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Editoriale

Le risorse idriche, che rivestono un ruolo fondamentale per la
vita sul pianeta, sono al contempo limitate e soggette a diverse
minacce. Tra i principali fattori di criticita si annoverano i cam-
biamenti climatici, la siccita e linquinamento da sostanze chi-
miche, sia normate che emergenti. Secondo quanto riportato a
settembre 2025 dall'Agenzia Europea per I'Ambiente (EEA),
solo il 37% delle acque dolci europee soddisfa gli standard di
qualita, mentre il 62% di fiumi e laghi presenta un stato ecolo-
gico compromesso. E pertanto fondamentale che la gestione
delle risorse idriche avvenga in modo responsabile e innovati-
vo, per rispondere efficacemente alle sfide ambientali dinanzi
alle quali ci troviamo.

In tale prospettiva, I'acqua, il suolo, e piu latamente I'ambiente
risultano strettamente interconnessi anche in rapporto alla
salute delluomo e del pianeta. L'acqua, infatti, esercita un'in-
fluenza significativa sulla salute del suolo, agendo come sol-
vente, mezzo di trasporto e fonte di nutrienti, mentre il suolo
funge da filtro per l'acqua, regolandone il flusso e contribuendo
al suo processo di purificazione. Insieme, forniscono servizi
ecosistemici cruciali come la regolazione idrogeologica, la pre-
venzione dell'erosione e il mantenimento della biodiversita.

Rileva in proposito I'avvenuta approvazione (dopo un lungo iter
legislativo) a Ottobre 2025 della Direttiva sul monitoraggio e la
resilienza del suolo (https://data.consilium.europa.eu/doc/
document/ST-9474-2025-REV-1/en/pdf), che dovra essere
recepita dagli Stati membri entro i prossimi tre anni, e che ha
l'obiettivo di garantire suoli in buona qualita in tutta Europa
entro il 2050. Potra essere questo anche un tema di approfon-
dimento futuro.

Il Notiziario dell'lRSA, grazie ad un approccio multidisciplinare,
si propone come uno strumento snello e allo stesso tempo
approfondito, volto a rispondere alle sfide legate alla scarsita
delle risorse, valorizzando l'interazione tra le diverse discipline
coinvolte, come la scienza, la tecnologia e la gestione ambien-
tale.

Questo secondo fascicolo del 2025 contiene quattro articoli
che, riflettendo la multidisciplinarita dell'lstituto, si allineano
con le tematiche sopradescritte, offrendo significativi contribu-
ti. 1l primo propone lo sviluppo di protocolli e strategie di moni-
toraggio del pitl grande bivalve presente nel Mar Mediterraneo,
Pinna nobilis, specie protetta che svolge importanti funzioni
ecologiche, e che purtroppo si sta estinguendo nei nostri mari.

Il secondo contributo riporta una metodica avanzata, sviluppa-
ta dall'lRSA, per la caratterizzazione tassonomica e funzionale
della biomassa di acque reflue e fanghi attivi, al fine di verifi-
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carne le capacita metaboliche. Tali capacita sono fondamentali per attestare il
corretto trattamento delle acque reflue prima del loro rilascio in natura, in
quanto permettono l'eliminazione o la forte riduzione degli inquinanti.

IRSA

I due articoli successivi approfondiscono il tema dei contaminanti emergenti,
quali gli antibiotici e i geni della resistenza, in qualita di inquinanti ambientali.
Tali articoli ben si collocano nel contesto della World AMR Awareness Week (18
-24 novembre 2025, https://www.who.int/campaigns/world-amr-awareness-
week/2025), organizzata ogni anno dall’lOMS che quest’anno ha per tema “Act
Now: Protect Our Present, Secure Our Future” ed il cui scopo € quello di au-
mentare la consapevolezza della resistenza antimicrobica e promuovere le
migliori pratiche per ridurre 'emergenza e la diffusione di infezioni resistenti
agli antibiotici, in una prospettiva One health, che dunque coinvolge 'ambiente
come uno dei tre fattori collegati insieme alla salute dell’'uomo e degli animali.
Non di poco conto poi la sezione News e Progetti che riportano alcune delle
attivita dell’lstituto, che vanno circolarizzati per una loro ulteriore valorizzazione
e conoscenza, nonché per fungere da stimolo per iniziative future.

Si & certi che il Notiziario dia un contributo rilevante nel comunicare riflessioni
scientifiche e raccogliere le iniziative, italiane ed internazionali, sulle attuali
sfide ambientali.

Buona lettura!

Paola Grenni
Direttore Scientifico




L’uso combinato di lunghi transetti subacquei e di immersioni puntifor-
mi per la ricerca di esemplari vivi di Pinna nobilis (Linneo, 1758)

acuradi

Fernando Rubino (*), Giovanni Fanelli, Giuseppe Denti, CNR, Istituto di Ricerca sulle Acque, Sede di
Taranto

RIASSUNTO

Il mollusco bivalve Pinna nobilis, specie endemica del Mar Mediterraneo, € oggetto dal 2016 di un
evento di mortalita di massa, le cui cause sono ascrivibili a vari fattori e vari patogeni, con conseguente
rischio di estinzione. In questo contesto, la ricerca di aree non soggette al fenomeno e/o di esemplari
“resistenti” & essenziale per garantire la sopravvivenza della specie. A tal fine si evidenzia la necessita
di sviluppare e implementare protocolli e strategie di monitoraggio che ottimizzino la potenzialita di
successo, tenendo anche conto dell’attuale scarsa probabilita di reperire individui ancora vivi. Per con-
seguire tali obiettivi &€ stato implementato e adottato un approccio che integra lunghi transetti subac-
quei a differenti profondita con immersioni in siti specifici caratterizzati dalla presenza di praterie di
Posidonia oceanica, un habitat preferenziale di P. nobilis. Le attivita sono state condotte lungo la costa
ionica pugliese della Provincia di Taranto. Nonostante un considerevole sforzo in termini di chilometri
percorsi sott’acqua e di immersioni effettuate, non sono stati trovati individui vivi, ma solo valve vuote,
un chiaro segno, purtroppo, della scomparsa di questa specie dalle coste pugliesi.

SUMMARY

Since 2016, the bivalve mollusc Pinna nobilis, endemic to the Mediterranean Sea, has been subject to
a mass mortality event in the whole basin caused by multiple pathogens. This situation has led to the
species on the brink of the extinction. In this scenario, the identification of safe zones and/or individu-
als resistant to the infection is of crucial importance. To achieve this goal, due to the low probability of
identifying living specimens, it is necessary to develop and apply a monitoring strategy that can opti-
mise the probability of success in relation to the survey effort. We adopted an integrated approach
which involved the execution of underwater linear transects at varying depths and location-specific
dives in the preferred habitats of P. nobilis, i.e., the Posidonia oceanica meadows, situated along the
lonian coast of Apulia (Southern Italy) in the Province of Taranto. Despite comprehensive investigations,
no survivors were discovered; only empty shells were found, which is indicative of the extinction of the

species from the Apulian seabed.

1. INTRODUZIONE

Pinna nobilis (Linneo, 1758), anche conosciuta come
nacchera o cozza pinna, € un mollusco bivalve ende-
mico del Mar Mediterraneo. Si puo trovare in fondali
profondi da poche decine di centimetri fino a 60 me-
tri, su un’ampia varieta di substrati, da incoerenti
sabbiosi o fangosi a rocciosi, e soprattutto in praterie
di fanerogame come Posidonia oceanica (Linneo)
Delile (Basso et al., 2015). E una specie protetta da
leggi nazionali e direttive europee (Kersting et al.,
2019) che svolge importanti funzioni ecologiche, la
piu affascinante delle quali & forse quella di
“ecosystem engineer”: in habitat di fondi molli le
grandi conchiglie delle nacchere offrono un substrato
idoneo per tante specie che colonizzano fondi duri,
contribuendo ad accrescere la biodiversita dell’area
(lannucci et al., 2023). Inoltre, dal 2016 le popolazio-
ni di questa specie in tutto il Mediterraneo stanno
affrontando una mortalita massiva legata all’'infezione
di diversi patogeni, in particolare Haplosporidium pin-
nae (Catanese et al., 2022), e oggi P. nobilis & consi-
derata a rischio di estinzione (Katsanevakis et al.,
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2022). Infatti, lo stato di questa specie, gia presente
nelle liste rosse dell’'Unione Internazionale per la Con-
servazione della Natura (IUCN), & stato definito come
“sotto grave minaccia” (Scarpa et al., 2020). Per tale
motivo, come suggerito dalla IUCN, la ricerca di esem-
plari vivi di P. nobilis & prioritaria ed & stata I'obiettivo
dell’attivita di monitoraggio condotta dal gruppo su-
bacquei del CNR IRSA di Taranto, lungo tutta la costa
della Provincia ionica tra il 2022 e il 2023. P. nobilis
€ sempre stata presente lungo questi litorali del sud
Italia e molto abbondante soprattutto nei bacini confi-
nati come il Mar Grande e il Mar Piccolo di Taranto,
dove le popolazioni di questo bivalve hanno raggiunto
densita superiori a 0,2 ind m2 (Rubino et al., 2015).
In questi bacini, fino al 2018 erano presenti piu di
10.000 esemplari di P. nobilis, molti dei quali censiti
durante le attivita di monitoraggio dai ricercatori su-
bacquei del CNR IRSA di Taranto. Successivamente, a
partire dalla tarda primavera dello stesso anno, nel
giro di pochi mesi, & stata registrata una mortalita
massiva con pochi sopravvissuti che sono perd morti
in un breve arco di tempo (Tiscar et al., 2022). La
causa di questo fenomeno di mortalita massiva €&

Notiziario dei Metodi Analitici, 2, 2025 - doi: 10.3274/NOTIZIRSA-2025-02



Notiziario dei Metodi Analitici

n°2 (2025)

12
n 15

O

Figura 1. | siti investigati per la ricerca di individui vivi di
Pinna nobilis lungo la costa della Provincia di Taranto.

1. San Vito, 2. Isola di san Pietro, 3. Secca dell’Armeleia,
4. Lido Bruno, 5. Lama, 6. San Vito fanale verde, 7. Mon
Reve, 8. Saint Bon, 9. Lido Gandoli, 10. Saturo, 11. Le
Conche, 12. Torre Zozzoli, 13. Monte D’Arena, 14. Baia
d’Argento, 15. Torre Ovo.

stata un’infezione da parte di H. pinnae e altri mi-
croorganismi come Mycobacterium sp. (Panarese et
al., 2019; Tiscar et al., 2022). Ulteriori studi in altre
aree del Mediterraneo hanno evidenziato come in
realta I'elevatissima mortalita avesse un’eziologia
multifattoriale (Carella et al., 2020); sebbene Haplo-
sporidium e Mycobacterium fossero stati individuati
come principali agenti patogeni del fenomeno, € stato
dimostrato che anche Vibrio spp., Perkinsus spp. e
picornavirus (Pensa et al., 2022) possono essere as-
sociati allo sviluppo della sindrome inflammatoria che
causa la morte delle nacchere.

2. MATERIALI E METODI

Lo studio é stato condotto tra il 2022 e il 2023 in 15
siti localizzati lungo la costa ionica della regione Pu-
glia nella Provincia di Taranto (Figura 1).

In ciascun sito sono state applicate due metodologie
di indagine, finalizzate alla ricerca di esemplari vivi di
P. nobilis:

1. Transetti lineari georeferenziati (lunghi circa
200-300 m) realizzati da due subacquei in im-
mersione con ARA (autorespiratori ad aria), equi-
paggiati con scooter subacquei e boa segna-sub
con GPS integrato (Figura 2); tali transetti sono
stati realizzati alle profondita di 5, 15 e 25 m in
ogni sito, eccetto per la “Secca dell’Armeleia”,
una isolata area rocciosa, con profondita che va
da 8 a 19 m, che si trova al largo della litoranea

Figura 2. Due operatori subacquei con scooter durante le
attivita di visual census su transetti lineari.

occidentale tarantina, dove sono stati effettuati
due transettia 15 m;

2. Transetti circolari di 20 m di raggio realizzati da
due subacquei in immersione con ARA a profon-
dita comprese tra 15 e 17 m su fondali caratte-
rizzati dalla presenza di una prateria di Posido-
nia oceanica (immersioni “spot”), habitat prefe-
renziale della specie oggetto d’indagine.

Entrambe le metodiche applicate prevedevano il vi-
sual census (conta ed identificazione visiva) come
metodo di rilevamento della presenza degli individui
della specie; nel caso di ritrovamento, sia vivo sia
morto, ciascun esemplare & stato fotografato e misu-
rato. Si evidenzia che i frammenti di valve non sono
stati considerati nell’indagine. Per quanto riguarda la
lunghezza totale delle valve (TL) sono state stabilite 3
classi: Grande (L) TL > 60 cm, Media (M) 30 <TL< 60
cm, Piccola (S) TL < 30 cm. Infine, € stata registrata
la natura del substrato su cui ciascun esemplare &
stato ritrovato.

3. RISULTATI

Nella conduzione dei transetti lineari sono stati per-
corsi in totale 15,7 km di distanza in immersione alle
3 diverse profondita previste. Sono stati censiti 67
esemplari di P. nobilis, tutti osservati morti (Figura 3;
Tabella 1). La maggior parte degli individui sono stati
censiti su fondali a coralligeno e in praterie di P. ocea-
nica. Molte valve di esemplari di P. nobilis avevano la
parte anteriore o posteriore della conchiglia danneg-
giate, per cui € stato possibile misurare la lunghezza
totale solo di 19 delle 67 conchiglie registrate. Nello
specifico, nei transetti condotti a 5 m di profondita, &
stato osservato un solo esemplare morto, nel sito 1
(San Vito), mentre nei restanti 14 siti esaminati non &
stato osservato alcun esemplare a tale profondita. Il
maggior numero di esemplari morti & stato osservato
nel sito 12 (Torre Zozzoli), mentre il sito 2 (Isola di
San Pietro) € stato I'unico in cui non € stato ritrovato
alcun esemplare.

Nonostante un gran numero degli esemplari registrati
durante la conduzione dei transetti lineari sia stato
osservato tra le fronde di P. ocenica, nessun esem-
plare & stato osservato durante i transetti circolari
delle immersioni “spot” che sono state condotte spe-
cificatamente in questo habitat.

4, DISCUSSIONE

Il ritrovamento esclusivamente di individui morti di P.
nobilis conferma quanto gia osservato durante una
campagna di ricerca condotta da Pensa et al. (2022)
lungo tutto il litorale pugliese nel 2020 in cui € stata
registrata una mortalita del 100%. In questo studio &
stata utilizzata una metodica simile per quanto riguar-
da la conduzione di transetti lineari che erano piu
lunghi ma molto distanziati geograficamente. L'utiliz-
zo di transetti pit brevi, condotti in parallelo su bati-
metriche diverse, ha permesso di aumentare la risolu-
zione spaziale di osservazione, con I'obiettivo di mas-
simizzare la probabilita di rinvenire individui vivi, pur
in un areale piu ridotto. In ogni caso i due studi hanno
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Tabella 1. Risultati delle osservazioni sui transetti lineari condotti nei 15 siti e alle tre
profondita previste. Taglia: L= grande; M=media; S=piccola; nm=non misurabile..

Prof.

Sito T(‘?,g)p tra(r::;etti n° ind. Sstgltl?tgi Taglia Substrato
San Pietro 24 5 0 Roccia
15 0 Coralligeno/Posidonia
25 0 Coralligeno
San Vito 25 5 1 Morto 1L Roccia
15 1 Morto ™ Coralligeno
25 1 Morto 18 Coralligeno
Secca dell'Ar- 26 15 3 Morto 1S/IM  Pre-coralligeno
meleia
Lido Bruno 25 5 0 Roccia
15 0 Coralligeno/Posidonia/Sabbia
25 4 Morto 1™ Coralligeno/Sabbia
Lama 26 5 0 Roccia
15 0 Coralligeno/Posidonia/Sabbia
25 2 Morto 1L Coralligeno
ggrr:a\llgt\)/erde % 5 0 Roceia
15 1 Morto ™ Posidonia
25 0 Posidonia
Mon Reve 24 5 0 Roccia
15 1 Morto nm Sabbia
25 0 Coralligeno
Saint Bon 24 5 0 Roccia/Sabbia
15 0 Sabbia
25 2 Morto nm Posidonia/Sabbia
Gandoli 25 5 0 Roccia
15 1 Morto 18 Coralligeno/Posidonia/Sabbia
25 3 Morto 2S/1M Coralligeno
Saturo 25 5 0 Roccia
15 2 Morto 28 Coralligeno/Posidonia
25 2 Coralligeno
Le Conche 20 5 0 Sabbia
15 3 Morto nm Posidonia
25 1 Coralligeno/Posidonia
Torre Zozzoli 20 5 0 Sabbia
15 12 Morto AM/ML Posidonia
25 6 Morto nm Posidonia
Monte d'Arena 16 5 0 Sabbia
15 0 Coralligeno/Posidonia/Sabbia
25 7 Morto 2L Coralligeno/Posidonia/Sabbia
Baia d'Argento 16 5 0 Roccia
15 1 Morto nm Sabbia
25 7 Morto 2M/1L Coralligeno
Torre Ovo 15 5 0 Sabbia
15 3 Morto 3M Posidonia
25 3 Morto 2M/1L Coralligeno

prodotto risultati sovrapponibili e questo evidenzia
come il fenomeno di mortalita di massa che sta inte-
ressando le popolazioni di P. nobilis sia diffuso in tut-
to il Golfo di Taranto, oltre che nel Mar Piccolo e Mar
Grande di Taranto.

Tuttavia, in concomitanza con la rapida scomparsa di
P. nobilis, recentemente stanno aumentando le se-
gnalazioni della specie congenere, anch’essa sotto
regime di protezione, Pinna rudis (Zotou et al., 2023;
Rubino et al., 2024) (Figura 4). Pur condividendo al-
cune caratteristiche morfologiche ed ecologiche
(Zotou et al., 2023), P. rudis si differenzia da P. nobi-
lis per la sua pit ampia distribuzione; oltre che in Me-
diterraneo € presente lungo la costa africana dell’O-
ceano Atlantico e nei diversi arcipelaghi che si trova-
no al largo di essa (i.e., Canarie, Capo Verde e Madei-

n°2 (2025)

ra) fino alle isole Azzorre, al largo del Portogallo
(Barreiros et al., 2016; Gvozdenovic et al., 2019; Ker-
sting & Ballesteros, 2021). Preferisce habitat rocciosi
sebbene, come P. nobilis, si possa trovare nelle prate-
rie di Posidonia e in habitat detritici a rodoliti
(Kersting & Ballesteros, 2021). Ha delle importanti
caratteristiche morfologiche che permettono di distin-
guerla abbastanza facilmente da P. nobilis; infatti,
oltre alle minori dimensioni, la conchiglia ha una for-
ma spiccatamente triangolare con evidenti costolatu-
re ad andamento radiale lungo tutta la conchiglia
(Gvozdenovic et al., 2019).

Durante immersioni svolte sui fondali dell’isola di
Pantelleria (Sicilia, Italia) nel 2022 (Rubino et al.,
2024), sono stati osservati individui che presentava-
no caratteri morfologici tipici di entrambe le specie
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Figura 3. Due esemplari di P. nobilis morti rinvenuti su
coralligeno con Posidonia oceanica (in alto) e fondo sab-
bioso (in basso).

(dimensioni e morfologia della conchiglia in particola-
re), suggerendo la possibilita di un fenomeno di ibri-
dazione.

Tale ipotesi & stata confermata successivamente per
individui di altre aree del Mar Mediterraneo
(Catanese et al.,, 2024); pertanto, risulta estrema-
mente importante monitorare queste dinamiche e le
eventuali conseguenze (Catanese et al., 2024), oltre
ad accrescere le conoscenze sulla diversita genetica
di P. nobilis (Nebot-Colomer et al., 2025).

La strategia attualmente piu efficace per la conserva-
zione della specie P. nobilis consiste nel mantenere
efficienti le attivita di monitoraggio delle popolazioni e
nella ricerca di esemplari vivi, come dimostrato da
Karadurmus et al. (2024) il quale ha rilevato una po-
polazione in salute nel Mar di Marmara (nord-ovest
della penisola anatolica, in comunicazione con I'Egeo
e il Mar Nero).

Inoltre, sin dall’inizio della diffusione dell’evento di
mortalita di massa, sono stati effettuati diversi studi
sul mantenimento e riproduzione in cattivita della

\_w\' te > . ’\' N e

»

Figura 4. Un esemplare di Pinna rudis osservato sul fonda-
le antistante il faro di San Vito (Taranto, Italia).

n°2 (2025)

specie (Cortes-Melendreras et al., 2022), affiancati a
tentativi di ripopolamento (Catanese et al.,, 2024;
Ferranti et al.,, 2024) che potrebbero rappresentare
un ulteriore strumento per la salvaguardia di P. nobi-
lis. Ovviamente il successo di queste attivita presup-
pone l'assenza dei patogeni nei siti di ripopolamento
e ancor di piu lo sviluppo di una resistenza all’infezio-
ne degli esemplari trapiantati.

Alla luce dei risultati ottenuti, si pud concludere che:
1) il 100% di mortalita di P. nobilis registrata potreb-
be indicare l'estinzione della specie dalle coste ioni-
che pugliesi; 2) sebbene i transetti utilizzati in questo
studio (200-300 m) siano piu corti rispetto al lavoro
di Pensa et al. (2022) (800 m), i risultati qui riportati
tra i due studi sono confrontabili, con il vantaggio di
una maggiore risoluzione spaziale di campionamento;
3) I'integrazione di transetti lineari con transetti circo-
lari in immersioni “spot” su praterie di P. oceanica,
nonostante la maggiore probabilita di rinvenire esem-
plari di P. nobilis, non ha condotto a risultati significa-
tivi; questo non preclude la possibilita che tale meto-
dologia possa essere considerata efficace.
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Estrazione di proteine da acque reflue e fanghi attivi, e determinazione
dei pattern proteici tramite elettroforesi bidimensionale (2D PAGE) per
la caratterizzazione tassonomica e funzionale della biomassa

acuradi

Carlo Salerno (*), CNR, Istituto di Ricerca sulle Acque, Sede di Bari

RIASSUNTO

Negli impianti di trattamento delle acque di scarico (wastewater treatment plants, WWTPs) & essenziale
avere adeguate portate di trattamento ed elevate efficienze di abbattimento dei carichi inquinanti. In
questi impianti sono ormai convenzionalmente impiegati i cosiddetti “fanghi attivi”, dotati di alta capa-
cita di biodegradazione e di adattamento alle sostanze inquinanti. Essi sono costituiti soprattutto da
complessi consorzi microbici eterogenei con specifiche capacita metaboliche - a seconda del tratta-
mento applicato e delle sostanze da trattare - legate all'attivita enzimatica che coinvolge principalmen-
te proteine.

In tale contesto, il presente lavoro propone un protocollo per l'estrazione delle proteine da campioni di
acque reflue e fanghi attivi di WWTPs, e la loro separazione tramite gel-elettroforesi bidimensionali (2D-
PAGE) sulla base dei diversi punti isolettrici e pesi molecolari, rappresentando pattern proteici tipici di
determinate situazioni. Inoltre, la separazione delle proteine ottenuta con i 2D-gel ben si presta a possi-
bili ulteriori passaggi, come |'escissione delle proteine dai gel e I'analisi di spettrometria di massa per
la loro identificazione, arrivando a una completa ed effettiva caratterizzazione funzionale dei batteri dei
campioni in esame.

SUMMARY

In wastewater treatment plants (WWTPs) adequate treatment flow-rates and high efficiencies for the
reduction of the pollutant loads are essential. The so-called “activated sludge” is now conventionally
used in WWTPs, with a high capacity for biodegradation and adaptation to pollutants. They consist
mainly of complex heterogeneous microbial consortia with specific metabolic capabilities - depending
on the applied treatment and the substances to be treated - linked to enzymatic activity involving
mainly proteins.

In this context, the present work proposes a protocol for the extraction of proteins from samples of
wastewater and activated sludge of WWTPs, and their separation via two-dimensional gel-
electrophoresis (2D-PAGE) on the basis of the different isoelectric points and molecular weights, repre-
senting protein patterns typical of certain situations. Furthermore, the separation of proteins obtained
with 2D-gels is well suited for to possible further steps, such as excision of proteins from gels and mass
spectrometry analysis for their identification, arriving at a complete and effective functional characteri-

zation of the samples under examination.

