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1. INTRODUZIONE

1.1 1 CONTAMINANTI EMERGENTI NELLE ACQUE

Oggigiorno i contaminanti tradizionali non sono i soli a rappresentare un rischio per l'uomo e
gli ecosistemi acquatici, ma negli ultimi anni la nostra conoscenza e consapevolezza &

aumentata esponenzialmente relativamente ai contaminanti emergenti.
Il termine contaminanti emergenti fa riferimento a due diverse situazioni:

- Contaminanti che sono effettivamente nuovi e di nuova produzione, di cui quindi non si
conosce ancora il destino ambientale e fisiologico e dei quali il profilo ecotossicologico e
si ha la necessita di raccogliere informazioni su questi due aspetti;

- Contaminanti di interesse emergente (contaminants of emerging concern), cio€ sostanze
gia note nella letteratura scientifica, la cui pericolosita pero non € nota o € poco chiara e

si ha quindi la necessita di raccogliere dati tossicologici.

Volendo dare una definizione generale, possiamo utilizzare quella riportata nella Direttiva EU
(2013/39/EU) circa le sostanze prioritarie in ambito politica delle acque, la quale riporta che
gli inquinanti emergenti possono essere definiti come inquinanti attualmente non inseriti nei
programmi di monitoraggio di routine a livello di Unione, ma che potrebbero presentare un
rischio significativo tale da renderne necessaria la regolamentazione, in base ai loro potenziali
effetti ecotossicologici e tossicologici oltre che alle loro concentrazioni nell’ambiente acquatico.
[ contaminanti emergenti comprendono diverse classi di sostanze chimiche, tra cui pesticidi,
farmaci, personal care products, fragranze, plastificanti, ormoni, ritardanti di fiamma,
nanoparticelle, composti per-polifluoroalchilici (PFAS), paraffine clorinate, silossani, tossine
algali, vari elementi come terre rare e radionuclidi e le microplastiche. Come si puo notare dalle
classi di appartenenza di questi contaminanti possiamo renderci conto come siano sostanze,
per la maggior parte, che troviamo costantemente nel nostro quotidiano; dunque, sostanze le
cui fonti di immissioni nell’ambiente sono molteplici, e i cui possibili effetti avversi sono
associati a concentrazioni molto basse, in tracce o ultratracce (sub-ng/L nelle acque). Tra le
fonti principali di immissione in ambiente troviamo gli estensivi usi a livello industriale e
municipale di queste sostanze, a conferma di cid sono le alte concentrazioni riscontrate nelle
acque reflue; poiché queste sostanze non sono regolamentate sono monitorate in maniera
molto limitata, e i trattamenti convenzionali non sono finalizzati al loro abbattimento efficace,

facendo si che si raggiungano concentrazioni elevate nelle varie matrici ambientali e nella



catena trofica, anche in virtu di effetti di bioaccumulo. Il tema dei contaminanti emergenti
dunque rappresenta sicuramente una problematica attuale e molto importante a livello
ambientale, negli ultimi vent’anni infatti gli articoli scientifici riguardanti gli ECs (emerging
contaminats) sono stati svariati e la scoperta di queste nuove sostanze e soprattutto il loro
profilo e distribuzione nell’ambiente e stata resa possibile soprattutto grazie alle migliorate
performance delle tecnologie analitiche (Wille et al.,, 2012), che unite alla valutazione degli
effetti biologici e tossicologici , hanno permesso di descrivere pit compiutamente il quadro di

rischio ambientale

La principale sfida analitica risiede nelle basse concentrazioni alle quali queste sostanze si
trovano nell'ambiente, molto spesso infatti si tratta di concentrazioni intorno ai ng/L,
caratterizzandole come analisi in traccia e ultra-traccia; si ha dunque la necessita di tecniche
analitiche altamente selettive, sensibili e in grado di discriminare efficientemente I'analita di
interesse da possibili interferenti, con sistemi di rivelazione che raggiungano LOD (limit of
detection) molto bassi e tecniche di preparazione del campione adeguate alla complessita delle

matrici ambientali.

Parlando di tecniche di analisi, sicuramente i sistemi accoppiati GC-MS o HPLC-MS
rappresentano i metodi di riferimento (gold standard) e vengono infatti anche suggeriti come
tecnica di élite per la rilevazione di queste sostanze:

nellambito della normativa ambientale la Direttiva 2013/39/UE, che modifica la
Direttiva Quadro Acque (Direttiva 2000/60/CE,), e istituisce un Elenco di controllo
(watch list) di sostanze emergenti per cui si richiede la raccolta di dati ambientali da
parte degli Stati Membri. In questo elenco si trovano sostanze per cui si dispone di
preliminari dossier tossicologici, e per cui & necessario ricostruire le informazioni su una
loro possibile presenza nell’'ambiente acquatico a concentrazioni rilevanti per gli effetti
avversi osservati. Queste sostanze sono poi monitorate nel territorio Europeo per un
periodo di quattro anni, cosi da poter raccogliere informazioni utili a un’analisi del

rischio di esposizione in ambiente acquatico.
Come detto sopra, le informazioni che si vogliono raccogliere su questi contaminanti non
riguardano soltanto la loro presenza e i livelli riscontrati in ambiente ma anche agli eventuali
effetti tossici che possono avere sull'uomo e sull’ecosistema. Ed e in quest’ottica che I'analisi
chimica va affiancata all’approccio di valutazione ecotossicologica, che consiste nell’'uso di
organismi suscettibili alla presenza di queste sostanze nell’'ambiente (organismi bioindicatori),
in grado di dare indicazioni su possibili effetti cronici e sub-cronici; oltre alle valutazioni di

danni fisiologici all’organismo modello, di biomarcatori di stress-ossidativo, di genotossicita ,
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neurotossicita, estrogenicita o ancora danno cellulare, per avere le informazioni complete sul

quadro di tossicita specifico e sulle vie di espressione dell’effetto tossico.(Mancini et al., 2020)

1.2 | BISFENOLI

| contaminanti emergenti trattati in questo lavoro di tesi appartengono alla classe chimica dei
bisfenoli. La loro importanza € aumentata continuamente con la crescita dell'industria delle
materie plastiche a partire dalla fine degli anni 1930. (Noguera-Oviedo & Aga, 2016)(Sauvé &
Desrosiers, 2014). Queste molecole hanno varie applicazioni e sono usate per la produzione di
diversi beni di consumo, come ad esempio contenitori per cibo e bevande, carta termica,
equipaggiamento medico, giocattoli, elettronica e tubature per I'acqua. (Qiu et al,, 2019; X. Zhao

etal.,, 2019)

Sono anche utilizzati nella produzione di resine epossidiche agendo da agenti anticorrosivi,
utilizzate ad esempio per il rivestimento interno di lattine, come intermedi per termoindurenti
di alta qualita, termoplastici e materie prime per vernici; inoltro vedono un largo impiego come

antiossidanti per gomma, plastica, oli e grassi.(Fiege et al,, 2012)(Hsiao & Chiang, 2005)

CARATTERISTICHE CHIMICO - FISICHE

I bisfenoli sono costituiti da due nuclei fenolici legati da un ponte idrocarburico; la maggior
parte di questi composti ha come struttura base quella del difenilmetano.



Sono sostanze incolori e inodori e la maggior parte di essi sono solidi a temperatura ambiente.
I punti di fusione dei bisfenoli sono compresi trai 100 e 200 °C.

[ bisfenoli sono praticamente poco solubili in acqua, ad esempio il BPA presenta una solubilita
inacqua (a25°C) di 300 mg/L. La solubilita in solventi organici e determinata dai relativi gruppi
sostituenti sostituenti. Il bisfenolo A, con soli due gruppi metilici nel carbonio centrale, &
facilmente solubile in mezzi polari come eteri e alcoli, mentre bisfenoli con gruppi alifatici piu
ingombranti nella molecola sono generalmente solubili in idrocarburi aromatici e alifatici. I sali
alcalini dei bisfenoli sono solubili in acqua, tuttavia, analogamente ai composti originari, la loro
solubilita diminuisce drasticamente con l'aumentare della sostituzione nel carbonio metilico

centrale (Fig.1).
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Figura 1: Strutture chimiche di alcuni bisfenoli.

1.2.1 IL BISFENOLO A
Il Bisfenolo A (BPA)(Fig.2), nome comune del 2,2-bis (4-idrossifenil) propano, e il composto piu
rappresentativo di questa famiglia. Sintetizzato per la prima volta nel 1891, ¢ un monomero

utilizzato principalmente come:

¢ Indurente nella produzione di resine epossidiche
e Industria manifatturiera del policarbonato

e Antiossidante per la produzione di carta termica



HO OH

Figura 2: Struttura chimica del Bisfenolo A.

Ad oggi, e il congenere di bisfenolo maggiormente prodotto a livello mondiale, con un consumo
globale di 7.7 milioni di tonnellate di metri cubi nel 2015, e ci si aspetta un incremento di 3.1
milioni nel 2022. Visto questo largo uso, il BPA e il principale congenere trovato in diversi
compartimenti ambientali quali acqua, suolo, sedimento, aria, polveri interne e tessuti
umani.(Corrales et al., 2015)

1.2.1.1 TOSSICITA DEL BISFENOLO A

L’interesse della comunita scientifica e la crescente preoccupazione legata a questa classe di
composti derivano principalmente dalla scoperta di diversi effetti tossici del BPA riferibili
soprattutto alla attivita di interferenza endocrina. Sospettato di essere dannoso per 'uomo sin
dagli anni trenta, i dubbi sul BPA hanno avuto risalto sui media nel 2008, quando molti governi
hanno iniziato a effettuare studi sulla sua sicurezza. Molteplici sono i lavori in letteratura
scientifica che testimoniano infatti degli affetti avversi che questo composto puo avere sia sugli
organismi animali che sull'uomo stesso.( Owczarek et al., 2018; Seoane et al., 2021)(Macczak et

al, 2017)

Attualmente il BPA e classificato come contaminante ambientale e come distruttore endocrino,
ed e, potenzialmente associabile a numerose malattie quali cancro al seno, infertilita,
disfunzioni cognitive, diabete, malattie cardiovascolari, e obesita (Catenza et al., 2021). Inoltre
la conferma della sua tossicita per il sistema riproduttivo e arrivata anche dall’ ECHA (European
Chemicals Agency) nel giugno 2017, la quale ha riconosciuto all'unanimita il BPA, gia
classificato nella lista delle "sostanze estremamente preoccupanti” (SVHCs), come tossico per

il sistema riproduttivo.

L'esposizione umana al BPA si verifica solitamente per ingestione o per assorbimento cutaneo.
Una delle principali fonti di esposizione é sicuramente relativa al rilascio di BPA da parte di
policarbonati trattati ad alte temperature, ad esempio a seguito di processi di sterilizzazione o
di riscaldamento. In quest’'ultimo caso, il BPA contenuto nel materiale di cui & composto il

recipiente sotto riscaldamento puo essere traslocato al contenuto del contenitore stesso e
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diventare una potenziale fonte di esposizione diretta per 'uomo. Un esempio classico ¢ il
contenitore di plastica contenente cibo che viene riscaldato al microonde. | parametri principali
che influenzano questo processo di rilascio sono il tempo e la temperatura usati durante il
processo di lavorazione della resine (una polimerizzazione incompleta causava un maggiore

rilascio di questa sostanza dalla resina epossidica) (Vifias et al., 2010).

Le prime regolamentazioni di questa sostanza hanno portato al divieti di utilizzo del BPA nella
produzione di biberon e bottiglie in plastica per bambini (Direttiva 2011/8/EU), restrizioni che
ad oggi sono estese a tutti i materiali ed agli imballaggi a contatto con gli alimenti destinati alla
prima infanzia (Regolamento UE 2018/213). Inoltre per quanto riguarda i materiali a contatto
con gli alimenti, il limite di migrazione per questa sostanza é stato abbassato da 0,6 mg/kg a

0,05 mg/kg.

Per quanto riguarda la qualita delle acque potabili, attualmente il BPA rientra tra i nuovi
parametri chimici da rispettare per garantire la qualita delle acque, introdotto nella revisione
della direttiva europea sulle acque potabili, con un valore limite di 2.5 pg/L (Direttiva

2020/2184/UE).

A seguito delle limitazioni all'uso del BPA degli ultimi anni, sono stati introdotti sul mercato
diversi altri congeneri appartenenti alla classe dei bisfenoli, descritti come “sicuri. Nel 2020
I'ECHA pubblica un invito atto a raccogliere prove e presentare osservazioni sul BPA e suoi
analoghi (https://echa.europa.eu)(European Union, 2018). Nonostante infatti i prodotti
marcati come “BPA-free” siano definiti sicuri, contengono analoghi del BPA il cui potenziale di

distruttori endocrini & mostrato in vari report scientifici (Russo et al., 2018; Sheir et al., 2020).

1.4 1 SOSTITUTI DEL BISFENOLO A

Differenti analoghi del BPA, proposti come alternative sicure sono riportati in Fig.1 (Cunha et
al., 2020). In questo lavoro di tesi, tra i vari analoghi presenti sul mercato, sono stati selezionati
tre composti maggiormente utilizzati nell'industria del policarbonato e delle resine
epossidiche, nonché conseguentemente piu riscontrati in ambiente acquatico, e sui quali &
possibile trovare maggiori informazioni in letteratura scientifica: il bisfenolo F (BPF), il

bisfenolo S (BPS) e il bisfenolo AF (BPAF)(Wang et al.,, 2017).
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1.4.1 L BISFENOLO S
Il 4,4’-diidrossidifenilsulfone o Bisfenolo S (BPS, Tab.1) e utilizzato per differenti applicazioni
industriali quali costituente di resine fenoliche, solvente in applicazioni galvaniche,

preservante nelle lattine per alimenti e come additivo a prodotti cartacei e scontrini.

Tabella 1: Struttura chimica del bisfenolo S e alcune proprieta chimico-fisiche (Usman & Ahmad,

2016).

HO OH

Struttura chimica

wn=0

O

CAS number 80-09-1
Massa molare (g/mol) 250.270
Pka 8.2
Formula molecolare C12H1004S
3518
Solubilita in acqua (mg/L)

Tra le sue applicazioni principali troviamo anche quella di monomero per la produzione di
materiali e oggetti destinati al contatto con gli alimenti, o MOCA (materiali a contatto con gli

alimenti).

