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1. INTRODUZIONE E OBIETTIVI DELLA RICERCA

Le Aree Marine Protette (AMP) svolgono un ruolo primario nella protezione della fascia
costiera. Esse sono infatti ritenute uno strumento valido ed efficace sia per la protezione della
biodiversita marina, strettamente legata alle funzioni ecosistemiche, sia per la gestione sostenibile
delle risorse (Bevilacqua et al., 2006; IUCN, 1981; Vallarola F., 2013). Appare quindi evidente,
l'importanza di attuare un sistema accurato di monitoraggio integrato al fine di valutare le azioni
gestionali intraprese all’interno dellAMP e di aggiornare, se necessario, i processi e le politiche
decisionali, avendo come obiettivo il miglioramento continuo delle strategie di conservazione.

Studi condotti negli ultimi 20-30 anni hanno consolidato la convinzione che una corretta
valutazione della qualita ambientale non possa essere basata esclusivamente su un approccio di
tipo chimico. Infatti, se da un lato I'analisi chimica rappresenta un aspetto fondamentale per la
caratterizzazione dei contaminanti presenti nell'area di studio, dall'altro le indagini di tipo biologico
forniscono informazioni importanti per definire la biodisponibilita dei contaminati, la loro trasferibilita
al comparto biotico e soprattutto per evidenziare gli effetti biologici causati da tali sostanze (Regoli
et al., 2014, Gorbi et al., 2008).

Risulta quindi fondamentale integrare i dati chimici con una valutazione degli effetti biologici sugli
organismi. Tale tipo di monitoraggio integrato rappresenta uno strumento chiave per stabilire se
sono presenti differenze significative tra zone soggette a misure di tutela differenti e per valutare
se un maggior livello di protezione, a cui corrisponde un maggiore livello di restrizioni, favorisca
realmente il “miglioramento ambientale” e la “capacita di recupero” di una area sottoposta a regime
di conservazione e protezione naturalistica.

I biomarkers possono risultare estremamente utili quando si debbano tutelare risorse biologiche di
elevato valore commerciale e/o naturalistico e si voglia controllare I'efficienza di operazioni di
recupero ambientale (Regoli, 2005); il loro utilizzo non ha tuttavia fino ad oggi trovato adeguato
sviluppo all’interno delle AMP, anche se auspicato e suggerito da specifiche direttive europee e

piani nazionali.

In questo contesto, con il presente lavoro si & voluto proporre l'utilizzo dell’approccio
ecotossicologico integrato nel monitoraggio delle AMP e si é scelta, come caso pilota, ’AMP Torre
del Cerrano, in Abruzzo. Questo studio ha previsto I'utilizzo di organismi bioindicatori come i mitili,
Mytilus galloprovincialis, provenienti da popolazioni naturali, presenti su strutture artificiali, come
boe, catene e barriere frangiflutto presenti nellAMP. Sugli organismi prelevati sono state effettuate
analisi biologiche e chimiche; i risultati ottenuti nei mitili sono stati integrati insieme a quelli delle
analisi chimiche effettuate su campioni di sedimento provenienti dalle stesse aree al fine di
effettuare una valutazione preliminare sullo stato ambientale dell’area di indagine e di verificare,

inoltre, 'eventuale presenza di un impatto di origine antropica nella AMP.
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| parametri chimici analizzati nei sedimenti e negli organismi hanno riguardato le principali
classi di inquinanti di interesse ambientale, tra cui metalli in traccia (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni,
Pb, Se, V, Zn), idrocarburi policiclici aromatici (IPA), idrocarburi alifatici semivolatili e non volatili
(C10-C40), policlorobifenili (PCB), pesticidi organoalogenati, ritardanti di fiamma.

Le analisi biologiche sui mitili (biomarkers) hanno riguardato le risposte del sistema
immunitario (stabilita delle membrane lisosomiali, rapporto granulociti/ialinociti), effetti di
neurotossicita (attivita dell’acetilcolinesterasi), di genotossicita (test della cometa) e i livelli di

perossidazione lipidica (contenuto di malondialdeide).

| dati relativi alla chimica del sedimento, al bioaccumulo e alle variazioni dei biomarkers nei
mitili, sono stati elaborati attraverso un modello quantitativo di analisi di rischio, Sediqualsoft, che
elabora specifici indici di pericolo per ciascuna tipologia di dati, prima di una loro integrazione
finale nel calcolo del rischio (Benedetti et al., 2012; 2014; Piva et al., 2011; Regoli et al., 2014).
Questo approccio integrato e I'applicazione del modello Sediqualsoft € stato per la prima volta
utilizzato nello studio della qualita ambientale di una AMP e fornisce le basi scientifiche per una

proposta pit ampia di gestione e monitoraggio biologico delle AMP.

Considerando inoltre la sempre crescente attenzione e preoccupazione sulla presenza di
microplastiche nel’ambiente marino, ed il ruolo che la gestione della fascia costiera pud avere
sullimmissione di questi materiali, si & voluto in questo studio effettuare anche una valutazione
preliminare sul contenuto di microplastiche in alcune specie ittiche stanziali campionate all'interno
dellAMP.

| risultati complessivi attesi contribuiranno quindi a chiarire la qualita ambientale e I'efficacia
di misure di protezione nellAMP Torre del Cerrano; la strategia adottata in questa ricerca potrebbe
rappresentare un valido supporto per la corretta gestione delle AMP che deve mirare a garantire e

definire delle “strategie per la salvaguardia, il mantenimento e il ripristino degli ambienti naturali”.
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2. MATERIALI E METODI
2.1. CAMPIONAMENTI DI MITILI, SPECIE ITTICHE E SEDIMENTI

Le attivita di campionamento hanno previsto il prelievo di mitili, Mytilus galloprovincialis, specie
ittiche (Mugil cephalus, Mullus barbatus, Chelidonichthys lucernus) e sedimento presso 'AMP
Torre del Cerrano, e in siti a nord e a sud rispetto alla zona di perimetrazione dell’area marina

protetta.

Nei giorni 27 agosto e 14 settembre 2015 é stato effettuato il prelievo di campioni di mitili M.
galloprovincialis da 9 siti (Figura 2.1.1):
- 5 siti identificati presso le boe di perimetrazione dellAMP Torre del Cerrano (boa B, C, D, E, L);
- 2 siti identificati all'esterno dellAMP nell’area nord (Foce Borsacchio (Nord Roseto); Sottopasso
Sud Roseto);
- 2 siti identificati all'esterno del’AMP nell’area sud (Foce Saline Palo Simonetta; Montesilvano).
Questi siti sono stati individuati insieme ai responsabili del’AMP sulla base dell’analisi delle
caratteristiche delle aree intorno al’AMP, del loro livello di antropizzazione, con l'intento comunque
di campionare in zone prossime ai corsi d’acqua d’interesse per 'AMP, ovvero: il fiume Vomano, il
torrente Borsacchio, il torrente Piomba e il fiume Saline (Figura 2.1.2).

| campionamenti sono stati effettuati tramite immersione subacquea, prelevando organismi
appartenenti a popolazioni naturali presenti su strutture artificiali (catenarie delle boe, o barriere
frangiflutto); in figura 2.1.3 vengono riportate alcune immagini che si riferiscono all’attivita di
prelievo effettuata dai ricercatori subacquei del DiISVA (Universita Politecnica delle Marche) con
lausilio della motonave Ecol, un ex peschereccio appositamente modificato grazie ai fondi del
progetto europea Ecosee/a (Ecosee/a MARE/2013/09 -S12.690401) al fine di renderlo idoneo a
svolgere le attivita di ricerca, monitoraggio e turistiche.

Per ogni sito sono stati campionati circa 100 individui di mitili, trasportati in laboratorio e
mantenuti per una notte in acquario a circuito chiuso con acqua di mare sintetica, in condizioni di
temperatura e salinita costanti. Il giorno seguente gli organismi sono stati dissezionati; gli interi
tessuti molli di almeno 30 organismi per ogni punto di prelievo sono stati suddivisi in 3 pool e
conservati a -20°C fino al momento delle analisi chimiche. Per i parametri biologici 'emolinfa, le
branchie e le ghiandole digestive di almeno 30 organismi per ogni sito sono state prelevate, in
parte immediatamente utilizzate per lo studio dei parametri immunitari e genotossici, in parte

congelati a -80°C, fino al momento delle analisi biochimiche.

Nei giorni 27 agosto e 14 settembre 2015 in concomitanza con il prelievo dei mitili € stato

effettuato anche il prelievo di campioni di sedimento da 4 siti (Figura 2.1.1):
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- 3 siti identificati presso le boe di perimetrazione dellAMP Torre del Cerrano (Boa B, E, L);
- 1 sito identificato all’esterno dell’AMP nell’area nord (Foce Borsacchio (Nord Roseto)).
Dopo il prelievo e il trasporto in laboratorio i campioni di sedimento sono stati immediatamente

congelati a -20°C fino al momento delle analisi.

Il giorno 27 agosto & stata effettuata una campagna di pesca attraverso I'utilizzo di reti da
posta posizionate per una notte all’interno del perimetro del’AMP Torre del Cerrano. In figura 2.1.4
vengono riportate alcune immagini delle specie ittiche campionate. Gli esemplari (Mugil cephalus
(n=7), Mullus barbatus (n=10), Chelidonichthys lucernus (n=10)) sono stati immediatamente
dissezionati: i tessuti di fegato, bile e cervello sono stati immediatamente congelati in azoto liquido
e quindi conservati a -80°C, i campioni di muscolo e di tratto gastrointestinale sono stati conservati
a -20°C mentre la milza e il sangue sono stati fissati in fissativo di carnoy (1:3 metanolo:acido

acetico) e conservati a +4°C.
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LEGENDA

D

Puntildiicampionamento esterniialllAMPalorre del/Cerrano

untiidilicampionamentoiinternilalllAMPiTore/del Cerrano

Punto di campionamento Latitudine Longitudine
Boa L — Zona B 42°35'00"N 14°06'00"E
Boa B —Zona C 42°37'10"N 14°05'20"E
Boa E — Zona C 42°34'00"N 14°07'55"E
Boa C — Zona D 42°37'30"N 14°08'15"E
Boa D — Zona D 42°35'40"N 14°09'50"E
FOCE BORSACCHIO 42°42'39.7"N 14°00'10.3"E
SOTTOPASSO SUD ROSETO 42°40°20.8"N 14°01'54.1"E
FOCE SALINE PALO SIMONETTA 42°33'34.0"N 14°11'01.0"E
MONTESILVANO 42°30'12.0"N 14°11'10.1"E

Figura 2.1.1 Punti di campionamento identificati all'interno e all’esterno del’AMP Torre del Cerrano.




