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1.0 Scopo della Tesi

Lo scopo della tesi € mettere a punto dei metodi analitici per analizzare in matrici ambien-
tali alcuni contaminanti emergenti. | contaminanti emergenti sono molecole (sintetiche o
naturali) o microrganismi che non vengono comunemente monitorati nell’ambiente ma
che hanno la capacita di diffondersi all’interno dello stesso e causano possibili o conclamati
effetti avversi per 'uomo e/o I'’ecosistema (Rosenfeld & Feng 2011).

| contaminanti emergenti presi in considerazione sono neonicotinoidi e Bisfenolo A (BPA):
essendo contaminanti emergenti i dati disponibili in letteratura per la Laguna di Venezia
sono assenti (neonicotinoidi) o scarsi (Bisfenolo A).

| neonicotinoidi (Acetamiprid, Clothianidin, Imidacloprid, Thiacloprid, Thiamethoxam) con
la Decisione Di Esecuzione (UE) 2018/840 del 5 giugno 2018 sono stati inseriti nella Watch
List della Water Framework Directive. Le sostanze inserite in questa lista potrebbero pre-
sentare un rischio significativo per 'ambiente acquatico o attraverso I'ambiente acquatico,
ma per le quali l'insufficienza dei dati di monitoraggio non consente di giungere a una con-
clusione circa i rischi reali che esse presentano.

Per i neonicotinoidi lo scopo di questa tesi e sviluppare un metodo strumentale per I’analisi
guantitativa in acqua salata e sedimento lagunare che soddisfi i requisiti della Water Fra-
mework Directive. Il metodo analitico potra essere utilizzato per ampliare la conoscenza
sulla presenza nell’ambiente di questi inquinanti emergenti, come auspicato dalla legisla-
zione europea.

Il Bisfenolo A € un potenziale candidato per entrare nella lista delle Priority Substances
della Water Framework Directive (WFD 2000/60/EC), ovvero una lista di sostanze conside-
rate molto pericolose per I'ambiente. || BPA e’ da considerarsi una SHVC, Substance of Very
High Concern, secondo la European Chemicals Agency.

Per il BPA lo scopo di questa tesi € sviluppare un metodo analitico che permetta di misu-
rarne la concentrazione ambientale in acqua e sedimento della laguna di Venezia e fare un

confronto con le PNEC redatte dall’agenzia WCA per conto dell’Unione Europea.






2.0 Introduzione

2.1 Neonicotinoidi

| neonicotinoidi sono tra i pesticidi piu utilizzati a livello mondiale (Jeschke et al. 2011).

Sono chiamati cosi per la somiglianza della loro struttura a quella della nicotina, fig. 1
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Figura 1 Nicotina

Esplicano azione insetticida a causa dell’attivita agonista esercitata sui recettori nicotinici
dell’acetilcolina (nAChRs), percio si nota alterazione del normale impulso nervoso (Rose
2012). | recettori nAChRs dei mammiferi sono diversi da quelli degli invertebrati e questo
spiega la selettivita dei neonicotinoidi per quest’ultimi.

| neonicotinoidi hanno aperto una nuova era nel controllo degli insetti quando sono stati
sviluppati negli anni 80 del 900; il primo composto commerciale, I'Imidacloprid, & disponi-
bile dagli anni 90 (Kollmeyer et al. 1999). Possono essere classificati in 3 gruppi chimici: N-
nitroguanidine (Imidacloprid, Thiamethoxam, Clothianidin e Dinotefuran), nitrometileni

(Nitenpyram) e N-cianoammidine (Acetamiprid e Thiacloprid), tab. 1.
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Tabella 1 | neonicotinoidi raggruppati in gruppi chimici

Thiacloprid

| neonicotinoidi sono insetticidi sistemici ovvero una volta entrati in contatto con la pianta
si distribuiscono in tutti i tessuti, compresi quelli del fiore, del polline e del nettare.

Ci sono molteplici vie d’applicazione alle colture ma la principale € I'uso di semi trattati in
superficie (Bonmatin et al. 2014). Questo metodo si considerava inizialmente sicuro a li-
vello ambientale (Ahmed et al. 2001) ma si & scoperto che solo I'1.6-20 % di principio attivo
va al vegetale (Sur & Stork 2003). La parte rimanente va nel suolo e in parte minore anche
in aria infatti le macchine seminatrici sviluppano una nube di polvere contaminata da neo-
nicotinoidi che puo essere letale direttamente o indirettamente per alcuni invertebrati
non-target, primo fra tutti 'ape (Greatti et al. 2003) che essendo una specie impollinatrice
e cruciale per la produzione di molti degli ortaggi pit importanti a livello mondiale (Klein et
al. 2007). La nube d’insetticida € il risultato dell’abrasione della patina dei semi trattati;
sono stati sviluppati degli additivi da aggiungere alle semenze per ridurre al minimo lo sfre-
gamento tra semi e quindi il rilascio in aria del principio attivo. Un altro accorgimento uti-

lizzato & quello di munire le macchine agricole in questione con “deflettori” che dirigono



questa nube tossica in basso verso il terreno ma non si evita la moria di api (Tapparo et al.
2012).

Un altro metodo d’applicazione comune € il trattamento del terreno da coltivare. Si mette
a rischio pero la comunita d’invertebrati del suolo (Pisa et al. 2014) e di conseguenza |'eco-
sistema. Acque superficiali possono essere contaminate da applicazioni spray di pesticidi
sistemici o anche da acqua entrata in contatto con piante ornamentali domestiche/colture
agricole trattate con pesticidi sistemici (Hait 2010). | neonicotinoidi sono utilizzati anche
nelle serre dove vengono aggiunti all’acqua d’irrigazione (Kreuger et al. 2010).

Per quanto riguarda la volatilita i neonicotinoidi hanno bassa pressione di vapore (2.8 *10°
8.0.002 mPa a 25 °C) e rimangono in forma gassosa per un breve periodo di tempo.
Maggiore € la solubilita di un pesticida maggiore sara la sua attivita sistemica in quanto il
principio attivo si distribuisce in maniera piu uniforme (Koltzenburg et al. 2010); sara pero
maggiore anche la sua biodisponibilita (Pierobon et al. 2008). Per la solubilita e i tempi di

fotolisi, tabella 2 (PPBD 2012).

Neonicotinoide Solubilita in acqua a 20°C, Fotolisi: DT50 (giorni) a pH 7
pH 7 (mg/L)

Acetamiprid 2950 (alta) 34 (stabile)

Clothianidn 340 (moderata) 0.1 (alta)

Imidacloprid 610 (alta) 0.2 (alta)

Thiacloprid 184 (moderata) stabile

Thiamethoxam 4100 (alta) 2.7 (moderatamente ve-

loce)

Tabella 2 Solubilita e fotolisi dei neonicotinoidi

Hladik et al. (2018) riportano che i neonicotinoidi sono stabili in acqua con un tempo di di-
mezzamento di 4.7-40.3 giorni. In commercio si trovano formulazioni di neonicotinoidi con

additivi che ne aumentano la solubilita (Gupta et al. 2002).



La solubilita e la persistenza dei neonicotinoidi sono un rischio per gli ambienti acquatici
(Goulson 2013). Lo studio di Van Dijk et al. (2013) mostra che la preoccupazione sulle con-
seguenze derivanti dall’abbondante uso di Imidacloprid per I'ecosistema acquatico (acqua
dolce) sono giustificate. Starner & Goh (2012) hanno rilevato Imidacloprid nell’89 % dei
campioni acquosi prelevati in fiumi, ruscelli e fossati della California. L'aumento dell’uso di
neonicotinoidi porta ad un aumento dell’'inquinamento osservato negli ambienti acquatici
(Overmyer et al. 2005).

Gli invertebrati acquatici sono essenziali per I'ecosistema in quanto ad esempio fungono
da nutrimento per i vertebrati. | neonicotinoidi raggiungono I’'acqua superficiale per depo-
sizione atmosferica (drift) in seguito ad applicazione spray, per deflusso da superfici inqui-
nate (runoff) e per infiltrazione di acqua sotteranea inquinata. Gli invertebrati acquatici di
acqua dolce sono particolarmente sensibili ai pesticidi: infatti non possono evitare |’esposi-
zione spostandosi in ambienti incontaminati come fanno gli invertebrati terrestri (Pisa et
al. 2014). L’assimilazione di pesticida avviene attraverso |'epidermide, la respirazione e la
nutrizione. Ad oggi gli studi tossicologici si sono concentrati principalmente su invertebrati
d’acqua dolce e meno su quelli che vivono in ambienti costieri. Per quanto riguarda gli in-
vertebrati che vivono in mare aperto non ci sono praticamente studi disponibili sull’intera-
zione con neonicotinoidi. Per una panoramica degli studi ecotossicologici disponibili su ver-
tebrati ed invertebrati acquatici si veda la sezione 7.1 di questa tesi. Si ricordi comunque
che le informazioni riguardo I’ecotossicologia dei neonicotinoidi su organismi marini sono
alquanto scarse (Pisa et al. 2015). Nonostante numerosi studi indichino che i neonicoti-
noidi sono pericolosi per gli invertebrati acquatici, solo per I'Imidacloprid sono stati valu-
tati degli standard di qualita ambientale: invertebrati d’acqua dolce sono al riparo da tossi-
cita acuta se la concentrazione ¢ inferiore a 200 ng/L mentre per la tossicita cronica la con-
centrazione deve essere inferiore agli 8.3 ng/L (Hladik et al. 2018). Anche il Ministero per la
Salute Pubblica e I’Ambiente olandese propone questi standard di qualita per I'Imidaclo-
prid in acqua ambientale dolce (Smit 2014).

Esistono dati sugli invertebrati del suolo ma sono in maggior parte saggi di tossicita acuta

che tengono conto solo della mortalita tralasciando gli effetti cronici (Pisa et al. 2015).



Questi effetti a lungo termine andrebbero valutati dato che i neonicotinoidi possono persi-
stere nel suolo per mesi o addiritura anni (Bonmatin et al. 2014). Baylay et al. (2012) hanno
osservato che I'EC50 per Imidacloprid e Thiacloprid sulla produzione di bozzoli di Lumbri-
cus rubellus & di 1.5 e 1.3 ppm. Gomez-Eyles et al. (2009) hanno trovato che Imidacloprid e
Thiacloprid a 1.4 e 0.9 ppm inibiscono la produzione di bozzoli di E. fetida. Alves et al.
(2013) riportano un EC50 sulla riproduzione di Eisenia andrei di 4 ppm d’Imidacloprid con
effetti avversi misurabili pero gia a 0.7 ppm. Kreutzweiser et al. (2008) mostrano che a 7
ppm I'Imidacloprid riduce la produzione di bozzoli di Dendrobaena octaedra. | neonicoti-
noidi possono legarsi al suolo, in particolare a terreni ad alto contenuto di materia organica
(3.5 %). | neonicotinoidi hanno un tempo di dimezzamento nel suolo che varia a seconda
del composto, del tipo di suolo e delle tecniche sperimentali: per i dettagli si veda la se-
zione 7.2 di questa tesi. Possono trasferirsi anche ai sedimenti di corpi idrici d’acqua dolce
e d’acqua salata (Bobe et al. 1997).