II BPS sta in effetti sostituendo il BPA in diversi processi di produzione (biberon, piatti per
microonde, carte termiche), raggiungendo una produzione annuale e importazioni tra 10.000 e
100.000 tonnellate in Europa)(]. Liu et al., 2021). Secondo 'ECHA, piu della meta della carta
termica prodotta nell'UE dovrebbe essere basata esclusivamente su BPS entro il 2022 (ECHA,

2021).

Il crescente uso del BPS come alternativa al BPA, & dovuto principalmente alla maggiore
stabilita chimica al calore e alla luce che questo analogo presenta grazie ai gruppi solfonici che

sostituiscono i due metili centrali.(Chen et al., 2016)
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A livello di normativa I'allegato I del regolamento UE 10/2011 autorizza attualmente il BPS
all'utilizzo come molecola nella produzione di MOCA in plastica con limite di migrazione
specifica della sostanza di 0,05 mg/kg di alimento. Attualmente questa sostanza non &
sottoposta a monitoraggio ma vista soprattutto la sua somiglianza strutturale con il BPA nel
2013 e stato selezionato come sostanza da sottoporre a valutazione ai sensi del REACH, il
regolamento che provvede alla registrazione, valutazione, autorizzazione o divieto delle
sostanze chimiche. Il BPS é infatti un sospetto CMR (cancerogeno, mutageno o tossico per la

riproduzione), nonché interferente endocrino(EFSA, 2020)

1.4.2 IL BISFENOLO F
Il bisfenolo F (BPF, Tab.2) o bis(4-idrossifenil)metilene ¢ ampiamente utilizzato come materia
prima nella produzione di resine epossidiche e rivestimenti, lacche, sigillanti dentali, tubi

dell'acqua e imballaggi per alimenti.

L’utilizzo del BPF € aumentato progressivamente data la sua bassa viscosita e miglior resistenza
ai solventi rispetto al BPA nelle resine epossidiche, raggiungendo una produzione o
importazione annua di 1000-10.000 tonnellate in Europa secondo 'ECHA (Baralla et al.,, 2021;
J. Liuetal,, 2021).

E stato rilevato in vari prodotti di uso comune, specialmente in prodotti per la cura personale,
nel cibo in scatola, nella carta termica degli scontrini e anche in alcune bevande ed energy

drinks. (Usman et al., 2019) (Cunha et al., 2020).

Tabella 2: Struttura chimica del bisfenolo F e alcune proprieta chimico-fisiche,(Usman & Ahmad,

2016).

Struttura chimica HO O H

CAS number 620-92-8
Formula molecolare C13H1202
Massa molare (g/mol) 200.233
Pkal - Pka2 7.55-10.88
Solubilita in acqua (mg/L) 543

12



1.4.3 IL BISFENOLO AF
Il BPAF (Tab.3), un composto fluorurato, analogo strutturale del BPA in cui i due metili sono

sostituiti da gruppi trifluorometilici.

E utilizzato come reticolante (cross-linking agent) per la produzione di fluoroelastomeri e
fluoropolimeri, nelle fibre elettriche ed ottiche, e come monomero ultra-performante nella
produzione di policarbonati, poliammidi, poliesteri e altri polimeri di specialita, raggiungendo
una produzione annua negli Stati Uniti nell'intervallo di 4,5-226 tonnellate in circa 15 anni
(Baralla et al,, 2021) (Chen et al., 2016)(Catenza et al., 2021).E anche utilizzato nelle parti in

gomma e di rivestimento nei macchinari utilizzati per processare il cibo.

Tabella 3: Struttura chimica del bisfenolo AF e alcune proprieta chimico-fisiche,(Usman & Ahmad,

2016).

Struttura chimica

CAS number 1478-61-1
Massa molare (g/mol) 336.229
Pka 9.2
Formula molecolare C15sH10FeO
Solubilita in acqua (mg/L) 4.3

1.4.4 TOSSICITA

[ lavori di letteratura riguardanti studi di tossicita degli analoghi del BPA sono ancora limitati
e, inoltre, non sono presenti indagini tossicologiche sull’azione sinergica di questi composti.
Data l'elevata somiglianza strutturale con il BPA rispetto alla presenza di gruppi para-idrossi
(fenolici) che sono fondamentali nel legarsi al recettore estrogenico (Fang et al., 2001), e che li
caratterizzano come potenziali interferenti endocrini, la loro sicurezza e diventata oggetto di
dibattito all'interno della comunita scientifica. Sono stati riportati molti studi, sia in vivo che in

vitro, che documentano effetti avversi di queste alternative quali estrogenicita, citotossicita,
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genotossicita, riproduttive e neurotossiche, che erano generalmente simili se non anche
maggiori rispetto al BPA. (Tisler et al.,, 2016) (Seoane et al.,, 2021)(Tang et al., 2020)(Lee et al,,
2013)(Ullah et al., 2019)(Macczak et al., 2017)(Goldinger et al., 2015)

Il BPAF, ad esempio, e stato identificato come EDCs proprio per la sua capacita di legarsi ai
recettori estrogenici come ER(alpha), ER(beta) e GPER. Inoltre, € stato anche riportato che
potrebbe avere un’attivita estrogenica potenziale maggiore del BPA, in particolare nelle cellule
tumorali del seno(TiSler etal., 2016). Mentre per quanto riguarda BPF e BPS un recente articolo
(Rochester & Bolden, 2015) ha sistematicamente esaminato le attivita ormonali di BPF e BPS e
ha concluso che anche per questi due analoghi hanno la potenza simile al BPA per le attivita
estrogeniche, antiestrogeniche, androgene e antiandrogene. Ancora, il BPS ha mostrato un
potenziale d’azione estrogenico simile a quello dell'estradiolo nelle vie mediate da membrana,
che sono fondamentali per le azioni cellulari come la proliferazione, la differenziazione e
I'apoptosi. (Chen et al.,, 2016).

Per quanto riguarda le informazioni di tossicita di questi bisfenoli verso gli organismi marini
nell’articolo di (J. Liu et al.,, 2021) sono riportati i risultati di test di tossicita acuta su
D.Subspicatus, D.Magna e Zebrafish a vari stadi di crescita; il BPAF e risultato 'analogo piu
tossico per tutti e tre gli organismi presi in esame, poiché provoca un aumento della mortalia
degli organismi stessi gia a concentrazioni di qualche mg/L. Per PBF e BPS, invece, sono riporati

valori piu alti, da qualche decina e centinaia di mg/L.

Nello studio condotto sulla vongola asiatica Corbicula fluminea il BPS ha mostrato una riduzione
nella capacita di filtrazione di questi animali, agendo inoltre sull’attivazione della chiusura della
valvola e ha inoltre mostrato effetti sugli enzimi collegati allo stress ossidativo: aumento nelle
attivita della catalasi (CAT) e della glutatione reduttasi (GR); si sono registrati inoltre danni
ossidativi indicati da un aumento dei livelli della perossidazione dei lipidi (LP). Per questo
studio la GR si € mostrata come il parametro piu sensibile (avevano misurato anche LP e CAT).
(Seoane etal., 2021)

Quello che e ancora sconosciuto per questi bisfenoli e il loro potenziale di rischio ambientale
causato dal loro mix. Dobbiamo considerare che infatti gli organismi acquatici spesso si trovano
nella contemporanea presenza di tutte queste specie. Bisogna quindi investigare di un possibile

effetto sinergico che questi composti possono avere. (Y. Liu et al,, 2019)
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1.4.5 CONCENTRAZIONI IN AMBIENTE

Con la messa al bando del bisfenolo A, i vari analoghi sono stati rilevati in diverse matrici
ambientali (Fig.3) quali acque superficiali, acque di scarico, fanghi di depurazione e sedimenti
(Caban & Stepnowski, 2020; Vinas et al., 2010) nella indoor dust, nelle urine umane e nel plasma.
Traivari analoghi, i pit frequentemente rilevati nell’ambiente acquatico sono BPAF, BPF e BPS
(Wang et al,, 2017)(X. Zhao et al,, 2019). Rispetto all’analogo principale BPA, questi congeneri
presentano tempi di vita in ambiente maggiori proprio grazie alla loro migliore stabilita
chimica, ricercata per scopi industriali. Sommariamente sono piu persistenti nel sedimento (t1/2
=135-1621 giorni) e nel suolo (t1/2=30-360 giorni) che nell’acqua (ti/2= 15-180 giorni). Per
quanto riguarda I'aria, hanno una bassa persistenza a causa dell’ossidazione atmosferica. Il
BPAF e quello che presenta i maggiori tempi di vita nei vari compartimenti ambientali. (Pojana

etal, 2007) (J. Liu et al,, 2021) (TiSler et al., 2016)
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Figura 3: “Il rilascio dei bisfenoli nell’ambiente”, rappresentazione delle principali fonti
industriali e municipali da cui vengono immessi i bisfenoli in ambiente.

Possono essere immessi nell'ambiente attraverso diversi fonti (Fig.3), come la deposizione
atmosferica, attraverso le acque reflue urbane e i reflui industriali, e anche per dilavamento
dalle discariche(Baralla et al., 2021; J. Liu et al,, 2021). Anche durante i processi di produzione
si possono avere perdite di questi composti come polveri disperse. Inoltre, la temperatura
elevata utilizzata nel processo di produzione delle resine comporta il rilascio di vapori di
bisfenoli nell'ambiente. E stato anche scoperto che i bisfenoli penetrano nell'ambiente dalla
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plastica stessa, in quanto non sono covalentemente legati ad essa, o ancora dalle carte
termografiche, come ad esempio gli scontrini trovati nelle discariche, e nelle tubazioni per
I'acqua costituite in polivinile di cloruro (PVC). La presenza di questi inquinanti € dunque

ubiquitaria(Catenza et al., 2021).

Per quanto riguarda nello specifico 'ambiente marino, le principali vie di ingresso di questi
contaminanti sono gli scarichi degli impianti di trattamento delle acque reflue e reflui
industriali e agricoli.(Castro et al,, 2022). Questo € essenzialmente dovuto al fatto che gli
inquinanti organici, di cui fanno parte i BPs, vengono raccolti nelle acque reflue rilasciate da
case e industrie, trasportati nelle fognature e infine convogliati nei WWTP dove subiscono
diversi processi di abbattimento. Tuttavia, l'efficienza di rimozione di questi composti negli
impianti di trattamento e in generale piuttosto limitata. Risultati soddisfacenti sono stati
ottenuti da (Sun et al.,, 2017), che riportano per BPA, BPF e BPS un’efficienza di rimozione

superiori al 78%; BFAF risultava essere, invece, recalcitrante ai trattamenti.
CONCENTRAZIONI NELLE ACQUE SUPERIFICALI

Nella tabella sottostante (Tab.4) sono riportate le concentrazioni trovate nelle acque
superficiali degli analoghi del BPA scelti per questo lavoro di tesi: BPS, BPAF e BPF. La maggior
parte dei lavori in letteratura su questi analoghi sono stati effettuati in varie zone dell’Asia,
mentre mancano informazioni sulle concentrazioni di queste sostanze nell’area del
Mediterraneo. Tra i vari analoghi del BPA che vengono ricercati nei vari lavori, il BPF, BPS e
BPAF mostrano una maggiore frequenza di rilevamento e concentrazioni rilevate in molti lavori

erano anche superiore al BPA.

Il BPF risulta essere l'analogo piu abbondante nelle acque superficiali di alcuni siti del
Giappone, Korea e Cina(Yamazaki et al., 2015), arrivando a concentrazioni superiori a 1000
ng/L.; anche nei campioni di acqua salata prelevati nella zona dell’estuario del Pearl river in
Cina, il BPF aveva la concentrazione media sulle decine di ng/L (X. Zhao et al.,, 2019). Le
concentrazioni di questo composto erano da uno a due ordini di grandezza superiori al BPA

negli stessi campioni.

Nonostante non ci siano ancora delle concentrazioni di soglia per il BPF, I'Unione Europea ha
suggerito una PNEC (predicted no effect contamination) di 1500 ng/L per proteggere gli
organismi acquatici (EU, 2008)(N. Zhao et al., 2021). Il BPF ha superato questo valore soglia in

diverse localita, come possiamo osservare in tabella (Tab.4).
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Tabella 4: Concentrazioni di BPAF, BPF e BPS in acque superficiali in varie parti del mondo.

Campione

Acque superficiali (India)

Baia di Hangzhou

Acqua di fosso (Pechino, Cina)
Baia di tokyo

Fiumi (Tamagawa-Arakawa-
Edogawa)- Giappone
Han-Nakdong-Yeongsan, river
(Korea)

Pearl river-West river, Cina

BPAF

(0.24 + 0.15 ng/L)

(0.9-246 ng/L)

BPF
<16.7-84.8 ng/L

(0.31+0.17ng/L)

ND-1470 ng/L
76-2846 ng/L

ND-1300 ng/L

ND-1110 ng/L

BPS
<16.7-341 ng/L

(3.7 £ 2.8 ng/L)

ND-15 ng/L
1,6-8,7 ng/L

ND-41 ng/L

ND-135 ng/L

Riferimento

(Lalwani et al,
2020)
(N. Zhao etal., 2021)
(Chen etal,, 2016)
(Yamazaki et al,

2015)

Cooum river- Adyar river, ND-27 ng/L ND-7200 ng/L
India

Buckingham Canal India 38-289 ng/L 58-2100 ng/L
Hangzhou Bay (Cina) 0,9-245,7 ng/L ND-3.47 ng/L 0.3-19.0 ng/L

Pearl river estuary (costa est (X. Zhao et al.,, 2019)

Cina) Dicembre 17

3.55-30.6 ng/L 9.58-399 ng/L  3.14-121 ng/L

Sava river (Slovenia e Croazia) (Kovacic¢ etal., 2019)

Taihu Lake (Cina), Maggio ‘15

1.68-35.2 ng/L

140 ng/L 27.6 ng/L (Wang etal,, 2017)

BPF e BPS risultano essere gli analoghi maggiormente presenti nell'acqua di mare, il che e
coerente con i risultati di molti altri mezzi ambientali tra cui acque superficiali, effluenti di
depurazione, fanghi di depurazione e sedimenti (X. Zhao et al., 2019). Per quanto riguarda il
BPS, questo analogo ha caratteristiche piu acide rispetto al suo composto progenitore (pKa 8.2
vs 9.6) con una biodegradabilita in acqua di mare inferiore al BPA e ad altri congeneri come
BPF, caratteristiche che lo rendono piu mobile nella fase acquosa e maggiormente
biodisponibile.(Qiu et al., 2019)(Baralla et al., 2021). Il BPAF, invece, e stato riscontrato a
concentrazioni nel range delle decine e in alcuni casi centinaia di ng/L, concentrazioni per altro
simili a quelle del BPA. Per quanto riguarda le concentrazioni massime nelle acque superficiali
trovate in letteratura di BPF e BPS, per le acque superficiali, erano rispettivamente 1634 ng/L

(Chenetal,, 2017) e 1600 ng/L (Yan et al,, 2017).