Allegato 4

Piano di Gestione del Sito di Importanza Comunitario (S.1.C.) Torre del Cerrano it

CARTA DEL SISTEMA IDRICO SUPERFICIALE

ans 210000 a0 a0 armcon 450 o

Az

Leyenda

=

1. Terre del Cerrans.

Lonfine Lomunzlz

L\
| MAR ADRIATICO

Inguadramente Baciat idrografict
da Miane |ute a celle Acque (414}

& s
4 @ lirvite Racinn |seozmfon \ 2
3
[ Fiurue murdive
[ humevomara
[ Torrence piomza NOARO D'ORO
[ Fiurre Salive

Fesso Cerrano
Kaciro ldrogrfica Min i

\drogeafia

araeon

e Carun i Arqua Principit e
e Corso d' Acqua Secordare
@  seazioni Moritorzage Fami

@ suvioni Moritarggis Az Rele,

FULINO ATTANASIO

CI1IA SANI'ANGELD.

Figura 2.1.2 Carta del sistema idrico superficiale, con evidenziati i fiumi e i torrenti di interesse per TAMP
Torre del Cerrano.
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Figura 2.1.3 Immagini relative al campionamento di mitili effettuato durante I'estate 2015 presso 'AMP Torre
del Cerrano (Fonte: Maura Benedetti, Roberto Di Giandomenico).
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Figura 2.1.4 Specie ittiche campionate all'interno dellAMP Torre del Cerrano e utilizzate per I'analisi delle
microplastiche (da sx a dx esemplari di Mugil cephalus, Mullus barbatus e Chelidonichthys lucernus).

2.2. ANALISI CHIMICHE

Per la determinazione dei metalli in traccia, tra cui, arsenico (As), cadmio (Cd), cromo (Cr),
ferro (Fe), manganese (Mn), mercurio (Hg), nichel (Ni), piombo (Pb), rame (Cu), vanadio (V) e
zinco (Zn), per ogni sito di campionamento, sia per i sedimenti che per i mitili, sono state
processate 3 repliche distinte ed omogenee di circa 3 g ciascuna, essiccate in stufa alla
temperatura di 60°C (£1°C) per almeno 8 ore. | campioni risultanti sono quindi stati polverizzati, ed
aliquote omogenee pari a circa 500 mg sono state trasferite in appositi contenitori per
mineralizzazione sotto pressione in forno a microonde, previa addizione di 3 mL di H,O, e 5 mL di
HNO;. La mineralizzazione é stata condotta mediante sistema a microonde CEM Mars 5 (CEM
Corporation), dotato di sistema controllo e regolazione di temperatura. Al termine del ciclo di
mineralizzazione i campioni sono stati raffreddati a temperatura ambiente quindi recuperati e
portati a volume noto (10 mL). La determinazione analitica dei metalli e stata effettuata mediante
tecniche di spettrofotometria ad assorbimento atomico; ferro, manganese, rame e zinco sono stati
determinati mediante atomizzazione in fiamma con lo spettrofotometro SpectrAA 220FS (Agilent
Technologies); per quanto riguarda invece arsenico, cadmio, cromo, nichel, piombo e vanadio,
questi sono stati analizzati mediante spettrofotometro SpectrAA 240Z (Agilent Technologies),
munito di elettrofornace GTA120 con microforno di grafite ed effetto Zeeman; quando necessario
l'interferenza della matrice € stata risolta utilizzando apposite soluzioni di modificatori di matrice
(palladio 1 g/L, 10% acido citrico, 20% HNO3), mentre le interferenze spettrali sono state verificate
utilizzando standardizzazioni con metodo delle aggiunte. Infine, la determinazione del mercurio é
stata eseguita tramite generazione di vapori freddi di mercurio ed idruri utilizzando un apposito
analizzatore di mercurio CETAC QuickTrace M-6100 Mercury Analyzer (Agilent Technologies)

munito di auto campionatore ASX-130. Tutte le determinazioni analitiche sono state effettuate
10
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previa calibrazione della strumentazione analizzando apposite soluzioni di bianco e standard di
riferimento (SRM-NIST 1944, Sedimenti fluviali, National Institute of Standard and Technologies,
MD, USA) a concentrazione nota e certificata; i risultati finali sono stati espressi in pg/g (peso

secco).

La determinazione degli idrocarburi policiclici aromatici (IPA) nei campioni € stata effettuata
utilizzando tre repliche omogenee, dal peso di circa 2-3 g, sia per i mitili che per i sedimenti. Al
momento della preparazione, i campioni sono stati addizionati con 5 mL di una soluzione di KOH
0.5 M in metanolo puro per cromatografia liquida, al fine di operare una preliminare estrazione
solido-liquido. Il completamento dell’estrazione é stato eseguito mediante microonde a 55°C per
15 min (Microwave Digestion and Extraction System Mars-5, CEM). | campioni sono stati
concentrati a circa 0.5 mL mediante centrifuga evaporante (Speedvack, Juan), a 45°C per 60-120
min, successivamente purificati attraverso una cromatografia a bassa pressione con resine per
estrazione in fase solida (SPE) del tipo Backerbond SPE C18 (500 mg, 6 mL) ed infine recuperati
in 1 mL di acetonitrile puro per cromatografia liquida. Tale purificazione € stata effettuata
utilizzando il sistema automatico Gilson Aspec GX271 (Gilson Inc.). Le determinazioni analitiche
sono state effettuate mediante tecniche di cromatografia liquida ad elevate prestazioni (HPLC)
utilizzando un sistema di pompe per gradiente binario e coppia di detector in fluorescenza e serie
di diodi Agilent Infinity 1260 Series (Agilent Technologies). L’analisi &€ stata condotta mediante
gradiente dinamico utilizzando acqua ultrapura e acetonitrile come fasi mobili. II volume di
campione iniettato € stato pari a 10 yL ed é garantito costante per tutte le analisi utilizzando un
apposito auto campionatore. La determinazione qualitativa e quantitativa degli analiti & stata
eseguita attraverso il confronto dei cromatogrammi e dei segnali, con quelli ottenuti iniettando
soluzioni standard a concentrazioni note e scalari, preparate utilizzando una miscela di idrocarburi
aromatici puri (EPA 610, Supelco). Gli analiti determinati mediante il metodo appena descritto
possono essere classificati in IPA a basso peso molecolare (acenaftene, acenaftilene, antracene,
fenantrene, fluorene e naftalene), IPA ad alto peso molecolare (benzo(a)antracene,
benzo(a)pirene, benzo(b)fluorantrene, benzo(g,h,i)perilene, benzo(k)fluorantrene, crisene,
dibenzo(a,h)antracene, fluorantrene, indeno(1,2,3-cd)pirene, pirene) ed IPA metilati (1-
metilnaftalene, 2-metilnaftalene e 7,12-dimetilbenzo(a)antracene); l'accuratezza e la precisione
analitica sono state verificate analizzando apposite soluzioni di bianco e standard di riferimento
(SRM-NIST 1944, Sedimenti fluviali, National Institute of Standard and Technologies, MD, USA).
Le concentrazioni sono espresse in ng/g di campione (peso secco). |l peso secco dei campioni
stato determinato essiccando una aliquota degli stessi alla temperatura di circa 60°C per almeno 8

ore e determinandone il contenuto d’acqua associato.

Per la determinazione di numerosi analiti organici mediante tecniche di gascromatografia

(GC), sia per i mitili che per i sedimenti tre aliquote pari a circa 2-3 g sono state addizionate con

11
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una soluzione di n-esano:acetone (2:1) in un rapporto di 1:3, peso campione rispetto al volume di
solvente (m:v). Dopo una vigorosa agitazione, i campioni sono stati estratti utilizzando un sistema
di estrazione controllata a microonde, alla temperatura di 110°C per 15 minuti (Microwave
Digestion and Extraction System Mars-5, CEM Corporation). Le soluzioni cosi ottenute sono state
quindi purificate con tecniche di estrazione in fase solida (SPE) utilizzando resine di estrazione del
tipo Strata-X (Phenomenex, Strata-X 33u Polymeric Reversed Phase) da 500 mg e 6 mL, oltre a
resine del tipo Strata-FL (Phenomenex, FL-PR) da 1000 mg e 6 mL, utilizzando il sistema
automatico Gilson Aspec GX271. | campioni eluiti con l'ausilio di soluzioni di acetone ed esano,
sono stati raccolti in un appositi tubi pyrex e quindi posizionati allinterno di un evaporatore
centrifugo (SpeedVack Juan RC 1009), dove sono stati concentrati fino a secchezza, alla

temperatura ambiente. Infine i campioni sono stati solubilizzati in 0.5mL di n-esano.

L’analisi degli idrocarburi alifatici & stata effettuata mediante gascromatografia con detector a
ionizzazione di fiamma (FID) (Perkin Elmer Clarus 500), su campioni ottenuti mediante il metodo
precedentemente descritto. La determinazione quantitativa & stata effettuata calibrando il sistema
mediante uno standard puro costituito da un mix di specie chimiche di idrocarburi con pari humero

di carbonio da C, a Cy, lineari ed insaturi, conforme alle specifiche EN ISO 9377-3.

Oltre 100 differenti analiti, che includono pesticidi organo alogenati, pesticidi organo fosfati,
carbammati, policlorobifenili, ritardanti di fiamma organo brominati, idrocarburi mono-aromatici e
fenoli sono stati analizzati. Le determinazioni sono state condotte mediante un gascromatografo
Agilent 7820A GC SYSTEM (Agilent Technologies), dotato di auto campionatore G4567A ed un
detector costituito da uno spettrometro di massa Agilent 5977E MSD a singolo quadrupolo. Al fine
di garantire 'accuratezza e la precisione delle determinazioni, durante ogni sessione analitica sono
state processate soluzioni di bianco, preparate con le stesse procedure descritte per i campioni,
ma utilizzando solamente i solventi puri precedentemente indicati, oltre ad apposite soluzioni
(minimo 10) a diverse concentrazioni di standard analitici puri (Supelco Pesticide EPA8081
Standard Mix; Supelco Organophosphorous Pest Mix A; Supelco Aroclor 1221, 1242, 1254
Standard Mix; Supelco Hexachlorobenzene standard; Supelco DM471 Phenols Mixture;
Polychlorinated Biphenyl Congeners NIST SRM1493, Accustandard PBDE Congeners of Primary
Interest Calibration Mix, Sigma Tetrabromobisfenol A, Sigma Esabromociclododecano); le
determinazioni sono state corrette mediante I'utilizzo di appositi standard interni. L’accuratezza e la
precisione analitica sono state verificate analizzando apposite soluzioni di bianco e standard di
riferimento (SRM-NIST 1944, Sedimenti fluviali, National Institute of Standard and Technologies,
MD, USA). Gli analiti presenti nei campioni sono stati identificati confrontando il tempo di ritenzione
e gli spettri con quelli precedentemente ottenuti per le soluzioni standard. Inoltre, gli spettri di
massa caratteristici sono stati confrontati con quelli di un database certificato di riferimento
(NIST/EPA/NIH Mass Spectra Search Program Version 2.0f).

