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Editoriale

In un momento cosi importante, e per certi versi caotico, nel qua-
le sono state pubblicate o sono in corso di finalizzazione numero-
se nuove direttive ambientali nel campo della protezione delle
acque, all'interno del grande programma europeo Green Deal, la
nostra rivista ultraquarantennale continua a proporsi come un
luogo di discussione per enti pubblici e privati per scambiare co-
noscenze allo scopo di implementare in Italia i nuovi principi nor-
mativi.

In attesa dell’entrata in vigore dei nuovi parametri previsti dalla
nuova Direttiva sulle acque destinate al consumo umano
2020/2084, un grande gestore delle acque come Acquedotto
Pugliese condivide con la comunita scientifica i metodi LC/MS-
MS da loro sviluppati per due classi di sostanze, nitrosammine e
acidi aloacetici, nelle acque potabili. La forza di questi metodi &
I'eliminazione dei metodi di estrazione in modo da minimizzare le
potenziali fonti di interferenze ambientali sulla determinazione
quantitativa degli analiti. | metodi, rapidi e robusti, saranno utili
al controllo di qualita delle acque potabili, sia per il monitoraggio
dei possibili sottoprodotti di disinfezione che per il monitoraggio
di eventuali contaminazioni delle acque potabili da eventuali rila-
sci da materiali a contatto

Negli ultimi decenni la protezione della biodiversita, lo sviluppo
sostenibile, i cambiamenti climatici e la salute degli ecosistemi
sono diventati temi centrali nel processo decisionale europeo e
internazionale. In questo contesto, I'approccio ecotossicologico
riveste un importante ruolo chiave di sistema di allarme precoce,
di screening e previsione con l'obiettivo di rilevare effetti tossici
causati da contaminanti o0 miscele di contaminanti sconosciuti. A
seguito dell'inserimento dei saggi biologici nella normativa am-
bientale, e al fine di garantire una maggiore confrontabilita dei
risultati, € necessaria la disponibilita di protocolli metodologici
che garantiscano, unitamente alla significativita scientifica, i re-
quisiti di una elevata rappresentativita ambientale e di una suffi-
ciente manualita esecutiva. In questo numero & presentato I'ap-
plicazione del saggio acuto con il crostaceo anfipode Monocoro-
phium insidiosum, con suggerimenti e indicazioni applicative ed
operative, riguardanti I'allevamento ed il mantenimento dell’anfi-
pode, per dare uno strumento di armonizzazione agli operatori
dei laboratori ecotossicologici.

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

Stefano Polesello
Direttore Scientifico



Protocollo operativo per I'utilizzo del crostaceo anfipode Monocoro-
phium insidiosum nei test di tossicita acuta
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RIASSUNTO

Negli ultimi decenni la protezione della biodiversita, lo sviluppo sostenibile, i cambiamenti climatici e la
salute degli ecosistemi sono diventati temi centrali nel processo decisionale europeo e internazionale.
In questo contesto, I'approccio ecotossicologico riveste un importante ruolo chiave di sistema di allar-
me precoce, di screening e previsione con l'obiettivo di rilevare effetti tossici causati da contaminanti o
miscele di contaminanti sconosciuti. A seguito dell'inserimento dei saggi biologici nella normativa am-
bientale, e al fine di garantire una maggiore confrontabilita dei risultati, & necessaria la disponibilita di
protocolli metodologici che garantiscano, unitamente alla significativita scientifica, i requisiti di una
elevata rappresentativita ambientale e di una sufficiente manualita esecutiva. Il presente contributo
contiene informazioni metodologiche utili per I'applicazione del saggio acuto con il crostaceo anfipode
Monocorophium insidiosum, incluso suggerimenti e indicazioni applicative ed operative, aggiornate
sulla base di recenti studi e pubblicazioni scientifiche riguardanti I'allevamento ed il mantenimento
dell’anfipode. Lo scopo & quello di agevolare il raggiungimento di un buon livello di autonomia esecuti-
va degli operatori, consentendo I'avvio di prove di interconfronto/intercalibrazione a livello nazionale, al
fine di definire da ultimo una carta di controllo nazionale .

SUMMARY

In recent decades, the biodiversity protection, sustainable development, climate changes and the ecosys-
tems health, have become the main topics in European and international policy making. In this context,
the ecotoxicological approach plays an important key role as an early warning, screening and prediction
system with the aim of detecting toxic effects caused by unknown contaminants or mixtures. Following the
inclusion of biological assays in environmental legislation, and in order to assurance greater comparability
of the results, the availability of methodological protocols is necessary which guarantee, together with
scientific significance, the requirements of high environmental representativeness and sufficient execu-
tive ability. This contribution contains methodological information useful for the application of the acute
assay with the amphipod crustacean Monocorophium insidiosum, including operational suggestions appli-
cation and indications, updated on the basis of recent studies and scientific publications.

La scelta dei bioindicatori da utilizzare nei test di tos-
sicita rappresenta uno step fondamentale, che dipen-
de dall’obiettivo che si vuole perseguire e dalla matri-
ce d’analizzare. In generale, un bioindicatore puo es-
sere considerato come bersaglio biologico, in grado di
fornire, mediante risposte identificabili (biochimiche,
fisiologiche, morfologiche, corologiche), informazioni
sulla qualita dell’lambiente.

Le specie bioindicatrici, oltre ad avere caratteristiche
intrinseche che le rendono degli affidabili indicatori
della qualita ambientale (ad es. ampia distribuzione
geografica, disponibilita per I'uso durante tutto I'anno,
elevato numero d’individui, etc.) devono essere facili

1. INTRODUZIONE

L’indagine ecotossicologica rappresenta un efficace e
utile strumento, riconosciuto a livello europeo, per la
gestione e la comprensione dei potenziali effetti av-
versi derivanti dall’esposizione multipla a contami-
nanti, inclusi quelli non contemplati dalla normativa
(contaminanti emergenti). Attraverso I'approccio eco-
tossicologico si ottengono dati per valutare la tossici-
ta di una sostanza chimica (solida o liquida), di una
miscela di composti o di una matrice ambientale me-
diante I'allestimento di saggi di tossicita di laborato-
rio. Essi prevedono I'esposizione di alcuni organismi
alla matrice in esame in concentrazioni note (test su

sostanze pure) o ignote (campioni ambientali), al fine
rilevare una specifica risposta biologica (o danno), e
di stimare il rischio attribuibile alla stessa. In partico-
lare, I'ecotossicologia acquatica prende in esame non
solo il proprio comparto d’elezione, ma fornisce indi-
cazioni sul substrato e sullo stato di salute organismi
che in essa vivono.

* linda.prato@irsa.cnr.it

da campionare e facilmente manipolabili in laborato-
rio. Inoltre, devono possedere una elevata sensibilita
in grado di rispondere all’esposizione a bassi livelli di
contaminanti (Oliva et al., 2018).

Negli ecosistemi marini specie appartenenti a taxa
diversi vengono utilizzate come strumenti diagnostici
per il monitoraggio e la gestione della valutazione del
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rischio ambientale (Narracci et al., 2009; Costa et al.,
2015; Rotini et al., 2018)

Negli ultimi anni, molti studi si sono concentrati sull’i-
dentificazione di specie bioindicatrici idonee per svi-
luppare saggi biologici con protocolli di esposizione
riproducibili e affidabili.

| crostacei sono tra gli organismi modello pil comuni
nei test di ecotossicita acuta. Svolgono un ruolo chia-
ve nelle reti alimentari marine e nel loro flusso ener-
getico, agendo sia come prede che come predatori a
vari livelli trofici, spesso nella facies sedimentaria,
essendo potenziali bersagli (Annicchiarico et al.
2007).

Tra questi gli organismi infaunali, che occupano mi-
crohabitat al di sotto dell’interfaccia acqua-sedimento
e quindi sono piu esposti agli inquinanti presenti nel
sedimento e sicuramente gli anfipodi sono quelli im-
piegati pitl diffusamente e con maggiore frequenza in
tutto il mondo (Ingersoll, 1995). Il motivo del loro am-
pio utilizzo risiede nel fatto che, complessivamente,
essi soddisfano molti dei criteri richiesti per poter
essere utilizzati come indicatori biologici nei saggi di
tossicita (Annicchiarico et al. 2007; Narracci et al.
2009; Prato et al. 2006, 2010, 2012, 2015; Volpi
Ghirardini and Pellegrini, 2001)

Monocorophium insidiosum & inserito tra le specie
utilizzabili indicate per analisi ecotossicologiche
(saggi biologici di tossicita) nel contesto della valuta-
zione della qualita dei comparti ambientali D.M.
173/16, che disciplina I'autorizzazione alla immersio-
ne deliberata in mare dei sedimenti portuali,
“Regolamento recante modalita e criteri tecnici per
I'autorizzazione all'immersione in mare dei materiali
di escavo di fondali marini” in alternativa ad altri sag-
gi ecotossicologici come terza tipologia, da eseguire
su sedimento intero e sedimento umido (privato
dell’acqua interstiziale) (Fig. 1). L'idoneita di M. insi-
diosum come specie test, inoltre & stata dimostrata
da diverse prove sperimentali di laboratorio che han-
no mostrato una buona acclimatazione alle condizioni
di prova, un'elevata sensibilita alle sostanze tossiche
di riferimento, tolleranza alle variabili ambientali co-
me temperatura, salinita e sensibilita relativamente
elevata ai contaminanti (Prato e Biandolino 2006;
Prato et al. 2008). Inoltre, un precedente studio ha
dimostrato che la granulometria del sedimento e la
sostanza organica totale (TOM) non influenzano la
sua sensibilita (Prato e Biandolino, 2006), confer-
mando ottime riproducibilita del saggio biologico.

Il test sul sedimento tal quale con M. insidiosum &
stato applicato con successo ai sedimenti del Mar
lonio meridionale (Annicchiarico et al. 2007; Narracci
et al. 2009; Prato et al. 2006, 2010, 2012) e del Mar
Adriatico (Guerra et al. 2007). Questo test viene utiliz-
zato abitualmente anche per la valutazione dei sedi-
menti costieri e marini da diverse Agenzie Regionali di
Protezione Ambientale italiane, anche nella prospetti-
va della Direttiva Quadro sulla Strategia Marina
(56/2008/CE).

Data la facilita di mantenimento in laboratorio, M.
insidiosum é stato inoltre ampiamente studiato per la
riproduzione e il ciclo di vita.

Entrambi i sessi sono tubicoli e costruiscono tubi di
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muco e detriti. Questo anfipode marino & stato osser-
vato nutrirsi di particelle depositate come detriti, di
protozoi e diatomee (Dahl, 1973), ma agisce princi-
palmente come alimentatore in sospensione. Costitui-
sce una fonte di cibo per gamberetti e avannotti, poi-
ché si trova nella zona intercotidale e costituisce una
fonte di cibo per numerosi uccelli. Cid aumenta la
rilevanza ecologica di questa specie nei saggi biologi-
ci sui sedimenti (Prato e Biandolino 2006).

2. PRINCIPIO DEL METODO

Il metodo pud essere utilizzato per valutare gli effetti
tossici acuti di campioni di scarichi afferenti in acque
salmastre, marine; di campioni d’acqua superficiale e
sotterranea salmastra, marina; di eluati di fanghi, o di
altri campioni solidi; di estratti di sedimenti e fanghi;
di sostanze pure. Per queste matrici I'’endpoint biolo-
gico considerato € la mortalita dell’anfipode durante
96h di esposizione.

Per valutare la potenziale tossicita dei sedimenti tal
quali, ossia sedimenti comprensivi dell’acqua intersti-
ziale, che hanno subito una minima manipolazione
dopo il campionamento (ASTM, 1994), I'endpoint & la
mortalita che si determina durante 10 giorni di espo-
sizione.

La validita del test & valutata mediante un controllo
negativo, utilizzando per ogni test esclusivamente
acqua di mare. Inoltre, & necessario condurre dei test
di controllo positivo, per testare la sensibilita dell’or-
ganismo a sostanze tossiche di riferimento note e
garantire una corretta valutazione degli effetti osser-
vati.

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

3. CAMPIONAMENTO E CONDIZIONI DI ALLEVAMEN-
TO

M. insidiosum € una specie cosmopolita ampiamente
distribuita lungo le coste europee. Questo anfipode
vive in grande abbondanza nelle zone costiere poco

Figura 1. Adulto di Monocorophium insidiosum
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profonde, nelle zone salmastre e negli estuari con
elevata torbidita (Kevrekidis, 2004; Prato e Biandoli-
no, 2006).

Il campionamento degli organismi da utilizzare nei
test di tossicita deve essere effettuato in una zona
costiera scelta accuratamente, lontana da contamina-
zioni antropiche. M. insidiosum vive su fondi mobili e
il campionamento viene effettuato setacciando deli-
catamente piccole quantita di sedimento attraverso
un setaccio con maglie da 0,5 mm, consentendo la
selezione della dimensione consigliata per il test
(lunghezza del corpo di 2-4 mm).

Gli organismi trattenuti sono introdotti in un conteni-
tore di plastica pulito con acqua proveniente dal sito
di campionamento e immediatamente trasportati al
laboratorio. Durante il periodo caldo conviene raffred-
dare durante il trasporto i contenitori con alcuni sibe-
rini. Una volta giunti in laboratorio gli anfipodi sono
mantenuti in acquari o vasche con acqua di mare
naturale filtrata (FNSW, 0,45 um), e uno strato di se-
dimento del sito di raccolta (2 - 3 cm) e continua-
mente areati con aeratori elettrici (possibilmente con
piu derivazioni) per garantire un livello di ossigeno
disciolto >80%. Durante questo periodo gli animali si
alimenteranno di detrito e microalghe bentoniche
presenti sulla superficie del sedimento natio.

Gli organismi sono tenuti in una camera termostata-
ta, alla temperatura e salinita registrate al momento
del prelievo e fotoperiodo 16L : 8B (luce: buio) con
luce bianca a 1400 lux. In questa prima fase, il man-
tenimento della temperatura dell’acqua nelle vasche
di stabulazione uguale a quella presente nel sito di
prelievo evita I'insorgere di shock termici.

Gli organismi vengono acclimatati alle condizioni spe-
rimentali (16 + 2°C e 36%o) per 3-4 giorni prima dell'i-
nizio dei test (ASTM, 2003).

4. SOLUZIONI E ORGANISMI TEST

4.1 Acqua

Per la preparazione dei controlli negativi, dei controlli
positivi e per I'allestimento delle camere test € prefe-
ribile utilizzare acqua di mare naturale, prelevata da
un’area lontana da impatti antropici, filtrata a 0,22
um (FSW) e con salinita di 38 %.. L'acqua impiegata
per la preparazione della soluzione madre della so-
stanza tossica di riferimento deve essere acqua deio-
nizzata o di purezza equivalente.

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

n°l (2024)

4.2 Soluzioni

| reagenti utilizzati per la preparazione delle soluzioni
di prova e di controllo devono essere di grado analiti-
co. Le soluzioni del tossico di riferimento (controllo
positivo), utilizzate per verificare la sensibilita degli
organismi test sono preparate a partire da soluzioni
madri (1g/L). Il tossico di riferimento comunemente
utilizzato per il M. insidiosum & il nitrato di cadmio
partendo da una soluzione madre di Cd(NOs)2, (99,9
% purezza).

L’uso di una sostanza tossica di riferimento € inoltre
necessario per valutare in condizioni standard il pote-
re discriminante della specie test in presenza di un
tossico. Cid permette di ottenere informazioni sulla
precisione del metodo e sulla riproducibilita intra-
laboratorio, attraverso il confronto con apposite carte
di controllo per garantire che venga stimato corretta-
mente |'effetto misurato nel saggio .

5. STRUMENTAZIONI

In aggiunta alle usuali apparecchiature da laboratorio

SONO necessari:

5.1 camera termostatata dotata di temporizzatore
per I'illuminazione;

5.2 pompa a vuoto per la filtrazione dell’acqua;

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

5.4 salinometro;

5.5 termometro;

5.6 pH-metro;

5.7 ossimetro;

5.8 bilancia analitica

5.9 pompa, aeratore e sistemata di tubicini, rubinet-
ti e pipetta/pietra porosa per I'aerazione;

5.9 microscopio ottico (obiettivi 4x, 10x e 40x);

5.9 micropipette automatiche e/o manuali graduate
da 0,10 mL a 5,00 mL;

5.10 stereomicroscopio per il controllo degli organi-
smi, la conta del numero di sopravvissuti al ter-
mine del saggio;

6. MATERIALI

6,1 contenitori per il trasporto degli organismi

6.2 acquari o vasconi per I'acclimatazione degli or-
ganismi;

6.3 vassoi/vaschette per usi generali di laboratorio

6.4 carta bibula

6.5 setacci ASTM

6.6 vetrini orologio

6.7 pipette Pasteur in plastica da 2 mL;

6.8 pipette Pasteur in vetro 7 x 230 mm

6.9 beakers in vetro borosilicato da 50, 500 e
1000mL

6.10 parafilm
6.11 filtri in nitrocellulosa con porosita di 0,22- 0,45
pm;
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6.12 palloncini in vetro borosilicato da 10, 50, 100
mL;

7. SOLUZIONI E ORGANISMI TEST

7.1 Selezione degli organismi test

Al momento dell’esecuzione del test, un’aliquota del
materiale presente nell’acquario (o vascone) di stabu-
lazione viene trasferita all’interno di una bacinella piu
piccola, contenente acqua di mare. Il sedimento viene
mescolato leggermente in modo che gli animali esca-
no dalle tane e si portino in superficie, dove possono
essere raccolti. Gli organismi da utilizzare devono
essere di eta opportuna: gli individui piu adatti sono
quelli in eta pre-riproduttiva, corrispondenti alle di-
mensioni di 2- 4 mm. Versando I'acqua di mare attra-
verso una serie di setacci (1000- 500- 250 um) si
potra ottenere una selezione della taglia degli organi-
smi. Questa operazione verra ripetuta con il resto del
sedimento fino a quando tutti gli animali fino a quan-
do tutti gli animali saranno recuperati.