1.4.6 BIOACCUMULO E CONCENTRAZIONI NEGLI ORGANISMI ACQUATICI
In tossicologia, il bioaccumulo e il processo attraverso cui sostanze tossiche (per esempio il DDT

e le diossine) si accumulano all'interno di un organismo, in concentrazioni superiori a quelle
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riscontrate nell'ambiente circostante. Questo accumulo puo avvenire attraverso qualsiasi via di

esposizione in relazione alle caratteristiche delle sostanze.

Sebbene il BPS, il BPAF e il BPF condividano strutture chimiche simili a quelle del BPA con due
gruppi fenolici, hanno gruppi funzionali e proprieta fisico-chimiche molto diverse, come
l'idrofobicita, che puo essere espressa con il Kow (Chen et al., 2016). La maggior parte di questi
analoghi puo essere rilasciato dalle plastiche (comprese le microplastiche; dimensioni <5 mm)
al suolo e ai sedimenti, mentre sono anche in grado di passare attraverso la barriera cutanea
umana e le mucose, suggerendo un potenziale di bioaccumulo agli organismi. (Castro et al,,

2022)

Per poter caratterizzare una sostanza dal punto di vista ecotossicologico e valutarne il rischio
collegato alla sua presenza nell'ambiente, le sue proprieta chimico-fisiche giocano un ruolo
preponderante determinando vari aspetti: il destino del contaminante nell’ambiente, i comparti
ambientali dove € piu probabile trovarlo, la possibilita di bioaccumulo e biomagnificazione. Tra
gli aspetti di cui bisogna tenere conto per effettuare una valutazione del rischio ecotossicologico

dei composti di interesse abbiamo:

e log Kkow coefficiente di ripartizione ottanolo-acqua: fornisce una preliminare
valutazione su un possibile bioaccumulo. Valori maggiori di 5 suggeriscono la tendenza
ad essere adsorbiti nel sedimento e ad accumularsi nei tessuti

e concentrazioni in ambiente: per poter fare una valutazione del rischio di una
determinata sostanza essa deve essere effettivamente presente in ambiente.

e fattore di bioconcentrazione (BCF): e un utile indicatore della tendenza delle sostanze
chimiche organiche a bioaccumularsi e di conseguenza dei rischi che possono
comportare per gli organismi. (Graca et al., 2021)

e fattore di bioaccumulo (BAF), € un indicatore di quanto un determinato analita puo

essere bioaccumulato ed e definito come:
BAF = C,/C,,

Dove Co € la concentrazione in uno specifico organismo (ng/kg) e Cw € la concentrazione
in acqua (ng/L). Si tratta di un parametro che dipende in modo specifico dall’organismo
in esame, ma per valori di BAF > 5000 (i.e., Ig BAF > 3.7) indica che il composto ha un
effetto di bioaccumulo, e per 2000 < BAF <5000 (i.e., 3.3 <1g BAF <3.7) e potenzialmente
bioaccumulabile.(X. Zhao et al,, 2019) (Wang et al., 2017).
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Nella figura in basso (Fig.4) troviamo i dati di log kow e BCF, possiamo osservare come il BPAF
che presenta la costante di ripartizione ottanolo-acqua maggiore abbia anche il valore di BCF
piu elevato, dati che potrebbero far pensare a una spiccata tendenza al bioaccumulo negli

organismi per questo analogo.

Compound Chemical structure Molecular Formula  BCF logK

BEA /;C)i;\ CysH; £ 0 71.85 3.2
HO OH

BPAF Eip CF CysHyoFe0l 5563 4.47

BPF /./\‘\. l Cy5H1204 34.73 3.06
OH

BPS O C1aH:6048 2162 165

Figura 4: Strutture chimiche con formula molecolare, bioaccumulation factor (BCF) e
log Kow di BPAF, BPF e BPS.

Ad esempio, nello studio di (Wang et al.,, 2017) sono stati valutati il bioaccumulo degli analoghi
del bisfenolo A in organismi acquatici a diversi livelli trofici raccolti dal lago Taihu, in Cina. I
risultati di questo studio hanno indicato che tra i vari analoghi il BPAF aveva grandi potenzialita
per essere accumulato negli organismi acquatici e sono state trovate significative relazioni

positive tra i BAF della maggior parte degli analoghi del bisfenolo e i loro valori di log Kow.

Anche nello studio di (Wang et al,, 2020) viene confermato come gli analoghi del BPA siano
maggiormente accumulati negli organismi. Le carpe (Cyprinus carpio) sono state esposte a otto
bisfenoli ampiamente diffusi (BPA, BPB, BPC, BPE, BPS, BPZ, BPAFand BPAP), ciascuno con
concentrazione 50 nM, per 28 giorni, e poi lasciati depurare in acqua non contaminata per altri
40 giorni. Anche in questo caso il BPAF é risultato I'analogo maggiormente accumulato e con

maggiore velocita.



CONCENTRAZIONI NEGLI ORGANISMI

Al momento non ci sono studi riguardanti le concentrazioni di analoghi del BPA negli organismi
in zone europee. Nessuno studio e riportato in letteratura per quanto riguarda l'analisi di
analoghi del BPA in bivalvi nel continente americano o Europeo, I'Asia ¢ il continente in cui &

stata effettuata la maggior parte delle analisi. (Baralla et al., 2021)
Per quanto riguarda le concentrazioni di BPS, BPF e BPAF riscontrate in specie di molluschi
bivalvi (Tab.5) sono stati effettuati alcuni studi in zone della Cina e in sud Africa:

Tabella 5: Concentrazioni in alcuni organismi acquatici di BPAF, BPS e BPF, DF = detection
frequency

Organismi Zona Concentrazioni Riferimento
Molluschi (varie Mare di Bohai (Cina) BPF (nd-457 ng/g dw) BPS (Liao &
specie,n=16) 2006-2015 (nd-4.68 ng/g dw) Kannan, 2019)
Molluschi (varie Pearl river estuary BPS (nd - 328 ng/g) (X. Zhao et al,,
specie,n =11) (Dicembre 2017) BPF (nd - 274 ng/g) 2019)
specie ittiche (n = BPAF (nd - 60.7 ng/g)
10)

Costa della baia di BPAF (0.45-26.9 ng/gd.w) (Castro etal,
Algoa (Sudafrica) BPF(6.86-25.6 ng/g d.w) 2022)

Cozza Perna perna
(Agosto ’'20) BPS(1.93-79.2 ng/g d.w)
(n=138)
Fitoplancton, Taihu Lake (Cina, BPF DF 82,4%; BPS DF (Wang et al,,
zooplancton (n=60), maggio 2015) 70,6% 2017)
specie ittiche BPAF (0,179-23,8 ng/g
(n=183) ww)

Questo dati (Tab.5) rappresentano una prova della biodisponibilita di questi contaminanti e del
loro potenziale bioaccumulo negli organismi acquatici. La loro presenza negli organismi
acquatici rappresenta non solo un rischio per 'ecosistema, ma anche un ulteriore fonte di

esposizione per I'uomo.

1.5 TECNICHE DI ANALISI DEI BISFENOLI

Tra i principali metodi di analisi utilizzati per la quantificazione e la rivelazione dei bisfenoli
troviamo sistemi cromatografici, sia HPLC che GC, accoppiati a spettrometri di massa; questi

sistemi garantiscono di raggiungere LOD e LOQ molto bassi, ideali dunque per I'analisi di
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contaminanti emergenti che si trovano in concentrazioni spesso nel range delle decine di ng/L,
come anche nel caso dei bisfenoli. La tecnica GC-MS e meno utilizzata solitamente a causa della
necessita di uno step di derivatizzazione, necessario al fine di aumentare la volatilita, la stabilita
termica e la sensibilita dell’analisi. Con questa tecnica analitica, gli analoghi del BPA sono stati
quantificati con successo utilizzando in varie matrici come l'acqua superficiale (Caban &
Stepnowski, 2020)) o anche negli organismi marini(Akhbarizadeh et al., 2020). La tecnica LC-
MS, invece, garantisce generalmente una sensibilita piu elevata e un limite di rilevabilita
inferiore (LOD) in matrici complesse. Il principale vantaggio della LC-MS é che i campioni non

richiedono la derivatizzazione degli analiti come nel caso di GC-MS.

Un altro step importante all'interno del protocollo analitico & la parte di preparazione del
campione, fondamentale quando si trattano inquinanti a basse concentrazioni in matrici
ambientali; 'obiettivo delle procedure di preparazione del campione é quello di preconcentrare
gli analiti e rimuovere il piu possibile composti interferenti della matrice (clean-up). Nel caso si
stia usando ad esempio una tecnica cromatografica, campioni ambientali non adeguatamente
trattati possono diminuire le performance della colonna, andando quindi ad inficiare sulla
selettivita e per conseguenza sull’accuratezza del metodo. Sicuramente per i campioni acquosi
la tecnica di preparazione denominata Solid Phase Extraction (SPE) é la piu utilizzata (Weizhen
et al., 2020)(Deng et al., 2019). Per questo tipo di analiti si utilizzano fasi stazionarie apolari,

come la C18, o fasi HLB (hydrophilic-lypophilic balance).
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1.6 ORGANISMI MODELLO PER LA VALUTAZIONE ECOTOSSICOLOGICA,
STRESS OSSIDATIVO, BIOMARKERS

In questo lavoro di tesi € stata utilizzata la vongola Ruditapes Philippinarum come organismo
modello per I'esposizione ai tre bisfenoli scelti e la successiva valutazione di possibili effetti
tossici tramite l'utilizzo di biomarkers. Specie di molluschi bivalvi sono largamente usate nel
monitoraggio ambientale e per esperimenti di tossicita in vivo perché si hanno molte
informazioni riguardo la loro biologia, sono presenti globalmente in grandi quantita, sono
sedentari e dunque suscettibili a contaminazioni locali. Essendo infatti organismi che si
alimentano per filtrazione, entrano in contatto con un’ampia varieta di sostanze disciolte in
acqua che sono in grado di accumulare e concentrare nei loro tessuti; caratteristica che li rende

ideali per il biomonitoraggio. (Baralla et al., 2021)

Per poter valutare gli effetti tossici dell’esposizione degli organismi a sostanze xenobiotiche,
vengono utilizzati dei biomarcatori (biomarkers). I biomarcatori sono definiti come modifiche
causate da condizioni stressogene, inclusi gli inquinanti chimici, misurabili in mezzi biologici
come cellule, tessuti o fluidi corporei e costituiscono un sistema di allarme rapido dello stress
negli organismi. Una prima suddivisione dei biomarcatori puo interessare i livelli crescenti

d’interazione tra il contaminante e I'organismo sentinella:

e biomarker d’esposizione: segnalano risposte relative alla prima interazione tra la molecola
(inquinante) ed il recettore biologico. Tramite quest'indice si individua ’avvenuta esposizione
al contaminante. Per questo scopo possono essere utilizzati indici di stress quali le attivita
enzimatiche delle monoossigenasi a funzione miste (MFO), oppure le metallotioneine come
segnalatori d’esposizione ai composti organoclorurati ed ai metalli pesanti, I'inibizione
dell’acetilcolinesterasi (Ache) a seguito d’esposizione ad insetticidi organofosforici e
carbammati o la quantificazione degli addotti del DNA derivanti da idrocarburi policiclici

aromatici (IPA);

e biomarker d’effetto: segnalano come un organismo, una popolazione o una comunita siano

soggette ad effetti tossicologici da parte di uno o piu inquinanti.

[ biomarker possono esser divisi anche in funzione della loro “specificita” di risposta nei

confronti di agenti inquinanti in:

e biomarker specifici: quelle risposte molecolari e biochimiche che si manifestano in un

organismo come risposta ad una specifica classe di contaminanti (ad esempio metallotioneine
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in risposta all'inqunamento da metalli). In questo caso la risposta di difesa e estremamente

specifica e indica chiaramente la classe di sostanze responsabile della contaminazione.

e biomarker generali: quelle risposte dell’organismo a livello molecolare, cellulare e fisiologico,
che non possono essere ricondotte ad una specifica classe d'inquinanti, ma rappresentano lo
stato generale di stress dell’'organismo (certi danni al DNA, i disordini immunitari, gli indici

somatici, la stabilita della membrana lisosomiale ecc..) (Bebianno et al.,, 2004; Biomarker, 2002)

1.6.1 BIOMARCATORI STRESS OSSIDATIVO

Gli organismi dispongono di meccanismi di detossificazione per alleviare le conseguenze
dell'esposizione a composti tossici, durante questi processi vengono utilizzati enzimi che
coniugano le sostanze xenobiotiche in composti piu facilmente eliminabili, quindi, molecole piu
idrofile che solitamente vengono eliminate tramite le urine; un enzima di questo tipo ¢ la
glutatione S-transferasi (GST). Unito al processo di detossificazione perd possono essere
prodotte specie reattive dell’'ossigeno (ROS) e per far fronte a questo, gli organismi hanno

sviluppato un complesso sistema antiossidante per evitare danni da stress ossidativo.

Il sistema antiossidante degli organismi marini e costituito da scavengers a basso peso
molecolare ed enzimi antiossidanti che interagiscono in una rete sofisticata. Gli inquinanti
ambientali possono sbilanciare questo sistema andando quindi ad alterare I'attivita di questi
enzimi e rendendoli dunque utilizzabili come biomarcatori di stress ossidativo. Alcuni degli
enzimi che vengono utilizzati come biomarcatori sono catalasi (CAT), la superossido dimutasi
(SOD), la glutatione perossidasi (GPx) e la glutatione reduttasi (GRd). Tuttavia, se la produzione
di ROS e superiore alle capacita antiossidante si ha una condizione di stress ossidativo. In cui le
ROS possono danneggiare diverse biomolecole all'interno degli organismi, come ad esempio i

lipidi (Rios-Fuster et al., 2022).