La Decisione UE 2018/840 indica che per i neonicotinoidi il metodo analitico da preferire
per 'acqua e del tipo LC-MS/MS e la preparazione del campione migliore € attraverso SPE
(solid phase extraction). L'MDL massimo ammissibile & di 8.3 ng/L. La maggioranza dei me-
todi analitici in letteratura corrispondono a questi dettami (si veda Hladik et al. 2012,
Zhang et al. 2019, Montiel-Leon et al. 2018). Per quanto riguarda il sedimento numerosi
sono i ricercatori che impiegano metodi analitici del tipo LC-MS/MS (Zhang et al. 2019,
Chen et al. 2015, Radovic et al. 2014) . Le procedure d’estrazione utilizzate negli articoli
consultati sono la dispersive liquid-liquid microextraction (si veda Zhang et al. 2019), estra-
zione con solventi (Jones et al. 2014) e la QUEChERS che e’ stata usata in questo lavoro di

tesi (si veda Masia’ et al. 2015, Schaafsma et al. 2015).

2.2 Bisfenolo A
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Il Bisfenolo A, fig. 2, & stato sintetizzato per la prima volta nel 1905 (Zincke 1905) e viene
utilizzato nella sintesi di polimeri plastici ma anche come additivo antiossidante ad esem-

pio nel PVC.

HO OH

Figura 2 Bisfenolo A

Si usa per la sintesi di policarbonati e resine epossidiche. Quest’ultime hanno eccellenti
proprieta meccaniche, resistenza chimica e termica, adesivita: sono quindi utilizzate in nu-
merose applicazioni come ad esempio nel packaging per rivestire contenitori metallici a
contatto con gli alimenti. Le resine epossidiche si ricavano da risorse fossili e non sono rici-
clabili a causa della struttura a reticolo quindi sta aumentando I'interesse verso alternative
rinnovabili.

Il Bisfenolo A e’ uno dei prodotti chimici piu usato al mondo. Ha una solubilita di 120-300
mg/L a 25 °C in acqua e un tempo di dimezzamento pari a 38 giorni per 'acqua e 340 per i
sedimenti (Corrales et al. 2015). La fotossidazione del BPA é rapida a differenza dell’idrolisi
(USEPA 2010). L'ECHA (European Chemical Agency) il 16 Giugno 2017 ha stabilito che il BPA

& un SVHC ovvero “subtance of very high concern” (https://echa.europa.eu/-/msc-unani-

mously-agrees-that-bisphenol-a-is-an-endocrine-disruptor) a causa delle sue proprieta di

interferente endocrino per gli umani. Inoltre € un potenziale candidato per entrare nella
lista delle Priority Substances della Water Framework Directive (WFD 2000/60/EC), ovvero
una lista di sostanze considerate molto pericolose per 'ambiente.

Il BPA arriva all’ecosistema acquatico (acqua salata o dolce) dalla migrazione da prodotti
contenenti BPA, scarichi degli impianti di depurazione delle acque ma anche scarichi d’in-

dustrie e discariche. Le piu alte concentrazioni di BPA in ambiente si trovano in vicinanza di
11
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impianti di produzione di BPA, di resine epossidiche, di produzione e riciclo di carta ter-
mica, di produzione di articoli in PVC contenenti BPA (Fischer et al. 2014). Gli animali en-
trano in contatto col BPA ad esempio ingerendo la plastica dispersa in ambiente. Il BPA in-
fluisce negativamente sulla fauna acquatica (Oehlmann et al. 2009).

Bisogna considerare inoltre che il BPA in mare potrebbe degradarsi molto piu lentamente
rispetto che in acqua dolce con un rischio maggiore per I'’ecosistema marino (Kang &
Kondo 2005).

Secondo il report della German Federal Environmental Agency (UBA) (Fischer et al. 2014)

in EU la concentrazione di BPA é:

e 1.25-42.3 ng/L nell’acqua marina

e 5.69-19.7 ng/g nel sedimento marino

e 9.4 ng/L-1057 ng/L (la concentrazione piu alta € di un fiume in cui scarica il refluo di
un impianto di depurazione dell’acqua italiano) nell’acqua dolce superficiale

e 10.43-14.1 ng/g-dry weight (dw) nel sedimento d’acqua dolce

Per quanto riguarda i dati ecotossicologici del BPA su specie acquatiche si veda la sezione
7.4 di questa tesi.

Gli invertebrati sono piu sensibili al BPA. Si dovrebbero eseguire test su molte specie d’in-
vertebrati e valutare soprattutto le esposizioni a lungo termine (Ohelmen et al. 2009).

La WCA & un’agenzia inglese di consulenza sull’'impatto ambientale degli agenti chimici e
nel 2014 ha stilato un report sul BPA per conto del Direttorato Generale per I’Ambiente
dell’Unione Europea. La WCA ha consultato i dati ecotossicologici disponibili in letteratura
fino al 2014 e ha calcolato le PNEC (Predicted No Effect Concentration) utilizzati poi per gli
EQS (Environmental Quality Standards) di acqua ambientale e sedimento seguendo la
guida europea per gli EQS (EC 2011). Per i dettagli delle specie usate nei test ecotossicolo-
gici consultati dalla WCA e per i modelli statistici adottati si veda la sezione 7.3 di questa

tesi.
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Le PNEC ricavati dalla WCA sono mostrate in tabella 3.

Matrice ambientale | Tempo d’esposi- PNEC
zione
Acqua dolce Lungo 10.3 pg/L (media an-
nuale)
Breve 56 pg/L (concentra-

zione massima)

Acqua salata Lungo 10.3 pg/L (media an-
nuale)
Breve 56 pg/L (concentra-

zione massima)

Sedimento Lungo 2200 pg/kg-dw (me-

dia annuale)

Tabella 3 PNEC ricavate dalla WCA

| metodi di estrazione piu usati per il BPA in acqua sono Solid Phase Extraction, Solid Phase
Micro Extraction, Liquid Liquid Extraction (Chang et al. 2009). L’SPE seguita da GC-MS e
consigliata dallo U.S. Geological Survey National Water Quality laboratory (Zaugg et al.
2002). Sono comunque numerosi i ricercatori che scelgono un metodo HPLC-MS/MS (si

veda ad esempio Lagana et al. 2004, Heisterkamp et al. 2004, Denier et al. 2008).

3.0 Materiali e Metodi

13



3.1 Materiali

Acetamiprid (ACE) (298%) (Sigma Aldrich, Buchs, Switzerland)

Acetamiprid-d3 (ACE*) (98%) (Sigma Aldrich, Buchs, Switzerland)

Acetone (VWR International, Radnor, Pennysilvania, USA)

Acetonitrile (ACN) grado HPLC/MS (VWR International, Radnor, Pennysilvania, USA)
Acido Formico Fluka (Sigma Aldrich, Buchs, Switzerland)

Acqua ultrapura (18.2 MQ cm, 0.01 TOC) prodotta da un sistema Purelab Flex Il (ELGA,
High Wycombe, U.K.)

Acqua ultrapura HPLC (VWR International, Radnor, Pennysilvania, USA)

Bilancia analitica Kern ALT 220-4NM

Bisfenolo A (ring-13C12, 99%) 100 ug/uL in ACN (Cambridge Isotope Laboratories, Andover,
Massachusetts, USA)

Bisfenolo A solido (Dr Eherenstorfer, Augsburg, Germany)

Cloruro di Sodio (299%) (Sigma Aldrich, Buchs, Switzerland)

Clothianidin (CLO) (= 98%) (Sigma Aldrich, Buchs, Switzerland)

Clothianidin-d3 (CLO*) (297%) (Sigma Aldrich, Buchs, Switzerland)

Discovery® DSC-18 SPE (Sigma Aldrich, Buchs, Switzerland)

Imidacloprid (IMI) (298%) (Sigma Aldrich, Buchs, Switzerland)

Imidacloprid-d4 (IMI*) (298%) (Sigma Aldrich, Buchs, Switzerland)

LC-Pak cartuccia (Merck Millipore, Burlington, USA)

Metanolo grado HPLC/MS (Sigma Aldrich, Buchs, Switzerland)

Oasis HLB, 6 mL, 200 mg cartucce (Waters, Milford, Massachusetts, USA)

Oasis HLB, 6mL, 500 mg cartucce (Waters, Milford, Massachusetts, USA)

Synergy Hydro 50 mm x 4.6 mm, 4 um (Phenomenex, Torrance, California, USA)
Sodio citrato dibasico sesquiidrato (299%) (Sigma Aldrich, Buchs, Switzerland)
Solfato di Magnesio (299.5 %) (Sigma Aldrich, Buchs, Switzerland)

Supelclean™ PSA SPE (Sigma Aldrich, Buchs, Switzerland)
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Thiacloprid (TCLO) (298%) (Sigma Aldrich, Buchs, Switzerland)
Thiamethoxam (TMX) (298%) (Sigma Aldrich, Buchs, Switzerland)
Thiamethoxam-d3 (TMX*) (298%) (Sigma Aldrich, Buchs, Switzerland)

Turbovap Zymark evaporatore (Hopkinton, MA, USA)

3.2 Campionamento

In figura 3 la mappa (http://geomap.arpa.veneto.it/maps/56/view) fornita da ARPAV che
indica la classe di qualita dei corpi idrici lagunari secondo I'indice MAMBI (macroinverte-
brati bentonici) registrato nel 2011 per diverse stazioni: il blu indica una qualita elevata, il

verde una buona, il giallo una sufficiente, I’'arancione una scarsa e il rosso una cattiva.
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Figura 3 Mappa ARPAV della laguna con stazioni di campionamento colorate secondo I’in-

dice MAMBI
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ARPAV inoltre fornisce la mappa per I'indice MAMBI del 2011 a seconda del corpo idrico
(http://geomap.arpa.veneto.it/maps/56/view). Si veda figura 4.
ST Ty y Ao, | e 33y T -,

Figura 4 Mappa ARPAV della laguna con bacini idrici colorati secondo I'indice MAMBI

Per questa tesi sono stati scelti 6 siti di campionamento corrispondenti a due tipologie di-
stinte: la prima comprende le zone in cui vengono emessi contaminanti emergenti mentre

la seconda funge da panoramica sulla diffusione degli stessi nella laguna nord, centro e sud

(fig. 5).
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Figura 5 Mappa della laguna con i vari siti di campionamento

| siti di campionamento utili a monitorare le sorgenti di contaminazione sono:
e Foce del fiume Dese (DE)
e Venezia Ospedale (OS)
e Punta Vela a Sant’Erasmo (SE)
| siti che caratterizzeranno la diffusione in laguna delle molecole da controllare sono:
e Palude Maggiore, laguna nord (PM)
e Sacca Sessola, laguna centrale (SS)

e Petta di B0, laguna sud (PB)