Per il test verranno utilizzati gli organismi trattenuti
sul setaccio di 500 uym, che saranno raccolti in una
vaschetta contenente acqua alla salinita del test (36
+ 2 %o). La scelta degli organismi € indispensabile per
ottenere individui di taglia omogenea con sensibilita
simile, saranno eliminati organismi giovani e di gran-
de taglia (adulti e femmine ovigere). Infatti, uno stu-
dio su G. aegiucauda ha evidenziato che la taglia in-
fluenza la sensibilita, per cui gli adulti sono meno
sensibili delle forme giovanili (Prato & Biandolino,
2005).

7.2 Fase preparatoria

Gli organismi sono prelevati con una pipetta Pasteur
rovesciata (al fine di non danneggiare gli organismi).
Inizialmente, gli animali raccolti uno alla volta vengo-
no assortiti random all’interno di piccoli contenitori di
vetro o di plastica da 30-50 mL contenenti acqua
marina, in numero di 20 individui. E’ opportuno non
introdurre gli anfipodi contemporaneamente (nello
stesso sub -campione), allo scopo di garantire la rac-
colta random. Per assicurare un buon margine di ope-
rativita i contenitori devono essere pari al numero di
replicati previsti nel test, pit un ulteriore 10-15%.

Occorre specificare che, se € stato necessario refrige-
rare le matrici da testare, queste devono essere por-
tate alla temperatura scelta per la prova. E solo quan-
do le matrici hanno raggiunto le condizioni indicate
per il test, si potra procedere all'inserimento delle
camere test degli organismi. Analoga procedura vale
per il gruppo degli organismi di controllo.

Inoltre, per i campioni di sedimento per i quali € previ-
sta una valutazione ecotossicologica & necessario
preventivamente privarli di ogni componente di origi-
ne antropica (plastica, vetro, metallo, ecc..) e del ma-

crobenthos presente.

7.3 Allestimento del test

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

® | controllo positivo, rappresentato da concentra-
zioni crescenti della sostanza tossica di riferi-

mento;

® il controllo negativo: con sola acqua di mare
(naturale o artificiale);

® |a matrice ambientale: acqua di mare, acqua
interstiziale, elutriati, sedimenti o altre soluzioni

da testare

7.4 Controllo positivo e Controllo negativo

Per il controllo positivo, il tossico comunemente usato
per il saggio acuto con M. insidiosum € il nitrato di
cadmio Cd(NOs)2. Le soluzioni del tossico di riferimen-
to sono preparate a partire da soluzioni madri com-
merciali 0 da composti solidi diluiti in acqua marina
filtrata ed ossigenata. Le concentrazioni comunemen-
te utilizzate ed idonee alla individuazione di un LCso
sono: O - 0,4- 0,8- 1,6- 3,6- 6,4 mg/L. Le soluzioni
sono preparate in matracci da 500 ml, utilizzando
acqua di mare filtrata (0,45 um) al 36%o.

Il test prevede un’esposizione, della durata di 96h, di
20 organismi a ciascuna concentrazione e replica.

Il test viene condotto in beakers di vetro da 500mL,
in condizioni di temperatura, salinita e luce controlla-
te, all'interno di camere termostate.

Analoga procedura viene eseguita per il controllo ne-
gativo (0 mg/L), ossia il test condotto in sola acqua di
mare filtrata (0,45 um) al 36%o.

7.5 Saggio con campioni ambientali

Per i campioni acquosi di ambienti marini o salmastri
(acqua della colonna ed effluenti di scarico) o i cam-
pioni derivati da sedimenti di ambienti marini o sal-
mastri (acqua interstiziale ed elutriati), il giorno prece-
dente la data di utilizzo, occorre effettuare il trasferi-
mento a 4 °C delle aliquote necessarie per I'allesti-
mento del saggio, per dare loro il tempo di scongelar-
si ed evitare lunghe attese. Inoltre & consigliabile ef-
fettuare una “prova preliminare” con una sola con-
centrazione (campione tal quale) per verificare I’even-
tuale assenza di tossicita. |l risultato ottenuto testan-
do il campione ambientale tal quale viene confrontato
con il risultato del controllo utilizzando la statistica di
base al fine di verificare se le due serie di dati abbia-

Figura 2. Esecuzione del test acuto con M. insidiosum per
la valutazione della qualita di sedimenti marini tal quali
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no la stessa varianza, condizione necessaria per po-
ter poi applicare i test statistici pit comuni per deter-
minare se il risultato ottenuto con il campione si di-
scosta significativamente da quanto ottenuto nel con-
trollo. Nel caso in cui la prova preliminare abbia fatto
registrare valori di mortalita statisticamente differenti
rispetto al controllo negativo € necessario effettuare
una seconda prova, questa volta allestendo il test con
diluizioni del campione in esame. Ad esempio diluen-
do il campione del 75%, 50%, 25%, 12,5% e 6,25%
(v/v). La preparazione delle diluizioni dovra essere
svolta al momento dell’allestimento del test.

Gli organismi verranno prelevati uno alla volta e inse-
riti in numero di 20 in ogni beaker, facendo molta
attenzione a non inserire acqua per non alterare la
concentrazione del tossico

7.6 Allestimento delle camere test con sedimento
tal quale

Il sedimento destinato ad indagine ecotossicologica
non deve essere congelato, ma pud essere conserva-
to a 4°C per 2 settimane prima dell’esecuzione dei
test (Norton et al., 1999).

L’esecuzione del test richiede I'utilizzo di beakers da
1000 mL, nei quali si aggiungono 2-3 cm di sedimen-
to tal quale, 700 mL di acqua di mare filtrata (Fig. 2).
Gli anfipodi, precedentemente distribuiti nei piccoli
contenitori (da 30-50mL.), sono trasferiti in numero di
20, per ogni camera test.

Le camere test devono essere coperte (con vetro d’o-
rologio o pellicola), per limitare I'evaporazione, € man-
tenute in ambiente termostatato a 20 °C.

7.7 Termine del test

Al termine del periodo di esposizione 96h per i cam-
pioni acquosi e 10 giorni di esposizione per i test con
i sedimenti tal quali, si ispezionano le camere test. Gli
organismi morti sono contati allo stereoscopio. Il cri-
terio per la definizione della mortalita & I'assenza di
movimento delle appendici per un periodo di osserva-
zione superiore ai 20 secondi sotto stimolazione lumi-
nosa e meccanica. Inoltre gli individui che non si ritro-
vano piu nella camera test (missing) sono anch’essi
considerati morti. | risultati sono espressi come % di
mortalita.

7.8 Analisi dei dati

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

il coefficiente di variazione (CV%).

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

X -7

Abbatt = m '

100;

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

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

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

7.9 Validita del test

| risultati dei saggi sono giudicati accettabili se al ter-
mine del periodo di esposizione la sopravvivenza de-
gli organismi di controllo &€ <15% (ASTM,1992; US
EPA, 1994). Nel caso in cui queste condizioni non
siano rispettate € consigliabile ripetere la prova con
altri esemplari.

La deviazione standard delle repliche di uno stesso
campione non dovrebbe essere maggiore del 5%. Se
cio dovesse accadere, & possibile scartare la replica
che si discosta maggiormente dalla media.

Inoltre i risultati di ciascun campione vengono consi-
derati validi se il coefficiente di variazione (CV%) &
compreso tra 20 e 30% (Environment Canada, 1990).

Per il calcolo del CV% viene usata la seguente formula

Deviazione Standard
Vi = - = 100
medin

7.10 Validita del test

Le carte di controllo permettono una valutazione e
interpretazione dei risultati nel corso del tempo, ese-
guiti nelle stesse condizioni (stessa specie e stesse
condizioni di laboratorio) e assicurare un range di
valori normalmente osservati (Hayashi et al., 2011;
Rotolo et al., 2021). Sono strumenti indispensabili
per capire quanto una risposta possa essere conside-
rata "normale", ossia quanto & confrontabile con quel-
la normalmente riscontrata nei saggi dello stesso tipo
effettuati in precedenza nello stesso laboratorio di
prova con lo stesso protocollo metodologico (ASTM,
1993, 2003).

Nei laboratori IRSA di Taranto, nell'arco circa 20 anni
di attivita (dal 2005 a 2024), & stato possibile costrui-
re una carta di controllo di riferimento ottenuta da un
ampio data set di test di mortalita riferiti al controllo
negativo 96h LCso relativi al controllo positivo, deter-
minati a 96 ore.

| dati organizzati in carte di controllo di tipo Shewhart
(IS0, 1991), hanno mostrato una mortalita media (%)
nei controlli negativi ben al di sotto del limite di riferi-
mento di £ 15% con un basso livello di variabilita nel
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tempo dovuto al fatto che il 94,2 % delle esecuzioni
del test, rientrava nella media + 2 SD.

La concentrazione letale (LC50) per il Cd(NOs3)2. ha
mostrato una media stabile di 1.20+ 0.71 mg/L
(96h). Le carte di controllo dimostrano che la metodo-

logia e "sotto controllo" del laboratorio.
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Determinazione di acidi aloacetici in acque potabili mediante LC/MS-

MS

acuradi
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RIASSUNTO

E’ stato sviluppato un metodo LC/MS-MS per la determinazione di acidi aloacetici (HAAs) in acque de-
stinate a consumo umano, per i quali attualmente non si dispone di un metodo di prova ufficiale in cro-
matografia liquida. Il metodo, consente di determinare, senza pretrattamenti di estrazione e derivatiz-
zazione sul campione, cinque composti in un campo di misura 3.6-100 ug/L ed é stato applicato al
monitoraggio di routine delle acque distribuite, consentendo di effettuare monitoraggi e valutazioni sui
processi in largo anticipo rispetto alle tempistiche dettate obbligatoriamente dalla legge.

SUMMARY

An LC/MS-MS method has been developed for the determination of haloacetic acids (HAAs) in water in-
tended for human consumption, for which there is currently no official test method in liquid chromatog-
raphy. The method allows the determination of five compounds in a measurement range of 3.6-100 ug/L,
without extraction and derivatization pre-treatments on the sample, and has been applied to the routine
monitoring of distributed water, allowing monitoring and evaluation of processes in well in advance of the

deadlines required by law .

1. INTRODUZIONE

Gli acidi aloacetici sono tra i possibili sottoprodotti
che si sviluppano nei processi di disinfezione durante
i processi di clorazione e cloramminazione delle ac-
que destinate a consumo umano. Il decreto 18 feb-
braio 2023, che recepisce la direttiva UE
2020/21843, introduce questo nuovo parametro tra i
controlli obbligatori da parte del gestore idrico e disci-
plina il valore limite per la somma di 5 composti tra
gli HAAs: I'acido monocloroacetico (MCAA), I'acido
dicloroacetico (DCAA), l'acido tricloroacetico (TCCA),
I'acido monobromoacetico (MBAA), I'acido dibromoa-
cetico (DBAA) e I'acido tribromoacetico (TBAA). Ai sen-
si di tale decreto, la somma dei composti indicati de-
ve essere inferiore a 60 pg/L, con un limite di quanti-
ficazione pari al 30% del valore di parametro. La ga-
scromatografia (GC) é la tecnica fino ad oggi indicata
per la quantificazione degli HAA nei metodi EPA negli
Stati Uniti, ma le metodiche GC richiedono fasi di
estrazione e derivatizzazione del campione e portano
ad una bassa sensibilita nella quantificazione di alcu-
ni analiti. Di contro, il metodo EPA 557, basato sulla
cromatografia ionica-spettrometria di massa, richiede
una linea strumentale specifica con una configurazio-
ne che non puo essere utilizzata per la cromatografia
in fase inversa quando lo strumento non viene utiliz-
zato per l'analisi degli HAA e pertanto non & agevole
nella operativita di un ente di controllo .

2. PRINCIPIO DEL METODO

Il presente metodo ha I'obiettivo di determinare e
quantificare simultaneamente cinque composti ap-
partenenti alla categoria degli acidi aloacetici (HAAs)
in matrici acquose destinate al consumo umano, ov-
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vero acque sottoposte a processo di potabilizzazione,
mediante determinazione in cromatografia liquida-
spettrometria di massa LC/MS-MS.

Il metodo prevede una iniezione diretta dei campioni;
una volta trasferito in una vial per auto campionatore
in vetro ambrata del volume di 2 mL, il campione vie-
ne acidificato allo 0.1% di acido formico e addizionato
di una quantita nota di una miscela di standard inter-
ni marcati. La concentrazione di ciascun analita nei
campioni viene ricavata mediante regressione lineare
ottenuta in fase di taratura del metodo con standard
interno e con opportune soluzioni di riferimento degli
analiti da quantificare. L'associazione del composto
marcato all’analita & indicata in Tabella 1.

3. CAMPO DI APPLICAZIONE

La procedura di prova € applicabile alle acque sotto-
poste al processo di disinfezione con cloro o cloram-
mina. Il campo di misura del metodo € 3.6 + 100 ug/
L per ognuno degli analiti riportati in Tabella 1; con-
centrazioni superiori possono essere determinate
previa diluizione del campione con acqua di rete
esente dagli analiti di interesse e da cloro. Il limite di
quantificazione & stato definito, per ogni analita, pari
alla concentrazione del primo livello di taratura (0.7

Hg/L).

4, CAMPIONAMENTO E CONSERVAZIONE DEL CAM-
PIONE

Il prelievo del campione deve essere effettuato, evi-
tando gorgogliamenti, in vial in vetro scuro da 40 mL
munito di tappo a vite con setto in teflon, in cui & sta-
ta precedentemente aggiunta una opportuna quantita
di cloruro di ammonio in cristalli, riempiendo il conte-
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Tabella 1. Analiti e standard interni marcati usati nella taratura

Analita CAS number Composto ISTD
1 79-08-3 Bromoacetic acid (MBAA) ISTD 1
2 5589-96-8 Bromochloroacetic acid (BCAA)
3 79-11-8 Monochloroacetic acid (MCAA) ISTD 2
4 631-64-1 Dibromoacetic acid (DBAA)
5 79-43-6 Dichloroacetic acid (DCAA)
6 76-03-9 Trichloroacetic acid (TCAA)

ISTD 1 1839-15-2 Bromoacetic acid (MBAA) - 13C

ISTD 2 57858-24-9 Monochloroacetic acid (MCAA) -13C2

nitore completamente con la matrice da analizzare,
evitando la formazione di bolle o sacche d’aria e chiu-
dendo ermeticamente la vial, con la parte teflonata
del setto rivolta all’interno. Dopo il prelievo, la vial va
agitata per uniformarne il contenuto. | campioni in
arrivo in laboratorio devono essere conservati in frigo
(2 + 4°C) ed analizzati entro 24 ore dal prelievo.

5. INTERFERENZE

La presenza di cloro libero residuo nelle acque, prove-
niente da trattamenti di disinfezione, pud alterare i
risultati analitici in quanto il cloro pud continuare a
reagire nel campione; & necessario che i contenitori
dove raccogliere i campioni contengano NH4ClI
(conservante) ad una concentrazione di 100 mg
NH4Cl/L nel campione. Si sconsiglia I'uso del tiosolfa-
to in quanto puo influenzare la forma e la sensibilita
dei picchi, pertanto non & consigliabile utilizzarlo co-
me conservante.

5.1

Errori in eccesso possono essere indotti da effetti
memoria dell’auto campionatore. In tal caso la conta-
minazione deve essere eliminata ottimizzando il tem-
po e la forza del solvente usato per il purge dell’auto-
campionatore, da effettuarsi prima e dopo le analisi
e/0 analizzando ripetutamente bianchi fino alla totale
scomparsa dei segnali attribuiti all’effetto memoria.

Interferenze durante I'analisi

6. APPARECCHIATURE

6.1 Autocampionatore NEXERA SIL-40CX3 Shimad-
Zu:

Spettrometro di massa SCIEX Triple Quad 7500
System - QTRAP Activated, munito di colonna
analitica Luna Omega Polar C18 100 mm x2.1
mm 1.6 um;

Vials in vetro ambrato con tappo da 2 mL, muni-
te di setto monouso in silicone rivestito in teflon;
Pipette tarate a volume variabile Gilson (2-10
pL, 20-200 pL, 100-1000 pL, 1-5 mL, 1-10 mL).

6.2

6.3

6.4

7. REAGENTI
7.1 MTBE, utilizzato per la preparazione delle solu-
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zioni intermedie degli HAAs;

Metanolo per LC/MS, utilizzato per la prepara-
zione delle soluzioni di lavoro e di riferimento;
Acqua per LC/MS;

Acqua minerale, utilizzata per il bianco di analisi
e per la preparazione delle soluzioni di riferimen-
to;

Acido formico per LC/MS;

Ammonio cloruro puro, conservato in essiccatore
a temperatura ambiente per almeno 48 h.

7.2

7.3
7.4

7.5
7.6

8. MATERIALI DI RIFERIMENTO

8.1 Soluzioni madre (1000 mg/L in MtBE). Vengono
preparate singolarmente, a partire dalle polveri
singole dei composti puri 0 possono essere otte-
nuti commercialmente a queste concentrazioni;
Soluzione 1: miscela contenente i cinque com-
posti alla concentrazione 1 mg/L HAA in acqua.
La soluzione viene preparata dalla soluzione a
1000 mg/L;

Soluzione 2: miscela contenente i cinque com-
posti alla concentrazione di 250 pg/L HAA in
acqua; Se necessario, possono essere realizzate
soluzioni intermedie;

Soluzione ISTD 1: ottenere dalle polveri o da una
soluzione commerciale, una miscela dei due
standard marcati isotopicamente ad un livello di
concentrazione di 1000 mg/L in MtBE);
Soluzione ISTD 2: a partire dalla soluzione ISTD
1 preparare una soluzione contenente i due
ISTD ad un livello di concentrazione di 0.5 mg/L
in acqua.