12



Allegato 4

2.3. ANALISI DELLE RISPOSTE BIOLOGICHE (BIOMARKERS)

Per questa campagna di indagine, sono stati selezionati alcuni biomarkers in grado di fornire
risultati affidabili, rapidi e facilmente riproducibili. Per la loro rapidita ed economicita, i biomarkers
scelti possono essere efficacemente utilizzati per uno screening iniziale al fine di poter poi
indirizzare, in maniera piu mirata, eventuali approfondimenti per uno studio di monitoraggio piu
ampio e completo. Tali biomarkers includono:

- marker di stabilitd delle membrane lisosomiali (analisi del tempo di ritenzione del rosso neutro,
NRRT).

- marker di alterazione immunitaria (rapporto granulociti/ialinociti)

- marker di genotossicita (livello di frammentazione del DNA, Comet assay)

- marker di perossidazione lipidica (accumulo di malondialdeide, MDA)

- marker di neurotossicita (attivita dell’acetilcolinesterasi)

| lisosomi sono organuli coinvolti in numerose attivita cellulari come la digestione
intracellulare delle sostanze nutritizie, la regolazione di processi di secrezione e il turnover di
proteine e contribuiscono al mantenimento del’omeostasi cellulare; il comparto lisosomiale svolge
inoltre funzioni legate a meccanismi di difesa cellulare tra cui la detossificazione e I'escrezione di
contaminanti organici e metallici che possono essere accumulati al suo interno (Moore, 1988). La
stabilita delle membrane lisosomiali € stata misurata in emociti liberamente circolanti attraverso
l'analisi del tempo di ritenzione del rosso neutro (NRRT) (Moore et al., 2006; Broeg and Gorbi,
2011). Dopo il prelievo le cellule sono state lasciate aderire per 15 minuti a 4°C in camera umida.
Le cellule sono quindi state incubate con una soluzione di Rosso Neutro ed esaminate ad intervalli
di 15 minuti (fino ad un tempo massimo di 120 minuti) per determinare il tempo al quale il 50%
degli emociti presenta il Rosso Neutro non pit compartimentalizzato nei lisosomi ma rilasciato nel
citosol. La soluzione stock di Rosso Neutro e stata preparata dissolvendo 28.8 mg di colorante in 1
mL di dimetilsulfossido (DMSQO) e conservata a 4°C per non piu di 3 settimane; al momento
dell'analisi 10 yL di soluzione stock sono stati diluiti in 5 mL di soluzione fisiologica.

Gli invertebrati non possiedono un sistema immunitario di tipo clonale, e sono gli emociti
stessi che mediano i meccanismi di difesa interni attraverso la secrezione di fattori umorali e la
fagocitosi (Gorbi et al., 2012; 2013). La composizione emocitaria di base dei mitili comprende due
linee cellulari, quella dei granulociti e quella degli ialinociti; i primi svolgono attivita fagocitaria e
contengono quindi abbondanti enzimi idrolitici, possiedono un citoplasma acidofilo e ricco di
granuli. Gli ialinociti hanno un contenuto enzimatico minore e sono privi di granuli, presentano
citoplasma basofilo e hanno un ruolo ancora poco chiarito. Una variazione del rapporto tra ialinociti
e granulociti ed una alterata capacita di fagocitosi da parte degli emociti confermano una
alterazione della risposta immunitaria negli organismi. Al momento dell’'analisi 40 uL di emolinfa
precedentemente fissata in fissativo di Carnoy sono stati strisciati su un vetrino portaoggetti che
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viene fatto asciugare allaria e successivamente fissato in Baker's Ca-formolo (50 mL di
Formaldeide al 40% a pH=7; 5 g di CaCl2; 5 g di NaCl al 2.5% portato al volume di 500 mL con
acqua ultra pura) per 15 minuti, poi immerso nel colorante May-Grunwald puro per 5 minuti. Il
vetrino é stato lavato in acqua corrente ed immerso nel colorante Giemsa per 10 minuti. A seguito
di un ulteriore lavaggio in acqua corrente, il vetrino & stato montato in Eukitt® (Sigma-Aldrich®,
Milano, Italia). La colorazione blu (basofila) ha evidenziato gli ialinociti mentre quella rosa
(acidofila) i granulociti. Per ciascun vetrino sono state contate 100 cellule totali ed il risultato e stato
espresso come rapporto tra granulociti e ialinociti.

Il danno genotossico & stato valutato nellemolinfa dei mitili attraverso il test della cometa
che misura la perdita di integrita strutturale del DNA e permette una stima delle rotture a carico dei
legami zucchero-fosfato nella doppia elica (strand breaks) a livello di singole cellule (Frenzilli et al.,
2001). Gli strand breaks, che si formano anche in condizioni fisiologiche nel DNA cellulare,
possono essere riparati da sistemi enzimatici che ne preservano lintegrita strutturale; quando
I'equilibrio fra processi di rottura e riparo viene meno, si verifica un accumulo di rotture nel DNA
che pud avere conseguenze rilevanti per alcuni processi essenziali del ciclo cellulare, come la
corretta segregazione del materiale genetico durante la mitosi e la comparsa di micronuclei (MN),
cioé di piccoli frammenti di cromatina fisicamente separati dal nucleo principale. Per il test della
cometa gli emociti sono stati prelevati dal muscolo adduttore posteriore e per ogni sito sono stati
analizzati 5 individui in replicato. Le cellule, lavate in buffer salino (12.5 mM KCI; 0.5 M NaCl; 20
mM Hepes; 10 mM EDTA) e portate alla concentrazione di 40 x 104 cellule/mL, sono state incluse
in un triplice strato di agarosio a basso punto di fusione, allestito su vetrini da microscopia pre-
trattati con agarosio a punto di fusione normale. | vetrini cosi allestiti sono stati immersi per 90
minuti in una soluzione di lisi cellulare (2.5 M NaCl; 100 mM EDTA; 10 mM Trizma-base; 1% Triton
X-100 e 10% DMSO), a 4°C, al buio, pH 10 e sottoposti a denaturazione alcalina (75 mM NaOH; 1
mM EDTA a pH > 12 per 10 minuti) e a corsa elettroforetica (1V/cm per 10 minuti, a 4°C, al buio).
Dopo lavaggio di 10 minuti in soluzione di neutralizzazione (400 mM TRIS HCI, pH 7.5) e fissaggio
in metanolo (3 minuti, a -20°C), i vetrini sono stati colorati con il 4',6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI), colorante fluorescente specifico per il DNA. L’entita della frammentazione del DNA & stata
misurata per via microscopica: attraverso I'utilizzo del software Image Pro-Plus 6.2, sono stati
creati dei mosaici di foto, costituiti dalle fotografie di circa 70 nuclei, che sono stati
successivamente analizzati con il programma di analisi di immagine CometScore 1.5. La
quantificazione della perdita di integrita strutturale del DNA valutata attraverso questo programma
viene espressa come percentuale di DNA nella coda su una media di 70 nuclei analizzati per
singolo vetrino.

Il contenuto di malondialdeide (MDA), principale prodotto di perossidazione lipidica a carico
delle membrane puo essere utilizzato per valutare I'entita della perossidazione lipidica subita dalle

cellule. Un aumento dei livelli di MDA é correlato ad un calo della qualita dellambiente in cui essi
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vivono ed indica uno stress ossidativo in corso. Il contenuto di MDA e stato determinato attraverso
una reazione di coniugazione con l-metil-2-fenilindolo, che da luogo alla formazione di un
composto con assorbanza rilevabile a lunghezza d’'onda A=586 nm. Per questa analisi i campioni
di ghiandola digestiva di M. galloprovincialis sono stati omogenati in Tris-HCI 20 mM pH 7.4 (1:3
p/v) e centrifugati a 3000 xg per 20 minuti. La reazione di coniugazione € stata condotta a 45°C
per 40 minuti in una mistura di reazione contenente 1-metil-2-fenilindolo 10.3 mM in acetonitrile
diluito in rapporto 3:1 con metanolo, HCI 37%. Dopo centrifugazione a 15.000 xg per 10 minulti, il
contenuto di malondialdeide e stato misurato per via spettrofotometrica, utilizzando come standard
1,1,3,3-tetrametossipropano in Tris-HCI 20 mM (Shaw et al., 2004).

L’acetilcolinesterasi (AchE) & I'enzima responsabile dell’idrolisi dell’acetilcolina in colina ed
acido acetico e fa parte della classe ubiquitaria di enzimi colinesterasi (ChE) presenti nel tessuto
nervoso. L'’inibizione di tale attivita enzimatica € normalmente utilizzata come biomarker di
esposizione a composti organofosforici e carbammati, capaci di legarsi al sito catalitico dell’enzima
e generalmente utilizzati come pesticidi, erbicidi ed insetticidi. L’attivita dell’acetilcolinesterasi &
stata misurata nell’emolinfa opportunamente centrifugata per 5 minuti a 3000 xg. Il sovranatante é
stato utilizzato per determinare lattivita della acetilcolinesterasi (AChE) secondo il metodo di
Ellman, alla temperatura di 18 + 1°C, alla lunghezza d’onda di 412 nm, con € = 13.6 mM™cm™
(Ellman et al., 1961).

