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1. INTRODUZIONE 

1.1. L’ANTARTIDE 

1.1.1. IL CONTINENTE ANTARTICO 

L’Antartide è il continente più freddo e quello situato più a sud della Terra. La sua estensione, incluse 

le piattaforme di ghiaccio, è pari a 13,8 milioni di km2, circa il 9% delle terre emerse del pianeta. La 

sua posizione è pressoché centrale rispetto al Polo sud ed è circoscritta quasi interamente al 60° 

parallelo (figura 1.1). 

 

Figura 1.1: Cartina dell'Antartide (PNRA, 2019) 

La forma quasi circolare del continente è resa irregolare dalla Penisola Antartica, che si estende verso 

nord, e da due insenature che si trovano in posizioni diametralmente opposte: il Mare di Weddell e il 

Mare di Ross (PRNA, 2019). 

L’Antartide ha raggiunto la sua posizione attuale circa 45 milioni di anni fa. Il suo isolamento 

geografico dagli altri continenti è iniziato intorno a 30 milioni di anni fa con la separazione della 

penisola Antartica dal sud America (Bargagli, 2008), quando una placca oceanica del Pacifico 

meridionale si incuneò tra la penisola stessa e la Terra del Fuoco portando alla formazione di un 

corridoio marino: il passaggio di Drake (PNRA, 2019). Questo passaggio, oltre a fungere da 

connessione meridionale tra l’Oceano Atlantico e l’Oceano Pacifico, ha permesso lo stabilirsi della 

Corrente Circumpolare Antartica: un sistema di correnti che ha accentuato l’isolamento del continente 

e ne ha favorito il raffreddamento (Bargagli, 2008). 
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Il 90% dei ghiacciai presenti sul pianeta Terra sono situati nella regione Antartica e sono suddivisi in 

ghiacci marini e ghiacci continentali. Mentre i primi si sciolgono e si riformano seguendo il ritmo 

stagionale, i secondi sono rimasti praticamente invariati per milioni di anni. 

Durante l’inverno australe (da giugno a settembre) il volume di ghiaccio che copre il continente e 

l’oceano circostante raggiunge i 31,6 milioni di km2, di cui 18,5 milioni di km2 sono sotto forma di 

ghiaccio marino, 1,6 milioni di km2 formano banchi di ghiaccio e 11,9 milioni di km2 formano il 

sistema glaciale più grande della Terra che contiene quasi il 70% di tutta l’acqua dolce del pianeta: la 

calotta polare antartica. Nonostante questa abbia uno spessore medio di circa 2000 m, al centro del 

continente può raggiungere i 4000 m ed è costituita da due calotte glaciali formate separatamente e i 

cui fronti si uniscono alla base della Catena Transantartica: la calotta orientale e quella occidentale. 

Entrambe le calotte sono in perenne movimento dall’interno del continente verso le aree costiere a 

causa del loro stesso peso. 

La regione antartica riceve la luce solare primariamente durante la primavera e l’estate australe (da 

settembre a marzo), mentre nel resto dell’anno rimane in ombra. Ciò è dovuto all’inclinazione 

dell’asse di rotazione terrestre rispetto al piano dell’orbita ed è l’alternanza di questi periodi di luce e 

di buio che contribuisce a determinare il clima delle regioni polari (PNRA, 2019). 

Il continente è caratterizzato da diverse regioni climatiche: il clima oceanico contraddistingue la 

regione sub-antartica, con una temperatura annuale media al di sopra degli 0°C e precipitazioni oltre 

i 1000 mm. In particolare, nella regione marittima le temperature medie durante il periodo più caldo 

rimangono sopra gli 0°C, mentre durante l’inverno raramente scendono al di sotto dei −15°C, le 

precipitazioni generalmente oscillano in un intervallo tra i 250 e i 1000 mm; le temperature nel clima 

costiero scendono al di sotto degli 0°C durante l’estate e variano da −15°C a −25°C durante l’inverno; 

sull’Altopiano Antartico si rilevano temperature medie vicine ai −15°C, ma che arrivano ai −50°C 

durante l’inverno (Cassaro et al., 2021). 

L’Oceano Meridionale comprende le porzioni meridionali degli oceani Atlantico, Pacifico e Indiano 

e si estende ininterrottamente attorno alle coste dell’Antartide. Questa caratteristica lo rende l’unico 

tratto di mare circumpolare del pianeta e condiziona profondamente il clima globale, in particolare 

per la presenza della Corrente Circumpolare Antartica (PNRA, 2019): si tratta di un sistema di 

correnti oceaniche che scorre da ovest a est lungo un percorso di circa 25000 km che circonda 

l’Antartide (Rintoul, 2009). Queste correnti sono guidate dal regime dei venti occidentali, ma il loro 

tracciato è influenzato in maniera significativa dalla topografia del fondale marino (PNRA, 2019). Il 

flusso della Corrente Circumpolare Antartica ha conseguenze importanti sulla circolazione oceanica 
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globale e l’impatto che quest’ultima ha sul clima mondiale. Permettendo lo scambio d’acqua tra i 

maggiori bacini oceanici, la Corrente Antartica Circumpolare tende a ridurre eventuali differenze che 

possono esistere nelle proprietà delle acque dei vari bacini (Rintoul, 2009). 

La sua struttura è definita dall’alternanza, in direzione nord-sud, di zone, dette fronti termoalini, in 

cui le proprietà delle acque variano repentinamente e zone in cui invece le proprietà delle masse 

d’acqua restano invariate. I fronti termoalini separano le masse d’acqua provenienti dall’Antartide da 

quelle provenienti dalle latitudini equatoriali ed è proprio questa separazione che ha consentito 

all’ecosistema antartico di mantenere le caratteristiche che lo rendono così distintivo (PNRA, 2019). 

 

1.1.2. IL PNRA E IL PROGETTO ANTA-GPS 

Il Programma Nazionale di Ricerche in Antartide (PNRA), approvato e finanziato dal MUR 

(Ministero dell’Università e della Ricerca), è nato nel 1985 con il compito di sostenere e promuovere 

l’attività di ricerca italiana in Antartide per approfondire le conoscenze del sistema climatico e 

analizzare i cambiamenti climatici in corso (PNRA, 2019). Il progetto di ricerca PNRA “Anta-GPS” 

(Antarctica as a Global Pollution Sensor) ha l’obiettivo di rendere l’Antartide un sensore 

dell’inquinamento globale tramite l’utilizzo di organismi endemici come bioindicatori per il 

monitoraggio di inquinanti tradizionali ed emergenti, l’analisi dei loro effetti e dell’andamento della 

contaminazione negli ultimi decenni (ANTA-GPS, 2021). 

 

1.2. IL BPA 

 

Figura 1.2: struttura molecolare del BPA 

I bisfenoli sono un gruppo di composti chimici utilizzati in maniera estensiva nella produzione di 

materiali da costruzione e beni di consumo. La struttura di base di una molecola di bisfenolo è 

costituita da due anelli fenolici legati insieme da un gruppo al carbonio (Vasiljevic e Harner, 2021). 