Per i dettagli dei singoli campionamenti si veda tabella 4.
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Sito Si- | Latitu- Longitu- Campionamento | Data fil-

gla | dine dine trazione
acqua
Data Ora

Sacca SS | 45° 24 12°19' 02/04/19 | 11:15 | 03/04/19

Sessola 9.137" N | 10.095" E

Pettadi |PB |45°16' 12° 15 02/04/19 | 12:30 | 03/04/19

BO 1.65” N |0.32”E

S. Era- SE | 45°28% 12° 25’ 16/05/19 | 13:00 | 17/05/19

smo 22.12"” N | 42.45"E

Palude PM | 45°29 12° 28 16/05/19 | 12:00 | 17/05/19

Mag- 37.47"” N | 44.00” E

giore

Foce DE |45°371 12° 23’ 16/05/19 | 10:30 | 17/05/19

Dese 15.04” N | 14.30” E

Ospe- OS | 45°2¢ 12° 20 18/04/19 | 14:00 | 19/04/19

dale 27.456 N | 41.892” E

Tabella 4 Specifiche del campionamento di acqua e sedimento

Facendo un confronto delle zone campionate con la mappa fornita da ARPAV in figura 4 si

puo osservare che:

e lafoce del fiume Dese presenta una qualita idrica scarsa (arancione)

e Lazona Palude Maggiore presenta una qualita idrica sufficiente (giallo)
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e Lazonadi Sant’Erasmo presenta una qualita idrica scarsa (arancione)
e Lazona Ospedale presenta una qualita idrica sufficiente (giallo)
e Lazona di Sacca Sessola presenta una qualita idrica sufficiente (giallo)

e Lazona di Petta di Bo presenta una qualita idrica buona (verde)

Il campionamento dell’acqua avviene immergendo un bidone di acciaio da 20 litri diretta-
mente in mare. |l prelievo, preceduto da tre avvinamenti dei contenitori stessi, si effettua
trai 10 e i 20 cm di profondita allo scopo di minimizzare eventuali effetti dovuti al micro-
layer.

| sedimenti vengono campionati mediante utilizzo di una benna Van Veen. Ciascun cam-
pione viene riposto in un contenitore di alluminio.

Il giorno successivo al campionamento I’acqua si filtra utilizzando una sistema di filtrazione
in acciaio inox Combisart (Sartorius, Goettingen, Germany). Il sistema, unitamente alla ve-
treria utilizzata per |la preparazione del campione, viene precedentemente decontaminato
con diclorometano e metanolo (Romil, Cambridge, U.K.) seguite da acqua ultrapura ELGA
(High Wycombe, U.K.).

| Filtri GFF (Sartorius, Goettingen, Germany) porosita 0.7 um, diametro 47 mm, si deconta-

minano in muffola per 4 ore a 400 °C.

3.3 Preparazione del Campione

3.3.1 Procedura di Preparazione per i Neonicotinoidi in Acqua

| campioni sono stati processati all’interno di una clean room ISO 4 (classe 10000). L’acqua
viene filtrata su filtri GFF con porosita di 0.7 um, diametro di 47 mm, con sistema ad imbuti
in acciaio (Sartorius, Goettingen, Germany). Ad un litro d’acqua precedentemente filtrata
sono stati aggiunti 10 mL di acido formico (concentrazione finale 1% v/v), sono stati ag-

giunti 10 ng assoluti (abs) di ACE*, CLO*, IMI*, e TMX*.
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| neonicotinoidi sono stati preconcentrati utilizzando una cartuccia SPE OASIS HLB, 6mlL,
500 mg, precedentemente condizionata con 10 mL di MeOH e con 10 mL di acqua ultra-
pura ELGA con 1% v/v di acido formico. Si carica il campione. Si lava con acqua all’1% di
acido formico per eliminare il sale proveniente dall’acqua di mare. La cartuccia SPE si
asciuga per 5 minuti. Si eluisce in vial da 15 mL con 10 mL di MeOH.

Si concentra la soluzione metanolica ottenuta con il Turbovap a 45 °C fino quasi a sec-
chezza. Si riprende con 800 ulL di acqua ultrapura ELGA. Il campione si filtra su filtri PTFE da
0.45 um e si trasferisce in vial da HPLC e si sottopone ad analisi HPLC-MS/MS. | bianchi pro-
cedurali (5 repliche) sono stati ottenuti impiegando la procedura descritta dall’analisidi 1 L

di acqua ultrapura Elga.

3.3.2 Procedura di Preparazione per i Neonicotinoidi in Sedimento

| sedimenti sono stati seccati a 105° C per 48 h per ottenere il peso secco. | risultati sono

espressi in tabella 5.

Campione Peso Peso Rapporto Rapporto p. DEV.STD | CV%

umido | secco | p.secco/p.umi |secco/p.umid

(g) (g) do o medio
DE 1 |12.534 |7.1133 | 0.5675 0.5714 0.0034 0.5912
7

2 |9.7178 | 5.5743 | 0.5736

3 |10.869 | 6.2281 | 0.5730

SS 1 |8.6626 |5.3935 | 0.6226 0.6303 0.0067 1.0604

2 |10.637 | 6.7387 | 0.6335
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11.090

7.0398

0.6348

SE

11.300

8.4744

0.7499

12.082

9.0786

0.7514

10.588

7.9157

0.7476

0.7496

0.0019

0.2547

OS

10.294

7.5972

0.7380

10.146

7.6167

0.7507

8.4901

6.2854

0.7403

0.7430

0.0068

0.9116

PM

9.5948

5.8692

0.6117

12.900

7.8925

0.6118

12.139

7.2385

0.5963

0.6066

0.0089

1.4727

PB

13.433

10.061

0.7490

13.802

10.252

0.7428

14.026

10.516

0.7497

0.7472

0.0038

0.5079

Sedi-
mento
Pleisto-

cene (SP)

10.039

8.1775

0.8145

0.812

0.0025

0.30788
2
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2 |10.157 | 8.2474 | 0.8120

3 |10.166 | 8.2299 | 0.8095
8

Tabella 5 Rapporti tra peso secco e umido di ogni sedimento

La procedura utilizzata si avvale della tecnica di estrazione QUEChERS (Masia et al. 2015).
In una provetta Falcon da 50 mL si pongono 2 g di sedimento umido reale. Si aggiungono
10 mL di ACN e 6.5 di acqua VWR, si pongono 6 g di MgS0a4, 1.5 g di NaCl, 1.5 g di trisodio
citrato diidrato e 0.75 g di disodio citrato sesquiidrato. Si mescola con vortex per 1 minuto
e poi in centrifuga a 3000 rpm per 5 minuti. Il liquido surnatante si versa in una provetta
Falcon da 50 mL contenente 825 mg di PSA Silica, 825 mg di Discovery C-18 e 2.475 g di sol-
fato di magnesio. Si mescola con il vortex per 1 minuto e poi in centrifuga a 3000 rpm per 5
minuti.

Il campione si concentra utilizzando il Turbovap fino quasi a secchezza, si riprende con 800
uL di acqua VWR, si filtra con filtro in PTFE con porosita 0.45 um e si trasferisce in vial da
HPLC. | bianchi procedurali (5 repliche) sono stati ottenuti impiegando la procedura de-

scritta senza pero inserire alcun sedimento nella fase di estrazione QUEChERS.

3.3.3 Procedura di Preparazione per il BPA in Acqua

Come per i neonicotinoidi i campioni sono stati preparati in una clean room ISO 4. L'acqua
si filtra su filtri GFF con porosita di 0.7 um, diametro di 47 mm, con sistema ad imbuti in ac-
ciaio (Sartorius, Goettingen, Germany). Ogni filtro si usa per 1 L d’acqua. All’acqua prece-
dentemente filtrata si aggiungono 25 ng abs di standard marcato.

A questo punto si concentra con cartucce SPE OASIS HLB da 200 mg, 6 cc. Si condiziona con
5 mL di acetone, 5 mL di MeOH e 10 mL di acqua ELGA precedentemente purificata con LC-

Pak. Si carica il campione. Si lava con 10 mL di acqua ELGA purificata con cartuccia LC-Pak e
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con 10 mL della stessa acqua al 5% v/v di MeOH. Si asciuga per 10 minuti. Si eluisce in vial
da 15 mL con 5 mL di acetone. In una vial da HPLC si posiziona un inserto da 250 pL. Si inse-
riscono nell’inserto 100 plL di acqua ELGA purificata e 100 pL dell’eluito in acetone. | bian-
chi procedurali (5 repliche) sono stati ottenuti impiegando la procedura descritta dall’ana-

lisi di 1 L di acqua Elga purificata con cartuccia LC-Pack.

3.3.4 Procedura di Preparazione per il BPA in Sedimento

La procedura impiegata per la preparazione del campione per I'analisi del BPA nei sedi-
menti € comune a quella usata per i neonicotinoidi (sezione 3.3.2). Lo standard interno
BPA marcato aggiunto e di 25 ng abs. | bianchi procedurali (5 repliche) sono stati ottenuti

impiegando la procedura descritta precedentemente per i composti neonicotinoidi.

3.4 Metodo Analitico Strumentale per i Neonicotinoidi

Per I'analisi strumentale dei neonicotinoidi si usa la tecnica HPLC-MS/MS utilizzando il si-
stema formato dall’accoppiamento fra il cromatografo liquido HPLC Agilent 1100 (Agilent,
Waldbronn, Germany) con spettrometro di massa API 4000 (Applied Biosystems/MDS
SCIEX, Toronto, Ontario, Canada) munito di sorgente Turbo V. La ionizzazione degli analiti
condotta mediante la tecnica Electro Spray lonization (ESI) avviene in modalita di ionizza-
zione positiva.