1.6.2 BIOMARCATORI DI IMMUNOTOSSICITA

Anche il sistema immunitario degli organismi marini e sensibile all’esposizione a sostanze
xenobiotiche alle quali risponde attivando delle risposte immunitarie, espletate principalmente
dagli emociti. Questi sono le cellule primarie delle risposte immunitarie, che svolgono diverse
funzioni essenziali, tra cui fagocitosi, incapsulamento, produzione di specie reattive
dell'ossigeno (ROS), secrezione di proteine simili a citochine e proteine antibatteriche e
antifungine; sono presenti principalmente nell’emolinfa ma anche nei tessuti connettivi e
vascolari. Immunomarkers che possono essere utilizzati per valutare I'effetto di contaminanti

sul sistema immunitario sono ad esempio variazioni nel volume e nel diametro degli emociti,
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misure di THC (total haemocyte count) nell’ emolinfa o misure di proliferazione degli emociti.
L’aumento degli emociti puo essere dovuto a diversi fattori come 1'esposizione a patogeni o
inquinanti ambientali; la fluttuazione infatti delle cellule emocitarie rispondera in modo
proporzionale a fattori di stress endogeni o esogeni (Burgos-Aceves etal., 2021). Inoltre, diversi
studi hanno dimostrato come biomarkers legati agli emociti possono essere influenzati
dall'esposizione a diversi contaminanti, come i metalli pesanti (Pipe & Coles, 1995),
contaminanti organici (Munari et al., 2019) prodotti farmaceutici (Matozzo, Rova, et al., 2012).
Di conseguenza, la misurazione dei parametri degli emociti e considerata uno strumento utile

per valutare lo stato di immuno-sorveglianza degli animali in condizioni di stress.
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SCOPO DELLA TESI

L’obiettivo di questo lavoro di tesi € stato lo sviluppo di un metodo analitico basato su
preconcentrazione del campione mediante SPE e successiva analisi GC-MS/MS per la

caratterizzazione e la quantificazione di bisfenolo F, bisfenolo S e bisfenolo AF in acqua di mare.

Il metodo sviluppato é stato poi applicato alla valutazione quantitativa degli analiti di interesse
in campioni di acqua di mare utilizzata per effettuare dei test di esposizioni agli analiti stessi
sulla vongola Ruditapes Philippinarum. Gli animali sono stati stabulati in vasche di vetro
contenenti acqua salata prelevata presso Chioggia e fortificata con gli analiti di interesse per 14
giorni. Saranno valutati diversi tipi di esposizione, sia agli inquinanti singoli, sia in miscela. Al
fine di valutare lo stato metabolico degli animali e gli effetti tossicologici indotti dall’esposizione
agli inquinanti, verranno anche valutati biomarcatori di attivita antiossidante e immunologici.
Il presente lavoro di tesi e stato condotto in collaborazione con il dipartimento di biologia

dell’Universita di Padova, sotto supervisione del prof. Valerio Matozzo.
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2.MATERIALI E METODI

2.1 PIANO SPERIMENTALE

Nell'immagine sottostante (Fig.5) e rappresentato in modo schematico I'esperimento di
esposizione condotto sulle vongole (Ruditapes Philippinarum), riportando le concentrazioni

nominali dei bisfenoli usati per contaminare artificialmente 'acqua di allevamento, gli animali

a disposizione per ogni condizione sperimentale e il numero di animali campionati.

CTRL CTRL Bisf. AF Bisf. AF Bisf. F Bisf. Bisf. S MIX Bisf. AF+F4S | MIX Bisf. AF+F45
a0 40vong 300ng/L | 300ng/L 300 ng/L | 300ng/L 300ng/L | 300 ng/L 100+100+100 100+100+100
vongole ole 40 40 40 40 40 ng/L ng/L
vongole vongole vongole vongole vongole 40 vongole 40 vongole
Gruppi sperimentali CTRL Bisf. AF Bisf. F Bisf. F MIX Totale
N° animali a 80 80 80 80 80
L (40 animali per vasca - (40 animali per vasca - (40 animali per vasca - (40 animali per vasca - (40 animali per vasca - 400
disposizione
2 vasche) 2 vasche) 2 vasche) 2 vasche) 2 vasche)
N° animali
7 30 30 30 30 30
da 150

campionare giorni

5 POOL DA 6 ANIMAL

5 POOL DA 6 ANIMALI

5 POOL DA 6 ANIMALI

5 POOL DA 6 ANIMALI

5 POOL DA 6 ANIMALI

7

bioaccumulo giorni 10 animali singoli 10 animali singoli 10 animali singoli 10 animali singoli 10 animali singoli 50
N° animali
da 14 30 30 30 30 30 150
campionare giorni 5 POOL DA 6 ANIMALI 5POOL DA & ANIMALI 5 POOL DA 6 ANIMALI 5POOL DA & ANIMALI 5 POOL DA 6 ANIMALI
bioaccumulo gii:n'l 10 animali singoli 10 animali singoli 10 animali singoli 10 animali singoli 10 animali singoli 50

Gli esperimenti sono stati condotti in replica, per ogni condizione sperimentale sono infatti
presenti due vasche, vasca A e vasca B, per un totale di 10 vasche. Inoltre durante tutto
I'esperimento di esposizione I'acqua delle vasche é stata completamente rinnovata ogni 24 ore

con acqua marina stoccata nella cisterna del laboratorio; 'acqua utilizzata

Figura 5: Schema sperimentale dell'esperimento di esposizione.

dell’esperimento faceva parte della stessa partita.
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2.1 REAGENTI E STANDARD ANALITICI
Nella tabella 6 si trovano i reagenti e i solventi utilizzati durante il progetto di tesi, mentre in
tabella 7 sono elencati gli standard analitici. L’acqua deionizzata (18.2 MQ-cm) é stata prodotta

con un sistema di purificazione Millipore (Millipore, Billerica, MA, USA).

Tabella 6: Solventi e reagenti utilizzati.

o . Purezza /
Denominazione Sigla L Produttore
Composizione
Acetato di etile AcOEt 99% Carlo Erba
Acetonitrile ACN 99% Carlo Erba
cxye s Sistema di
Acqua MilliQ MilliQ o
purificazione
Diclorometano DCM 99% Carlo Erba
Dimetildiclorosilano DMDCS
N,0- BSTFA(1% 999 i Aldrich
Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamide TMCS) 0 1gma-Aldric
Toluene 99% Carlo Erba
Metanolo MeOH 99% Carlo Erba
Tabella 7: Standard analitici utilizzati.
Denominazione CAS Purezza MM Melting point Produttore
(g/mol) (°Q)
Bisphenol S Sigma -
80-09-1 98.0% (hplc) 250.27 245-250 ]
aldrich
Bisphenol F Sigma -
620-92-8 98.0% (hplc) 200.23 162-164 ]
aldrich
Bisphenol AF 1478-61- Sigma -
99.0% (hplc) 336.23 160-163 ]
1 aldrich
Bisphenol Ad-16 96210- Sigma -
99.0% (hplc) 244.38 157-159 ]
87-6 aldrich

Per l'inserimento dei bisfenoli nelle vasche di esposizione sono state preparate tre soluzioni
madre da 1000 mg/L ciascuna. Le soluzioni sono state preparate sciogliendo la totalita dello
standard (100 mg) in 1 L di soluzione. La soluzione di BPAF e F e costituita da MeOH, mentre la

soluzione di BPS in acqua deionizzata.
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Per le analisi chimiche sono state preparate tre soluzioni madre da 1000 mg/L in matraccio di
vetro sciogliendo 10 mg degli standard (Tab.7) in 10 mL di DCM, per BPF, BPAF, BPS e BPA d-
16 e conservate a una temperatura di 4°C. Tutte le soluzioni utilizzate per gli esperimenti sono

state preparate a partire da queste soluzioni madre.

Le provette e le vials utilizzate durante I'esperimento sono state sottoposte a silanizzazione
(procedura Restek), al fine di deattivare la superficie del vetro (deattivazione dei gruppi OH)
ed evitare perdite di analiti per adsorbimento. La procedura prevede di trattare provette e vials
con una soluzione al 5% di DMDCS in Toluene per 15 minuti. Successivamente si lava con

Toluene e poi con MeOH; infine sono fatte asciugare sotto flusso di Na.

2.2 CAMPIONI DI ACQUA MARINA

2.2.1 CAMPIONAMENTO

Per poter verificare I'effettiva concentrazione di contaminante a cui erano esposti gli animali,
sono stati prelevati 2 L di campione di acqua, 1 L dalla vasca A e 1 L dalla vasca B, al tempo T =
Oh (entro 15 minuti dall'inserimento dell'inquinante in vasca) e al tempo t=24h per ciascuna
delle cinque condizioni sperimentali. Il campionamento dell’acqua dalle vasche e avvenuto
rispettivamente a 1, 7 e 14 giorni dall'inizio dell’esperimento, per un totale di 60 litri di acqua

raccolti.

[ campioni di acqua salata sono stati conservati in bottiglie di vetro scuro da 2.5 L
precedentemente lavate con acqua milliQ e stoccate in magazzino al buio fino al momento delle

analisi.

2.2.2 TRATTAMENTO DEI CAMPIONI: ESTRAZIONE IN FASE SOLIDA

L’acqua di mare e stata posta in matracci tarati da 1 L ciascuno, sono stati aggiunti 100 pL della
soluzione di standard interno (BPA d-16, 530 ng/L concentrazione finale) e 5 mL di metanolo
per favorire l'interazione con la fase apolare della cartuccia SPE. Prima di iniziare I'estrazione,
le linee dell’apparato SPE sono state pulite con AcOEt, DCM e acqua milliQ per ridurre possibili
contaminazioni. Per I'estrazione in fase solida sono state utilizzate cartucce con fase apolare C1s
(Waters Sep-Pake, 500 mg, 6¢cc). La fase apolare e stata attivata con 5 mL di AcOEt, 5 mL di
MeOH e 10 mL di acqua milliQ. Terminata I'estrazione sono stati effettuati due lavaggi con 7 mL
di acqua milliQ per eliminare eventuali sostanze polari e sali, e sono state poi lasciate ad
asciugare per 45 minuti. I campioni sono stati quindi eluiti con 5 mL di AcOEt, portati a secco

a 38°C sotto flusso di Nz e ricostituiti con 50 uL di ACN e posti in vials da GC; sono stati poi
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derivatizzati con 50 pL di BSTFA (1%TMCS) e messi in forno a 50°C per 30 min. Infine, sono

stati conservati a -4°C fino al momento delle analisi.

2.2.3 ANALISI STRUMENTALE

Per I'analisi dei campioni e stato utilizzato un gas-cromatografo Trace 1300 (Thermo Fisher
Scientific, Germania) con iniettore automatico Al 1310 (Thermo Fisher Scientific, Germania)
accoppiato ad uno spettrometro di massa TSQ 8000 EVO (Thermo Scientific) con sorgente EI
(impatto elettronico) a 70 eV e con rivelatore a triplo quadrupolo (QqQ-MS). I campioni sono
stati iniettati in modalita PTV (Programmed Temperature Vaporizer), in figura 6 possiamo

osservare i dettagli del programma di temperatura e pressione dell'iniezione:

FTV Ramp Settings
Pressure  Rate Temp Time Flow
[5.1000 [D1.14. [0.45%0 [D.999. [5..1250
kPa] b Crs] Tl 59 min] ml/min]
Injection  7.00 0.50 200
Evap
Transfer  7.00 10.8 280 15.00
Cleaning 145 350 5.00 200.0

Figura 6: Dettagli tecnici dell'iniezione in modalita PTV.
Per la separazione cromatografica e stata utilizzata una colonna capillare SLB - 5ms (FUSED
SILICA Capillary Colum, 30 m x 0.25 mm x 0.25 um film thickness; Supelco, Sigma Aldrich,
Germania). Nell’immagine sottostante (Fig.7) € riportata la rampa di temperatura utilizzata per

la separazione cromatografica, con dettagli in figura 8.

“C —— Temperature["C]

min

r T T T T T T T T T T 1
0.0 2.0 4.0 €.0 8.0 10.0 1z.0 1.0 16.0 1.0 20.0 21.4

Figura 7: Rampa di temperatura usata per la separazione cromatografica degli analiti, in
ascissa il tempo e in ordinata la temperatura.
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No | F_I'.etenti:_}n Rate_ Target value Hold _time
time [min] [#C/min] [=C] [min]

P 0,000 cn

2 2.000 0.00 40.0 2.00

3 5.833 60.00 150.0 2.00

4 15.722 45.00 230.0 7.00

5 21,389 60.00 320.0 5.00

6 Mew Row

7 21.3849 StopRun

Figura 8: Dettagli della rampa di temperatura usata per le analisi.
La rivelazione degli analiti e stata condotta in modalita SRM (Single Reaction Monitoring): per
ogni analita sono stati quindi selezionati tre frammenti (tab.8), uno per I'analisi quantitativa e
due per la conferma qualitativa dell'analita stesso. La temperatura della sorgente e stata

impostata a 280°C mentre la linea di trasferimento (MS transfer line) a 320°C.

Tabella 8: Transizioni utilizzate per le analisi in MS/MS con rispettive energie collisionali (CE)
(eV).

Frammento (m/z)

ANALITA Quantitativa Conferma Conferma Tempi di ritenzione
(CE eV) (CEeV) (CEeV) (min)
Bisfenolo F 179 - 73 (10) 344 - 179 73 - 45 (10) 12.76
(20)
Bisfenolo AF | 411 — 395 (10) 411 - 299 225 - 156 11.91
(10) (15)
Bisfenolo S 394 - 379 (10) 379- 229 379 - 165 16.71
(10) (10)
Bisfenolo A d- | 368 — 197 (15) 368 — 367 386368 13.03
16 (10) (10)

2.2.3.1 IDENTIFICAZIONE INIZIALE DEGLI ANALITI E SCELTA DEI FRAMMENTI PER
L’ANALISI MS/MS

Per l'identificazione iniziale degli analiti & stata preparata una soluzione standard contenente
Bisfenolo F, AF, S e A d-16 in AcN e analizzata in modalita full scan. Gli spettri di massa ottenuti

sono quindi stati confrontati con il database NIST (NIST, MD, USA) per l'identificazione.

Per la scelta delle transizioni e per I'ottimizzazione delle energie di collisione e stato utilizzato
il programma AutoSRM. Le transizioni selezionate per ogni analita e le energie di collisione

ottimizzate sono riportate in Tab.8.
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2.3 ANALISI QUANTITATIVA
2.3.2 VALUTAZIONE DELLE CONTAMINAZIONI STRUMENTALI E AMBIENTALI

Gli analiti selezionati sono contaminanti ubiquitari, presenti sia nelle acque analizzate sia negli
ambienti di laboratorio. Pertanto e necessario indagare i valori di contaminazione per il BPAF,
BPF e BPS in ambiente (bianco ambientale). Sono quindi stati preparati campioni di bianchi
ambientali (n=5) con acqua prelevata a Chioggia (VE) e trattati e analizzati come quanto
descritto nel capitolo 2.2 e fortificati con solo lo standard interno (BPA d-16) a una

concentrazione finale di 530 ng/L.