Tra questi composti, il bisfenolo A (BPA), conosciuto anche con il nome completo 2,2-(4,4′-

diidrossifenil) propano, può essere considerato il composto di partenza di tutti gli altri ed è quello 
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usato più comunemente. Il chimico russo Aleksandr Dianin fu il primo a descriverlo nel 1891 e venne 

in seguito sintetizzato da Theodor Zinche nel 1905 (Baralla et al., 2021). Il processo di sintesi per 

questo tipo di composti consiste in una reazione di condensazione del fenolo con un catalizzatore e 

un solvente adatto al prodotto finale che si vuole ottenere; il BPA viene prodotto facendo reagire il 

fenolo con l’acetone. Il suo impiego industriale su larga scala cominciò negli anni ‘50 come materia 

prima nella produzione di resine epossidiche e plastiche in policarbonato. Quest’ultime sono molto 

diffuse per la loro rigidità, trasparenza, elevata resistenza alle temperature (da −40 a 145 °C) e 

resistenza a molti acidi e oli. Si trovano in borracce riutilizzabili, contenitori per alimenti, telefoni, 

computer e altre apparecchiature elettriche ed elettroniche (Vasiljevic e Harner, 2021). Le resine 

epossidiche vengono utilizzate nei rivestimenti interni ed esterni di lattine, coperchi per vasetti e 

contenitori per alimenti e bevande (EUR-Lex, 2024). Inoltre, il BPA è fondamentale nella produzione 

di ritardanti di fiamma, è adottato come additivo nella carta termica degli scontrini e funge da 

antiossidante per la protezione di materiali plastici dalla degradazione ossidativa della radiazione 

ultravioletta (Esteban et al., 2016). 

Le prime preoccupazioni riguardo agli effetti tossici del BPA sono state espresse dal governo 

canadese, che ne ha vietato l’utilizzo nella produzione di biberon in policarbonato nel 2010 (Baralla 

et al., 2021). Seguendo questo esempio, l’Unione Europea ha imposto la medesima restrizione con 

l’introduzione del regolamento n. 321/20118 nel 2011 (Vasiljevic e Harner, 2021). Nel 2015 

l’Autorità europea per la sicurezza alimentare (EFSA) ha abbassato il valore della dose giornaliera 

tollerabile (DGT) da 50 a 4 microgrammi di BPA per chilogrammo di peso corporeo al giorno (Baralla 

et al., 2021). Questa era stata stabilita in via provvisoria in quanto erano state riscontrate alcune lacune 

nei dati e c’erano alcuni elementi di incertezza. Sulla base di quei valori, nel febbraio 2018 l’Unione 

europea ha imposto limiti più stringenti sul contenuto del composto nei materiali destinati a venire a 

contatto con gli alimenti e dal settembre dello stesso anno il suo utilizzo è stato vietato nelle bottiglie 

di plastica e nelle confezioni per alimenti per neonati e bambini di età inferiore ai tre anni. Inoltre, il 

suo impiego è vietato negli scontrini da gennaio 2020 (EFSA, 2025). 

Nel 2016 la Commissione europea ha incaricato l’Autorità europea per la sicurezza alimentare di 

avviare una valutazione ex-novo del BPA per colmare le lacune rimanenti e considerare nuovi dati 

scientifici, in particolare quelli di uno studio cronico biennale del Programma tossicologico nazionale 

degli Stati Uniti. Su questa base, nel 2023, è stato pubblicato un parere aggiornato sul BPA (EUR-

Lex, 2024). Rispetto alla valutazione che era stata fatta nel 2015, la soglia della dose giornaliera 

tollerabile è stata abbassata ulteriormente a 0,2 nanogrammi per chilogrammo di peso corporeo al 

giorno (EFSA, 2023). Il 19 dicembre 2024 la Commissione europea ha imposto un divieto sull’uso 
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del bisfenolo A (BPA) nei materiali a contatto con gli alimenti a causa del suo impatto potenzialmente 

nocivo sulla salute. Il divieto prende in considerazione la valutazione più recente dell’Autorità 

europea per la sicurezza alimentare (EFSA) e comprende altri bisfenoli che sono nocivi per i sistemi 

riproduttivo ed endocrino (European Commission, 2024). 

Il BPA appartiene alla categoria 1 della lista di priorità degli interferenti endocrini per la fauna 

selvatica e la salute umana ed è stato inserito nell’elenco delle sostanze in fase di revisione per 

l’identificazione come sostanze prioritarie o sostanze prioritarie pericolose stabilito nella direttiva 

2008/105/CE sugli standard di qualità ambientale in campo di politica delle acque. Secondo l’Agenzia 

per la protezione dell’ambiente degli Stati Uniti (US EPA), un interferente endocrino è “un agente 

esogeno che interferisce con la produzione, il rilascio, il trasporto, il metabolismo, il legame, l’azione 

o l’eliminazione di ormoni naturali nell’organismo responsabili del mantenimento dell’omeostasi, 

della riproduzione, dello sviluppo e/o comportamento” (Esteban et al., 2016). Numerosi studi 

sperimentali ed epidemiologici hanno evidenziato che il BPA ha effetti estrogenici, ovvero è in grado 

di riprodurre l’azione di alcuni ormoni andando ad alterare lo sviluppo dei sistemi nervoso, 

riproduttivo e immunitario (ISSalute, 2018). Inoltre, l’esposizione al composto è stata associata a 

disturbi metabolici, tumori, malattie cardiovascolari e stress ossidativo (Baralla et al., 2021). I gruppi 

di una popolazione più vulnerabili a questi effetti negativi sono bambini in fase di sviluppo, 

adolescenti e donne in gravidanza (Thoene et al., 2018). 

La sua presenza nell’ambiente acquatico è dovuta principalmente agli scarichi delle attività industriali 

e agli impianti di trattamento delle acque reflue (Esteban et al., 2016). In uno studio effettuato da 

Emnet e colleghi nel 2009 sono state analizzate le acque di scarico di due stazioni di ricerca in 

Antartide situate lungo la baia Erebus, sulla penisola di Hut Point e in entrambi gli effluenti è stato 

trovato BPA (Emnet et al., 2015). I risultati sono supportati da un altro studio condotto da Esteban e 

colleghi tra il 2012 e il 2013 che prevedeva la raccolta di campioni d’acqua in diversi siti nella regione 

settentrionale della Penisola Antartica: un’area che si ritiene abbia sofferto particolarmente l’impatto 

antropico. L’inquinante è stato rilevato in un unico campione che era stato prelevato sull’isola di 

Seymour, nei pressi della stazione di ricerca Marambio e che, come nel caso descritto 

precedentemente, era legato allo scarico di acque reflue. 

È un composto moderatamente solubile in acqua a temperatura ambiente e, avendo una bassa tensione 

di vapore, non volatilizza in modo significativo. Le condizioni climatiche particolari dell’Antartide, 

caratterizzate da freddo estremo per la maggior parte dell’anno, potrebbero rallentare i processi di 

degradazione microbica e fotocatalitica prolungando la sua circolazione nel mezzo acquatico e 

portando a un aumento di esposizione da parte della catena alimentare (Esteban et al., 2016). 
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L’ubiquità del BPA in diversi comparti ambientali gli permette di entrare all’interno degli organismi 

viventi attraverso varie vie: il tratto digerente, le vie respiratorie e l’assorbimento cutaneo; ciò 

consente di poterlo rilevare nei fluidi biologici e nei tessuti (Baralla et al., 2021). 

 

1.3. LE ROS E LO STRESS OSSIDATIVO 

Tutti gli organismi aerobici dipendono dalla presenza di ossigeno nell’ambiente e lo utilizzano come 

accettore finale di elettroni nella catena respiratoria per la produzione di energia attraverso la 

fosforilazione ossidativa. Durante questo processo oltre il 90% dell’ossigeno consumato da un 

organismo viene ridotto ad acqua in una reazione catalizzata dalla citocromo ossidasi (Lushchak e 

Bagnyukova, 2006). La catena di trasporto degli elettroni contiene numerosi centri redox che possono 

trasferire direttamente una parte degli elettroni (tra l’1 e il 3%) all’ossigeno generando intermedi 

indesiderati: le ROS (Reactive Oxygen Species) (Venditti et al., 2013). 

