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1.1. Sedimenti

1.1.1. Campionamento

Il prelievo dei sedimenti e stato effettuato mediante benna Van Veen nei giorni 16, 17, 21, 22 Febbraio 2023,
in 20 stazioni ubicate nell’area potenzialmente impattata dalle operazioni di dragaggio (A08, A11, A14, Al7 e
A72) (Figura 1.1.1.1), nelle aree potenzialmente impattate dall’attivita d’'immersione dei sedimenti dragati
(A47, A50, A53, A59, A62, A65, A68) (Figura 1.1.1.2), e nell’area d’'immersione dei sedimenti dragati (A20,
A21, A22, A23, A24, A74, A75, A76). (Figura 1.1.1.3).

Google Earth

Figura 1.1.1.1. Ubicazione delle stazioni di campionamento nell’area interessata dai lavori di dragaggio.
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Figura 1.1.1.2. Ubic

Figura 1.1.1.3. Ubicazione delle stazioni di campionamento nell’aera di immersione.
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Per le attivita di caratterizzazione fisica, chimica, ecotossicologica e microbiologica le metodiche di
campionamento, confezionamento e trasporto in laboratorio per le analisi sono state svolte in conformita ai
protocolli nazionali ed internazionali. Per ogni campione prelevato, il personale tecnico ha provveduto ad
etichettare il campione e a compilare la scheda di campionamento. | campioni di sedimento prelevati sono stati
maneggiati con cura in modo da garantire:

. I'assenza di contaminazione derivante dall’ambiente circostante o dagli strumenti impiegati per il

campionamento ed il prelievo;

. I'assenza di perdite di sostanze inquinanti dalle pareti dei campionatori o dei contenitori;

. la protezione del campione da contaminazione derivante da cessione dei contenitori;

. un’adeguata temperatura di conservazione dei campioni;

o I'assenza di alterazioni biologiche nel corso dell'immagazzinamento e conservazione;

o I'assenza, in qualunque fase, di modificazioni chimico-fisiche delle sostanze;

o la pulizia degli strumenti ed attrezzi usati per il campionamento, il prelievo, il trasporto e la

conservazione, dopo ogni campionamento.

J Il prelievo del sedimento é stato effettuato mediante una benna Van Veen dotata di sportelli superiori,
necessari per limitare il disturbo al sedimento e consentire il recupero dello strato superficiale, per ogni
recupero dello strumento e stata redatta una scheda di campionamento con i dati inerenti la stazione e
la descrizione macroscopica del sedimento. In ogni stazione & stato prelevato il livello superficiale (0 - 2
cm).

J | sedimenti prelevati dallo strato superficiale sono stati preventivamente omogeneizzati in situ e
suddivisi in differenti sub-campioni destinati alle successive analisi microbiologiche, fisiche, chimiche ed
ecotossicologiche. | campioni da destinare alle analisi microbiologiche, prelevati rispettando le
condizioni di sterilita, sono stati posti all'interno di contenitori sterili e immediatamente conservati e
trasportati a +4°C. Per le analisi fisiche il campione e stato raccolto in contenitori di plastica, trasportato
e conservato a temperatura compresa tra +4°C e +6°C. | sedimenti destinati alle analisi chimiche sono
stati raccolti in contenitori in HDPE, trasportati e conservati a temperatura <20°C. Per le analisi
ecotossicologiche il sedimento e stato raccolto in contenitori in HDPE, trasportato e conservato a

temperatura compresa tra +4°C e +6°C.

Per I'analisi delle comunita bentoniche, lo studio & stato effettuato dividendo le varie aree d’indagine che
corrispondono all’area potenzialmente impattata dalle operazioni di dragaggio, area potenzialmente impattata
dalle operazioni di immersione e I'area di immersione dei sedimenti dragati. L’area potenzialmente impattata
dalle operazioni di immersione € a sua volta divisa in due, a causa dell’eterogeneita del substrato e la distanza

fisica che comporta una notevole diversita nella comunita macrozoobentonica. La comunita di ciascuna area &
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stata analizzata sia dal punto di vista strutturale che ambientale.

Area potenzialmente impattate dalle operazioni di dragaggio stazioni:
1) A08, Al11, Al14, A17, A72 prospicienti il porto commerciale di Salerno
Aree potenzialmente impattate dalle operazioni di immersione deisedimenti:

1) A47, A50, A53 costiera amalfitana;
2) A59, A62, litorale piana del Sele;

Area dilmmersione dei sedimenti dragati:

1) A20, A21, A22, A23, A24, A74, A75, A76.