1. INTRODUZIONE

Nel corso dell'ultimo secolo, in concomitanza con l'in-
cremento della popolazione mondiale, 1o sviluppo
industriale e tecnologico, e I'aumento della domanda
di risorse naturali, si € verificato un incremento nell'u-
tilizzo delle risorse stesse. Per quanto riguarda le ri-
sorse idriche, una delle conseguenze del maggiore
consumo di acqua €& l'aumento delle acque reflue
prodotte. In generale, le acque reflue urbane e indu-
striali non possono essere scaricate direttamente nei
bacini naturali a causa dell'elevato carico inquinante
e del rischio di contaminazione da agenti patogeni
(Preisner, 2020). Inoltre, la composizione delle acque
reflue urbane ha subito significativi cambiamenti ri-
spetto al passato, con una diminuzione del contenuto
organico, a favore di componenti di natura non orga-
nica. Questo processo € attribuibile a fattori quali la
diffusione mondiale dell'industria manifatturiera, I'uso
domestico di farmaci, la costruzione di ospedali e
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l'utilizzo di detergenti (Samal et al., 2022). Per questo
motivo, un corretto trattamento delle acque reflue
prima del loro rilascio in natura & fondamentale per
I'eliminazione o la forte riduzione degli inquinanti. Gli
impianti di trattamento delle acque reflue (WWTP)
sono stati sviluppati all'inizio del XX secolo per la sicu-
rezza igienica delle grandi aree urbane. Lo scopo ge-
nerale di un WWTP é la riproduzione intensiva dei
processi di degradazione biologica naturale attraver-
so diverse fasi, con l'obiettivo di raggiungere condizio-
ni di efficienza ottimizzate, riducendo cosi tempi e
spazi rispetto ai percorsi naturali (De Celis et al.,
2022).

| principali processi di degradazione degli inquinanti
avvengono nel fango attivo della vasca biologica, do-
ve diverse specie microbiche si selezionano e cresco-
no sinergicamente, formando comunita microbiche in
grado di ossidare/ridurre gli inquinanti rilevanti. In
questo contesto, la conoscenza delle dinamiche delle
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specie microbiche selezionate in base alle caratteri-
stiche specifiche delle acque reflue e/0 alle condizio-
ni operative e ambientali puo fornire contributi signifi-
cativi rilevanti per il miglioramento del funzionamento
e della gestione del'WWTP. In particolare, la com-
prensione dei comportamenti metabolici delle consor-
zi microbici nei fanghi attivi pud contribuire all'ottimiz-
zazione dell'efficienza degli impianti di depurazione
(Bassin et al., 2021).

La struttura del fango attivo trae origine da una com-
plessa organizzazione di componenti eterogenei: mi-
crorganismi (principalmente batteri, ma anche funghi,
protozoi e piccoli metazoi), particelle inorganiche,
biopolimeri esocellulari, cationi bivalenti e materiali
inerti provenienti dallo scarico. A seconda dell’intera-
zione tra tutte queste componenti e della conseguen-
te organizzazione microbiologica, il fango attivo puo
assumere caratteristiche fisiche diverse, quali viscosi-
ta, sedimentabilita, concentrazione di solidi sospesi o
filtrabilita. Tuttavia, negli ultimi decenni, & emersa
I'esigenza di caratterizzare tale biomassa per com-
prenderne i principali aspetti metabolici, soprattutto
grazie al continuo sviluppo di tecniche biomolecolari
altamente specifiche basate su omologja di sequenze
nucleotidiche. In particolare, si stanno affermando i
cosiddetti approcci “omici”, discipline della biologia
molecolare sviluppatesi come applicazioni di principi
statistici e bioinformatici per la comprensione dei
sistemi biologici complessi, come il fango attivo
(Lederberg and McCray, 2001). L'obiettivo di tali di-
scipline é I'identificazione e la quantificazione di tutte
le biomolecole di una data classe nella comunita mi-
crobica oggetto di studio attraverso I'elevato grado di
similarita di sequenza con database gia presenti in
letteratura. La prima a svilupparsi & stata la genomi-
ca, la quale si occupa dello studio del genoma degli
organismi viventi. In seguito si sono sviluppate le altre
discipline “omiche”, con identico approccio, ma con
target diverso: la trascrittomica (mRNA), la proteomi-
ca (proteine), la lipidomica (lipidi), la glicomica
(carboidrati) e la metabolomica (metaboliti). Le protei-
ne rappresentano il prodotto finale della trascrizione
dei geni, con la relativa traduzione in sequenze ammi-
noacidiche, e la proteomica ha come oggetto di stu-
dio il "proteoma”, ovvero l'intero set proteico di una
cellula, rappresentandone di fatto la reale capacita
funzionale in un determinato momento o condizione.
In particolare, grandi potenzialita sembrano emergere
dall’approccio innovativo della metaproteomica, pro-
teomica ambientale o delle comunita microbiche che
si pone l'obiettivo di studiare il proteoma di un’intera
comunita microbica, come i fanghi attivi (Rodriguez-
Valera 2004; Wilmes et al., 2015). L'effettiva caratte-
rizzazione funzionale della biomassa puod cosi aiutare
a identificare le dinamiche metaboliche del fango
attivo in definiti contesti (Salerno et al., 2019).

In questo articolo, viene illustrato un protocollo per
I'estrazione di proteine dalle specie microbiche di
acque reflue e fanghi attivi basato sull'uso di fenolo
sulla base di quello proposto da Kuhn e colleghi
(2011). Successivamente, viene suggerita I'elettrofo-
resi su gel di poliacrilammide con sodio dodecil solfa-
to (SDS-PAGE) per uno screening preliminare delle
miscele proteiche estratte. In seguito, viene descritta
la separazione delle miscele proteiche dei campioni
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scelti tramite elettroforesi su gel di poliacrilammide
bidimensionale (2D-PAGE), con una doppia separazio-
ne prima per punti isoelettrici (pl), e poi ortogonal-
mente per pesi molecolari (MW) (O’Farrell, 1975). Alla
fine i gel 2D rappresentano dei veri e propri pattern
proteici confrontabili sia qualitativamente che quanti-
tativamente attraverso un'analisi delle immagini utiliz-
zando software dedicati che permettono anche accu-
rate analisi statistiche (Jimenez et al., 2013).

2. APPARECHIATURE

2.1 Centrifuga termostatata L'intervallo di tempera-
tura deve essere almeno 0-25°C;

2.2 Rotore ad angolo fisso per 6 provette da 50 mL,
compatibile con la centrifuga termostatata. Il
rotore richiesto deve essere adatto a raggiunge-
re RCF fino a 5000 x g;

2.3 Rotore ad angolo fisso per 24 microprovette da
2,0 mL, compatibile con la centrifuga termosta-
tata. Il rotore richiesto deve essere adatto a rag-
giungere RCF fino a 20000 x g;

2.4 Vortex da banco;

2.5 Agitatore termostatato da banco
(“thermomixer”) per 24 microprovette da 2,0
mL. L'intervallo di temperatura deve essere al-
meno 4-80°C;

2.6 Congelatore per conservare i campioni a -18°C;

2.7 Strisce di gradiente di pH immobilizzante (IPG
strip) per isoelettrofocalizzazione (IEF);

2.8 Multirack per IPG strip per la contemporanea
incubazione del necessario numero di strisce;

2.9 Apparecchiatura per IEF;

2.10 Apparati per elettroforesi in gel di poliacrilammi-
de (PAGE);
2.11 Agitatore orbitale da laboratorio 0-200 rpm;

2.12 Scanner e software per acquisizioni di gel di
poliacrilammide;

2.13 Congelatore per conservare i campioni a -80°C.

3. REAGENTI E MATERIALI

3.1 Ammonio acetato 0,1 N: pesare la quantita ne-
cessaria per ottenere 0,1 N in base al numero di
campioni, scioglierla in metanolo puro e conser-
vare a-20°C;

3.2 Sodio dodecil solfato (SDS) al 10%: pesare la
quantita necessaria per raggiungere il 10%, scio-
glierla in acqua ultrapura e conservare a tempe-
ratura ambiente;

3.3 Soluzione di fenolo (si pud preparare anche
qualche giorno prima): sempre sotto cappa chi-
mica, pesare 10,0 g di fenolo puro, posizionare
la quantita pesata in una bottiglia di vetro in
borosilicato con tappo a vite, aggiungere 1,0 mL
di acqua ultrapura, chiudere il tappo e agitare
gentilmente con vortex fino a completo sciogli-
mento;

3.4 Etanolo al 70%: diluire una soluzione piu con-
centrata con acqua ultrapura per ottenere una
concentrazione finale del 70% e conservare a -
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18°C;

3.5 Acetone all'80%: diluire una soluzione pil con-
centrata con acqua ultrapura per ottenere una
concentrazione finale dell'80% e conservare a -
20°G;

3.6 Coomassie-based protein staining solution 1:
sciogliere 50,0 g di Coomassie Blue Brilliant G-
250 in 1 L di acqua ultrapura;

3.7 Coomassie-based protein staining solution 2:
sciogliere 50,0 g di ammonio solfato in 300 mL
di acqua ultrapura; sotto cappa, aggiungere deli-
catamente 6,0 mL di acido fosforico all'85%;
portare il volume fino a circa 485 mL con acqua
ultrapura; infine aggiungere 10,0 mL di Coomas-
sie-based protein staining solution 1 lasciando
agitare per almeno 30 minuti; infine portare
definitivamente a 500 mL con acqua ultrapura;

3.8 Coomassie-based protein staining solution 3, da
preparare appena prima dell'uso: mescolare 2
parti di Coomassie-based protein staining solu-
tion 2 con 1 parte di metanolo al 99,8%;

3.9 Running buffer 10 x: tris(idrossimetil)
amminometano (Tris) 30,0 g; glicina 144,0 g;
SDS 10,0 g; 1,0 L di acqua ultrapura;

3.10 Sample buffer: 12,5 mL di Tris-HCI 0,5 M (pH
6,8); 10,0 mL di glicerolo all’'87%; 20,0 mL di
SDS al 10%; 5,0 mL di B-mercaptoetanolo; 1,0
mL di blu di bromofenolo allo 0,5%; 50,0 mL di
acqua ultrapura;

3.11 Fixing solution: acido acetico glaciale al 10%;

etanolo al 40%; acqua ultrapura al 50%;

3.12 Soluzione “madre” equilibration buffer: Tris-HCI
50 mM (pH 8,8), urea 6 M, glicerolo al 30%, SDS
al 2% con tracce di blu di bromofenolo;

3.13 Rehydratation solution: utilizzare la soluzione
consigliata dal produttore per reidratare le IPG-
strip subito prima dell’'uso e per eliminare effi-
cacemente qualsiasi ossidazione non specifica
dei gruppi tiolici, al fine di evitare eventuali effet-
ti di "striatura" durante I'lEF;

3.14 Equilibration buffer 1: da preparare appena pri-
ma dell'uso, il volume finale dipende dal numero
di strisce IPG da analizzare: aggiungere ditio-DL-
treitolo (DTT) fino a raggiungere una concentra-
zione di 65 mM all'aliquota con volume calcola-
to al bisogno di soluzione “madre” equilibration
buffer;

3.15 Equilibration buffer 2: da preparare appena pri-
ma dell'uso, il volume finale dipende dal numero
di strisce IPG da analizzare: aggiungere iodoace-
tamide (lAA) fino a raggiungere una concentra-
zione di 100 mM all'aliquota con volume calco-
lato al bisogno di soluzione “madre” equilibra-
tion buffer;

3. PROCEDURA DI ESTRAZIONE DELLE PROTEINE

1. Le soluzioni di:

-ammonio acetato 0,1 N in metanolo,
- 80% acetone,

- 70% etanolo
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vanno preparate almeno il giorno prima e mantenute

2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

a -18°Cfino all’uso.

Inserire il rotore per provette da 50 mL nella cen-
trifuga termostatata e impostarla a 4°C aspet-
tando che raggiunga tale temperatura.

Fanghi attivi: trasferire 25 mL in una provetta da
centrifuga da 50 mL per almeno tre repliche.
Acque reflue urbane: distribuire un campione di
100 mL in provette da centrifuga da 50 mL ali-
quotando 25 mL in ciascuna provetta; la distribu-
zione deve essere fatta per almeno tre repliche.
Se il campione ha una concentrazione inferiore a
1g L1, il volume di partenza pu® essere aumenta-
to.

Centrifugare per 10 minuti / 4000 x g/ 4°C.
Scartare il surnatante. Solo se non & possibile
continuare nella stessa giornata, congelare i pel-
leta-80°C.

Se precedentemente congelato, scongelare deli-
catamente il campione a temperatura ambiente.
Solo per ogni replica di fanghi attivi: aggiungere
NaCl (0,9 N) fino a raggiungere un volume finale
di 10 mL per ogni provetta da 50 mL, quindi me-
scolare delicatamente per sospendere bene il
pellet. Solo per le aliquote di ogni replica di ac-
que reflue urbane: aggiungere 2,5 mL di NaCl
(0,9 N) per ciascuna aliquota, risospendere il
pellet, quindi riunificare tutte le aliquote della
stessa replica ottenendo sempre un volume fina-
le di 10 mL per ogni singola replica di campione.
Il resto del protocollo si riferisce a una sola repli-
ca. Da ora in poi, operare sempre sotto cappa
chimica per tutta la procedura di questo paragra-
fo.

Preparare e segnare 20 microprovette da centri-
fuga da 1,5 mL per ogni replica.

Distribuire i 10 mL di ogni campione risospeso in
aliquote di 0,5 mL in ogni microprovetta da 1,5
mL.

Aggiungere 0,5 mL della soluzione di fenolo in
ogni microprovetta.

Miscelare bene per 5 secondi tramite vortex, e
incubare in thermomixer per 1h / 1400 rpm /
20°C.

Nel frattempo, inserire nella centrifuga termosta-
tata il rotore per microprovette, impostarla a 20
minuti / 12000 x g / 20°C, e attendere che rag-
giunga la temperatura.

Avviare la centrifugazione per separare la fase
acquosa da quella fenolica.

Preparare altre 20 microprovette da 1,5 mL per
0ogni campione.

Al termine della centrifugazione, trasferire tutta
la fase fenolica di ciascuna provetta (circa 0,4
mL) in una delle nuove provette da 1,5 mL, evi-
tando scrupolosamente di aspirare la fase ac-
quosa o la zona interfase.

Aggiungere 0,4 mL di acqua ultrapura in ciascu-
na provetta, agitare su vortex per 5 secondi, e
incubare nel thermomixer per 30 minuti / 1400
rpm / 20°C.
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18.

19.

20.

21.

22.
23.

24.
25.
26.

27.
28.
29.
30.

31

32.
33.

34.

Centrifugare tutte le microprovette per 20 minu-
ti / 12000 x g / 20°C per separare nuovamente
la fase acquosa da quella fenolica. Durante la
centrifugazione, preparare 20 microprovette da
2,0 mL per ogni campione.

Al termine della centrifugazione, trasferire tutta
la fase fenolica di ciascuna provetta (circa 0,4
mL) in una delle nuove provette da 2,0 mL, evi-
tando nuovamente di aspirare la fase acquosa o
la zona interfase.

Aggiungere 1,6 mL di ammonio acetato 0,1 N in
metanolo puro conservato a -20°C in ciascuna
microprovetta e agitare su vortex per 5 secondi
per far precipitare le proteine.

Incubare per 1 h a -18°C, e impostare subito la
centrifuga a 4°C.

Centrifugare per 20 minutia 12000 x g a 4°C.
Scartare il surnatante mantenendo il pellet, e
aggiungere 1,0 mL di altro ammonio acetato 0,1
N in metanolo puro conservato a -20°C in ogni
microprovetta.

Incubare per altri 15 minuti a -20°C.
Centrifugare per 5 minuti / 12000 x g/ 4°C.
Scartare il surnatante mantenendo il pellet, e
aggiungere 1,5 mL di 80% acetone conservato a
-20°C a ogni microprovetta.

Incubare per 15 minutia -20°C
Centrifugare per 5 minuti / 12000 x g/ 4°C.

Ripetere gli step 26, 27 e 28.

Scartare il surnatante mantenendo il pellet, e
aggiungere 1,5 mL di 70% etanolo conservato a -
20°C.

Incubare per 15 minuti a -20°C.

Centrifugare per 5 minuti / 12000x g/ 4°C.
Scartare il surnatante prestando attenzione a
mantenere 100-150 pL di 70% etanolo per co-
prire il pellet proteico in condizioni di umidita.
Conservare le microprovette a - 20°C.

4. SDS PAGE

1.

Considerare una corsia elettroforetica per ogni
campione/replica per poi calcolare il numero di
gel da preparare.

Pulire i vetri con una soluzione di etanolo da
lavaggio al 70% e preparare I'apparato per la
polimerizzazione dei gel seguendo le istruzioni
del produttore.

Resolution gel di poliacrilammide al 12% con
base da 8 cm: in ordine, sotto cappa aggiungere
in un beaker con agitatore magnetico 2,5 mL di
Tris-HCI 1,5 M (pH 8,8), 0,1 mL di 10% SDS,
4,0 mL di soluzione acrilammide/
bisacrilammide al 30% (rapporto 37,5:1), 3,3
mL di acqua ultrapura; infine, quasi contempo-
raneamente, aggiungere 75,0 pL di 10% ammo-
nio persolfato (APS) al 10% e 7,5 uL di
N,N,N',N'-tetrametiletilendiammina (TEMED).
Miscelare tutti i volumi indicati solo al momento
della preparazione del gel. Tutte le soluzioni
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possono essere preparate nei giorni precedenti
e conservati in frigorifero, tranne 10% SDS che
va conservata a temperatura ambiente, e 10%
APS che puo essere ripartita in aliquote e subito
congelata a -20°C (scongelare solo al momento
della preparazione del gel e nella quantita ne-
cessaria).

Subito dopo I'aggiunta di APS e TEMED, preleva-
re con una pipetta da 10 mL monouso la misce-
la polimerizzante e depositarla con attenzione
nello spazio da 0,1 cm tra i due vetri in verticale
dell’apparato di polimerizzazione di gel impie-
gandoci non piu di 6-7 secondi onde evitare una
polimerizzazione disomogenea o0 con un limite
superiore del gel non lineare.

Caricare rapidamente, ma delicatamente, una
linea sottile di etanolo al 70% sul limite superio-
re del resolution gel appena caricato tra i vetri
per favorire la linearizzazione del suo limite su-
periore.

Dopo almeno 30 minuti, verificare se il gel resi-
duo nel beaker & polimerizzato risultando non
piu liquido. Se il controllo € positivo, rimuovere
I'etanolo lavando cinque o sei volte con acqua
ultrapura, quindi rimuovere l'acqua ultrapura
assorbendola con carta bibula.

Stacking gel di poliacrilammide al 6% con base
da 8 cm: aggiungere in un beaker con agitatore
magnetico nell’'ordine: 2,5 mL di Tris-HCI 0,5 M
(pH 6,8); 0,1 mL di SDS al 10%; 1,3 mL di solu-
zione acrilammide/bisacrilammide al 30%
(rapporto 37,5:1); 3,0 mL di acqua ultrapura;
infine, quasi contemporaneamente, aggiungere
75,0 uL di APS al 10% e 15,0 uL di TEMED. Co-
me al punto precedente, miscelare tutti i volumi
indicati solo al momento della preparazione del
gel, e rispettare le accortezze nella conservazio-
ne delle singole soluzioni.

Anche qui, subito dopo I'aggiunta di APS e TE-
MED, prelevare con una pipetta monouso da 10
mL la miscela polimerizzante e depositarla con
attenzione nello spazio da 0,1 cm tra i due vetri
in verticale dell’apparato di polimerizzazione del
gel impiegandoci non piu di 6-7 secondi onde
evitare una polimerizzazione disomogenea.
Infine, inserire 'apposito comb per la creazione
dei pozzetti di caricamento dei campioni facen-
do attenzione a evitare ci creare bolle d'aria nel
gel. In questa operazione, parte dello stacking
gel potrebbe fuoriuscire; potra essere rimosso
solo dopo la polimerizzazione, se necessario.
Anche qui, lasciare polimerizzare fino a che il
residuo nel beaker non appare piu liquido.
Tutte le quantita e i volumi indicati si riferiscono
a un gel di circa 10 (altezza) x 8 (larghezza) x
0,1 cm (spessore). Per esigenze diverse, calco-
lare le quantita proporzionalmente ai volumi dei
resolution e stacking gel.

Quando il gel & polimerizzato, rimuovere il comb
di plastica, lavare i pozzetti due o tre volte con
running buffer 1x. Infine, riempire i pozzetti con
lo stesso running buffer 1x. Se necessario, il gel
pud essere conservato in frigorifero ed essere
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pronto per I'uso anche dopo 1 giorno. kDa M

13. Risospendere il piti possibile il pellet delle mi- j:::gg:
croprovette da analizzare nei restanti 100-150 -
pL di etanolo al 70%. so -

14. Trasferire 5 uL del pellet sospeso da ciascuna 37 =
microprovetta in una nuova microprovetta.

15. Incubare le nuove provette nel thermomixer per 2:: '_'__"

2 minuti / 1400 rpm / 60 °C, lasciando i tappi
aperti per far evaporare I'etanolo. 15

16. Rimuovere le microprovette dal thermomixer e
lasciarle a temperatura ambiente per circa 10- =5 e
15 minuti, quindi aggiungere 10 pL di SDS al Figura 1. SDS PAGE dove nella prima “lane” (M) & rappre-
10% a ciascuna provetta per solubilizzare il pel- sentata la corsa di una soluzione marker con MW noti per
let essiccato e denaturare le proteine. riferimento, mentre le altre “lane” mostrano le corse con-

. . L temporanee di 11 campioni dello stesso fango attivo cam-

17. Incubare in thermomixer per 20 minuti / 1400 pionato in momenti e condizioni diversi.
rom / 20°C.

18. Aggiungere 10 pL di sample buffer a ciascuna 30. Chiudere le vaschette con i rispettivi coperchi, e
provetta. posizionarle su un agitatore orbitale per 30 mi-

19. Incubare per 3 minuti / 1400 rpm / 60°C. nuti.

20. Centrifugare per 5 minuti / 16000 x g/ 20°C. 31. Rimuovere i gel dalla fixing solution, quindi la-

21. Trasferire 10 pL di surnatante contenente pro- varrlllt[[mmﬁ.rgendoll completa:‘?ente In altre.\{a—
teine denaturate da ciascuna provetta selezio- schette chiuse con acquz,a u'trapura € posizio-
nata in un pozzetto dell'SDS PAGE nandole nuovamente sull’agitatore orbitale per

' altri 30 minuti.

22. Caricare 2 pL di soluzione standard di marker 39 Ripet ’ . di i . dall
nel pozzetto dedicato per la stima dei pesi mole- - hipetere {operazione di nmozione dafle va-
colari schette e lavare nuovamente con altra acqua

. . L . ultrapura.

23. Delicatamente, riempire i pozzetti uno a uno i P ) . , ) .
con running buffer fino all’orlo facendo attenzio- 33. !nflne, rimuovere | gel dal! acqua di Iavqgglo €
ne che i campioni, visualizzabili col blu di bro- immergerli nella Coomassie-based protein stai-
mofenolo, rimangano quanto pitl sul fondo e ”'”gSOIUt’O”S pgrtutt-a la notte..
che assolutamente non fuoriescano dai pozzet- 34. 1 glorno successivo, rimuovere | gel dalla solu-
ti. zione di Coomassie, lavarli tre volte consecutive

24. In base alle indicazioni del produttore dell’appa- (r;.er.t5| m'ntjt' lcor} aoqug .ul(;(rgpurzla,te a(?th|S|re
rato elettroforetico, aggiungere un volume ade- 'gita meg ed' etlmnrlaglrll el ge d.ram'.el uno
guato di running buffer alla camera elettroforeti- scanner de |ca_ 0 alle s es§e cgn 1zioni (_uce,
ca contrasto, colori ed eventuali altri parametri).

25. Collegare l'apparecchio per elettroforesi all'ali- 35. Suc_:cesswamente, I gel possonc_) essere conser?
mentatore e avviare la corsa, sempre rispettan- vati sottovuoto per alcune settimane per scopi
do le indicazioni del produttore, assicurandosi _d|ver3|. o _
che i buffer, i gel e, in generale, le camere non La Figura 1 mostra un esempio di SDS PAGE esegui-
si surriscaldino. In tal caso, utilizzare un circuito ta su miscele proteiche estratte dallo stesso fango
di raffreddamento della camera. attivo in tempi e condizioni diversi.

26. Quando la linea del fronte del blu di bromofeno-
lo del Samll”e é’“ffef e Pross'mj al f‘t’“_do ?e! gel. 5. DETERMINAZIONE DELLA CONCENTRAZIONE DEL-
prepgrare a Coomassie-based protein staining LE PROTEINE TOTALI
solution 3. o )

27. Quando la linea del fronte del blu di bromofeno- In un'analisi 2D PAGE, per una corretta valutazione
lo raggiunge il fondo dei gel, interrompere la dei cambiamenti di espressione proteica in diversi
corsa e smontare I'apparecchic; contesti, € fondamentale caricare sulle IPG strip la

. . . . T . stessa quantita di proteine totali per i diversi campio-

28. Appoggiare i vetri con il gel su un piano pulito, e

29.

aprirli delicatamente facendo in modo che il gel
rimanga attaccato solo su no. Mantenendo umi-
do con running buffer, staccare il gel con delica-
tezza anche dal secondo vetro e, tenendolo con
attenzione dai due lati in modo che non si rom-
pa, riporlo in una vaschetta.