8.2

8.3

8.4

8.5

9. METODO

9.1 Preparazione del campione

Un’ aliquota di campione di 1 mL viene trasferita in
una vial di vetro ambrata da 2 mL per autocampiona-
tore del tipo Nexera e qui addizionata mediante mi-
cropipetta tarata di una aliquota fissa (15 uL) di acido
formico per LC/MS (7.4) e di 30 pL di una miscela di
standard interni marcati (8.5). Le vials chiuse vengo-
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Tabella 3. Principali parametri spettrometrici

S t t 200°C
T:T:ri'ﬁ)o (:llll;s;%) Conc. A% Conc. B% CICE Ll
Source voltage 2000V
1.32 0.20 99.9 0.1 lon source gas 1 50 psi
3.97 0.20 99.9 0.1 lon source gas 2 60 psi
6.62 0.20 95.0 5.0 Curtain gas 40 psi
9.92 0.25 5.0 95.0 CAD gas 9 psi
10.0 0.25 5.0 95.0
14.7 0.25 99.9 0.1 Tabella 4. Transizioni Monitorate in MRM e parametri di
acquisizione
Q1 mass Q3 mass Dwell time EP CE CXP
Composto
P (Da) (Da) (ms) V) V) V)
DCAA 83 35 30 -10 -20 -15
DCAA 85 37 30 -10 -20 -15
MBAA 139 81 50 -10 -18 -15
MBAA 137 79 50 -10 -18 -15
MCAA 93 35 50 -10 -20 -15
MCAA 95 37 50 -10 -22 -15
DBAA 217 81 50 -10 -34 -15
DBAA 215 79 50 -10 -34 -15
TCAA 117 35 50 -10 -18 -15
TCAA 119 37 50 -10 -18 -15
MCAA ISTD 94 35 50 -10 -20 -15
MBAA ISTD 138 79 50 -10 -16 -15

no inserite nel portacampioni refrigerato da cui ven-
gono iniettati 5 uyL di campione. La sequenza da sot-
toporre per le analisi strumentale di routine & sempre
costituita da: a) un Bianco, costituito da acqua di rete
addizionato di ISTD (8.5) all'inizio e alla fine della se-
rie analitica per valutare la presenza di possibile ef-
fetto memoria; B) ICV samples (10.2) ovvero soluzioni
di riferimento a ¢ = 6 e 50 pg/L all'inizio della serie
analitica; campioni di prova, e infine 2 LCS samples
(10.3) ovvero due soluzioni di riferimento in replicato
a ¢ = 6 ug/L alla fine della serie analitica.

9.2 Analisi strumentale

L'analisi strumentale viene effettuata mediante cro-
matografia liquida interfacciata a spettrometria di
massa con interfaccia del tipo Electrospray (ESI) ope-
rante in modalita di ionizzazione negativa, su un siste-
ma Spettrometro di massa SCIEX Triple Quad 7500
System - QTRAP. | principali parametri cromatografici
e di acquisizione in spettrometria di massa sono ri-
portati nelle Tabelle 2 - 4.

La separazione degli analiti &€ effettuata mediante
una colonna analitica Luna Omega Polar C18 100
mm x 2.1 mm 1.6 uym. Le fasi di eluenti utilizzate in
gradiente per la separazione degli analiti sono: A. Ac-
qua + 0.05% di acido formico; B. Metanolo + 0.05%
di acido formico; il gradiente utilizzato per la separa-
zione degli analiti & riportato in Tabella 3. Il volume di
campione iniettato &€ 5 L.

9.3 Sensibilita e linearita

La taratura viene eseguita per ciascun analita su sei
livelli di concentrazione, considerando la compensa-
zione degli standard interni secondo le associazioni
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indicate in Tabella 2. Le concentrazioni degli analiti
per ogni livello di taratura sono: 3.6, 6, 10, 30, 50,
100 pg/L. Le rette di taratura (Figure 1-5) mostrano
una linearita del range esplorato espressa da un coef-
ficiente di determinazione r2 > 0,99 ed é stato verifi-
cato che la migliore regressione possibile € lineare ,
calcolata con il metodo dei minimi quadrati. Cinque
composti sono determinati con un LOQ pari a 3.6 yg/
L, che garantisce di rispettare un LOQ pari al 30% del
valore parametrico per la somma degli acidi aloacetici
(60 ug/L) previsto dal decreto 18/23.

9.4 Accuratezza e Riproducibilita

L’accuratezza e la ripetibilita dei risultati sono state
verificate per ogni analita su una sequenza di dodici
repliche di analisi di soluzioni di riferimento acquisite
in condizioni di ripetibilita stretta, al livello di concen-
trazione dell’LOQ (3.6 pg/L). Il software Sciex OS 3.0
fornisce il valore di accuratezza in concentrazione
(ug/L) con due cifre significative. La riproducibilita
delle misurazioni € stata stimata calcolando la devia-
zione standard relativa percentuale (RSD%).

Nelle Figure 6-10 si riportano i valori di accuratezza e
CV% ottenuti.

10. ESPRESSIONE DEI RISULTATI

Il risultato finale viene prodotto direttamente dal soft-
ware di gestione dello strumento. Per singolo analita
il risultato viene espresso in yg/L con l'approssima-
zione ad una cifra decimale; ai fini dell’ottemperanza
al valore parametrico di legge previsto dal DLgs.
18/23 “acidi aloacetici”, inteso come somma dei cin-
que analiti, il risultato finale si ottiene dalla somma
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Calibration for DCAA 1:y = 17178.04863 ...99857, r* = 0.99713) (weighting: 1/ x)
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Calibration for MBAA 1: y = 5.20820e4 x ...99925, * = 0.99851) (weighting: 1/ x)
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Figura 1. Retta di taratura per I'analita DCAA

Figura 2. Retta di taratura per I'analita MBAA

Calibration for MCAA 1: y = 20947.07575 ...99908, r* = 0.99816) (weighting: 1/x)
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Calibration for DBAA 1: y = 6.88946e4 x +...99920, r* = 0.99840) (weighting: 1/x)
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Figura 3. Retta di taratura per I'analita MCAA

Calibration for TCAA 1:y = 7.62754e4 x +...99977, r* = 0,99955) (weighting: 1/ x)
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Figura 5. Retta di taratura per I'analita TCAA

delle concentrazioni dei composti specifici e viene
espresso in pg/L con l'approssimazione al numero
intero piu vicino.

L’'impiego della miscela di ISTD come standard inter-
ni, aggiunti in concentrazione nota al bianco, alle so-
luzioni di taratura e ai campioni consente al software

Figura 4. Retta di taratura per I'analita DBAA

strumentale di correggere automaticamente le varia-
zioni della risposta strumentale utilizzando il rapporto
delle aree analita/standard interno (R, response) per
ricavare la concentrazione dell’analita dalla retta di
taratura.

11. CONCLUSIONI

Il metodo consente di determinare in tempi brevi
cinque acidi aloacetici in un campo di misura 3.6-
100 pg/L, senza necessita di estrazione e derivatizza-
zione del campione come previsto dai metodi gascro-
matografici.

La precisione e robustezza del metodo ha consentito
di effettuare monitoraggi delle acque potabilizzate
distribuite, consentendo di effettuare controlli sui
sottoprodotti della disinfezione in anticipo rispetto a
quanto previsto dalla normativa vigente sulle acque
potabili (D.L.gs.vo 18/2023).

RIFERIMENTI

DECRETO LEGISLATIVO 23 febbraio 2023, n.18 -
Qualita delle acque destinate al consumo umano

EU Directive 2020/2184
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T Calibration for DCAA 1y = 1T1TA.04863 90857, F = 0.99712) (weighting: 1/x)
Diluti... _| Inject... _| Component _| Component Component _| Retent... Actual Cakulated
Index | Sample Mame ) Sample T... ¥| [ 2 - | e ) SO0 T e 7| GroupHame 7| Time 7| Concentro. 7| Comcentrat... 7| Area | Accuracy 7| Ratlo...
1.6e6
» E5 R16ppb Sul Quality Con... | 100 500 DCas 1 Cuantifiers DCas 209 600 5820 1.105¢5 97.m w
a7 R éppbSul CQuality Con.. | 1.00 500 DAt CQuantifeers DCas an 600 6148 11615 10247 v Vdeb
109 |[R3éppbSul Quality Con.. | 100 500 DCas Cuaritifoers. DCas FAL 600 5903 1.119e5 9538 w 1.2e6
121 |R46ppbSul Quality Con... | 100 500 DCas Cuantifiers DAL 210 600 5498 1.050e5 9163 w
133 |RS6ppbSul  Quality Con. 100 500  OCAAT Quaetifers  DCAA an 600 779 10985 9632 v 1oes
145 [REGppbSul Quality Con.. 100 500 DCas Cuaritifoers, DAL 210 600 5860 1.112e5 9767 v g B.leS .
157 |R76ppbSul Quality Con... | 100 500 DCas Cuantifiers DCas 212 600 5917 1.122¢5 9862 w
T 165 |RBbppeul  QuliyCen. 100 500 | OCAAT Quiiibes | DCAA 210 600 5820 10748 9401 v b
181 |R9EppbSul Quality Con... 100 500 DCas 1 Cuantifiers. DAk awamn 600 5959 1.120¢5 92931 w 4.0e5
| 193 |R106ppbSul Quality Con... | 1.00 500 DAt Quantifiers DCas an 600 6070 11485 101147 v
T 208 |RiT6ppbSul  Guality Cen 100 5.00 DCas 1 Cuaritifoers ==") 210 600 5570 T062e5 9283 v e
217 [R1Z6ppbSul Quality Con.. | 100 500 DCaa Cuantifiers DCak 210 600 5704 1.0B5¢5 9507 w 0.0e0
Group by C centration
Row | Name | Actual C Num. Valoes | Mean Standard Deviation | Percent OV | Average Accuracy across Replicates | Value #1 Value £2 Ve £3 Value £4 Vae#5 [ Value
K DCRAT 500 12012 s822 0196 336 704 5820 65148 5903 5458 5779 5860
«

+ @ R16ppb 5 ul - DC— (sample Index:9) | + @ B2 6 ppb 5 ul - D{_sample Index: 18} + @9 R3 6 ppb S ul - DC.sample Index: 1)+ R4 6 ppb S ul - DE_sample Index: 12} + @RS 6 ppb 5 ul - DCsample Index: 13)  + @R 6 ppb 5 ul - DC_sample Index: 14)
Arex 1.105¢5, Hel.60ed, RT: 2.09 min. Area 1.161e5, Hel94ed, RT: min Area 1.119¢5, Hel_67e4, RT: 2.1 min Area 1.050e5, Hel.17e4, RT: 2.10 min Area 1.098e5, Hel_63ed, RT: 2,11 min Area 1.112¢5, Hel.73e4, RT: 2.10 min.
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Figura 6. Accuratezza e riproducibilita per I'analita DCAA
= Calibeation for MBAA 1: y = 5.2082004 x 99925, ¢ = 0.99851) (weighting: 1 / %}
Dilti... _| Infect... _| Component _| Component Component _ | Retent... Actual Cakulated
Index | Sample Mame 7|Sample T.. T Factar v ok v Hame v Type | & M | T v c ...? € _7 Area 7| Accuracy 7| Ratio.. Se
» BT R1Gppb Sul Qualty Con.. 1.00 5.00 MBAA T Quantifiers. MEAL 304 6.00 5.563 3.257e5 9272 W
=l 9% R2éppbSul Quality Con..  1.00 5.00 MBAA T Quantifiers. MEAL 303 6.00 5622 3.281e5 9369 v s
ETH R36ppb5ul Qualty Con... 1.00 500 Maaa 1 Cuanthiers. MEAL e 600 5626 3.284e5 9376 W
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T |RSbppbSul  OusyCem 100 500 MBAA1 Cuantfiers | MBAA 202 800 5728 31336e5 5542 v °
183 |R9Gppbiul Cuatty Con.. 100 500 Maaa 1 Cuantifiers. MEas 303 600 5,599 3.270e5 9331 W 3
195 |R106ppbSul Quality Con..  1.00 5.00 MBAL 1 Quantifiers. MEAL 304 6.00 5591 3.266e5 9318 v “
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= EEEEEEEEE
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Figura 7. Accuratezza e riproducibilita per I'analita MBAA
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' Calibration for MCAA T:y = 20947.07575 99908, ¢ = 0.99616) (weighting: 1./x)
Ry | — Diutl.._|Inject_._| Component _| Component _| Component _|Retent.. | Actl _| Cakuated _| | =
Factor | Volume Name Type Group Name Time °|Concentr... ' |Conentrat... = 2066
» 85 |RiGppb5ul 100 500 | MCAAT ‘Quantifiers MCAA 242 600 5236 14665 | 8726 v
[ 101 [R26ppbsul L0500 MCAAD Quantfies  MCAA 241 600 5740 125265 | 9567 v
113 |R36ppbSul LU0 500 MOAAY Quentfiers | MCAA 242 600 5.402 1.181¢5 | 90,03 v 1566
[ 125 |masppbSul 100500 MCaAl Quantifiers Meas 241 600 5534 120965 9223 v
BERET 0 500 MGRAD Quantfies  MCAA 242 600 6006 132665 10160 v
149 |66 ppb 5 ul L0500 MCAAT Quentifiers | MCAA 241 600 5642 12316 | 9403 v I e
[ 161 |’76ppbSul 100500 MCaAl Quantifers Meas, 242 600 5572 12176 | 9287 v
[ 173 |Rebppbsul 0 500 MGRAD Quantfies  MCAA 241 600 5659 123565 9432 v
185 |R96ppbSul L0500 MOAAT Quentifiers | MCAA 241 600 5.480 1197 9133 v 5065
197 |R106ppbSul 100500 | MCAAd Quantifiers Meas, 242 600 5900 128565 9833 v
09 R GppbSul . 1.00 500 MCART Quantifiers. MCAA 241 600 510 112065 8517 W
21 |R126ppbSul L0500 MOAAT Quentifiers | MCAA 241 600 5493 120065 | 9154 v 0.0e0
Group by C Calculated Concentration
Row | G | Mt € | Num. Vakses Mean Standaed Deviation | Percent OV | Average Accuracy across Replicates | Vakue £1 Value £2 | Vahse £3 Ve #4 Value #5 | Vakue
1 MCAA 1 600 120f12 5512 0.269 am 9286 5236 5740 5402 5534 6056 5642
¢ »
W Manual JEOBEa
*@R16pph 5 ul - MC... sample Index:9) | + @RZ 6 ppb 5 ul - MC_sample Index: 10) + @ R3 6 ppb 5 ul - MC..sample Index: 1)+ R4 6 ppb S ul - MC.sample Index: 12+ @RS 6 ppb 5 ul - MC_sample Indexc 13)  + @ R6 6 ppb 5 ul - MC._sample Index: 14)
Areac 1.146e5, HelATed, RT: 242 min Area: 1.252¢5, Helu21ed, RT: 241 min Areac 1.181e5, Hel59e4, RT: 242 min Areac 1.209¢5, Hel.24e4, RT: 241 min Avea: 1.326e5, Hel.65ed, RT: 242 min Areac 12315, Hel..56e4, RT: 241 min
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Figura 8. Accuratezza e riproducibilita per I'analita MCAA
= Calibration for DEAA 1: y = 6.88946ed x «_59920, © = 0.99840) (weighting: 1/x)
Diluti... _| Inject... Retent... _|  Actual Calculated
tndex | Sampic Name | Sample T... 7| {10 = ) (kv | COUPTETt of CONIRI o rmanName ¥ Thme | Comentr... ¥ ' %] Meea | Accuracy ¥ Ratio... Te6
|91 |RISppbSul  Gualiy Con. 100 500 DEAA 1 Cuantifiers DBAA 282 600 5740 4011e5 9567 v 6e6
T103 |R26ppeSul  Quality Con 100 5.00 DaAs 1 Quantifiers ceas 282 600 6163 430265 10271 v
15 |R36ppbSul  Cuality Cone. | 1.00 500 DAAA 1 Quantifiers oead 283 600 5969 41685 9948 v 5e6
127 |RA6ppbSul  Guality Cono | 1.00 500 DEAA 1 Cuantifiers Lo 8 600 5992 4184e5 | 5087 v
T 139 [RSepebSul  Quilty Cono 100 500 DAAd Cuptbers | DBAA 282 600 5952 4% 9920 v i
151 |R66ppbSul  Guality Conn. | 1.00 500 DAAA 1 Cuantifiers oead 282 600 6129 42795 10215 v H s
163 |AT6ppbSul | Quality Con | 100 500 DEAA 1 Cuantifiers BaA 283 600 5892 41155 820 v
TS | Redppn sl Quality Con | 1.00 5.00 DRas1 Quantifiers DEas 281 6.00 5937 414665 5895 v 266
187 |R96ppbSul  Cuality Con | 1.00 500 DEAA 1 Guantifiers DBaA 281 600 6078 L2845 10031 v
195 |R106ppbSul | Quality Con | 100 500 DaAA 1 Cusntifiers eaA 283 600 5920 41355 | 867 v 1e6
o [RiTGpebSul  Gualty Cen 100 500 DAAA 1 Quantifiers oeaa 8 600 6040 41865 10067 v
223 |Ri126ppbSul  Quality Con. | 1.00 500 DEAA 1 Cuantifiers DBaA 281 600 5929 4141e5 | 9881 v 0ed
El Group by Concentration for Ot
Row | Component Mame | Actual Concentration | Num, Vabues Mean | Standwd Deviation | Percent OV | Average Accuracy across Replicates | Valoe 81 | Vae®2 | Values3 Vaetd | Vaue#s | Vake
OE oeant 600 12612 5978 0114 191 95.64 5740 6163 5969 5992 5952 6129
< >
BB MW vl integration | [B
T@RI 6ppb5 ol DB (sample ndex:91 | * @R26ppb 5 ul - DB_sample Index: 10)  + @RI 6 ppb S ul - DB_sample Indew: 11} + @ R4 6 ppb 5 ul - DB.sample Index: 121+ @RS 6 ppb 5 ul - DB_sample Index: 13)  + @RS 6 ppb 5 ul - DB_sample Inde
Asea: 4.011e5, Hel62e4, RT: 282 min Areac 430265, Hel_38ed, RT: 282 min Areac 416865, Hel_T4ed, RT: 283 min Asea: 4.184e5, Hel_48ed, RT: 282 min Arexe 4.156e5, Hel_41ed, RT: 282 min Area 4219¢5, Hel61ed, RT: 282 min
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+ @ RT 6ppb 5 ul - DB._sasmple Index: 15)  * @RS 6 ppb 5 ul - DB_sample Index: 16) @RI 6 ppb 5 ul - DB_sample Index: 17)  + @R10 6 ppb 5 ul - Dsample Index: 18) 4P R11 6 ppb 5 ul - Dsample Index: 19+ @9R12 6 ppb 5 ul - D._saenple Index: 20)
Asea: 4115e5, Hel26ed, RT: 283 min Areac 4.146e5, Hel..93ed, RT: 281 min Areac 4.244e5, Hel.20ed, RT: 281 min Area: 4,135¢5, Hel.66ed, RT: 283 min Area: 4218e5, Hel..1Bed, RT: 281 min Areac 4.1415, Hel95¢4, RT: 261 min
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Figura 9. Accuratezza e riproducibilita per I'analita DBAA
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= Calibvation foe TCAA 1oy = 76275484 x +...99977, ¢ = 0.59935) (weighting: 1 /)
Dibuti... _|Inject... _| Component _| Component _| Companent
lndex | Sample Name 7] Sample T... | Ponr 7| ahecte- o 9T g = Area 7| Accuracy 7| Ratio..
Teb
(93 |RiGppbSul  Quality Con.. 100 500 TCAAD Quantifiers | TCAA 422 600 5911 4722¢5 9851 v
105 |R26ppbSul  Quality Con. | 100 500 TCAA1 Quansifiers | TCAA 423 600 5886 47025 9em v 6e6
T [Raeppesul Quality Con... | 1.00 500 TCaaT Quansifiers TCas 424 £.00 a8 465765 9497 "
129 |AAGppbSul  Quality Con.. | 100 500 TCAA1 Quantifiers | TCAA 423 600 5836 4665es 9727 v o
T 141 |RSEppeSul  Quality Con. | 100 500 TCAAd Quansifiers | TCAA 42 600 5865 4685e5  9TT4 v PR
183 | Redppbial Quality Con... | 1.00 500 TCALT Quansifiers TCas 433 600 5745 45055 9LT4 w <
165 |AT6ppbSul  Quality Con. 100 500 TCAA1 Quantifiers | TCAA e 600 6018 4803¢5 10030 v 2¢6
TN77 |ReGppSul  Quality Con. | 100 500 TCAAd Quansifiers | TCAA 423 600 5994 4T85e5 9991 v
T 185 |R9GppbSul  Cualty Con. 100 800 TCAAT Quansifies | TCAA 423 600 5995 47065 9991 v 2
201 |RI06ppbSul | Quaity Con. 100 500 TCAAT Quantifiers | TCAA e 600 5965 47635 9942 v .
TT213 |RU1GpebSul  Quality Con. | 100 500 TCAA1 Quansifiers | TCAA a2 600 5978 47125 9963 v
Tl22s |MizépebSul | Qualiy Con 100 SO0 TCAA1 Quansifers | TCAA a2 600 5866 4685e5 9177 v o0
Bow | Hame | Actual € Hum. Vahses. Mean | Standard Deviation |  Percent OV | Awerage Accmracy across Replicates | Vahue #1 | Vaboe#2 | Vahe#3 | Vabe®1 | Vahe®S | Vahe
K TCAA D 600 2012 5906 0.085 142 9544 591 5856 5818 5836 5865 5745
< >
BB M ooiinegion B B [view « Woptons o] LJ=] x]
+ @RI 6 ppb 5 ul - TC_. (mample Index: 9] + @ R2 6 ppb S ul - TCisample Index: 101+ @ R3 6 ppb 5 ul - TC_isample Index: 1) + @ R4 6 ppb 5 ul - TC_isample Index: 12) + @RS 6 ppb S ul - TC.(sample Index: 131+ @ RE 6 ppb 5 ul - TC_(sample Index: 14)
Aeeix 412265, Hei.64¢4, RT:4.22 min Area: 470365, HeiTTed, RT: 423 min e 465165, Hei..37ed, RT: 4.24 min Arei: 4.665¢5, Hel.48ed, RT:4.23 min eac 4,686¢5, Hel_33e4, RI: 4.24 min Arei: 4.595¢5, Hel.27ed, RT:4.23 min
Set Sed Set Sed sed Sed
i - | - | flzn | - | [l
e | - e L i - e | i - 00 ] . - peo L g - ™
T, min Time, erin Tirwe, min Tiene, iy Time, enin Tiene, miny