1.1.2 Analisi per la caratterizzazione fisica

1.1.2.1 Determinazione del contenuto d’acqua e del peso specifico
La determinazione del contenuto di umidita residua e stata eseguita come riportato nel D.M. 185 del
13/09/99, mediante perdita di peso per essiccamento. La percentuale d’acqua contenuta nel sedimento &
ottenuta dal rapporto tra il peso del sedimento umido e il peso secco, ottenuto in stufa alla temperatura di
105°C per almeno 8 ore. La determinazione del peso specifico si basa sul rapporto tra il peso del campione di

sedimento e il rispettivo volume ed & espresso in g/ cm®

1.1.2.2 Analisi per la caratterizzazione chimica
Le analisi chimiche sono state effettuate considerando tutti i parametri chimici previsti dal DM n. 173 del 15

luglio 2016 “Regolamento recante modalita e criteri tecnici per l'autorizzazione all'immersione in mare dei
materiali di escavo di fondali marini”. | risultati analitici ottenuti sono stati successivamente elaborati
mediante il software SediQualsoft 109.0®, applicando i criteri di integrazione ponderata per determinare
I'indice di pericolo chimico HQC, utilizzato per l'integrazione finale con i risultati ecotossicologici e la

classificazione della qualita dei sedimenti (allegato tecnico del DM 173/2016).

1.1.3 Determinazione della materia organica totale
La materia organica totale e stimata attraverso il metodo per calcinazione. Esso consiste nella valutazione
della differenza tra il peso del sedimento essiccato a 105°C per otto ore e il peso del residuo dopo

combustione in muffola a 450°C per quattro ore.
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1.1.3.1. Determinazione dell’azoto totale (TN)

La determinazione dell’azoto totale e stata condotta mediante metodi conformi alle specifiche approvate dal
DM del 13/09/1999 del Ministero per le Politiche Agricole (Approvazione dei "Metodi ufficiali di analisi
chimica del suolo”), utilizzando un analizzatore elementare Perkin EImer 2400 (Series Il, CHNSO elemental
analyzer). Il metodo prevede una completa ed istantanea ossidazione del campione per "flash combustion",
con conseguente conversione di tutte le sostanze organiche ed inorganiche in prodotti gassosi. | gas di
combustione vengono fatti passare in corrente di elio su uno strato di opportuno catalizzatore per
completare il processo di ossidazione, e quindi su strato di rame per allontanare I'eccesso di ossigeno e per
ridurre gli ossidi di azoto ad azoto molecolare (N2). Successivamente, la miscela gassosa viene separata per

gascromatografia e CO2, N2, H20 e SO2 vengono rilevati da un detector a conducibilitatermica.

Nello specifico, la determinazione dell’azoto totale e stata effettuata depositando aliquote pari a circa 4 mg
dei sedimenti essiccati alla temperatura di 55°C per almeno 8 ore direttamente all’interno dell’analizzatore
elementare automatico, previa taratura dello stesso utilizzando soluzioni standard pure di Acetanilide, come
descritto da Buurman et al. (1996). Il risultato finale viene espresso in mg/g di azoto e riferiti al peso secco

(ps). Il limite di determinazione (LOD) & pari a 0.1 mg/g (ps).

1.1.3.2. Determinazione del fosforo totale (TP)
L'analisi del fosforo totale e stata effettuata secondo specifiche analoghe a quanto descritto da Hansen e

Koroleff (1999). In breve, circa 100 mg di sedimento sono stati calcinati in muffola a 450°C per 4 ore. Al
sedimento sono stati aggiunti 10 ml di HCl 1 M, e il campione & stato posto in agitazione per 16 ore a
Temperatura ambiente. Dopo centrifugazione (4000 rpm, 15 min), la determinazione analitica del contenuto
di fosforo totale e stata eseguita nel surnatante mediante metodo spettrofotometrico. Nello specifico,
I'ortofosfato (PO,”) si determina con il metodo spettrofotometrico al blu di molibdeno, come descritto nel
metodo 4110 dei protocolli IRSA-CNR (APAT Manuali e Linee Guida 29/2003), attraverso il kit di
determinazione analitica Hach-Lange LCK 348 ed il Fotometro Hach-Lange DR3900 ed applicando le specifiche
fornite dal costruttore. Gli ioni fosfato reagiscono con il molibdato di ammonio ed il potassio antimonil
tartrato, in ambiente acido, formando un eteropoliacido che viene ridotto con acido ascorbico a blu di
molibdeno, intensamente colorato, la cui assorbanza viene misurata alla lunghezza d’onda di 850 nm. Il
risultato finale viene espresso in mg/g di fosforo e riferiti al peso calcinato (pc). Il limite di determinazione

(LOD) & pari a 0.002 mg/g (pc).