2.4 ANALISI DELLA PRESENZA DI MICROPLASTICHE IN SPECIE ITTICHE

L’analisi delle microplastiche & stata effettuata a partire dai tratti gastrointestinali dei pesci
campionati all'interno dellAMP Torre del Cerrano utilizzando il protocollo di estrazione pubblicato
da Avio et al. nel 2015. Il tratto gastrointestinale dei pesci & stato essiccato in stufa a 50°C over-
night. Il materiale essiccato € stato quindi triturato in mortaio, addizionato in un cilindro graduato
con 100 ml di soluzione ipersalina (1.2 g/cm?®), agitato in piastra riscaldata per 10 minuti; dopo
ulteriori 10 minuti di decantazione, il sovranatante & stato recuperato. La risospensione € stata
effettuata 2 volte ed il sovranatante, derivante dai due recuperi, € stato filtrato in sistema sotto
vuoto utilizzando un filtro da 8 um. La membrana filtrante € stata posta in piastra Petri con acqua
ossigenata al 15%, posizionata in stufa per una notte alla temperatura di 50°C, quindi osservata
allo stereomicroscopio per il visual sorting finale (circa 15 minuti per campione). Tutti gli oggetti
assomiglianti a microplastiche vengono recuperati con pinzette sterili, trasferiti in un nuovo filtro,
fotografati e misurati attraverso il software Optika Vision Lite 2.1. Le particelle estratte da ciascun
campione vengono contate, fotografate e misurate (per la dimensione maggiore) con uno
stereomicroscopio (Optika SZM-D, equipaggiato con una videocamera Opticam 5 e con il software
Optika Lite Vision 2.1). Le particelle estratte vengono quindi inserite in categorie specifiche a
seconda della dimensione (5-1mm, 1- 0.5 mm, 0.5- 0.1 mm, < 0.1 mm ) e della forma (frammento,

pellet, film, linea; Fig. 2.4.1).
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Figura 2.4.1. Esempi di forme di alcune microparticelle estratte dai tratti gastrointestinali dei pesci
dell’Adriatico.

Le particelle raccolte vengono quindi caratterizzate attraverso I'analisi FT-IR. La spettroscopia
infrarossa in trasformata di Fourier (FT-IR) &€ una delle tecniche analitiche piu utilizzate per la
determinazione qualitativa e semiquantitativa di composti organici ed inorganici; sfrutta la capacita
delle molecole di assorbire 0 meno fotoni infrarossi cambiando stato vibrazionale. Questo
cambiamento, che si esprime in un passaggio per diversi livelli energetici, viene poi tradotto in uno
spettro con picchi di altezza variabile a seconda di ciascuna transizione

Lo spettro delle particelle ci fornisce molte informazioni come la tipologia e la purezza del
polimero analizzato. Inoltre, lo spettro fornisce informazioni relative alla presenza di additivi o
sostanze plastificanti addizionate durante la fabbricazione del manufatto di origine.

Per I'analisi viene utilizzato uno spettrometro Cary 660 (Agilent tecnologies) equipaggiato con
un ATR (GladiATR diamond crystal plate, Piketecnologies) che permette la caratterizzazione di
particelle con diametro maggiori di 0,5 mm. Dopo le scansioni di background, 128 scansioni sono
state effettuate per ciascun campione e linterferenza della CO, (assorbimento approssimativo
2300-2400 cm™) & stata rimossa; per ogni particella le scansioni vengono effettuate con una
risoluzione di 4 cm™. Il software Agilent resolution Pro versione 5.2 viene utilizzato per la raccolta
di spettri in uscita e lidentificazione polimerica dei campioni viene effettuata comparando tali
spettri con spettri di materiali standard depositati in banche dati digitali fornite da Agilent
tecnologies.
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2.5 ELABORAZIONE DEI DATI NEL MODELLO DI ANALISI DI RISCHIO Sediqualsoft

Nella sua versione originale il modello di analisi di rischio Sediqualsoft ha sviluppato
specifici algoritmi e diagrammi di flusso che, sulla base di precisi obiettivi ed assunzioni di giudizio
esperto, permettono di applicare criteri di integrazione ponderata ad ampi data-sets di dati ottenuti
da 4 linee di evidenza: caratterizzazione chimica dei sedimenti (LOE-1), biodisponibilita dei
contaminanti in organismi bioindicatori (LOE-2), effetti subletali misurati tramite batterie di
biomarkers (LOE-3), effetti tossici a livello di organismo misurati tramite applicazione di saggi
ecotossicologici (LOE-4). Ciascuna linea di evidenza & stata sviluppata all'interno di un singolo
modulo in grado di fornire per ciascuna tipologia di dati, sia un indice quantitativo di pericolo (HQ,
Hazard Quotient), che un giudizio sintetico del livello di pericolo (suddiviso in 5 classi da assente a
molto grave). Queste procedure di calcolo sono state ulteriormente sviluppate all'interno di un
Software dedicato che, nonostante I'elaborazione di dati complessi in indici sintetici, mantiene
tuttavia informazioni di grande importanza e valore scientifico utili per eventuali approfondimenti. Il
modello Sediqualsoft prevede poi un modulo di elaborazione finale WOE che integra le diverse
linee di evidenza, dando un peso diverso in funzione della loro rilevanza ai fini dell'indagine, per
arrivare alla valutazione sia quantitativa che qualitativa del rischio. L’integrazione finale WOE ¢&
flessibile, cioé prevede che possano essere integrate un numero variabile di linee di evidenza, e
che queste possano essere diverse in funzione delle ipotesi di rischio sviluppate nel modello
concettuale e dei risultati ottenuti durante le diverse fasi dell'indagine; da questo punto di vista non
e necessario che vengano analizzate tutte le 4 LOEs per le quali & disponibile il flow-chart di
elaborazione, ma possono invece essere integrate nel WOE finale altre tipologie di dati elaborati
tramite processi standard. Pur non essendo obiettivo di questo documento una discussione
eccessivamente dettagliata delle procedure di calcolo, vengono di seguito riassunti i principali
criteri scientifici e i relativi flow-charts sviluppati per le 3 LOEs utilizzate nell’ambito della presente
indagine (caratterizzazione chimica dei sedimenti, biodisponibilita dei contaminanti per i mitili,
biomarkers).

Per quanto riguarda il modulo relativo alla caratterizzazione chimica dei sedimenti (LOE-1),
il modello prevede che ai vari composti chimici analizzati venga assegnato un “peso” diverso a
seconda della loro presenza nella lista delle sostanze prioritarie o pericolose e prioritarie
identificate dalla Direttiva 2008/105/CE. | valori misurati sono poi riferiti ad una serie di riferimenti
sia normativi che di carattere scientifico tra quelli piu utilizzati a livello nazionale, europeo o
internazionale: LCB, Livello Chimico di Base, e LCL, Livello Chimico Limite del manuale APAT-
ICRAM (2007); ERL, Effect Range Low, ed ERM, Effect Range Median (Long, 1992; Long et al.,
1995); TEL, Threshold Effect Level, e PEL, Probable Effect Level (Long et al, 1995; Macdonald et
al., 1996); DM 56/09 che recepisce gli Standard di Qualita dei Sedimenti (SQS) in relazione alla
Direttiva Europea 2000/60/CE; SL e SQHV come Screening Levels e High Values adottate da
ANZECC (2009); COLONNA A e COLONNA B della Tabella 1 dellAllegato 5 alla parte IV Titolo
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5 del DIlgs 152/2006. La prima fase nella elaborazione dell’indice di pericolo specifico per la
caratterizzazione chimica (Hazard Quotient, HQ¢) € il calcolo per ogni parametro della variazione
rispetto al riferimento (Ratio To Reference, RTR), corretta per la tipologia (peso) del contaminante
(RTRw), al fine di enfatizzare I'importanza delle variazioni osservate per i contaminanti piu
pericolosi. Il valore del’Hazard Quotient specifico per la caratterizzazione chimica dei sedimenti
(HQc), deriva dalla media degli RTRw di tutti quei parametri con RTR <1 (cioé con valori inferiori
rispetto al limite della SQG di riferimento), addizionata con la sommatoria 2 dei singoli RTRw di
tutti contaminanti con RTR >1:

N
z RTRw (g« M

HQ. = = N +ZRTRW(k)RTR(k)>1
k=1

dove N e M sono il numero dei parametri con RTR rispettivamente < 0 >1, mentre j e k sono indici
che permettono di ripetere il calcolo per N o M volte. Con questo calcolo, in funzione del numero di
parametri che superano i riferimenti dell’entita del superamento e della tipologia del contaminante,
l'indice di pericolo chimico complessivo (HQc) discrimina anche sedimenti solo moderatamente
inquinati (cioé vicini ai valori di riferimento), aumenta in funzione del numero dei parametri e
dell’entita dello sforamento dei singoli, non & abbassato dall’analisi di molti parametri che non
sforano. Basandosi su un giudizio esperto, I'indice di pericolo cumulativo HQ € assegnato ad 1 di
5 classi di pericolo (da assente a molto grave) ed il modello fornisce, per ogni normativa
considerata, anche informazioni aggiuntive importanti quali ad esempio la % al pericolo
complessivo dato dal parametro che sfora di piu, il numero di parametri non conformi, di quelli
previsti allinterno del riferimento, di quelli analizzati ed infine la classe di pericolo (Piva et al.,
2011; Benedetti et al., 2012).

Il modulo 2 sulla biodisponibilita (LOE-2) é fondamentale in quanto permette di stabilire il
rischio associato al possibile trasferimento di contaminanti ambientali al comparto biotico. Nel
calcolo del pericolo biodisponibilita (HQg,), per ciascun parametro viene calcolata la variazione di
concentrazione rispetto ai controlli (RTR), corretta ancora una volta in funzione della tipologia del
contaminante e della significativita statistica delle differenze (RTRw). A seconda dell’entita della
variazione, che considera anche la variabilita naturale delle concentrazioni tissutali dei
contaminanti, i singoli parametri analizzati vengono attribuiti a una di 5 classi di effetto (da assente
a molto grave). Il valore cumulativo di HQga viene poi calcolato in funzione della distribuzione %
dei parametri nelle varie classi, ed il modello indica il numero di parametri in ciascuna delle 5 classi

di effetto, il valore di HQga cumulativo, la classe complessiva di pericolo per la biodisponibilita.