+ @ RT 6 ppb 5 ul - TCofsample Index: 15)  + @ RB6 ppb 5 ul - TCfsample Indew: 18]+ PRI 6 ppb 5 ul - TColsample Index: 17) + @ R10 6 ppb 5 ul - Toolsample Index: 18)  + @ R116ppb 5 ul - Tolsample Index: 19+ @ R12 6 ppb 5 ul - Tlsample Index: 20)
Areix 4.803e5, Hel..30ed, RT: 4.24 min Area: 4.786¢5, Hei0Ted, RT: 423 min Areix 4.786e5, Hel..i7ed, RT: 4.23 min Arex: 4763¢5, Hel.35¢4, RT: 4.24 min Area 4.T73¢5, HeinB3ed, RT: 422 min Arex: 4,688¢5, Hel.91ed, RT: 4.23 min
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Figura 10. Accuratezza e riproducibilita per I'analita TCAA
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Determinazione di nitrosammine in acque potabili mediante LC/MS-MS

acuradi

Lydia Balest, Pier Paolo Abis (*), Acquedotto Pugliese SpA, Bari

RIASSUNTO
E’ stato sviluppato un metodo in iniezione diretta in LC/MS-MS per la determinazione di nitrosammine
in acque potabili. Il metodo consente di determinare tredici nitrosammine in un campo di misura 25-

500 ng/L, senza richiedere fasi di estrazione in fase solida, minimizzando le potenziali fonti di interfe-
renze ambientali sulla determinazione quantitativa degli analiti. Il metodo, rapido e robusto, & utile al
controllo di qualita delle acque potabili, sia per il monitoraggio dei possibili sottoprodotti di disinfezione
che per il monitoraggio di eventuali contaminazioni delle acque potabili da eventuali rilasci da materiali
a contatto.

SUMMARY

A direct injection LC/MS-MS method has been developed for the determination of nitrosamines in drink-
ing water. The method allows the determination of thirteen nitrosamines in a measurement range of 25-
100 ng/L without solid phase extraction steps, minimizing potential sources of environmental interfer-
ence on the quantitative determination of the analytes. The method, rapid and robust, is useful for the
quality control of drinking water, both for monitoring possible disinfection by-products and for monitoring

any contamination of drinking water from any releases from materials in contact.

1. INTRODUZIONE

La nuova Direttiva (UE) 2020/2184, recepita in ltalia
con il D.lgs. 18/2023, ha introdotto rilevanti novita
nella tutela della salubrita e sicurezza delle acque
destinate al consumo umano, con un approccio basa-
to sull’analisi di rischio al fine di prevenire e identifi-
care tempestivamente I'eventuale presenza di conta-
minanti che possano costituire un rischio per la salu-
te dei consumatori. In particolare, in base alle linee
guida dell'Organizzazione Mondiale della Sanita sui
pericoli sanitari derivanti dell’esposizione ai sottopro-
dotti della disinfezione, il decreto prevede che il ge-
store idrico controlli i possibili sottoprodotti che si
possono formare durante i processi di disinfezione
delle acque distribuite. Tra i possibili sottoprodotti di
disinfezione in acque trattate con clorammine e, sep-
pur in misura minore con cloro, si annoverano le nitro-
sammine, composti dalla forma chimica RINNOR2,
caratterizzate da un grado di cancerogenicita variabi-
le a seconda della loro struttura molecolare. Ad esem-
pio, la nitrosodietilammina (NDEA) é la sostanza can-
cerogena piu potente tra le nitrosammine.mentre la N
-nitrosodifenilammina (NDPhA) & 15.000 volte meno
potente (Commissione europea, 2007). La N-
nitrosodimetilammina (NDMA) nelle acque potabili
pud derivare anche dal contatto con materiali usati
nelle reti acquedottistiche nella cui sintesi interviene
la dimetilammina (DMA). Inoltre, la NDMA é presente
in alcuni pesticidi tecnici e commerciali (Pancholy,
1978), utilizzati in agricoltura, aventi una formulazio-
ne a base di DMA: bromacile, benazolina, 2,4-D, di-
camba, MCPA e mecoprop (OMS, 2002).

Nonostante il crescente interesse per questa catego-
ria di composti, non vi sono limiti parametrici specifici
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per le nitrosammine come per altri sottoprodotti come
i trialometani o acidi aloacetici; lo Stato della Califor-
nia ha stabilito un livello di azione temporaneo di 20
ng/L per 'NDMA nell'acqua potabile [1].

Il metodo ufficiale per le Nitrosammine (EPA 521)
prevede una estrazione in fase solida (solid phase
extraction, SPE) e una determinazione gascromato-
grafica per la determinazione di sette nitrosammine.
In questo lavoro si & sviluppata un metodo che con-
sente di determinare simultaneamente 13 composti
mediante iniezione diretta del campione, senza alcun
pretrattamento, accorciando i tempi di analisi e mini-
mizzando l'uso di solventi.

2. PRINCIPIO DEL METODO

| metodo consente la determinazione simultanea di
tredici differenti nitrosammine, in iniezione diretta
utilizzando cromatografia liquida interfacciata a spet-
trometria di massa utilizzando una ionizzazione chimi-
ca a pressione atmosferica (APCI) in polarita di ioniz-
zazione positiva. Il raggiungendo di livelli di LOQ com-
presi tra 25 - 100 ng/L varia a seconda del composto
(Tabella 1) ed in funzione delle caratteristiche chimi-
co fisiche del composto e/o del rumore legato a con-
taminazioni presenti nei materiali di laboratorio.

3. CAMPO DI APPLICAZIONE

La procedura di prova € applicabile alle acque sotto-
poste al processo di disinfezione con cloro o cloram-
mina. Il campo di misura del metodo € 25 + 500 ng/L
per ognuno degli analiti riportati in Tabella 1; concen-
trazioni superiori possono essere determinate previa
diluizione del campione con acqua di rete esente da-
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Tabella 1. Elenco nitrosammine e valori di LOQ

n°l (2024)

Parametro Acronimo CAS Limite di quantificazione
N-Nitrosodimethylamine NDMA 62-75-9 25 ng/lL
N-nitrosomorpholine NMOR 59-89-2 25 ng/L
N-Nitrosomethylethylamine NMEA 10595-95-6 25 ng/L
N-Nitroso- N-methyl-4-aminobutyric acid NMBA 61445-55-4 25 ng/L
N-nitrosopyrrolidine NPYR 930-55-2 25 ng/L
N-Nitrosodiethylamine NDEA 55-18-5 25 ng/L
N-nitrosopiperidine NPIP 100-75-4 25 ng/L
N-Nitrosoethylisopropylamine NEIPA 16339-04-1 100 ng/L
N-Nitrosodiisopropylamine NDIPA 601-77-4 25 ng/L
N-Nitrosodipropylamine NDPA 621-64-7 25 ng/L
N-Nitrosomethylphenylamine NMPA 614-00-6 25 ng/L
N-Nitrosodiphenylamine NDPhA 86-30-6 25 ng/L
N-Nitrosodibenzylamine NDBzA 5336-53-8 25 ng/L

gli analiti di interesse e da cloro. Il limite di quantifica-
zione é stato definito, per ogni analita, pari alla con-
centrazione del primo livello di taratura (25 ng/L; per
il solo analita NEIPA 100 ng/L). Per la quantificazione
degli analiti NDMA e NDPA sono stati utilizzati gli
standard interni deuterati, rispettivamente: N-
Nitrosodimethylamine-D6 (NDMA-d6) e N-
Nitrosodipropylamine-D16 (NDPA -d16).

4. CAMPIONAMENTO E CONSERVAZIONE DEL CAM-
PIONE

Il campionamento deve essere effettuato dopo aver
fatto scorrere I'acqua dal punto di presa finché la
temperatura non si & stabilizzata (di solito circa 2
minuti), evitando tubi in plastica o gomma, guarnizio-
ni e altre parti che potrebbero rilasciare analiti interfe-
renti nel campione. Prima di procedere alla raccolta
del campione occorre aggiungere in una vial del volu-
me di 50 mL di vetro ambrato, 5 mg di tiosolfato di
sodio (7.5) e avere cura che durante la raccolta il
campione non fuoriesca, disperdendo il tiosolfato. |
campioni devono essere sigillati dal momento della
raccolta fino all'analisi di laboratorio. La temperatura
dei campioni non deve superare i 10°C durante tutte
le fasi di prelievo, consegna e stoccaggio in laborato-

ro.

5. INTERFERENZE

L’analisi di bianco dei reagenti usati in laboratorio
consente di verificare la presenza di possibili conta-
minanti che possano interferire nella determinazione.
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Le nitrosammine, infatti, possono essere presenti in
tracce nei prodotti in gomma, pertanto, possibili inter-
ferenze vengono riscontrate effettuando iniezioni ri-
petute da vials per autocampionatore con setti in
PTFE.

Inoltre, puo verificarsi un effetto memoria del sistema
di analisi quando un campione contenente basse
concentrazioni degli analiti viene analizzato immedia-
tamente dopo un campione contenente un contenuto
relativamente elevato di composti: in tal caso & ne-
cessario effettuare I'analisi di un bianco di laboratorio
dopo l'analisi del campione al fine di garantire valori
accurati per il campione successivo.

6. APPARECCHIATURE

6.1 Autocampionatore NEXERA SIL-40CX3 Shimad-
zu:

Spettrometro di massa SCIEX Triple Quad 7500
System - QTRAP Activated;

Vials in vetro silanizzato con tappo da 2 mL, mu-
nite di setto monouso in silicone rivestito in te-
flon

Pipette tarate a volume variabile Gilson (2-10
pL, 20-200 L, 100-1000 pL, 1-5 mL, 1-10 mL)

6.2

6.3

6.4

7. REAGENTI

7.1 Metanolo per LC/MS;
7.2 Acqua per LC-MS;
7.3 Acido formico per LC/MS;
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7.4 Tiosolfato di sodio in polvere ;
8. MATERIALI DI RIFERIMENTO

8.1 Soluzioni madre (1000 mg/L in MtBE). Vengono
preparate singolarmente, a partire dalle polveri
singole dei composti puri 0 possono essere otte-
nuti commercialmente a queste concentrazioni;
Soluzione di lavoro: miscela contenente i tredici
composti alla concentrazione 1 mg/L in metano-
lo;

Soluzioni di taratura: miscela contenente i tredi-
ci composti alle concentrazioni rispettivamente
di 25, 50, 100, 250, 500 250 ng/L in acqua;
Soluzione degli standard interni: dalle polveri o
da una soluzione commerciale, una miscela dei
due standard deuterati (Tabella 1) ad un livello
di concentrazione di 1000 mg/L;

Soluzione mix contenente i due standard interni:
a partire dalla soluzione ISTD 1 preparare una
soluzione contenente i due ISTD ad un livello di
concentrazione di 0.5 mg/L in acqua.

8.2

8.3

8.4

8.5

9. METODO

9.1 Preparazione del campione

Un’ aliquota di campione di 1 mL viene trasferita in
una vial di vetro silanizzato da 2 mL per auto campio-
natore e addizionata dello 0.1% v/v di acido formico
(7.4) e di un volume della miscela di standard interni
deuterati (8.5) tale da realizzare una concentrazione
finale di standard interni di 200 ng/L in ciascuna del-
le soluzioni di riferimento per la costruzione delle ret-
te di taratura.

9.2 Analisi strumentale

L'analisi strumentale viene effettuata mediante cro-
matografia liquida interfacciata a spettrometria di
massa con interfaccia del tipo Atmospheric Pressure
Chemical lonization (APCI) in ionizzazione positiva, su
un sistema Spettrometro di massa SCIEX Triple Quad
7500 System - QTRAP operante in modalita di acqui-
sizione multiple reaction monitoring (MrM). | principali
parametri cromatografici € di acquisizione in spettro-
metria di massa sono riportati nelle Tabelle 2-5.

La separazione degli analiti & effettuata mediante
una colonna analitica Luna Omega Polar C18 100
mm x2.1 mm 1.6 ym. Le fasi di eluenti utilizzate in
gradiente per la separazione degli analiti sono: A. Ac-
qua + 0.05% di acido formico; B. Metanolo + 0.05%
di acido formico; il gradiente utilizzato per la separa-
zione degli analiti & riportato in Tabella 3. Il volume di
campione iniettato € 100 pl.