1.1.3.3. Determinazione dei metalli
Per la determinazione dei metalli, tra cui allumino (Al), arsenico (As), cadmio (Cd), cromo (Cr), ferro (Fe),
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manganese (Mn), mercurio (Hg), nichel (Ni), piombo (Pb), rame (Cu), vanadio (V) e zinco (Zn), i campioni di

sedimento sono stati accuratamente mescolati al fine di renderli omogenei, ed aliquote pari a circa 10 g sono
state poste in idonee piastre petri in vetro, pesate (peso umido) e mantenute in stufa alla Temperatura di 60
+ 0.5°C per almeno 8 ore, al fine di ottenere un peso costante; successivamente i campioni sono stati
recuperati e nuovamente pesati (peso secco); il peso umido ed il peso secco dei campioni consente di
calcolare il contenuto d’acqua interstiziale associata ai sedimenti, utile a convertire in peso secco le aliquote
umide destinate ad altre determinazioni analitiche. Per ciascun punto di prelievo é stata processata una
replica di sedimento. | campioni sono stati quindi polverizzati con I'ausilio di un mortaio, ed aliquote
omogenee pari a circa 0.5 g sono state trasferite in appositi contenitori per mineralizzazione sotto pressione
in forno a microonde, previa addizione di 2 ml di H202 e 5 ml di HNO3. La mineralizzazione é stata condotta
mediante sistema a microonde CEM Mars 5 (CEM Corporation), dotato di sistema controllo e regolazione di
Temperatura e potenza delle microonde. Al termine del ciclo di mineralizzazione i campioni sono stati

raffreddati a Temperatura ambiente quindi recuperati e portati a volume noto, con acqua ultrapura (10 ml).

La determinazione analitica dei metalli e stata effettuata mediante tecniche di spettrofotometria ad
assorbimento atomico; Cu, Fe, Mn e Zn sono stati determinati mediante atomizzazione in fiamma con
spettrofotometro SpectrAA 220FS (Agilent Technologies), mentre Al, As, Cd, Cr, Ni, Pb e V sono stati analizzati
mediante spettrofotometro SpectrAA 240Z (Agilent Technologies), munito di elettrofornace GTA120 con
microforno di grafite ed effetto Zeeman: Quando necessario l'interferenza della matrice & stata risolta
utilizzando apposite soluzioni di modificatori di matrice (palladio 1 gI™*, 10% acido citrico, 20% HNO3), mentre
le interferenze spettrali sono state verificate utilizzando standardizzazioni con metodo delle aggiunte. La
determinazione del mercurio (Hg) & stata eseguita tramite generazione di vapori freddi utilizzando un
apposito analizzatore di mercurio CETAC QuickTrace M-6100 Mercury Analyzer (Agilent Technologies) munito

di auto campionatore ASX-130.

Tutte le determinazioni analitiche sono state effettuate previa calibrazione della strumentazione analizzando
apposite soluzioni di bianco e standard di riferimento a concentrazione nota e certificata; i risultati finali sono

stati espressi in ug/g (peso secco).

La determinazione dei composti organici dello stagno, e stata effettuata utilizzando un’aliquota omogenea di
ciascun campione, pari a circa 2-3 g, addizionata con una soluzione di n-esano:acetone (2:1) in un rapporto di
1:3, peso campione rispetto al volume di solvente (m:v). Successivamente, i campioni sono stati estratti
utilizzando un sistema di estrazione controllata a microonde, alla Temperatura di 110°C per 15 minuti
(Microwave Digestion and Extraction System Mars-5, CEM Corporation). Le soluzioni cosi ottenute sono state
concentrate a secchezza, mediante un evaporatore centrifugo (SpeedVack Juan RC 1009), alla Temperatura

