerca sulle Acque, sedi di Brugherio e Roma-Montelibretti

E stata appena pubblicata la Linea guida per la definizione di valori limi-
te di emissione (VLE) per le sostanze chimiche prioritarie, pericolose
prioritarie e per gli inquinanti specifici sul sito di SINTAI, il Sistema Infor-
mativo Nazionale per la Tutela delle Acque Iltaliane all’indirizzo: https://
www.sintai.isprambiente.it/public/ UWWTD/strumenti.xhtml?faces-
redirect=true.

Questa Linea Guida & stata preparata del Gruppo di lavoro tecnico
(GALT) per la definizione degli standard di qualita ambientale per i corpi
idrici superficiali e sotterranei, istituito presso il Ministero dell'lAmbiente
e della Sicurezza Energetica, col coordinamento e la partecipazione di
Ricercatori e Tecnologi del nostro Istituto.

Uno degli obiettivi rilevanti della Direttiva Quadro sulle Acque (Water Fra-
mework Directive, WFD, Direttiva 2000/60/CE) € la protezione delle ac-
que dal rischio derivante dall'inquinamento chimico, con particolare rife-
rimento all'inquinamento dovuto alle sostanze prioritarie e prioritarie
pericolose. La WFD prevede che il rischio chimico sia gestito secondo un
approccio combinato, che prevede da una parte la definizione di Stan-
dard di Qualita Ambientale (SQA) per le sostanze prioritarie, allo scopo di
definire uno stato chimico nelle acque superficiali, e dall’altra la messa
in atto di misure di controllo delle emissioni, quali la definizione valori
limite di emissione (VLE), che in genere sono un adeguato strumento per
la riduzione delle emissioni.

In assenza di una metodologia comunitaria armonizzata per la definizio-
ne di VLE, si é ritenuto necessario preparare una linea guida a livello
nazionale, ispirata ai principi e documenti discussi a livello comunitario.
Il documento & stato prodotto dal Gruppo di Lavoro, che include esperti
del Ministero dell'Ambiente e della Sicurezza Energetica, Istituto Superio-
re di Sanita, Istituto Superiore per la Ricerca Ambientale (ISPRA) col
coordinamento dell'lstituto di Ricerca Sulle Acque (IRSA) del CNR.

Il principio cardine condiviso per la derivazione dei VLE per le sostanze
chimiche € il conseguimento degli SQA nel corpo idrico recettore. L’appli-
cazione di VLE deve tuttavia essere una misura calibrata sulla situazione
locale, relativamente al corpo e al bacino idrico nel quale recapita lo sca-
rico stesso, in grado di garantire anche la prevenzione del deterioramen-
to dello stato dei corpi idrici superficiali.

.q: Guide compilazione ¢ modelli 12° Reporting UWWTD anni 2019/2020 - articolo 15

-\5 Guide compilazione ¢ modelli 12° Reporting UWWTD anni 2019/2020 - articolo 17

New!

EZ3 Linea guida per la definizione di valori limite di emissione (VLE) per le sostanze chimiche priorit

pericolose prioritarie e per gli inquinanti specifici
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Biodegradazione di contaminanti organici e

possibili applicazioni per il biorimedio di aree
contaminate

Relatore Interno

Prof.ssa Maria Letizia Costantini (Dip. Biologia Ambientale Sapienza Universita di
Roma)

Relatori esterni
Prof. ssa Anna Barra Caracciolo (IRSA-CNR)
Prof. Rafael Rivilla (Universita Autonoma di Madrid-UAM)