9.3 Sensibilita e linearita

La taratura € stata eseguita per ciascun analita su
cinque livelli di concentrazione, considerando la com-
pensazione degli standard interni secondo le associa-
zioni indicate in Tabella 3. Le concentrazioni degli
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n°l (2024)

Tabella 2. Principali condizioni cromatografiche

0, H -
Fase mobile B Metanolo + 0.1% Acido Formi

co
Colonna Analitica Kinetex F5 - 100 mm x 4.6 mm
100 A° 2.6 um
Luna Omega PS C18 - 100 mm
Trap Column
x3 mm 3 um
Volume di iniezione 100 pL
Flusso 0.7 mL/min
Temperatura colonna 40°C

Tabella 3. Gradiente HPLC

Tempo Flusso Conc A Conc B
(min) (ml/min) % %
1.5 0.7 90 10
7.0 0.7 90 10
7.1 0.7 40 60
10.0 0.7 10 90
10.1 0.7 10 90
16.0 0.7 90 10

Tabella 4. Principali parametri spettrometrici

Sorgente APCI
Polarita Positiva
lon source gas 1 30 psi
Curtain gas 40 psi
Source temperature 300°C
Nebulizer current 1A
Modalita acquisizione MrM

analiti per ogni livello di taratura sono: 25, 50, 100,
250, 500 ng/L. E’ stata riscontrata una buona lineari-
ta (pesata 1/x): nel campo di misura esplorato si so-
no ottenuti valori di R2 > 0.99.

9.4 Accuratezza e riproducibilita

L’accuratezza della misura ottenuta iniettando solu-
zioni di riferimento ai cinque livelli di taratura & stata
calcolata mediante il software di gestione dello spet-
trometro di massa “Sciex OS 3.0” e viene espressa
con due cifre significative in Tabella 6. Il criterio di
accettabilita dei risultati & stato un valore non supe-
riore al 25% di accuratezza; Per il solo analita NEIPA
si & riscontrato un valore di accuratezza non accetta-
bile ai livelli di concentrazione 25 ng/L e 50 ng/L a
causa di una interferenza ambientale del sistema di
analisi (Figura 1) che porta ad un LOQ di 100 ng/L
(tabella 7) per la quantificazione di questo analita.

La riproducibilita della misura & stata calcolata come
deviazione standard relativa percentuale (RSD%) sul
valore di concentrazione letto su 12 repliche di analisi
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Tabella 5. Principali parametri relativi alla acquisizione in MrM mode

Analita lone l:ll—teer:llgl(())r?é Q1 Q3 EP CE CXP QOD
(min) mass mass

NDMA Quantifier 2.49 75.1 43 10 18 5 60
NDMA Qualifier 2.49 75.1 58 10 16 7 50
IS NDMA-d6 IS NDMA-d6 2.49 81.1 46 10 18 5 60
NMOR Quantifier 3.5 117.1 86 10 20 11 50
NMOR Qualifier 3.5 117.1 87 10 18 15 10
NPYR Quantifier 4.28 101.1 55 10 23 6 50
NPYR Qualifier 4.28 101.1 59 10 29 9 40
NMEA Quantifier 4.44 89.1 61 10 16 10 40
NMEA Qualifier 4.44 89.1 43 10 18 20 40
NMBA Quantifier 4.37 147.1 117 10 10 15 10
NMBA Qualifier 4.37 147.1 86.9 10 14 10 10
NDEA Quantifier 6.67 103.1 75 10 15 9 40
NDEA Qualifier 6.67 103.1 47 10 22 8 40
NPIP Quantifier 6.96 115.1 41 10 30 19 50
NPIP Qualifier 6.96 115.1 69 10 21 8 60
NEIPA Quantifier 8.07 117.1 75 10 14 9 40
NEIPA Qualifier 8.07 117.1 47 10 23 7 30
NDIPA Quantifier 9.11 131.1 47 10 21 7 30
NDIPA Qualifier 9.11 131.1 89 10 14 10 30
IS NDPA-d14 IS NDPA-d14 9.38 145.1 97 10 14 10 40
NDPA Quantifier 9.38 131.1 89 10 14 10 40
NDPA Qualifier 9.38 131.1 43 10 22 7 40
NMPA Quantifier 9.3 108.1 93 10 27 11 50
NMPA Qualifier 9.3 108.1 66 10 41 8 50
NDPhA Quantifier 9.88 170.1 93 10 37 12 70
NDPhA Qualifier 9.88 170.1 92 10 29 12 70
NDBzA Quantifier 9.94 227.1 91 10 35 11 30
NDBzA Qualifier 9.94 227.1 65 10 64 11 30

effettuate su una soluzione di riferimento alla concen-
trazione di 100 ng/L.

10. ESPRESSIONE DEI RISULTATI

Il risultato finale viene prodotto direttamente dal soft-
ware di gestione dello strumento. Per singolo analita
il risultato viene espresso in ng/L con l'approssima-
zione ad una cifra decimale.
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11. CONCLUSIONI

Il metodo consente di effettuare determinazioni quan-
titative di tredici nitrosammine su campioni di acqua
potabile con un breve tempo di analisi € offrendo una
alta sensibilita, consentendo una analisi accurata e
quantitativa dei possibili sottoprodotti della disinfezio-
ne o di eventuali contaminanti rilasciati da materiali
gommosi che possano entrare in contatto con l'acqua
potabile.
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Tabella 6. Valori di accuratezza calcolati per gli analiti ai livelli di taratura

Analita 25 ng/L 50 ng/L 100 ng/L 250 ng/L 500 ng/L
NDMA 95.89 90.29 110.54 108.41 91.85
NMOR 81.22 86.94 101.92 103.00 99.35
NPYR 100.86 91.43 107.28 102.14 98.29
NMEA 96.46 94.78 107.06 104.88 96.85
NMBA 97.74 98.75 104.58 99.21 90.71
NDEA 107.45 95.78 98.25 96.38 102.23
NPIP 110.99 92.49 98.30 95.36 102.86
NEIPA 387.41 217.38 124.25 103.79 93.25
NDIPA 99.22 99.08 101.12 101.37 99.22
NDPA 116.78 87.25 96.48 96.70 102.79
NMPA 95.26 95.60 109.61 101.54 97.98
NDPhA 100.78 104.19 94.38 100.10 100.63
NDBzA 107.46 98.03 96.95 94.24 103.31
25000 |I : 5:’ [rmm o J.. on2 o a057 :: Bo43 e '1-0,-«
"""" EIrEII I
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Figura 1. Interferenza ambientale presente nel bianco di laboratorio per I'analita NEIPA

Tabella 7. Valori di riproducibilita calcolati per gli analiti a 100 ng/L

Valore medio letto

Analita per 100 ng/L RSD CV%
NDMA 103.04 11.60 11.25
NMOR 108.81 3.74 3.44
NPYR 101.90 9.12 8.95
NMEA 106.15 8.36 7.88
NMBA 98.52 2.13 2.16
NDEA 80.38 2.92 3.64
NPIP 89.08 3.66 4.11
NEIPA 98.85 2.57 2.72
NDIPA 105.06 5.04 5.09
NDPA 77.50 1.33 1.71
NMPA 81.33 6.10 7.50
NDPhA 120.89 1.74 1.74
NDBzA 122.97 2.10 1.71
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Le News

rubrica a cura di Luigi Campanella

Il valore dell’acqua

Quando si parla di oro blu, dell’acqua viene raccomandato I'utilizzo re-
sponsabile e focalizzata la disponibilita crescente. Questa disponibilita
0ggi si esprime a volte in modo violento, le cosiddette bombe di acqua.
Due facce della stessa medaglia: mancanze ed eccessi della stessa pre-
ziosa sostanza, che ci obbligano a riflettere sulla mancata capacita
dell’'uomo a convogliare in misura equilibrata le risorse naturali.

Ora pero giunge un nuovo allarme: le bombe d’acqua non sono sufficien-
ti, proprio per la loro disomogenea distribuzione nel tempo e nello spa-
zio, per garantire all’agricoltura la necessaria contribuzione alle risorse
alimentari.

Cosi in Svizzera, un paese a noi cosi vicino, portano con gli elicotteri
I'acqua ai campi aridi ed in Austria e Germania i tempi della vendemmia
sono stati anticipati proprio per I'aridita. Il problema é comunque plane-
tario: in Argentina della caduta del PIL é responsabilizzata la ridotta pro-
duzione agricola correlata alla siccita, in Australia si sta attraversando
una crisi idrica senza precedenti, in Sud Africa cercano soluzioni tecni-
che per una crescente aridita e fra quelle offerte dai consulenti colpisce
quella di trasportare un iceberg dall’Atlantide del peso di 500 mila ton-
nellate. La difficolta principale della proposta € stata individuata nella
forma dell’iceberg che possa garantirne la stabilita durante il trasporto.
L’idea € merito del capitano Nick Sloane, lo stesso che ebbe I'incarico
del recupero del relitto della Costa Concordia all’isola del Giglio. Riflet-
tendo perd si deve concludere che I'idea non € poi cosi nuova: le piatta-
forme petrolifere temono gli iceberg e quando li hanno vicini provvedono
al loro spostamento, anche se si tratta di dimensioni minori.

Tornando al Sudafrica c’é anche da affrontare la conservazione dell’ice-
berg trasportato e la sua fusione modulata e modellata, ma da quanto
viene comunicato sembra che siano disponibili soluzioni per entrambi i
problemi.

Quanto fin qui detto ci fa riflettere sulle ripetute similitudini circa il valo-
re prezioso dell’energia rinnovabile e dell’acqua: la ragione prima di tale
preziosita & probabilmente da attribuire alla difficolta di accumulo; gli
eccessi non sono Uutilizzati per coprire le carenze. Forse una delle sfide
del futuro prossimo & proprio nelle tecnologie di accumulo che consen-
tano una distribuzione equilibrata delle risorse nel tempo e nello spazio.

Riflessioni dalla Fiera Ecomondo 2023

Si € svolta nel passato novembre la Fiera Ecomondo 2023 a Rimini dedi-
cata ai problemi ambientali ed alle loro soluzioni nonché al mercato del-
le apparecchiature e Strumentazione correlata.

Come sempre I'acqua -il comparto idrico incide per il 18% sul PIL italiano
-€ stato uno dei temi pit seguiti, ma quest'anno con una novita: si & par-
lato di meno di inquinamento ed accessibilita e pit di infrastrutture. Si
tenga conto che il 60% di esse hanno pit di 30 anni e che il 25% & utiliz-
zato da piu di 25 anni.

Fra i progetti presentati il raddoppio dell'acquedotto del Peschiera con i
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sui 86 km di lunghezza. E stato discusso il delicato tema della tariffazione
idrica d cui da un lato si mette in evidenza il valore basso rispetto a Fran-
cia e Germania e dall'altro la sua esigenza di adattarsi al valore sociale
del servizio in questione. La digitalizzazione dei servizi é alla base del pro-
getto vincitore del premio Sviluppo Sostenibile. Tale premo € stato infatti
assegnato al progetto Waldy (Water Identity), una piattaforma ACEA-ENEA
cloud-native, flessibile, scalabile, integrata con i sistemi operativi di ge-
stione del servizio idrico, capace di gestire i distretti idrici, I'elaborazione
dei dati per il controllo dei volumi di acqua gestiti, il monitoraggio centra-
lizzato delle attivita di manutenzione della rete.

Proposte sui PFAS del Gruppo di lavoro della Societa Chimica Italiana

e Stabilire una definizione legale di PFAS ed introdurne le caratteristiche
ed i CSC in tutte le matrici naturali basandosi sui migliori riferimenti
internazionali conosciuti provvedendo in modo efficiente al loro aggior-
namento. Questo criterio deve essere valido a livello almeno continen-
tale.

e Determinare quali PFAS siano da eliminare totalmente dal ciclo pro-
duttivo e quali siano invece gestibili tramite i punti successivi.

e Garantire che le fonti di PFAS siano segnalate e raccolte in un inventa-
rio nazionale (e possibilmente europeo).

e |dentificare, testare e regolamentare i percorsi dei PFAS dalle emissio-
ni delle fabbriche e dai rifiuti legati ai prodotti alle acque superficiali e
sotterranee attraverso standard ambientali adeguati alle pit aggiorna-
te conoscenze disponibili e regolarmente aggiornate.

e Per ridurre il potenziale di accumulo di livelli nocivi di PFAS nei recetto-
ri del corpo umano, stabilire nuovi standard di azione legale per i PFAS
nell'acqua potabile,

e Per gestire efficacemente l'inquinamento e i rischi legati ai PFAS, dato
l'uso diffuso dei PFAS in tutti i settori, il governo ha bisogno di un'auto-
rita nazionale di regolamentazione delle sostanze chimiche che sia in
grado di garantire una maggiore coesione e connettivita tra i vari di-
partimenti governativi.

e E necessaria una maggiore collaborazione in tutto il settore idrico per
armonizzare e standardizzare gli approcci di misura armonizzare e
standardizzare gli approcci di misurazione, generare e pubblicare i dati
di monitoraggio dei PFAS nell'acqua potabile e sviluppare migliori solu-
zioni di bonifica per soddisfare standard di azione pil severi per i PFAS
nell'acqua potabile. Gli enti del settore potrebbero contribuire a coordi-
nare questo sforzo.

e Garantire che, per quanto possibile, chi inquina paghi per la fornitura
di acqua salubre. Sulla base delle evidenze relative alle fonti di utilizzo
dei PFAS, I'uso dei PFAS é diffuso praticamente in tutti i settori produt-
tivi.

e | settori industrie chimiche e affini, il settore idrico e il governo dovreb-
bero collaborare per fornire un sistema di finanziamento equo.

e Garantire la disponibilita di standard di misura (soluzioni di riferimen-
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to) per tutte le specie di PFAS usati nell’industria.

Obbligare tutte le aziende che producono od usano PFAS a tenere un
registro della produzione e dell’uso.

Sottoporre ogni molecola per-fluorurata alle richieste del REACH.

Spingere per un accordo internazionale sui PFAS almeno a livello con-
tinentale.

Spingere per progetti di ricerca nazionali ed europei che provvedano
alla ricerca e determinazione dei PFAS nelle matrici naturali nazionali
ed europee; alla sostituzione dove possibile dei PFAS con molecole
dotate di proprieta analoghe ma senza le complicazioni ambientali e
dall’altra a progetti che ottengano risultati concreti sulla captazione e
il riciclo e la eliminazione dei PFAS dalle acque potabili e dalle matrici
naturali connesse all’attivita umana .
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Insieme alla natura per il futuro del Pianeta.

CUSI02030

Conservare, valorizzare e sostenere la bio-
diversita acquatica nel bacino del Lago
d’Orta

Dopo tre anni di lavori, confronti e tavoli di coordinamento promossi
dall’Associazione Ecomuseo del Lago d'Orta e Mottarone con gli attori
del territorio si € giunti alla firma ufficiale del Contratto di Lago del Cu-
sio che coinvolge piu di 130 soggetti tra enti pubblici e privati, uniti per
pensare, pianificare e realizzare azioni per la tutela dell'ecosistema
locale grazie al Progetto CUSI02030.

Il progetto, sostenuto da un Bando Simbiosi di Fondazione Compagnia
di San Paolo, ha la durata di 3 anni (2023-2026) e mira a rafforzare il
processo di recupero dello stato ecologico del Lago d’Orta, quinto lago
del Nord ltalia, rispristinandone la biodiversita e valorizzandone il capi-
tale naturale, in linea con gli obiettivi internazionali e nazionali sullo
sviluppo sostenibile e la protezione della biodiversita.

Capofila del progetto & la Provincia di Novara che si occupa di interventi
di conservazione come la rinaturalizzare degli habitat di riva. L’Istituto
di Ricerca sulle Acque del CNR si occupa invece, degli aspetti tecnico-
scientifici legati agli aspetti faunistici con la reintroduzione di specie
ittiche non ancora tornate spontaneamente nel lago (agone, pigo, luccio
Italico, trota marmorata) e del monitoraggio ambientale (pesci e macro-
crostacei invasivi), mentre [|’Associazione
Ecomuseo del Lago d'Orta e Mottarone &
responsabile della divulgazione sul territorio
e della disseminazione dei risultati. Il proget-

S I M B I O S I to prevede sei gruppi di azioni di carattere
multidisciplinare e complementari fra loro,

che delineano una strategia locale volta a
rispondere ad un fabbisogno globale identifi-
cato nel ripristino ecologico degli ecosistemi
Il progetto prevede, azioni preliminari di ap-
profondimento conoscitivo delle caratteristiche ambientali del lago
(aspetti chimici e idromorfologici) e azioni secondarie di conservazione
come il contenimento di specie invasive a supporto della pesca locale,
anche attraverso la realizzazione di opere di rinaturalizzazione. Tali
azioni sono volte ad incrementare la diversita strutturale del fondale
lacustre, e a ripristinare alcuni habitat di riva con I'obiettivo di valorizza-
re la biodiversita acquatica autoctona e la creazione di condizioni per
conservarla nel tempo. Questi interventi vanno collocati nel contesto
pit ampio della strategia delineata dal “Contratto di Lago per il Cusio”,
strumento di governance territoriale che ha definito indirizzi e obiettivi
di lungo periodo per la valorizzazione del Lago d’Orta. Parallelamente
alle azioni concrete di conservazione, il progetto prevede il coinvolgi-
mento attivo della cittadinanza e diverse attivita di informazione ed
educazione ambientale rivolte a diverse tipologie di persone (studenti,
insegnanti, pubblico generico, personale tecnico di Agenzie ambientali
e corpo forestale). L'area su cui insistera l'iniziativa & principalmente
quella del bacino del Lago d'Orta, includendo sia il lago che le comunita
rivierasche delle Provincie di Novara e del Verbano Cusio Ossola.