Riempiere ogni vaschetta di fixing solution, utile
a bloccare le proteine nella posizione acquisita
dopo la corsa, in una quantita sufficiente a
mantenere il gel ben immerso.
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ni. Per questo & necessario determinare le concentra-
zioni di proteine totali nei campioni di estratti protei-
Ci.

Esempi di metodi convenzionalmente usati per il do-
saggio delle proteine totali sono:

e Saggio di Lowry (Lowry et al., 1951);

e Saggio dellamido nero (Dieckmann-Schuppert
and Schnittler, 1997);

e Saggio dell'acido bicinconinico (BCA) (Walker,
2009);
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e Saggio di Bradford (Bradfrod, 1976).
Si suggerisce di effettuare preliminarmente delle pro-
ve con i diversi saggi. In questo modo, a seconda del-
le caratteristiche dei propri campioni e incrociando le
rese, verra individuato il saggio piu efficiente che po-
tra quindi essere adottato per la quantificazione defi-
nitiva dei campioni.

6. 2D PAGE

1. Anche il giorno prima, per ogni campione che
verra caricato su una IPG strip, preparare un re-
solution gel di poliacrilamide al 12% come de-
scritto nella sezione SDS PAGE, ma senza stac-
king gel. Le dimensioni del gel dovranno essere
tali che I'lPG strip possa essere completamente
inclusa nella lunghezza orizzontale del gel.

2. Trasferire in una nuova microprovetta il volume
di campione calcolato per avere la stessa quanti-
ta in ogni IPG strip (paragrafo 5), e incubare in
thermomixer a 60°C per 2 minuti a 1400 rpm
per far evaporare |'etanolo.

3. Aggiungere immediatamente la quantita di
rehydratation solution cosi come consigliato dal
produttore in base al tipo della IPG strip e incu-
bare sempre in thermomixer a 20°C per 20 mi-
nuti a 1400 rpm.

4. Centrifugare le provette a 16000 x g per 5 minuti
a temperatura ambiente, nel frattempo disporre
ogni IPG strip su una corsia della multirack con il
lato con il gel verso I'alto.

5. Al termine della centrifugazione, caricare il sur-
natante di ogni provetta sulla corrispondente IPG
strip precedentemente posizionata nella multi-
rack, inserendo anche un campione con marker
con pesi molecolari e punti isoelettrici noti.

6. Ricoprire tutte le corsie con le IPG strip con olio
minerale per IEF, e lasciare reidratare per 12-18
ore (Figura 2).

7. Con una pinzetta pulita, prelevare dalle estremi-
ta una IPG strip alla volta per posizionarle con

Figura 2. Solubilizzazione del campione, e reidratazione
delle IPG strip con incubazione parallela in multirack per
12-18 ore.
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Figura 3 Apparato per isoelettrofocalizzazione (IEF) (sopra)
e allestimento con manifold in ceramica, IPG strip e ponti
per gli elettrodi (sotto).

10.

11.

12.

13.

14.

cura nel manifold in ceramica dell’apparato IEF
(figura 3).

Seguendo accuratamente le istruzioni del pro-
duttore, montare il resto dell’apparato per la
corsa IEF rispettando le polarita (figura 3).
Eseguire una IEF tramite ramping di voltaggio
per distribuire la miscela proteica sul gradiente
di pH di ogni IPG strip in base ai pl delle varie
proteine, sempre seguendo le istruzioni del pro-
duttore delle strip.

Successivamente, mantenere ogni IPG strip
nella rispettiva corsia e con attenzione inclinare
il manifold di circa 45° lavando ogni corsia con
acqua ultrapura per rimuovere fisicamente la
maggior parte dell’olio e il liquido residuo dei
campioni, prestando molta attenzione a non far
scivolare via le IPG strip.

Rimuovere l'acqua residua dai lati delle IPG
strip che non espongono il gel tamponando con
carta bibula, evitando accuratamente di toccare
il lato scoperto col gel.

Per stabilizzare le proteine separate in base al
loro pl, trasferire ogni IPG strip in una corsia di
una seconda muiltirack.

Incubare ogni IPG strip nell’equilibration buffer
1 per 10 minuti per ridurre i ponti disolfuro delle
proteine.

Lavare con acqua ultrapura le strip, assorbire
nuovamente l'acqua residua tamponando con
carta bibula dai lati che non espongono il gel, e
incubare ogni IPG strip nell’equilibration buffer
2 per altri 10 minuti per la loro alchilazione e
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Figura 4. Apparati per PAGE: mini chambers per IPG strip
da 7 cm (sopra), e big chambers per IPG strip da 24 cm
(sotto).

stabilizzazione.

Lavare ogni IPG strip con acqua ultrapura e po-
sizionarla sul resolution gel di poliacrilammide
al 12% (preparato senza lo stacking gel) in mo-
do che il gel della IPG strip da un lato entri ben
a contatto con la parte superiore del resolution

gel.

Riscaldare una soluzione di agarosio allo 0,5%
per liquefarla e versarla a monte della strip,
lasciarla raffreddare per bloccare definitivamen-
te I'IPG strip a contatto col gel di poliacrilammi-
de. Eseguire tutte le elettroforesi su gel in paral-
lelo, quindi rimuovere l'apparato, fissare e colo-
rare le proteine, come gia descritto nella secon-
da parte del paragrafo 4. La figura 4 mostra due
apparati per elettroforesi verticali allestiti rispet-
tivamente per due diverse dimensioni di IPG
strip.

Acquisire le immagini dei gel prodotti con uno
scanner collegato a una workstation dedicata,

15.

16.

17.

Figura 5. Scanner e workstation dedicati per I'acquisizione
dei gel per la successiva analisi statistica delle immagini.

14

a7 | o8

L 10

Figura 6. Pattern proteici da 2D PAGE relativi allo stesso
fango attivo prelevato in due momenti diversi. Entrambi i
2D gel presentano una distribuzione di proteine nel range
di pH 4-7 sull'asse x, e nel range di MW 250-10 kDa
sull'assey.

che permette anche di effettuare I'analisi delle
immagini per valutazioni statistiche della distri-
buzione ed espressione degli spot proteici
(figura 5).
La figura 6 mostra due gel 2D di due diverse condizio-
ni dello stesso fango attivo. Ogni spot & associato a
una proteina con i corrispondenti valori di pl e MW.

7. ANALISI DELLE IMAGINI

Esistono diversi software per I'analisi delle immagini

idonea ai gel 2D con diverse strategie di elaborazio-

ne, sia commerciali che open source (Holstein and

Muth, 2024). Di seguito viene descritta una semplice

strategia per il confronto di due campioni di una stes-

sa origine prelevati in due momenti o condizioni diffe-
renti.

1. Confrontare i gel 2D di repliche di uno stesso
campione per verificare la generale corrispon-
denza degli stessi spot nei diversi gel e per valu-
tare eventuali discrepanze di natura tecnica
(figura 7a).

2. Assegnare un ID a ogni spot di tutti i gel 2D sotto-
posti alla stessa analisi (figura 7b).

3. Confrontare i gel di condizioni o0 momenti diversi
per rilevare e quantificare le eventuali differenze
nell'espressione degli spot identificati (costanza
o variazione dell’espressione proteica).

4. Eseguire analisi statistiche per definire e convali-
dare la dinamica dell'espressione proteica.

Un esempio di una strategia semplificata di analisi

delle immagini & mostrato in figura 7: due gel corri-

(X

wl*

Figura 7. Sovrapposizione di due gel colorati in blu e aran-
cio, dove gli spot in comune appaiono neri (a); gel virtuale
“di fusione” tra due condizioni diverse dove viene assegna-
to un ID a ogni spot, poi mantenuto a ritroso nei due singo-
li gel (b).
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spondenti a due condizioni diverse da confrontare
sono stati colorati differentemente dal software
(nell’esempio arancione e blu) e sono stati sovrappo-
sti. Tale sovrapposizione rivela gli spot comuni in ne-
ro, mentre gli spot presenti in un solo gel mantengono
i rispettivi colori arancione o blu. In questo modo, si
rendono subito evidenti le principali variazioni di
espressione tra le due condizioni (spot rimasti aran-
cione o blu), oppure la costanza di espressione (spot
neri), su cui approfondire gli step statistici successivi

9. CONCLUSIONI

La biodiversita delle comunita microbiche si riflette
anche nella complessita dei co-metabolismi che le
caratterizzano. L'esigenza di una profonda compren-
sione dei meccanismi biochimici alla base delle bio-
degradazioni rende indispensabile avere una corretta
idea delle dinamiche delle proteine e degli enzimi del
consorzio microbico. Tuttavia, grazie al turnover delle
proteine, I'espressione delle proteine puo variare fa-
cilmente a seconda delle condizioni a cui sono espo-
sti i consorzi microbici. Per questo & importante indivi-
duare i momenti e le condizioni di interesse, per poi
confrontare i relativi pattern proteici grazie alla meto-
dica gel based per |'estrazione e separazione delle
proteine qui descritta. La risoluzione della miscela
proteica in spot tramite gel 2D pud anche permettere
I'excisione (taglio) degli spot pil interessanti risultati
dall’analisi delle immagini. Negli approcci gel-based
di proteomica, tali spot possono essere trattati per
recuperare le proteine corrispondenti dal gel, per poi
essere analizzate con tecniche di spettrometria di
massa (MS) in modo da determinarne le sequenze
amminoacidiche. Una volta ottenute le sequenze,
esistono diversi strumenti bioinformatici con cui si
cercano, in dedicati database come Uniprot o NCBI, le
sequenze a piu alta similarita provando ad identifica-
re finalmente la proteina di ogni spot con un alto gra-
do di confidenza.
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RIASSUNTO

Questo studio propone una metodologia per valutare il destino ambientale dei farmaci provenienti da
scarichi urbani e stimare il rischio ecotossicologico associato alla loro presenza nelle acque superficiali,
integrando monitoraggio e modellistica. Il modello idrologico “Soil and Water Assessment Tool” (SWAT)
ed il modello di qualita delle acque “Geography-referenced Regional Exposure Assessment Tool for
European Rivers” (GREAT-ER) sono stati implementati a cascata. Le misure di portata fluviale e di con-
centrazioni di azitromicina (AZ) hanno supportato la calibrazione dei modelli. La concentrazione am-
bientale predetta (PEC) di AZ e il rischio ecotossicologico sono stati valutati alla scala di segmento flu-
viale nel Canale D’Aiedda (Puglia). | risultati indicano una marcata stagionalita nella presenza di AZ
negli effluenti degli impianti di trattamento e nelle acque superficiali, con PEC registrati in agosto infe-
riori di un ordine di grandezza rispetto a marzo. La stima del rischio ecotossicologico ha evidenziato
una diffusa presenza di AZ con valori di PEC superiori alla “Concentrazione Predetta Senza Effet-
to” (PNEC) nei segmenti fluviali a valle dei punti di immissione. L'integrazione dei due modelli si € rive-
lata efficace nel rappresentare le complesse interazioni tra idrologia e qualita delle acque in corsi d’ac-
qua intermittenti, costituendo uno strumento utile per la mappatura e la gestione del rischio associato
ad inquinanti emergenti.

SUMMARY

The aim of this work is to define a modelling approach for assessing the fate of pharmaceuticals and the
ecotoxicological risk in surface waters in intermittent rivers. A hydrological model (Soil and Water Assess-
ment Tool) and a water quality model (Geography-referenced Regional Exposure Assessment Tool for Eu-
ropean Rivers) were used in a modelling cascade application in the Canale D’Aiedda basin (S-E, Italy).
Measurements of streamflow and azithromycin (AZ) concentrations were used for calibrating the models.
Predicted Environmental Concentrations (PEC) of AZ in surface waters and the ecotoxicological risk were
assessed. The highest AZ concentrations in the effluent of wastewater treatment plants (2553 ng L-1) and
in surface waters were recorded in March 2021. The monitoring and modelling indicated seasonal chang-
es in AZ concentrations in surface waters: in August, the PEC was one order of magnitude lower than in
March. The results of the ecotoxicological risk assessment showed that in March most of the river network
presented a PEC of AZ higher than the Predicted No-Effect Concentration (PNEC). Coupling the two models
has proven to be an effective approach to address the complex interaction between hydrology and water
quality in intermittent rivers, suitable for identifying the occurrence and environmental risk of emerging
pollutants, fundamental steps for their management.

1. INTRODUZIONE

Gli antibiotici sono considerati tra i principali inqui-
nanti emergenti (US-EPA, 2009). La presenza di azi-
tromicina (AZ) nelle acque superficiali & stata associa-
ta a potenziali effetti tossici (Almeida et al., 2021;
Grabicova et al., 2014; OECD, 2019). La loro persi-
stenza nelle acque superficiali e nei sedimenti fluviali
pud alterare le comunita microbiche, influenzando i
cicli biogeochimici naturali e contribuendo allo svilup-
po di resistenza antimicrobica (Barra Caracciolo et al.,
2015; Di Cesare et al., 2015; Goémez-Navarro et al.,
2024; Shaheen et al., 2022; Wilkinson, et al., 2022).

L’azitromicina € ampiamente utilizzata in medicina
umana e veterinaria (WHO, 2012). Essa € general-

* annamaria.degirolamo@chnr.it

mente rimossa in modo inefficace dagli impianti di
trattamento delle acque reflue (WWTP) convenzionali
(Grandclément et al., 2017; Verlicchi et al., 2012).
Una volta rilasciata nell’ambiente fluviale, & soggetta
a processi di diluizione e attenuazione - come biotra-
sformazione, adsorbimento, volatilizzazione e fotolisi
- che dipendono sia dal tempo di permanenza nel
corpo idrico sia dalle caratteristiche fisico-chimiche
del sedimento (Patel et al., 2019).

I modelli idrologici e di qualita delle acque costituisco-
no strumenti efficaci per valutare il destino ambienta-
le dei farmaci e il relativo rischio ecotossicologico in
quanto consentono di simulare le concentrazioni am-

ci e chimici, e di formalizzare i processi di decadimen-
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to che avvengono lungo la rete fluviale (Keller, 2006;
van Leeuwen e Vermeire, 2007).

L’obiettivo di questo studio & sviluppare e testare un
approccio modellistico per valutare il destino ambien-
tale dell’AZ proveniente da scarichi urbani e di stima-
re il rischio ecotossicologico associato alla presenza
di AZ in corsi d’acqua a carattere intermittente. A tal
fine, il modello idrologico Soil and Water Assessment
Tool (SWAT; Arnold et al., 1998) ed il modello Geo-
graphy-referenced Regional Exposure Assessment
Tool for European Rivers (GREAT-ER; Feijtel et al.,
1997; Kehrein et al., 2015) sono stati implementati a
cascata e la metodologia € stata testata nel Canale
D’Aiedda (Taranto), un fiume che, scorre sul fondo di
una piccola gravina e sfocia poi nel Mar Piccolo in
prossimita dell'Oasi Palude la Vela (WWF).

2. MATERIALI E METODI

2.1 Area di Studio: Bacino del Canale d'Aiedda

Il bacino idrografico del Canale d’Aiedda (360 km?2) &
caratterizzato da deflussi intermittenti e dal clima
tipicamente mediterraneo, con precipitazioni medie
annue pari a 855,9 mm nelle aree montane e 576,2
mm in pianura (dati 1920-2012; Centanni et al.,
2024). 1l corso d’acqua alimenta la zona umida pro-
tetta “Palude la Vela”, collegata al Mar Piccolo e rico-
nosciuta come Sito di Importanza Comunitaria (SIC -
IT9130004). Tre impianti di trattamento delle acque
reflue (WWTP) scaricano i reflui urbani trattati nel
reticolo fluviale (Figura 1):
e WWTP1 - Montemesola: 7000 abitanti equiva-
lenti (AE); popolazione media residente 3.608;
e WWTP2 - Monteiasi-Grottaglie: 49.566 (AE);
popolazione media residente 36.246;

o WWTP3 - San Giorgio lonico: 32.164 (AE); popo-
lazione media residente 14.355.

2.2 Area di Studio: Bacino del Canale d'Aiedda

La portata giornaliera & stata misurata in due stazioni
(A e B; Figura 1) e utilizzata per calibrare il modello
idrologico (si rimanda a D’Ambrosio et al., 2019 per i
dettagli strumentali). Per la qualita, due campagne di
campionamenti sono state condotte in marzo e ago-
sto 2021. In entrambe le date non sono state regi-
strate precipitazioni nel giorno del campionamento e
in quello precedente ed € stato verificato che non vi
fossero fenomeni di overflow dai WWTPs. Nei punti a
monte del depuratore di San Giorgio (WWTP3), il flus-
so risultava assente in entrambi i campionamenti.
Durante ciascuna campagna, sono stati raccolti cam-
pioni: a monte del punto di scarico del WWTP3 (punto
Em, Figura 2), in quattro sezioni a valle (punti EV,
EV1, EV2, EV3) e nell’effluente del WWTP3.

I campioni sono stati trasportati in contenitori refrige-
rati e conservati a -20 °C fino all’estrazione. | tratti
fluviali selezionati erano idraulicamente omogenei e
privi di influenze esterne (es. affluenti, derivazioni,
precipitazioni). Le velocita del deflusso sono state
misurate tramite il modulo portatile ISCO 750 Area-
Velocity Flow e integrate per ottenere la velocita me-
dia di sezione. Le profondita dell’acqua sono state
rilevate negli stessi punti. Sono stati prelevati 500 mL
di acqua, filtrati attraverso filtri in microfibra di vetro
GF/F da 0,7 ym (Whatman, Regno Unito) e successi-
vamente processati con cartucce SPE multistrato/
multi-adsorbente. Gli estratti sono stati analizzati tra-
mite cromatografia liquida accoppiata a spettrometria
di massa ad alta risoluzione (Q-Exactive Orbitrap,
Thermo-Fisher Scientific, Germania), utilizzando un
metodo analitico sviluppato da Gémez-Navarro et al.
(2023) per acque superficiali.

N

A

Stazione di misura della
portata

o Impianto di trattamento
reflui urbani

Rete idrografica

Altitudine (m. s.L.Lm.)

e 381

_0

Figura 1. Area di studio: Canale D’Aiedda.
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Figura 2. Sezioni fluviali relative ai campionamenti.
WWTP3 indica I'impianto di depurazione dei reflui urbani
del comune di San Giorgio lonico.

2.3 Modello concettuale

L’approccio definito in questo studio combina misure
idrauliche e di concentrazione di AZ e due modelli,
idrologico e di qualita delle acque, usati a cascata. In
particolare, i risultati prodotti dal modello SWAT
(portate fluviali) (Arnold et al., 1998) sono stati utiliz-
zati come input nella versione deterministica del mo-
dello GREAT-ER (versione 4.1; Kehrein et al., 2015;
Feijtel et al., 1997) per simulare il destino dell’AZ nel-
le acque superficiali.

I modello SWAT & ampiamente utilizzato per simulare
i processi idrologici (Leone et al., 2024), erosione,
trasporto di sedimenti e nutrienti (Ricci et al., 2022a).

Azithromycin ">/~

Modelling hydrology
—

Predicted
Streamflow

e

4O,

/
Modelling water quality

Il modello GREAT-ER consente di predire le concentra-
zioni ambientali (PEC) di sostanze chimiche in ogni
tratto fluviale precedentemente definito (Lammchen
et al.,, 2021). Simula il rilascio, la degradazione ed il
trasporto delle sostanze lungo la rete idrografica, e
valuta il rischio ecotossicologico mediante confronto
del valore di PEC con il valore soglia di riferimento
(Aldekoa et al., 2013).

In questo studio, seguendo I'approccio conservativo
proposto da Negrao Carvalho et al. (2016) nel report
“Monitoring-based Exercise: Second Review of the
Priority Substances List under the Water Framework
Directive”, si € considerato I'effetto tossico a lungo
termine come criterio principale per la valutazione del
rischio. La “Concentrazione Predetta Senza Effet-
to” (PNEC), definita come la concentrazione al di sot-
to della quale non si prevedono effetti avversi sugli
ecosistemi, & stata assunta pari a 0,019 ugL™? (Loos
et al.,, 2018). Il rischio ecotossicologico & ritenuto
accettabile se PEC/PNEC <1. Nel presente lavoro
sono state elaborate le mappe del rischio che eviden-
ziano i tratti fluviali in cui la concentrazione di AZ su-
pera la soglia di riferimento. Le simulazioni sono state
eseguite per entrambe le campagne di campiona-
mento (marzo e agosto 2021).

2.4 Implementazione e Calibrazione del Modello
SWAT

L'analisi di sensitivita e la calibrazione del modello
SWAT sono state effettuate tramite SWAT-CUP, utiliz-
zando I'Efficienza di Nash-Sutcliffe (NSE) come funzio-
ne obiettivo (valori accettabili: NSE > 0,5; D’Ambrosio
et al.,, 2020b). La calibrazione é stata eseguita con-
frontando i dati simulati e osservati della portata gior-
naliera presso due stazioni (A e B, Figura 1), nel perio-
do agosto 2017 - dicembre 2019. Le prestazioni del
modello sono state valutate tramite tre indicatori:
coefficiente di determinazione (R2), NSE e percentua-
le di bias (PBIAS).

{ oM

o
Pama

g

\_oO

GREAT-ER

!

Predicted environmental concentrations

—

v

Risk assessment

Figura 3. Schema della metodologia applicata.
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2.5 Configurazione e Calibrazione del Modello GREAT
-ER

Il modello GREAT-ER valuta i carichi (EL) delle sostan-
ze chimiche immesse nel fiume da un WWTP sulla
base del consumo domestico (CD) del farmaco, popo-
lazione residente (P), tasso di escrezione (TE) e il tas-
so di rimozione (TR). Il TE dell’AZ & generalmente as-
sunto pari al 63% del consumo (National Center for
Biotechnology Information, 2023). Il TR varia in base
alla tecnologia dell'impianto di trattamento: per im-
pianti a fanghi attivi, come quelli presenti nell’area di
studio, la letteratura riporta valori nei range 49-81%
(Tran et al., 2016) e 50-85% (Pan & Yau, 2021). Il
CD ¢ stimato tramite la Dose Giornaliera Definita
(DDD), secondo i criteri WHO (2025) (https://
www.who.int/tools/atc-ddd-toolkit/about-ddd). Tutti i
suddetti fattori sono affetti da incertezza, pertanto,
nel caso in esame, € stata adottato il metodo Monte
Carlo (5000 iterazioni), in cui i fattori nell’equazione
EL (Eq. 1) sono variati entro i seguenti intervalli pre-
stabiliti (per maggiori dettagli si rimanda a De Girola-
mo et al., 2025):

e P:+10%

e TR: 40-85%

e CD: 0,6-33 DDD/1000 abitanti/giorno (Gagliotti et
al., 2024)

e TE: costante al 63%

EL=P xCD xTE % (1-TR) Eq.1

La calibrazione dei fattori chiave dell’EL é stata effet-
tuata utilizzando le concentrazioni misurate di AZ
all’effluente del depuratore WWTP3 (De Girolamo et
al., 2025). | valori di CD, TR, e TE cosi definiti sono
stati assunti anche per gli altri due WWTP presenti nel
bacino idrografico.

Per la simulazione del destino in alveo, GREAT-ER
richiede dati idrologici (portate) ed idraulici (velocita
del deflusso), mentre la degradazione dell’AZ & de-
scritta da un modello cinetico del primo ordine, se-
condo I'equazione:

R = J. _ g—l.H'RT-:'\'l Eq 2

Dove:

e HRT ¢ il tempo di transito della sostanza (h), fun-
zione della lunghezza del tratto (m) e della veloci-
ta del flusso (m-s™1);

e K é la costante di degradazione dell’AZ (h™1),

Streamflow (m’s?)

n°2 (2025)

calibrata utilizzando le concentrazioni misurate
nelle campagne di monitoraggio (De Girolamo et
al. (2025).

3. RISULTATI

3.1 Misure sul campo

Nella sezione fluviale a monte dell'immissione (Em,
Figura 2), non & stata rilevata la presenza di AZ a
marzo e si € attestata sotto il limite di quantificazione
ad agosto. Nell’effluente del WWTP3, le concentrazio-
ni misurate sono risultate pari a 2553,0 ngL™* a mar-
zo e 282,5 nglL™t ad agosto (De Girolamo et al.,

2025).