L’analisi degli ioni da parte del triplo quadrupolo dello spettrometro di massa avviene in
modalita MRM (Multiple Reaction Monitoring), durante la quale lo ione precursore isolato
nel primo quadrupolo (q1), viene frammentato nella cella di collisione (g2) e gli ioni fram-
mento generati sono rilevati nel terzo quadrupolo (q3). Le coppie di ioni formati dallo ione
precursore/ione frammento sono dette transizioni e sono specifiche del composto analiz-
zato. Ogni transizione si acquisisce per un tempo (dwell time) di 50 ms. | parametri relativi
all’analizzatore sono declustering potential, entrance potential, collision energy e collision
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cell exit potential e sono disponibili in tabella 6. Si scelgono le transizioni pil intense e/o

meno interferite (tab. 6). | parametri della sorgente di ionizzazione sono: Source Tempera-

ture 600 °C, Nebulizer gas 40.00 psi, Auxiliary gas 60.00 psi, Curtain gas 20 psi, Collision gas

6.00 psi, lonization voltage 5500 V.

lone pre- | Q1 (m/z) | Q3 (m/z) | DP (V) EP (V) CE (V) CXP (V)
cursore
[ACE+H]* | 223.1 126.1 59 10 29 8
90.2 59 10 47 10
[IMI+H]* 256.1 209.2 56 12 21 5
175.1 56 12 23 18
[TCLO+H]* | 253.1 126.1 70 9 31 8
90 70 9 50 6
[TMX+H]* | 292.2 211.1 56 11 17 5
181.2 56 11 32 4
[ACE*+H]* | 226.0 126.0 68 11 27 8
90.0 68 11 46 6
[IMI*+H]* | 260.0 213.0 61 11 19 15
79.0 61 11 24 12
[CLO*+H]* | 253.0 172.0 57 15 17 9
132.0 57 15 21 12
[TMX*+H]* | 295.0 214.0 61 11 16 15
184.0 61 11 30 13

Tabella 6 Transizioni analizzate per ogni neonicotinoide e parametri ottimizzati dello spet-

trometro. Le transizioni in grassetto si utilizzano per la quantificazione.
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Per la quantificazione dell’Imidacloprid (IMI) nell’acqua marina si usa la transizione
256.1/209.2 poiché la transizione 256.1/175.1, benché pili intensa, risulta interferita. Per i
sedimenti invece si usa la 256.1/175.1 poiché garantisce migliore accuratezza del metodo.
Per |la separazione cromatografica si utilizza la colonna Synergy Hydro 50 mm x 4.6 mm, 4
um. Il volume d’iniezione & di 100 pL. Il flusso dell’HPLC & di 500 puL/min. Gli eluenti sono:
eluente A =0.1 % di acido formico in H;0, eluente B =0.1 % di acido formico in MeOH. |
programma d’eluizione binario ¢ il seguente: 0-1 min 100% di A, 1-15 min gradiente a 30%
di A, 15-16 min gradiente a 0% di A, 16-21 min lavaggio, da 21 a 22 gradiente a 100% di A

ed equilibratura. La corsa dura 30 minuti in tutto. La separazione cromatografica e disponi-

bile in figura 6.
TCLO
m/z 253>126
L y 1 f | L 1 L 1 L 1 L J
ACE*
m/z 226>126
L ' 1 1 1 L 1 ' 1 ' J
ACE
m/z 223>126
L N 1 N 1 L 1 L 1 L 1 L J
IMI*
m/z 260>213
L N 1 L 1 " 1 L 1 L 1 L J
IMI
m/z 256>209
L N | | 1 L | L 1 L J
CLO*
m/z 253>172
L 1 | 1 1 L 1 s J
CLO
m/z 250>169
| ' 1 | | f | ' | ' 1 y
TMX*
m/z 292>211
L N 1 N 1 N 1 L I L 1 M J
TMX L
m/z 295>214
L N 1 1 1 N 1 L 1 2 1 2 J
0 5 10 15 20 25 30

time (min)

Figura 6 Separazione cromatografica di neonicotinoidi nativi e marcati.
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3.5 Metodo Analitico Strumentale per il BPA

Per la determinazione del BPA si utilizza la tecnica analitica HPLC- MS/MS con accoppia-
mento tra HPLC Agilent 1100 (Agilent, Waldbronn, Germany) e spettrometro di massa API
4000 (Applied Biosystem/MSD SCIEX, Concord, Ontario, Canada) descritto precedente-
mente. La ionizzazione degli analiti nella sorgente ESI avviene in polarita negativa e I'acqui-
sizione e condotta in modalita MRM con un dwell time di 100 ms per transizione. Le transi-

zioni usate per la quantificazione e i parametri utilizzati sono riassunti in tab. 7.

lone pre- | Q1 (m/z) | Q3 (m/z) | DP (V) EP (V) CE (V) CXP (V)

cursore
[BPA-H] 227 132.8 -71 -10 -36 -10
[BPA*-H]" | 239 138.8 -74 -10 -35 -10

Tabella 7 Elenco delle transizioni analizzate per il BPA e parametri ottimizzati dello spettro-

metro

| parametri della sorgente utilizzati sono: temperatura sorgente 550°C, nebulizer gas 30.00
psi, auxiliary gas 50.00 psi, curtain gas 25 psi, collision gas 4.00 psi, -54.00 V, ionization vol-
tage -4450.00 V.

L’analisi cromatografica & condotta utilizzando una colonna C18 Synergi Hydro-RP (50 mm
lunghezza, 4.6 mm diametro interno, 4 um di dimensione delle particelle) con un flusso
d’eluizione di 500 pL /min, la corsa dura 15 minuti. Gli eluenti utilizzati sono: eluente A =
acqua, eluente B = MeOH. Il programma d’eluizione binario ¢ il seguente: a 0 min 50% di B,
0-2 min gradiente a 100% di B, 2-7 min eluizione isocratica di B, 7-9 min a 50% di B ed equi-
libratura a 50% di B da 9 a 15 min. Il volume d’iniezione e di 100 pL per i sedimenti e di 10

uL per le acque di mare.
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4.0 Risultati e Discussione

4.1 Validazione dei Metodi Analitici

4.1.1 Validazione del Metodo per la Quantificazione di Neonicotinoidi in Acqua

di Mare

La quantificazione si esegue con standard interni marcati isotopicamente: ACE*, IMI*,
CLO* e TMX* si usano per la determinazione di ACE, IMI, CLO, TCLO e TMX. Per quantifi-
care la concentrazione si compara I'area del picco del composto nativo con quella del mar-
cato. | risultati si correggono per il fattore di risposta strumentale. Per i composti neonico-
tinoidi nativi & stata osservata una risposta lineare nel range compreso fra 5 pg/mL e 1200
ng/mL, i marcati sono ad una concentrazione fissa di 10 ng/mL. Una buona linearita & stata
ottenuta per tutti i composti e i valori di R? sono generalmente sopra lo 0.99. Il limite di ri-
levabilita strumentale per i neonicotinoidi € compreso fra 2 pg/mL a 18 pg/mL, mentre il

limite di quantificazione strumentale va da 5 pg/mL a 61 pg/mL (tab. 8).

Standard Na- | Standard Intervallo li- | LOD (pg/mL) | LOQ (pg/mL) | R?

tivo Marcato neare

ACE ACE* 8 pg/mL- 2 8 0.9997
1000 ng/mL

IMI IMI* 22 pg/mL- 6 22 0.9991
1100 ng/mL

cLO CLO* 49 pg/mL- | 15 49 0.9857
600 ng/mL
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TCLO ACE* 5 pg/mL- 2 5 0.9935
1050 ng/mL

TMX TMX* 61 pg/mL- |18 61 0.9965
1200 ng/mL

Tabella 8 Risultati relativi alla valutazione del range di linearita e sensibilita strumentale

per i composti neonicotinoidi

L’acqua salata prelevata in mare aperto si usa come matrice reale per la validazione del
metodo. A 1 L di acqua si aggiungono 10 ng abs degli standard interni ACE*, CLO*, IMI* e
TMX" prima della concentrazione all’SPE. Si svolgono 5 repliche per avere i bianchi di vali-
dazione, i risultati sono riassunti nella tabella 9. I| Method Detection Limit (MDL) ¢ stato
calcolato come 3 volte la deviazione standard del bianco mentre il Method Quantification
Limit (MQL) come 10 volte la stessa.

Per la stima dell’accuratezza e la riproducibilita della metodica analitica per la quantifica-
zione nell’acqua di mare, 10 ng abs di standard nativo di ognuno dei neonicotinoidi e 10 ng
abs di ACE*, IMI*, CLO* e TMX* sono stati aggiunti all’acqua salata filtrata. La quantifica-
zione per I'IMI si ottiene usando la transizione 256.1/209.2. La riproducibilita (espressa
come CV%) e I'accuratezza (come errore percentuale) si ottengono preparando 5 repliche:
CV% ed errore percentuale sono in genere inferiori al 10 %. | dati della validazione e lo
standard interno impiegato per la quantificazione di ciascun analita sono disponibili in ta-

bella 9.

Standard | Standard | Bianco | Deviazione | MDL | MQL | CV% | Errore ac-

Nativo Marcato | (ng Standard (ng (ng curatezza%

abs) (ng abs) abs) | abs)

ACE ACE* 0.52 0.05 0.18 [0.46 |7 4
IMI IM1* 0.36 0.03 0.10 |035 |9 -2
CLO CLO* 0.55 0.06 019 [0.64 |9 -3
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TCLO

ACE* 0.17

0.04

0.11 |0.38

1 7

TMX

TMX* 0.13

0.05

0.14 |0.47

5 6

Tabella 9 Accuratezza e precisione del metodo per neonicotinoidi in acqua di mare

La concentrazione determinata nei campioni e stata considerata solo se la quantita asso-

luta risultava superiore all’MQL ottenuto da un bianco procedurale (5 repliche). Vedi se-

zione 3.3.1. 'MAQL per i composti neonicotinoidi € disponibile in tabella 10.

TMX (ng/L)

IMI (ng/L)

CLO (ng/L)

ACE (ng/L)

TCLO (ng/L)

MaQL

0.01

0.01

0.007

0.006

0.003

Tabella 10 MQL ricavati dai bianchi procedurali di neonicotinoidi in acqua di mare

Mediamente I’'MDL da noi ottenuto e’ pari a 0.0025 ng/L quindi ampiamente al di sotto

del’MDL di 8.2 ng/L consigliato dalla legislazione europea (Decisione UE 2018/840)

4.1.2 Validazione del Metodo per la Quantificazione di Neonicotinoidi in Sedi-

mento

Per la linearita della risposta strumentale si veda la sezione 4.1.1.

Per la quantificazione dei composti neonicotinoidi nel sedimento marino a circa 2 g di sedi-

mento (umido) si aggiunge 1 ng abs dei neonicotinoidi ACE*, IMI*, CLO* e TMX come stan-

dard interni marcati seguendo la procedura descritta precedentemente. Per la quantifica-

zione si compara lI'area del nativo con quella del marcato e il risultato si corregge per il fat-

tore di risposta.

Per la validazione del metodo si utilizza una matrice di sedimento marino rappresentato da

sedimento umido del Pleistocene campionato in laguna di Venezia a 10 m di profondita

(Teatini et al. 2017). |l bianco per la validazione della metodica analitica si prepara aggiun-

gendo 1 ng abs di neonicotinoidi marcati (5 repliche).
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La validazione del metodo per i sedimenti si esegue a due livelli di concentrazione aggiun-

gendo ad 1 g di sedimento umido rispettivamente 1 ng abs e 10 ng abs di standard nativi.

In entrambi i casi si aggiunge 1 ng abs di ACE*, IMI*, CLO* e TMX*. La quantificazione

dell’IMI si effettua con la transizione 256.1/175.1. La riproducibilita (espressa come CV%) e

accuratezza (come errore percentuale) si valutano preparando il campione in 5 repliche e

sono risultati generalmente inferiori al 10%. | dati della validazione per entrambi i livelli di

concentrazione e lo standard interno impiegato per la quantificazione sono disponibili in

tab. 11.