Emiliana Pandolfo

Le funzionalita ecosistemiche del suolo possono essere alterate dalla con-
taminazione causata da diverse sostanze inquinanti rilasciate nell’ am-
biente, che possono essere sia di origine naturale che xenobiotica. Tra le
sostanze chimiche di sintesi che possono entrare facilmente a contatto
con I'ambiente vi sono gli idrocarburi. Gli idrocarburi costituiscono una
vasta classe di composti organici e sono presenti nel carbone fossile, nel
gas naturale e nel gasolio. Si ritrovano nelllambiente come composti ubi-
quitari e a causa del loro utilizzo come fonti energetiche e delle perdite
accidentali che si verificano durante la loro produzione, trasporto, uso e
stoccaggio. La crescente contaminazione del suolo da idrocarburi € un
problema di grande preoccupazione per la salute dell’'uomo e degli ecosi-
stemi in quanto persistono nell’aria, acqua e suolo. Molti componenti de-
gli idrocarburi sono tossici per gli organismi viventi, e si possono accumu-
lare lungo le catene trofiche. A causa dei diversi impatti prodotti, resta
fondamentale trovare soluzioni verdi, le cosiddette “nature-based solu-
tions”, cioé soluzioni basate sulle capacita omeostatiche e di resilienza

Figura 1. Consorzio sito 1 degli ecosistemi ed in particolare della componente microbica naturale.

(Spagna. Abbondanza dei geni A tal proposito la sperimentazione del progetto di tesi riporta alcuni risul-
(N. geni) che codificano gli enzi- tati relativi allo studio della struttura e funzione di alcuni consorzi batterici
mi coinvolti nelle vie metaboli- isolati da suoli contaminati da idrocarburi e capaci di degradarli. Tali con-
che degradative dei composti sorzi hanno le potenzialita di essere utilizzati in strategie di biorimedio
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Figura 2. Consorzio Sito 2 (Cina).
Abbondanza dei geni (N. geni) che
codificano gli enzimi coinvolti nelle
vie metaboliche degradative dei
composti alifatici e aromatici per
genere batterico identificate nel
metagenoma. La quantita di geni
viene espressa con il loro numero
e con il loro numero e con i valori
di TPM (Transcript Per Million)

N. geni

La sperimentazione si & svolta presso il laboratorio di Microbiologia dell’U-
niversita Autonoma di Madrid e il mio contributo si € inserito nell’lambito di
un tirocinio di tesi svolto con finanziamenti del programma Erasmus+. Gli
esperimenti sono stati mirati all’isolamento (tramite culture di arricchimen-
to) di due consorzi batterici naturali provenienti da due siti cronicamente
contaminati da idrocarburi, uno in Spagna (Sito 1) ed un altro in Cina (Sito
2). | siti di indagine erano stati individuati nell’ambito di un pit ampio pro-
getto europeo. Durante il lavoro di tesi, & stato condotto sia il sequenzia-
mento (NGS) del gene che codifica per I'rRNA 16S, che dell’intero genoma
del consorzio (metagenoma, Shotgun) e i dati del sequenziamento sono
stati utilizzati per ricavare le informazioni sia sulla struttura (composizione
tassonomica), che sulla funzione dei consorzi microbici.

In particolare, sono stati individuati i geni coinvolti nelle vie metaboliche
degradative degli idrocarburi alifatici e aromatici. | risultati di questo esperi-
mento hanno rivelato che i due consorzi isolati erano prevalentemente
composti dai generi Pseudomonas (Gamma-Proteobacteria), Acinetobacter
(Gamma-Proteobacteria), Enterobacter (Gamma-Proteobacteria), Delftia
(Beta-Proteobacteria) e Achromobacter (Beta-Proteobacteria).

Nel metagenoma dei due consorzi sono state rinvenute ben 358 copie di
geni responsabili della degradazione degli idrocarburi alifatici e aromatici.
Piu nello specifico, nel consorzio isolato dal sito 1 (Spagna) sono state ritro-
vate 248 copie di geni coinvolti nel catabolismo degli idrocarburi (55 coin-
volti nella degradazione degli idrocarburi alifatici e 193 in quella degli idro-
carburi aromatici) (Figura 1), mentre nel consorzio isolato dal sito 2 (Cina)
sono state trovate 110 copie di geni coinvolti nel catabolismo degli idrocar-
buri (32 coinvolti nella degradazione degli idrocarburi alifatici e 78 in quella
degli idrocarburi aromatici) (Figura 2). Ulteriori analisi bioinformatiche dei
dati ottenuti dalla shotgun hanno permesso di identificare alcune specie
quali Pseudomonas plecoglossicida, Acinetobacter pittii e Stenotrophomo-
nas acidaminiphila.