3.2 Risultati della Calibrazione del Modello SWAT

Le prestazioni della calibrazione idrologica giornaliera
sono risultate “soddisfacenti” per la stazione A
(NSE=0.47; R2=0.48) e “buone” per la stazione B
(NSE=0.71; R2=0.72), secondo i criteri di Moriasi et
al. (2007). L’analisi giornaliera ha mostrato una so-
vrastima della portata alla stazione A (PBIAS = -
4,21%) e una sottostima alla stazione B (PBIAS =
+5,05%) (Figure 4). Per I'analisi di sensibilita e i para-
metri calibrati si rimanda a Centanni et al. (2024).

3.3 Concentrazioni Ambientali Predette e Valutazio-
ne del Rischio

Dopo la calibrazione dei parametri chiave legati all’'EL
(CD, TR, P; vedi De Girolamo et al., 2025), le concen-
trazioni predette di AZ nell’effluente hanno mostrato
un’ottima concordanza con quelle misurate:

) Marzo: misurata = 2553 ngL™%; predetta = 2590
nglL™t

e  Agosto: misurata = 282,5 nglL™1; predetta = 283
nglL™t

Per la calibrazione del parametro K (degradazione)

(Eq. 2), il confronto tra concentrazioni simulate e

quelle osservate ha fornito risultati soddisfacenti: R2

= 0,91 (marzo), R2 = 0,82 (agosto) ed SRS = 0,27

(marzo), 0,26 (agosto). | valori calibrati di K sono ri-

sultati paria 1,8 h™t (marzo) e 0,8 h™* (agosto).

| valori di PEC risultati dalle simulazioni sono stati

mappati per I'intera rete idrografica (Figura 5). A mon-

te delle immissioni, i valori di PEC sono risultati pari a

zero sia a marzo sia ad agosto mentre a valle del

Figura 4. Portate giornaliere misurate e simulate nella stazione di misura A.
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Figura 5. Mappe della concentrazione ambientale predetta (PEC) di azitromicina nella rete idrografica del Canale D’aiedda a

Marzo 2021 e ad Agosto 2021.

WWTP2, I'impianto di maggior dimensione, sono stati
simulati i valori massimi. Lungo il corso d’acqua, a
valle dei punti di scarico, si € osservata una riduzione
progressiva dei valori di concentrazione di AZ. | valori
di PEC in marzo sono risultati superiori ai valori regj-
strati in agosto (Figura 4).

Sulla base dei risultati del modello GREAT-ER ¢é stata
realizzata la mappa del rischio ecotossicologico
(Figura 6) che ha evidenziato un rischio ecotossicolo-
gico elevato nei tratti fluviali a valle degli scarichi, in
particolare a marzo, quando buona parte dei segmen-
ti fluviali presentava PEC superiori ai valori predefiniti
di PNEC. | tratti a monte delle immissioni, come previ-
sto, risultavano esenti da rischio.

4. DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Le attivita di monitoraggio e le determinazioni analiti-
che di inquinanti emergenti sono costose e pertanto
difficilmente posso essere condotte ad elevate risolu-
zioni spaziali e temporali. L’approccio proposto in
questo studio, integrando monitoraggio e modellizza-
zione, consente di scalare I'analisi locale a livello di
bacino idrografico, riducendo i costi.
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In questo studio, il modello GREAT-ER & stato imple-
mentato in modo deterministico. In generale, la limi-
tata disponibilita di dati relativi alle variabili idrologi-
che e idrauliche rappresenta la principale limitazione
nelle applicazioni di modelli deterministici (Aldekoa et
al., 2013). L'impiego preliminare del modello SWAT
ha consentito di superare tale limite, fornendo dati
idrologici a scala di segmento fluviale. Va comunque
sottolineato che diverse fonti di incertezza possono
influenzare i risultati del modello GREAT-ER. In parti-
colare, I'EL rappresenta una delle variabili piu criti-
che, per I'elevata incertezza associata al CD di AZ.

| risultati di questo studio evidenziano la necessita di
un piano di monitoraggio efficace che dovrebbe tener
conto non solo delle condizioni idrologiche (i.e. porta-
te di magra, di morbida e di piena), ma anche della
variabilita del consumo del farmaco. Sebbene il mo-
dello GREAT-ER consenta di stimare CD e EL senza
ricorrere a misurazioni dirette dell’effluente, i risultati
indicano che il CD locale di AZ puo differire sensibil-
mente dai valori medi nazionali ed & soggetto a forti
oscillazioni stagionali, correlate, ad esempio, alla dif-
fusione dell’influenza (Osservatorio Nazionale sull'im-
piego dei Medicinali, 2023). Diversi studi (es.
Shaheen et al., 2022) confermano variazioni stagio-
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Figura 6. Mappe del rischio (PEC/PNEC) relative alla presenza di azitromicina nelle acque superficiali.
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nali nella concentrazione di antibiotici negli effluenti
dei WWTP, in particolare in quelli usati per trattare
infezioni batteriche come le patologie respiratorie.

Altre fonti di incertezza che dovrebbero essere consi-
derate sono: lI'eventuale presenza di antibiotici nel
letame zootecnico, che potrebbe raggiungere i corsi
d’acqua mediante ruscellamento, eventuali overflow
fognari durante eventi piovosi, e, la risospensione dei
sedimenti accumulati nell’alveo. Sebbene queste limi-
tazioni esistano, I'approccio modellistico ha mostrato
un buon potenziale applicativo alla scala di bacino
idrografico. La sua efficacia pud essere ulteriormente
migliorata attraverso un piano di monitoraggio mirato,
basato sui risultati ottenuti. E evidente, inoltre, che
per una valutazione robusta del rischio da antibiotici,
I’'EL andrebbe stimato attraverso misurazioni dirette
dell’effluente, considerando sia la concentrazione che
la portata. | risultati indicano che diversi tratti fluviali
a valle degli impianti di depurazione presentano un
elevato rischio ecotossicologico legato alla presenza
di AZ nelle acque superficiali. Sebbene si registri una
attenuazione delle concentrazioni lungo il corso d’ac-
qua, la riduzione non é sufficiente a garantire il rispet-
to degli standard di qualitd ambientale. E fondamen-
tale, pertanto, intervenire sia sulla gestione del con-
sumo di AZ, sia sullimplementazione di tecnologie
innovative per il trattamento delle acque reflue, al
fine di contenere la diffusione di antibiotici nell’am-
biente.

Questo studio fornisce alle Agenzie Regionali per la
Protezione dell’Ambiente un approccio metodologico
che rappresenta un primo passo verso la valutazione
e gestione della contaminazione da antibiotici nei
bacini idrografici.
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Gli antibiotici e i geni della resistenza come inquinanti emergenti: un
contributo CNR-IRSA alla ricerca sul loro destino ambientale ed effetti
sulle comunita microbiche del suolo
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RIASSUNTO

La qualita del suolo riveste un ruolo fondamentale per garantire i servizi ecosistemici forniti dagli orga-
nismi che lo abitano. Tra essi, le popolazioni microbiche naturali hanno un ruolo chiave nel riciclo dei
nutrienti e nella rimozione dei contaminanti. In ambito One Health, &€ fondamentale il mantenimento
della qualita e fertilita del suolo, per garantire non solo I'equilibrio degli ecosistemi terrestri, ma anche
la sicurezza dei prodotti agro-alimentari. Dopo un lungo iter, il Parlamento Europeo ha approvato ad
ottobre 2025 la Direttiva sul monitoraggio e la resilienza del suolo, con I'obiettivo di garantire suoli in
buona qualita in tutta Europa entro il 2050. In questo contesto, le comunita microbiche autoctone del
suolo sono state riconosciute per il loro ruolo fondamentale nel fornire servizi di regolazione e approvvi-
gionamento per I'ecosistema terrestre e la loro biodiversita € inserita tra gli indicatori di qualita del suo-
lo.

Tra i contaminanti emergenti che possono inficiare la qualita del suolo vi sono gli antibiotici. Alcuni di
essi sono particolarmente preoccupanti per i possibili effetti diretti (es. eliminazione o inibizione di spe-
cie chiave) o per la selezione, a concentrazioni residuali, di batteri resistenti. In alcuni casi si & anche
ipotizzato che i batteri resistenti possano essere assorbiti 0 adsorbiti nelle piante, con possibile rischio
di trasmissione della resistenza tramite il consumo di piante edibili da parte di animali di allevamento e
dell’'uomo. Attualmente, non esiste una normativa specifica europea che regola il fenomeno dell’anti-
biotico resistenza nel suolo, ma la normativa vigente si concentra sulla gestione degli antibiotici e
sull'impatto dell'antibiotico-resistenza, soprattutto attraverso azioni di prevenzione, suggerendo un uso
limitato e prudente degli antibiotici sia umani che veterinari, come indicato dal PNCAR (Piano nazionale
di contrasto all'antibiotico-resistenza 2022-2025), di cui I'|RSA & parte attiva. Anche a livello internazio-
nale vi sono diverse iniziative con un approccio One Heath, una delle quali ove I'IRSA & parte attiva é la
Quadripartite (FAO, UNEP, WHO, WHOAH) AMR Multi-Stakeholder Partnership Platform, che dal 2022
funge da strumento di governance globale in ambito della resistenza antimicrobica (AMR).

Questo articolo presenta un inquadramento generale del fenomeno dell’antibiotico resistenza nel suo-
lo; vengono inoltre riportate le principali linee di ricerca in questo ambito dei laboratori di Ecologia del
suolo e delle acque e quello di Ecotossicologia dell'lRSA di Roma.

SUMMARY

Soil quality is crucial for ensuring various ecosystem services (e.g. regulation and production) provided by
the organisms that inhabit it. Among these, natural microbial populations play a key role in nutrient recy-
cling and contaminant removal. In the "One Health" context, it is important to maintain soil quality and
fertility for ensuring not only the terrestrial ecosystem equilibrium, but also the safety of the agri-food
products. After a long process, the European Parliament approved in October 2025 the Soil Monitoring
and Resilience Directive, with the aim of ensuring good soil quality throughout Europe by 2050. In this
context, natural soil microbial communities have been recognised for their fundamental role in providing
regulatory and provisioning services for the terrestrial ecosystem, and their biodiversity has been included
among the indicators of soil quality.

Antibiotics are emerging contaminants with the potential to affect soil quality. Some of them are of partic-
ular concern, due to their direct impact on pivotal bacterial taxa or the selection of resistant bacteria at
residual concentrations. Moreover, it has also been hypothesised that resistant bacteria may be absorbed
or adsorbed into plants with a possible risk of resistance transmission through the consumption of edible
plants by livestock and humans. Currently, no specific European legjslation regulates the antibiotic re-
sistance in soil, but there is a focus on the antibiotic management and the impact of antibiotic resistance,
primarily through preventive actions, suggesting limited and prudent use of antibiotics. This is in accord-
ance with the PNCAR (National Plan to Combat Antibiotic Resistance 2022-2025), of which CNR-IRSA is
an active participant. There are also several international initiatives with a One Health approach, including
a key global initiative, the quadripartite (FAO, UNEP, WHO, WHOAH) AMR Multi-Stakeholder Partnership
Platform, a global governance instrument in the AMR framework since 2022.

This article reports a general overview of the antibiotic resistance phenomenon in soil and presents the
main research in this field carried out by the Soil and Water Ecology and Ecotoxicology laboratories of IR-
SAin Rome.

* paola.grenni@cnr.it
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1. INTRODUZIONE

Il concetto di salute, come ampiamente riconosciuto
dalla comunita scientifica, deve essere esaminato in
una prospettiva olistica, considerando la salute uma-
na in un'ottica di interconnessione con quella animale
e ambientale. Vi sono tre principali concetti olistici e
interdisciplinari che descrivono l'interazione uomo-
animale-ambiente che evidenziano come la salute
umana, animale e ambientale siano interdipendenti e
debbano essere considerate insieme: One Health,
Eco Health e Planetary Health (Figura 1). Sebbene il
termine One Health sia di recente utilizzo®), l'interdi-
pendenza reciproca tra salute animale, ambientale e
umana ha radici profonde e storiche. L'approccio One
Health, infatti, si ispira a movimenti di convergenza
precedenti, come gli approcci One Medicine ed Eco
Healt (Figura 1).

Il concetto di One Health, che tradotto significa "Una
salute", & nato negli anni Quaranta grazie a una stret-
ta collaborazione tra la FAO (Organizzazione delle
Nazioni Unite per ['Alimentazione e I'Agricoltura),
I'OMS (Organizzazione Mondiale della Sanita) e il
WOAH (Organizzazione Mondiale della Sanita Anima-
le). Esso fu concepito con I'obiettivo di combattere le
malattie zoonotiche, ovvero trasmissibili sia tra gli
animali che tra uomo e animali. La collaborazione
FAO-OMS- WOAH ha avuto un ruolo fondamentale nel
migliorare la sorveglianza, la prevenzione e il controllo
di tali patologie, promuovendo la salute pubblica a
livello globale (Pitt et al., 2024).

La crescente consapevolezza dell'interazione tra uo-
mo e ambiente e del rischio di malattie emergenti &
oramai diffusa grazie alle informazioni scientifiche, ad
una maggiore attenzione ai cambiamenti climatici e
alla comparsa di nuove patologie con una connessio-
ne tra salute umana e ambiente. La piu attuale defini-
zione di One Health & quella di un approccio per af-
frontare le sfide sanitarie emergenti e garantire la
salute pubblica®).

Dal 2016 si sono sviluppati i piani nazionali nei Paesi
UE nell'ottica One Health (COM(2017) 339 final) per
garantire l'uso corretto degli antibiotici nei settori
umano e animale. In ltalia, questo si € tradotto nello
sviluppo dei Piani Nazionali di Contrasto all'Antibiotico
-Resistenza (PNCAR) 2017-2020 e 2022-2025, che
integrano azioni per salute umana, animale e ambien-
tale.

In ambito One Health, € stata approvata il 23 Ottobre
2025, dopo quasi vent’anni di iter legislativo, la Diret-
tiva sul monitoraggio e la resilienza del suolo (https://
data.consilium.europa.eu/doc/document/ST-9474-

2025-REV-1/en/pdf). Il testo, di oltre 140 pagine, si
prefigge di istituire il primo quadro a livello europeo
per la valutazione della qualita e il monitoraggio del

ECO HEALTH

ONE HEALTH

PLANETARY HEALTH

Figura 1. | tre principali concetti olistici e interdisciplinari:
One Health, Eco Health e Planetary Health. ONE HEALTH:
Approccio scientifico multidisciplinare integrato per bilan-
ciare e ottimizzare la salute di persone, animali ed ecosi-
stemi (interconnessi); promozione collaborazione tra diver-
si settori e discipline per affrontare sfide sanitarie globali.
ECO HEALTH: Interazione tra la salute degli esseri umani,
degli animali e degli ecosistemi, includendo anche la soste-
nibilita ambientale e la stabilita socio-economica nel qua-
dro di un'economia di mercato. PLANETARY HEALTH: Rag-
giungimento del piu alto standard di salute, benessere ed
equita in tutto il mondo attraverso un’attenzione ponderata
ai sistemi umani - politici, economici e sociali.

suolo, con I'ambizioso obiettivo di raggiungere “suoli
sani” in tutta Europa entro il 2050.

In tale contesto si evidenzia la necessita di preserva-
re la fertilita del suolo e garantire la qualita del cibo
prodotto dall'agricoltura, in quanto questi elementi
influenzano direttamente e indirettamente la salute
umana e animale (Oliver et al., 2015). Tale considera-
zione trova ulteriore conferma nella vasta gamma di
servizi e beni forniti dagli ecosistemi terrestri, tra cui
la regolazione di malattie e parassiti, la decontamina-
zione, la crescita delle piante, la produzione di risorse
alimentari, materie prime, combustibili, risorse geneti-
che e varie sostanze chimiche (Pereira et al., 2018).

E’ stato riconosciuto dalla Direttiva sul monitoraggio
del suolo “I'importanza della raccolta e dell'analisi di
informazioni sulla presenza di batteri e funghi nel
suolo come anche fare in modo che fungano da base
per la potenziale futura espansione del monitoraggio
della biodiversita.” Ed infatti, un indicatore inserito
nella Direttiva, per stabilire la perdita di biodiversita
del suolo, € la valutazione della biodiversita funghi e
batteri attraverso I'analisi del metabarcoding del
DNA, ad evidenziare quanto sia importante il ruolo
della comunita microbica nel suolo per le sue molte-

@) T. P. Robinson et al., “Antibiotic Resistance Is the Quintessential
One Health Issue,” Transactions of The Royal Society of Tropical
Medicine and Hygiene 110, no. 7 (July 2016): 377-80, https://
doi.org/10.1093/trstmh/trw048.

(@ Henrik Lerner and Charlotte Berg, “A Comparison of Three Holis-

tic Approaches to Health: One Health, EcoHealth, and Planetary

Health,” Frontiers in Veterinary Science 4 (September 29,

2017), https://doi.org/10.3389/fvets.2017.00163.

Definizione data dal One Health High-Level Expert Panel

(OHHLEP), Il Comitato direttivo di One Health per le organizza-
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zioni quadripartite: I'Organizzazione delle Nazioni Unite per
I'alimentazione e I'agricoltura (FAO), il Programma delle Nazioni
Unite per l'ambiente (UNEP), I'Organizzazione mondiale della
sanita (OMS) e I'Organizzazione mondiale per la salute animale
(OMS). “One Health is an integrated, unifying approach that
aims to sustainably balance and optimise the health of people,
animals and ecosystems. It recognizes that the health of hu-
mans, domestic and wild animals, plants, and the wider environ-
ment (including ecosystems) are closely linked and inter-
dependent”.



Notiziario dei Metodi Analitici

plici attivita nel mantenimento della salute del suolo
stesso.

Al fine di preservare la fertilita del suolo, & indispen-
sabile prevenire fenomeni di contaminazione. Tra i
contaminanti emergenti che possono essere presenti
nei suoli, i farmaci, ed in particolare gli antibiotici ed i
loro geni di resistenza, destano una crescente preoc-
cupazione.

In linea con il piano d'azione europeo One Health con-
tro la resistenza antimicrobica (Raccomandazione Del
Consiglio sul potenziamento delle azioni dell'UE per
combattere la resistenza antimicrobica con un ap-
proccio One Health, 2023/C 220/01), gli antibiotici
sono tra le sostanze che sono state attenzionate nelle
acque. Infatti, nel’lambito della Direttiva Quadro sulle
Acque (WFD), tre antibiotici macrolidi (eritromicina,
claritromicina, azitromicina) sono stati inseriti gia nel-
la prima Watch List (WL) del 2015 (Decisione (UE)
2015/495. La WL della WFD comprende quelle so-
stanze che fanno parte del processo di revisione della
Direttiva ed & utile per ottenere dati di monitoraggio
di elevata qualita sui potenziali contaminanti delle
acque, al fine di determinare il rischio che essi com-
portano e quindi se sia opportuno fissare standard di
qualita ambientale (EQS) a livello dell'UE. La WL &
stata aggiornata nel 2018, 2020, 2022 e nuovamen-
te nel 2025 (Tabella 1).

E stato recentemente proposto di includere nell'elen-
co delle sostanze prioritarie non solo tre antibiotici
(azitromicina, claritromicina, eritromicina) ma anche i
geni di resistenza agli antimicrobici non appena sa-
ranno stati individuati metodi di monitoraggio ade-
guati (COM/2022/540 definitivo).

Si cita in questo ambito la Direttiva sulle acque in
quanto essa é stata alla base per la Direttiva suoi
suoli. Per la definizione dei descrittori della contami-
nazione dei suoli viene indicato in Allegato |
(Descrittori del suolo, criteri di sanita del suolo) di
valutare la “Concentrazione di una serie di contami-
nanti organici stabilita dagli Stati membri tenendo
conto dei limiti di concentrazione vigenti nel diritto
dell'Unione, ad esempio per la qualita dell'acqua e le
emissioni atmosferiche.” Tra i “Descrittori”, oltre ad
alcuni contaminanti (compresi PFAS, pesticidi e loro

Tabella 1. Antibiotici inclusi nella Watch List della Direttiva
Quadro sulle Acque. ERI: eritromicina, CLA: claritromicina, AZI:
azitromicina; AMO: amoxicillina; CIP: ciprofloxacina; CLI: clin-
damicina; OFLO: Ofloxacina; SMX: sulfametoxazolo; TRI: Tri-
metoprim.

Macrolidi
2015
ERI, CLA, AZI
Macrolidi
2018
ERI, CLA, AZI
2020 B-lattamici Chinoloni Sulfonamidi |Diaminopiridine
AMO cip SMX TRI
2002 Lincosamidi |Fluorochinolni |Sulfonamidi |Diaminopiridine
Cu OFLO SMX TRI
Lincosamidi |Fluorochinoloni
2025
cL OFLO
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metaboliti) definiti o selezionati dagli Stati membri,
vengono citati tra i contaminanti facoltativi “altri con-
taminanti del suolo emergenti fissati dagli Stati mem-
bri a norma dell'articolo 7, paragrafo 4”.

2. GLI ANTIBIOTICI NELL’AMBIENTE

Gli antibiotici sono molecole complesse che possono
avere diversi gruppi funzionali all'interno della loro
struttura chimica. Quelli attualmente in uso sono mo-
lecole naturali (es. benzilpenicillina e gentamicina),
sintetiche (es. sulfamidici e i fluorochinoloni) o semi-
sintetiche (es. penicilline semisintetiche, cefalospori-
ne di seconda, terza e quarta generazione, tetracicli-
ne semisintetiche), cioé antibiotici naturali modificati
chimicamente mediante l'inserimento di nuove cate-
ne o gruppi chimici, con lo scopo di migliorare I'effica-
cia (spettro d'azione, efficacia, o resistenza).

Gli antibiotici possono essere classificati in base al
loro meccanismo d'azione quale la sintesi della mem-
brana cellulare, sintesi proteica o degli acidi nucleici
(DNA o RNA) o l'interferenza con il metabolismo batte-
rico. Possono anche essere classificati in base al loro
spettro d'azione e alla loro capacita di uccidere i bat-
teri (battericidi) o di bloccarne la crescita
(batteriostatici), (Grenni et al., 2018; Grenni, 2022).

Gli antibiotici vengono solo parzialmente metabolizza-
ti (dal 40 al 90%) dagli organismi trattati (Polianciuc
et al., 2020), e una porzione rilevante di essi viene
escreta (inalterata o come metaboliti attivi) attraverso
l'urina e le feci, raggiungendo gli impianti di tratta-
mento delle acque reflue (Starling et al.,, 2019). A
titolo di esempio, dal 50 al 90% delle dosi di tetraci-
clina, eritromicina e lincomicina vengono escrete nel-
le urine e nelle feci (Cycon et al., 2019). Inoltre, es-
sendo solo parzialmente degradate durante il tratta-
mento delle acque reflue (Figura 2), gli antibiotici pos-
sono accumularsi in quantita significative nei fanghi
di depurazione e raggiungere i corpi idrici riceventi.
Sono stati, ad esempio, riscontrate concentrazioni di
circa 11800 ng/g di farmaci in un fango di depurazio-
ne proveniente da un impianto di trattamento delle
acque reflue municipali, e tra i farmaci erano annove-
rati 15 antibiotici, con concentrazioni nell’ordine di
ug/Kg (lvanova et al., 2018).

I geni della resistenza (ARG) si possono sviluppare
anche nella flora microbica intestinale. Infatti, gli ani-
mali (incluso l'uomo) a cui vengono somministrati
ripetutamente antibiotici, possono sviluppare un mi-
crobioma intestinale che funge da riserva di ARG.
Tale materiale genetico pud essere successivamente
trasmesso ai microrganismi del suolo attraverso I'ap-
plicazione di letame e liquame utilizzati come am-
mendanti organici. Dunque, le pratiche agricole, quali
l'uso di ammendanti organici (inclusi i biosolidi) non-
ché le acque di riciclo, possono contribuire in modo
significativo alla presenza nel suolo non solo di con-
centrazioni residuali di antibiotici, ma anche dei relati-
vi geni della resistenza (Ortiz de Garcia et al., 2014;
Barra Caracciolo et al., 2020; Polianciuc et al., 2020;
Grenni, 2022).

Gli antibiotici che raggiungono il suolo possono persi-
stere e/0 essere veicolati nelle acque superficiali e
sotterranee (nel caso di composti polari, acidi e pil
idrosolubili, con basso coefficiente di ripartizione otta-
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nolo-acqua-Kow), agendo da forza selettiva per lo
sviluppo di batteri resistenti (Cycon et al., 2019).