Quando nei sistemi biologici da una parte vi è una sovrapproduzione di ROS e dall’altra 

un’insufficienza di antiossidanti enzimatici e non enzimatici si ha quello che viene chiamato stress 

ossidativo. Un eccesso di ROS può danneggiare i tessuti, i lipidi cellulari, le proteine o il DNA 

inibendone la normale funzionalità (Valko et al., 2007). Un aumento nella produzione di ROS può 

essere causato da fenomeni naturali come ipossia e iperossia, ma anche dalla presenza di un’ampia 

gamma di xenobiotici, ad esempio, contaminanti organici, idrocarburi policiclici aromatici (IPA), 

idrocarburi alogenati e contaminanti metallici (Livingstone, 2001).  

I radicali liberi possono essere definiti come molecole o frammenti molecolari che contengono uno o 

più elettroni spaiati in orbitali atomici o molecolari. La presenza di questi elettroni spaiati è ciò che 

conferisce ai radicali un determinato grado di reattività, ma non ne costituisce un requisito. La classe 

delle specie radicaliche derivanti dall’ossigeno rappresenta la più importante tra quelle prodotte nei 

sistemi viventi (Valko et al., 2007) e comprende il radicale superossido (∙O2⁻), il radicale idrossile 

(∙OH), il radicale perossile (RO2∙), il radicale alcossile (RO∙) e il radicale idroperossile (HO2∙). 

Tuttavia, specie non radicaliche come il perossido di idrogeno (H2O2), l’acido ipocloroso (HOCl), 

l’ossigeno singoletto (1O2) e il perossinitrito (ONOO⁻) non vi sono incluse (Livingstone, 2001). Per 

questa ragione è preferibile utilizzare il termine specie reattive dell’ossigeno (ROS) per definire, in 

modo più ampio, le entità contenenti uno o più atomi di ossigeno che soddisfano i criteri per definirle 

chimicamente reattive (Siraki et al., 2018). 

L’ossigeno molecolare ha una configurazione elettronica unica (Valko et al., 2007); esiste 

primariamente come diradicale tripletto nello stato fondamentale (O2) con due elettroni spaiati. Ciò 
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nonostante, la sua reattività è seriamente limitata a causa di una barriera cinetica dovuta al fatto che 

gli elettroni spaiati sono localizzati in orbitali π* di antilegame diversi e hanno spin parallelo. In 

seguito a processi di fotosensibilizzazione che forniscano sufficiente energia, lo spin di uno dei due 

elettroni spaiati può essere invertito (Siraki et al., 2018) portando alla produzione di due forme 

reattive a livelli di energia differenti, l’ossigeno singoletto. Una di queste forme, l’ossigeno singoletto 

sigma, ha un tempo di vita talmente breve che è improbabile abbia rilevanza in ambito biologico. Al 

contrario, la forma più stabile, singoletto delta, che ha un tempo di emivita dell’ordine di 

microsecondi in ambiente acquoso, è rilevabile nei sistemi biologici. Oltre all’aggiunta di energia, la 

barriera cinetica di spin sulla reattività dell’ossigeno tripletto può essere superata anche formando 

specie parzialmente ridotte (Kehrer e Klotz, 2015). L’ossigeno singoletto ha la capacità di reagire con 

una vasta gamma di molecole biologiche, tra cui il DNA. 

Il radicale anione superossido (∙O2⁻) si forma dalla riduzione dell’ossigeno molecolare (Siraki et al., 

2018). La sua produzione avviene principalmente all’interno dei mitocondri a partire da processi 

metabolici o in seguito all’attivazione dell’ossigeno da parte dell’irradiazione fisica. È considerato la 

ROS “primaria” perché può reagire con altre molecole per produrre ROS “secondarie”, o direttamente 

o attraverso processi catalizzati da enzimi o da metalli (Valko et al., 2007). Non è particolarmente 

reattivo nei confronti della maggior parte delle molecole biologiche (Kehrer e Klotz, 2015) e 

presentando una carica negativa non attraversa facilmente le membrane biologiche (Siraki et al., 

2018). 

Il radicale idrossile (∙OH) è la forma neutra dello ione idrossido (Valko et al., 2007). Può essere 

prodotto dalla reazione tra perossido di idrogeno (H2O2) e ioni di metalli di transizione; la reazione 

di Fenton, per esempio, tra Fe (II) e H2O2 è una delle fonti di radicali idrossili (Demirci-Çekiç et al., 

2022): 

Fe2⁺ + H2O2 → Fe3⁺ + ∙OH + OH⁻ 

È una specie a elevata reattività; riesce, infatti, ad attaccare tutti i componenti della molecola di DNA, 

danneggiando sia le basi puriniche e pirimidiniche sia lo scheletro formato dal desossiribosio. Ha un 

tempo di emivita di approssimativamente 1 nanosecondo; ciò implica che, una volta prodotto, 

reagisce vicino al suo sito di formazione (Valko et al., 2007), ed è generalmente considerata la specie 

che dà il contributo più importante allo stress ossidativo (Demirci-Çekiç et al., 2022). 

Il perossido di idrogeno, noto anche come acqua ossigenata è un prodotto della dismutazione di ∙O2⁻ 

così come di numerose altre reazioni enzimatiche (Siraki et al., 2018). Nonostante la sua reattività 

biologica sia relativamente modesta, la concentrazione in vivo viene mantenuta bassa. Essendo 
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elettricamente neutro, può attraversare le membrane cellulari e in questo è facilitato dalle 

acquaporine, i canali dell’acqua cellulari.  Inoltre, può accettare un elettrone da metalli di transizione, 

principalmente rame e ferro, per generare il radicale idrossile (come nella reazione illustrata 

precedentemente) (Kehrer e Klotz, 2015). 

I radicali perossilici (ROO∙) vengono formati dalle reazioni tra ossigeno molecolare e radicali del 

carbonio e sono più stabili sia di questi ultimi che dei radicali alcossilici (RO∙) (Siraki et al., 2018). 

Il radicale perossilico più semplice è l’idroperossile (HOO∙): la forma protonata dell’anione 

superossido (O2⁻) (Valko et al., 2007). 

 

1.4. LE DIFESE ANTIOSSIDANTI 

Gli organismi viventi hanno evoluto delle strategie grazie alle quali sono in grado di proteggere le 

cellule da un eccesso di ROS e dallo stress ossidativo che ne deriverebbe mantenendo un equilibrio 

redox, fondamentale per il corretto funzionamento delle cellule. Sulla base del meccanismo di azione, 

gli antiossidanti vengono suddivisi in due categorie: enzimatici e non enzimatici. I primi includono 

gli enzimi superossido dismustasi (SOD), catalasi (CAT) e glutatione perossidasi (GPx) (Valko et al., 

2007). Al secondo gruppo appartengono vitamina e provitamina A (ß-carotene), acido ascorbico 

(Vitamina C), α-tocoferolo (Vitamina E), il tripeptide glutatione (γ-L-glutammil-L-cisteinilglicina), 

carotenoidi, flavonoidi, antocianine e melatonina (Marwicka e Zięba, 2021). 

 

1.4.1. LA SUPEROSSIDO DISMUTASI (SOD) 

La superossido dismutasi (SOD) è l’enzima antiossidante più potente nella cellula. Catalizza la 

dismutazione di due molecole di anione superossido (∙O2⁻) a perossido di idrogeno (H2O2) e ossigeno 

molecolare (Ighodaro e Akinloye, 2018). 

La reazione avviene in due stadi come illustrato di seguito: 

SOD-Men + ∙O2⁻ → SOD-Men-1 + O2 

SOD-Men-1 + ∙O2⁻ → 2H⁺ SOD-Men + H2O2 

(Marwicka e Zięba, 2021). 