Stan- | Stan- Bianco | Devia- MDL | MQL | CV% | Errore CV% | Errore

dard dard (pg/g) | zione (pg/g) | (pg/g) | (10 |accura- | (1 accura-

Nativo | Mar- Stan- ng/g) | tezza% ng/g) | tezza%
cato dard (10 ng/g) (1 ng/g)

(pg/g)

ACE ACE* 8 1 4 12 8 9 5 -8

IMI IMI* 199 38 114 381 6 -1 4 -10

CLO CLO* 19 2 6 20 11 4 3 12

TCLO ACE* 1 1 4 14 9 5 6 -9

TMX TMX* | 26 3 9 30 10 -1 11 -1

Tabella 11 Accuratezza e precisione del metodo per neonicotinoidi in sedimento

Nel corso della validazione del metodo sono state testate due diverse procedure per la

preparazione del campione. Il surnatante derivante dall’estrazione QUEChERs e stato puri-

ficato seguendo le due diverse procedure sotto descritte:

1. 1 mLdisurnatante si pone in una provetta Eppendorf da 1.5 mL contenente

50 mg di PSA Silica, 50 mg di Discovery DSC-18 e 150 mg di MgSQa. Si porta al

vortex per 1 minuto e poi in microcentrifuga Eppendorf a 3000 rpm per 5
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minuti. Il surnatante si filtra con filtro PTFE da 0.2 um. Si trasferisce in vial da
HPLC.

2. 16.5 mL di surnatante si pongono in una provetta Falcon da 50 mL conte-
nente 825 mg di PSA Silica, 825 mg di Discovery C-18 e 2.475 g di di solfato di
magnesio. Si mescola con il vortex per 1 minuto e poi in centrifuga a 3000
rpm per 5 minuti. Si concentra in Turbovap fino quasi a secchezza, si riprende
con 800 pL di acqua VWR, si filtra con filtri PTFE 0.45 um e si trasferisce in vial
da HPLC.

Il percorso 1 e stato scartato in quanto i picchi degli analiti risultavano scodati a causa
dell’elevata quantita di solvente organico presente nell’estratto finale che portava ad una
qualita cromatografica molto bassa.

Il volume di iniezione & di 100 uL al fine di avere una buona sensibilita strumentale.

| risultati delle analisi si considerano validi solo se superiori al’MQL ottenuto da un bianco
procedurale in 4 repliche (si veda sezione 3.3.2) senza pero alcuna aggiunta di sedimento.

L’'MQL per i neonicotinoidi € disponibile in tabella 12.

TMX (ng abs) | IMI (ng abs) | CLO (ng abs) | ACE (ng abs) | TCLO (ng
abs)

MQL 0.005 0.1259 0.003 0.0008 0.0007

Tabella 12 MQL dei bianchi procedurali di neonicotinoidi in sedimenti

4.1.3 Validazione del Metodo per la Quantificazione del BPA in Acqua di Mare

Per quantificare il BPA come descritto in precedenza si relaziona I'area del picco del com-
posto nativo con quella del BPA*. | risultati si correggono per il fattore di risposta strumen-
tale che é costituito da una soluzione in acqua VWR di BPA* a 30 pg/ulL e BPA a 25 pg/uL.
La linearita della risposta si ottiene preparando una serie di soluzioni standard con BPA e

BPA* a concentrazioni comprese tra 0.015 e 150 pg/uL. In ciascuna soluzione standard,
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BPA* come standard interno che si aggiunge ad una concentrazione costante di 25 pg/uL.

Si ottiene una buona linearita della risposta: R? risulta essere pari a 0.998. La precisione

strumentale ottenuta da tre iniezioni di ciascuna delle soluzioni standard si esprime con la

deviazione standard relativa (RSD%) che &€ <10%. Il limite di rilevabilita strumentale (LOD)

e di quantificazione (LOQ) sono disponibili in tabella 13.

Standard Na- | Standard Intervallo li- | LOD (pg/mL) | LOQ (pg/mL) | R?

tivo Marcato nearita

BPA BPA* 0.015-150pg | 3 10 0.998
/uL

Tabella 13 Risultati relativi al range di linearita e limiti di rivelabilita e quantificazione stru-

mentali.

La riproducibilita e I'accuratezza sono state valutate su acqua salata prelevata in mare
aperto (3 repliche). Ogni replica & costituita da 1 L di acqua salata a cui si aggiungono 25 ng

abs di BPA* e 30 ng abs di BPA. | risultati della validazione del metodo sono disponibili in

tabella 14.
Stan- Stan- Bianco | Devia- MDL | MQL | CV% | Errore ac-
dard dard (ng zione (ng (ng cura-
Nativo | Mar- abs) Standard | abs) | abs) tezza%
cato (ng abs)
BPA BPA* 5.9 0.9 28 |92 10 |-4

Tabella 14 Risultati della validazione del metodo per il BPA in acqua di mare

La validazione del metodo non é stata immediata. Inizialmente una prima versione del me-
todo prevedeva la preparazione del campione con SPE Oasis HLB, usando come solvente di

condizionamento ed eluizione MeOH (10 mL) e lavando con acqua VWR acidificata. Questa
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procedura pero non riusciva ad eliminare efficacemente la matrice che portava ad avere
un rumore di fondo molto alto che copriva il picco del BPA*. Lo studio della letteratura
(Liu et al. 2004) ha suggerito che il miglior eluente per il BPA & I'acetone. Per eliminare piu
efficacemente la matrice e stato inoltre aumentato il volume di lavaggio della cartuccia
HLB con acqua ultrapura da 5 mLa 10 mL e si & aggiunto un lavaggio con acqua al 5% v/v di
MeOH. Si & osservato inoltre che la contaminazione da parte del BPA era dovuta al sol-
vente stesso, in quanto sia con il MeOH, sia con altri solventi sperimentati (acetato di etile,
acetonitrile) tracce di BPA erano visibili nelle analisi del solvente stesso. Anche I'acqua
VWR presentava contaminazione di BPA ed e per questo che nella procedura é stata usata
acqua ultrapura ELGA purificata con cartuccia LC-Pak. Il volume d’iniezione del campione e’
di 10 pL. E’ stata valutata la possibilita di iniettare 100 pL di campione ma si osservava l'au-
mento del rumore di fondo dovuto alla maggior quantita di matrice iniettata. Come de-
scritto precedentemente i valori di BPA analizzati sono stati considerati solo se superiori a
quelli del’MQL che per il BPA & di 3.6 ng assoluti.

Il BPA in acqua lagunare e’ stato estratto con una procedura (sez. 3.3.3) che richiede meno
passaggi rispetto ad altre reperibili in letteratura per acqua estuarina/costiera/marina (si
veda Basheer et al. 2004, Kawhata et al. 2004, Fu et al. 2007, Azevedo et al. 2001, Xu et al.
2014), ma nonostante cio’ abbiamo ottenuti dei valori di LOD e MDL uguali se non piu’

bassi.

4.1.4 Validazione del Metodo per la Quantificazione di BPA in Sedimento
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Per la linearita della risposta strumentale si veda la sezione 4.1.3.

La procedura per la preparazione del campione ¢ la stessa descritta precedentemente per i
neonicotinoidi. Al sedimento umido in esame si aggiungono 25 ng abs di BPA* insieme ad
acqua e ACN in una provetta Falcon da 50 mL.

Anche in questo caso la validazione del metodo si ottiene utilizzando come matrice esente
da BPA un sedimento del Pleistocene campionato in laguna di Venezia a 10 m di profondita
(Teatini et al. 2017). Il sedimento del Pleistocene rappresenta il bianco per la procedura di
validazione. Per la valutazione della riproducibilita (espressa come CV%) e I'accuratezza
(come errore percentuale) si preparano 5 repliche aggiungendo a 1 g di sedimento del Plei-
stocene 25 ng abs di BPA* e 30 ng abs di BPA. Sia il coefficiente di variazione che 'accura-
tezza sono risultati inferiori al 10%.

| risultati sono visibili in tabella 15.

Standard | Standard | Bianco | Deviazione | MDL MQL CV% Errore accu-

Nativo Marcato | (pg/g) | Standard (pg/g) | (pg/g) ratezza %
(pg/g)

BPA BPA* 7 1.64 5 16 7 -8

Tabella 15 Accuratezza e precisione del metodo per BPA in sedimento

Il volume d’iniezione e’ stato di 100 pL.
| valori analizzati si considerano validi se superiori all’MQL preparato come descritto in se-

zione 3.3.4. L'MQL risulta essere 0.66 ng abs (4 repliche).

4.2 Applicazioni dei Metodi ai Campioni Reali di Acqua e Sedimento

4.2.1 Analisi di Neonicotinoidi nell’Acqua della Laguna di Venezia

| risultati delle analisi sono esposti in tabella 16.
34



TMX (ng/L) | IMI (ng/L) CLO (ng/L) | ACE (ng/L) | TCLO (ng/L)

Dese 1.48 3.90 1.00 0.220 0.200
Ospedale BQL 0.21 0.014 0.007 0.038
Palude Mag- BQL 0.30 0.380 0.13 0.017

giore

Petta di Bo BQL BQL 0.033 BQL 0.016

S. Erasmo 0.07 9.20 0.200 0.094 0.011
Sacca Ses- BQL BQL 0.019 0.008 0.010

sola

Tabella 16 Risultati delle analisi di neonicotinoidi in acqua di laguna. BQL Below Quantifica-

tion Limit.

Per i neonicotinoidi in acqua lagunare si trovano le seguenti concentrazioni medie:
TMX=1.09 ng/L, IMI=3.4 ng/L, CLO=0.27 ng/L, ACE=0.092 ng/L, TCLO=0.049 ng/L

Le zone di Dese e Ospedale sono le uniche in cui la concentrazione rilevata non &€ mai infe-
riore all’MQL ed in generale la zona alla foce del fiume Dese presenta sempre la maggiore
concentrazione. Il Clothianidin e presente in tutti i siti di campionamento ma bisogna te-
nere presente che nonostante venga commercializzato, esso rappresenta anche un meta-
bolita di degradazione del Thiamethoxam che si forma nel suolo, nei topi, negli insetti e
nelle piante (Simon-Delso et al 2014). La concentrazione finale pertanto potrebbe essere
dovuta sia all’utilizzo del composto Clotianidin che come prodotto di degradazione del
Thiamethoxam.

In tabella 17 sono riassunte le concentrazioni rilevate in matrice acquosa ambientale tro-
vate in letteratura. Per I’Acetamiprid, il Clothianidin e il Thiacloprid le concentrazioni rile-
vate in acqua di laguna sono in genere inferiori a quelle rilevate in acque superficiali, pro-
babilmente perché le acque superficiali sono piu vicine alla sorgente di contaminazione os-
sia campi coltivati e centri urbani. Questa spiegazione si presta anche all’interpretazione
del dato relativo all’ Imidacloprid. La concentrazione d’Imidacloprid rilevata a Sant’Erasmo
sito in cui si concentra la presenza di orti all’interno della Laguna di Venezia, & di 9.2 ng/L

ed eccede lo standard di qualita ambientale fissato da Hladik et al. (2018) e dal Ministero
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per la Salute Pubblica e '’Ambiente olandese (Smit 2014): secondo queste fonti una con-

centrazione che superi gli 8.3 ng/L & da considerarsi pericolosa per gli effetti cronici sugli

invertebrati d’acqua dolce. La concentrazione media d’Imidacloprid rilevata in Laguna e di

3.4 ng/L ovvero paragonabile a quella delle acque superficiali: Sant’Erasmo rappresenta

una fonte di contaminazione d’Imidacloprid paragonabile a quelle che scaricano nelle ac-

que superficiali dolci. La concentrazione media di TMX & 1.55 ng/L, inferiore alla concentra-

zione media di TMX pari a 2.07 ng/L rilevata sulle coste della penisola cinese del Liaodong

(Xie et al 2019). Non sono riportati studi precedenti volti alla determinazione dei neonicoti-

noidi nella laguna di Venezia.