ambiente. Infine, i campioni sono stati solubilizzati in 1 ml di acido nitrico (HNO3) e portati a volume noto (2
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ml) con acqua ultrapura. Per la quantificazione del TBT, un’aliquota dell’estratto e stata trattata con NaOH
10M per la precipitazione e I'allontanamento delle specie mono- e di- butilate. La successiva determinazione
analitica e stata effettuata mediante le tecniche di spettrofotometria ad assorbimento atomico
precedentemente descritte, utilizzando tecniche di assorbimento atomico con microforno di grafite ed
effetto Zeeman, mediante I'uso di modificatore di matrice (palladio 1 g "', 10% acido citrico, 20% HNO3) e
applicando standardizzazione con metodo delle aggiunte. Il risultato finale & stato espresso in pg/g (peso

secco), convertendo il peso umido dei campioni in peso secco, mediante il contenuto d’acqua determinato

in precedenza.

1.1.3.4. Determinazione degli idrocarburi policiclici aromatici (IPA)
La determinazione degli idrocarburi policiclici aromatici (IPA) nei campioni di sedimento é stata effettuata

utilizzando un’aliquota omogenea di campione, pari a circa 2-3 g (peso umido). Al momento della
preparazione, i campioni sono stati addizionati con 5 ml di una soluzione di KOH 0.5 M in metanolo puro per
cromatografia liquida e mantenuti in agitazione per almeno 8 ore, al fine di operare una preliminare
estrazione solido-liquido. Il completamento dell’estrazione & stato eseguito mediante microonde a 55°C per
15 min (Microwave Digestion and Extraction System Mars-5, CEM). | campioni sono stati concentrati a circa

0.5 ml mediante centrifuga evaporante (Speedvack, Juan), a 45°C per 60-120 min, successivamente purificati
attraverso una cromatografia a bassa pressione con resine per estrazione in fase solida (SPE) del tipo
Backerbond SPE C18 (500 mg, 6 ml) ed infine recuperati in 1 ml di acetonitrile puro per cromatografia liquida.
Tale purificazione e stata effettuata utilizzando il sistema automatico Gilson Aspec GX271 (Gilson Inc.). Le
determinazioni analitiche sono state effettuate mediante tecniche di cromatografia liquida ad elevate
prestazioni (HPLC) utilizzando un sistema di pompe per gradiente binario e coppia di detector in Fluorescenza

e serie di diodi Agilent Infinity 1260 Series (Agilent Technologies).

L'analisi & stata condotta mediante gradiente dinamico utilizzando acqua ultrapura e acetonitrile come fasi
mobili. Il volume di campione iniettato e stato pari a 20 ul ed e garantito costante per tutte le analisi
utilizzando un apposito auto campionatore. La determinazione qualitativa e quantitativa degli analiti e stata
eseguita attraverso il confronto dei cromatogrammi e dei segnali, con quelli ottenuti iniettando soluzioni
standard a concentrazioni note e scalari, preparate utilizzando una miscela di idrocarburi aromatici puri (EPA
610, Supelco). Gli analiti determinati mediante il metodo appena descritto possono essere classificati in IPA
a basso peso molecolare (acenaftene, acenaftilene, antracene, fenantrene, fluorene e naftalene), IPA ad alto
peso molecolare (benzo(a)antracene, benzo(a)pirene, benzo(b)fluorantrene, benzo(g,h,i)perilene,
benzo(k)fluorantrene, crisene, dibenzo(a,h)antracene, fluorantrene, indeno(1,2,3-cd)pirene, pirene) ed
alcuni IPA metilati (1-metilnaftalene, 2-metilnaftalene e 7,12-dimetilbenzo(a)antracene); I'accuratezza e la

precisione analitica sono state verificate analizzando apposite soluzioni di bianco e standard di riferimento
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(SRM-NIST 1944). Le concentrazioni sono espresse in ng/g di campione (peso secco).

1.1.3.5. Determinazione degli idrocarburi alifatici totali (C10-C40)

La determinazione di idrocarburi alifatici totali (C10-C40) e stata effettuata mediante tecniche di
gascromatografia (GC); aliquote pari a circa 2-3 g per ciascun campione di sedimento sono state addizionate
con una soluzione di n-esano:acetone (2:1) in un rapporto di 1:3, peso campione rispetto al volume di
solvente (m:v). Dopo una vigorosa agitazione, i campioni sono stati estratti utilizzando un sistema di
estrazione controllata a microonde, alla Temperatura di 110°C per 15 minuti (Microwave Digestion and
Extraction System Mars-5, CEM Corporation).