Per la valutazione del LOD e del LOQ del metodo analitico sono stati utilizzati i campioni di
acqua delle vasche dei controlli a cui non sono state aggiunte bisfenoli, in quanto

rappresentativi del valore di fondo naturale a cui sono esposti gli animali.

I1 LOD (limit of detection) € definito come la minima concentrazione misurata da cui e possibile

dedurre con ragionevole certezza statistica la presenza dell'analita.

Numericamente puo essere calcolata come segue, ipotizzando un intervallo di fiducia del 95%:
LOD = ug + 3 * oy [Eq.1]
Con up = media bisfenolo nei bianchi (vasche di controllo)

op = deviazione standard bisfenolo nei bianchi (vasche di controllo)

Il limite di quantificazione (LOQ) invece e definito come segue:

LOQ = 2+ LOD = 3,3 % LOD [Eq.2]

2.3.2 CURVA DI CALIBRAZIONE IN ACQUA SALATA

Per poter effettuare delle misure quantitative accurate la calibrazione € stata svolta in matrice,
utilizzando l'acqua salata prelevata dalla stessa zona campionata per I’esperimento
dell’esposizione delle vongole. I campioni per i punti di calibrazione sono quindi stati processati
in duplicato secondo quanto precedentemente descritto, contaminati artificialmente con la

soluzione con gli standard analitici alla concentrazione di 50 - 150 - 250 - 350 ng/L.
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2.4 PREPARAZIONE DELL’ACQUA DI MARE SINTETICA

Le soluzioni sono state preparate in matraccida 5 L (x 2 mL), utilizzando acqua deionizzata MQ,
correggendo il pH fino al valore di 8.2 con una soluzione di NaOH 0,1 M. pHmetro (GLP21
Crison) preventivamente calibrato con soluzioni a pH 4.01 e 7.00. Di seguito (Tab.9) si
riassumono gli standard utilizzati con le relative masse pesate e concentrazioni conformi alla

composizione del ASTMD1141-98.

Tabella 9: composizione dell’acqua marina sintetica.

Reagente Concentrazione Produttore Purezza Massa pesata per 5
(g/L) L (g)

NacCl 24.53 Sigma-Aldrich  >99.5% 122.65
MgClz:6H20 11.1 Sigma-Aldrich | >99.0% 55.52
NaSO4 anidro | 4.09 Sigma-Aldrich  >99.5% 20.45
CaClz anidro | 1.16 Sigma-Aldrich | >99.5% 5.8180
KClI 0.695 Sigma-Aldrich = >99.5% 3.4760
NaHCO3 0.201 Sigma-Aldrich | >99.8% 1.0090
KBr 0.101 Sigma-Aldrich  >99% 0.5050
H3BOs3 0.027 Sigma-Aldrich | >99.5% 0.1350
SrClz-6H20 0.042 Sigma-Aldrich  99% 0.2100
NaF 0.003 Sigma-Aldrich = >99% 0.0150

2.4.1 QUALITY CONTROL E SOLUZIONI STANDARD PER RECUPERI

Per la preparazione delle soluzioni standard utilizzate come confronto con QC sono stati
utilizzati 100 uL soluzione standard interno (BPA d-16 5 ppm) e 100 uL del mix standard (10
mg/L - 1 mg/L - 0.1 mg/L). | mix standard sono stati fatti in duplicato per ogni livello di
concentrazione (6 campioni totali) + 2 bianchi contenenti solo lo standard interno 100 uL. Al
mix standard sono stati aggiunti 5 mL di acetato di etile (solvente di eluizione utilizzato nella
procedura SPE) e portati a secco sotto flusso di azoto a una temperatura costante di 38 °C. Sono
stati poi ricostituiti con 50 uL di AcN e 50 uL di BSTFA e tenuti a una temperatura di 50°C per

30 minuti per la reazione di derivatizzazione.

[ Quality Control (QC) sono stati preparati alle concentrazioni di 10-100-1000 ng/L e in
replicata (n=6) con 1 L di acqua di mare artificiale, 5 mL MeOH, 100 uL mix STD e 100 uL della
soluzione con lo standard interno (BPA d-16 a 5.3 ppm, concentrazione finale 500 ng/L). I
campioni sono stati poi trattati con procedura SPE con cartucce Cis da 500 mg ed eluiti con 5
mL di acetato di etile. Seguono poi procedura analoga a quella descritta per le soluzioni

standard.
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2.5 RUDITAPES PHILIPPINARUM

Il bivalve Ruditapes Philippinarum (Fig.9) (Adams & Reeve, 1850), conosciuto anche con il nome
di vongola filippina, € un mollusco fossorio della famiglia dei Veneridi. La sacca dei visceri si
presenta di una tinta arancione e contiene diversi organi tra i quali le branchie, la ghiandola
digestiva, le gonadi e il cuore presente nella cavita pericardica. Il sistema circolatorio & aperto
e costituito dall’emolinfa, le cui unita cellulari sono gli emociti che svolgono diverse funzioni tra

le quali le risposte immunitarie.

Figura 9: Esemplare di Ruditapes Philippinarum
Gli esemplari utilizzati per questo lavoro sono stati pescati nel mese di febbraio 2022 nel bacino
della laguna di Venezia, vicino a Chioggia (VE), da zone di concessione per I'allevamento dei
molluschi. Dopo il trasporto in laboratorio, e stata eseguita I'acclimatazione per dieci giorni in
acqua di mare in vasche munite di aerazione, all'interno di una stanza dedicata con temperatura
di 12 °C. L’alimentazione degli animali, per il periodo di stabulazione e per tutto il periodo di
esposizione, era costituita da una miscela di microalghe: Tetraselmis chuii e Phaeodactylum

tricornutum.

2.6 PRELIEVO DEI TESSUTI

Dopo 7 e 14 giorni di esposizione, sono stati prelevati 30 animali per ogni condizione
sperimentale. Sono stati divisi in 5 pool, costituiti ciascuno da 6 esemplari. Ad ogni animale sono
state prelevate le branchie, la ghiandola digestiva e 'emolinfa. L’emolinfa e stata prelevata con
una siringa dal muscolo adduttore e, dopo aver costituito i pool, € stata usata per le analisi del
THC, diametro e volume degli emociti e della proliferazione cellulare (saggio XTT). Dagli stessi
animali da cui e stata prelevata I'’emolinfa, sono state prelevate le branchie e la ghiandola
digestiva; ogni singolo pool € stato poi suddiviso in diverse aliquote da destinare alle analisi
biochimiche. Tutte queste aliquote sono state immediatamente congelate in azoto liquido, e

conservate in freezer a -80°C fino al momento dell’analisi.

33



2.7 PARAMETRI EMOCITARI

L’emolinfa dei diversi pool € stata usata per determinare i diversi parametri degli emociti
(immunomarkers) quali THC (Total Haemocyte Count), diametro degli emociti e il loro volume
e per eseguire I'analisi sulla proliferazione cellulare (XTT), test di citotossicita; i parametri sono

stati misurati nel tessuto fresco, cioe nell’emolinfa appena estratta dagli esemplari.

2.7.1 THC, VOLUME E DIAMETRO DEGLI EMOCITI

Per quanto riguarda le analisi riguardanti gli emociti i valori sono stati determinati per ogni
pool con uno Scepter™ 2.0 Automated Cell Counter (Millipore, FL, USA): a 2 mL di diluente Coulter
Isoton sono stati aggiunti 20 pL di emolinfa. Il valore di THC € stato espresso come n° emociti

x107/ml di emolinfa, il diametro cellulare in um e il volume in picolitri (pL).

2.7.2 PROLIFERAZIONE CELLULARE (XTT)

Per il saggio della proliferazione cellulare € stato utilizzato I'apposito kit Cell proliferation, kit I
(Roche), il quale permette di identificare le cellule vitali e metabolicamente attive. Il saggio si
basa sulla conversione del sale di tetrazolio (XTT) in formazano, reazione catalizzata
dall'enzima mitocondriale succinato deidrogenasi, con conseguente formazione di un prodotto
di colore arancio. La quantita di formazano prodotto, misurata tramite lettura
spettrofotometrica, € quindi correlata direttamente all'attivita della deidrogenasi e, di

conseguenza, al numero di cellule vitali.

Dopo il prelievo, a 400 pL di emolinfa sono stati aggiunti 200 pL della miscela di reazione,
composta da 5 ml di XTT labeling ragent e 100 pL di electron-coupling reagent, entrambi forniti
dal kit. Per il bianco, sono stati utilizzati 400 pL di acqua distillata ultrapura al posto
dell'emolinfa e sempre 200 uL di miscela di reazione. Tutti i campioni sono stati poi incubati al
buio per cinque ore a temperatura ambiente, mescolandoli ogni ora. Infine, 'assorbanza é stata
letta allo spettrofotometro ad una lunghezza d’onda di 450 nm. I risultati sono stati espressi
come densita ottica su numero di emociti totali (DO4s0/n° emociti totali), questi ultimi

determinati precedentemente con il THC.

2.8 ATTIVITA’ DI ENZIMI ANTIOSSIDANTI

Le aliquote di branchia e ghiandola digestiva prelevate dai diversi pool e conservate a -20 °C,
sono state scongelate al momento dell’analisi. Il giorno delle analisi ogni aliquota & stata
omogeneizzata in 1mL di tampone di omogeneizzazione, costituita da tampone TRIS-HCI 10

mM a pH 7.6, KCl 0.15 M, saccarosio 0.5 M, EDTA 1 mM e un cocktail di inibitori di proteasi
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(Sigma-Aldrich). L’'omogeneizzazione € stata eseguita in ghiaccio con un omogeneizzatore
Ultra-Turrax (model T8 basic, IKA). Dopo centrifuga a 12.000 giri a 4 °C per 30 min, i surnatanti

(SN) sono stati prelevati per le diverse analisi.
DETERMINAZIONE DEL CONTENUTO PROTEICO DEI TESSUTI

Dopo le analisi di stress ossidativo € necessario determinare il contenuto proteico totale
tramite il metodo Bradford per la normalizzazione dei risultati ottenuti (Bradford, 1976). Le
proteine totali sono state determinate per ogni campione: sono stati prelevati 20 pL di
surnatante ed e stato aggiunto 1 mL di colorante Coomassie Brilliant Blue G-250 (reattivo

Bradford), lasciati incubare per 10 minuti ed infine e stata misurata I'assorbanza a 595 nm.

2.8.1 ATTIVITA DELLA SOD

La superossido dismutasi (SOD) & un metalloenzima antiossidante che catalizza la reazione di
dismutazione del radicale superossido (*02-), una specie ROS dannosa per la cellula, a perossido

d’idrogeno e ossigeno, secondo la reazione :
202"+ 2H* — H202 + 02

La determinazione dell’attivita di questo enzima é stata eseguita con il saggio indiretto
proposto da Crapo et al. (1978), che utilizza come reagenti ipoxantina, xantina ossidasi e
citocromo c. La xantina ossidasi reagisce con I'ipoxantina e dall’ossidazione di questa si produce
radicale superossido. Questo va a ridurre il citocromo c, determinando una variazione del suo
naturale colore rosso rilevabile allo spettrofotometro. La presenza di SOD, invece, porta alla

degradazione del radicale superossido, il quale non va a reagire con il citocromo.

L’attivita della SOD e stata misurata sia nella branchia che nella ghiandola. Le soluzioni di
reagenti sono state preparate al momento del saggio: soluzione di ipoxantina 13 mM in NaOH
1 N; soluzione di xantina ossidasi 20 U/ml in acqua distillata; tampone fosfato 50 mM pH 8.6
(KH2PO4 + Na2HPO4 x 2H20), EDTA 0.1 mM, NaN3 1mM; e soluzione di citocromo c 1.6 mM in
tampone fosfato. In ogni cuvetta sono stati aggiunti: 930 pL di tampone fosfato, 20 pL di
ipoxantina, 10 pL di citocromo c, 30 pL di SN, e 10 pL di xantina ossidasi. Per i bianchi, al posto
del SN sono stati utilizzati 30 uL di tampone fosfato. L’assorbanza e stata letta a 550 nm per 30
secondi . I risultati sono stati espressi come unita di enzima U SOD/mg di proteine. Una unita di
SOD e definita come la quantita di campione che produce il 50% di inibizione del tasso di
riduzione del citocromo c nelle specifiche condizioni del saggio. Il contenuto proteico totale del

campione di tessuto e stato determinato seguendo il metodo proposto da Bradford (1976).
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2.8.2 ATTIVITA DELLA CAT

La catalasi (CAT) & un enzima antiossidante che catalizza la conversione del perossido di

idrogeno ad ossigeno ed acqua, secondo la reazione :
2H202 - 2H20 + 02

Nella cellula, la CAT lavora in sinergia con la SOD: quest’ultima produce perossido di idrogeno
come visto in precedenza il quale & una specie ROS ossidante, possibilmente dannosa per la
cellula. La CAT, dunque, agisce neutralizzando il perossido di idrogeno, e dando prodotti
innocui. L'attivita della CAT nei tessuti & stata determinata secondo il metodo proposto da Aebi
(1984), basato sulla degradazione da parte dell’enzima di una quantita nota di un substrato

contenente perossido di idrogeno, e misurata allo spettrofotometro.

L’attivita della CAT e stata misurata sia nella branchia che nella ghiandola. Il substrato per la
reazione e stato preparato al momento del saggio, aggiungendo 150 pL di H202 al 30% in 50 mL
di tampone fosfato 50 mM pH 7 (KH2PO4 + NazHPO4 x 2H20). Allo spettrofotometro, in cuvetta
al quarzo sono stati aggiunti nell’ordine: 620 pL di tampone fosfato, 350 pL di substrato, e 30
uL di SN. Per i bianchi, al posto del SN sono stati aggiunti 30 pL di acqua distillata. La lettura e
stata effettuata a 240 nm per 30 sec. I risultati sono stati espressi come unita di enzima U
CAT/mg di proteine, dove un’unita di enzima corrisponde alla quantita di CAT in grado di
decomporre 1 pmol di H202 al minuto. La concentrazione proteica del SN é stata determinata

con il metodo di Bradford (1976).