Importanti obiettivi di lungo periodo sono:

i. Recupero della qualita ambientale ed ecologica del Lago d’Orta
(anche ai sensi della Direttiva Quadro sulle Acque 2000/60/EC e
del DM 260/2010);
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ii. Miglioramento dello stato di conservazione della biodiversita acquati-
ca nel bacino lacustre;

iii. Recupero e rafforzamento del senso di appartenenza della comunita
locale, mediante il coinvolgimento del mondo della scuola e dei gio-
vani.

Una delle azioni previste dal Progetto per migliorare lo stato di conserva-
zione della biodiversita nativa del Lago d’Orta, & indiriz-
zata a contrastare la diffusione delle specie invasive di
gamberi. In particolare, si fa riferimento alle due specie
gia ampiamente diffuse nel lago come il gambero rosso
della Louisiana (Procambarus clarkii) e il gambero ame-
ricano (Faxonius limosus), vere minacce per l'ecosiste-
ma litorale poiché voraci predatori anche di piante ac-
quatiche. Entrambe le specie sono incluse negli elenchi
di specie invasive di interesse unionale (UE,
2019/1262), e la prima & anche inserita tra le 100 spe-
cie piu invasive al mondo. L’obiettivo € quello di dimi-
nuirne I'abbondanza ed impedirne I'ulteriore diffusione
ai sensi di quanto previsto dalla Strategia Europea sulla
Biodiversita e, a livello nazionale, in ottemperanza al
D.Lgs 230/2017. Cid avverra tramite la rimozione di
individui di P. clarkii (specie dominante) e F. limosus in
modo da contenerne il numero e impedirne la diffusione
anche ai bacini limitrofi. Le catture avverranno mediante
I'utilizzo di nasse poste lungo i litorali €, successivamen-
te, proseguiranno a maggiori profondita, tramite il coin-
volgimento di pescatori professionisti. Quest’ultima fase
ha I'obiettivo di catturare i gamberi adulti che nel perio-
do invernale si rifugiano in profondita per sopravvivere
ai rigori delle temperature estreme.

A cura di:

Marco Orlandi, Lyudmila Kamburska, Denise Schiavetta,
Silvia Zaupa, Angela Boggero

—lha

Procambarus clarkii CNR-IRSA, sede di Verbania

PROVINCIA F L[]
DI NOVARA
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Il Progetto AGRARSENSE

Ricerca e tecnologia per I’agricoltura soste-
nibile

Il cambiamento climatico, la crescita della popolazione e I'evoluzione
delle dinamiche economiche e sociali sono le principali sfide che I'agri-
coltura dovra affrontare nei prossimi anni. L'aumento della popolazione
mondiale e la crescente domanda di cibo richiedono un aumento della
produzione agricola e un miglioramento dei sistemi di distribuzione per
garantire la sicurezza alimentare. Tuttavia, I'agricoltura intensiva pud
avere impatti significativi sugli ecosistemi. Il degrado del suolo (i.e. ero-
sione, impoverimento di nutrienti, salinizzazione), nonché il depaupera-
mento delle risorse idriche sono questioni importanti che devono esse-
re affrontate [Centanni et al., 2024; Ricci et al., 2022]. Sulla base di
questa consapevolezza, il Green Deal europeo con la strategia “Farm to
Fork” mira ad incentivare un sistema di produzione alimentare sosteni-
bile. Nel dicembre 2021, la Commissione Europea ha approvato la rifor-
ma della Politica Agricola Comune (PAC) per gli anni 2023-27 per favori-
re un'agricoltura pil equa, pit verde e pil produttiva (EC, 2023). A tal
fine, sono stati definiti gli obiettivi chiave alla base della PAC quali: I'au-
mento della competitivita, il contrasto al cambiamento climatico, la sal-
vaguardia dell'ambiente, la conservazione del paesaggio e della biodi-
versita, la protezione della qualita del cibo e della salute e la promozio-
ne della conoscenza e dell'innovazione. La FAO (Organizzazione delle
Nazioni Unite per I'Alimentazione e I'Agricoltura) promuove un approccio
di tipo Climate-Smart Agriculture (FAO, 2021) e definisce le linee guida
per la transizione ecologica delle aziende agricole, favorendo 'aumento
sostenibile della produttivita e dei redditi agricoli, 'adattamento ai cam-
biamenti climatici e la riduzione e/o la rimozione delle emissioni di gas
serra, ove possibile.

La ricerca, la tecnologia e I'innovazione giocano un ruolo fondamentale
per ottimizzare la produzione agricola, migliorare la sostenibilita e ridur-
re 'impatto ambientale. In particolare, negli ultimi anni, tecnologie co-
me I'Internet of Things (loT), intelligenza artificiale, robotica e I'accessi-
bilita a tecnologie digitali hanno generato nuove opportunita di busi-
ness, contribuendo a rendere I'agricoltura intelligente (o digitale) un
mercato in rapida espansione.

Attraverso il Programma EU “Horizon 2020”, oltre 200 milioni di euro
per la ricerca e l'innovazione (R&l) sono stati destinati alla diffusione di
tecnologie digitali per il settore agricolo. Questo investimento mira a
promuovere lo sviluppo e la diffusione di tecnologie digitali in grado di
consentire un'agricoltura piu efficiente e sostenibile. Le attivita specifi-
che sostenute nell'ambito di Horizon 2020 includono lo sviluppo di si-
stemi di agricoltura intelligente, soluzioni digitali per I'agricoltura di pre-
cisione e l'integrazione delle tecnologie digitali nell'intera filiera agrico-

77 AGRARSENSE

Smart, digitalized con!ppnents and systems:for
data-based Agriculture and Forestry

27



Notiziario dei Metodi Analitici

n°l (2024)

UC3 Precision
Viticulture: SYS-
MAN (IT)

UCS5 Forestry:
KOMATSU (SE)

=

UC2 Vertical ™
Farming: SMART
GREENERY (AT)

UC7 Water:
DEMCON (NL)

la. Queste iniziative sono orientate ad aumentare la produttivita e compe-
titivita ed a ridurre I'impatto ambientale. In questo contesto si inserisce il
progetto “AGRARSENSE - SMART, DIGITALIZED COMPONENTS AND SY-
STEMS FOR DATA-BASED AGRICULTURE AND FORESTRY”, finanziato dal
programma di Ricerca e Innovazione Horizon Europe dell'Unione Europea
e di Svezia, Repubblica Ceca, Finlandia, Irlanda, Italia, Lettonia, Paesi Bas-
si, Polonia, Spagna, Norvegia (KDT Joint Undertaking Grant Agreement
101095835) [info@agrarsense.eu; www.agrarsense.eul].

L’obiettivo principale del progetto AGRARSENSE & quello di sviluppare
nuove tecnologie basate su sensori e dispositivi 0T e di sistemi di suppor-
to alle decisioni (DSS) da applicare al settore agricolo. Attraverso sette
casi di studio, AGRARSENSE si propone di testare tali tecnologie per mi-
gliorare la qualita e quantita del raccolto, ottimizzare i fattori della produ-
zione attraverso la gestione “intelligente” dell’irrigazione e dei fertilizzanti/
pesticidi, ridurre I'impatto sull’ambiente e sull’ecosistema per la salva-
guardia delle risorse naturali. | processi di digitalizzazione delle informa-
zioni passano attraverso I'utilizzo dei dati acquisiti a vario livello (sensori
in campo, sistemi e veicoli robotizzati, veicoli a guida autonoma) che rap-
presentano I'input per i sistemi di supporto alle decisioni che consentono
di perseguire I'obiettivo di ottimizzare la produzione agricola. AGRARSEN-
SE contribuisce alle attivita di ricerca e sviluppo migliorando i componenti
elettronici e sviluppando software in grado di includere le informazioni
provenienti dai sistemi elettronici. Il progetto, inoltre, contribuira a creare
un ponte tra tecnologie differenti come l'intelligenza artificiale, I'edge
computing e i sistemi di controllo avanzati.

Il Consorzio del progetto AGRAR-
SENSE comprende 57 partner: enti

Co di ricerca (16), grandi aziende (16)
UC1 Greenhouse: | e piccole e medie imprese (25). II
“°°GF¢L:)’°°RN L partenariato & in grado di coprire

tutti i settori delle tematiche affron-
tate nel progetto: i sensori e la com-
ponentistica elettronica, i box per
racchiudere i componenti, l'inter-
connessione dei sistemi hardware,
lo sviluppo software, il testing delle
soluzioni proposte, l'assicurazione
della qualita e dell’affidabilita.

L’Istituto di Ricerca Sulle Acque, in
collaborazione con SYSMAN Progetti
e Servizi srl, contribuisce alle attivita
del caso di studio “Water” con l'o-
biettivo di migliorare I'utilizzo delle
risorse idriche in agricoltura. Nello
specifico, attraverso determinazioni
analitiche di laboratorio e mediante
lo sviluppo e implementazione di
modelli idrologici e di qualita delle acque contribuira a validare i nuovi sen-
sori sviluppati in AGRARSENSE e a supportare la progettazione del DSS.
L'area di studio € localizzata in Puglia nella Capitanata, nell’agro di San
Severo, dove l'agricoltura intensiva € la principale attivita economica. I

(F1)
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Consorzio per la Bonifica della Capitanata (CBC), che gestisce le opere e la
distribuzione irrigua, e I'Universita di Foggia sono stakeholders interessati
ai risultati del progetto.

L'implementazione di modelli che operano a differenti scale spaziali e
temporali consente la quantificazione del fabbisogno irriguo stagionale a
scala di campo e di distretto. L'implementazione di un modello eco-
idrologico alla scala di bacino idrografico consente inoltre I'analisi dell'im-
patto ambientale delle pratiche agronomiche e dell’'uso delle acque reflue
trattate in agricoltura individuando periodi e aree critiche. L’analisi e la
comparazione di differenti scenari gestionali (i.e. cambiamento di uso del
suolo, cambiamento climatico), infine, contribuira all’'individuazione di
misure gestionali mirate al raggiungimento dell’'uso sostenibile delle risor-
se suolo ed acqua.

A cura di:

Anna Maria De Girolamo 1, Vito Buono?, Marianna Leone?, Alfieri Pollice!
1CNR lIstituto di Ricerca Sulle Acque, Bari, Italy

2SYSMAN Progetti e Servizi srl, Bari, Italy

Centanni M., Ricci G. F., De Girolamo A. M., Gentile F., “Modeling pesticides
and ecotoxicological risk assessment in an intermittent river using SWAT”,
Scientific Reports 14 (6389), 2024, pp. 1-17

EC, 2023, https://agriculture.ec.europa.eu/common-agricultural-policy/cap
-overview_en

FAO, 2021. Climate-Smart Agriiculture https://www.fao.org/climate-smart-
agriculture/en/

Ricci G. F., D'Ambrosio E., De Girolamo A. M., Gentile F., “Efficiency and fea-
sibility of Best Management Practices to reduce nutrient loads in an agricul-
tural river basin”, Agricultural Water Management 259 (107241), 2022,
Doi: 10.1016/j.agwat.2021.107241
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Claudia Dresti

> Tube@CNR

Raffaella Balestrini
Simona Crognale Q

Carolina Cruz Viggi
Diego Fontaneto

Marcella Narracci
Pompilio Vergine

Le attivita dell’Area Seminari IRSA

A partire dal 2020, il CNR IRSA, tramite il Gruppo di Lavoro Seminari, ha
creato uno spazio che favorisce la condivisione delle attivita di ricerca e
stimola il dibattito scientifico attraverso I'organizzazione di incontri on-line.

Questi incontri vedono come relatori colleghi ed esperti della rete scientifi-
ca nazionale ed internazionale, e la partecipazione € aperta a chiunque
sia interessato. Dal 2023 gli incontri, prima in esclusiva modalita telemati-
ca, sono stati svolti con successo anche in modalita mista, con una ampia
partecipazione in sala di relatori e uditori, raggiungendo un’ampia platea
di ricercatori, personale in formazione, colleghi di EPR e Universita, perso-
nale di varie agenzie ambientali regionali e nazionali, rappresentanti di
PMI, liberi professionisti. Gli incontri sono aperti a varie aree di interesse,
spaziando dai sistemi informativi territoriali alla chimica sostenibile, dalla
microbiologia ambientale all’idrogeologia applicata, dall’ecologia acquati-
ca ai processi biologici per il trattamento delle acque reflue, solo per citar-
ne alcune.

Sul sito dell’lstituto, all’indirizzo https://
www.irsa.cnr.it/wp/?page_id=387, sono
disponibili le informazioni relative ai semi-
nari in programma, i link per la registrazio-
ne e per la richiesta dell’attestato di parte-
cipazione. Le registrazioni degli eventi gia
svolti sono disponibili e visionabili diretta-
mente sulla piattaforma Tube@CNR, del
Consiglio Nazionale delle Ricerche, all’indi-
rizzo https://tube.rsi.cnr.it/a/irsa.

Nel corso del 2023 c’e stata una riorganiz-
zazione dei Gruppi di Lavoro dell'IRSA che
ha portato alla costituzione del nuovo
Gruppo di Lavoro Comunicazione e Divulga-
zione, suddiviso in 4 aree sulla base delle
attivita e dei target individuati
(Provvedimento n. 11/2023 del 16 Giugno
2023 del Direttore f.f. dell'IRSA-CNR): co-
municazione, divulgazione, seminari, sito
web e strumenti.

Attualmente I'Area Seminari & coordinata
da Carolina Cruz Viggi e composta da Raf-
faella Balestrini, Simona Crognale, Claudia
Dresti, Diego Fontaneto, Marcella Narracci
e Pompilio Vergine.

Sono migrati verso altre aree di lavoro Marco Berardi, Magda Di Leo, Fran-
cesca Di Pippo e Domenica Mosca Angelucci, che hanno contribuito alle
attivita del gruppo di lavoro seminari dalla sua costituzione fino alla nuova
riorganizzazione.

A partire dal 2020 sono stati organizzati complessivamente 55 seminari
(31 relatori IRSA e 24 relatori esterni, di cui 8 stranieri), 4 workshop e 4
eventi di disseminazione a carattere divulgativo. A partire dal 2021, anno
in cui & stata introdotta la piattaforma di registrazione Indico, gli iscritti ai
seminari sono stati circa 2000, mentre gli iscritti ai workshop e agli eventi
di disseminazione circa 1500.
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Dalla parte di Gaia.

Le pioniere dell’ambiente del XX secolo

Silvana Galassi

Gia cattedra di Ecologia dell’'Universita degli Studi di Milano

"Lacqua come fattore limitante della societa umana:
competizione per la risorsa o strategia adattiva?"
Prof.ssa Silvana Galassi - Universita Degli Studi di Milano

"Storie e ricerca sullacqua, il cibo e i confiitti "
Dott. Nikolas Galli - Politecnico di Milano *

“Bacini idrografici transfrontalieri: una sfida per la
ricerca sulla gestione delle risorse idriche "
Dott. Raffaele Giordano - CNR IRSA

Fruibile in forma TEAMS
lnformazlonl e regmzlonl al Ilnk
I Ll worl

*Fruibile anche in presenza presso CNR-IRSA Verbania

GIORNATA
MONDIALE

] DELL'ACQUA

Venerdi
22 marzo 2024

Creating ripples for a better future

Nel corso del 2024 sono stati organizzati 7
seminari, 2 interessanti eventi di dissemina-
zione a carattere divulgativo ed un work-
shop.

In occasione della Giornata mondiale delle
donne e delle ragazze nella scienza, il 9
febbraio la Prof.ssa Silvana Galassi ha tenu-
to una lecture dal titolo “Dalla parte di Gaia.
Le pioniere dell’lambiente del XX secolo”.

Nel corso della lecture, la Prof.ssa Galassi
ha introdotto il concetto di
“ecofemminismo” ed ha parlato di come
alcune ricercatrici e divulgatrici scientifiche
affrontino le questioni ambientali in linea
con il pensiero ecofemminista, evidenzian-
do esempi internazionali e nazionali di figu-
re femminili del passato come fonte di ispi-
razione per le ricercatrici di oggi. La lecture
ha avuto un buon riscontro in termini di au-
dience e di gradimento, tanto che in seguito
all’evento la Prof.ssa Galassi é stata intervi-
stata per I’Almanacco Della Scienza del
CNR.

In occasione della Giornata Mondiale
dell’Acqua, il 22 Marzo é stato organizzato
un evento di disseminazione scientifica che
ha previsto l'intervento di tre relatori sulla
delicata tematica di quest’anno: “Water for
peace”.

L’evento ha permesso un confronto signifi-
cativo sulla tematica, evidenziando che con
'aumento degli impatti del cambiamento
climatico e la crescita demografica, c'é un
pressante bisogno di unire gli sforzi per pro-
teggere e imparare a condividere in maniera
equa la risorsa acqua, fondamentale per la
salute pubblica, I'agricoltura, I'energia, I'eco-
nomia e l'ambiente.

Infine, il 5 Giugno & stato organizzato un
workshop dal titolo “Siccita: poca acqua o
troppa sete?”, che ha visto la partecipazio-
ne di esperti del settore offrire una panora-
mica multidisciplinare sul problema della
siccita. Il workshop & stato organizzato in
occasione della Giornata Mondiale dell’Am-
biente, la cui tematica quest’anno € stata
"Desertificazione, siccita e ripristino del suo-
lo".



Definizione dei deflussi ecologici in fiumi tem-
poranei

Tesi di Dottorato
a cura di Marianna Leone

A livello globale gli ecosistemi fluviali sono affetti dall’alterazione dei regi-
mi idrologici dovuti a pressioni antropiche e cambiamenti climatici. Le
alterazioni del regime idrologico possono avere un impatto negativo sulla
qualita ecologica degli ambienti fluviali.