Essendo un metallo-enzima, richiede un cofattore metallico per la sua attività. Gli ioni metallici 

possono essere: ferro (Fe), zinco (Zn), rame (Cu) e manganese (Mn). In base al tipo di ione metallico 

richiesto come cofattore, le SOD sono classificate in tre forme: Fe-SOD, che si trova nei procarioti e 
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nei cloroplasti di alcune piante; Mn-SOD, che è presente sia nei procarioti che nei mitocondri degli 

eucarioti; Cu/Zn-SOD, che è predominante negli eucarioti ed è localizzata principalmente nel citosol 

(Ighodaro e Akinloye, 2018). 

 

1.4.2. LA CATALASI (CAT) 

La catalasi (CAT), appartenente alla classe delle ossidoreduttasi, è un enzima tetramerico composto 

da quattro subunità simili, ciascuna delle quali contiene un gruppo eme ferrico. Il ferro viene utilizzato 

come cofattore durante la reazione di dismutazione del perossido di idrogeno (H2O2) ad acqua e 

ossigeno molecolare: 

2 H2O2 
CAT
→   2 H2O + O2 

Inoltre, reagisce efficientemente con donatori di idrogeno come metanolo, etanolo e acido formico 

(Ighodaro e Akinloye, 2018). La catalasi si trova principalmente nei perossisomi, anche se è rilevabile 

in quantità minori nei mitocondri e nel reticolo endoplasmatico (Marwicka e Zięba, 2021). 

 

1.4.3. LE GLUTATIONE PEROSSIDASI (GPx) 

Le glutatione perossidasi (GPx) sono una famiglia di importanti enzimi intracellulari che 

decompongono il perossido di idrogeno (H2O2) ad acqua e i perossidi lipidici ai corrispondenti alcoli 

in presenza della forma ridotta del glutatione (GSH) (Ighodaro e Akinloye, 2018). Il prodotto finale 

della reazione del glutatione con il perossido di idrogeno è il glutatione disolfuro, la forma ossidata 

del glutatione (GSSG). 

H2O2 + 2 GSH 
Glutatione perossidasi
→                 GSSG + 2 H2O 

Per contrastare il suo accumulo all’interno della cellula, le glutatione perossidasi agiscono insieme 

alla glutatione reduttasi (GSHR), che è in grado di ripristinare la forma ridotta del glutatione grazie 

all’ossidazione del NADPH (Marwicka e Zięba, 2021). 

Nei vertebrati si conoscono 8 isoforme di GPx, di queste, la 5, la 7 e la 8 nel centro attivo presentano 

cisteina al posto della selenocisteina (Pei et al., 2023). La differenza tra i due tipi di enzimi è che le 

Selenio-GPx possono catalizzare la riduzione sia di perossidi organici che di perossidi inorganici, 

mentre le GPx cosiddette Selenio indipendenti agiscono solo sui perossidi organici (Ren et al., 2009). 
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2. SCOPO DELLA TESI 

I bivalvi marini sono comunemente utilizzati in acque temperate come indicatori dell’inquinamento 

ambientale (Regoli et al., 1997). Caratteristiche uniche come la natura sedentaria e filtratrice, la 

disponibilità in gran numero nei loro habitat naturali, la resistenza a condizioni ambientali variabili, 

l’abilità di assorbire e accumulare diverse sostanze presenti nel loro ecosistema e la facilità di 

campionamento li rendono candidati ottimali per i programmi di biomonitoraggio ambientale. La 

valutazione dei tessuti di questi organismi, inoltre, si è dimostrata più informativa rispetto all’analisi 

dell’acqua e dei sedimenti (Joshy et al., 2022). Lo studio delle risposte biologiche indotte a livello 

biochimico o subcellulare può risultare particolarmente utile, poiché queste rappresentano biomarker 

sensibili per la rilevazione precoce di esposizione o tossicità dovuta a diverse condizioni di stress. 

Una via comune attraverso la quale si manifesta la tossicità indotta da un’ampia gamma di inquinanti 

ambientali è l’aumento della produzione intracellulare di ROS. Le variazioni nei livelli e nelle attività 

dei principali antiossidanti si sono rivelate utili come biomarker dello stress ossidativo mediato da 

contaminanti nei bivalvi marini (Regoli et al., 2002). Le risposte antiossidanti cellulari agli inquinanti 

sono ben documentate per diversi molluschi delle zone temperate, mentre i dati sono ancora limitati 

per gli invertebrati antartici. Considerando le condizioni ambientali estreme dell’Antartide (maggiore 

solubilità dell’ossigeno a temperature dell’acqua basse e stagionalità nell’intensità della luce e della 

disponibilità di cibo) e l’aumento delle attività umane, lo sviluppo di simili programmi integrati di 

biomonitoraggio si sta rivelando sempre più necessario (Regoli et al., 1997). 

Adamussium colbecki rappresenta una specie chiave negli ecosistemi marini antartici ed è stato 

proposto come organismo sentinella ottimale per monitorare l’impatto delle perturbazioni di origine 

antropica. L’organismo, infatti, è caratterizzato da un sistema antiossidante particolarmente efficiente 

che verosimilmente riflette un’elevata pressione proossidante a cui è esposto in condizioni naturali 

(Regoli et al., 2002). 

L’obiettivo di questo elaborato è valutare le risposte fisiologiche antiossidanti di bivalvi appartenenti 

alla specie antartica Adamussium colbecki (Smith, 1902) in seguito all’esposizione acuta a una 

concentrazione di BPA pari a 250 μg/L per un tempo totale di 10 giorni. In particolare, sono state 

studiate le attività degli enzimi catalasi (CAT), glutatione perossidasi (GPx) e superossido dismutasi 

(SOD). Le risposte indotte dal trattamento negli individui del gruppo sperimentale sono state 

confrontate con quelle osservate negli individui appartenenti a un gruppo di controllo, non esposto 

all’inquinante. Gli organi analizzati per osservare eventuali risposte enzimatiche sono stati: le 

branchie e le ghiandole digestive. Le branchie sono caratterizzate dall’epitelio secondario: questo 

tessuto ha una superficie particolarmente ampia, è perennemente in contatto diretto con l’ambiente 
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esterno e non è tanto protetto quanto quello della pelle e della bocca. Le branchie sono coinvolte in 

funzioni vitali come l’osmoregolazione, l’escrezione e la respirazione. Questo le rende una parte 

dell’organismo particolarmente esposta all’inquinante (Poleksić et al., 1994). La scelta di analizzare 

le ghiandole digestive è dovuta al fatto che le cellule di quest’organo, oltre a essere responsabili della 

digestione dei nutrienti e della difesa antiossidante, sono anche deputate al sequestro e alla 

detossificazione dei metalli tossici e degli inquinanti organici provenienti dal mezzo acquatico 

(Faggio et al., 2018). 
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3. MATERIALI E METODI 

3.1. LA SPECIE TARGET 

Il mollusco endemico antartico, Adamussium colbecki (Smith, 1902), è l’unico bivalve esistente 

dell’ordine Pectinoida nell’Oceano Meridionale. Edgar Albert Smith è stato il primo a descriverlo nel 