A causa della loro azione biocida intrinseca, gli anti-
biotici possono alterare o inibire le comunita microbi-
che autoctone del suolo, modificandone la biodiversi-
ta e influenzando processi ecosistemici chiave quali
la degradazione dei contaminanti e il ciclo dei nutrien-
ti. Questi cambiamenti possono influenzare a loro
volta la fertilita del suolo e la produzione primaria
(Grenni et al., 2018; Sun et al., 2021). Ad esempio, i
cianobatteri, un gruppo eterogeneo di batteri fotoau-
totrofi, ubiquitario negli ecosistemi terrestri e che
svolge importanti funzioni ecologiche (es. produzione
primaria, fissazione dell'azoto), sono sensibili a con-
centrazioni molto basse di antibiotici (1.5-157 pg/L),
che corrispondono a concentrazioni di non effetto
(NOEC, No-Observed Effect Concentration) per i batte-
ri bersaglio. Si sottolinea che tali concentrazioni rien-
trano nell'intervallo di quelle rilevate ambientalmente
(Le Page et al., 2019).

Le tetracicline, i sulfonamidi, i chinoloni, e i macrolidi
sono tra gli antibiotici che sono maggiormente utiliz-
zati, sia in medicina umana che veterinaria.

Come sottolineato da alcuni studi, a causa dell'utilizzo
di letame bovino come ammendante organico, é stata

rilevata la presenza di concentrazioni residuali signifi-
cative di antibiotici nel suolo, quali ad esempio le te-
tracicline (Gworek et al.,, 2021; Li 2014; Pan et al.,,
2017; Visca et al. 2022; Zhang et al. 2022). Tra di
esse, I'ossitetraciclina € stata rilevata fino a 7 pg/kg
mentre la clorotetraciclina é state rilevata a concen-
trazioni che variano tra i 44 ug/Kg e i 13 mg/Kg in
suoli agricoli ammendati con letame (Manuel Conde-
Cid et al., 2020; Zhang et al., 2022; Cycon et al.,
2019).

Le tetracicline sono state rilevate anche nel liquame
suino, sebbene a concentrazioni piu alte
(clorotetraciclina: 764 mg/kg, ossitetraciclina: 211
mg/kg; tetraciclina: 300 mg/kg; Manuel Conde-Cid et
al., 2020). Queste tre tetracicline presentano un'alta
solubilita in acqua (231-630 mg/L) e basso coeffi-
ciente di ripartizione ottanolo-acqua (Log Kow com-
preso tra -1.30 e -0.62), suggerendo una loro natura
idrofila.

Il sulfametossazolo (SMX), un antibiotico sulfamidico
ad ampio spettro, sebbene sia relativamente poco
persistente (Wang & Wang, 2018, Rauseo et al.,
2019, Rauseo et al., 2021), viene riscontrato in con-
centrazioni residuali in acque reflue, acque superfi-
ciali e suolo, mostrandosi un composto pseudo-

Figura 2. Gli antibiotici vengono solo parzialmente metabolizzati dagli organismi trattati e, attraverso le escrezioni, raggiun-
gono gli impianti di trattamento delle acque reflue. La maggior parte degli impianti di trattamento delle acque reflue non €
in grado di rimuoverli in modo efficiente e, attraverso i loro effluenti, raggiungono le acque superficiali. Le pratiche agricole,
quali l'uso di fanghi di depurazione (biosolidi) e letame come fertilizzanti per le colture e l'irrigazione con acqua trattata,
favoriscono la diffusione degli antibiotici nel suolo agricolo. Inoltre, & stato osservato che i batteri possono trasferire antibio-
tici o geni di resistenza dai biosolidi o dal letame animale al suolo, e successivamente alle colture destinate al consumo

umano.
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persistente a causa del suo utilizzo diffuso. Nel suolo
€ stato riscontrato fino a 1 pg/Kg (Kuppusamy et al.
2018, Kairigo et al. 2020).

Anche i fluorochinoloni ed i chinoloni (es. ciprofloxaci-
na ed enrofloxacina) e i macrolidi (es. I'azitromicina)
sono stati identificati nel suolo in seguito all’applica-
zione di ammendanti organici di derivazione animale
(Cycon et al. 2019). Tra i chinoloni, la ciprofloxacina
(CIP) ha un’elevata persistenza intrinseca (Barra Ca-
racciolo et al. 2018, Visca et al. 2021a) e pud accu-
mularsi nei terreni ammendati con letame fino a con-
centrazioni dell'ordine di mg/kg (fino a quasi 6 mg/kg
secondo Liu et al., 2018).

La CIP & anche il principale metabolita di un altro anti-
biotico, I’enrofloxacina, ampiamente utilizzata negli
allevamenti di bestiame. Trouchon & Lefebvre (2016)
riportano concentrazioni nel letame comprese tra 0.5
e 46 mg/kg, valori che variano in funzione della spe-
cie animale e dell'area di applicazione.

Se un antibiotico & ionizzabile si puo ritrovare nell'ac-
qua interstiziale del suolo e diventare biodisponibile
per l'assorbimento da parte delle piante (Li et al.,
2019). Pan et al. (2017) hanno identificato tre anti-
biotici ionizzabili quali quelli con concentrazioni piu
elevate riscontrate nei tessuti vegetali (trimetoprim:
270 ng/g; clorotetraciclina 532 ng/g; ossitetraciclina

330 ng/g).

Una volta all'interno delle piante, gli antibiotici posso-
no avere un effetto fitotossico sulla crescita delle
piante (Narciso et al., 2023). Gli effetti fitotossici so-
no stati riscontrati in condizioni di laboratorio per una
vasta gamma di piante esposte a concentrazioni che
vanno da pg/L a g/L dei singoli composti. E stato os-
servato, ad esempio, che i chinoloni possono essere
assorbiti dalle piante attraverso l'apparato radicale,
accumularsi e causare fitotossicita, manifestata con
diversi sintomi quali la riduzione della fotosintesi,
I'arresto della crescita e la diminuzione del contenuto
di clorofilla (Ren et al., 2024). Il metabolismo delle
piante, tuttavia, pud anche consentire la detossifica-
zione, l'inattivazione o l'escrezione di tali sostanze
(Baquero et al., 2022).

3. ESEMPI DI ANTIBIOTICI COMUNEMENTE UTILIZZATI
E DEL FENOMENO DELL’ANTIBIOTICO RESISTENZA

La presenza di antibiotici nell'lambiente, causata dal
loro uso crescente e massiccio, rappresenta una
preoccupazione per la salute umana e animale. Que-
sto fenomeno é particolarmente preoccupante poiché
puo contribuire alla crescita e alla diffusione di batteri
resistenti (Grenni et al., 2018). La selezione e la tra-
smissione dei geni della resistenza (ARG, antibiotic
resistance genes) conferiscono ai batteri resistenti
(ARB, antibiotic resistant bacteria) la capacita di resi-
stere agli effetti biocidi degli stessi antibiotici. Questo
problema €& ampiamente documentato in ambito
ospedaliero, dove la resistenza antimicrobica da par-
te dei patogeni puod portare alla persistenza di agenti
infettivi e al conseguente sviluppo di infezioni resi-
stenti ai trattamenti (WHO, 2017). Solo recentemen-
te, la comunita scientifica ha riconosciuto la comples-
sita del fenomeno della proliferazione di ARB e ARG,
che non riguarda solo l'ambiente nosocomiale ma
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anche gli ecosistemi naturali, dove gli antibiotici, in-
sieme agli ARB e ARG si riscontrano e vengono rico-
nosciuti come microinquinanti.

Il fenomeno della resistenza agli antibiotici € un mec-
canismo di difesa naturale dei batteri, coinvolto nelle
interazioni competitive (ad esempio per lo spazio o i
nutrienti) con altri batteri e funghi (Martinez, 2008;
Bahram et al., 2018; Bengtsson-Palme et al., 2018),
nella difesa contro i predatori (ad esempio i protisti;
Cruz-Loya et al., 2019; Jousset et al., 2010; Song et
al., 2015) e nella protezione contro altri fattori di
stress ambientale (Swiecio, 2016; Dragosits et al.,
2013). Sebbene non tutti i ceppi batterici possano
produrre antibiotici, tutti i batteri (produttori di anti-
biotici € non) possono sviluppare resistenza (Nguyen
et al., 2020). Quest’ultima puod avvenire attraverso un
trasferimento genico verticale (Vertical Gene Trans-
fer, VGT) all'interno della stessa specie batterica e/o
un trasferimento genico orizzontale (Horizontal Gene
Transfer, HGT) tra specie diverse. L'HGT tra microrga-
nismi e/o patogeni & possibile grazie a elementi gene-
tici mobili (Mobile Genetic Elements, MGE), come
plasmidi, integroni e trasposoni (Tao et al.,, 2022).
L'HGT & un processo chiave che rende possibile
un'ampia distribuzione di ARG nell'ambiente ed & pro-
mosso dalla presenza diffusa di antibiotici nell'am-
biente (Tao et al., 2022).

| batteri utilizzano complessi meccanismi di regolazio-
ne che stimolano in modo selettivo I'espressione dei
geni di resistenza agli antibiotici, e questo avviene
esclusivamente durante l'esposizione agli stessi, elu-
dendo cosi la necessita della selezione naturale e
favorendo il mantenimento a lungo termine di tali
geni nel genoma. Inoltre, alcuni ARG possono eserci-
tare un effetto negativo sulle cellule batteriche. Ad
esempio, quelli che codificano la metilazione di speci-
fici residui di antibiotici nell'lRNA ribosomiale 23S,
sebbene possano proteggere i batteri dagli antibiotici
macrolidi, possono causare un'interruzione della sin-
tesi proteica a livello cellulare, con conseguenti alte-
razioni della capacita funzionale dell'organismo (Dar
etal., 2017).

3.1 Gli antibiotici sulfamidici

| sulfamidici (o sulfonamidici) sono tra i primi antibio-
tici utilizzati in medicina. Gerhard Domagk, premio
Nobel nel 1939, fu il primo a scoprirne le caratteristi-
che antibatteriche, osservando che il prontosil, un
colorante sulfonamidico, tratteneva selettivamente le
cellule batteriche patogene. Il prontosil &€ un pro-
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Figura 3. Il sulfametossazolo (a destra) e i suoi due meta-
boliti principali della metabolizzazione da parte dell'organi-
smo, il N4-acetil-sulfametossazolo (al centro) e il sulfame-
tossazolo N1-glucuronide (immagini da PubChem, Kim et
al. 2025).
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farmaco che il corpo umano converte in sulfanilami-
de, un principio attivo antibatterico. Sono stati prodot-
ti vari composti antibatterici derivati da questo grup-
po chimico, con lo stesso nucleo primario, ma con
bioattivita diverse (Cycon et al., 2019).

| sulfamidici sono una classe di antibiotici sintetici
con azione batteriostatica, ovvero che bloccano la
moltiplicazione batterica, e sono efficaci contro batte-
ri Gram-positivi e Gram-negativi. Hanno una struttura
estremamente simile a quella dell'acido para-amino
benzoico ed agiscono inibendo la sintesi dell'acido
folico nei batteri, un processo essenziale per la loro
sopravvivenza, mentre l'organismo umano non viene
inficiato in quanto I'acido folico viene assunto con la
dieta (Arivazhahan, 2021). | sulfamidici sono spesso
usati in combinazione con il trimetoprim, un antibioti-
co di sintesi appartenente alla categoria delle diami-
nopirimidine.

La resistenza ai sulfamidici € dovuta a mutazioni bat-
teriche che alterano I'enzima diidropteroato sintetasi
(DHPS), riducendone l'affinita per il sulfamidico o au-
mentandone la produzione, o dalla produzione di en-
zimi DHPS resistenti da parte dei batteri, rendendo il
farmaco inefficace. Questa resistenza pud essere
causata da mutazioni cromosomiche o dalla trasmis-
sione di geni di resistenza tramite plasmidi (Grenni et
al., 2024).

Il sulfametossazolo (SMX, Figura 3), una sulfonamide
con un gruppo anilinico e uno isossazolico, € uno de-
gli antibiotici piu prescritti e utilizzati in medicina
umana e veterinaria; pud essere usato per trattare le
infezioni respiratorie e la mastite nei bovini in combi-
nazione con l'antibiotico trimetoprim.

L’'SMX ha un effetto batteriostatico, bloccando la sin-
tesi batterica dell'acido folico a partire dall'acido para-
aminobenzoico, necessario per la sintesi dei nucleoti-
di.

Negli organismi trattati, circa il 43% delllSMX viene
metabolizzato a Ns-acetil-sulfametossazolo e il 9-15%
a sulfametossazolo Ni-glucuronide, mentre il 15-25%
viene escreto inalterato. Gli enzimi plasmidici di resi-
stenza per I'SMX sono codificati principalmente da tre
geni, sull, sul2 e sul3 (Sanchez-Osuna et al. 2019). II
gene sull si trova spesso su trasposomi di tipo Tn21,
un elemento genetico mobile (un “gene saltatore”)
presente nei batteri che puo spostarsi tra diverse po-
sizioni del DNA e che svolge un ruolo importante nella
diffusione della resistenza agli antibiotici e al mercu-
rio. Contiene un integrone di classe 1, che agisce co-
me sistema per I'acquisizione e lI'accumulo di piu geni
di resistenza agli antibiotici. | geni sul2 e sul3 posso-
no essere presenti anche sui plasmidi, talvolta in
combinazione con sull o su integroni diversi
(Karczmarczyk et al., 2011).

E stato inoltre evidenziato che la resistenza al SMX
puod essere dovuta anche a geni che codificano pom-
pe di efflusso, come I'smeDEF (Sanchez et al. 2015).
Esse sono complesse proteine presenti nelle mem-
brane cellulari, specialmente nei batteri, ed espellono
attivamente sostanze nocive dalla cellula, compresi
gli antibiotici. Nei batteri, queste pompe sono una
delle principali cause della resistenza agli antibiotici,
poiché rimuovono tali molecole prima che possano
esercitare il loro effetto.
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Figura 4. La ciprofloxacina (a sinistra) ed enrofloxacina (a
destra). Immagini da PubChem (Kim et al. 2025)

3.2 | chinoloni e fluorochinoloni

I chinoloni sono un gruppo di antibiotici battericidi
sintetici ad ampio spettro tra i piu prescritti al mondo,
utilizzati per trattare diverse infezioni batteriche
nell'uomo e negli animali (Pham et al., 2019). | chino-
loni agiscono inibendo gli enzimi batterici DNA girasi e
topoisomerasi 1V, bloccando cosi la replicazione del
DNA batterico e causandone la morte (Fabrega et al.,
2009). Questi antibiotici causano cambiamenti con-
formazionali nel complesso DNA legato all'enzima
(cioé la DNA girasi con il DNA batterico o la topoiso-
merasi IV con il DNA batterico) che limitano la norma-
le funzione dell'enzima. Di conseguenza, il complesso
farmaco-enzima-DNA blocca l'avanzamento della for-
cella di replicazione, impedendo la normale sintesi
del DNA batterico e portando infine alla morte della
cellula batterica.

La norfloxacina & il primo chinolone ad ampio spettro
che é stato approvato per il trattamento delle infezio-
ni del tratto urinario e delle malattie a trasmissione
sessuale. Dagli anni '90, il numero di ceppi batterici
resistenti ai chinoloni & progressivamente aumentato
a causa delluso diffuso di questi antibiotici
(Emmerson 2003), minacciando la loro efficacia.

Esistono diversi meccanismi di resistenza ai chinoloni
(Georgina Solano-Galvez et al., 2021), tra cui quelli
che coinvolgono mutazioni cromosomiche nei geni
che codificano la topoisomerasi IV o la girasi IV
(coinvolti nella replicazione del DNA), o la riduzione
dell'accumulo di antibiotico. Quest'ultima puo verifi-
carsi grazie alla sovraespressione di pompe di efflus-
so batteriche (che spingono il farmaco all'esterno
della cellula) o alla down-regulation di proteine porini-
che (proteine di membrana), impedendo la diffusione
passiva dell’antibiotico all'interno delle cellule.

La resistenza ai chinoloni, come anche per altri anti-
biotici, pud essere mediata dai plasmidi, trasferendo
geni che codificano per enzimi che neutralizzano I'an-
tibiotico. Questa resistenza pud essere acquisita da
altri batteri attraverso il trasferimento genico orizzon-
tale (es. coniugazione). Il gene gnr, che codifica un
pentapeptide in grado di legare il DNA cromosomico e
di proteggerlo dall'azione dell’antibiotico, & stato il
primo meccanismo di resistenza identificato, mediato
da plasmidi (Jacoby et al., 2014).

| fluorochinoloni, comunemente utilizzati in zootecnia,
sono un'evoluzione dei chinoloni, piu potenti e attivi
contro un numero maggiore di batteri. Essi derivano
dai chinoloni mediante all'aggiunta di fluorina alla
molecola. Sono antibiotici sintetici e ad ampio spet-
tro, usati per trattare infezioni respiratorie, urinarie e
genitali. | fluorochinoloni hanno lo stesso metodo d’a-
zione dei chinoloni, inibendo due enzimi batterici es-
senziali, la DNA girasi e la topoisomerasi IV, necessari
per la replicazione del DNA; I'aggiunta del fluoro nella
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molecola ne migliora l'efficacia e la penetrazione nei
tessuti.

L'enrofloxacina (ENR, Figura 4) € un antibiotico ad
ampio spettro appartenente alla famiglia dei fluoro-
chinoloni (Trouchon e Lefebvre, 2016).

E stata ampiamente utilizzata in molti Paesi per trat-
tare diverse infezioni del settore avicolo, principal-
mente quelle causate da Escherichia coli e Pasteurel-
la-multocida, nonché la micoplasmosi aviaria.

La ciprofloxacina (CIP, Figura 4) & un fluorochinolone
di seconda generazione utilizzato per combattere
diverse infezioni dei tratti urinario, respiratorio e ga-
strointestinale, delle setticemie ecc. (Sharma et al.,
2010). La CIP é utilizzata per trattare diversi batteri
Gram-negativi e, in misura minore, infezioni Gram-
positive. Il successo terapeutico della CIP ha portato
allo sviluppo di chinoloni piu efficaci contro i batteri
Gram-positivi (i fluorochinoloni di quarta generazione
quali la gemifloxacina e moxifloxacina), con un mag-
gior spettro di attivita per combattere un pit ampio
spettro di infezioni.

E stato riportato dal Global Antibiotic resistance sur-
veillance report 2025 del WHO (2025) che la percen-
tuale di resistenza alla CIP nelle infezioni nel 2023 &
pari al 18% a livello globale ed € piu elevata in Europa
(36%). Tali percentuali sono in forte aumento (tasso
annuo tra il 9 e 14), indicando una forte preoccupa-
zione per l'efficacia di questo antibiotico cosi larga-
mente utilizzato.

3.1 Possibile via di trasferimento della resistenza
all’luomo attraverso la presenza di antibiotici e geni
della resistenza nel suolo

Il possibile assorbimento degli antibiotici attraverso
I'apparato radicale e la loro presenza nei tessuti vege-
tali rappresentano aspetti di notevole rilevanza. Le
piante, infatti, rappresentano il collegamento tra il
suolo e gli organismi terrestri, fungendo da tramite
per il trasferimento di molecole o geni di resistenza
attraverso la catena alimentare, fino a raggiungere
I'uomo. E stato osservato che vegetali che durante il
loro ciclo di crescita sono stati fertilizzati con letame o
irrigati con acque reflue provenienti dal processo di
riciclo, possono contenere geni della resistenza
(Barra Caracciolo et al., 2020).

In uno studio dove Lactuca sativa & stata fertilizzata
con letame suino o biosolidi da fanghi di depurazione
(Margenat et al.,, 2020) sono state riscontrate con-
centrazioni significative di antibiotici nelle foglie di
lattuga (lincomicina: 0.67 ng/g e ciprofloxacina: 14.2
ng/g). Sebbene il coefficiente di pericolosita per gli
antibiotici calcolato & <1, suggerendo che non vi sia
un rischio per la salute umana, tuttavia non sono stati
valutati gli effetti combinati potenzialmente dannosi
della co-presenza di tali concentrazioni residue.

4. BIODEGRADAZIONE DEGLI ANTIBIOTICI

Gli antibiotici hanno tassi di degradazione estrema-
mente variabili nel suolo. Cycon et al. (2019) riporta-
no emivite che vanno da 0,43 a 3466 giorni, sebbene
nella maggior parte dei casi non superano i 100 gior-
ni. E' da evidenziare che il processo di degradazione
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pud produrre metaboliti che possono avere una mag-
giore persistenza e/o un'azione tossica maggiore ri-
spetto all'antibiotico originario.

Nonostante la degradazione degli antibiotici possa
avvenire attraverso diversi meccanismi abiotici, la
biodegradazione & il principale meccanismo di rimo-
zione degli antibiotici nel suolo. Infatti, la fotodegra-
dazione (comune processo di degradazione per i chi-
noloni) non avviene negli strati profondi del terreno.
La biodegradazione dipende dalla presenza di popola-
zioni microbiche diversificate, abbondanti ed attive ed
un ecosistema in un buono stato di qualita.

Vi sono diversi fattori abiotici che possono rallentare
o inibire la biodegradazione nel suolo. Ad esempio la
presenza di sostanza organica pud aumentarne l'ad-
sorbimento, diminuendone la tossicita, ma riducendo
anche la biodisponibilita delle molecole, diminuendo i
tassi di biodegradazione. Oltre all'adsorbimento, an-
che il possibile trasporto (lisciviazione) degli antibioti-
ci verso gli strati pit profondi (e verso le falde acquife-
re) puo influire la biodisponibilita degli antibiotici nel
suolo. Crane et al. (2010) propongono di classificare
gli antibiotici con un Koc >4.000 L/kg come molecole
a bassa mobilita ed alta persistenza nel suolo (DTso >
60 giorni), mentre quelli con valori di Koc <15 L/kg
come altamente mobili e facilmente degradabili (DTso
< 5 giorni).

Altri fattori chiave per la biodegradazione degli anti-
biotici sono le concentrazioni e il trattamento ripetuto
nel tempo (che seleziona ceppi microbici adattati), ad
esempio tramite I'ammendamento ripetuto del terre-
no con letame o biosolidi.

E implicito che i batteri in grado di sviluppare strate-
gie per degradare gli antibiotici siano prima di tutto in
grado di resistere agli stessi. | microrganismi possono
dunque rispondere alla presenza di antibiotici non
solo diventando resistenti (meccanismo di difesa pas-
sivo), ma anche rimuovendoli (azione attiva che Il
microrganismo compie per sopravvivere), mostrando
una forma di resilienza.

La biodegradazione degli antibiotici puo avvenire at-
traverso il metabolismo o il co-metabolismo (von Win-
tersdorff et al., 2016). | microrganismi possono de-
gradare metabolicamente gli antibiotici, utilizzandoli
come fonti di carbonio, azoto ed energia (Woappi et
al., 2016). D'altra parte, i microrganismi possono tra-
sformare involontariamente (co-metabolismo) un in-
quinante utilizzando enzimi o cofattori prodotti per il
metabolismo microbico di altre molecole.

La degradazione degli antibiotici, considerata una
resistenza indiretta, puo ridurre la pressione selettiva
causata da alte concentrazioni di questi farmaci, mi-
nimizzando la necessita per le popolazioni batteriche
di evolvere geni di resistenza.

La biodegradazione pud portare semplicemente a
una modifica dell'antibiotico (biotrasformazione) op-
pure, nella condizione piu favorevole, alla sua com-
pleta riduzione a molecole inorganiche, processo noto
come mineralizzazione.

| sulfamidici possono raggiungere concentrazioni nel
suolo fino a mg/kg e mostrano tempi di dimezzamen-
to (DTso) che variano da 7 a 59 giorni (Cycon et al.,
2019). Hanno un debole adsorbimento nel suolo e
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un'elevata mobilita, in linea con i loro bassi valori log
Koc (Cycon et al., 2019).

La biodegradazione degli antibiotici sulfonamidici &
dovuta principalmente ai batteri e puo essere favorita
dalla disponibilita di azoto. Ad esempio, alcuni autori
riportano che, in presenza di fonti aggiuntive di azoto,
il sulfametossazolo é stato completamente degradato
a 3-amino-5-metilisossazolo, senza alcuna attivita
antibiotica. Diversi ceppi batterici del suolo, come
Bacillus licheniformis ATCC 14580 (Firmicutes),
Aquamicrobium  defluvium  (Alphaproteobacteria),
Pseudomonas putida (Gammaproteobacteria), Alcali-
genes sp. (Betaproteobacteria), Microbacterium sp.
C448, Microbacterium lacus SDZm4 e Terrabacter
sp. 2APm3 (Actinobacteria), sono riconosciuti essere
in grado di degradare i sulfonamidi. Hirth et al. (2016)
riportano un aumento della mineralizzazione della
sulfametazina nel suolo grazie alla bioaugmentation
con una comunita microbica autoctona del suolo, tra
cui il ceppo Microbacterium sp. C448.