Il modulo sulle analisi dei Biomarkers (LOE-3) pud elaborare i risultati ottenuti da un’ampia
lista di biomarkers tra quelli maggiormente utilizzati dalla comunita scientifica. A ciascun biomarker

€ associato un peso diverso a seconda della rilevanza biologica della risposta e del livello di
18



Allegato 4

conoscenze sui meccanismi coinvolti; per ciascun biomarker, sempre in funzione della specie e del
tessuto, € stabilita anche una soglia di variazione biologicamente significativa (Threshold) che
tiene conto delle possibili risposte bi-fasiche di certi biomarkers che possono essere sia indotti che
inibiti. Per calcolare l'indice cumulativo di pericolo per i biomarkers HQgy, la variazione misurata
per ciascun biomarker e confrontata con la soglia e corretta sia per la significativita statistica della
differenza rispetto al controllo, che per l'importanza biologica della risposta; ogni biomarker &
quindi assegnato ad una classe di effetto (da assente a molto grave) a seconda dell’entita della
variazione rispetto alla soglia. | risultati di tutti i biomarkers sono diversamente pesati nel calcolo
del pericolo cumulativo HQgy, € della sua attribuzione ad 1 di 5 classi di gravita. Il modello indica il
numero di biomarkers all’interno di ciascuna delle 5 classi, il valore di pericolo cumulativo HQgy €

la classe di pericolo complessivo per i biomarkers.

| risultati ottenuti dalle singole LOEs vengono integrati nella fase finale attraverso un
approccio WOE che da pesi diversi alle varie tipologie di dati. L’elaborazione complessiva WOE
porta ad una caratterizzazione del rischio che fornisce sia un valore quantitativo che una

assegnazione qualitativa ad un livello che va da assente a molto grave.

Vengono di seguito riportati il flow-charts delle elaborazioni dei dati della chimica dei
sedimenti (Figura 2.5.1) del bioaccumulo (Figura 2.5.2), delle risposte dei biomarkers (Figura
2.5.3) e della loro integrazione complessiva (Figura 2.5.4), poiché questi sono i dati utilizzati nella
elaborazione effettuata nel presente studio.
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H"‘K For each submitted value
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Figura 2.5.1. Flow-chart dell’elaborazione dei dati della chimica dei sedimenti (da Piva et

al., 2011).
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Figura 2.5.2. Flow-chart dell’elaborazione dei dati di bioaccumulo (da Piva et al., 2011).
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Figura 2.5.3. Flow-chart dell’elaborazione dei dati dei biomarkers (da Piva et al., 2011).
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Class of HQ, Class of HQga Class of HQgy, Class of HQgat1eERY
from Absent (<0.7) from Absent (100) to from Absent (70) to from Absent (<1) to
to Severe (>13) Severe (2700-8100) Severe (400-800) Severe (>8)
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normalization normalization normalization normalization
4 A 4 \4 \ 4
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WOE
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Figura 2.5.4. Flow-chart dell’elaborazione complessiva di varie LOEs secondo I'approccio Weight
of Evidence (da Piva et al., 2011).
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3. RISULTATI E DISCUSSIONE

3.1. ANALISI CHIMICHE DEI SEDIMENTI

| risultati relativi alla chimica dei sedimenti campionati nei pressi delle boe E, L, B di
perimetrazione della AMP e nel sito di Foce Borsacchio (FB), sono riportati nelle figure 3.1.1 -
3.1.3 e nelle tabelle 3.1.1 - 3.1.5. | risultati vengono presentati come media * deviazione standard
di tre repliche o come valore singolo.

| valori ottenuti per metalli, idrocarburi policiclici aromatici ed alifatici sono sempre molto bassi;
confrontati con i limiti normativi (Livello Chimico di Base-LCB e Livello Chimico Limite-LCL;
manuale ex-ICRAM APAT 2006) e risultano simili o addirittura inferiori rispetto ai Livelli Chimici di
Base (LCB). Sporadicamente si possono osservare delle modeste differenze, con concentrazioni
leggermente superiori per la Boa B. Nei sedimenti campionati in questo sito infatti sono stati
osservati livelli mediamente piu alti di alcuni metalli (ad esempio il cromo, il rame, il mercurio, il
nikel, il vanadio e lo zinco) e in generale di idrocarburi policiclici aromatici IPA ad alto e basso peso
molecolare. Tuttavia, considerando i bassi valori, tali differenze risultano poco rilevanti e
probabilmente legate alla differenze granulometriche dei sedimenti, con alcuni campioni piuttosto
fangosi ed altri piu sabbiosi.

Per quanto riguarda tutte le altre categorie di contaminanti organici misurati, tra culi,
monoaromatici (BTEX), fenoli, clorofenoli, ritardanti di fiamma organobrominati, bifenili clorurati
(PCB), pesticidi organoclorurati, esaclorobenzene, diclorobenzidina, pesticidi organofosfati e

carbammati, questi sono risultati sempre al di sotto dei limiti di misura.
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Figura 3.1.1. Livelli di metalli pesanti (arsenico, cadmio, cromo, rame, ferro, mercurio) nei sedimenti campionati nella AMP Torre del Cerrano (media + dev.
standard o valori singoli, ottenuti da una singola replica).
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Figura 3.1.2. Livelli di metalli pesanti (manganese, nikel, piombo, vanadio, zinco) nei sedimenti campionati nella AMP Torre del Cerrano (media + dev. standard,;

n=3) o valori singoli, ottenuti da una singola replica).
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Tabella 3.1.1 Livelli dei metalli pesanti e degli idrocarburi aromatici analizzati nei sedimenti campionati nella AMP Torre del Cerrano (LCB = Livello Chimico di
Base; LCL= Livello Chimico Limite)

SEDIMENTI Boa E Boal Boa B Foce Borsacchio LCB LCL
Metalli pesanti As 3,46 + 0,16 3,45 £ 0,06 3,41 + 0,18 3,02 17 32
ug/g (p.s.) Cd 0,0411 + 0,0050 0,037 + 0,000 0,0438 + 0,0040 0,0570 02 0,8
Cr 20,7 + 1,8 16,0 £ 0,8 28,7 = 4,2 10,4 50 360
Cu 7,15 + 3,01 3,63 19,61 £ 4,80 <0.5 15 52
Fe 5610 = 270 4984 + 132 5642 = 304 4727 n/a n/a
Hg 0,0028 + 0,00 < 0.001 0,0106 + 0,0042 < 0.001 0,2 0,8
Mn 422 + 13 385 £ 7 460 + 22 325 n/fa n/a
Ni 2,61 = 0,46 1,34 + 0,01 3,64 = 0,36 1,46 40 75
Pb 4,44 + 1,07 2,21 = 0,07 14,54 + 10,89 2,09 25 70
Vv 22,6 = 3,7 12,7 £+ 0,2 29,8 =+ 3,4 13,8 nfa n/a
Zn 18,6 + 6,4 54 £ 25 31,6 £ 5,8 1,8 50 170
Idorcarburi aromatici Benzene <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 nfa n/a
ng/g (p.s.) Toluene <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 nfa n/a
Etilbenzene <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 n/a n/a
Xilene <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 n/a n/a
Fenolo <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
2-Metilfenolo <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
3+4-Metilfenolo <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
2-Clorofenolo <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
4-Clorofenolo <10 <10 <10 <10 nfa n/a
2,4-Diclorofenolo <10 <10 <10 <10 nfa n/a
2,4,6-Triclorofenolo <10 <10 <10 <10 n/fa n/a
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Tabella 3.1.2 Livelli di idrocarburi policiclici aromatici analizzati nei sedimenti (LCB = Livello Chimico di Base; LCL= Livello Chimico Limite)

SEDIMENTI Boa E Boa L Boa B Foce Borsacchio LCB LCL
Idrocarburi policiclici aromatici Naftalene 20,06 + 3,19 17,67 * 5,40 17,62 + 12,21 18,77 30 390
ng/g (p.s.) Acenaftilene <1.0 <10 <10 <1.0 0 120
1-Metilnaftalene 16,55 * 5,53 8,69 + 1,69 25,94 + 7,24 15,34 nfa n/a
2-Metilnaftalene 11,90 * 0,53 8,57 + 1,31 23,51 + 8,27 11,14 n/a n/a
Acenaftene <01 0,859 + 0,106 <0.1 1,031 7 80
Fluorene 0,955 + 0,286 0,639 * 0,069 2,612 + 1,158 1,285 20 140
Fenantrene 1,746 + 1,649 2,323 + 2,599 5,424 + 1,149 4,685 80 540
Antracene <0.1 <0.1 0,380 = 0,330 <0.1 40 240
Fluorantene 2,52 + 1,24 0,51 £ 0,20 11,28 + 4,09 0,93 110 1490
Pirene 1,07 + 1,09 0,17 1,44 + 1,39 0,12 150 1390
Benzo(a)antracene <0.1 <0.1 <0.1 <01 70 690
Crisene 0,314 + 0,255 <0.1 4,019 + 3,731 <0.1 100 840
7,12-Dimetilbenzo(a)ant <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 nfa n/a
Benzo(b)fluorantene 0,166 + 0,124 <0.05 1,849 + 1,018 <0.05 nfa n/a
Benzo(k)fluorantene 0,283 + 0,262 < 0.05 0,666 + 0,636 < 0.05 nfa n/a
Benzo(a)pirene 0,350 + 0,211 <0.05 0,407 + 0,415 <0.05 80 760
Dibenzo(ah)antracene 1,252 + 1,552 0,091 = 0,020 0,273 * 0,162 0,059 6 130
Benzo(ghi)perilene 0,064 < 0.05 0,276 + 0,125 0,052 nfa n/a
Indeno(123cd)pirene < 0.05 < 0.05 0,215 + 0,182 < 0.05 nfa n/a
IPA basso PM 47,26 + 2,76 38,75 + 11,17 75,49 + 25,28 52,26 n/a n/a
IPA alto PM 540 = 2,40 0,69 + 0,10 20,35 + 11,33 1,16 nfa n/a
IPA totali 52,66 t+ 2,39 39,44 + 11,07 95,85 = 30,78 53,42 900 4000
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Tabella 3.1.3 Livelli di idrocarburi alifatici e ritardanti di fiamma organobrominati analizzati nei sedimenti (LCB = Livello Chimico di Base; LCL= Livello Chimico