Negli ultimi decenni, sulla base di una maggiore consapevolezza del valo-
re della tutela dell’lambiente, sono stati identificati alcuni principi al fine di
proteggere la qualita delle acque e di individuare azioni atte alla riqualifi-
cazione dei fiumi e degli ecosistemi acquatici. Tali azioni di protezione
sono legate principalmente alla limitazione dei prelievi di acqua e alla mi-
tigazione di eventuali modificazioni morfologiche del corso d’acqua
(deviazioni, sbarramenti), cose possibili solo se hon compromettono I'eco-
sistema acquatico.

Nel 2007, nella cosidetta “Brisbane Declaration” sono stati definiti i de-
flussi ecologici “Environmental Flow” (E-Flows) come “la qualita, quantita
e il timing dei deflussi necessari per sostenere gli ecosistemi acquatici,
che a loro volta, supportano le colture, 'economia, i mezzi di sussistenza
sostenibili e il benessere dell’'uomo”, definizione tuttora universalmente
accettata (Brisbane Declaration, 2007).

Nel 2015, la Commissione Europea ha definito nel “Guidance Document
of the implementation of the Water Framework Directive No.
31" (Commissione Europea, 2015) gli E-Flows come “il regime idrologico
coerente con il raggiungimento degli obiettivi ambientali fissati dalla Diret-
tiva 2000/60 relativi ai corpi idrici naturali riportati nell’Art. 4”. Tali obietti-
vi ambientali si riferiscono ai seguenti principi: i) non deterioramento dello
stato esistente; ii) raggiungimento di un buon stato ecologico nei corpi
idrici superficiali naturali e iii) rispetto delle norme e obiettivi per le aree
protette.

In ltalia il concetto di E-Flows nel corso del tempo € stato oggetto di modi-
fiche ed evoluzioni delle normative. Inizialmente era associato ad un
“deflusso minimo atto ad assicurare la vita dei pesci” (1978), ovvero ga-
rantire un livello minimo costante nei fiumi bilanciando i bisogni umani € i
requisiti degli ecosistemi acquatici (Legge n. 183 del 18 maggio 1989).
Successivamente, € stato modificato in “Deflusso Minimo Vitale” (D. Lgs
152/2006) per garantire I'equilibrio tra la disponibilita delle risorse e le
esigenze per i diversi usi e per la
vita acquatica dei fiumi.

Fra i numerosi fattori che influen-
zano la portata dei corsi d’acqua,
uno dei principali € il clima, la cui
diversita determina la diversita
dei regimi fluviali. Anche per que-
sto, in letteratura si annoverano
piu di 200 metodi per la determi-
nazione degli E-Flows, classificati
in: metodi idrologici, idraulici, di
simulazione dell’habitat e olistici.
Tuttavia, pochi metodi sono stati
definiti specificamente per corsi
d’acqua temporanei o intermit-
tenti, tipici del clima Mediterra-
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neo. | corsi d’'acqua temporanei (DM del 16 giugno 2008, n. 131,
"Regolamento recante i criteri tecnici per la caratterizzazione dei corpi
idrici) sono caratterizzati da periodi di asciutta e da una elevata variabilita
del regime idrologico che rendono particolarmente complessa la definizio-
ne degli E-Flows. Buona parte di questi corsi d’acqua sono stati nel passa-
to poco monitorati, pertanto, la carenza di dati idrologici ed ecologici acco-
muna buona parte dei fiumi temporanei non solo in Italia. La mancanza di
serie storiche di portata in condizioni naturali (“reference”) e di dati biolo-
gici complica ulteriormente la definizione degli E-Flows. In questo conte-
sto, & necessario definire metodi specifici che tengano conto sia delle pe-
culiarita idrologiche e morfologiche sia della paucita di dati che caratteriz-
zano i corsi d’acqua temporanei. Nel caso di indisponibilita di dati di por-
tata & possibile derivare serie temporali dei deflussi naturali combinando
gli impatti idrologici con il deflusso misurato se esistente o simulare la
portata giornaliera con modelli idrologici. L'implementazione di modelli
idrologici in bacini idrografici con deflussi intermittenti, tuttavia, pud esse-
re particolarmente complessa e la fase di calibrazione dei deflussi di ma-
gra e di secca richiede particolare cautela.

In questo contesto si inserisce il progetto di ricerca “Defining environmen-
tal flows in mediterranean rivers”, sviluppato nell’ambito del Dottorato di
Ricerca Interateneo tra Universita degli Studi di Bari “Aldo Moro” e Politec-
nico di Bari in “Gestione Sostenibile del Territorio” (Ciclo XXXVI; SSD:
AGR/08) dalla dottoranda Marianna Leone con la supervisione di Anna
Maria De Girolamo, Antonio Lo Porto e del Prof. Francesco Gentile.

L’obiettivo generale del progetto di ricerca era definire i deflussi ecologici
“E-Flow” per un fiume non perenne in un bacino idrografico del Mediterra-
neo in condizioni di limitata disponibilita di dati idrologici ed ecologici. Gli
obiettivi specifici erano: i) valutare la situazione attuale in termini di legi-
slazione e casi applicativi per impostare gli E-Flows nei paesi europei del
bacino del Mediterraneo con focus sui fiumi non perenni; ii) analizzare gli
impatti a lungo termine dei CC sul regime idrologico di un fiume mediterra-
neo; iii) applicare la nuova versione del modello idrologico del Soil and
Water Assessment Tool (SWAT+) (Arnold et al., 1996) per simulare i de-
flussi giornalieri in condizioni antropizzate e naturali a monte dell'invaso
Locone; iv) applicare un metodo idrologico per impostare il regime di E-
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Flow; v) migliorare la simulazione del modello SWAT+ in relazione alle por-
tate di magra; vi) analizzare le implicazioni del CC sul regime E-Flow. Per il
raggiungimento di tali obiettivi sono stati esaminati due casi di studio: il
torrente Celone ed il torrente Locone.

L’analisi degli impatti a lungo termine dei CC sul regime idrologico di un
fiume intermittente € stata condotta nel bacino idrografico del Celone (De
Girolamo et a., 2022). L’analisi dei dati climatici (precipitazioni e tempera-
ture) registrati dal 1958 al 2012 hanno evidenziato un trend positivo della
temperatura misurata e una riduzione del numero di giorni con temperatu-
re inferiori a 0°C. L'analisi del regime idrologico condotta sulla base delle
misure di portata ha evidenziato una generale riduzione delle portate ed
un aumento del numero di giorni con deflusso nullo. Tale andamento &
stato confermato anche per i prossimi decenni. L'impatto del CC sul regi-
me idrologico € stato valutato mediante gli indicatori di alterazione idrolo-
gica (IHA). Sulla base delle proiezioni climatiche di tre modelli, i risultati
dell'implementazione del modello idrologico SWAT hanno mostrato per il
futuro (2030-2059) un aumento delle temperature giornaliere e un diffe-
rente regime di precipitazioni che portera ad una riduzione dei deflussi
medi annui ed al prolungamento del periodo di asciutta.

Attraverso il caso studio del fiume temporaneo Locone (Leone et al.,
2023a), & stata proposta una metodologia per impostare il regime di E-
Flow, applicando un metodo idrologico, in un contesto di scarsita di dati. |
metodi idrologici costituiscono I'unico strumento adeguato in assenza di
dati storici sia biologici sia di portata in condizioni indisturbate e in gene-
rale costituiscono una prima fase di analisi per la progettazione degli E-
Flows. In passato erano basati su soglie di flusso minimo annuale, nel
corso degli anni sono stati modificati recependo le evidenze scientifiche
che gli ecologi fluviali hanno dimostrato, ossia che tutte le componenti del
regime idrologico hanno influenza sulla vita acquatica. Sulla base di tale
paradigma (Poff et al., 1996), il regime idrologico in condizioni alterate
dovrebbe “mimare” il regime idrologico naturale (Richter et al., 1997).
Sulla base di tale principio & stato sviluppato il Range of Variability Ap-
proach (RVA) che mediante 32 indicatori idrologici (Indicators of Hydrolo-
gical Alterations - IHAs) caratterizza tutte le componenti del regime idrolo-
gico. Il metodo definisce gli indicatori idrologici che hanno una diretta in-
fluenza sull’ecologia fluviale ed assume che l'intera gamma del range di
variabilita del regime sia necessaria a garantire la tutela dell’ecosistema
fluviale (Acuna et al., 2019). L’elevato numero di indicatori, tuttavia, costi-
tuisce un limite per la facile applicabilita del metodo. Nel caso di fiumi
temporanei, inoltre, & necessario disporre di almeno 20 anni di dati gior-
nalieri di portata (misurata o simulata) per poter valutare la naturale varia-
bilita di ciascun indicatore. Nel caso di studio, per sopperire alla mancan-
za di dati idrologici in condizioni naturali & stato applicato il modello
SWAT+ che é stato implementato inizialmente includendo gli impatti an-
tropici e, dopo la calibrazione e validazione, escludendo gli impatti. Le
portate in condizioni naturali ed antropizzate sono state utilizzate per cal-
colare gli indicatori idrologici e definire gli E-Flow.

Il modello idrologico SWAT+ si & dimostrato un valido strumento anche in
caso di disponibilita limitata di dati, tuttavia, il miglioramento della simula-
zione delle basse portate € un argomento ancora in discussione. Nell’am-
bito del presente progetto di ricerca & stata definita una specifica strate-
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gia di calibrazione del modello per fiumi temporanei basata sulle portate
di magra.

Le proiezioni climatiche di tre modelli climatici sono state utilizzate per
stimare le alterazioni indotte dai futuri cambiamenti climatici sul regime
idrologico del fiume Locone e le implicazioni di tali alterazioni sugli E-
Flows (Leone et al., 2024). Il lavoro ha evidenziato che i CC comporteran-
no nel prossimo futuro scelte progettuali e gestionali piu critiche rispetto
all’attuale regime di E-Flow.

L'analisi della normativa condotta nell’lambito del progetto di ricerca
(Leone et al., 2023b) ha focalizzato I'attenzione sulla mancata differenzia-
zione tra natura perenne e non perenne dei fiumi. La mancanza di linee
guida per l'istituzione del regime E-Flow si traduce in pochissimi casi appli-
cativi in letteratura che evidenziano come la definizione degli E-Flow costi-
tuisca ancora una domanda di ricerca.

Il progetto di ricerca propone una metodologia semplice per una prima
definizione degli E-Flow che pud essere applicata in un contesto di scarsi-
ta di dati e che consente di includere I'impatto dei del cambiamento cli-
matico sul regime idrologico. Il lavoro fornisce importanti informazioni ge-
stionali riguardanti i fiumi non perenni.
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I CNR-IRSA partecipa al 10° World Water Fo-
rum a Bali

20.000 delegati e partecipanti da 160 nazioni hanno assistito al 10°
World Water Forum, il piti grande incontro internazionale nel settore idrico
co-ospitato dal World Water Council e, per I'edizione 2024, dalla Repubbli-
ca di Indonesia sull’isola di Bali. Delegati dell’lstituto di Ricerca Sulle Ac-
qgue del CNR hanno partecipato ad attivita ed iniziative in diversi ambiti.

Di particolare rilevanza é stata la disseminazione di informazioni su Wa-
ter4All che ha consentito di raggiungere un ampio spettro di paesi, stake-
holder e pubblico, offrendo un’opportunita di accesso a finanziamenti eu-
ropei nel settore della salvaguardia ambientale e della salute umana.
WaterdAll € una Partnership europea co-finanziata nell’lambito di Horizon
Europe per la ricerca sulla sicurezza idrica a lungo termine attraverso il
potenziamento delle trasformazioni e dei cambiamenti sistemici nelle
strategie di ricerca e innovazione. Riunisce piu di 70 partner, finanziatori
di R&I, ministeri dell'ambiente, autorita locali, reti europee, nazionali e
regionali, organizzazioni ed enti di ricerca, tra cui il CNR-IRSA. Water4All
svolge le sue attivita su 7 temi: economia circolare; ecosistemi e biodiver-
sita; gestione sostenibile; acqua e salute; infrastrutture idriche; coopera-
zione internazionale e management. Antonio Lo Porto, co-leader nel Pillar
Internationalisation di Water4All, & stato il responsabile dello stand di Wa-
terdAll e della programmazione degli eventi di rilevanza per la Partnership
e per le Istituzioni Europee.

Alla conduzione delle attivita dello stand ha partecipato Maria Concetta
Tomei responsabile per il CNR-IRSA delle attivita del Pillar Joint vision &
SRIA. Sono state presentate le attivita svolte nellambito dei 5 Pillars -
Direzione strategica; Sviluppo dell'innovazione; Scienza e politica; Attivita
dimostrative; Internazionalizzazione - ed € stata definita la linea program-
matica per le attivita future.

E stato inoltre annunciata I'adesione di Cuba alla Partnership ed & stato
siglato un importante Memorandum of Understanding bilaterale tra I'Insti-
tuto Nacional de Recursos Hydraulicos in Cuba e il CNR-IRSA. Tale accor-
do di collaborazione prevede lo scambio di professori e ricercatori, lo svi-
luppo congiunto di progetti di ricerca e I'organizzazione congiunta di even-
ti scientifici.

Lo stand di Water4All ha ospitato un numero larghissimo di incontri bilate-
rali tra la partnership e diverse delegazioni ufficiali di Paesi Esteri (ad
esempio Cina, India, Indonesia) e di Agenzie/Organizzazioni internazionali
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quali UNESCO, UNEP, OECD, oltre che di servizi della UE (ad esempio DG
ENV, DG RTD, DG INTPA, EEAS).

Alla tavola rotonda su “Evidence for and valuation of water-related Nature-
based Solutions (NBS)” di WaterdAll, Stefano Fazi ha presentato le attivita
di ricerca svolte dal CNR-IRSA per la messa a punto di NBS applicando i
principi della Ecoidrologia.

Nell’ambito delle attivita svolte dal programma di Ecoidrologia del Intergo-
vernmental Hydrological Programme (IHP) dellUNESCO, Stefano Fazi, ha,
inoltre, presentato il nuovo UNESCO Eco-Hydrology Lab Network, un net-
work mondiale tra i laboratori che si occupano di Ecoidrologia che mira ad
offrire un'opportunita per far avanzare la ricerca sulle NBS; il Laboratorio
di Ecoidrologia del CNR-IRSA di Roma entrera presto a far parte di questo
network. In particolare la rete di laboratori di ecoidrologia permettera di:
fornire accesso ad attrezzature e competenze, creare opportunita di colla-
borazioni, e facilitare le attivita di formazione e di sviluppo delle compe-
tenze.

Sempre nell’ambito del Programma di Ecoidrologia del’UNESCO, Stefano
Fazi ha partecipato all'inaugurazione del Demosite presente sull’isola di
Bali che prevede lo sviluppo di soluzioni basate sui processi naturali appli-
cate ai sistemi tradizionali di irrigazione delle risaie.
Il progetto Horizon Europe SD-WISHEES, coordinato dal CNR-IRSA, ¢ stato
presentato al World Water Forum in un workshop dedicato alla tematica
“Extreme water events and indigenous peoples: how ancestral knowledge
can support climate adaptation measures”. Al workshop, ospitato nello
stand di Water4All, Jessica Amadio del CNR-IRSA ha presentato il progetto
e, assieme ad altri esperti internazionali e rappresentanti di comunita indi-
gene dal Nepal e Canada, é stato discusso come affrontare in modo inclu-
sivo la gestione sostenibile
. del patrimonio culturale
immateriale e naturale mi-
PR We® GRS ¥:geo nacciato da eventi idrocli-
matici estremi. |l workshop
ha attirato un pubblico che
spaziava da esperti di diver-
se agenzie delle Nazioni
Unite, partners di Wa-
ter4All, e diversi parteci-
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Ubicazione del SIN Valle del Sacco
e confini amministrativi dei Comu-
ni potenzialmente interessati dallo
studio dei Valori di Fondo nelle
acque sotterranee

—— Sacco River
[ SIN perimeter
Municipalities affected by contamination
| ] Frosinone

[ Latina

[J Roma

Il progetto VFN VALLE DEL SACCO

Nelle scorse settimane é stato avviato il progetto “VFN Valle del Sacco”,
che mira a definire il fondo geochimico naturale per acque sotterranee
(CNR-IRSA) e suolo/sottosuolo (ARPA Lazio) nell'area del Sito di Interes-
se Nazionale (SIN) “Bacino del Fiume Sacco”. Questo SIN, che si estende
per 72,4 km2 nel Lazio meridionale, fu istituito nel 2016 per circoscrive-
re il territorio contaminato dal B-esaclorocicloesano, un sottoprodotto del
pesticida lindano rilevato nel latte di mucca nel 2005 e successivamen-
te nel suolo e nelle acque sotterranee del bacino. Sebbene l'inquinamen-
to da lindano sia in riduzione, la Valle del Sacco subisce forti pressioni
antropiche, soprattutto di tipo industriale. Inoltre, sono state rilevate alte
concentrazioni di elementi inorganici come alluminio, arsenico, ferro,
manganese e tallio, sollevando preoccupazioni per ulteriori fenomeni di
inquinamento.

Il progetto, una collaborazione tra Regione Lazio, Agenzia Regionale Pro-
tezione Ambientale (ARPA Lazio) e CNR-IRSA, ha l'obiettivo di definire i
valori di fondo geochimico naturale (VFN) per alcuni composti inorganici,
tra cui I'arsenico. Questi valori serviranno a distinguere tra contaminazio-
ne naturale e antropica delle acque sotterranee e dei suoli nel SIN. Me-
todologie innovative permetteranno di determinare i VFN distinguendo le
facies idrochimiche attraverso analisi chimiche e isotopiche dei campio-
ni d'acqua. E prevista anche la mappatura degli ecosistemi microbici
delle acque di falda.