1902 a Franklin Island, nel mare di Ross (Stockton, 1984). È ampiamente distribuito lungo le coste 

dell’Antartide in popolazioni piuttosto dense, a profondità marine che variano dai 0 ai 1300 m, 

raggiungendo densità eccezionali attorno ai 70 m, dove può ricoprire completamente il fondale 

marino (Greco et al., 2023). I valori molto elevati di densità e biomassa sono sostenuti dalla fioritura 

del fitoplancton, che fornisce un elevato input di materiale biogenico sia al dominio pelagico che a 

quello bentonico (Chiantore et al., 2000). La distribuzione è comunque disomogenea, probabilmente 

a causa di una combinazione di diversi vincoli biologici come la sua abilità di dispersione limitata, la 

necessità di un ambiente estremamente stabile e la presenza di predatori. La distribuzione circum-

antartica di A. colbecki e la sua estrema vulnerabilità alle alterazioni ambientali, lo rendono una scelta 

ottimale come organismo sentinella per il monitoraggio dell’impatto del cambiamento climatico, 

riflettendo l’uso, che era stato proposto in precedenza, di bioindicatore dell’inquinamento di origine 

antropica (Greco et al., 2023). Inoltre, data la sua importanza, è compreso tra le specie degli 

Ecosistemi Marini Vulnerabili (Dell’Acqua et al., 2019). A differenza di altri metazoi antartici, che 

presentano adattamenti morfologici estremamente peculiari, A. colbecki è privo di evidenti modifiche 

rispetto ai suoi parenti che vivono in acque temperate. Gli unici adattamenti documentati riguardano 

una massa corporea ridotta, che potrebbe ridurre i costi energetici associati all’attività natatoria e 

un’organizzazione nanostrutturale della conchiglia unica, che impedisce passivamente il 

congelamento. D’altro canto, questa specie presenta alcune caratteristiche che ne permettono la 

sopravvivenza nelle acque sottozero dell’Oceano meridionale. Queste comprendono: un 

metabolismo, una crescita e uno sviluppo embrionale più lenti e una durata della vita maggiore 

rispetto a molluschi non antartici. Complessivamente, questi tratti portano a un’ottimizzazione del 

bilancio energetico durante il lungo inverno polare, quando la disponibilità di cibo è limitata. Gli 

adattamenti al freddo sono stati studiati in misura minore a livello molecolare, evidenziando 

un’attività enzimatica particolarmente elevata dell’enzima catalasi, che potrebbe essere interpretata 

come un meccanismo di protezione dalla perossidazione lipidica in condizioni di elevata solubilità di 

ossigeno. Studi precedenti hanno rivelato che A. colbecki è significativamente più sensibile allo stress 

termico rispetto ad altri molluschi antartici, infatti, mostra i primi segni di sofferenza attorno ai 0°C, 

diventando progressivamente incapace di rispondere agli stimoli e di nuotare man mano che la 

temperatura dell’acqua si avvicina ai 2°C. Ciò suggerisce che il suo limite termico letale superiore 

potrebbe essere vicino ai 3°C. Gli individui mostrano anche una plasticità fenotipica molto bassa nei 
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confronti delle variazioni di temperatura, quindi, sono incapaci di modificare il proprio 

comportamento natatorio, indipendentemente dalla loro storia di acclimatazione. La recente e 

drammatica riduzione nella copertura di ghiaccio marino antartico dovuta ai cambiamenti climatici 

potrebbe avere un forte impatto sulla sopravvivenza di questa specie, con conseguenze deleterie sulle 

reti trofiche costiere dell’Antartide (Greco et al., 2023). A. colbecki si può trovare su una grande 

varietà di substrati: infatti, in acque poco profonde, può essere trovato attaccato alle rocce, mentre, 

più in profondità, si trova generalmente libero su fondali sabbiosi, ghiaiosi, ma anche sabbioso-limosi, 

sia in superfice che infossato nei sedimenti (Chiantore et al., 2001). 

CLASSIFICAZIONE TASSONOMICA 

Regno: Animalia 

Phylum: Mollusca 

Classe: Bivalvia 

Ordine: Pectinoida 

Famiglia: Pectinidae 

Genere: Adamussium 

Specie: Adamussium colbecki (Smith, 1902) 

(WoRMS Editorial Board, 2025) 

 

3.2. PRELIEVO E TRATTAMENTO DEGLI ORGANISMI 

Gli individui di Adamussium colbecki sono stati prelevati durante la XXXVII spedizione italiana in 

Antartide (periodo 2021-2022) nei pressi della stazione italiana Mario Zucchelli, localizzata nella 

Baia di Terra Nova dinnanzi al Mare di Ross (74°42’S, 164°7’E) a una profondità tra 70 e 80 m. Una 

volta portati nei laboratori della stazione di ricerca, gli esemplari sono stati collocati in acquari aerati 

e termostati a 0°C per 4 giorni per permettergli di acclimatarsi in seguito allo stress dovuto alla cattura. 

In seguito, gli organismi sono stati divisi in due gruppi formati da 10 individui ciascuno: il gruppo di 

controllo e il gruppo sperimentale. Gli organismi appartenenti al gruppo di controllo sono stati 

mantenuti in vasche aerate, alimentate con acqua di mare circolante raccolta a una profondità di 5 m, 

al fine di riprodurre il loro habitat naturale. La temperatura dell'acqua è stata mantenuta a 0,01 ± 0,02 

°C, garantendo condizioni ottimali. I parametri di qualità dell'acqua, tra cui il pH, la salinità e la 

pressione parziale di ossigeno, sono stati costantemente monitorati e mantenuti stabili. Le medesime 

condizioni sono state replicate per il gruppo sperimentale, con l'unica differenza che, in quest'ultimo, 

è stata aggiunta una concentrazione di BPA pari a 250 μg/L. Al termine del periodo di esposizione, 
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della durata di 10 giorni, gli organismi sono stati sacrificati e dissezionati, separando i tessuti molli 

dal guscio e isolando i tessuti e gli organi di interesse: le branchie e le ghiandole digestive. I campioni 

raccolti sono stati congelati immediatamente in azoto liquido e conservati a -80°C, in attesa di essere 

trasportati in Italia per le successive analisi di laboratorio. 

 

3.3. OMOGENEIZZAZIONE DEI TESSUTI 

Ai campioni, che erano stati riuniti in pool di circa 1-2 grammi ciascuno, è stato aggiunto un volume 

di tampone di omogeneizzazione (Tris-HCl 20 mM a pH 7,6, contenente EDTA 1 mM, DTT 1 mM, 

saccarosio 0,5 M e KCl 0,15 M) pari a 4 volte il loro peso in grammi (4-8 mL). Successivamente i 

tessuti sono stati sminuzzati meccanicamente con l’utilizzo del Polytron e centrifugati per 50 minuti 

a 20,000 rpm in centrifuga Beckman modello J2-21 a una temperatura di 4°C. Tramite questa 

operazione sono state ottenute due fasi distinte. Il surnatante è stato trasferito in provette Eppendorf, 

congelato e conservato a -80°C per poter essere utilizzato nelle successive analisi biochimiche. 

 

3.4. DOSAGGIO PROTEICO (Lowry et al., 1951) 

Il contenuto proteico dell’estratto cellulare è stato determinato utilizzando il reagente fenolico Folin-

Ciocâlteu secondo la metodica di Lowry et al. (1951). La concentrazione proteica di ciascun 

campione, espressa in mg/mL, è stata calcolata tramite regressione lineare tra quantità note e crescenti 

di standard (albumina sierica bovina, BSA) e i relativi valori di assorbanza misurati a una lunghezza 

d’onda di 750 nm. 

Reagenti: 

• Soluzione A: Na2CO3 2% e NaOH 0,1 M; 

• Soluzione B: CuSO4 ∙ 5 H2O 0,5% in citrato di sodio 1%; 

• Soluzione C: 25 mL di soluzione A + 0,5 mL di soluzione B (rapporto 1:50); 

• Soluzione D: 1,36 mL di H2O + 1 mL di Folin; 

• BSA 1 mg/mL; 

• Tampone di omogeneizzazione; 

• Campioni. 