Neonicotinoide |Luogo Concentrazione Matrice ambien- | Fonte
rilevata (ng/L) tale acquosa
Acetamiprid Pearl river, 3.13-67.6 Acqua di fiume | Zhang et al.
China 2019
Spagna 2.0-8.4 Acqua di fiume | Rubirola et al.
2016
Quebec, Ca- | 0.6-2.5 Acqua di fiume Montiel-Leon
nada etal. 2018
Veneto, Italia | 3 Acqua superfi- De Liguoro et
ciale al. 2014
Clothianidin Pearl river, 0.55-103 Acqua di fiume | Zhang et al.
China 2019
Veneto, Italia | 3 Acqua superfi- De Liguoro et
ciale al. 2014
Imidacloprid Georgia, USA | 4.3-35.3 Acqua di fiume | Hladik et al.
2012
Pearl river, 0.84-162 Acqua di fiume | Zhang et al.
China 2019
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Spagna 2.3-258 Acqua di fiume | Rubirola 2016
Quebec, Ca- | 0.8-38 Acqua di fiume | Montiel-Leon
nada etal. 2018
Veneto, Italia | 3-14 Acqua superfi- De Liguoro et
ciale al. 2014
Veneto, Italia | 10-250 Acqua superfi- ARPAV 2017a
ciale
Veneto, Italia | <50 Acqua sotterra- | ARPAV 2017b
nea
Thiacloprid Pearl river, 1.35-9.35 Acqua di fiume | Zhang et al.
China 2019
Spagna 5.8-7.3 Acqua di fiume | Rubirola et al.
2016
Quebeéec, Ca- |1 Acqua di fiume Montiel-Leon
nada etal. 2018
Thiamethoxam Coste peni- 2.7 Acqua di mare Xie et al. 2019
sola
Liaodong,
Cina
Pearl river, 6.21-145 Acqua di fiume | Zhang et al.
China 2019
Quebeéc, Ca- | 3-27 Acqua di fiume Montiel-Leon
nada etal. 2018

Tabella 17 Concentrazioni di neonicotinoidi trovate in letteratura per acqua ambientale

4.2.2 Analisi di Neonicotinoidi nel Sedimento della Laguna di Venezia

| risultati delle analisi sono riassunti in tabella 18.




TMX (ng/g- | IMI (ng/g- CLO (ng/g- ACE (ng/g- TCLO (ng/g-
dw) dw) dw) dw) dw)
Dese 0.005 BQL 0.002 0.0023 0.0543
Ospedale 0.007 BQL BQL BQL 0.0006
Palude Mag- | 0.011 BQL BQL 0.0007 BQL
giore
PettadiBo | 0.003 BQL BQL BQL BQL
S. Erasmo 0.008 BAL BQL 0.0064 BAL
Sacca Ses- BQL BQL BQL BQL BQL
sola

Tabella 18 Risultati delle analisi di neonicotinoidi in sedimento

Per i neonicotinoidi in sedimento lagunare si trovano le seguenti concentrazioni medie:

TMX=0.007 ng/g-dw, IMI=BQL, CLO=0.002 ng/g-dw, ACE=0.0031 ng/g-dw, TCLO=0.02745

ng/g-dw.

Per il Thiamethoxam la concentrazione maggiore si rileva a Palude Maggiore alla concen-

trazione di 0.011 ng/g-dw. Il Clothianidin & stato rilevato solo alla foce del fiume Dese. La

concentrazione maggiore rilevata per I’Acetamiprid si trova nei pressi di S. Erasmo, mentre

per il Thiacloprid sul fiume Dese. Il Thiamethoxam risulta essere il piu diffuso nei sedimenti

lagunari a differenza dell’Imidacloprid che non e’ presente in nessuno degli stessi. Il tempo

di dimezzamento dell’Imidacloprid in sedimenti costieri e’ estremamente basso se parago-

nato a quello degli altri neonicotinoidi (si veda la sezione 7.2). Questo potrebbe spiegare

I"assenza d’Imidacloprid.

In generale le concentrazioni dei composti neonicotinoidi determinate nella Laguna di Ve-

nezia sono inferiori a quelle analizzate in sedimenti e suoli di altre parti del mondo (tabella

19). A nostra conoscenza questi sono i primi dati relativi ai neonicotinoidi nella laguna di

Venezia.

Neonicotinoide

Luogo

Concentrazione

rilevata (ng/g-dw)

Tipo di terreno

Fonte
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Acetamiprid Fujian, China | 0.07-0.31 Sedimento flu- | Chen et al.
viale 2015

Pearl river, 0.02-5.33 Sedimento flu- Zhang et al.
China viale 2019

Clothianidin UK 0.02-11.5 Suolo Jones et al.
2014

Pearl river, 0.41-1.91 Sedimento flu- Zhang et al.
China viale 2019

Imidacloprid Fujian, China | 0.06-0.43 Sedimento flu- Chen et al.
viale 2015

UK 0.38-10.7 Suolo Jones et al.
2014

Pearl river, 0.02-7.16 Sedimento flu- Zhang et al.
China viale 2019

Thiacloprid Pearl river, 0.05-1.31 Sedimento flu- | Zhang et al.
China viale 2019

Thiamethoxam  |UK 0.02-1.5 Suolo Jones et al.
2014

Pearl river, 0.36-2.13 Sedimento flu- Zhang et al.
China viale 2019

Tabella 19 Concentrazioni di neonicotinoidi trovate in letteratura per vari tipi di terreno

4.2.3 Analisi di BPA nell’Acqua della Laguna di Venezia

| risultati delle analisi sono disponibili in tabella 20.

BPA (ng/L)

Dese

14.1
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Ospedale

8.36

Palude Mag-
giore

BAL

Petta di Bo

BQL

S. Erasmo

46.9

Sacca Ses-
sola

4.4

Tabella 20 Risultati delle analisi di BPA in acqua di laguna

La concentrazione media nella laguna di Venezia é di 18.45 ng/L. La concentrazione piu’

elevata di BPA e stata trovata ancora una volta a Sant’Erasmo con una concentrazione di

46.9 ng/L. Probabilmente perché a Sant’Erasmo, in localita’ Punta Vela, si trova un im-

pianto di depurazione delle acque fognarie. In tutti i 6 siti di campionamento le concentra-

zioni rilevate rispettano gli standard di qualita’ ambientali della WCA ovvero 10.3 pg/L

(lungo termine) e 56 pg/L (breve termine) (si veda sezione 2.2).

Le concentrazioni di BPA analizzate sono in linea con quelle trovate in letteratura per I'ac-

qgua di mare, si veda tabella 21. Uno studio precedente condotto nella laguna di Venezia

riporta per il BPA una concentrazione media di 13 ng/L (Pojana et al. 2004)

Luogo Concentrazione Tipo di acqua am- Fonte
(ng/L) bientale
Italia, Laguna di Ve- | 1.4-52 Acqua di Laguna Pojana et al. 2004
nezia
Germania, Mare del | 0.05-249 Acqua di mare Heemken et al. 2001
Nord
Germania, fiume 4-776 Acqua di fiume Heemken et al. 2001
Elba
Germania, Mar Bal- | 0.04-5.7 Acqua di mare Beck et al. 2005
tico
Germania, Sud ovest | 50-272 Acqua di fiume Bolz et al. 2001
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UK, Sussex 5.3-24 Acqua di fiume Liu et al. 2004
UK, Sussex Est 19.2, 1105 Scarico impianto di Hernando et al.
depurazione acqua | 2004
Spagna, Granada 52.0-219 Acqua di fiume Gonzalez-Casado et
49.1-196 Acqua di mare al. 1998
51.6-207 Acqua di falda
Spagna, Catalogna 10-20 Acqua di mare Brossa et al. 2005
Spagna 10-2500 Acqua di scarico ur- | Zafra et al. 2003
bana
Olanda 10-330 Acqua di mare Belfroid et al. 2002

Tabella 21 Concentrazioni ambientali di BPA in matrici ambientali acquose della zona EU

Secondo il report della German Federal Environmental Agency (UBA) (Fischer et al. 2014)

in EU la concentrazione di BPA nell’acqua marina € compresa fra 1.25 e 42.3 ng/L ovvero

concentrazioni simili a quelle rilevate in questo studio.

4.2.4 Analisi di BPA nel Sedimento della Laguna di Venezia

| risultati delle analisi sono riassunti in tabella 22.

BPA (ng/g-
dw)
Dese 1.16
Ospedale 1.28
Palude Mag- | 0.99
giore
Petta di Bo 1.51
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S. Erasmo 2.18
Sacca Ses- 2.15
sola

Tabella 22 risultati delle analisi di BPA in sedimento

La concentrazione media osservata nella laguna di Venezia & di 1.54 ng/g-dw. La concen-

trazione maggiore si rileva a Sant’Erasmo, cosi’ come si osservava nell’analisi dell’acqua la-

gunare probabilmente per la presenza di un impianto di depurazione delle acque reflue in

localita Punta Vela. Le concentrazioni rilevate rispettano gli standard di qualita’ ambientale

redatti dalla WCA ovvero 2200 pg/kg-dw (lungo termine) (si veda sezione 2.2) e sono infe-

riori rispetto a quelle riportate per i sedimenti di fiume in letteratura, mentre sono parago-

nabili a quelle analizzate da Pojana et al. (2007) che riportano un range di concentrazione

nei sedimenti lagunari veneziani che va da <2 a 118 ng/g-dw (tabella 23).

Luogo Concentrazione Tipo di sedimento Fonte
(ng/g-dw)
Italia, Laguna di Ve- | <2-118 Sedimento lagunare | Pojana et al. 2007
nezia
Germania, Baden— 0.5-15 Sedimenti di fiume Bolz et al. 2001
Wurttemberg 70-770 Sedimenti di im-
pianto di depura-
zione
Germania, fiume 10-380 Sedimenti Stachel et al. 2003
Elba
Germania, fiume 7-1630 Sedimenti di fiume Stachel et al. 2005
Elba
Germania 10-190 Sedimenti di fiume | Fromme et al. 2002
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4-1363 Liguami fangosi

UK 3.4-9 Sedimenti di fiume Liu et al. 2004b

Tabella 23 Concentrazioni ambientali di BPA in sedimenti della zona EU

Secondo il report della German Federal Environmental Agency (UBA) (Fischer et al. 2014)
in EU la concentrazione di BPA nel sedimento marino e’ compresa fra 5.69 e 19.7 ng/g-dw.

| livelli di BPA rilevati in laguna sono quindi inferiori a quelli europei per sedimenti marini.