2.9 ANALISI STATISTICA

[ risultati sono stati analizzati mediante I'analisi della varianza (ANOVA) a due vie, seguita da
un test post-hoc (test HSD di Tukey) per i confronti a coppia. Le analisi statistiche sono state
effettuate mediante il software STATISTICA 13.1 (StatSoft, Tulsa, OK, USA). I risultati sono stati

espressi come media * errore standard.
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3.RISULTATI E DISCUSSIONE

3.1 SVILUPPO DEL METODO DI PREPARAZIONE DEL CAMPIONE DI
ACQUA DI MARE

Per lo step di preparazione del campione €& stata scelta la tecnica SPE, con I'impiego di una
cartuccia a fase apolare (Ci1s); il protocollo analitico proposto € comunemente utilizzato per il
trattamento di campioni acquosi contenenti pesticidi in traccia e con un intervallo di polarita
simile a quello dei bisfenoli di nostro interesse. Questo metodo € stato testato con acqua di mare
fortificata con gli standard di interesse alla concentrazione di 100 e 300 ng/L, poiché
significative dal punto di vista ecotossicologico. I risultati ottenuti a seguito nell’analisi GC-

MS/MS hanno confermato che la procedura preparativa e idonea allo scopo.

3.1.1 PROVE PRELIMINARI DI ANALISI DIRETTA IN GC-MS

Le analisi GC-MS/MS iniziali sono state effettuate in modalita full scan e SRM senza previa
derivatizzazione degli analiti. Questi test iniziali sono stati realizzati al fine di valutare la
possibilita di evitare la procedura di derivazione che potrebbe portare ad un’alta variabilita dei
risultati analitici e quindi ad una bassa robustezza del metodo, in generale. Le analisi
preliminari condotte in modalita full scan (Fig.10 e 11, pag.successiva) su una soluzione
standard mix degli analiti di interesse alla concentrazione di 1000 mg/L hanno evidenziato la
possibilita di analizzare efficacemente i congeneri del bisfenolo AF, F e A. Tuttavia, il bisfenolo
S mostra qualche difficolta analitica, poiché il picco relativo a questo composto risulta poco
intenso, molto largo e affetto dal fenomeno del “fronting” (Fig.10, pag.successiva). Questo puod
essere dovuto ad una non efficace interazione tra I'analita e la fase stazionaria scelta e quindi
questo comporta I'impossibilita di ottenere risultati riproducibili e accurati, poiché il picco non
e integrabile correttamente mediante i comuni algoritmi proposti dal software di elaborazione,

né in modalita manuale.
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Tuttavia, prima di scartare la possibilita di effettuare le analisi evitando la derivatizzazione
degli analiti, sono state effettuate delle prove per valutare il protocollo analitico completo
considerando la preconcentrazione di campioni di acqua di mare e acqua milliQ. Sono stati

considerati due tipologie di campioni differenti per valutare diversi aspetti analitici.

Per la valutazione della selettivita e di LOD e LOQ sono stati utilizzati campioni bianchi
procedurali, ovvero campioni di acqua marina fornita dal dipartimento di biologia e raccolta
nei pressi della laguna di Chioggia, fortificati con solo lo standard interno BPA d-16. Queste
analisi hanno permesso di stimare la contaminazione di fondo ambientale dei bisfenoli di
interesse. Poiché queste sostanze sono ubiquitarie, e stata valutata anche la contaminazione

strumentale e del laboratorio analizzando campioni di acqua milliQ

Per la valutazione dell’esattezza del metodo, intesa come recupero %, e dell’accuratezza
dell’analisi sono stati utilizzati dei Quality Control, ovvero campioni di acqua marina fortificati
artificialmente con il mix standard dei bisfenoli (concentrazioni di 10 - 100 - 1000 ng/L) prima
di effettuare la procedura SPE. Il successivo confronto con un mix di analiti standard non
sottoposti a procedura di estrazione ha permesso di valutare i recuperi e la riproducibilita

analitica.

Si riportano i dati ottenuti per le tre differenti tipologie di bianco analizzate (n=3, Tab 10); e
stata analizzata anche I'acqua marina stoccata nella cisterna del dipartimento di biologia per
valutare una possibile contaminazione da bisfenoli rilasciati dalla cisterna stessa, costituita di

materiale plastico; dalle prime analisi dei bianchi si rileva solamente il BPAF.

Tabella 10 Stime della concentrazione in ng/L trovate nei bianchi ambientali (acqua di mare
prelevata a Poveglia (VE) e nell’acqua milliQ del laboratorio di chimica.

BIANCHI ACQUA BIANCHI ACQUA BIANCHI ACQUA SALATA
ANALITI MILLIQ ng/L (%RSD) SALATA (Poveglia) stoccata in cisterna ng/L
ng/L (%RSD) (%RSD)
Bisfenolo AF 340 (7,3%) 150 (101%) 180 (130%)
Biphenol F <1pg/L <1pg/L <1pg/L
Bisphenol S <1pg/L <1pg/L <1pg/L
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Tuttavia non si puo comunque escludere la presenza di bisfenolo F e S a concentrazioni
rilevanti, in quanto il limite di rivelabilita per questi due composti risulta essere molto elevato
considerando il metodo in uso(LOD > 1 pg/L). L’analisi semi-quantitativa é stata effettuata

tramite confronto con campioni di acqua salata artificiale fortificati a 10 e 100 ng/L.

Da queste prove preliminari si conclude che il metodo proposto non ha le caratteristiche
adeguate a soddisfare le richieste analitiche necessarie per eseguire lo studio. Il Bisfenolo F ed
S non sono rivelabili, in quando i relativi limiti di quantificazione sono troppo elevati rispetto
alle concentrazioni da utilizzare per gli esperimenti di esposizione. Il bisfenolo AF mostra dei
limiti di quantificazione adeguati, ma I’accuratezza e la ripetibilita analitica non sono accettabili,
in quanto in molti casi gli RSD associati alle misurazioni effettuate superano il 100%. Il
problema non é stato risolto nemmeno considerando altre transizioni per le analisi GC-MS/MS
o provando a modificare qualche parametro del metodo cromatografico. Questa conclusione
porta alla necessita di effettuare una procedura di derivatizzazione degli analiti di interesse
prima dell’analisi GC-MS/MS. In particolare si rende necessaria la modifica del metodo
strumentale e di preparazione in quanto non e ancora stato possibile rilevare il Bisfenolo S

quando viene eseguito I'intero protocollo analitico.

3.1.1 INTRODUZIONE DELLO STEP DI DERIVATIZZAZIONE

L’'introduzione dello step di derivatizzazione migliora le performance cromatografiche in
termini di interazione analita-fase stazionaria e quindi migliora la forma del picco
cromatografico degli analiti e conseguentemente ne risulta incrementata la sensibilita, in
termini di rapporto segnale/rumore (S/N), e dunque anche il limite di rivelazione. I principali
metodi di derivatizzazione usati per i composti fenolici prevedono solitamente un agente
derivatizzante che vada ad agire sul gruppo ossidrilico, al fine di bloccare la reattivita di tale
gruppo protico, impedendo possibili legami H, aumentandone quindi volatilita e stabilita; tra i
maggiori metodi utilizzati troviamo la silanizzazione, I'acetilazione e I'alchilazione (Deng et al.,

2019).

Una delle procedure di derivatizzazione piu utilizzate per mascherare i gruppi idrossilici
consiste nella silanizzazione di tali funzionalita mediante trattamento degli analiti stessi con
una soluzione di BSTFA (N,O-bis-trimetilsilil-trifluoroacetamide) contenente 1% di TMCS

(trimetilclorosilano).
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La reazione consiste in una sostituzione nucleofila di tipo SN2 in cui il gruppo TMS va a
sostituire l'idrogeno formando gruppi [-O-Si(CH3)3], in Fig.12 ¢ mostrato il meccanismo
generale. A seguito della reazione, si producono le specie chimiche riportate in Fig. 13-14-15-
16 di cui sono riportati anche i relativi spettri di massa.
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Figura 12: Meccanismo generale di silanizzazione con BSTFA(Use & Reagents, 2018).
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Figura 16: Spettro di massa del BPS-di-TMS

Nel corso dello sviluppo del metodo strumentale é stata cambiata anche la modalita di iniezione

in sistema GC-MS da split/splitless a PTV (programmed temperature vaporizer). Questa

modalita consente di iniettare volumi maggiori all'interno dello strumento, potendo quindi

raggiungere concentrazioni piu basse, e di conseguenza arrivare a LOD inferiori(Richardson,

2012)(Guitart & Readman, 2010).

Di seguito viene mostrato il cromatogramma full-scan (fig.17, pag. successiva) di una soluzione

standard sempre a 10 mg/L ottenuta dopo l'introduzione dello step di derivatizzazione e della

modalita PTV; in figura e mostrata anche la rampa di temperatura utilizzata e descritta nel

dettaglio nel capitolo materiali e metodi (paragrafo 2.2.3).

43



B prove 8152 MAT124_301121_mxSTD_10ppm_dom TIC TIC
eounts

1.625

1.525

320.00

1.425] 7
E
25000

-

s
/

1.12%]|Pamperature: 247 .53 5C

12234

BPS
1.0254

3.828
T.5=28

£.328 BPF

BPA d-16
5.0

38284

BPAF
2 528

i B U VY e

Flow: 1.200000 mlmin

-1.3281

-Z'IH- T T T T T
800 275 10.00 11.25 1250 12.75 15.00 1625 17.50 1875 0.00 2138

Figura 17: Cromatogramma GC-MS (full scan) di soluzione standard a 10 mg/L di BPAF-BPS-
BPF-BPAd16 in dcm.

Possiamo osservare come sia aumentata la risposta strumentale dei bisfenoli, i picchi inoltre

risultano ben risolti e il derivato silanizzato del bisfenolo S risulta perfettamente rilevabile.

Sono state poi eseguite delle prove sempre su bianchi (n=2) di acqua salata con il nuovo metodo
di derivatizzazione. Nella tabella sottostante (Tab.10) si riportano i risultati ottenuti a seguito
della derivatizzazione (n=2) confrontati con quelli precedenti senza derivatizzazione (n=2).

Tabella 9: Concentrazioni dei bisfenoli stimate nei bianchi ambientali (acqua di mare Chioggia

(VE), n=2) forniti dal dipartimento di biologia. A confronto i risultati ottenuti con e senza lo step
di derivatizzazione (acqua di mare stoccata in cisterna, n=2).

Bianchi senza derivatizzazione Bianchi con derivatizzazione
ANALITI
ng/L (%RSD) ng/L (%RSD)
Biphenol AF 180 (130%) 0,9 (53%)
Biphenol F <1pg/L 0,6 (27%)
Bisphenol S <1pg/L 59 (30%)
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E stato possibile eseguire una stima della concentrazione anche per il bisfenolo F e S sempre
nel modo descritto per il bisfenolo AF (Eq.3); risulta infine migliorata anche la deviazione
standard relativa, che tiene conto delle variazioni del metodo di analisi, ma anche di quelle

relative alla contaminazione di fondo ambientale.

3.1.3 VALUTAZIONE DEI RECUPERI CON | QUALITY CONTROL

Come accennato nel paragrafo 3.1, sono stati utilizzati dei Quality Control (QC) per una
valutazione generale delle performance del protocollo analitico. Sono stati costituiti campioni
di acqua salata artificiale (n=6) fortificati con una soluzione standard contenente la miscela dei

bisfenoli alle concentrazioni di 10-100-1000 ng/L e con IS alla concentrazione di 530 ng/L.

Uno dei parametri che € possibile valutare per verificare I’esattezza del protocollo di estrazione
scelto e il recupero, calcolato come:

%R =22 ¥ 100 [Eq. 4]

SsTp

Dove S, rappresenta il segnale ottenuto per quel determinato analita nel QC e Sgrp, il segnale
ottenuto per una soluzione standard dove I'analita € presente alla stessa concentrazione del QC.
Entrambi i segnali sono sempre corretti per I'area dello IS aggiunto a tutti i campioni. Il
recupero rappresenta quindi la percentuale di analita estratto efficacemente dal campione
sotto analisi, al netto della procedura di derivatizzazione. Si riportano i risultati ottenuti in

Tab.11, le deviazioni standard relative sono inferiori al 30%.

Tabella 10: Percentuali di recupero ottenute a differenti punti di concentrazione per bisfenolo
AF, bisfenolo F e bisfenolo S.

ANALITI RECUPERI 10 ng/L  RECUPERI 100 ng/L RECUPERI 1000 ng/L
Biphenol AF 102% 128% 115%
Biphenol F 116% 137% 117%
Bisphenol S 82% 99, 99

Per quanto riguarda il BPAF e il BPF le percentuali di recupero sono soddisfacenti ad
indicazione del fatto che la metodica di preparazione del campione scelta e corretta per questi
analiti, sia per quanto riguarda la fase adsorbente utilizzata per 'estrazione (Cis), sia per

ilsolvente utilizzato per l'eluizione (acetato di etile). Per il bisfenolo S invece le percentuali di
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recupero a 100 ng/L e 1000 ng/L sono molto basse, <10%, probabilmente perché il bisfenolo S
€ caratterizzato da una polarita che e superiore rispetto agli altri due bisfenoli e dunque
I'interazione con la fase apolare della cartuccia utilizzata potrebbe essere troppo debole per

essere ritenuto efficacemente a concentrazioni alte.

3.2 CURVE DI CALIBRAZIONE IN ACQUA DI MARE

Per valutare la linearita del metodo ed effettuare 'analisi quantitativa dei campioni di acqua
salata e stata effettuata una calibrazione in matrice reale. Questo tipo di calibrazione esterna
(normalizzata comunque per lo IS) consente di tenere conto a priori di possibili interazioni tra
matrice e analita che potrebbero influenzare vari step del protocollo analitico, come ad esempio
lo step di estrazione; ancora, consente di tenere conto di un eventuale correzione data dal
rumore di fondo ambientale tramite ’analisi di campioni bianchi. Il range di concentrazione 50-
350 ng/L e stato scelto sulla base dell’analisi di bianchi ambientali e delle concentrazioni a cui

sono stati esposti gli animali durante i 14 giorni.