Le soluzioni cosi ottenute sono state purificate con tecniche di estrazione in fase solida (SPE) utilizzando
resine di estrazione del tipo Strata-X (Phenomenex, Strata-X 33u Polymeric Reversed Phase) da 500 mg e 6
ml, oltre a resine del tipo Strata-FL (Phenomenex, FL-PR) da 1000 mg e 6 ml, utilizzando il sistema automatico
Gilson Aspec GX271. | campioni eluiti con I'ausilio di soluzioni di acetone ed esano sono stati raccolti in
appositi tubi pyrex e quindi posizionati all'interno di un evaporatore centrifugo (SpeedVack Juan RC 1009),
dove sono stati concentrati fino a secchezza, alla Temperatura ambiente. Infine, i campioni sono stati
solubilizzati in 1 ml di n-esano. L'analisi degli idrocarburi alifatici & stata effettuata mediante
gascromatografia con detector a ionizzazione di fiamma (FID) (Perkin Elmer Clarus 500); la determinazione
guantitativa e stata effettuata calibrando il sistema mediante uno standard puro costituito da un mix di specie

chimiche di idrocarburi con pari numero di carbonio da C10 a C40, lineari ed insaturi, conforme alle

specifiche EN ISO 9377-3; i risultati finali sono stati espressi in pug/g (peso secco).

1.1.3.6. Determinazione di pesticidi organoclorurati, pesticidi organofosfati,
clorofenoli, clorobifenili, policlorobifenili (PCB), polibromo-difenil eteri ed
altri ritardanti di flamma organo brominati.

Nella tabella 1.1.3.6.1 viene riportata la lista completa dei pesticidi organoclorurati, pesticidi organofosfati,
clorofenoli, clorobifenili, policlorobifenili, polibromo-difenil eteri ed altri ritardanti di fiamma organo
brominati che sono stati analizzati nei sedimenti. La preparazione dei campioni di sedimento & analoga a
quella gia descritta nel precedente paragrafo (Determinazione degli idrocarburi alifatici totali C10-C40). Per
qguanto riguarda le determinazioni analitiche, queste sono state effettuate mediante gascromatografia
accoppiata a spettrometro di massa con singolo quadrupolo (Agilent Technology). Al fine di garantire
I'accuratezza e la precisione delle determinazioni, durante ogni sessione analitica sono state processate
soluzioni di bianco preparate con le stesse procedure descritte per i campioni, apposite soluzioni a diverse

concentrazioni di standard analitici puri, oltre a standard di riferimento (SRM-NIST 1944) a concentrazione
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nota e certificata, e miscele di standard puri a concentrazioni note delle varie classi di contaminanti. Le

concentrazioni sono state espresse in ng/g riferite al peso secco dei campioni.
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Tabella 1.1.3.6.1. Elenco dei contaminanti organici persistenti analizzati.

Pesticidi clorurati (EPA 8081) Fenoli clorurati PCB (continua):
Aldrina 2-Clorofenolo PCB70
a-Clordano 4-Clorofenolo PCB77
y-Clordano 2,4-Diclorofenolo PCB81
p,p'-DDD 2,4,6-Triclorofenolo PCB90
p,p'-DDE PCB101
p,p'-DDT PCB105
Dieldrina Clorobifenili PCB118
Endosulfano I PCB126
Endosulfano II 2-Clorobifenile PCB127
Endosulfano (solfato) 3-Clorobifenile PCB128
Endrina 4-Clorobifenile PCB130
Endrina (aldeide) PCB138
Endrina (chetone) PCB146
Eptacloro Policlorobifelini (PCB): PCB153
Eptacloro (epossido) PCB156
a-Lindano PCB4 PCB169
B-Lindano PCB7 PCB170
8-Lindano PCBS8 PCB175
y-Lindano PCB11 PCB180
Metossicloro PCB13 PCB182

PCB15 PCB187

PCB16 PCB195
Altri pesticidi clorurati PCB17 PCB206

PCB18 PCB209
Diclorobenzidina PCB19
Esaclorobenzene PCB23
Esaclorobutadiene PCB26 Polibromodifelineteri edaltri
Mirex PCB28 ritardantidi fiammabrominati

PCB32

PCB33 PBDE28
Pesticidi organofostati PCB36 PBDE47

PCB38 PBDE99
Azinphos-methyl PCB40 PBDE100
Chlorpyrifos PCB42 PBDE153
Dichlorvos PCB44 PBDE154
Disulfoton PCB45 PBDE183
Ethoprophos PCB46 Esabromociclododecano
Fenchlorphos PCB47 Tetrabromobisfenolo-A
Metilparathion PCB52
Metolcarb PCB58
Prothiofos PCB66