Limite)
SEDIMENTI Boa E Boa L Boa B Foce Borsacchio LCB LCL
Idrocarburi alifatici >C10-C12 0,345 + 0,106 0,340 + 0,155 0,476 * 0,155 0,199 n/a n/a
ug/g (p.s.) >C12-C14 0,621 * 0,273 0,634 * 0,303 0,569 * 0,083 0,508 nfa n/a
>C14-C16 6,542 + 1,929 5,776 * 1,662 6,927 + 1,091 4,516 nfa n/a
>C16-C18 8,751 = 1,792 5,213 + 1,312 7,076 = 1,148 7,062 nfa n/a
>C18-C20 6,822 + 1,436 4,934 + 0,290 6,627 = 0,557 5,256 nfa n/a
>C20-C22 3,110 = 0,481 2,725 * 0,291 4,026 + 1,460 2,669 nfa n/a
>C22-C24 1,108 + 0,457 0,893 * 0,030 1,218 + 0,192 1,167 nfa n/a
>C24-C26 1,014 + 0,123 1,036 + 0,171 1,264 + 0,051 0,839 nfa n/a
>C26-C28 0,959 * 0,077 0,996 * 0,245 1,085 + 0,230 0,769 nfa n/a
>C28-C30 0,609 + 0,132 0,704 + 0,188 1,007 + 0,393 0,530 nfa n/a
>C30-C32 1,536 + 0,528 1,324 + 0,146 1,909 + 0,455 1,031 nfa n/a
>C32-C34 0,850 + 0,351 0,619 + 0,024 1,068 + 0,516 0,593 n/a n/a
>C34-C36 7,749 t 1,259 7,860 + 1,064 6,262 + 4,589 0,584 nfa n/a
>C36-C38 2,077 + 0,180 1,943 + 0,142 4,686 + 3,958 8,156 nfa n/a
>C38-C40 0,710 = 0,095 0,890 + 0,154 1,010 + 0,059 0,387 nfa n/a
Idrocarburi leggeri (<C12) 0,345 + 0,106 0,340 + 0,155 0,476 + 0,155 0,199 n/a n/a
Idrocarburi pesanti (>C12) 42,46 + 8,90 35,55 + 4,80 44,73 + 2,37 34,07 nfa n/a
Idrocarburi totali (C10-C40) 42,80 + 8,92 35,89 * 4,96 4521 + 2,36 34,27 nfa n/a
Ritardanti di fiamma PBDE28 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 nfa n/a
organobrominati PBDE47 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 nfa n/a
ng/g (p.s.) PBDE99 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 nfa n/a
PBDE100 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 nfa n/a
PBDE153 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 nfa n/a
PBDE154 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 nfa n/a
PBDE183 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 nfa n/a
Esabromociclododecano (HBCD) <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 nfa n/a
Tetrabromo bisfenol-A (TBBPA) <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
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Tabella 3.1.4 Livelli di policlorobifenili (PCB) analizzati nei sedimenti (LCB = Livello Chimico di Base; LCL=

Livello Chimico Limite, li)

SEDIMENTI Boa E Boa L Boa B Foce Borsacchio LCB LCL
Bifenile, Clorobifenili Biphenyl <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
Policlorobifenili (PCB) 2-Clorobifenile <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
ng/g (p.s.) 3-Clorobifenile <5.0 <50 <50 <50 n/a n/a
4-Clorobifenile <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
Policlorobifenili (PCB) PCB4 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
ng/g (p.s.) PCB7 <5.0 <50 <50 <50 n/a n/a
PCB8 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
PCB11 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
PCB13 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
PCB15 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
PCB16 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
PCB17 <5.0 <5.0 <50 <5.0 n/a n/a
PCB18 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
PCB19 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
PCB23 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
PCB26 <5.0 <5.0 <50 <5.0 n/a n/a
PCB28 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
PCB32 <5.0 <50 <50 <50 n/a n/a
PCB33 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
PCB36 <5.0 <5.0 <50 <5.0 n/a n/a
PCB38 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
PCB40 <5.0 <50 <50 <50 n/a n/a
PCB42 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
PCB44 <5.0 <50 <5.0 <5.0 n/a n/a
PCB45 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
PCB46 <5.0 <50 <50 <50 n/a n/a
PCB47 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
PCB52 <5.0 <5.0 <50 <5.0 n/a n/a
PCB58 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
PCB66 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
PCB70 <5.0 <5.0 <50 <5.0 n/a n/a
PCB77 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
PCB81 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
PCB90 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
PCB101 <5.0 <5.0 <50 <50 n/a n/a
PCB105 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
PCB118 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
PCB126 <5.0 <5.0 <50 <50 n/a n/a
PCB127 <5.0 <5.0 <5.0 <50 n/a n/a
PCB128 <5.0 <5.0 <50 <5.0 n/a n/a
PCB130 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
PCB138 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
PCB146 <5.0 <5.0 <50 <50 n/a n/a
PCB153 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
PCB156 <5.0 <50 <50 <50 n/a n/a
PCB169 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
PCB170 <5.0 <5.0 <50 <50 n/a n/a
PCB175 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
PCB180 <5.0 <50 <50 <50 n/a n/a
PCB182 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
PCB187 <5.0 <5.0 <5.0 <50 n/a n/a
PCB195 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
PCB206 <5.0 <50 <50 <50 n/a n/a
PCB209 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
PCB totali <5.0 <5.0 <5.0 <50 5 180
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Tabella 3.1.5 Livelli di Esaclorobenzene, pesticidi organoclorurati, organofosfati e carbammati analizzati nei sedimenti (LCB = Livello Chimico di Base; LCL=
Livello Chimico Limite)

SEDIMENTI Boa E Boa L Boa B Foce Borsacchio LCB LCL
Esaclorobenzene Esaclorobenzene (HCB) <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
Pesticidi organoclorurati Diclorobenzidina (DCB) <5.0 <50 <5.0 <5.0 n/a n/a
ng/g (p.s.) Aldrin <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
Dieldrin <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 0,7 4,3
Endosulfan | <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
Endosulfan Il <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
Endosulfan sulfate <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
Endrin <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 2,7 60
Endrin aldhyde <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
Endrin ketone <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
Heptachlor <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
Heptachlor epoxide <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 0,6 2,7
Methoxychlor <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
Mirex <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 n/a n/a
a-Lindane <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 0,3 1
b-Lindane <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 0,3 1
d-Lindane <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 0,3 1
g-Lindane <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 0,3 1
a-Chlordane <5.0 <50 <5.0 <5.0 2,3 4,8
g-Chlordane <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 2,3 4,8
p,p'-DDD <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 1,2 7,8
p,p'-DDE <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 2,1 3,7
p,p'-DDT <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 1,2 4,8
Pesticidi Organofosfati Azinphos-methyl <10 <10 <10 <10 n/a n/a
e Carbammati Chlorpyrifos <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
ng/g (p.s.) Dichlorvos <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
Disulfoton <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
Ethoprophos <10 <10 <10 <10 n/a n/a
Fenchlorphos (Ronnel) <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 n/a n/a
Methyl parathion <10 <10 <10 <10 n/a n/a
Metolcarb <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 n/a n/a
Prothiofos <10 <10 <10 <10 n/a n/a
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3.2. ANALISI DI BIOACCUMULO NEI MITILI

| risultati relativi al bioaccumulo nei mitili campionati lungo le catenarie delle Boe C, E, L, B
di perimetrazione dellAMP e nei siti di Foce Borsacchio (FB) e Montesilvano (Montes) vengono
riportati nelle figure 3.2.1 - 3.2.3 e nelle tabelle 3.2.1 - 3.2.5.

Alcune variazioni piuttosto modeste sono state osservate, con valori di alcuni metalli (come
cadmio, rame, mercurio, piombo, vanadio e zinco) tendenzialmente maggiori nei mitili campionati
sulla Boa B e a Foce Borsacchio (Fig. 3.2.1, 3.2.2, tabella 3.2.1). Anche i valori di IPA alto e basso
peso molecolare e di idrocarburi alifatici (C10-C40) non mostrano livelli significativi e sempre
paragonabili ad organismi di controllo (Fig. 3.2.3, Tab.3.2.2, 3.2.3).

Per nessuno degli altri parametri organici analizzati sono stati ottenuti valori misurabili, ad
eccezione del benzene (evidenziato in grassetto nella tabella 3.2.1), per il quale abbiamo trovato
nei mitili campionati a Montesilvano, concentrazioni di oltre 2000 ng g*. Nonostante questo
risultato si riferisca allanomalia di un singolo analita, tuttavia ulteriori indagini poterebbero meglio

chiarirne l'origine.
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Figura 3.2.1 Livelli di metalli pesanti (arsenico, cadmio, cromo, rame, ferro, mercurio) analizzati nei mitili campionati nella AMP Torre del Cerrano (media * dev.
standard; n=3). Lettere diverse indicano differenze significative tra le medie ottenute mediante analisi post-hoc (Newman-Keuls).
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Figura 3.2.2. Livelli di metalli pesanti (manganese, nikel, piombo, vanadio, zinco) analizzati nei mitili campionati nella AMP Torre del Cerrano (media = dev.

standard; n=3). Lettere diverse indicano differenze significative tra le medie ottenute mediante analisi post-hoc (Newman-Keuls).

35



Allegato 4

IPA alto PM n-s: IPA basso PM ns:
35 1 450 -
30 - 400 -
350 A
25 4
_ 300 |
320 4 250
20 ™
ED 15 A ED 200 +
10 | 150 1
100 +
5 -
50 +
0 - 0
BoaC  BoaE  Boal  BoaB FB  Montes. BoaC BoaE Boal BoaB FB Montes.
IPA totali n.s. Idrocarburi alifatici totali (C10-C40) p<005
500 - 500 -
b ab
450 - 450 - ab ab
400 - 400 -
350 350 b
7 300 - 2 300 a
(=% Q.
< 250 | < 250 |
S~
® 200 | % 200 |
150 4 150 4
100 + 100 +
50 + 50 +
0 - 0 -
Boa C Boa E Boa L Boa B FB Montes. Boa C Boa E Boa L Boa B FB Montes.

Figura 3.2.3. Livelli di IPA ad alto e basso peso molecolare, IPA totali e Idrocarburi alifatici totali (C10-C40)
analizzati nei mitili campionati nella AMP Torre del Cerrano. Lettere diverse indicano differenze significative
tra le medie ottenute mediante analisi post-hoc (Newman-Keuls).
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Tabella 3.2.1 Livelli di bioaccumulo di metalli pesanti e di idrocarburi aromatici nei mitili campionati nella AMP Torre del Cerrano. Il valore evidenziato in
grassetto corrisponde ad un elevato e anomalo livello di benzene rilevato negli organismi campionati a Montesilvano.