Sia per il BPAF (fig.18, pag. successiva) che per il BPF (fig.19, pag.successiva) sono state ottenute
delle curve di calibrazione con caratteristiche soddisfacenti, con coefficienti di linearita R2
maggiori di 0.98 e buona riproducibilita dei punti sperimentali (n=2). Per quanto riguarda il
BPS, invece, I'analita non e risultato lineare nel range di concentrazione di interesse, si ipotizza
a causa dei bassi recuperi del metodo e scarsa riproducibilita della procedura stessa per questo
analita. I valori di intercetta (q) delle curve di calibrazione corrispondono alla media dei valori
dei bianchi ambientali, valore utilizzato anche nel calcolo di LOD e LOQ, trattati e analizzati
contemporaneamente agli altri punti della retta di calibrazione. Si riportano di seguito le curve
di calibrazione per bisfenolo F (fig.19) e AF (fig.18), nell’asse delle ordinate troviamo i valori

espressi come rapporti interni:

segnale analita
segnale IS (bpad—16 a 500%)

rapporto interno = [Eq. 5]

46



0,140

0,120

0,100

o
o
oo
o

Rapporto interno
o
o
[}
o

0,040

0,020

0,000

Curva di calibrazione in acqua di mare BPAF

y = 0,0003x + 0,0007
R2 = 0,9982 e

ot
o
ot
o
o
o
.
-'..
'°'
c..
-'.
-'.
-"
.'..
.

50 100 150 200 250 300 350 400
Concentrazione ng/L

Figura 18: Curva di calibrazione per il bisfenolo AF ottenuta mediante calibrazione esterna

in acqua di mare.

2,000
1,800

01,600

£

(0]

£ 1.400

£1,200

8

a'1,000
0,800
0,600
0,400
0,200
0,000

Curva di calibrazione in acqua di mare BPF

y =0,0049x + 0,0637 .
R?=10,9862 i

50 100 150 200 250 300 350 400
Concentrazione ng/L

Figura 19: Curva di calibrazione per il bisfenolo F ottenuta mediante calibrazione esterna

in acqua di mare.

47



Nella tabella sottostante (Tab.12) si riportano anche i valori di LOD, LOQ e coefficiente di
linearita ottenuti per BPAF e BPF. LOD e LOQ sono stati calcolati come descritto in materiali e

metodi (paragrafo 2.3.1).

Tabella 12 Valori di LOD e LOQ ottenuti per il BPF e BPAF, e coefficiente lineare delle curve di
calibrazione in matrice acqua di mare.

Analita LOD (ng/L) LOQ (ng/L) R2 (linearita)
BPF 12 46 R2>0.98
BPAF 4.7 12 R2>0.99

3.3 ESPERIMENTO ESPOSIZIONE: ANALISI ACQUA

Durante I'esperimento di esposizione, I'acqua di mare contaminata artificialmente da bisfenoli
utilizzata nelle vasche dove erano stabulati gli animali e stata cambiata ogni 24 ore per tutta la
durata dell’esperimento, con lo scopo di mantenere costante la concentrazione a cui gli animali
erano esposti. Sono stati raccolti campioni di acqua ai tempi T=0 (15 minuti dopo aver inserito
gli inquinanti) e a T=24h per ogni vasca, precisamente a inizio (Day 1), meta (Day 7) e fine
esposizione (Day 14). [ campioni raccolti sono stati poi trattati e analizzati al dipartimento di
Chimica seguendo il metodo descritto nel capitolo 2.2. I dati raccolti sono stati poi utilizzati per

valutare un possibile bioaccumulo dei bisfenoli da parte degli animali.

Per ricavare i valori di concentrazione sono state utilizzate le equazioni delle rette di
calibrazione ottenute in matrice acqua marina, inoltre, poiché dalle analisi preliminari
dell’acqua di mare e risultata una contaminazione di fondo da bisfenoli, i campioni di acqua
prelevati dalle vasche di controllo (animali non trattati) sono stati utilizzati come bianchi
ambientali. Per ogni giorno e tempo di campionamento quindi, ai valori di concentrazione
riscontrati nelle vasche con I'inquinante sono stati sottratti i valori relativi alle vasche di

controllo.

Per semplicita e per visualizzare meglio le variazioni osservate, i dati sono qui riportati (fig.20-
21-22) come valore percentuale rispetto alla concentrazione di partenza. Mancano i risultati
per il bisfenolo S per il quale non ¢ possibile avere dati quantitativi affidabili per i motivi dati

nel paragrafo 3.2.
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Vasche con bisfenolo AF
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Figura 20 Variazione percentuale della concentrazione del Bisfenolo AF nelle 24 ore. Campioni
prelevati al giorno 1, 7 e 14. TO corrisponde ai 15 minuti dopo I'inserimento degli inquinanti in
vasca, T24 campione prelevato dopo 24 ore. Concentrazione nominale al TO di 300 ng/L

Vasche con bisfenolo F
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Figura 21 Variazione percentuale della concentrazione del Bisfenolo F nelle 24 ore. Campioni
prelevati al giorno 1, 7 e 14. TO corrisponde ai 15 minuti dopo I'inserimento degli inquinanti in
vasca, T24 campione prelevato dopo 24 ore. Concentrazione nominale al TO di 300 ng/L
Si puo notare come sia per il bisfenolo AF (Fig.20) che per il bisfenolo F (Fig.21) ci sia stato un

calo nella concentrazione nelle 24 ore durante entrambe le settimane di stabulazione delle

vongole. Per il BPAF si osserva la variazione in percentuale maggiore, con un decremento di
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circa il 90% nella prima settimana (giorno 1 e giorno 7), e una variazione minore al
quattordicesimo giorno. Questo andamento e compatibile con un fenomeno di accumulo

iniziale a cui segua una saturazione della capacita di intake dell’organismo.

Riguardo al BPF é possibile evidenziare una variazione percentuale media di circa il 50%
durante le due settimane con un trend temporale diverso dal BPAF, descrivibile
sommariamente come un andamento a campana che potrebbe indicare un parziale

adattamento seguito da possibile saturazione.

La diminuzione osservata delle concentrazioni di bisfenoli nelle vasche andra poi integrata con
le analisi dei composti selezionati negli animali trattati, per verificare possibili fenomeni di
bioaccumulo. Questi risultati sono comunque sicuramente coerenti con l'elevata lipofilicita
relativa del BPAF, che lo rendono 'analita potenzialmente piu bioaccumulabile dei tre analoghi

del BPA.

Nelle vasche contenenti la miscela (Fig.22), benché il BPAF si riconfermi come quello affetto dal
calo maggiore di concentrazione, e sia possibile osservare per entrambi gli analoghi un calo
medio che supera il 50% nelle due settimane per entrambi gli analoghi, il trend temporale
appare significativamente diverso. La interpretazione dei risultati & in generale complessa,
facendo riferimento a possibili effetti sinergici dell’attivita dei composti e peraltro complicata

dalla mancanza di dati affidabili sul BPS.

Vasca con miscela (BPF e BPAF)

130%
120%

110%
100%
90%
80%
70%
60%
50%
40% I
30% I I !
20%
10% I
0%
TO T24 TO T24 TO T24 TO T24 TO T24 TO T24

BPAF  Day 1 Day 7 Day 14  BPF Day 1 Day 7 Day 14

Variazione rispetto al T,

Figura 22 Variazione percentuale della concentrazione di bisfenolo F e AF nelle 24 ore. Campioni prelevati
algiorno 1,7 e 14. TO corrisponde ai 15 minuti dopo l'inserimento degli inquinanti in vasca, T24 campione
prelevato dopo 24 ore. Concentrazione nominale al TO di 100 ng/L per ogni bisfenolo.
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Nel complesso perod questi risultati ci permettono di ipotizzare un certo bioaccumulo di BPAF e
BPF nelle vongole, con variazioni di concentrazioni abbastanza significative da sperare in livelli
rilevabili negli animali. La nostra ipotesi sulla minore variazione percentuale al 14 esimo
giorno, verificatasi per il BPAF e anche per il BPF nelle vasche con il mix (Fig.22), & che

'esposizione delle vongole ai bisfenoli possa aver diminuito la capacita di filtrazione

[ risultati ottenuti dimostrano che una certa percentuale di contaminante puo essere rimosso
dall’acqua di coltura. Come si nota dal grafico in Fig. 20-21-22, BPAF e BPF vengono rimossi in
modo abbastanza efficace, mentre per il BPS, visti anche le problematiche riscontrate a livello
analitico, non e possibile fornire dati significativi. Le variazioni di concentrazione osservate per
BPAF e BPF permettono di ipotizzare un possibile bioaccumulo di questi contaminati nei tessuti
dell’animale. Questo sara verificato analiticamente in futuro sui campioni di vongole raccolti
durante questa campagna. Non si esclude, comunque, che la diminuzione di concentrazione
osservata sia imputabile a fenomeni di adsordimento sulle pareti e sulle guarnizioni delle

vasche di trattamento.
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3.4 RISULTATI IMMUNOMARKERS

Per la valutazione di un possibile impatto sul sistema immunitario degli organismi esposti ai
bisfenoli e alla miscela, sono stati selezionati una serie di biomarcatori legati principalmente
agli emociti; sono dunque state effettuate analisi per misurare parametri quali diametro e
volume delle cellule e la loro concentrazione mediante conta cellulare (THC) e test sulla
proliferazione (XTT). Sono poi stati effettuati dei test statistici tenendo conto delle variabili
tempo e trattamento e dall’interazione tra le due, il livello di significativita assunto e p value <

0.05.

3.4.1 THC (TOTAL HAEMOCYTES COUNT)

Il THC é la misura del numero totale di cellule (emociti) riscontrate nell’emolinfa; nel grafico
(Fig. 23) il risultato é riportato come numero di emociti x107 su volume (ml) di emolinfa. Dal
test ANOVA non sono emerse differenze statisticamente significative tra i gruppi sperimentali,
per quanto riguarda la variabile tempo neé per il trattamento a cui sono stati esposti; risulta pero
significativa l'interazione tra i due parametri (p value < 0.05) (vedi appendice). Si riscontra
inoltre un numero minore di emociti, rispetto agli altri gruppi, negli animali esposti al BPF per

14 giorni, che non é pero supportato da significato statistico.

N° emociti
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CTRL BPAF BPF BPS
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Figura 23: n° totale di emociti misurati nell’emolinfa di R.Philippinarum

a7 e 14 giorni dall'inizio dell’esposizione, i risultati sono espressi come
media * errore standard (n = 5).
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3.4.2 DIAMETRO E VOLUME DEGLI EMOCITI

Dai risultati condotti sulle dimensioni degli emociti solo il trattamento ai bisfenoli e risultato il
fattore statisticamente significativa (p value <0.05) (vedi appendice). Nei grafici sottostanti
sono riportati i valori di diametro in pm (Fig. 24) e di volume in pL (Fig. 25) degli emociti. Per
quanto riguarda il diametro(Fig. 28) tutti i gruppi sperimentali, tranne quello esposto al BPAF,
hanno mostrato valori inferiori rispetto al controllo a 7 giorni dall'inizio dell’esposizione ma
non a 14 giorni, dove i valori sembrano essere in linea con quelli del gruppo non esposto a

bisfenoli.
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Figura 24: Valori di diametro degli emociti misurati nell’emolinfa di
R.Philippinarum a 7 e 14 giorni dall’inizio dell’esposizione, i risultati sono
espressi come media * errore standard (n = 5).
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Figura 25: Valori del volume degli emociti misurati nell’emolinfa di
R.Philippinarum a 7 e 14 giorni dall'inizio dell’esposizione, i risultati sono
espressi come media # errore standard (n = 5).
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Osservando i dati sul volume (Fig.25) degli emociti possiamo vedere come la situazione sia
analoga a quella riscontrata per il diametro, i valori sono infatti inferiori rispetto al controllo a
7 giorni dall'inizio dell’esposizione tranne che per gli animali esposti al BPAF e tornano poi in
linea con i risultati ottenuti per il gruppo di controllo a 14 giorni. Bisogna pero tenere conto
anche del fatto che questa misura e caratterizzata da un errore standard maggiore nei controlli
e risulta quindi difficile poter ricavare delle informazioni che siano accurate. Possiamo pero
notare come siano state riscontrate le variazioni maggiori negli animali esposti alla miscela dei
tre inquinanti, dove volume e diametro sono inferiori rispettivamente del 60% e del 20% circa

rispetto al gruppo di controllo.

3.4.3 PROLIFERAZIONE CELLULARE (XTT)

Sulla base della capacita degli emociti di dividersi nell’emolinfa osservata in R. Philippinarum
(Matozzo et al., 2008) e stata condotta anche un’analisi di proliferazione cellullare, i dati
(Fig.26) sono presentati come densita ottica su numero di emociti totali (DO4s0/n° emociti

totali), questi ultimi determinati precedentemente con il THC.

Proliferazione cellulare (XTT)
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Figura 26: Risultati del saggio XTT effettuato nell’emolinfa di
R.Philippinarum a 7 e 14 giorni dall’inizio dell’esposizione, i risultati sono
espressi come media * errore standard (n = 5).