5.0 Conclusioni

Nel corso di questo lavoro di tesi sono stati sviluppati quattro metodi analitici volti alla de-
terminazione di due classi di contaminanti emergenti cioe’ neonicotinoidi e Bisfenolo A in
acqua marina e in sedimento marino. Questi metodi sono stati poi applicati per la misura
della concentrazione di questi analiti in acqua e sedimenti nella laguna di Venezia. Mentre
per il Bisfenolo A sono noti studi condotti nelle acque della laguna di Venezia, i dati relativi
ad acqua e sedimento lagunare dei neonicotinoidi a quanto ci risulta sono i primi riportati
in quest’area.

L’'MDL medio da noi ottenuto per I’analisi dei neonicotinoidi in acqua ambientale e’ pari a
0.0025 ng/L quindi al di sotto 'MDL di 8.2 ng/L consigliato dalla legislazione europea (Deci-
sione UE 2018/840). | neonicotinoidi in acqua lagunare sono stati rilevati in un range che
va da 0.007 ng/L a 9.20 ng/L. Questi composti sono stati rilevati principalmente alla foce
del fiume Dese. Interessante & I’alta concentrazione dell'IMI determinata presso il sito di S.
Erasmo probabilmente dovuta alle attivita agricole che li’ si svolgono. La concentrazione
d’Imidacloprid pari a 9.2 ng/L rilevata a Sant’Erasmo potrebbe essere un rischio per la co-
munita’ d’invertebrati (Hladik et al. 2018, Smit 2014) ma serve la messa a punto di stan-
dard di qualita’ per 'ambiente marino e quindi di ulteriori dati ecotossicologici. Il range

analizzato di neonicotinoidi in sedimento lagunare va da 0.0006 ng/g-dw a 0.0543 ng/g-
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dw. E’ stato osservato che il TMX ha concentrazioni superiori all’ MQL in tutti i siti tranne
Sacca Sessola.

Il BPA in acqua lagunare €’ stato rilevato in un range che va da 4.4 ng/L a 46.9 ng/L, in tutti
i siti di campionamento tranne Petta di BO e Palude Maggiore, la concentrazione maggiore
di 46.9 ng/L & stata misurata a S. Erasmo. Il range di BPA analizzato nei sedimenti lagunari
va da 0.99 ng/g-dw a 2.18 ng/g-dw; il BPA & stato misurato in concentrazione maggiore
presso il sito di S. Erasmo. Tutte le concentrazioni rilevate rispettano gli standard di qualita’

ambientale messi a punto dalla WCA (si veda sezione 2.2).
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7.0 Appendice

7.1 Dati Ecotossicologici di Neonicotinoidi su Specie Acquatiche

Compo- | Specie Gruppo | Habitat | LD50 LC50 | Fonte
sto
Thiaclo- | Oncorhyn- | pesce acqua 30.5 Anon
prid cus mykiss dolce, ppm | 2001
USA (96h)
Clothia- | Oncorhyn- | pesce acqua 106 De Cant &
nidin cus mykiss dolce, ppm Barrett
USA (96h) | 2010
Thiaclo- | Lepomis pesce acqua 16-28 | Anon
prid macrochi- dolce, ppm | 2001b
rus USA (96h)
Clothia- | Lepomis pesce Acqua 117 De Cant &
nidin macrochi- dolce, ppm Barrett
rus USA (96h) | 2010
Clothia- | Cyprino- pesce Acqua 93.6 De Cant &
nidin don varie- dolce, ppm Barrett
gatus USA (96h) | 2010
Imidaclo- | Triatoma insetto | Acqua 5.2-9.2 Carvayal
prid infestans dolce, ng/in- et al.
tropici | setto 2012
Imidaclo- | Nilapar- insetto | Acqua 0.82 Zewen et
prid vata lu- dolce, ng/in- al. 2003
gens Asia setto
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Imidaclo- | Epeorus insetto | Acqua 2.1 Alexander
prid longima- dolce, ppb et al.
nus USA (24h) | 2007
Imidaclo- | Chirono- insetto | Acqua 5.7 Stoughton
prid mus ten- dolce, ppb et al.
tans cosmo- (96h) | 2008
polita
Imidaclo- | Aedes insetto | Zone 13 Song et al.
prid taenio- co- ppb 1997
rhynchus stiere, (48h)
USA ov-
vero
13000
ng/L
Thiaclo- | Simpetrum | insetto | Acqua 31 Beketov &
prid striolatum dolce, ppb Liess 2008
EU (24h)
Thiaclo- | Culex pi- insetto | Acqua 6.8 Beketov &
prid piens dolce, ppb Liess 2008
emi- (24h)
sfero
boreale
Clothia- | Mysidopsis | Crosta- | Acqua 51 De Cant &
nidin bahia ceo dolce, ppb Barrett
USA (96h) | 2010
Imidaclo- | Hyalella crosta- | Acqua 65 Stoughton
prid azteca ceo dolce, ppb et al.
USA (96h) | 2008
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7.1

ppb
(28
day)
Imidaclo- | Daphnia Crosta- | Acqua 17.4 Song et al.
prid Magna ceo dolce, ppm 1997
USA (48h)
Thiaclo- | Daphnia Crosta- | Acqua 4.4 Beketov &
prid Magna ceo dolce, ppm Liess 2008
USA (24h)
Imidaclo- | Artemia Crosta- | Zone 361 Song et al.
prid sp. ceo co- ppm 1997
stiere, (48h)
cosmo-
polita
Thiaclo- | Asellus Crosta- | Acqua 153 Beketov &
prid aquaticus | ceo dolce, ppb Liess 2008
EU (24h)
Thiaclo- | Gammarus | Crosta- | Acqua 190 Beketov &
prid pulex ceo dolce, ppb Liess 2008
EU (24h)
Imidaclo- | Ceriodaph- | Crosta- | Acqua 2.1 Pisa et al.
prid nia dubia ceo dolce, ppb 2014
cosmo-
polita
Imidaclo- | Tubifex tu- | anellide | Sedi- 300 Gerhardt
prid bifex menti ppb 2009
laghi e (24h)
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fiumi,
cosmo-

polita

Tabella 24 Dati ecotossicologici di neonicotinoidi su specie acquatiche

7.2 Dati Sui Tempi di Dimezzamento di Neonicotinoidi nei Terreni

| seguenti dati sono riportati da Goulson (2013).

Neonicotinoide

DTso (giorni)

Tipo di terreno

Acetamiprid 450 Argilloso limoso
388 Franco argilloso
Imidacloprid 990-1230 Sabbioso
455-518 Sabbioso
233-366 Argilloso limoso
34-45 Alluvionale
28-44 Lateritico
36-46 Costiero
1250 Argilloso
Clothianidn 6931 Sabbia argillosa
1386 Franco argilloso
1155 Terriccio
990 Sabbioso
693 Franco limoso
578 Franco limoso
533 Sabbioso
533 Argilloso limoso
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495

Franco limoso

365 Franco limoso

315 Sabbioso

277 Franco limoso

239 Limoso

148 Argilloso limoso
Thiacloprid 74 Sabbioso
Thiamethoxam 294, 353 Sabbioso

34, 233 Franco argilloso

Tabella 25 Tempo di dimezzamento in giorni di neonicotinoidi in vari terreni.

7.3 Approfondimento sugli Standard di Qualita’ della WCA

La WCA usa per le PNEC dell’acqua una derivazione probabilistica: la SSD ovvero Species

Sensitivity Distribution (SSD). Si tratta di un modello statistico per valutare gli effetti di un

singolo agente chimico su diverse specie. Dall’SSD si ricava I’'HC5 ovvero la concentrazione

a cui il 5% delle specie testate subiscono un effetto. L’'HCS si divide per un fattore di sicu-

rezza che serve a compensare incognite come ad esempio l'incertezza dovuta al fatto che i
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test ecotossicologici sono svolti in laboratorio e non in campo: cosi facendo si ottengono le
PNEC.

Per il sedimento la PNEC si calcola in modo deterministico: si applica un fattore di sicurezza
alla NOEC piu bassa disponibile nei dati ecotossicologici.

Le PNEC per I'acqua dolce a breve termine si ricavano dai dati ecotossicologici di 13 diffe-
renti specie e 29 valori individuali di LC/EC50. | gruppi tassonomici considerati nei test

sono:

e Alghe (1 specie)

e Cnidari (1 specie)

e Molluschi (1 specie)
e Crostacei (2 specie)
e Insetti (1 specie)

e Platelminti (1 specie)
e Pesci (3 specie)

e Anfibi (3 specie)

Le PNEC per I'acqua marina a breve termine si ricavano dai dati ecotossicologici di 13 diffe-
renti specie e 15 valori individuali di LC/EC50. | gruppi tassonomici considerati nei test

sono:

e Alghe (3 specie)

e Molluschi (1 specie)

e Crostacei (4 specie)

e Echinodermi (2 specie)
e Ascidie (1 specie)

e Pesci (2 specie)
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Le PNEC per I'acqua dolce a lungo termine si ricavano dai dati ecotossicologici di 21 diffe-
renti specie e 30 valori individuali di NOEC/EC10. | gruppi tassonomici considerati nei test

sono:

e Microalghe (1 specie)

e Piante superiori (1 specie)
e Poriferi (1 specie)

e Cnidari (2 specie)

e Rotiferi (1 specie)

e Molluschi (3 specie)

e Crostacei (4 specie)

e Insetti (1 specie)

e Pesci (6 specie)

e Anfibi (1 specie)

Le PNEC per I'acqua marina a lungo termine si ricavano dai dati ecotossicologici di 8 diffe-
renti specie ed 8 valori individuali di NOEC/EC10. | gruppi tassonomici considerati nei test

sono:

e Alghe (2 specie)

e Molluschi (1 specie)

e Crostacei (1 specie)

e Echinodermi (3 specie)

e Ascidie (1 specie)

La PNEC per il sedimento si ricavano dai dati ecotossicologici di 4 differenti specie e 4 valori

individuali di NOEC. | gruppi tassonomici considerati nei test sono:
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e Invertebrati (4 specie)

7.4 Dati Ecotossicologici di BPA su Specie Acquatiche

Specie Gruppo | Habitat Concentra- | Fonte
zione te-
stata
Capitella ca- | Anellide | Sedimento | 11.4 pg/L Biggers
pitata marino, co- & Laufer
smopolita 2004
Marisa Cor- | Mollusco | Sedimento | 1 pg/L Ohelmen
nuarietis d’acqua et al.
dolce, co- 2000
smpopolita
Potamopyr- | Mollusco | Sedimento Jobling
gus antipo- d’acqua 5 pg/L et al.
darum dolce, co- 2004
smopolita
Mytilus edu- | Mollusco | Sedimento | 50 ug/L (tre | Aarab et
lis marino, settimane) al. 2006
nord eu-
ropa
Mytilus gal- | Mollusco | Sedimento | 5.7 pg/L Canesi et
loprovincialis marino, al. 2007
mar Medi-
terraneo
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Daphnia ma- | Crosta- | Acqua 240-1280 Ohel-
gna ceo dolce, co- | pg/L mann et
smopolita al. 2009
Acartia Crosta- Acqua sa- 100 pg/L Ander-
tonsa ceo lata, co- sen et al.
smopolita 2001
Tigriopus Crosta- Acquasa- | 0.1 pg/L Marcial
japonicus ceo lata, co- et al.
smopolita 2003
Chronomus | Insetto Acqua 78 ng/L Watts et
riparius dolce, eu- al. 2001
ropa

Tabella 26 Dati ecotossicologici di BPA su specie acquatiche

7.5 La Laguna di Venezia e la Marea

La laguna di Venezia € localizzata a nord ovest del bacino settentrionale del Mar Adriatico;
ha una superficie complessiva di circa 550 km? ed & compresa fra i fiumi Brenta a sud e Sile
a nord. Della superficie lagunare totale, circa I’'80% risulta coperto in maniera stabile da ac-
qua, il 10% da barene e il 5% da isole.