MITILI Boa C Boa E Boa L BoaB Foce Borsacchio Montesilvano
Metalli pesanti As 13,92 + 1,45 11,53 £ 1,05 11,15 £ 0,72 12,8 + 0,6 17,57 + 1,37 16,32 + 0,37
ug/g (p.s.) Cd 1,019 £ 0,11 0,576 + 0,1961 0,478 + 0,07 1,1 £ 0,1 0,6654 + 0,1704 0,7888 + 0,067
Cr 1,31 £ 0,24 1,56 £+ 0,23 1,18 £ 0,16 15 £+ 04 1,43 + 0,24 1,50 + 0,32
Cu 2,94 + 0,31 2,09 + 0,15 3,84 + 0,38 42 + 0,7 3,67 £ 0,26 3,23 + 0,22
Fe 139 + 27 267 = 155 173 £ 55 307 + 204 200 + 57 129 + 32
Hg 0,06 + 0,02 0,04 + 0,00 0,04 £ 0,01 0,07 = 0,01 0,08 + 0,01 0,05 + 0,01
Mn 5,06 + 0,59 6,31 =+ 2,89 6,48 + 0,69 8,46 t 4,68 6,10 £ 1,31 507 £ 0,19
Ni 0,49 + 0,03 0,18 + 0,01 0,17 £+ 0,06 0,58 + 0,38 0,29 + 0,10 0,13 + 0,08
Pb 1,18 + 0,30 0,70 + 0,17 0,60 + 0,10 1,64 + 0,57 0,939 + 0,135 0,698 + 0,089
Y 1,71 £ 0,71 1,14 + 0,35 0,88 + 0,02 1,71 + 0,86 591 + 1,49 1,92 + 0,53
Zn 218 + 127 192 + 70 116,4 + 22,9 411 + 72,8 238 + 15 227 + 30
Idorcarburi aromatici  Benzene <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 2421,7 * 667,9
ng/g (p.s.) Toluene <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0
Etilbenzene <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0
Xilene <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0
Fenolo <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
2-Metilfenolo <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
4+4-Metilfenolo <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
2-Clorofenolo <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
4-Clorofenolo <10 <10 <10 <10 <10 <10
2,4-Diclorofenolo <10 <10 <10 <10 <10 <10
2,4,6-Triclorofenolo <10 <10 <10 <10 <10 <10
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Tabella 3.2.2 Livelli di bioaccumulo di idrocarburi policiclici aromatici nei mitili campionati nella AMP Torre del Cerrano (media + dev.standard; n=3).

MITILI Boa C Boa E Boa L BoaB Foce Borsacchio Montesilvano

Idrocarburi policiclici Naftalene 117,8 + 15,9 137,0 £ 9,8 79,1 £ 5,0 143,8 + 22,3 114,2 + 15,0 96,3 + 10,1

aromatici Acenaftilene <1 <1 <1 <1 <1 <1

ng/g (p.s.) 1-Metilnaftalene 9,3 + 41,4 74,8 + 25,4 51,7 + 11,2 85,2 + 28,2 68,1 + 12,6 91,7 + 73,0
2-Metilnaftalene 64,7 + 16,9 62,4 + 16,5 43,7 £ 6,2 67,3 £ 12,6 51,2 + 2,7 46,2 + 5,1
Acenaftene 2,66 + 0,64 2,68 + 0,78 1,61 £ 0,51 2,32 £ 0,81 1,96 + 0,33 1,68 + 0,13
Fluorene 9,78 t 3,96 7,84 + 191 542 + 2,14 7,10 £ 3,14 6,83 £ 1,70 5,30 + 0,10
Fenantrene 40,9 = 9,0 36,9 £ 6,1 329+64 37,0 £ 6,2 33,7 £ 2,1 33,6 £ 1,7
Antracene 0,58 + 0,06 0,40 + 0,02 0,67 £ 0,37 0,30 £ 0,14 0,77 + 0,62 0,53 + 0,33
Fluorantene 8,56 * 0,65 12,36 = 4,79 6,96 + 1,63 17,08 * 8,41 11,92 + 0,99 7,62 + 3,39
Pirene 3,80 £ 0,21 3,38 £ 0,22 3,39 £ 0,99 3,35 +0,44 4,32 + 1,12 3,99 + 1,97
Benzo(a)antracene <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1
Crisene 0,58 + 0,08 0,52 + 0,13 0,97 £ 0,28 0,90 £ 0,22 1,27 + 0,46 0,71 + 0,18
7,12-Dimetilbenzo(a)antracene <1 <1 <1 <1 <1 <1
Benzo(b)fluorantene 0,23 * 0,06 0,25 + 0,10 0,59 £ 0,16 0,38 £ 0,11 0,49 * 0,12 0,28 + 0,04
Benzo(k)fluorantene 0,114 + 0,052 0,107 £ 0,024 0,144 £ 0,009 0,154 + 0,039 0,198 * 0,098 0,123 + 0,012
Benzo(a)pirene 0,10 £ 0,02 0,09 £ 0,01 0,07 £ 0,00 0,11 + 0,02 0,12 £ 0,06 0,08 + 0,00
Dibenzo(ah)antracene <0.05 0,401 + 0,028 0,281 + 0,030 0,530 + 0,063 0,357 + 0,076 0,310 + 0,031
Benzo(ghi)perilene 0,35 + 0,07 0,22 + 0,01 0,19 £ 0,03 0,23 £ 0,05 0,22 + 0,07 0,18 + 0,03
Indeno(124cd)pirene <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 < 0.05 <0.05
IPA basso PM 332,6 £ 87,5 322,0 £ 59,7 215,1 + 31,0 343,1 £ 63,9 276,6 £ 8,8 275,3 + 81,1
IPA alto PM 13,41 = 0,11 17,32 £ 4,82 12,59 + 3,01 22,73 £ 9,15 18,88 + 2,74 13,16 £ 5,27
IPA totali 346,0 + 87,6 339,3 + 54,9 227,7 + 31,8 365,8 + 71,6 2955 + 7,7 288,5 + 77,0
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Tabella 3.2.3 Livelli di bioaccumulo di idrocarburi alifatici e ritardanti di fiamma nei mitili campionati nella AMP Torre del Cerrano (media * dev.standard; n=3).

MITILI Boa C Boa E Boa L Boa B Foce Borsacchio Montesilvano

Idrocarburi alifatici >C10-C12 4,08 + 1,84 3,50 + 2,19 1,98 + 1,27 3,40 £ 0,81 2,26 £ 0,29 4,12 + 0,39

ug/g (p.s.) >C12-C14 3,42 £ 0,77 6,63 + 2,09 5,24 £ 2,17 14,28 + 9,50 6,63 + 0,39 6,87 £ 1,53
>C14-C16 41,91 £17,42 43,03 + 17,75 28,65 * 16,07 65,50 *+ 21,88 36,66 t 4,05 49,33 + 8,24
>C16-C18 48,02 £ 10,99 43,51 + 15,80 24,88 + 3,77 38,36 £ 4,76 35,02 + 8,03 36,49 + 11,12
>C18-C20 65,50 + 3,11 47,88 + 20,37 39,06 + 6,84 46,90 + 5,07 39,08 + 1,40 54,93 + 14,35
>C20-C22 38,29 + 3,81 25,17 £ 9,21 23,33 £ 2,84 35,16 £ 12,91 18,84 + 1,07 26,47 £ 2,64
>C22-C24 24,40 + 7,19 20,43 £ 5,86 17,04 £ 4,12 34,04 + 18,99 18,50 + 3,22 20,25 £ 5,87
>C24-C26 12,41 £ 2,93 5,87 + 3,00 6,56 £ 0,74 11,95 + 10,14 5,86 + 1,37 9,05 + 3,47
>C26-C28 9,11 £ 0,45 2,19 + 0,79 2,77 £ 2,19 4,04 + 2,12 2,44 + 0,50 4,49 + 4,79
>C28-C40 7,76 £ 0,51 4,16 + 1,55 3,29 £ 0,96 9,17 + 7,35 4,33 + 0,32 5,25 + 2,96
>C40-C42 46,16 t 6,63 56,26 *+ 9,55 36,75 + 14,38 56,93 + 24,31 50,50 + 10,48 56,18 + 4,62
>C42-C44 25,88 + 3,16 10,16 + 1,24 7,07 £ 1,91 22,65 £ 20,14 13,90 + 11,37 13,30 + 11,83
>C44-C46 63,89 + 2,41 41,27 + 8,98 29,91 + 3,46 16,08 + 26,22 35,05 + 3,63 39,85 £ 9,53
>C46-C48 19,78 + 1,18 9,79 = 2,61 7,93 + 1,54 25,51 £ 26,66 6,72 £ 2,93 10,71 £ 4,40
>C48-C40 5,34 £ 1,53 2,30 + 0,58 2,70 + 1,43 4,29 + 2,41 1,86 + 0,87 4,76 + 5,01
Idrocarburi leggeri (<C12) 4,08 + 1,84 3,50 + 2,19 1,98 + 1,27 3,40 £ 0,81 2,26 £ 0,29 4,12 + 0,39
Idrocarburi pesanti (>C12) 412 + 29 319 + 94 235 + 28 385 + 58 275 + 19 338 £ 75
Idrocarburi totali (C10-C40) 416 + 30 322 £ 96 237 + 30 388 + 59 278 + 18 342 £ 75

Ritardanti di fiamma PBDE28 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0

oraganobrominati PBDE47 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0

ng/g (p.s.) PBDE99 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PBDE100 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PBDE154 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PBDE154 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PBDE184 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
Esabromociclododecano (HBCL <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
Tetrabromo bisfenol-A (TBBPA| <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
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Tabella 3.2.4 Livelli di bifenile, clorobifenili e policlorobifenili (PCB) analizzati nei mitili campionati nella AMP

Torre del Cerrano .

MITILI Boa C Boa E Boa L BoaB Foce Borsacchio Montesilvano
Bifenile, Clorobifenili Biphenyl <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
Policlorobifenili (PCB) 2-Clorobifenile <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
ng/g (p.s.) 4-Clorobifenile <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
4-Clorobifenile <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB4 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB7 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <50 <5.0
PCB8 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB11 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB13 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB15 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB16 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB17 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB18 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB19 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB23 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB26 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB28 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB32 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB33 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB36 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB38 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB40 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB42 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB44 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB45 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB46 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB47 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB52 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB58 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB66 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB70 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB77 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <50 <5.0
PCB81 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB90 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB101 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB105 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB118 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB126 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB127 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB128 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB130 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB138 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB146 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB153 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB156 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB169 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB170 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB175 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <50 <5.0
PCB180 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB182 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB187 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB195 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB206 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB209 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
PCB totali <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
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Tabella 3.2.5 Livelli di Esaclorobenzene, pesticidi organoclorurati, organofosfati e carbammati analizzati nei mitili campionati nella AMP Torre del Cerrano .