Solo il trattamento con diversi composti € risultato statisticamente significativo (p<0.05) (vedi
appendice). Dai dati raccolti € emerso che solo il gruppo di animali esposto alla miscela dei tre
contaminanti ha evidenziato valori maggiori di proliferazione cellulare rispetto agli animali
delle vasche di controllo, a 7 e 14 giorni dall’inizio dell’esposizione; infatti, le vongole a contatto

con il mix di bisfenoli presentano il doppio delle cellule vitali circolanti nell’emolinfa.
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3.4.4 EFFETTO DEI BISFENOLI SUGLI EMOCITI

Effettuare indagini sugli emociti rappresenta una via di accesso ad informazioni su come il
sistema immunitario dell’animale reagisca all’'esposizione di molluschi a contaminanti
ambientali (Donaghy et al., 2009). Il THC & uno dei parametri emocitari piu frequentemente
misurati per valutare gli effetti dei fattori di stress nei bivalvi;, I'aumento dei valori di THC
infatti e spesso associato a un incremento della proliferazione degli emociti o ai movimenti degli
emociti dai tessuti periferici all'emolinfa, per far fronte a fenomeni infiammatori di tipo
sistemico, mentre le riduzioni dei valori di THC possono essere dovute alla morte cellulare o al
movimento degli emociti dall'emolinfa ad altri tessuti (Munari et al., 2019) (Pipe & Coles, 1995).
Esiste comunque una forte variabilita intra-specifica nel numero totale di emociti circolanti
nell’emolinfa e nelle caratteristiche degli stessi, anche negli animali provenienti da siti “puliti”
(Pipe & Coles, 1995)(Donaghy et al., 2009). Nei nostri risultati abbiamo visto una forte
riduzione delle dimensioni degli emociti, diametro e volume, negli animali esposti alla miscela
dei tre bisfenoli e degli effetti, seppur piu lievi, in quelli a contatto con il BPAF. Un cambiamento
nella dimensione degli emociti puo essere dato dalla fuoriuscita di fluidi del citoplasma a causa
di danni nella membrana cellulare, portando quindi a una riduzione del volume, oppure
potrebbe essere dato da una riorganizzazione citoscheletrica con conseguente riduzione del
diametro. In un altro studio era stato osservato come l'esposizione di R. philippinarum al
Triclosan, un antibatterico, aveva ridotto le dimensioni degli emociti gia a 7 giorni di
esposizione a una concentrazione di 900 ng/L (Matozzo et al., 2012b)(Matozzo, Costa Devoti,
et al., 2012). I risultati da noi ottenuti potrebbero suggerire un possibile effetto dei bisfenoli
sugli emociti di R. Philippinarum, in particolare se presenti in miscela. I risultati ottenuti
mediante il saggio di proliferazione cellulare sembrano evidenziare come nel gruppo esposto
alla miscela di bisfenoli ci sia stata una risposta immunitaria da parte degli animali, che
potrebbe essere compensatoria, ovvero per far fronte al calo del numero degli emociti (Fabrello
etal, 2021); nei molluschi, infatti, I'attivita di proliferazione cellulare e regolata (iperstimolata)
da agenti non-self, i quali interagiscono con specifici recettori di membrana. Questa nuova
produzione di cellule inoltre potrebbe essere confermata anche dal fatto che nel gruppo esposto
al mix i valori di diametro e volume degli emociti fossero inferiori rispetto al gruppo di
controllo, a rappresentazione del fatto che la maggior parte delle cellule circolanti fossero in
uno stadio giovanile e dunque piu piccole e vitali (Cima & Matozzo, 2018)(Donaghy et al., 2009).
In altri precedenti lavori é stato dimostrato come il saggio XTT abbia evidenziato incrementi

nell’attivita di proliferazione cellulare in animali esposti sia a prodotti farmaceutici, come I
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ibuprofene (Matozzo, Rova, et al., 2012), o a contaminanti organici, ad esempio i PFOA (Fabrello

etal,, 2021).

3.5 ATTIVITA ENZIMI ANTIOSSIDANTI
Oltre alle informazioni di possibili effetti dei bisfenoli sul sistema immunitario delle vongole,
sono state valutate anche le attivita di due enzimi facenti parte del sistema antiossidante, la

superossido dismutasi (SOD) e la catalasi (CAT), nella branchia e nella ghiandola digestiva.

3.5.1 SUPER 0SSIDO DISMUTASI (SOD)

Dal test ANOVA condotto sui risultati ottenuti per I'attivita della SOD nella ghiandola digestiva
solo la variabile tempo € risultata statisticamente significativa (p value <0.05). Dal grafico
(fig.27) sottostante possiamo osservare come non ci siano differenze significative tra i vari

gruppi sperimentali e il gruppo di controllo, risultato confermato anche dall’analisi statistica.

Attivita SOD ghiandola digestiva
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Figura 27: Valori dell’attivita della SOD nella ghiandola di R.Philippinarum a 7 e 14
dall'inizio dell’ esposizione, espressi come unita di enzima su mg di proteine. I risultati
sono espressi come media * errore standard (n = 5).

56



A differenza dei risultati ottenuti nella ghiandola digestiva, dall’analisi svolta sulle branchie
(fig-28), tutti i fattori presi in considerazione sono risultati avere un effetto significativo: tempo
(p<0.05), trattamento (p<0.05) e interazione tra i due (p<0.05). Possiamo vedere i maggiori
effetti nel gruppo esposto alla miscela dei tre contaminanti, e questo si verifica sia negli animali
campionati a 7 giorni, sia a quelli campionati a fine esposizione (giorno 14). La esposizione al
mix € inoltre I'unico gruppo in cui si ha un aumento significativo dell’attivita a 7 giorni. Per
quanto riguarda gli altri gruppi, solo quello esposto al bisfenolo S a 14 giorni mostra un’attivita

enzimatica di circa il 20% in piu rispetto al controllo.
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Figura 28: Valori dell’attivita della SOD nella branchia di R.Philippinarum a 7 e 14
dall'inizio dell’ esposizione, espressi come unita di enzima su mg di proteine. I risultati
sono espressi come media * errore standard (n = 5).

3.5.2 CATALASI (CAT)

Come riscontrato anche per l'attivita della SOD, non ci sono variazioni statisticamente
significative nell’attivita della CAT nella ghiandola digestiva(fig.29) delle vongole; dall’analisi

statistica soltanto la variabile tempo e risultata statisticamente significativa (p<0.05).
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Attivita CAT ghiandola digestiva
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Figura 29: Valori dell’attivita della catalasi nella ghiandola digestiva di R.Philippinarum a 7 e 14
dall’inizio dell’ esposizione, espressi come unita di enzima su mg di proteine. I risultati sono
espressi come media * errore standard (n = 5).

Dall’analisi statistica dei risultati ottenuti dai test svolti sulla branchia (fig.30), sia il tempo
(p<<0.05) che il trattamento (p<<0.05) hanno avuto un effetto significativo, ma non
l'interazione tra i due. E interessante notare come solo gli animali esposti alla miscela dei
bisfenoli presentano una maggiore attivita della CAT rispetto al gruppo di controllo, sia a 7

giorni che a 14 giorni; si puo notare inoltre un effetto temporale, in quanto si evidenzia un trend

di crescita nell’ attivita.
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Figura 30: Valori dell’attivita della catalasi nella branchia di R.Philippinarum a 7 e 14
dall’inizio dell’ esposizione, espressi come unita di enzima su mg di proteine. I risultati sono
espressi come media * errore standard (n = 5).
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3.5.3 EFFETTI DEI BISFENOLI SUL SISTEMA ANTIOSSIDANTE

Come detto precedentemente nel paragrafo introduttivo 1.5, i bivalvi che entrano in contatto
con contaminanti presenti in ambiente, possono andare incontro a stress ossidativo, in quanto
quest’ultimi potrebbero portare alla formazione di ROS a cui il sistema di enzimi antiossidanti
potrebbe non riuscire a far fronte. Nel caso specifico dei bisfenoli, numerosi studi hanno
confermato come questi contaminanti inducano stress ossidativo negli organismi (vedi
paragrafo 1.4.6 su Tossicita). [ tessuti target scelti per questi saggi sono stati le branchie, poiché
sono i primi organi che vengono a contatto con i contaminanti presenti in acqua, e la ghiandola

digestiva, poiché é la sede dei processi di detossificazione dell’organismo.

Dai risultati ottenuti si e visto un aumento dell’attivita di catalasi (CAT) e della
superossidodismutasi (SOD) soprattutto nel gruppo esposto alla miscela dei tre bisfenoli; come
accaduto per gli immunomarkers gli effetti maggiori sui marcatori di stress ossidativo si
verificano quando i contaminanti sono presenti tutti e tre assieme suggerendo un possibile
effetto sinergico dei tre bisfenoli sul sistema antiossidante degli animali. Questi risultati
comunque confermano che c’é stata una risposta da parte dell’animale all’esposizione a queste
specie chimiche e che ci sia stato un maggiore sviluppo di specie reattive dell’ossigeno in questi

animali rispetto a quelli degli altri gruppi sperimentali.

La funzione dell’enzima SOD e quella di contrastare lo stress ossidativo dovuto all’anione
superossido (02) una dei molteplici ROS, convertendolo in ossigeno e acqua ossigenata;
quest’ultima é a sua volta un ROS su cui agisce un altro enzima, la CAT; questi due enzimi,
quindi, potrebbero effettivamente svolgere un azione di tipo antiossidante in sinergia. Una
possibile conferma potrebbe essere data dal trend temporale riscontrato nei nostri risultati
ottenuti per SOD e CAT nella branchia, si nota infatti un aumento nelle attivita di entrambi gli

enzimi.

Una possibile spiegazione invece ai differenti risultati riscontrati tra branchia e ghiandola
digestiva potrebbe risiedere nella diversa posizione anatomica che questi organi hanno nella
vongola. Le branchie, infatti, sono la prima barriera tra I'ambiente esterno e quello interno dei
bivalvi e come tale devono attivare meccanismi di difesa antiossidante contro lo stress
ossidativo. D'altra parte, la ghiandola digestiva ha una posizione e un ruolo diversi, pertanto, e
plausibile che le difese contro lo stress ossidativo si attivino piu tardi nella ghiandola

digestiva(Fabrello et al., 2021).
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4 CONCLUSIONI

Questo lavoro di tesi ha permesso di sviluppare e di validare un metodo analitico per la
quantificazione di BPAF e BPF in campioni di acqua marina opportunamente trattati per
effettuare delle valutazioni tossicologiche e di bioaccumulo in Ruditapes Philippinarum.
Tuttavia, il metodo sviluppato non € risultato efficace per I'analisi del BPS, per il quale non sono

stati quindi ottenuti risultati quantitativi affidabili.

L’applicazione del metodo analitico ha permesso di valutare le diverse concentrazioni degli
inquinanti selezionati nei campioni di acqua di coltura a diversi tempi di esposizione. BPAF e
BPF hanno mostrato una significativa diminuzione di concentrazione nelle 24 ore e per tutta la
durata dell’esposizione, protratta per 14 giorni. Inoltre, analoghe considerazioni possono
essere fatte per gli esperimenti di esposizione effettuati trattando gli animali con la miscela di

inquinanti.

| test biologici effettuati sugli animali trattati hanno evidenziato lievi alterazioni del sistema
immunologico e un aumento dello stress ossidativo, valutato mediante analisi degli enzimi SOD
e CAT. L’esposizione al mix di contaminanti, invece, ha portato ad un’alterazione pitt marcata,
seppur comunque moderata, di questi parametri. Nel complesso, quindji, si puo confermare che
'esposizione degli animali ai contaminanti di interesse presenti in concentrazioni paragonabili
a quelle riportate a livello ambientale, & in grado di provocare un’alterazione del metabolismo,
seppur di lieve entita. Ulteriori analisi saranno effettuate per valutare il bioaccumulo di BPAF,
BPF e BPS negli animali trattati e quindi confermare I'effettivo accumulo di queste molecole nei

vari tessuti e gli effetti biologici osservati.

Sebbene i risultati ottenuti siano preliminari, il monitoraggio ambientale degli analoghi del BPA
e sicuramente fondamentale per verificare gli effettivi livelli di queste molecole nei vari
compartimenti, cosi come la valutazione del bioaccumulo negli animali, anche provenienti da

livelli trofici diversi.

Di particolare interesse risulta infine la valutazione dell’esposizione ad un Mix di analoghi di
bisfenoli, come modello per valutare possibili effetti sinergici. Attualmente infatti, la normativa
ambientale non prende in considerazione I'effetto sinergico nella proposta di limiti di legge a
tutela della salute dell’ecosistema. I dati prodotti, seppur preliminari, mostrano invece un
indizio di questo fenomeno nell’alterazione delle funzioni biologiche del bioindicatore

Ruditapes Philippinarum.
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APPENDICE — DATI SUPPLEMENTARI BIOLOGIA

THC AVOVA a 2 vie sequita dal test post-hoc (confronto a coppie) di fisher

DF Sum of Squares Mean Square F Value P Value
Trattamento 4 0,75985 0,18996 1,92763 0,1257
Tempo 1 0,00783 0,00783 0,07949 0,77952
Interaction 4 1,20339 0,30085 3,05284 0,02821
Model 9 1,98208 0,22023 2,23479 0,04085
Error 38 3,74478 0,09855
Corrected Total 47 5,72687
Proliferazione
DF = Sum of Squares = Mean Square F Value P Value
Trattamento 4 1,46353 0,36588 9,41597 1,84574E-5
Tempo 1 0,00922 0,00922 0,23736 0,62878
Interaction 4 0,35955 0,08989 2,31324 0,07412
Model 9 1,83231 0,20359 5,23936 1,03083E-4
Error 40 1,55431 0,03886
Corrected Total 49 3,38662
Volume
DF Sum of Squares Mean Square F Value P Value
Trattamento 4 0,00472 0,00118 4,95016 0,00245
Tempo 1 6,6978E-4 6,6978E-4 2,81255 0,10133
Interaction 4 8,5332E-4 2,1333E-4 0,89582 0,47547|
Model 9 0,00624 6,93158E-4 2,91072 0,00953
Error 40 0,00953 2,3814E-4
Corrected Total 49 0,01576
Diametro
DF Sum of Squares Mean Square F Value P Value
Trattamento 4 6,48343 1,62086 4,9943 0,00232
Tempo 1 0,96244 0,96244 2,96554 0,09278
Interaction 4 1,21347 0,93476 0,45367
0,30337
Model 9 8,65934 0,96215 2,96464 0,00852
Error 40 12,98166 0,32454
Corrected Total 49 21,641

Overall ANOVA SOD ghiandola digestiva

DF  Sum of Squares Mean Square F Value P Value

Trattamento 4
Tempo 1
Interaction 4
Model 9

Error 40

Corrected Total 49

105,09364
103,73373

64,74037
273,56775
671,83281
945,40056

26,27341
103,73373
16,18509
30,39642
16,79582

1,56428
6,17616
0,96364
1,80976

0,20252
0,01723
0,43801
0,09657|
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Overall ANOVA CAT ghiandola digestiva

DF | Sum of Squares Mean Square F Value P Value
Trattamento 4 5331,87762 1332,9694 1,99121 0,11438
Tempo 1 4239,87792  4239,87792 6,33359 0,01596
Interaction 4 6299,78958 1574,9474 2,35268 0,07028
Model 9 15871,54512  1763,50501 2,63435 0,01701
Error 40 26777,08794 669,4272
Corrected Total 49 42648,63306
Overall ANOVA CAT branchia
DF Sum of Squares Mean Square F Value P Value
Trattamento 4 15444,37295 3861,09324 6,14823 5,92577E-4
Tempo 1 15810,79413 15810,79413 25,17638 1,11938E-5
Interaction 4 4412,74891 1103,18723 1,75666 0,15672
Model 9 35667,91599 3963,10178 6,31066 1,63772E-5
Error 40 25120,03954 628,00099
Corrected Total 49 60787,95552
Overall ANOVA SOD branchia
DF Sum of Squares Mean Square F Value P Value
Trattamento 4 342,62261 85,65565 10,51801 6,43489E-6
Tempo 1 166,49676 166,49676 20,44483 5,36085E-5
Interaction 4 121,14995 30,28749 3,71913 0,01151
Model 9 630,26932 70,02992 8,59927 5,03013E-7|
Error 40 325,74836 8,14371
Corrected Total 49 956,01768
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