5 10 km
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Progettazione della rete di moni-
toraggio elaborata con QGis.
Sono visibili i pozzi gia noti dalle
banche dati disponibili e la gri-
glia di 2 km2 per un possibile
posizionamento omogeneo dei
punti d’'acqua
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Flysch a componente dominante arenacea o conglomeratico - arenacea
Flysch a componente dominante arenaceo o arenaceo-pelitica (Cretac

I CNR-IRSA ha avviato contatti con i Comuni del territorio per facilitare il
censimento dei punti d'acqua da includere nella rete di monitoraggio. |
ricercatori del CNR-IRSA eseguiranno i campionamenti una volta individua-
ti i punti idonei, con I'obiettivo di campionare tra 100 e 200 punti nelle
macrolitologie di Vulcaniti, Travertini e Alluvioni.

La convenzione, formalmente avviata il 9 febbraio 2024, ha una durata
prevista di 30 mesi. Tra i collaboratori del progetto figurano Elisabetta
Preziosi (responsabile scientifico), Stefano Amalfitano (microbiologija),
Marco Melita (microbiologia), Barbara Casentini (geochimica) e Lucia Ma-
strorillo (collaboratrice esterna).

elisabetta.preziosi@cnr.it

A

Calcari detrici, micritici, microcristallini, oolitici, con inter.
Scorie e lapilli ( Pleistocene)
Lave sottosature e sature (Pleistocene)

Flysch a componente dominante pelitica o arenaceo- pelitica (Mioce
Conoidi e detriti di pendio anche cementati, facies moreniche (Plei
Calcareniti e calcari organogeni (Paleocene - Mioc. Medio) a luogh
Argille con gessi ( Miocene superiore)

Conglomerati poligenici (Miocene - Pliocene)

Calacareniti, marne e argilliti paleogeniche interc. come olistost
Emipelagiti prevalentemente marnose (Miocene)

Alluvioni ghiaiose, sabbiose, argillose attuali e recenti anche ter
Dolomia (Trias.sup.)

Calcare cavernoso (Trias superiore)
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Tufi prevalentemente litoidi (Pleistocene)

Tufi stratificati, tufiti e tufi temosi (Pleistocene)

Pozzolane (Pleistocene)

Facies freatomagmatiche (Pleistocene)

Coperture colluviali ed eluviali e temre residuali quando distinte
Alluvioni ghiaiose,sabbiose, argillose antiche terrazzate dep. lacu
Travertini (Pleistocene-Olocene)

Depositi preval. ghiaiosi a luoghi cementati in facies marina e di
Depositi preval. sabbiosi a luoghi cementati in facies mar. e di tra
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Tassonomia e Biodiversita degli Efemerotteri
delle acque dolci italiane (EpheBIO)

Le acque dolci sono un hotspot di biodiversita. In questo ambiente, gli
Efemerotteri (Ephemeroptera) - un ordine di Insetti la cui sistematica ha
subito notevoli cambiamenti nel corso degli ultimi decenni - contribui-
scono in modo importante alla ricchezza del biota. Nell’ottica della tutela
della Biodiversita, il progetto qui presentato si configura come attivita di
supporto alle attivita in corso del “National Biodiversity Future Center -
NBFC” (https://www.nbfc.it), nell’ambito dello Spoke 3, “Attivita 4: biodi-
versita dei suoli e degli ambienti dulciacquicoli, qualita degli ecosistemi,
Area monitoraggio”. Per tale progetto ad oggi, IRSA Brugherio ha gia con-
dotto importanti campagne di campionamento della fauna macrobento-
nica in ambiente fluviale, effettuate principalmente nel corso dell’anno
2023, che hanno portato a disporre di un significativo numero di cam-
pioni di individui appartenenti all’ordine degli Efemerotteri.
I campioni provengono da diversi habitat - definiti sulla base di una
combinazione di substrato, tipo di flusso, velocita di corrente e profondi-
ta - e sono stati raccolti in piu di cento siti localizzati in diversi tipi fluvia-
li, che includono fiumi di montagna delle Alpi Centrali e Occidentali, gran-
di fiumi in tratti medi e planiziali in Lombardia ed Emilia-Romagna, fonta-
nili in Lombardia, fiumi appenninici in Italia Settentrionale, Centrale e
Meridionale, fiumi temporanei in Sardegna.
Parallelamente, altre attivita si sono concentrate sulla selezione di indivi-
dui presenti nelle collezioni di Istituto, sulla loro identificazione e attribu-
zione ad unita tassonomiche - o provvisoriamente a specie - sulla base
di caratteri morfologici noti dalla letteratura (e.g. Belfiore, 1983; Bauern-
feind e Soldan, 2012). | criteri di selezione hanno per il momento previ-
sto di considerare: i) la selezione di unita tassonomiche presenti lungo
un ampio gradiente geografico; ii) la selezione di specie con status tas-
sonomico incerto; iii) la selezione di generi con un limitato numero di
specie.

In aggiunta all'identificazione di massi-

ma su base morfologica degli individui, si

€ proceduto con l'individuazione di un

NQT'ONQL protocollo per il barcoding genetico delle
Bloower‘)srrv specie/unita tassonomiche. In questo

ambito, per gli individui preliminarmente
FUTURE CENTER identificati, o per individui provenienti dal
medesimo campione, sono state testate
una serie di tecniche per le fasi di estra-
zione ed amplificazione del DNA. In que-
sta fase ci si € concentrati come primo aspetto sul barcoding della regio-
ne mitocondriale COIl, marcatore di ampio utilizzo tra i metazoi con I'o-
biettivo di ampliare I'indagine ad altri marcatori mitocondriali € nucleari.
Le procedure hanno permesso, per il momento, di ottenere sequenze
genetiche valide per un significativo numero di individui appartenenti a
16 generi di Efemerotteri. E inoltre in fase di avvio la definizione prelimi-
nare dei pattern di diversificazione tassonomica per tre generi di Efeme-
rotteri, sulla base dell’analisi di alberi di massima affinita ottenuti per le
sequenze nucleotidiche COI. Tali pattern di diversificazione saranno suc-
cessivamente confrontati e integrati con i dati provenienti dall’analisi
morfologica grazie all’allestimento di preparati semi-permanenti.
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Figura 1. Epeorus alpicola
(Eaton, 1871), in vivo
(foto A. Buffagni).

Figura 2. Epeorus alpicola fissato in

etanolo (foto S. Cislaghi).

Figura 3 Vetrino di Epeorus alpicola, con
parti boccali e altre parti corporee predi-
sposte per I'analisi microscopica (foto S.

Cislaghi).

| primi risultati delle attivita svolte hanno consentito di evidenziare come
le conoscenze relative alla tassonomia degli Efemerotteri presenti sul ter-
ritorio italiano siano gravemente lacunose, confermando e approfondendo
quanto gia presente in letteratura (Tenchini et al., 2018). La stessa defini-
zione di quali e quante specie (o cladi, unita tassonomiche, infraspecie,
specie putative, specie criptiche, etc.) siano presenti in Italia risulta di per
sé assai problematica. Infatti, molti dei generi dell’ordine - sia quelli che
comprendono poche specie, sia quelli pil numerosi - risultano
difficilmente approcciabili sulla base dei soli studi condotti fino
ad oggi. Cio é purtroppo palese se si considerano gli approcci
tradizionali i.e. morfologici alla classificazione, e diviene ancor
pit evidente quando si applichino metodi di biologia molecola-
re, che consentono di evidenziare come le entita tassonomiche
non note (e.g. specie nuove per la scienza) rischino di superare
in numero quelle gia note e segnalate per il territorio italiano.
Buona parte di queste nuove entita si prefigura come di natura
endemica (per quanto ad oggi ipotizzabile), rendendone lo stu-
dio ancor pil interessante ed importante ai fini della caratteriz-
zazione della biodiversita italiana e dell’area mediterranea.

Obiettivi specifici del progetto, stante I'elevata complessita del quadro
tassonomico dell’ordine, molto oltre le aspettative di inizio progetto NBFC,
sono quindi: i) concentrarsi sull’approccio combinato tra le tradizionali
analisi morfologiche e i dati molecolari derivanti da diversi marcatori gene-
tici; ii) allargare le attivita, in modo da estendere le ricerche a piu generi
rispetto a quanto inizialmente pianificato per NBFC e ottenere risultati pil
generali e a larga scala.

Le modalita operative prevedono che le analisi morfologiche
siano eseguite sia su vetrini semi-permanenti che su immagini
in alta qualita dell’esemplare, scattate sia in vivo che da mate-
riale in collezione, con tecniche di microscopia digitale. Inoltre,
nella direzione di una tassonomia sempre piu integrata, i.e.
ripetibile e quantificabile (Yeates et al., 2010), si opera utiliz-
zando un protocollo di estrazione del DNA di nuova concezione
che consente di preservare I'integrita strutturale del campione,
permettendo di effettuare I’'analisi morfologica sullo stesso indi-
viduo.

Per alcuni generi, si procedera, in continuita con quanto avvia-
to, ad acquisire le immagini di dettaglio dei vetrini allestiti,
avendo cosi una collezione iconografica della specie (accertata
0 putativa) in diverse fasi i.e. esemplare vivo (Fig. 1); fissato in
etanolo (Fig. 2) e preparato per microscopia (Fig. 3), permetten-
do di ottenere informazioni e dati specifici di grande dettaglio.
All’'acquisizione di immagini consegue quindi la digitalizzazione
di parte delle collezioni di Istituto, con attivita che si inseriscono
nel contesto del progetto ITINERIS (https://itineris.cnr.it/about-
itineris/), che intende contribuire all’'armonizzazione dell’etero-
geneita intrinseca delle Infrastrutture di Ricerca ambientale in
Europa (RIs), creando un sistema integrato almeno a livello ita-
liano per facilitare I'interoperabilita tra RIs anche attraverso
attivita di standardizzazione e digitalizzazione di collezioni di
beni naturalistici con standard Darwin Core.
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Infine, nell’ottica di estendere lo studio ad una maggiore copertura geo-
grafica e a piu ambienti (e.g. laghi, stagni), & auspicabile una piu ampia
attivita di campionamento affiancata da collaborazione con altri Enti. A
tale riguardo, cogliamo I'occasione per offrire la nostra disponibilita a col-
laborazioni mirate sul tema (per eventuali contatti: an-
drea.buffagni@irsa.cnr.it).
In generale, le attivita previste comprenderanno (a vari livelli di approfon-
dimento):
e Raccolta di nuovo materiale di studio da siti fluviali e lacustri italiani
ed europei;
e Allestimento di parte del materiale raccolto in preparati semiperma-
nenti;
e Analisi morfologica e selezione di nuovi caratteri tassonomici per al-
cuni generi di Efemerotteri;
e Analisi biomolecolari per lo studio di alcuni marcatori genetici (COI,
wg, etc.);
e |nquadramento dei risultati ottenuti nel contesto europeo e, quando
possibile, prospetto zoogeografico degli stessi;
¢ Inizio di revisione filogenetica per generi selezionati (uno o pid);
e Predisposizione di materiale di supporto (e.g. terza missione, didatti-
ca, Citizen science, Guide, manuali) sull’'ordine, per le specie italiane;

e Pubblicazione dei risultati ottenuti su riviste internazionali e nazionali.

@D ITINERIS A cura o

Simona Cislaghit, Marcello Cazzolal, Simone Cardoni2,

Fabrizio Stefanil, Stefania Erba?, Carlo Belfiore3, Andrea Buffagnit
1CNR Istituto di Ricerca Sulle Acque, Brugherio (Ml), Italy

2CNR lIstituto di Ricerca Sulle Acque, Taranto, Italy

3DEB, Dipartimento di Scienze Biologiche ed Ecologiche - Universita
della Tuscia, Viterbo, Italy
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3° Annual Workshop SETAC Europe Italian Lan-
guage Branch

I 3° Workshop Annuale della SETAC Europe lItalian Language Branch si
svolgera il 7-8 ottobre 2024 a Milano presso I’'Universita Statale di Mila-
no, Sala Napoleonica. Il Workshop prevede le seguenti sessioni:
e Tossicologia ambientale e umana: dalle molecole agli organismi,
dall'omica agli esperimenti in vivo;
e |'ecotossicologia diventa ecologia dello stress;

e Chimica ambientale e valutazione dell'esposizione: analisi, monito-
raggio, destino e modellistica;

e Valutazione del rischio ecologico e per la salute umana di sostanze
chimiche e miscele, materiali, biologiche, microbiologiche e fattori di
stress e rischio;

e Metodi innovatiti e Strategie di mitigazione ed adattamento;
o Life Cycle Assessment e foot-printing;
¢ Politica ambientale, gestione del rischio e comunicazione scientifica;

e Moving Beyond - temi trasversali, temi emergenti e transdisciplinari
(cambiamenti climatici, OneHealth)

La registrazione al Workshop € gratuita inviando una email all’indiriz-
zo: setac.ilb.2024@gmail.com Si potra partecipare con presentazioni
orali o poster inviando I'abstract a: setac.ilb.2024@gmail.com. Il templa-
te dell’abstract & disponibile sul sito della SETAC ltalian Language
Branch (https://italianbranch.setac.org), sezione EVENTI

| dottorandi possono partecipazione al Pre-
mio Miglior Giovane Ricercatore Italiano (in
palio: iscrizione gratuita al 35°SETAC Euro-
pe Meeting che si terra a Vienna a maggijo
3235”::3)':2“'16; i ' 2025). Gli interessati devono inviare un

' R e el abstract esteso in lingua inglese a: se-
S’*E;:;;éfxte"ded Abstract Hosted by tac.ilb.2024@gmail.com (Il modello & dispo-
1%t July 2024 <757, | UNIVERSITA nibile sul sito della SETAC ltalian Language
Rl | Dok STUDI Branch). |l secondo e il terzo candidato sele-

Workshop Registration DI MILANO
th - . .. s P .
9" September 2024 zionati riceveranno un certificato di vincita.

o

Gli abstract faranno parte di un Book of
Abstracts Editato dall'lRSA-CNR.

Free Registration Call for Abstracts

Email to:

SUbIEyourEbstrack b Il Book of Abstract del Workshop del 2023 &

setac.ilb.2024@gmail.com setac.ilb.2024@gmail.com ] o ) P
(max 100 participants) The Abstract template (mandatory format) disponibile qui (https://
is available at italianbranch.setac.org/wp-content/

italianbranch.setac.org

uploads/2024/02/2nd_workshop-SETAC-
ILB_AbstractBook.pdf)

For information

-j}I‘g} italianbranch.setac.org o @SETAC.ILB Per ulteriori informazioni:

ﬁgd setac.ilb.2024@gmail.com @ setac-italian-language-branch

Paola Grenni: grenni@irsa.cnr.it
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RemTech Europe
Ferrara, 16-20 settembre 2024

RemTech Europe, la conferenza ed esposizione internazionale sui mer-
cati e le tecnologie della bonifica del territorio e dell'acqua, quest’anno &
in programma dal 16 al 20 settembre 2024. | primi due giorni della con-
ferenza (16-17 settembre) saranno completamente digitali e trasmessi
in streaming. Le altre tre giornate (18-20 settembre) saranno ibride, in
presenza a Ferrara Fiere e trasmesse anche online..

Lo scopo della Conferenza (interamente in lingua inglese) & condividere
informazioni su conoscenze, innovazione e case histories, incoraggiare
lo sviluppo di processi di bonifica e I'applicazione di tecnologie nuove e
sostenibili e riunire esperti e fornitori di servizi e tecnologie disponibili.
RemTech Europe & soprattutto una piattaforma di discussione tra i diver-
si stakeholder europei ma & aperto a tutti gli altri continenti. L'agenda &
molto ricca (anche con LIVE DEMO e TRAINING COURSES) al fine di con-
dividere le conoscenze tra tutte le parti interessate. RemTech Europe
mette in luce il mercato europeo e le ultime tendenze nelllambito del
recupero ambientale, diffonde know-how e tecnologie in tutto il mondo.
Per questo motivo la partecipazione € completamente gratuita per gli
enti di ricerca e enti governativi .

L’evento & promosso da RemTech Expo, il pill importante evento italiano

sulle tecnologie di bonifica e del cui comitato scientifico fa parte, tra gli

altri, il Centro Comune di Ricerca (JRC) della Commissione Europea. La
Call for Abstract & sul sito di RemTech Europe.

h

REM

Europe

REMTECH EXPO

ttps://www.remtechexpo.com/en/remtech-europe m

A

g s ) o
O BEsBo
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RemTech Europe ospitera anche "Sustainathon
2024" tra il 24 e il 25 settembre 2024 (https://
remtechexpo.com/sustainathon), una maratona di
24 ore di relatori provenienti da tutto il mondo che,
a partire dalle 12:00 del 24 settembre, ci illustre-

ranno gli aspetti piu significativi di come il loro Pae-

CALL FOR ABSTRACTS 2024 se sta realizzando uno o piu Sustainable Deve-
International Conference and Exhibition lopment Goals.

16-20 September 2024

Infine, grazie ad un accordo tra RemTech Europe e
la SETAC, Society of Environmental Toxicology and
Chemistry, saranno selezionati degli abstract per la
loro possibile pubblicazione sulla rivista internazio-
nale e peer review Integrated Environmental As-
sessment and Management (IEAM, della Wiley), in
un numero speciale dedicato a RemTech Europe.

I numero dedicato al 2021 (“RemTech Europe
2021: International Approaches to Contamination
Management”) €& gia online (https://
setac.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/
ieam.4760) e diversi articoli facenti parte del nume-
ro speciale del 2022 (“Remtech Europe 2022: Inte-
grated Approaches for Risk Management and Re-

mediation”) sono gia pubblicati.

LSS s 8
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