MITILI BoaC Boa E Boal BoaB Foce Borsacchio Montesilvano
Esaclorobenzene Esaclorobenzene (HCB) <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
Pesticidi organoclorurati  Diclorobenzidina (DCB) <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
ng/g (p.s.) Aldrin <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
Dieldrin <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
Endosulfan | <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
Endosulfan Il <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
Endosulfan sulfate <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
Endrin <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
Endrin aldhyde <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
Endrin ketone <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
Heptachlor <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
Heptachlor epoxide <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
Methoxychlor <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
Mirex <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5
a-Lindane <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
b-Lindane <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
d-Lindane <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
g-Lindane <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
a-Chlordane <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
g-Chlordane <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
p,p'-DDD <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
p,p'-DDE <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
p,p'-DDT <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
Pesticidi Organofosfati e C Azinphos-methyl <10 <10 <10 <10 <10 <10
ng/g (p.s.) Chlorpyrifos <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
Dichlorvos <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
Disulfoton <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
Ethoprophos <10 <10 <10 <10 <10 <10
Fenchlorphos (Ronnel) <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
Methyl parathion <10 <10 <10 <10 <10 <10
Metolcarb <0.5 <05 <0.5 <0.5 <05 <0.5
Prothiofos <10 <10 <10 <10 <10 <10
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3.3. ANALISI DEI BIOMARKERS

Nelle figure 3.3.1 e 3.3.2 vengono riportati i risultati relativi ai biomarkers analizzati nei mitili
campionati nell’estate 2015, nei diversi siti all’interno e all’esterno del’AMP Torre del Cerrano.

L’analisi dei lisosomi mostra in generale una buona stabilita delle membrane in tutti gli
organismi campionati con tempi di ritenzione del rosso neutro di 80-100 minuti, tipici di organismi
di controllo del mare Adriatico. Gli emociti liberamente circolanti all'interno dei tessuti dei mitili
appartengono a due tipologie cellulari: i) granulociti, che costituiscono la popolazione cellulare piu
abbondante con funzioni fagocitarie e includono le cellule generalmente piu grandi, provviste di
pseudopodi e il cui contenuto citoplasmatico appare particolarmente ricco di granuli (da cui il
nome) e ii) ialinociti, meno numerose delle prime, sono cellule generalmente piu piccole, con
contenuto citoplasmatico quasi completamente occupato dal nucleo, il cui ruolo & ancora poco
chiarito. Il rapporto tra queste due popolazioni cellulari in organismi di controllo appare a favore dei
granulociti e variazioni di questo rapporto possono indicare condizioni di alterazione delle difese
immunitarie. | risultati mostrano una diminuzione del rapporto granulociti/ialinociti nei mitili
campionati allesterno dell’area marina protetta nei siti di Foce Borsacchio, Montesilvano, Sud
Roseto e Foce Salina (Fig. 3.3.1). La malondialdeide € un tipico prodotto di perossidazione lipidica
il cui aumento nei tessuti degli organismi suggerisce appunto un incremento dei fenomeni
ossidativi, dovuti all’'azione delle specie reattive dell’ossigeno, in condizioni di stress ossidativo; i
livelli di malondialdeide appaiono maggiori nei mitili campionati a Foce Borsacchio e a
Montesilvano, rispetto ai livelli ritrovati negli organismi prelevati presso le boe di perimetrazione
della AMP, ad eccezione dei mitili prelevati presso la Boa L (quella piu vicina a costa) (Fig. 3.3.2).

Seppur con alcune variazioni i livelli di acetilcolinesterasi e di danno genotossico non

mostrano condizioni particolarmente alterate nei mitili campionati nei diversi siti (Figura 3.3.2).
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Figura 3.3.1 Tempo di Ritenzione del Rosso Neutro e rapporto Granulociti/lalinociti analizzato negli emociti
dei mitili campionati all'interno e all’esterno della AMP Torre del Cerrano nell’estate 2015. Valori espressi

come media *
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Figura 3.3.2 Tempo di Ritenzione del Rosso Neutro e rapporto Granulociti/lalinociti analizzato negli emociti
dei mitili campionati all'interno e all’esterno della AMP Torre del Cerrano nell’estate 2015. Valori espressi
come media * deviazione standard (n=5). Lettere diverse indicano differenze significative tra le medie

ottenute mediante analisi post-hoc (Newman-Keuls).
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3.4. ANALISI DELLE MICROPLASTICHE IN SPECIE ITTICHE

| risultati relativi all’analisi delle microplastiche nei pesci campionati all’interno della AMP
Torre del Cerrano vengono mostrati in tabella 3.4.1 e messi a confronto con quelli analizzati in
individui campionati a due miglia davanti alla costa di Ancona.

In nessuno degli individui prelevati presso la AMP sono state ritrovate microplastiche nei
tratti gastrointestinali. Organismi appartenenti alle stesse specie o a specie simili in termini di
posizione trofica, campionati davanti ad Ancona, mostrano invece una percentuale di individui con
microparticelle di plastica nello stomaco del 46% in Merluccius merluccius, del 38% in Mullus
barbatus, del 67% in Chelidonichthys lucernus.

E’ importante sottolineare che questa indagine andrebbe estesa a un numero maggiore di
organismi e di specie diverse, cosi da ottenere un risultato che possa avere una rilevanza
statistica. Inoltre i campioni analizzati sono stati prelevati ad Ancona nel periodo invernale
(febbraio 2015), mentre quelli di Torre Cerrano si riferiscono al campionamento estativo (agosto
2015); i diversi periodi stagionali potrebbero influenzare da un lato le abitudini comportamentali e
alimentari dei pesci e di conseguenza la frequenza di ingestione delle microparticelle (Avio et al.,
2015a, b); dall'altro la concentrazione stessa delle microplastiche e la loro distribuzione lungo la
colonna d’acqua puo essere influenzata dai fattori stagionali. Nonostante queste premesse i
risultati suggeriscono che all’interno della AMP ci sia una minore biodisponibilita di microplastiche,
o che la maggiore disponibilita di risorse trofiche, potenzialmente presenti all'interno dell’area
marina protetta, costituisca una fonte sempre disponibile di cibo per gli individui, che in questo

modo evitano I'ingestione delle microplastiche.

Tabella 3.4.1. Frequenze di presenza delle microplastiche nelle diverse specie ittiche campionate all’'interno

della AMP Torre del Cerrano e confronto con le stesse specie prelevate a due miglia davanti alla costa

anconetana.

Sito di N. organismi  Lunghezza Peso stomaco % individui
prelievo analizzati fresco con plastica
Merluccius merluccius 13 26.26 £7.75 7.61 £4.88 46.15
Mullus barbatus 16 15.20 +384 0.8 £0.33 37.5
Chelidonichthys lucernus 3 25.4 1.2 8.81£2.019 67
|6 Mugil cephalus 7 32.28 +1.88 17.58 £2.5 0
{1l Mullus barbatus 8 14.12+1.66 0.98+0.77 0
Chelidonichthys lucernus 10 15.55 5.3 2.47 £1.23 0
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3.5 ELABORAZIONE DEI DATI NEL MODELLO DI ANALISI Sediqualsoft

| dati della chimica dei sedimenti, del bioaccumulo e dei biomarkers ottenuti nei mitili
campionati nei siti all'interno e all’esterno del’AMP Torre del Cerrano sono stati elaborati con il
modello di analisi Sediqualsoft che permette di sintetizzare un livello di pericolo specifico per i dati
relativi alle tre linee di evidenza analizzate in questo studio: la LOE-1 relativa alla chimica dei
sedimenti, la LOE-2 relativa alla biodisponibilita dei contaminanti e la LOE-3 legata alla valutazione

degli effetti sub letali (biomarkers).

In allegato A vengono riportati gli output del modello Sediqualsoft sulla elaborazione dei
dati di chimica dei sedimenti (LOE-1), biodisponibilita (LOE-2) e dei biomarkers (LOE-3) ottenuti
per i diversi siti di indagine; oltre a tutte le informazioni relative al nome del sito, al tipo di
organismo utilizzato come bioindicatore, al tessuto analizzato, il modello elabora per i parametri
chimici e per i biomarkers un indice quantitativo HQ che viene assegnato ad una di cinque classi di
pericolo (“assente”, “basso”, “moderato”, “grave”, “molto grave”). Per la caratterizzazione chimica
dei sedimenti (LOE-1) i risultati sono stati confrontanti con i limiti SQA del DM 260/2010. Per il
bioaccumulo e i biomarkers, i dati sono stati riferiti a quelli ottenuti nel sito di Boa C, considerato
sito di riferimento. | relativi indici di pericolo sono stati elaborati in funzione della significativita
statistica e dell’'entita delle variazioni misurate, nonché della rilevanza biologica e/o tossicologica
sia dei contaminanti che dei biomarkers analizzati (Piva et al., 2011).

L’integrazione dei risultati della LOE-1, LOE-2, LOE-3 fornisce un livello di qualita
complessiva per ciascuno dei siti indagati mostrati in maniera sintetica nella carta tematica
riportata in figura 3.5.1. In accordo con i dati chimici e biochimici/cellulari ottenuti, la
rappresentazione grafica d’'integrazione WOE mostra una buona qualita ambientale per tutti i sili
indagati con indici di rischio “lieve” ad eccezione del sito esterno al’AMP, quello di Montesilvano
per il quale é stato misurato un indice di rischio “moderato” principalmente dovuto alle alterazioni

ottenute a livello di biomarkers e ad un alto livello di bioaccumulo del benzene nei mitili campionati.
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Figura 3.5.1. Livelli di pericolo complessivo (WOE) ottenuti dall'integrazione dei dati della chimica dei sedimenti, di bioaccumulo e dei biomarkers elaborati dal

modello Sediqualsoft per i diversi siti di indagine.
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4. CONCLUSIONI

Questo studio rappresenta il primo caso di applicazione di un approccio WOE (Weight Of
Evidence) nella valutazione della qualita ambientale in una AMP. L'integrazione e I'elaborazione
dei dati effettuata tramite il modello di analisi Sediqualsoft ha mostrato complessivamente una
situazione di buona qualita ambientale della AMP Torre del Cerrano.

Un ruolo importante viene oggi attribuito alla definizione di un s