La prima parte del saggio è consistita nella determinazione della retta di taratura. Sono state preparate 

una serie di provette contenenti quantità note e crescenti di BSA (tabella 3.4). In ciascuna coppia di 
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provette, ad esclusione delle prime due, è stata aggiunta una quantità di H2O MilliQ tale che, sommata 

alla quantità di BSA, desse un volume pari a 200 μL. 

N° Provetta 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

Albumina (µL) 0 0 10 10 20 20 30 30 40 40 60 60 80 80 

H₂O MilliQ (µL) 200 200 190 190 180 180 170 170 160 160 140 140 120 120 

Soluzione C (ml) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Soluzione D (µL) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
Tabella 3.4: schema delle soluzioni utilizzate per determinare la retta di taratura 

È stato aggiunto 1 mL di soluzione C in tutte le provette che sono state agitate con il Vortex. Una 

volta passati 10 minuti, sono stati aggiunti 100 μL di soluzione D e si è lasciato incubare al buio per 

30 minuti. Infine, sono state effettuate le misure dell’assorbanza mediante lo spettrofotometro a una 

lunghezza d’onda di 750 nm con le quali è stato possibile calcolare la retta di taratura (figura 3.5). 

 

Figura 3.5: retta di taratura 

Il saggio è stato utilizzato per determinare il contenuto proteico nei campioni, utilizzando di solito 8 

μL per le branchie e 4 μL per le ghiandole digestive. Nei bianchi i volumi dei campioni sono stati 

sostituiti da eguali volumi di tampone di omogeneizzazione. 

Una volta effettuate le misure di assorbanza, per ciascun doppio è stata calcolata la media dei valori 

e ad essa è stato poi sottratto il valore della media dei bianchi. A quel punto è stato possibile calcolare 

la concentrazione delle proteine, espressa in mg/mL, con la seguente formula: 

𝑚𝑔 𝑑𝑖 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑒

𝑚𝐿
=
𝑦 − 𝑎

𝑏
∙

0,001

𝑚𝐿 𝑑𝑖 𝑐𝑎𝑚𝑝𝑖𝑜𝑛𝑒
 

Dove, data l’equazione della retta di taratura y = 0,0083x + 0,0549: 

y = 0,0083x + 0,0549
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− y è il valore di assorbanza; 

− x è la concentrazione di proteine da determinare; 

− 0,0083 è il coefficiente angolare della retta; 

− 0,0549 è l’intercetta della retta; 

− 0,001 è il fattore di conversione da μg a mg. 

 

3.5. SAGGIO DELL’ATTIVITÀ DELLE SUPEROSSIDO DISMUTASI (Crapo et al., 1978) 

Il saggio per determinare l’attività delle SOD è stato effettuato secondo la metodica di Crapo et al. 

(1978). Si basa sulla capacità dell’enzima di eliminare il radicale ∙O2⁻ che viene generato dalla 

reazione tra ipoxantina e xantina ossidasi, quindi, di inibire la riduzione del citocromo c3⁺ a citocromo 

c2⁺ che avviene ad opera del radicale stesso. L’inibizione di tale reazione può essere misurata 

attraverso un incremento dell’assorbanza minore nel campione rispetto al bianco in quanto si forma 

meno citocromo ridotto (c2⁺). 

Reagenti: 

• Tampone SOD (KH2PO4 e Na2HPO4 ∙ 2 H2O) pH 8,6 + EDTA e NaN3; 

• Soluzione di citocromo c 1,6 mM; 

• Soluzione di ipoxantina 13 mM; 

• Soluzione di xantina ossidasi; 

• Tampone di omogeneizzazione; 

• Campioni. 

L’assorbanza è stata determinata a 550 nm e la cinetica enzimatica è stata misurata a intervalli di 10 

secondi per 3 minuti. Le soluzioni contenenti i campioni erano costituite da: 930 μL di tampone SOD, 

20 μL di ipoxantina, 10 μL di citocromo c, 30 μL di campione e 10 μL di xantina ossidasi. Nei bianchi, 

i campioni sono stati sostituiti da 30 μL di tampone SOD, portandone il volume totale a 960 μL. 

Una volta raccolti tramite spettrofotometro i valori di assorbanza sia per il bianco che per il campione, 

sono state calcolate le unità di SOD per mL con la seguente formula: 

𝑈 𝑆𝑂𝐷

𝑚𝐿
=
1 −

𝐴𝑐
𝐴𝑏

0,5
∙
1

𝑉𝑐
 

Dove: 
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− U SOD è la quantità di enzima che provoca un’inibizione del 50% della reazione di 

riduzione del citocromo; 

− Ac è l’assorbanza media dei campioni; 

− Ab è l’assorbanza media dei bianchi; 

− Vc è il volume del campione. 

I valori sono stati poi normalizzati rispetto al contenuto proteico totale del campione: 

𝑈 𝑆𝑂𝐷
𝑚𝐿

𝑚𝑔 𝑑𝑖 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑒
𝑚𝐿

=
𝑈 𝑆𝑂𝐷

𝑚𝑔 𝑑𝑖 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑒
 

 

3.6. DOSAGGIO DELL’ATTIVITÀ CATALASICA (Livingstone et al., 1992) 

L’attività della catalasi (CAT) è stata quantificata tramite la metodica di Livingstone et al. (1992); 

questa consiste nel misurare il decremento di assorbanza, dovuto alla dismutazione del perossido di 

idrogeno da parte dell’enzima, a una lunghezza d’onda di 240 nm tramite spettrofotometro (UV).  

Reagenti: 

• Tampone fosfato (KH2PO4 + Na2HPO4 ∙ 2 H2O) 50 mM, pH 7,5; 

• Perossido di idrogeno (H2O2) 50 mM; 

• Campioni. 

Il saggio è stato eseguito in doppio per ogni campione e per il bianco. Nel primo caso sono stati 

inseriti in una cuvetta il tampone fosfato 50 mM a pH 7,5 e il campione, per un volume totale di 2 

mL: per le branchie, 150 μL di campione e 1850 μL di tampone fosfato; per le ghiandole digestive, 

30 μL di campione e 1970 μL di tampone fosfato. Per i bianchi, il campione è stato sostituito da un 

pari volume di tampone di omogeneizzazione. 

Prima di inserire le cuvette nello spettrofotometro è stato aggiunto velocemente 1 mL di H2O2 (50 

mM). La misura della cinetica enzimatica è avvenuta ogni 10 secondi per 1 minuto. Il saggio è stato 

eseguito per 5 campioni di branchie e 5 campioni di ghiandole digestive. 

Una volta effettuata la misura dell’assorbanza, sia per i controlli che per i trattati, è stato possibile 

determinare l’attività enzimatica per unità di volume utilizzando la seguente formula: 

𝑈 𝐶𝐴𝑇

𝑚𝐿
=
(𝐴𝑖 − 𝐴𝑓)

40
∙
1

(
𝑡
60)

∙
𝑉𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒
𝑉𝑐𝑎𝑚𝑝𝑖𝑜𝑛𝑒

∙ 1000 
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Dove: 

− U CAT è la quantità di enzima che, in un minuto, provoca l’ossidoriduzione di 1 mmole di 

H2O2; 

− Ai è l’assorbanza media iniziale (misurata a t = 0); 

− Af è l’assorbanza media finale (misurata a t = 60); 

− 40 è il coefficiente di estinzione millimolare di H2O2; 

− t è il tempo trascorso tra la prima e l’ultima misura di assorbanza (s); 

− 1000 è il fattore di conversione da mmol a μmol. 