I chinoloni e i fluorochinoloni hanno una emivita ele-
vata nel suolo. La ciprofloxacina viene spesso riscon-
trata nel suolo a causa del suo elevato adsorbimento
sulla sostanza organica. Cycon et al., (2019) riporta
concentrazioni fino a 7 mg/kg. | fluorochinoloni pos-
sono essere trasformati per fotolisi, ma questa degra-
dazione abiotica avviene in minima parte nel suolo.
Alcuni autori hanno riportato che i fluorochinoloni
sono recalcitranti alla degradazione in suoli caratteriz-
zati da comunita microbiche non acclimatate. Tutta-
via, la trasformazione microbica puo verificarsi e la N-
acetilazione € considerata la via di trasformazione piu
comune per i fluorochinoloni. Questa reazione puo
essere catalizzata da numerosi ceppi batterici e fungi-
ni.

E interessante notare che una variante dell'enzima
inizialmente collegato alla resistenza agli aminoglico-
sidi (aminoglicoside acetiltransferasi (AAC(6')-Ib) ha
recentemente dimostrato di essere in grado di N-
acetilare la ciprofloxacina. Diversi ceppi fungini pos-
sono trasformare la ciprofloxacina, ma solo due fun-
ghi (Curvularialunata, Ascomycetes; Gloeophyllum
striatum, Basidiomycetes) sono stati in grado di de-
gradare alcuni antibiotici (danofloxacina, enrofloxaci-
na e la ciprofloxacina).

Recentemente € stato scoperto che due cultivar di
Brassica parachinensis L. sono risultate in grado di
promuovere la degradazione della ciprofloxacina nel
suolo e il genere batterico Spirochaeta (Spirochaetes)
e un genere fugale (Trichosporon, Basidiomycota)
sono stati associati a questa degradazione dell'anti-
biotico nella rizosfera della pianta (Wang et al.,
2025).

5. CONCENTRAZIONI AMBIENTALI DI ANTIBIOTICI CHE
FAVORISCONO LA DIFFUSIONE DEGLI ARG

Una buona parte delle molecole antibiotiche utilizzate
a scopi terapeutici hanno una struttura simile a quel-
la di sostanze prodotte naturalmente dai batteri del
suolo (Schneider, 2021). Ed infatti lo sviluppo relati-
vamente rapido della resistenza ad alcuni antibiotici
sembra essere strettamente legato alla loro origine
microbica e alla loro funzione negli ambienti naturali.
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Conseguentemente, l'identificazione del ruolo ecologi-
co degli antibiotici negli ecosistemi del suolo & una
tema importante per la comprensione della resisten-
za agli antibiotici stessi. | batteri del suolo possono
produrre antibiotici non solo per le interazioni compe-
titive e difensive, ma anche a concentrazioni sub-
inibitorie per la comunicazione inter- e intra-dominio.
Comunque, la determinazione dei livelli naturali di
ARG e delle concentrazioni di antibiotici che non pro-
muovono la resistenza risulta complessa, in quanto i
valori naturali presentano ampie variazioni e stabilire
una soglia di sicurezza & complesso. Tale complessita
é attribuibile a diversi fattori: la presenza di numerosi
ARG anche in ambienti non contaminati, l'impossibili-
ta di determinare una concentrazione di antibiotico
universalmente sicura che non induca resistenza in
nessun microrganismo, e la complessita della dinami-
ca tra antibiotici e batteri.

Diversi studi sperimentali dimostrano che geni per la
resistenza vengono selezionati in comunita microbi-
che complesse a concentrazioni molto basse, definite
concentrazioni minime selettive (MSC), nettamente
inferiori a quelle che impediscono la crescita dei bat-
teri sensibili (concentrazione minima inibitoria: MIC).
Questo implica che anche a concentrazioni non letali,
gli antibiotici possono esercitare una pressione selet-
tiva, favorendo i batteri gia resistenti (Khan et al.,
2017).

La maggior parte degli studi sulle MSC sono stati con-
dotti su singole specie batteriche e su singole sostan-
ze. Tali studi evidenziano che le cellule resistenti pos-
sono proteggere le cellule sensibili degradando gli
antibiotici sia a livello intracellulare che extracellula-
re, aumentando la fitness dei ceppi sensibili e quindi
alla MSC. | metaboliti escreti, invece, possono aumen-
tare o ridurre I'efficacia degli antibiotici, con conse-
guente diminuzione o aumento delle MSC (Perry et
al., 2022).

L'impatto degli antibiotici come contaminanti ambien-
tali sulle comunita batteriche miste & un argomento
di ricerca che sta suscitando un crescente interesse,
sebbene molti aspetti rimangano ancora complessi e
dipendenti da diverse condizioni. L'effetto varia in
base alla concentrazione, alla durata dell'esposizione,
al tipo di antibiotico e alle caratteristiche specifiche
dell'ambiente e della comunita microbica.

Un recente studio (Rauseo et al., 2021) condotto su
una comunita microbica naturale (selezionata da un
impianto di digestione anaerobica alimentato con
letame bovino), ha evidenziato che le concentrazioni
di SMX che hanno esercitato un effetto sulla crescita
microbica erano superiori (>4,75 mg/L) a quelle nor-
malmente riscontrate in ambienti naturali. Le concen-
trazioni di SMX testate (0,07-76 mg/L) non hanno
determinato né il mantenimento né la diffusione degli
ARG tra le popolazioni microbiche. Questo fenomeno
potrebbe essere attribuibile a un precedente adatta-
mento all'antibiotico. Infatti, la comunita microbica
non solo non € stata inibita, ma € stata anche in gra-
do di degradare rapidamente (24 ore) I'SMX in coltura
liquida. | dati complessivi dello studio evidenziano la
complessita della tematica e come gli effetti degli
antibiotici sulle comunita microbiche naturali possano
variare in funzione delle diverse combinazioni di fatto-
ri biotici e abiotici (Rauseo et al., 2021).
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Figura 5. Digestore anaerobico di un’azienda agricola del
Lazio.

La comunita scientifica e le societa farmaceutiche
produttrici stanno identificando le concentrazioni di
antibiotici che, sulla base delle attuali conoscenze
empiriche, dovrebbero fornire limiti di sicurezza per
proteggere la salute umana dai rischi di selezione
della resistenza antimicrobica (Bengtsson-Palme et
al., 2016). Due studi hanno proposto le PNEC
(Predicted No Effect Concentrations) quali concentra-
zioni che possono prevenire la selezione AMR. Beng-
tsson-Palme et al. (2016) hanno proposto di stabilire
limiti di emissione sicuri per gli antibiotici (PNEC) spe-
cifici per ogni composto, derivati dalle MIC per batteri
clinicamente rilevanti. Le Page et al. (2017) hanno
proposto un limite per le acque di scarico per concen-
trazioni di singole sostanze di 100 ng/L; tale valore &
basato sulle MIC per i batteri clinicamente rilevanti.
Bengtsson-Palme et al. (2016) hanno confrontato le
concentrazioni di antibiotici misurate negli effluenti
degli impianti di trattamento delle acque reflue muni-
cipali con le PNEC per valutare se queste ultime fos-
sero rilevanti dal punto di vista ecologico. Gli autori
hanno riscontrato che le concentrazioni degli effluenti
superavano le PNEC nel 28% dei casi. Questi risultati
suggeriscono che potrebbe essere necessario un trat-
tamento piu avanzato per ridurre la selezione di AMR
negli impianti di trattamento. Tuttavia, i meccanismi
di destino e trasporto ambientale successivi allo sca-
rico, come la diluizione e la degradazione, potrebbero
influenzare la concentrazione di antibiotici negli ef-
fluenti dei corpi idrici riceventi a scala di bacino. Tut-
tavia, per le PNEC proposte non sono state valutate
né le PEC (Predicted Environmental concentrations)
né le concentrazioni ambientali misurate (MEC,
Measured Environmental Concentrations) degli anti-
biotici nelle acque superficiali.
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Altri studi hanno evidenziato che la presenza di resi-
dui di antibiotici nell'acqua potabile o in alimenti con-
taminati pud interagire con il microbioma umano.
Attraverso il consumo di acqua o alimenti, concentra-
zioni residuali di antibiotici possono entrare in contat-
to con I'apparato gastrointestinale umano, che conta
circa 800-1000 specie batteriche distinte e oltre
7000 ceppi diversi (Rinnella et al. 2019). Circa il 95%
dei microrganismi & costituito da batteri benefici,
mentre il resto € costituito da batteri che possono
portare infezioni pericolose e opportunistiche. | Bacte-
roidetes e i Firmicutes dominano l'equilibrio microeco-
logico tra questi batteri e il corpo umano nel corso del
tempo, mentre Actinobacteria, Proteobacteria, Verru-
comicrobia rappresentano la minoranza, senza consi-
derare altri phyla batterici che non sono ancora stati
scoperti 0 caratterizzati. L'esposizione agli antibiotici
e strettamente correlata ai cambiamenti nella compo-
sizione del microbioma intestinale, come osservato
da alcuni studi clinici ed epidemiologici, poiché gli
antibiotici hanno un effetto ad ampio spettro sulla
comunita microbica associata all'ospite piuttosto che
Su una singola specie bersaglio. La terapia antibiotica
puo alterare la composizione del microbiota intestina-
le, determinando un aumento dei Firmicutes e una
diminuzione dei Bacteroidetes, nonché la formazione
di batteri resistenti agli antibiotici che vi possono ri-
manere per anni (Patangia et al., 2022).

Infine, I'effetto degli antibiotici pud associarsi a quello
di altri inquinanti, inclusi metalli pesanti e le micropla-
stiche, portando a conseguenze complesse e non
ancora completamente spiegate (Mazumder et al.,

2023).

6. | DIGESTORI ANAEROBICI: UNA TECNOLOGIA CHE
AIUTA A SMALTIRE | RESIDUI ORGANICI DELLE AZIEN-
DE AGRICOLE

La digestione anaerobica (DA) & una tecnologia con-
solidata e in continuo sviluppo, che svolge un ruolo
chiave nel concetto di economia circolare (Kougias e
Angelidaki, 2018) contribuendo a diversi aspetti della
sostenibilita agricola. Il processo di DA, grazie alle
comunita microbiche presenti, degrada e stabilizza
anaerobicamente i residui organici, come il letame,
riducendo le emissioni di gas serra. Il biogas prodotto
€ una bioenergia sostenibile che pud sostituire i com-
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Figura 6. Le pratiche agricole e il loro potenziale percorso
nella diffusione dei batteri resistenti agli antibiotici e dei
geni dell’antibiotico resistenza (mod. da Barra Caracciolo
et al., 2020).
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bustibili fossili nella produzione di elettricita, calore e
come carburante (Kougias e Angelidaki, 2018).

Il digestato, prodotto secondario del processo di DA,
ha un alto contenuto di nutrienti essenziali per le
piante e di carbonio organico e pertanto pud essere
utilizzato in sostituzione dei fertilizzanti chimici
(Scarlat et al., 2018)

Considerando i benefici derivanti dalla digestione
anaerobica, & stato investigato se tale processo po-
tesse essere influenzato dalla presenza di concentra-
zioni residuali di antibiotici che si trovano nel letame,
quest'ultimo utilizzato come filler nei digestori (Figura
5).

7. STUDI SPERIMENTALI CNR-IRSA

| laboratori di Ecologia del suolo e delle acque e di
Ecotossicologia dell'lRSA di Roma stanno conducendo
diverse ricerche sulla diffusione dell'antibiotico-
resistenza nell'ambiente (acqua e suolo) e sugli effetti
di tali molecole sulle comunita microbiche naturali,
considerando diversi aspetti, tra cui l'individuazione
di singole dosi di effetto, di miscele e la valutazione
del fenomeno in acque fluviali utilizzate a scopo irri-
guo e potabile (Barra Caracciolo et al., 2019; Visca et
al., 2021b). Le ricerche in microcosmo e in campo,
nonché la ricerca di soluzioni per ridurre tale fenome-
no, sono parte integrante dei progetti di ricerca.

La possibilita che concentrazioni residuali di antibioti-
ci e i relativi geni della resistenza siano presenti nel
digestato ottenuto dalla digestione anaerobica nei
digestori di aziende agricole, e I'impatto di tali antibio-
tici sulle comunita microbiche responsabili del pro-
cesso di digestione anaerobica, costituiscono argo-
menti di ricerca attuali e ancora poco investigati
(Figura 6) che sono oggetto di studio del gruppo di
ricerca.

Sono state condotte diverse sperimentazioni (in colla-
borazione con il Laboratorio Processi Biotecnologici
per I'Energia e I'Industria del’lENEA Casaccia), in am-
bienti controllati di laboratorio quali microcosmi e
batch. | risultati sono stati successivamente validati
mediante studi a scala reale in digestori anaerobici di
aziende zootecniche del Lazio, che impiegano princi-
palmente letame bovino come substrato principale.

Tali studi sono stati svolti nell’ambito del Progetto
“Valutazione della presenza di antibiotici nei rifiuti
zootecnici e nel digestato degli impianti di biogas:
studio delle strategie per la loro rimozione - AZeRO
antibiotici” finanziato dalla Regione Lazio (Lazio Inno-
va; http://www.azeroantibiotici.eu). L'obiettivo princi-
pale della ricerca era valutare come la presenza di
specifici antibiotici (sulfametoxazolo, ciprofloxacina
ed enrofloxacina) ampiamente utilizzati in zootecnia,
potesse influenzare il processo di digestione anaero-
bica, in termini di produzione di biogas. Inoltre sono
state investigate quali condizioni potessero favorire la
degradazione degli antibiotici durante la digestione
anaerobica di letame bovino. E stato inoltre condotto
uno studio approfondito sui geni della resistenza
(Massini et al., 2021).

Un primo esperimento ha utilizzato il letame bovino
raccolto da una vasca di alimentazione di un impianto
di digestione anaerobica: Questo €& stato utilizzato in
esperimenti in batch di digestione anaerobica in cui

32

alcuni campioni sono stati addizionati con 5 mg/L di
sulfametossazolo (Mazzurco Miritana et al., 2020).
L'aggiunta dell'antibiotico ha influenzato la dinamica
della comunita microbica; in particolare, grazie ad
una migliore efficienza delle fasi acidogenica e aceto-
genica del processo, € stata prodotta una quantita di
biogas (CH4 e H2) superiore rispetto al controllo. Inol-
tre, l'antibiotico SMX é stato degradato e, alla fine
dell'esperimento (circa 70 giorni), & stato rilevato solo
il 20% della sua concentrazione iniziale. L'abbondan-
za relativa (ARG/16S) dei geni di resistenza sull, sul2
e del proxy intl1, inizialmente rilevati nell'ingestato, &
diminuita durante la digestione anaerobica sia nei
campioni addizionati con SMX che in quelli di control-
lo. Questo importante risultato suggerisce che questo
processo & in grado di ridurre i geni della resistenza e,
nel caso in cui il digestato venga utilizzato come ferti-
lizzante del suolo, viene ridotta la probabilita di diffu-
sione dei geni di resistenza agli antibiotici nei terreni
agrari.

Un altro studio effettuato in batch (Mazzurco Miritana
et al., 2022) della durata di 90 giorni, utilizzando co-
me filler il letame bovino, ha valutato gli effetti dell'ag-
giunta di CIP, da sola (5 mg/L) e in combinazione con
I'SMX (2,5-5-10 mg/L), sull'efficienza della digestione
anaerobica e sulla struttura della comunita microbica.
Un risultato importante & stato che l'aggiunta degli
antibiotici ha favorito la produzione di CHs e H> rispet-
to ai controlli non trattati, sebbene la produzione di
CH4 é diminuita con le concentrazioni piu elevate di
CIP. | risultati nel loro insieme mostrano che la degra-
dazione degli antibiotici & dovuta a batteri acidogenici
e il CH4 é stato prodotto principalmente attraverso il
percorso idrogenotrofico da parte di archeobatteri
metanogenici. Questo studio ha dimostrato la presen-
za nel digestore di popolazioni microbiche pre-
adattate agli antibiotici, che sono state favorite in
questo sperimentazione.

Un terzo studio in batch (Mazzurco Miritana et al.,
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Figura 7. Piantina di Lactuca sativa, pianta
edibile utilizzata negli studi sperimentali.
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2025) ha valutato gli effetti di una miscela di tre anti-
biotici (enrofloxacina, ciprofloxacina e sulfametos-
sazolo) sulla produzione di CHa, sulle dinamiche della
comunita microbica (funghi, batteri e archeobatteri) e
sulla presenza di ARG. L'esperimento ha utilizzato un
rapporto letame bovino/digestato di 1:35, tipico dei
digestori reali, con due concentrazioni di antibiotici
(2,5 e 7,5 mg/kg ciascuno). Tra i risultati principali, €
stato evidenziato che la comunita microbica ha man-
tenuto una produzione efficiente di CH4 e solo le con-
centrazioni piu alte della miscela di antibiotici ha in-
fluenzato la produzione cumulativa di metano
(compresa tra 5939 e 6464 mL). Dopo 51 giorni,
I’'SMX é stato rilevato a concentrazioni residuali, men-
tre 'ENR e la CIP sono state degradate solo parzial-
mente (<50%), sebbene gli ARG siano stati significati-
vamente ridotti. | risultati nel loro insieme conferma-
no che la digestione anaerobica & un processo effica-
ce per la produzione di energia e di un buon fertiliz-
zante organico, riducendo anche il contenuto di anti-
biotici e ARG e mitigando le emissioni di CHs nell'at-
mosfera (Mazzurco Miritana et al., 2025).

| risultati degli studi di laboratorio sono stati confer-
mati da quelli su scala reale sugli impianti di digestio-
ne. Sono state infatti analizzate stagionalmente cam-

Figura 8. Sperimentazioni in serra utilizzando Lactu-
ca sativa per valutare il possibile trasferimento
della resistenza dal suolo ad una pianta edibile.
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pioni in ingresso e in uscita da diversi impianti di dige-
stione anaerobica in aziende agricole reali. | risultati
hanno messo in evidenza che I'SMX, la CIP e I'ENR si
degradano durante il processo di digestione anaerobi-
ca, anche se con percentuali diverse (84-100%), a
seconda della stagione considerata e del tipo di anti-
biotico. In linea con la diminuzione degli antibiotici,
tutti gli ARG rilevati (sull, sul2, gnrS, qepA, aac-(6')-1b-
cr) sono diminuiti significativamente (fino all'80%) nei
campioni in uscita di digestato (Visca et al., 2021a).
Questo risultato ha confermato, anche su scala reale,
che il processo di digestione anaerobica pud agire
come un efficace strumento di riduzione dei residui di
antibiotici e ARG nel letame e, di conseguenza, del
rischio di introduzione di antibiotici e ARG nel suolo
utilizzando il digestato come fertilizzante organico.

A queste sperimentazioni si sono affiancati altri studi
di laboratorio condotti utilizzando il digestato e il leta-
me come ammendanti organici, valutando cosi anche
il possibile trasferimento della resistenza dal suolo ad
una pianta edibile (Lactuca sativa, Figura 7). In un
primo studio, la crescita della lattuga € stata esami-
nata in presenza di letame o digestato, su un suolo
nel quale sono stati aggiunti anche tre antibiotici
(SMX, CIP e ENR, Figura 8). Il risultato principale ha
messo in luce la capacita della comunita microbica
del suolo di degradare gli antibiotici (Barra Caracciolo
et al., 2022). Inoltre, & stato evidenziato che Lactuca
sativa assorbiva parzialmente CIP e ENR dal terreno
(fattori di bioaccumulo > 1). Questi due antibiotici si
sono anche confermati essere pil persistenti e piu
bioaccumulati in presenza di letame rispetto a quanto
osservato in presenza di digestato. Inoltre, il gene
della resistenza ai fluorochinoloni (aac-(6')-lb-cr) &
stato rilevato nelle foglie di lattuga, sempre con valori
maggiori in presenza di letame. Sebbene I'antibiotico
SMX fosse stato completamente rimosso, il gene sul2
viene ritrovato nella rizosfera, mostrando come i geni
della resistenza possano avere una maggiore persi-
stenza ambientale rispetto ai loro corrispondenti anti-
biotici.

Un ulteriore studio (Narciso et al., 2024) ha voluto
verificare se la co-presenza di un antibiotico e di un
altro contaminate, in particolare un metallo pesante,
potesse influenzare il fenomeno della diffusione
dell’antibiotico resistenza. A tal fine un suolo & stato
addizionato con SMX e in alcuni casi anche con rame
e ammendato con letame o digestato. E stato osser-
vato un immediato aumento dei geni della resistenza
sull e sul2. La resistenza indotta, tuttavia tende a
diminuire nel tempo e la comunita microbica naturale
risulta in grado di rimuovere il 99% dell’antibiotico in
36 giorni. Differentemente, nelle condizioni sperimen-
tali dove é presente anche il rame si osserva una per-
sistenza del gene sul2 per probabili fenomeni di
“cross-resistance”. Anche in questo studio si confer-
ma che I'SMX non viene bioaccumulato nelle foglie di
lattuga e che la pianta si sviluppa piu rigorosa in pre-
senza di digestato. La presenza di quest’ultimo atte-
nua, inoltre, gli effetti negativi della co-presenza del
rame e di SMX sulla biomassa della pianta e sull’atti-
vita microbica.

Inoltre, € stato rilevato che il digestato stimola una
maggiore biodiversita microbica del suolo, introducen-
do e promuovendo un maggior numero di batteri lega-
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Figura 9. Foto dell'impianto in Danimarca dove € stato
condotto lo studio

ti alla degradazione degli antibiotici (Barra Caracciolo
et al., 2022).

Gli effetti combinati diretti ed indiretti di miscele in
cui sono presenti antibiotici rappresentano una fron-
tiera di studio importante poiché i contaminanti si
trovano in questa forma nell’ambiente e tale approc-
cio & quello piu realistico per effettuare valutazioni
del rischio. Tuttavia i dati ad oggi si sono concentrati
su singole sostanze. Uno strumento di indagine molto
utile per valutare gli effetti additivi, sinergici o antago-
nisti di pit sostanze & quello ecotossicologico. | labo-
ratori di Ecologia del suolo e delle acque e di Ecotos-
sicologia dell'lRSA di Roma hanno anche approfondi-
to studi sull’ecotossicita di miscele di antibiotici e
rame utilizzando test ecotossicologici con diversi or-
ganismi. Per esempio, € stato utilizzato il batterio bio-
luminescente Alivibrio fischeri per valutare gli effetti
di SMX, CIP e tetraciclina in soluzioni singole, binarie,
ternarie e in presenza di rame (Narciso et al. 2023). |
risultati relativi alla tossicita sono stati riportati sia in
termini di concentrazioni efficaci, che hanno inibito il
50% della bioluminescenza dei batteri (EC 50 %), sia
in unita tossiche (TU). Le TU sono state confrontate
con i valori previsti ottenuti utilizzando il modello di
aggiunta di concentrazioni (Concentration Addition:
CA). Infine, € stata valutata anche la tossicita degli
estratti acquosi di un terreno contaminato dai tre an-
tibiotici (7 mg/Kg ciascuno) in presenza/assenza di
rame (30 mg/Kg). Il rame € risultato la sostanza chi-
mica piu tossica (ECso: 0,78 mg/L), seguito dal CTC
(ECs0: 3,64 mg/L), CIP (96 mg/L) e SMX (196 mg/L).
Confrontando i valori TU e CA delle miscele, sono stati
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Figura 10. Schema di funzionamento dell'impianto in
Danimarca oggetto di studio (Kisielius et al., 2025)

generalmente riscontrati effetti additivi. Tuttavia, €
stata registrata un'azione sinergica nel caso della co-
presenza di CIP + Cu e sono stati identificati effetti
antagonistici nel caso di CTC + Cu e della miscela
ternaria (contenente ciascun antibiotico a 0,7 mg/L).
Gli estratti di acqua dal suolo non hanno mostrato
alcuna tossicita, dimostrando la capacita tampone
del suolo di immobilizzare queste sostanze chimiche.

Sebbene alcuni autori abbiano stimato un rischio per
l'uomo limitato a seguito dell'esposizione a singole
sostanze attraverso il consumo di prodotti vegetali
(Boxall et al., 2006, Prosser et al., 2015), non si pud
escludere un rischio di esposizione a lungo termine a
miscele di prodotti farmaceutici o ai loro metaboliti
attivi (Barra Caracciolo et al., 2022).

Grazie ad una collaborazione recente con il Diparti-
mento di Scienze Ambientali dell’Universita di Aarhus,
(Roskilde, Danimarca) € stato condotto uno studio per
valutare la capacita di una “treatment wetland” (TW)
reale (operante da circa 10 anni in un villaggio della
campagna danese) di rimuovere un gran numero di
microinquinanti organici (inclusi gli antibiotici) e di
contrastare la resistenza agli antibiotici (Kisieliuset
al., 2025). Una TW si basa sull’azione combinata di
microorganismi naturali e piante per depurare le ac-
que reflue. Nel caso studiato la specie vegetale era
Phragmites australis e I'impianto era costituito da
due vasche combinate: un letto a flusso verticale se-
guito da un letto aerato (Figure 9 e 10).