La conformazione attuale € il risultato di un complesso di eventi naturali ed antropici.

La laguna di Venezia e delimitata dal mare da un cordone litoraneo costituito dai lidi di Sot-
tomarina, Pellestrina, lido di Venezia e Cavallino. | lidi sono separati dalle bocche di porto
di Chioggia, Malamocco e Lido.

L’ecosistema lagunare comprende un bacino scolante che si estende per oltre 2000 km? e

che ospita la rete idrica superficiale di 108 comuni veneti (Cremonese 2014).
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La laguna e costituita da una rete di canali che portano la marea fino alle parti piu interne;
quest’ultime sono caratterizzate da un ridotto ricambio idrico. Lo scambio mare-laguna
condiziona lo stato delle acque e delle comunita biologiche.

La profondita media della colonna d’acqua e di circa 1 metro. La laguna centro-settentrio-
nale risulta caratterizzata dalla presenza di sedimenti a granulometria piu fine, di tipo li-
moso-argilloso, mentre i fondali meridionali vedono la prevalenza di sedimenti piu grosso-
lani di tipo limoso-sabbioso e sabbia limosa. In generale il gradiente granulometrico lagu-
nare passa dai sedimenti piu fini, presenti nelle aree piu interne della laguna, a quelli piu
grossolani nelle aree piu vicine alle bocche di porto a causa della maggiore forza erosiva
delle correnti.

La laguna e caratterizzata da un’escursione di marea pari a circa + 0,7 m (relativamente ad

un intero ciclo lunare) definita microtidale e da un ciclo semidiurno (https://www.vene-

zia.isprambiente.it/la-marea). Le maree sono periodici movimenti di innalzamento e ab-

bassamento della superficie del mare causati dall’attrazione del Sole e della Luna sulle
masse d’acqua presenti sulla Terra; un altro fattore da tenere in considerazione sono le
perturbazioni metereologiche. La fase diinnalzamento raggiunge il suo culmine nel mo-
mento di massima elevazione del livello marino, detta alta marea, mentre la fase di abbas-
samento termina con la minima elevazione della superficie marina, detta bassa marea. La
differenza tra alta e bassa marea viene denominata escursione o ampiezza di marea.In

base alla periodicita delle maree & possibile classificarle come:

e diurne quando si verifica una sola alta marea ed una sola bassa marea al giorno;

e semidiurne, quando si verificano due alte e due basse maree al giorno di ampiezza
poco diversa

e maree miste, quando si verificano due alte e due basse maree al giorno di ampiezza

molto diversa.

La marea registrata in una certa localita &€ sempre data dalla somma di due fattori: la com-

ponente astronomica e quella meteorologica.
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L’oscillazione quotidiana delle masse d’acqua marine sotto 'influenza della forza gravita-
zionale del sistema Terra-Luna-Sole, viene definita marea astronomica. All’'interno del ba-
cino del Mediterraneo, in particolare nell'Adriatico settentrionale, le escursioni mareali
raggiungono un’altezza massima di un metro circa (maree microtidali); sulle coste del Ca-
nale della Manica I'escursione della marea puo raggiungere i 10 metri circa (maree macro-
tidali). Il livello della marea viene influenzato anche da fattori meteorologici tra i quali i piu
rilevanti sono le variazioni di pressione atmosferica ed il vento.

L’onda di marea subisce un forte rallentamento all’entrata in laguna e raggiunge diverse
localita con ritardi differenti. L’altezza della marea viene smorzata all'interno della laguna,
per effetto dell’attrito sviluppato dai bassi fondali e dall’'andamento sinuoso dei canali piu
interni.

La capacita della laguna di opporre resistenza all'onda di marea puo variare nel tempo, a
seguito di modifiche morfologiche indotte sia da cause naturali che di origine antropica. Un
importante intervento antropico e stato la diversione di vari alvei fluviali (Brenta, Bacchi-
glione, Piave, Sile) al fine di scongiurare il rischio di interrimento della laguna o delle boc-
che di porto. Altrettanto importante e stata la costruzione dei Murazzi, dighe costruite
dalla Serenissima a rinforzo e protezione dei litorali. Dalla fine del XIX secolo in poi sono
stati effettuati gli interventi pit importanti: la costruzione delle dighe armate alle tre boc-
che di porto (Lido, Malamocco e Chioggia) e la costruzione dei canali commerciali (Vittorio
Emanuele e Canale dei Petroli) a favore della zona industriale di Porto Marghera. Negli ul-
timi anni sono stati eseguiti i lavori alle bocche di porto per la costruzione delle paratoie
mobili a protezione della laguna dagli eventi di acqua alta (MoSE - Modulo Sperimentale
Elettromeccanico). Questi lavori hanno comportato la costruzione di una nuova isola artifi-
ciale all'interno della bocca di porto di Lido, il rinforzo delle dighe esistenti, la costruzione
delle lunate a protezione dalle mareggiate provenienti da sud-est, lo scavo ed il dragaggio

delle bocche di porto per I'alloggiamento dei cassoni che ospiteranno le paratoie mobili
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7.6 Lo Strumento

L'HPLC (High Performance Liquid Cromatography) si accoppia alla MS (Mass Spectrometry),

in figura 9 un esempio di strumentazione di questo tipo.

o p—

Figura 9 Un cromatografo liquido accoppiato a spettrometro di massa con triplo quadru-

polo

Lo spettrometro di massa diventa il rilevatore del cromatografo liquido. Il vantaggio di
usarlo al posto di altri rilevatori cromatografici (spettrofotometro UV, fluorimetro ecc.) &

I’ottenimento di una maggiore sensibilita e selettivita della risposta strumentale.
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L’analizzatore dell’MS usato in questo lavoro € un triplo quadrupolo, figura 10.

Cartion Gass™ Inmmrtace \o\

Figura 10 Schema del triplo quadrupolo

I QO lavora per trasferire gli ioni, Il Q2 come cella di collisione, Q1 e Q3 come filtri di
massa.

In questa tesi il triplo & stato usato in modalita MRM ovvero Multiple Reaction Monitoring.
I1 Q1 si usa in SIM e si seleziona I’'m/z a piu alta intensita. In un secondo momento si usa il
Q1 in SIM selezionando I’'m/z selezionata, il Q2 frammenta, il Q3 si usa in SIM selezionando
il frammento a piu alta intensita di segnale. In figura 11 la differenza tra analisi in modalita’

di lavoro full scan, SIM e MRM.
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Figura 11 Pesticidi estratti da un campione di suolo (non di questa tesi) rilevati con diffe-

renti modalita di lavoro del triplo (da sx a dx): full scan con spettro MS (50 ug/kg), Selected
lon Monitoring (5 ug/kg), e Multiple Reaction Monitoring (5 ug/kg)

La modalita MRM garantisce migliore sensibilita, il rapporto S/N & maggiore permettendo

LOQ pil bassi (https://sciex.com/x51131) (fig. 12).
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Figura 12 Paragone di sensibilita dell’analisi di Hexazione 1 ug/L (sx) e Chlartoluron 10 ug/L
(dx) in acqua potabile in modalita MRM (sopra) e SIM (sotto)

70


https://sciex.com/x51131

| parametri del triplo da ottimizzare sono:

e dwell time

e declustering potential

e entrance potential

e collision energy

e collision cell exit potential

e collision gas

La sorgente dell’MS é la Turbo V in modalita ESI cioe electrospray ionization, fig. 13.

Turbo V™ ESI
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Figura 13 La sorgente Turbo V in modalita ESI

| parametri da ottimizzare della sorgente ESI sono:
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e Source Temperature
e Nebulizer gas

e Auxiliary gas

e Curtain gas 20

e |onization voltage

Il detector dello spettrometro di massa € un elettromoltiplicatore CEM (channel electron

multiplier) composto da un dipositivo a dinodo continuo, fig. 14.
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Figura 14 Schema di un elettromoltiplicatore CEM

Gliioni in arrivo dal Q3, sono portati da un sistema di lenti focalizzatrici verso il detector

che ha una struttura cilindrica curva. Quando una particella carica colpisce una superficie

72



metallica emissiva (dinodo) vengono rilasciati degli elettroni secondari dagli atomi della su-
perficie stessa. Il numero di elettroni secondari dipende dalla particella incidente, la sua
energia e dalle caratteristiche della superficie. Quando uno ione collide con la superficie
del cilindro si ha il rilascio di numerosi elettroni che verranno moltiplicati nelle successive
collisioni con le pareti.Per effetto del gradiente di potenziale presente, gli ioni sono convo-
gliati verso l'uscita del cono dove il segnale elettrico viene tradotto in segnale digitale.

Per quanto riguarda I’'HPLC (fig. 15) la separazione degli analiti si basa sulla ripartizione tra

fase mobile e stazionaria.

1
N

Figura 15 Schema di un HPLC

In questo lavoro la colonna analitica & stata una Hydro RP della Phenomenex. Si tratta di

una colonna C18 a fase inversa con un rivestimento polare, fig. 16.
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Figura 16 Fase stazionaria della colonna Hydro-RP Phenomenex

Una colonna a fase inversa possiede un rivestimento non polare legato al substrato di si-
lice. Per funzionalizzare il substrato si fa reagire lo stesso con un silano. Rimangono dei sila-
noli che vengono fatti reagire ad esempio con il trimetilsillilcloruro con formazione di Si-O-

Si(CHs)s, figura 17. Cosi facendo si protegge la silice da eventuali reazioni indesiderate.

X x X
| 2 | 2 | 2 | |
—@— OR?HG —@— —Si— —@—
1 = 1

ey

i . si i —3i—
0 © 97i7o o 97170 o 07iTo 0O
Sio S & S S & & & & & & & &
I,..-'" | "-.G.-r" 1 "--.D..-" 1 "\-.c}..-'" 1 "-.G.-r" 1 "--.D..-" 1 "\.G..-'" 1 "-.D.-r" 1 "--.D..-" 1 "-.D_..-r" | "-.G.-r" 1 "--.D..-" 1 "\.D.-" 1 S,
? | ? | | ? ? 9 9 ?

| | I | |
MDE?MDH?MGH?EDM?M ~Si__ -Si._ _-5i

i
Si. Si Si.. Si. Si Si
L I R < A B o oTTToT o T T

Figura 17 Substrato funzionalizzato senza silanoli liberi

La colonna Hydro-RP ha un rivestimento polare aggiuntivo infatti & del tipo “polar endcap-

ped C18”, figura 18 (O’ Sullivan et al 2010).
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Figura 18 Fase stazionaria polar endcapped
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