I valori ottenuti, come per il saggio precedente, sono stati poi normalizzati rispetto al contenuto 

proteico totale del campione: 

𝑈 𝐶𝐴𝑇
𝑚𝐿

𝑚𝑔 𝑑𝑖 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑒
𝑚𝐿

=
𝑈 𝐶𝐴𝑇

𝑚𝑔 𝑑𝑖 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑒
 

 

3.7. DOSAGGIO DELLE GLUTATIONE PEROSSIDASI Se-DIPENDENTI (Livingstone et 

al., 1992) 

In questo saggio, condotto secondo la metodica di Livingstone et al. (1992), è stata misurata la 

velocità di ossidazione di NADPH operata dall’eccesso di glutatione reduttasi (GR) per la riduzione 

di GSSG a GSH. L’attività delle GPx Se-dipendenti viene valutata utilizzando il perossido di idrogeno 

(H2O2) come substrato inorganico che viene consumato. 

Reagenti: 

• Stock solution (NADPH 0,15 mM, GSH 2,5 mM, NaN3 1,25 mM e GSH reduttasi 1.25 U); 

• Soluzione di perossido di idrogeno (30%); 

• Tampone di omogeneizzazione; 

• Campioni. 

Per i bianchi sono stati utilizzati 800 μL di stock solution e 100 μL di tampone di omogeneizzazione. 

Per la misurazione dei campioni, il tampone è stato sostituito: nelle branchie, con 100 μL di campione; 

nelle ghiandole digestive, con 15 μL di campione e 85 μL di H2O MilliQ. Prima di inserire le cuvette 

nello spettrofotometro, ad entrambe le soluzioni sono stati aggiunti 100 μL di H2O2. La cinetica 

enzimatica è stata seguita ogni minuto per un totale di 300 secondi e le letture dei valori di assorbanza 

sono state fatte a una lunghezza d'onda di 340 nm. L’attività enzimatica delle GPx è stata calcolata 

con la seguente formula: 



 

19 

 

𝑈 𝐺𝑃𝑥

𝑚𝐿
=
(𝐴𝑖 − 𝐴𝑓)

(
∆𝑡
6,22)

∙
1000

𝑉𝑐𝑎𝑚𝑝𝑖𝑜𝑛𝑒
 

− U GPx è pari alle nmol di NADPH ossidate al minuto per unità di volume; 

− Ai è l’assorbanza media iniziale a cui è stata sottratta l’assorbanza media dei bianchi (misurata 

a t = 0); 

− Af è l’assorbanza media finale a cui è stata sottratta l’assorbanza media dei bianchi (misurata 

a t = 300); 

− Δt è il tempo trascorso tra la prima e l’ultima misura di assorbanza (s); 

− 6,22 è il coefficiente di estinzione del NADPH; 

− 1000 è il fattore di conversione da L a mL. 

Il valore ottenuto dell’attività, come descritto per gli altri saggi, è stato poi normalizzato con il 

contenuto di proteine totali nel campione ricavato precedentemente: 

𝑈 𝐺𝑃𝑥
𝑚𝐿

𝑚𝑔 𝑑𝑖 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑒
𝑚𝐿

=
𝑈 𝐺𝑃𝑥

𝑚𝑔 𝑑𝑖 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑒
 

 

3.8. DOSAGGIO DELLE GLUTATIONE PEROSSIDASI TOTALI (Livingstone et al., 1992) 

Per questo saggio è stata seguita nuovamente la metodica di Livingstone et al. (1992). È stata 

quantificata l’attività delle GPx totali, che includono sia le Se-dipendenti che le Se-indipendenti, 

misurando i valori di assorbanza dei bianchi e delle soluzioni contenenti i campioni. Il substrato 

utilizzato in questo caso è stato il cumene idroperossido (CHP): un perossido organico la cui riduzione 

può essere catalizzata da entrambi i tipi di GPx. 

Reagenti: 

• Stock solution; 

• Cumene idroperossido 30 mM; 

• Tampone di omogeneizzazione; 

• Campioni. 

Per i bianchi, la composizione era la medesima del dosaggio precedente. Per i campioni, i 100 μL del 

tampone di omogeneizzazione sono stati sostituiti con: 50 μL di campione e 50 μL di H2O MilliQ per 

le branchie; 5 μL di campione e 95 μL di H2O MilliQ per le ghiandole digestive. Ad entrambe le 

soluzioni sono stati aggiunti 100 μL di CHP, anziché H2O2, prima di inserire le cuvette nello 
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spettrofotometro. Anche in questo caso, successivamente è stata calcolata l’attività enzimatica delle 

GPx per mL di soluzione ed è stata poi normalizzarla rispetto al contenuto proteico totale. 

 

3.9. ANALISI STATISTICA 

I valori ottenuti sono riportati come media ± deviazione standard. Per determinare eventuali 

differenze statistiche è stata effettuata l’analisi del t-test di Student fornito dal programma GraphPad. 

Sono stati considerati significativi i valori con p < 0,05; altamente significativi i valori con p < 0,01 

ed estremamente significativi i valori con p < 0,001. 
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4. RISULTATI 

 

 

Figura 4.1: attività delle superossido dismutasi nei tessuti di branchie e ghiandole digestive di A. 

colbecki; confronto tra gruppo di controllo e gruppo esposto a BPA. Le barre di errore rappresentano 

la deviazione standard (n. s. = non significativo; * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001). 

Dall’analisi dei risultati riportati nel grafico (figura 4.1), si osserva che l’attività dell’enzima 

superossido dismutasi è maggiore nelle branchie degli individui esposti a BPA rispetto ai controlli. 

L’incremento è statisticamente significativo (p < 0,01) ed è pari al 130%. Per quanto riguarda le 

ghiandole, non vi è alcuna differenza significativa. È presente una differenza statisticamente 

significativa, a seguito del trattamento, tra le branchie e le ghiandole digestive, dove le prime 

presentano una maggiore attività. 
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Figura 4.2: attività della catalasi nei tessuti di branchie e ghiandole digestive di A. colbecki; 

confronto tra gruppo di controllo e gruppo esposto a BPA. Le barre di errore rappresentano la 

deviazione standard (n. s. = non significativo; * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001). 

Osservando i dati riguardanti l’attività dell’enzima catalasi (figura 4.2), si può notare che sia 

maggiore negli organismi trattati con BPA rispetto a quelli di controllo sia nelle branchie che nelle 

ghiandole digestive. L’incremento è del 95% nelle branchie, mentre nelle ghiandole digestive è 

superiore all’80%. È riscontrabile una differenza statisticamente significativa, sia negli organismi di 

controllo che in quelli trattati, tra le branchie e le ghiandole digestive: in questo caso, invece, la 

maggiore attività è presente nelle ghiandole digestive. 
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Figura 4.3: attività delle glutatione perossidasi selenio dipendenti nei tessuti di branchie e ghiandole 

digestive di A. colbecki; confronto tra gruppo di controllo e gruppo esposto a BPA. Le barre di errore 

rappresentano la deviazione standard (n. s. = non significativo; * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = 

p < 0,001). 

I risultati del dosaggio dell’attività delle glutatione perossidasi Se-dipendenti (figura 4.3) evidenziano 

come, diversamente dall’attività della CAT, ma similmente all’attività della SOD, solamente nelle 

branchie degli individui esposti a BPA vi sia un incremento statisticamente significativo (p < 0,001) 

pari al 560%, mentre nelle ghiandole digestive non vi sia alcuna differenza. Si osserva una differenza 

statisticamente significativa, a seguito del trattamento, tra le branchie e le ghiandole digestive: 

similmente all’attività della SOD, la maggiore attività è presente nelle branchie. 
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Figura 4.4: attività delle glutatione perossidasi totali nei tessuti di branchie e ghiandole digestive di 

A. colbecki; confronto tra gruppo di controllo e gruppo esposto a BPA. Le barre di errore 

rappresentano la deviazione standard (n. s. = non significativo; * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = 

p < 0,001). 