Vie metaboliche periferiche Vie metaboliche centrali
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Questo esperimento dimostra come la capacita di degradare i composti
organici non sono possedute da una singola specie, ma piu frequentemen-
te da consorzi batterici in cui si instaurano relazioni sinergiche tra diverse
specie, con uno spettro pit ampio di geni funzionali e di potenziali vie meta-
boliche di degradazione.

La presenza, in tutti i consorzi isolati, dei Gamma-Proteobacteria e dei Beta
-Proteobacteria conferma le grandi potenzialita di queste classi nel degra-
dare diversi contaminanti. Infine, questa sperimentazione ha dimostrato
come i microrganismi abbiano un ruolo attivo nel destino e nella rimozione
dei contaminanti organici, dimostrando le loro principali funzioni di recupe-
ro, mantenimento e sostenibilita degli ecosistemi. Nell’lambito della tesi,
che ha previsto anche un approfondimento della letteratura relativa alle vie
degradative degli idrocarburi alifatici e aromatici, & stata anche prodotta
una review che € stata pubblicata sulla rivista internazionale Water
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Microorganismi associati ad ammendanti orga-

nici e loro ruolo nel biorecupero di un suolo
degradato a pH alcalino

Relatore Interno

Prof.ssa Maria Letizia Costantini (Dip. Biologia Ambientale Sapienza Universita di
Roma)

Relatori esterni
Prof. ssa Anna Barra Caracciolo (IRSA-CNR)

Valentina Terenzi

Le attivita antropiche come la realizzazione di grandi opere ingegneristi-
che (es. gallerie autostradali e ferroviarie) possono causare una significati-
va alterazione degli ecosistemi naturali. La modifica del paesaggio, I'alte-
razione del suolo e la produzione di grandi quantita di materiali di scarto
possono contribuire alla perdita di diversi servizi ecosistemici legati a fun-
zioni di regolazione e di supporto. L'applicazione di “nature based solu-
tion”, come quella proposta in questo lavoro, risponde alle necessita di
trovare soluzioni che riducano al massimo gli impatti a lungo termine che
interventi invasivi come quello delle grandi opere possono avere sull’am-
biente.

In particolare, il principale scopo del lavoro di tesi & stato quello di valuta-
re I'efficacia dell’associazione di microorganismi ed ammendanti organici
(compost, digestato, sansa) in presenza/assenza di pianta (Medicago sati-
va), per il biorecupero di terre e rocce da scavo di una galleria autostrada-
le. Questo substrato, detto smarino (Figura 1), & povero di sostanza orga-
nica e ha un pH molto alcalino a causa del trattamento a calce effettuato
in cantiere. Tuttavia, una volta reso idoneo alla crescita vegetale, pud es-
sere impiegato come sottoprodotto, in un’ottica di economia circolare, per
il riempimento di avvallamenti del paesaggio, su cui verranno piantate
specie vegetali tipiche del territorio nel processo di ripristino a verde

Smarino depositato in cantiere dell'area di cantiere.

T Lo studio & stato effettuato alle-
4 stendo dei microcosmi sperimen-
tali (Figura 2); le analisi al tempo
finale (4 mesi) hanno rilevato che
I'introduzione delle comunita mi-
crobiche e di sostanza organica
avvenuta tramite gli ammendanti
organici ha permesso un abbassa-
mento significativo del pH dello
smarino. Si suppone che i mi-
croorganismi abbiano sviluppato
inizialmente strategie adattative
per sopravvivere a pH elevati
(12.53), e che in un secondo mo-
mento siano stati capaci di attua-
re meccanismi in grado di abbassare il pH del suolo (fino ad una media di
8.4). A conferma di cio, I'analisi metagenomica della struttura della comu-
nita microbica basata sul gene per I'rRNA 16S (NGS) e la successiva ela-
borazione dei dati mediante I'utilizzo del software PICRUSt2 ha permesso
di effettuare un’analisi funzionale predittiva rilevando la presenza di diver-
si geni per le proteine di membrana (es. nuo, mrp) e per il metabolismo
dell’acido indolacetico (ami, nthA, ipdC), coinvolti nella regolazione del pH.