Le analisi, condotte su campioni rappresentativi per
un periodo di 18 mesi (con cadenza trimestrale), han-
no incluso l'analisi del carbonio organico, dell'azoto e
di alcuni contaminanti organici (ad esempio farmaci,
inclusi gli antibiotici).

Inoltre, sono state analizzate, in quattro campiona-
menti stagionali, la struttura della comunita microbica
(abbondanza e biodiversita) e la possibile presenza di
geni di ARG nelle acque reflue e nella rizosfera delle
canne in diversi punti del TW. | risultati hanno dimo-
strato una consistente abbattimento dei nutrienti e
dei contaminanti organici, con minori prestazioni in
inverno, a causa della dormienza delle piante e delle
temperature piu basse.

La TW serve una popolazione di piccole dimensioni e
gli antibiotici sono entrati nel sistema sporadicamen-
te, ma a concentrazioni comunque elevate; tuttavia i
geni sull, sul2 (associati alla resistenza ai sulfonami-
di) e il gene intll (indicatore di resistenza) sono stati
rilevati in tutti i campionamenti microbiologici, anche
in assenza dei corrispondenti antibiotici. Questo risul-
tato suggerisce che i geni della resistenza possono
avere una maggiore persistenza rispetto a quella de-
gli antibiotici. Nel complesso questo studio conferma
I’efficacia di una TW nel rimuovere i contaminanti sia
normati che emergenti. Il letto a flusso verticale &
risultato particolarmente efficace nel ridurre i conta-
minanti organici considerati (compresi gli antibiotici) e
gli ARG grazie all'azione sinergica di rimozione instau-
rata nel sistema canneto-microbioma rizosferico. Una
TW ben disegnata pud pertanto fungere da biofiltro
per contaminanti emergenti specifici, limitandone il
trasferimento nel comparto acquatico ricevente. La
ricerca e 'applicazione tecnologica deve ora guardare
verso applicazioni di TW su larga scala per raggiunge-
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re elevate efficienze di rimozione sia per gli antibiotici
che per gli ARG dalle acque reflue.

CONCLUSIONI

Residui di antibiotici, insieme ai loro metaboliti e geni
di resistenza, sono stati rilevati in tutti i comparti am-
bientali, compreso il suolo e pertanto si possono defi-
nire contaminanti emergenti ubiquitari. Poiché gli
antibiotici sono molecole che possono avere effetti a
basse concentrazioni, per la loro natura intrinseca di
sostanze bioattive, rappresentano un rischio per la
salute degli ecosistemi e dell’'uomo.

La presenza di antibiotici nel suolo, in funzione della
loro concentrazione, pud avere effetti diretti: elimina-
zione o inibizione di popolazioni batteriche coinvolte
in servizi ecosistemici chiave; effetti indiretti: promo-
zione di meccanismi di resistenza batterica (ad esem-
pio, ARGs), che possono essere trasferiti dai batteri
del suolo alle piante, e selezione di popolazioni batte-
riche in grado di degradarli. Il legame tra la degrada-
zione degli antibiotici e la resistenza deve ancora es-
sere compreso appieno, tuttavia pit un antibiotico
viene prontamente degradato, minore € il rischio di
diffusione della sua resistenza. Attualmente non sono
state determinate le concentrazioni in grado di man-
tenere e selezionare la resistenza o la degradazione
degli antibiotici nelle popolazioni microbiche naturali
miste. Inoltre, pochi studi si concentrano su metaboli-
ti, prodotti di trasformazione o miscele di antibiotici e
altri inquinanti che possono coesistere nel suolo (es.
metalli pesanti, microplastiche). Infine, i loro effetti a
lungo termine devono ancora essere studiati e rap-
presentano un punto chiave per la ricerca futura su
questo tema molto complesso.

L'IRSA & coinvolta in diversi progetti sull’antibiotico-
resistenza nell’ambiente in un approccio One Health.
Grazie all’esperienza maturata in tale ambito, I'IRSA
fa parte del Gruppo di Lavoro del Piano Nazionale di
Contrasto all'Antibiotico-Resistenza (PNCAR) 2022-
2025 e della piattaforma internazionale AMR Multi-
Stakeholder Partnership Platform (https://
www.qjsamr.org/multistakeholder-partnership-
platform/about). Quest’'ultima, gestita dalla FAO,
UNEP, OMS e WOAH, funge da meccanismo di gover-
nance globale sullAMR, riunendo a livello globale
oltre 250 membri per promuovere il dialogo sulle pos-
sibili soluzioni in tutti i settori One Health per affronta-
re 'AMR che siano pertinenti, scalabili e radicate nel-
le sfide del mondo reale.
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Aggiornamenti, eventi e novita sul
tema della risorsa idrica a cura di
Luigi Campanella

In un contesto sempre piu segnato dagli effetti del cambiamento climatico e
dalla necessita di garantire un uso equo, efficiente e sostenibile delle risor-
se idriche, 'acqua torna al centro dell’agenda politica, scientifica e tecnolo-
gica.

Questa edizione della nostra newsletter raccoglie alcune delle novita piu
rilevanti a livello nazionale ed europeo: iniziative strategiche, nuove norme,
momenti di confronto e riflessione che tracciano un quadro dinamico e in
evoluzione. Dalla governance oceanica internazionale alle politiche di adat-
tamento climatico, dall’innovazione digitale alla preparazione di grandi
eventi come il Forum Euromediterraneo del 2026, emerge con forza la con-
sapevolezza che I'acqua non € solo una risorsa, ma una vera e propria infra-
struttura di resilienza per il futuro

Nuove Iniziative Europee per la Sostenibilita Marina

Durante la 33? riunione del Management Board del JPI Oceans, tenutasi a
Bruxelles il 26 e 27 marzo, sono state tracciate le prossime tappe strategi-
che per la cooperazione scientifica nel settore marino. In particolare, si
stanno gettando le basi per il nuovo Strategy Framework 2026-2030, che
verra pubblicato entro fine anno.
Tra le decisioni principali figura I'approvazione di una nuova Joint Call dedi-
cata al Blue Carbon, con un impegno iniziale di oltre 2,15 milioni di euro da
parte di Irlanda, Norvegia e Malta. Anche Germania, Portogallo e Canada
stanno valutando di aderire all’iniziativa, che punta a valorizzare le soluzioni
basate sugli ecosistemi marini per combattere i cambiamenti climatici e
aumentare la resilienza delle zone costiere.
Inoltre, & stata lanciata una Joint Action sull’Offshore Freshe-
]PI ned Groundwater, risorsa di acqua dolce poco conosciuta
situata sotto i fondali marini. E stata anche approvata la go-
n “ vernance e la roadmap per la Rapid Response Action sull’A-
MOC (Atlantic Meridional Overturning Circulation), sistema
. cruciale di correnti oceaniche che regola il clima globale.
Proseguono anche progetti gia avviati come Ocean Oxygen Loss, che entra
in una nuova fase con il sostegno di cinque Paesi, e Ocean Carbon Capaci-
ties, che ha ottenuto il via libera per una nuova struttura operativa.
Infine, il Board ha avviato una fase di raccolta proposte per future Joint Ac-
tions, mirando a un coinvolgimento sempre piu attivo di Stati e comunita
scientifiche.
https://www.jpi-oceans.eu/en/decisions-made-priorities-set-jpi-oceans-
propelling-forward

Cambia la Normativa sui i Criteri Ambientali Minimi e Acqua di Rete

Una recente modifica ha aggiornato i Criteri Ambientali Minimi (CAM) per i
servizi di ristoro nelle pubbliche amministrazioni, promuovendo in modo piu
deciso l'utilizzo di acqua di rete al posto di bottiglie di plastica. Questa revi-
sione normativa va nella direzione di una maggiore sostenibilita ambientale,
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riducendo la produzione di rifiuti e le emissioni legate alla logistica dell’ac-
qua confezionata.

La nuova disciplina (decreto del Ministero delllAmbiente e della Sicurezza
Energetica del 9 aprile 2025 (rappresenta un passo importante verso un
modello di consumo pil consapevole, incentivando anche il ricorso a solu-
zioni tecnologiche per la microfiltrazione e la distribuzione dell’acqua potabi-
le negli uffici pubblici.

Maggiori informazioni sul sito Ambiente & Sicurezza: https://
www.ambientesicurezzaweb.it.

Acqua Summit 2025: dalla gestione emergenziale alla strategia di sistema

Durante I'’Acqua Summit 2025, tenutosi a Milano il 19 giugno 2025 ed orga-
nizzato da Il Sole 24 Ore, & emersa con forza I'urgenza di un cambio di para-
digma nella gestione delle risorse idriche. Le recenti crisi, tra siccita prolun-
gate e alluvioni sempre piu violente, hanno evidenziato i limiti di un approc-
cio reattivo, basato sull’emergenza. Per questo, si € discusso della necessita
di passare a una gestione preventiva e strutturata, fondata su pianificazione
a lungo termine, investimenti mirati e collaborazione tra tutti i livelli istituzio-
nali.

Al centro del dibattito, anche il potenziamento delle infrastrutture idriche, la
riduzione delle perdite lungo le reti di distribuzione e I'adozione di tecnologie
digitali per una gestione pil efficiente. E stato inoltre sottolineato il grande
potenziale ancora poco sfruttato del riuso delle acque reflue, che in Italia &
fermo a livelli molto inferiori
rispetto ad altri Paesi europei.

Infine, & stato ribadito che 'ac-
qua non € solo una risorsa da
tutelare, ma anche un elemen-
to strategico per la resilienza
climatica, la sicurezza energe-
tica e lo sviluppo territoriale.
e 160" R Per affrontare le sfide future,

- 0 ARauaSummi£2025 P serve una visione sistemica,
il - integrata e condivisa, che met-

ta al centro innovazione, pre-
venzione e cooperazione.

https://24oreventi.ilsole24ore.com/acqua-summit-2025/

Roma 2026: Il Primo Forum Euromediterraneo dell’Acqua

L'ltalia, e in particolare Roma, ospitera nel mese di ottobre 2026 il primo
Forum Euromediterraneo dell’Acqua, evento che per la prima volta coinvol-
gera non solo i Paesi del Mediterraneo ma anche quelli dell’intera Europa e
dei Balcani.

L’obiettivo del Forum sara quello di affrontare in modo condiviso le grandi
sfide legate alla gestione della risorsa idrica, dalla crisi climatica alla neces-
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sita di infrastrutture moderne e soluzioni tecnologiche avanzate. Il Forum
rappresentera una piattaforma di dialogo tra decisori politici, imprese,
societa civile, esperti e mondo accademico.

A guidare l'iniziativa italiana € stato il Comitato “One Water”, presieduto
dall’'on. Maria Spena, che ha sottolineato I'ampia mobilitazione del
"Sistema Italia", dal Governo agli enti locali fino alle multiutility come
ACEA. Il Comitato & composto anche da ANBI, Utilitalia e la Fondazione

Earth and Water Agenda (EWA).

EUROMEDITERRANEAN Il percorso verso I'evento € gia iniziato, con
WATER FORUM - 6MWF incontri e workshop che accompagneranno il

cammino fino al Forum, anche attraverso

ROMA 2026 momenti internazionali come la COP29.

https://www.anbi.it/art/articoli/8158-nel-2026-il-primo-forum-
euromediterraneo-dell-acqua
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Presentazione Volume “Siccita, scarsita e crisi
idriche — Il contributo della ricerca a supporto
della definizione del bilancio idrico

acuradi

Jessica Amadio, Domenica Mosca Angelucci,
Emanuele Romano
CNR-IRSA sede di Roma - Montelibretti

Negli ultimi decenni, il territorio nazionale ha affrontato numerose crisi
idriche che hanno spesso causato conseguenze rilevanti sui diversi settori
di utilizzo dell'acqua. La siccita del 2022, che ha colpito in particolar mo-
do il nord Iltalia, ha lasciato nell'immaginario collettivo un ricordo ancora
vivo per I'eccezionalita del fenomeno rispetto ai dati storici e per la porta-
ta dei danni economici prodotta dalla crisi idrica che ne € conseguita. A
differenza di altre calamita naturali, le crisi idriche in Italia non causano
danni alle infrastrutture né mettono a rischio vite umane, ma hanno gravi
conseguenze economiche e ambientali.

In questo contesto, & stato scritto il Volume “Siccita, scar-
sita e crisi idriche - Il contributo della ricerca a supporto

h' @Consig}io"azionale della definizione del bilancio idrico”, primo numero della
H JJ | dells Ricerche collana ‘Habitat-Signa - Studi e ricerche su sistema terra
E:-_MHHH Dipartimento Scienze del Sistoma e ambiente’ del CNR (Immagine 1). Il Volume vuole dare

Siccita,
scarsita

Terra e Tecnologie per FAmbiente

un contributo tecnico-scientifico, partendo dallo ‘stato
dell’arte’ e fornendo elementi concreti per migliorare la
gestione delle risorse idriche in condizioni ordinarie € in
occasione di eventi di siccita, riducendo al contempo gli
impatti di natura ecologica e ambientale. L'opera, curata
dal Gruppo di lavoro ‘Siccita, scarsita e crisi idriche’ coor-
dinato dal CNR-IRSA, si basa sulle attivita scientifiche
condotte dagli Istituti CNR afferenti al Dipartimento scien-
ze del sistema terra e tecnologie per I'ambiente dell’Ente

e crisiidriche (CNR-DSSTTA) e arricchito dai contributi dell'Istituto supe-

riore per la protezione e la ricerca ambientale (ISPRA),

della ‘Struttura di missione per il contrasto della scarsita

:me?éofzeld:mﬁ;m idrica e per il potenziamento delle infrastrutture idriche’ e
dell:i)&olcloi&ico del Dipartimento della protezione civile (DPC) della Presi-

Immagine 1. Copertina del volume

denza del Consiglio dei Ministri.

Il lavoro € suddiviso in 13 capitoli tematici (Immagine 2)
che analizzano gli aspetti chiave della siccita e delle crisi idriche, dai fatto-
ri fisici, idrologici e ambientali agli utilizzi idrici e alla governance della
risorsa, sia in condizioni ordinarie che di emergenza. Per ciascun capitolo
é stata utilizzata una struttura comune, organizzata in sotto-capitoli: a)
monitoraggio; b) regime pregresso e stato attuale; ¢) impatto del cambia-
mento climatico; d) strumenti modellistici di analisi e previsionali; e) le
domande di ricerca.

Nel 2022, anno con le precipitazioni piu basse mai registrate nel periodo
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1951-2024, I'ltalia ha visto una disponibilita di risorse idriche ridotte del
52% rispetto alla media di lungo termine, registrando un deficit particolar-
mente grave nei distretti idrografici del Po, delle Alpi Orientali, dell’Appen-
nino settentrionale e dell’Appennino centrale (capitolo 1). Il cambiamento
del regime termo-pluviometrico ha avuto un forte impatto sull'idrologia,
riducendo il manto nevoso nelle Alpi facendo arretrare i ghiacciai (capitolo
5) e diminuendo l'umidita del suolo in aree come la Pianura Padana, la
Sardegna e la Sicilia occidentale (capitolo 6).
A tali impatti di tipo quantitativo, occorre aggiungere gli impatti sulla quali-
ta delle risorse idriche determinate da una riduzione delle risorse: aumen-
to delle concentrazioni a causa della diminuzione dei volumi disponibili,
Immagine 2. Graphical abstract a variazioni dei carichi di nutrienti, mobilizzazione di sedimenti e fosforo a
cura di Matteo Tucci (CNR-IRSA) - seguito di eventi meteorici intensi (capitolo 7), aumento della salinita nelle
https://www.luminescientia.com
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zone di transizione (capitolo 9) e negli acquiferi costieri (capitolo 8).

La riduzione della disponibilita di acqua, specie in condizioni emergenziali,
limita I'approvvigionamento idrico per uso civile, agricolo, industriale e
turistico, riduce la produttivita, soprattutto in agricoltura, e penalizza la
produzione energetica (capitolo 2, 3, 11). A questi effetti si aggiungono le
conseguenze, talvolta drammatiche, sugli ecosistemi acquatici e connessi
(capitolo 12), oltre all'impatto sulla qualita del suolo, contribuendo al fe-
nomeno della Land degradation (capitolo 13).

A complicare il monitoraggio delle risorse idriche, non solo i cambiamenti
climatici che rendono i fenomeni naturali pitl imprevedibili e talvolta piu
estremi, ma ha un peso altrettanto importante anche I'attivita umana che,
tra derivazioni, invasi e prelievi, altera il flusso delle acque superficiali e
sotterranee.

La situazione & aggravata dallo stato di obsolescenza (o inefficienza) delle
infrastrutture idrauliche (nel settore civile il 25% ha pit di 50 anni e il 60%
oltre 30 anni), causando ingenti perdite d'acqua: in ltalia, gli acquedotti
civili disperdono circa il 50% dell'acqua, con punte fino al 60% nel Centro-
Sud (capitolo 11) Nei capitoli 2, 4, 10 e 11 sono analizzate le possibili
misure di adattamento in condizioni di emergenza e sul medio e lungo
periodo: riduzione dei fabbisogni, riduzione dei consumi, riutilizzo per sco-
pi irrigui delle acque reflue trattate, aumento della capacita di invaso su-
perficiale, ricarica controllata degli acquiferi, strategie per la riduzione dei
fabbisogni e dei consumi, caratterizzazione e sfruttamento nuovi acquife-
ri, inclusi quelli off-shore, interconnessioni tra diversi sistemi di approvvi-
gionamento idrico, efficientamento sistemi di captazione e distribuzione

Presentato per la prima volta al

pubblico lo scorso dicembre 2024,

“E apparsa subito chiara ai componenti del gruppo di lavoro, la
necessita di adottare un approccio olistico per inquadrare cor-
rettamente il fenomeno della siccita”, dichiara Emanuele Ro-
mano, ricercatore CNR-IRSA e coordinatore del GdL ‘Siccita,
scarsita e crisi idriche’ del CNR-DSSTTA.

“Inoltre, le competenze, le analisi e le proposte emerse, vanno
inserite in un quadro pit ampio di governance delle risorse
idriche, tenendo conto non solo dello stato attuale della ricer-
ca, ma anche dell'applicabilita delle soluzioni proposte in un
orizzonte temporale di pochi anni, e non di decenni”.

Una pianificazione chiara ed efficace degli interventi di adatta-
mento necessita parallelamente un ripensamento dell’attuale
assetto di governance dell’acqua. La gestione delle risorse
idriche in ltalia & infatti allo stato attuale caratterizzata da una
significativa frammentazione delle competenze tra i settori civi-
le, agricolo e industriale e da una mancanza di coordinamento
tra le amministrazioni coinvolte nella gestione che determina
una difficolta complessiva a individuare soluzioni “di sistema”.
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alla Fiera “Piu Libri Piu Liberi” a
Roma, a due mesi dalla sua usci-
ta, lo scorso febbraio 2025 presso
la sede centrale del CNR si € tenu-
to l'evento di presentazione del
Volume (Foto 1,2,3,4). Oltre 200
iscritti appartenenti a diverse isti-
tuzioni (MASE, esercito, Regioni e
Province), Autorita di Bacino e AR-
PA, enti di ricerca e universita,
gestori e associazioni ambientali-
ste hanno partecipato alla presen-
tazione del Volume e all’alternarsi
di tre tavole rotonde sulle temati-
che: 1. Impatti della siccita; 2.
Caratterizzazione degli eventi sic-
citosi ai fini della gestione dell’e-
mergenza e della pianificazione; e
3. Governance dell’acqua.



Foto 1. Direttore del CNR-DSSTTA -
Francesco Petracchini
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Foto 2. Coordinatore del GdL
‘Siccita, scarsita e crisi idriche’ -
Emanuele Romano (CNR-IRSA)

Foto 3. Vice-coordinatore del GdL
‘Siccita, scarsita e crisi idriche’ -
Ivan Portoghese (CNR-IRSA)
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Link per scaricare online gratuitamente il Volume:
https://www.cnr.it/sites/default/files/public/media/
attivita/editoria/Siccitalnterattivo_ver2.pdf

Per maggiori informazioni:
https://dta.cnr.it/gruppi-di-lavoro/siccita-e-crisi-idriche

Contatti:
gdl-siccita@cnr.it

Foto 4. Ricercatrici e ricerca-
tori del CNR-IRSA intervenuti
all’evento di presentazione
del volume presso la sede
centrale del CNR a Roma




Il Progetto AGRARSENSE - Ricerca e tecnolo-
gia per I'agricoltura sostenibile

acuradi

Anna Maria De Girolamo, Alfieri Pollice
CNR-IRSA sede di Roma - Montelibretti
Vito Buono, SYSMAN Progetti e Servizi srl, Bari

Il 7 e 8 ottobre 2025 si € tenuto a Bari il Consortium Meeting del progetto
“AGRARSENSE—SMART, DIGITALIZED COMPONENTS AND SYSTEMS FOR
DATA-BASED AGRICULTURE AND FORESTRY”.

Il progetto & stato finanziato dal Programma di Ricerca e Innovazione Hori-
zon Europe dell'Unione Europea e di Svezia, Repubblica Ceca, Finlandia,
Irlanda, ltalia, Lettonia, Paesi Bassi, Polonia, Spagna, Norvegia (2023-
2025) (KDT Joint Undertaking Grant Agreement 101095835)
[info@agrarsense.eu; www.agrarsense.eu].

L’obiettivo principale del progetto AGRARSENSE é sviluppare nuove tecno-
logie basate su sensori, dispositivi 10T e di sistemi di supporto alle decisio-
ni (DSS) da applicare al settore agricolo. Il progetto si articola in sette casi
di studio: GREENHOUSE (UC1), VERTICAL FARMING (UC2), PRECISION VITI-
CULTURE (UC3), AGRI-ROBOTICS (UC4), FORESTRY (UC5), OPTIMAL SOIL
AND FERTILIZERS (UCB) e WATER (UC7) nei quali sono state testate le
suddette tecnologie per migliorare la qualita e quantita del raccolto, otti-
mizzare i fattori della produzione attraverso la gestione “intelligente”
dell’irrigazione e dei fertilizzanti/pesticidi, ridurre I'impatto sull’ambiente e
sull’ecosistema per la salvaguardia delle risorse naturali.

% AGRARSENSE

S -
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Il Consorzio AGRARSENSE, che comprende 57 partner, enti di ricerca (16),
grandi aziende (16) e piccole e medie imprese (25), si & riunito a Bari per
presentare i risultati delle tecnologie sviluppate nel corso dei tre anni di
progetto (sensori e componentistica elettronica, box per racchiudere i
componenti, interconnessione dei sistemi hardware, sviluppo software,
DSS) e i test delle soluzioni proposte. Gli organizzatori del meeting sono
stati due partner italiani CNR-IRSA e SYSMAN Progetti e Servizi srl.

Il meeting si € concluso con una visita tecnica presso “0.P. Giuliano S.r.l.”,
una rinomata azienda ortofrutticola dotata di moderne tecnologie per la
produzione, controllo, stoccaggio e confezionamento dei prodotti che ven-
gono commercializzati sul mercato nazionale ed internazionale. La visita
tecnica é stata finalizzata allo scambio di conoscenze relative alla filiera
del settore ortofrutticolo per favorire lo sviluppo di nuove tecnologie in
grado di garantire la sicurezza alimentare e di minimizzare I'impatto am-
bientale.

AGRARSENSE contribuira al raggiungimento degli obiettivi del Green Deal
europeo che, con la strategia “Farm to Fork”, mira ad incentivare un siste-
ma di produzione alimentare sostenibile. AGRARSENSE contribuira, inol-
tre, al conseguimento degli obiettivi della Politica Agricola Comune (PAC)
quali: l'aumento della competitivita, il contrasto al cambiamento climatico,
la salvaguardia dell'ambiente, la conservazione del paesaggio e della bio-
diversita, la protezione della qualita del cibo e della salute e la promozio-
ne della conoscenza e dell'innovazione. L'aumento della popolazione
mondiale e la crescente domanda di cibo richiedono un aumento della
produzione agricola e, al contempo, un miglioramento dei sistemi di distri-
buzione per garantire la sicurezza alimentare.

L’agricoltura intensiva puo avere impatti significativi sugli ecosistemi quali
il degrado del suolo (i.e. erosione, impoverimento di nutrienti, salinizzazio-
ne) e depauperamento delle risorse idriche. La ricerca, la tecnologia e
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I'innovazione giocano un ruolo fondamentale per ottimizzare la produzio-
ne agricola, migliorare la sostenibilita e ridurre I'impatto ambientale. Negli
ultimi anni, tecnologie come I'internet of Things (loT), intelligenza artificia-
le, robotica e I'accessibilita a tecnologie digitali hanno generato nuove
opportunita di business, contribuendo a rendere I'agricoltura intelligente
(o digitale) un mercato in rapida espansione.
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ProPla: trasformare la plastica in risorsa - Un
progetto sostenuto da Fondazione Cariplo —
Bando Economia Circolare 2021

acuradi
Silvia Galafassi, CNR-IRSA sede di Verbania

La plastica & un materiale straordinario, ma la sua dispersione nell’am-
biente & diventata un problema globale. Le microplastiche - frammenti
spesso invisibili a occhio nudo - sono ormai presenti nei fiumi, nei mari e
perfino nel nostro sangue e nei polmoni. Affrontare questa emergenza
significa ripensare i cicli produttivi e trovare soluzioni innovative per ridur-
re 'impatto di questi inquinanti.