Dal grafico (figura 4.4), che illustra l’attività delle glutatione perossidasi totali, si evince che ci sia 

stato un incremento dell’attività enzimatica in entrambi i tessuti degli organismi esposti a BPA rispetto 

a quelli di controllo. Per quanto riguarda le branchie, l’aumento è superiore al 470%, nelle ghiandole 

digestive è del 1090%. Non si rileva alcuna differenza statisticamente significativa tra branchie e 

ghiandole digestive, né negli organismi di controllo né in quelli trattati. 
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Figura 4.5: Confronto tra l’attività delle GPx totali, delle GPx Se-dipendenti e delle GPx Se-

indipendenti, ricavate per differenza tra le altre due, nelle branchie di A. colbecki. 

 

 

Figura 4.6: Confronto tra l’attività delle GPx totali, delle GPx Se-dipendenti e delle GPx Se-

indipendenti, ricavate per differenza tra le altre due, nelle ghiandole digestive di A. colbecki. 
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Ciò che emerge dai risultati riportati nelle figure 4.5 e 4.6, è che per le branchie (figura 4.5) l’aumento 

dell’attività delle GPx totali negli organismi trattati rispetto ai controlli è dovuto a un contributo sia 

delle GPx Se-dipendenti che, in misura maggiore, delle GPx Se-indipendenti. Nelle ghiandole 

digestive (figura 4.6), il contributo all’incremento dell’attività delle GPx totali è dovuto 

sostanzialmente all’aumento dell’attività delle GPx Se-indipendenti. 
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5. CONCLUSIONI 

Osservando i risultati ottenuti relativi all’enzima SOD si osserva che, in seguito all’esposizione a 

BPA, c’è stato un aumento di attività statisticamente significativo rispetto ai controlli a livello delle 

branchie, ma non a livello delle ghiandole digestive. Questo potrebbe essere imputabile al differente 

bioaccumulo dell’inquinante nei due tessuti, infatti, le analisi hanno evidenziato un bioaccumulo nelle 

branchie pari a circa 930 volte quello nelle ghiandole digestive (tabella 5.1). Interessante è anche 

osservare che l’esposizione a una concentrazione di BPA minore di un fattore 10 (25 μg/L), non 

provocava alcuna differenza statisticamente significativa nell’attività enzimatica né nelle branchie né 

nelle ghiandole digestive (tesi di laurea di Mamprin, 2023). In questo caso, come era presumibile, il 

bioaccumulo risultava circa 1/16 nelle branchie e 1/5 nelle ghiandole digestive rispetto ai valori 

misurati con la concentrazione di 250 μg/L. Si può evincere che, con la concentrazione maggiore di 

inquinante, l’organismo risponda in modo adeguato aumentando l’attività della SOD. 

Andando ad analizzare i risultati ottenuti per la CAT, si può notare come, negli organismi esposti a 

BPA, ci sia stato un incremento statisticamente significativo dell’attività enzimatica, il cui valore circa 

raddoppia sia nelle branchie che nelle ghiandole digestive. Questo aumento, per quanto riguarda le 

branchie, è in parte riconducibile al fatto che c’è un aumento anche nell’attività della SOD. 

Quest’ultima, infatti, tramite la reazione di dismutazione del radicale superossido, porta a un aumento 

nella produzione del perossido di idrogeno su cui agisce la CAT che, di conseguenza, aumenta la sua 

attività. Per quanto riguarda le ghiandole digestive, è ragionevole ritenere che ci sia stato un aumento 

del perossido di idrogeno indipendente dall’attività della SOD. Si può ipotizzare che la CAT abbia 

funzionato in modo efficiente in entrambi gli organi. I risultati ottenuti dalle analisi effettuate con la 

concentrazione minore di BPA non mostravano alcuna differenza statisticamente significativa 

dell’attività enzimatica tra controlli e trattati per nessuno dei due organi (tesi di laurea di Mamprin, 

2023). Come ipotizzato per l’enzima SOD, anche per la CAT la differenza nell’attività enzimatica 

potrebbe essere dovuta al minore bioaccumulo che si ha in entrambi gli organi con la concentrazione 

minore di BPA. 

Sulla base dei dati relativi all’attività enzimatica delle GPx Se-dipendenti si riscontra che, in seguito 

al trattamento, ci sia stato un incremento statisticamente significativo nelle branchie degli individui 

esposti a BPA, ma non nelle ghiandole digestive. L’aumento di attività enzimatica a livello delle 

branchie, come già menzionato per la CAT, potrebbe essere in parte collegato all’aumento della SOD 

che, a sua volta, comporta un aumento del perossido di idrogeno, su cui vanno ad agire anche le GPx. 

Stranamente, invece, con la concentrazione di BPA di 25 μg/L, l’attività delle GPx Se-dipendenti 

aumentava in entrambi gli organi (tesi di laurea di Mamprin, 2023). 
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I risultati delle GPx totali rivelano incrementi di attività enzimatica statisticamente significativi per 

entrambi gli organi. L’aumento delle GPx totali è dovuto: per le branchie, a un aumento sia 

dell’attività delle GPx Se-dipendenti che delle Se-indipendenti, mentre per quanto riguarda le 

ghiandole digestive, l’aumento è dovuto soltanto alle Se-indipendenti. Questo dato indica che vi è un 

aumento maggiore dei perossidi organici rispetto a quelli inorganici, in quanto queste GPx agiscono 

esclusivamente sui primi. 

  Branchie Ghiandola digestiva 
BPA 25 μg/L 170 0,66 
BPA 250 μg/L 2800 3 

Tabella 5.1: bioaccumulo di BPA nelle branchie e nella ghiandola digestiva di A. colbecki. 

Confrontando le attività enzimatiche presenti nei due tessuti presi in esame, nei controlli non vi è 

alcuna differenza, ad eccezione della CAT, la cui attività è circa il doppio nelle ghiandole digestive 

rispetto alle branchie. Risultati simili sono stati ottenuti da studi precedenti, come quello effettuato 

da Regoli et al. (1997), in cui erano stati riscontrati livelli di CAT più elevati nella ghiandola digestiva 

di Adamussium colbecki rispetto ad altri molluschi di acque temperate. Questi sono indicativi di un 

adattamento alle condizioni ambientali dell’ambiente antartico, in cui, a causa della bassa temperatura 

dell’acqua, la solubilità di ossigeno è maggiore. È necessario considerare inoltre che, come spiegato 

in uno studio di Santovito et al. (2012), la ghiandola digestiva dei molluschi è l’organo principale 

deputato alla detossificazione e alla difesa dell’organismo.  

Nel caso degli organismi trattati, le differenze tra branchie e ghiandole digestive sono tutte 

statisticamente rilevanti ad esclusione delle GPx totali, con una maggiore attività nelle branchie. 

Un’ultima considerazione: non si riscontra mai una diminuzione dell’attività enzimatica a seguito del 

trattamento, in quanto questa o rimane invariata o aumenta. Sulla base di ciò è possibile affermare 

che presumibilmente l’organismo abbia risposto in maniera efficace e adeguata all’esposizione 

all’inquinante aumentando l’attività degli enzimi antiossidanti. 

Ad oggi, a nostra conoscenza, non sono stati effettuati molti studi in letteratura che documentino le 

risposte antiossidanti che il BPA potrebbe provocare nei bivalvi antartici. Le analisi riportate in questo 

studio sull’attività degli enzimi antiossidanti di Adamussium colbecki hanno portato alla luce risultati 

interessanti, ma hanno anche evidenziato la necessità di nuovi studi che possano ulteriormente 

approfondire quali possono essere gli impatti di un inquinante di sintesi come il BPA sull’ambiente. 
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