Il digestato e il compost si sono rivelati gli ammendanti organici piu effi-
cienti per favorire sia I'abbassamento del pH che la crescita della pianta
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Immagini dei microcosmi nella
camera di crescita al tempo inizia-
le (a sinistra) e al tempo finale (a
destra)

(Figura 3). Contrariamente a quanto atteso, la pianta non ha avuto un ulte-
riore effetto sull’abbassamento del pH in ogni condizione, dimostrando il
ruolo principale che hanno avuto i microorganismi in questa funzione. Pre-
sumibilmente, questo & ascrivibile alle condizioni ambientali fortemente
limitanti nello smarino, che hanno portato la pianta e i microorganismi a
competere per le stesse risorse. In questa situazione, i microorganismi ri-
sultano avvantaggiati in quanto riescono ad accedere prima e piu veloce-
mente ai nutrienti presenti negli ammendanti, mentre le piante vi hanno
accesso solo in un secondo momento, a seguito della degradazione della
sostanza organica da parte dei microorganismi stessi.

In conclusione, I'utilizzo di ammen-
danti organici come sottoprodotti (in
particolare digestato e compost) ha
permesso l'introduzione di popola-
zioni batteriche attive, centrali nel
favorire 'abbassamento del pH e lo
sviluppo delle radici di Medicago
sativa anche all'interno dello smari-
no. Questo studio in cui un substrato
degradato e non adatto per lo svilup-
po vegetale € stato recuperato con
I'utilizzo di scarti organici € un esem-
pio di una Nature Based Solution, in
linea con I’economia circolare, poi-
ché sia il compost che il digestato
erano stati prodotti nelle vicinanze dell’area di cantiere.

PRESENTAZIONE DEI RISULTATI

Garbini GL, Barra Caracciolo A, Rolando A, Visca A, Terenzi V, Finizio A, Maz-
zurco-Miritana V, Nogues |, Grenni P, 2022. Recovery of spoil material treat-
ed with lime applying organic amendments and M. sativa. In: 8th European
Bioremediation Conference (EBC), Chania, Greece, June 12-17, 2022 e-
book of Abstracts: 272-273, ISBN 978-618-5558-01-7.

Da sinistra verso destra sono visibili
le condizioni ammendate con dige-
stato, compost e sansa. Si nota la
maggiore crescita vegetativa e radi-
cale delle piante cresciute in pre-
senza di digestato e compost
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| annuncio

Facendo seguito al 1° Workshop SETAC ITALIAN LANGUAGE BRANCH,
svoltosi a Siena il 15 Settembre 2022, (https://italianbranch.setac.org/
wp-content/uploads/2022/09/PROGRAMMA-WORKSHOP-SETAC-ILB-15-
SETTEMBRE.pdf) quest'anno il 2° Workshop si svolgera a Roma a meta
Ottobre. Il Workshop (a partecipazione gratuita, previa iscrizione) sara
ospitato presso la sede dell'Universita Roma TRE (Metro B, fermata San
Paolo Basilica).

| tre temi portanti del Workshop saranno: One Health, Safety, Sustainabili-
ty.

In tale occasione i giovani dottorandi potranno presentare le loro attivita
di ricerca e partecipare alla "Best Young Italian Scientist Award", finanzia-
ta dalla SETAC Europe, che mette in palio l'iscrizione gratuita per la parte-
cipazione alla SETAC Europe 34th Annual Meeting a Siviglia (Spagna) per
il 2024 (5-9 Maggio).

Tutte le informazioni saranno presto disponibili nella sezione “Eventi” del
sito della SETAC Italian Language Branch https://italianbranch.setac.org
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