Con questo obiettivo & nato “ProPla - Proteins from Plastics”, un progetto
di ricerca finanziato da Fondazione Cariplo nel’lambito del bando Econo-
mia Circolare - Ricerca per un futuro sostenibile (edizione 2021). Coordi-
nato dal Prof. Loredano Pollegioni dell’Universita degli Studi dell'Insubria,
con la collaborazione dell’Universita di Milano, dell’'Universita di Milano
Bicocca e del CNR-IRSA, il progetto ha una durata triennale e terminera
nell’aprile 2026.

Gli obiettivi del progetto

ProPla non ha un solo traguardo, ma una serie di obiettivi che si completa-
no a vicenda. Il primo passo é stato quello di intercettare una fonte di mi-
croPET - frammenti di bottiglie e tessuti sintetici - recuperandoli da reflui
e acque di lavanderia. Una plastica che, senza questo intervento, sarebbe
finita direttamente nell’ambiente. A partire da questo materiale, il proget-
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to sviluppa due strategie innovative. Grazie all'ingegneria proteica e alla
systems biology, ceppi di Escherichia coli sono stati modificati per degra-
dare il PET e trasformarlo in amminoacidi, come la L-alanina, molecole
preziose per l'industria alimentare, cosmetica e farmaceutica. Ma il pro-
getto non si ferma qui e mette in atto un ulteriore approccio innovativo: le
larve della mosca soldato (Black Soldier Fly), gia impiegate per riciclare
scarti organici, vengono arricchite con i batteri ingegnerizzati, trasforman-
dosi cosi in vere e proprie biofabbriche capaci di accumulare proteine,
lipidi e chitina a partire dal microPET.

| progressi raggiunti

A pochi mesi dalla conclusione, ProPla ha conseguito risultati scientifici
importanti. Uno dei primi traguardi & stato proprio I'individuazione delle
fonti di microPET piu significative, in particolare nei reflui di impianti di
depurazione e nelle acque di lavanderia. Su questi materiali sono stati
sviluppati protocolli innovativi di separazione basati su trattamenti fisico-
chimici ed enzimatici, capaci di isolare le microplastiche di PET e renderle
disponibili per le fasi successive del progetto. Parallelamente, undici enzi-
mi ricombinanti sono stati assemblati con successo in E. coli, dimostrando
in scala di laboratorio la possibilita di convertire rifiuti di PET in L-alanina
con buone rese. Anche sul fronte entomologico si registrano progressi
significativi: sono in corso i test per stabilizzare la colonizzazione dell’inte-
stino delle larve di mosca soldato nera con i batteri modificati, un passo
decisivo per dimostrare come la degradazione del PET possa avvenire
direttamente all’interno degli insetti. A completare questo quadro, analisi
ambientali ed economiche stanno valutando I'impatto complessivo del
processo e le opportunita di trasferimento industriale.

ProPla dimostra che la ricerca pud offrire soluzioni concrete a problemi
globali: le microplastiche non sono piu un rifiuto senza via d’uscita, ma
I'inizio di una nuova catena del valore. Cio che oggi inquina fiumi e mari,
domani potra diventare materia prima per i settori delle bioplastiche, co-
smetica ed alimentare. E un segnale forte di come scienza, innovazione e
responsabilita ambientale possano convergere verso un futuro piu pulito e
sostenibile.

52



WINCAA4TI - Water Interactions with Nature,

Climate and Agriculture for Ticino

L’idea progettuale nasce da risultati ed evidenze di progetti precedenti
(POR FESR PITAGORA, Interreg SIMILE, Interreg CE Maurice), per migliora-
re, completare e sviluppare ulteriori soluzioni sia da un punto di vista tec-
nologico che di tutela delle risorse naturali, in particolare della risorsa
idrica e della biodiversita e dei servizi ecosistemici ad esse correlati.

Il filo conduttore € la risorsa idrica, espressa e rappresentata dal fiume
Ticino, dai laghi Maggiore e Lugano e dalla rete dei canali di irrigazione
sottesi. L’acqua non ha confini, la sua tutela e la sua gestione devono
essere condivise e adottate sull’intero territorio transfrontaliero. Una ge-
stione sostenibile della risorsa idrica a tutela dell’lambiente non pud quin-
di prescindere dalla conoscenza delle interazioni esistenti tra le diverse
componenti del sistema e dal coinvolgimento degli stakeholders che agj-
scono sul territorio.

Il partenariato € formato dal Capofila italiano, rappresentato dal Consorzio
di Bonifica Est Ticino Villoresi, da un capofila svizzero, rappresentato dalla
Scuola Universitaria Professionale della Svizzera italiana - Istituto di
Scienze della Terra - Dipartimento Ambiente, Costruzione e design, e dai
partner italiani Consiglio Nazionale delle Ricerche - Istituto di Ricerca sulle
Acque (CNR-IRSA), Sede di Verbania e Universita degli Studi di Pavia - Di-
partimento di Ingegneria Civile e Architettura e dal partner svizzero Canto-
ne Ticino - Dipartimento del Territorio e Divisione dell’Ambiente - Ufficio
della Protezione delle Acque e dell'Approvvigionamento Idrico.

Sono inoltre partner associati al progetto WINCA4TI la Fondazione Bolle di
Magadino (CH) e la Fondazione Patrimonio Ca Granda (I).

La complessita del territorio di progetto, sia in termini ambientali che so-
cioeconomici, richiede un approccio multidisciplinare e integrato cosi co-
me quello messo a disposizione dal partenariato. Inoltre, la complessita e
la numerosita di interconnessioni presenti tra acqua, ambiente, natura,

interreg

Italia - Svizzera | Italie - Suisse | Italien - Schweiz
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agricoltura e attivita umane richiedono un approccio partecipato e un pensiero
sistemico in grado di cogliere tutti gli elementi presenti, le loro risposte a diver-
se pressioni e gli effetti dovuti a diverse strategie.
Sia sul Lago Maggiore che sul Lago di Lugano si svolgeranno attivita di
raccolta dati chimico-fisici attraverso I'utilizzo di boe limnologiche realizza-
te con il precedente progetto Interreg SIMILE e che qui saranno ulterior-
mente sviluppate e standardizzate. Le analisi meteo-climatiche coinvolge-
ranno l'intero bacino imbrifero del Lago Maggiore, che comprende anche
Boa limnologica il Lago di Lugano, e daranno informazioni sull’evoluzione climatica dell’in-
tero bacino e saranno propedeutiche
per tutte le successive attivita. La tu-
tela della biodiversita e degli ecosiste-
mi sara affrontata sia in territorio sviz-
zero che in quello italiano attraverso il
coinvolgimento dei partner associati,
la Fondazione Bolle di Magadino e la
Fondazione Patrimonio Ca’ Granda. Le
attivita riguarderanno soluzioni basate
sulla natura con sperimentazione in
campo dell’efficacia dell’Agroforestry.
Le attivita che si svolgeranno all'inter-
no del comprensorio del Consorzio di
Bonifica Est Villoresi, legate soprattut-
to all’efficientamento dell’irrigazione,
contribuiranno alla gestione sostenibi-
le della risorsa idrica e potranno esse-
re di modello per l'applicazione ad
altre aree similari. Le attivita del pro-
getto WINCA4TI sono iniziate a gen-
naio 2025 e proseguiranno fino al 30

giugno 2027.

Tra gli obiettivi che si vogliono raggiungere c’é quello di individuare possi-
bili rischi, opportunita e sfide per il territorio transnazionale del bacino
idrologico del Ticino in tema di politiche gestionali e rinnovamento tecno-
logico.

| risultati del progetto saranno fondamentali per poter creare un forum
partecipato, dove tutti gli stakeholder del territorio avranno modo di resta-
re informati e portare il proprio contributo per uno sviluppo sostenibile del
territorio transfrontaliero verso la realizzazione di una Water-Smart Society
secondo le indicazioni dell’EU Blue Deal.

Il progetto sviluppera delle strategie condivise, finalizzate a poter essere
adottate su tutto il territorio a scala transfrontaliera, per una governance e
una gestione/utilizzo efficiente della risorsa idrica del bacino del Ticino,
resilienti ai cambiamenti climatici e alla tutela del capitale naturale e della
biodiversita.

I CNR IRSA, grazie alle sue competenze e alla sua esperienza sulle analisi

ESTTICINO FFTT  S5r™ 30" v c et i UNIVERSTA -:_-',-;:;,..,.. . PP v
\/|LLORESIgg SUPSI @ i o e umm .L"l..";‘f tl' c‘;'c::'dz )

54



meteo-climatiche, sviluppera un approfondimento sull’evoluzione climati-
ca dell’intero bacino, nonché sulla definizione del bilancio idrologico, ad
oggi non completo, ma elemento base per la quantificazione della risorsa
idrica disponibile. Grazie alle attivita decennali di studi sulla qualita ecolo-
gica delle acque del Lago Maggiore, portera la sua esperienza nella valu-
tazione ed interpretazione delle risposte biologiche ai cambiamenti clima-
tici e all’'uso della risorsa. Inoltre, precedenti esperienze nella realizzazio-
ne di sistemi di acquisizione dati (centraline idro-meteorologiche e boe
limnologiche) costituiscono una base consolidata da cui partire per la
messa a sistema e l'implementazione di strumentazione e tecnologie
aperte, flessibili ed efficaci.

Questo progetto € entrato a fare parte delle “Storie della Rete Scientifica”,
uno spazio che il CNR dedica alla condivisione delle best practices e delle
storie di successo. Sul sito web del CNR al seguente link:

https://cnrsc.sharepoint.com/sites/USRG/

Info sul progetto

https://etvilloresi.it/attivita/progetti/progetto-

SitePages/STORIE-DALLA-RETE-
SCIENTIFICA.aspx
si puo trovare l'intervista di Alessandra Megna a

winca4ti/ Marzia Ciampittiello - Istituto di Ricerca sulle
https://www.interreg-italiasvizzera.eu/wps/portal/ Acque (IRSA), Dipartimento Scienze del sistema
site/interreg-italia-svizzera/DettaglioRedazionale/ terra e tecnologie per I'ambiente, inerente il Pro-
progetti/ progetti-finanziati/winca4ti getto WINCAATI - Interreg VI-A ltalia - Svizzera

2021-2027.

Kick off meeting del 21 marzo 2025

R AR

.a"-.&'x

"

1 S

-



Partecipazione del CNR-IRSA a DIDACTA ltalia
per la promozione del progetto BLU DIGITALE

acuradi

Jessica Amadio, Barbara Casentini, Francesca di Pippo
CNR-IRSA sede di Roma - Montelibretti;

Magda Di Leo
CNR-IRSA sede di Taranto

Lo scorso marzo 2025 nella cornice della Fortezza da Basso (Firenze), il

Immagine 1. Locandina delle Fasi
della metodologia innovativa di for-

mazione proposta dal CNR-IRSA della scuola.

Attivita di campo @

Campionamenti in
barca o altri siti

nalisi in laboratorio J ;,\' . ')
presso le scuole \/ 4
- | ol

Elaborazione e
comprensione dati

).
y

Disseminazione
Presentazione delle attivita
ad un Congresso finale

CNR-IRSA ha partecipato a DIDACTA ltalia, spin off di DIDACTA Internatio-
nal, la fiera pit importante sulla formazione e l'innovazione del mondo

All'interno dello stand del Consiglio Nazio-
nale delle Ricerche, le ricercatrici apparte-
nenti al gruppo di divulgazione e comunica-
zione dell'IRSA hanno presentato per la
prima volta ad un pubblico prevalentemen-
te dedicato al mondo dell’istruzione, il pro-
getto Blu Digijtale.

Finanziato nelllambito del Fondo per la
Repubblica Digitale - bando “Polaris - Ini-
ziative innovative per l'orientamento e la
formazione di studenti e studentesse in
ambito STEM”, Blu Digitale € dedicato a
sostenere progetti rivolti alla formazione e
all'orientamento di studenti. Il progetto
nasce per sostenere un accrescimento
delle conoscenze e competenze STEM e
favorire un approccio costruttivo, aperto e
consapevole nella scelta dei percorsi for-
mativi e professionali futuri.

Nello specifico, Blu Digitale ha come obiet-
tivo principale quello di coinvolgere attiva-
mente 400 studenti iscritti al 3-4-5 anno di
Scuole Secondarie di Secondo grado della
citta di Taranto in un percorso di orienta-
mento formativo territorializzato con il fine
di promuoverne la sperimentazione delle
conoscenze e capacita in organizzazioni
dell’economia sociale e della formazione

operanti nei settori della blue economy, economia digjtale e ricerca scien-

tifica.

La metodologia innovativa di formazione per far conoscere e apprendere
le discipline STEM applicate all’acqua, prevede un percorso di training
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Le fasi sono le seguenti: (I) Approfondimento teorico dell’argomento, (Il)
Attivita di campo (uscite in barca in diversi siti di campionamento, (Ill) Ana-
lisi in laboratorio (presso le scuole), (IV) Elaborazione e comprensione dati,
(V) Disseminazione e divulgazione scientifica ad un evento finale. Blu Digj-
tale si svolgera nell’arco di 18 mesi e verra portato avanti da un partena-
riato di 8 enti fra scuole, ricerca, volontariato e mondo aziendale. Alcuni
dei temi suggeriti rientrano nelle seguenti aree di ricerca: Gestione risorse
idriche; Biodiversita; Bioremediation; Economia Circolare; Inquinanti emer-
genti (incluse le microplastiche).

A DIDACTA ltalia, le ricercatrici del CNR-IRSA (Immagine 2) hanno avuto la
possibilita di presentare ai docenti delle scuole secondarie provenienti da
tutta Italia I'innovazione della metodologia per far conoscere le discipline
STEM applicate all’acqua. | docenti incontrati hanno mostrato un forte
interesse e hanno accolto con entusiasmo I'approccio proposto, ricono-
scendone l'innovativita e la rilevanza rispetto alle metodologie didattiche
tradizionali. La possibilita di integrare approfondimenti teorici, attivita pra-
tiche sul campo, analisi scientifiche e momenti di divulgazione ha suscita-
to un concreto interesse per I'attivazione di collaborazioni, sia nell’ambito
dei Percorsi per le Com-
petenze Trasversali e
I’Orientamento  (PCTO),
sia attraverso la co-
progettazione di iniziati-
ve e progetti didattici.

4 ™ Immagine 2. Delegate CNR-
IRSA a DIDACTA ltalia: Magda Di Leo, Barbara Casentini, Jessica Amadio, Francesca Di Pippo
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CNR-IRSA attore protagonista a eventi naziona-
li e internazionali

a cura del GdL Comunicazione e Divulgazione,
Area Comunicazione

) Nel 2025 i ricercatori del CNR-IRSA hanno partecipato a diversi Congressi
Foto 1. Delegazione CNR-IRSA e Conferenze nazionali ed internazionali. In alcuni eventi in particolare la
alla SETAC Europe 35th Annual erenze nazl _ . P
Meeting partecipazione é risultata consistente.

La conferenza SETAC Europe 35t Annual Meeting,
(https://www.setac.org) tenutasi a Vienna tra I'11
e il 15 maggio scorsi, € stata animata da molti
contributi, orali e poster, di ricercatrici e ricercatori
del CNR-IRSA, che nel corso della conferenza han-
no anche moderato diverse sessioni. Oltre a tema-
tiche pil specialistiche, sono stati affrontati anche
temi d’interesse generale, tra questi: contamina-
zione da PFAS (Sostanze Per- e Poli-
FluoroAlchiliche) e microplastiche, antibiotico resi-
stenza, fragranze sintetiche e nuovi approcci alla
valutazione del rischio ambientale. L'IRSA ha an-
che un ruolo attivo all’interno della SETAC ltalian
Language Branch, che si é riunita a Vienna per
lanciare I'incontro nazionale che si terra a Napoli
tra il 13 e il 14 ottobre 2025 all’'universita Federi-
coll.

Maggiori informazioni:
https://italianbranch.setac.org/

Corposa anche la partecipazione anche alla VI
edizione della IWA Resource Recovery Conference
(https://www.wetsus.nl/iwa-rr-2025) dal titolo
“From Novel Concepts to Business”, organizzata
da Wetsus (https://www.wetsus.nl) in collabora-
zione con la Delft University of Technology e Wa-
geningen University & Research, che si € tenuta
dal 19 al 23 maggio 2025 a Leeuwarden (Paesi
Bassi). Le ricercatrici e i ricercatori del CNR-IRSA
hanno partecipato attivamente all’evento con di-
versi contributi, portando un ampio ventaglio di
temi e confermando I'impegno dell’lstituto nel
campo del recupero delle risorse.

L’'Istituto ha contribuito attivamente anche alla IX
Foto 2. Delegazione CNR-IRSA . _ European Bloreme_dlat:on _Conference (EBC—IX)
alla IWA Resource Recovery (https://www.ebc-ix.tuc.gr/en/home) svoltasi a Chania (Creta, Grecia) dal
Conference 15 al 19 giugno 2025, co-organizzata dalla Technical University of Crete e

dall’ Universita di Bologna con molteplici presentazioni nel settore del biori-
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Foto 3. Delegazione CNR-IRSA
alla European Bioremediation
Conference

Foto 4. Delegazione CNR-IRSA
alla conferenza annuale del CNR

sanamento, delle biotecnologie ambientali e
della valorizzazione sostenibile delle risorse,
anche in questo caso diverse sessioni sono
state moderate dal CNR-IRSA.

A livello nazionale particolarmente nutrita la
partecipazione al XXIX Congresso AIOL
(Associazione Italiana di Oceanologia e Limno-
logia; https://aiol.info/xxix-congresso-aiol-aps-
ets) tenutosi nella splendida cornice della Mole
Vanvitelliana di Ancona tra il 3 e il 6 giugno
2025. L’AIOL ha sede alla sezione di Verbania
del CNR-IRSA e da tempo ricercatrici e ricerca-
tori dell’lstituto impegnati nel Consiglio Diretti-
vo e nell’organizzazione di eventi legate all’As-
sociazione. Al Congresso sono stati presentati
diversi contributi di carattere sia ecologico sia eco-tossicologico. Tra i temi
trattati ricordiamo idrologia ed ecologia dei laghi, inclusi aspetti legati al
popolamento ittico, monitoraggio ad alta frequenza, contaminazione da
microplastiche, antibiotico resistenza.

Il CNR-IRSA ha anche partecipato con una folta delegazione alla Conferenza
annuale del CNR DSSTTA (Dipartimento Scienze del Sistema Terra e Tecno-
logie per 'Ambiente, https://dta.cnr.it/project/conferenza-dipartimento-25)
tenutasi ad Ancona (29-30 maggio 2025). Oltre al direttore Giuseppe Ma-
scolo, diversi ricercatori hanno animato I’evento con interventi tecnici e talk.
| temi affrontati dalla conferenza sono stati molteplici, tra i quali ambiente e
salute, rischi, biodiversita e transizione ecologica, research security, intelli-
genza artificiale, infrastrutture di ricerca, cooperazione internazionale, fondi
europei per la ricerca. Al termine della prima giornata di lavori la delegazio-
ne CNR-IRSA ha avuto la possibilita di visitare una delle infrastrutture di
ricerca piu importanti del CNR DSSTTA: la nave oceanografica Gaia Blu at-
traccata nel porto di Ancona a poche

centinaia di metri dalla sede della confe-

renza.

Il 3 eil 4 luglio il CNR-IRSA ha partecipa-
to ad un incontro a Roma nella sede
CNR di piazzale Aldo Moro durante il
guale é stata sancita la nascita della
Joint Research Unit eLTER-IT che tra-
ghettera la rete LTER Italia all'interno
della infrastruttura di ricerca europea
eLTER RI, composta da centinaia di siti
di ricerca ecologica a lungo termine in
tutta Europa. Il CNR-IRSA era presente
con una folta delegazione composta da
rappresentanti di siti di ricerca lacustri e
marini. https://www.cnr.it/it/
news/13670/avvio-della-joint-research-
unit-di-elter-it



World
Wetlands Day

&5

7 Febbraio 2025 ore 11:00

Attivita dell’Area Seminari del CNR-IRSA

Dal 2020 il CNR IRSA, tramite il Gruppo di Lavoro Seminari, ha promosso
la condivisione delle attivita di ricerca e il dibattito scientifico organizzan-
do incontri online aperti a tutta la comunita scientifica e non solo. Dal
2023, oltre alla modalita telematica, gli incontri si svolgono anche in
presenza, coinvolgendo un pubblico ampio composto da ricercatori, per-
sonale in formazione, colleghi di enti pubblici di ricerca (EPR), universita,
agenzie ambientali, PMI e professionisti.

Le informazioni sui seminari in programma, i link per la registrazione e
per la richiesta degli attestati di partecipazione sono disponibili ai se-
guenti indirizzi:

https://www.irsa.cnr.it/wp/?page_id=387
Home - eventi IRSA-CNR (Indico)

Le registrazioni degli eventi gia svolti sono accessibili sulla piattaforma
Tube@CNR:

https://tube.rsi.cnr.it/a/irsa

Attualmente I’Area Seminari € coordinata da Carolina Cruz Viggi e com-
posta da Raffaella Balestrini, Simona Crognale, Claudia Dresti, Diego
Fontaneto, Marcella Narracci e Pompilio Vergine.

Ad oggi, nella prima meta del 2025, sono stati organizzati 7 seminarie 3
eventi di divulgazione di rilievo.

| seminari organizzati hanno coperto diversi temi di rilievo nel campo
della sostenibilita ambientale e delle tecnologie innovative. Un filone
importante ha riguardato la conservazione e la gestione delle specie
ittiche nelle acque dolci e marine, con approfondimenti dedicati ai pro-
getti di tutela dello storione, della trota, del luccio, dell’agone e dell’an-
guilla europea. In questo ambito sono state affrontate sia le strategie di
conservazione sia le problematiche legate alla gestione delle
popolazioni ittiche. Un altro ambito di grande interesse € stato
quello delle tecnologie per la produzione di energie rinnovabi-
li, con un seminario dedicato alle Microbial Electrochemical
Technologies per la produzione di idrogeno e metano. Inoltre,
sono state presentate nuove strategie sostenibili per la rimo-
zione di contaminanti emergenti tramite processi di fotocatali-
Si.

Il 7 febbraio 2025 il CNR-IRSA ha organizzato I'evento “Stories
of Wetlands - Episode 1” in occasione della Giornata Mondia-
le delle Zone Umide. L’iniziativa ha offerto una visione multidi-
sciplinare sul valore ecologico delle zone umide e ha promos-
so un dialogo tra ricercatori, esperti e operatori del settore,
sottolineando l'importanza di proteggere questi ecosistemi per
un futuro sostenibile.
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SVELARE LE CARRIERE STEM:
MICROBIOLOGIA E INGEGNERIA INSIEME
PER UN APPROCCIO SOSTENIBILE ALLA

DEPURAZIONE DELLE ACQUE

 DELL'ACQUA

In occasione della Giornata Internazionale delle Donne e delle Ragazze
nella Scienza, il 14 febbraio 2025 il CNR-IRSA ha organizzato I'’evento
“Svelare le Carriere STEM: Microbiologia e Ingegneria insieme per un
Approccio Sostenibile alla Depurazione delle Acque”. Le ricercatrici Ma-

GIORNATA
MONDIALE

2025

0000
0000
e

26 MARZO 2025
ORE 11:00

FRUIBILE IN
STREAMING
ATTRAVERSO LA
PIATTAFORMA
TEAMS

ria Concetta Tomei e Simona Rossetti hanno condiviso le
loro esperienze professionali, mettendo in luce il contributo
femminile nel campo del trattamento delle acque. L’incon-
tro, seguito da oltre 12 classi di scuole superiori da tutta
Italia, si € concluso con una vivace sessione di confronto e

ispirazione per le giovani partecipanti.

Infine, in occasione della Giornata Mondiale dell’Acqua, il 26
marzo 2025 I'IRSA ha organizzato I'evento “Save Our Gla-
ciers”, dedicato al tema della conservazione dei ghiacciai.
L’incontro ha evidenziato I'urgenza di proteggere queste ri-
serve d’acqua minacciate dai cambiamenti climatici, richia-
mando [I'attenzione sull'importanza delllacqua dolce e
sull'impegno necessario per garantire un futuro sostenibile
per tutti.

Per proporre un seminario, un evento e per qualsiasi altra
informazione, scrivere a:

gdl_seminari@irsa.cnr.it
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