13
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Ulteriori informazioni tecniche sull’esecuzione delle analisi chimiche (materiale standard certificato e

percentuale di recupero, limite di quantificazione, incertezza estesa, valutazioni di QA/QC)

| metodi di preparazione dei campioni e di determinazione analitica descritti sono stati accuratamente testati
e validati analizzando periodicamente soluzioni di bianco (solo reagenti puri trattati nelle medesime
condizioni dei campioni analitici) ed apposite matrici di riferimento con standard certificati. Per quanto
riguarda i bianchi, questi hanno sempre mostrato risultati al di sotto dei limiti di misurazione strumentale,
lasciando quindi escludere fenomeni di inavvertita contaminazione o di interferenze analitiche non

conosciute.

Per quanto concerne invece le matrici certificate di riferimento, sono state utilizzati appositi standard tra i
quali: NIST 1944 (New York/New Jersey Waterway Sediment), NIST 2976 (Trace elements and Methylmercury
in Mussel Tissues), NIST 2974a (Organicsin freeze-dried mussel tissue), ERM-CE278k (Certifed Reference
Material, Mussel Tissue). Aliquote di questi standard sono state preparate ed analizzate periodicamente con
le medesime condizioni descritte in precedenza. L'errore analitico, seppur con alcune variazioni che
dipendono dalle differenti metodologie adottate, si aggira sempre tra circa 1.5% e 3%, determinato come
coefficiente di variazione percentuale della deviazione standard riferita alla media dei valori ottenuti su un
numero di repliche pari ad almeno 5; tale incertezza rientra pertanto sempre abbondantemente all’'interno
del range di variabilita descritto per i valori certificati (deviazioni standard). Le rese analitiche risultano

generalmente sempre comprese tra il 95% ed il 97% dei valori certificati.

1.1.4 Analisi ecotossicologiche

Le analisi ecotossicologiche dei sedimenti sono state effettuate applicando una batteria di saggi
(bioluminescenza batterica in fase solida, crescita algale ed embriotossicita su fase liquida), secondo quanto
previsto dal DM n. 173 del 15 luglio 2016 “Regolamento recante modalita e criteri tecnici per I'autorizzazione
all'immersione in mare dei materiali di escavo di fondali marini”. | risultati analitici ottenuti sono stati
successivamente elaborati mediante il software SediQualsoft 109.0%, applicando i criteri di integrazione

ponderata per determinare l'indice di qualita ecotossicologica HQbatteria, utilizzato per l'integrazione

finale con i risultati chimici e la classificazione della qualitd dei sedimenti (allegato tecnico del DM

173/2016).

1.1.4.1. Saggio biologico con Vibrio fischeri in fase solida
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Vibrio fischeri € un batterio marino Gram-negativo ed eterotrofo, appartenente alla famiglia delle
Vibrionaceae. E cosmopolita, ma con maggior diffusione nelle fasce temperate e subtropicali.

Il sistema Microtox® e un test biologico di tossicita acuta basato sulla misura della bioluminescenza naturale
di questa specie. Poiché in presenza di contaminanti I'emissione di luce da parte di V. fischeri diminuisce,
I'eventuale inibizione della bioluminescenza a seguito dell'esposizione del batterio ad una sostanza nota o
ad un campione naturale di acqua o sedimento, consente di valutare il grado di tossicita della sostanza o
della matrice testata.

Il sistema di misura risulta piuttosto versatile in quanto & applicabile a matrici naturali, in particolare
acquose (acqua interstiziale, elutriato, ecc.) e solide (fanghi, sedimenti), nonché a soluzioni acquose di

sostanze tossiche pure sia organiche che inorganiche.

Protocolli di riferimento e procedura adottata

Questo saggio é stato applicato entro 7 giorni dal campionamento direttamente alla fase solida, preparata
per semplice centrifugazione refrigerata (1200 xg a 4°C per 30'), eliminando successivamente |'acqua
interstiziale come sovranatante.

Il metodo utilizzato é riconducibile al protocollo standard 1ISO 11348 (2006). In particolare, ai campioni di
sedimento centrifugato e stato applicato il protocollo Solid Phase Test (SPT) con la procedura Large Sample
Method (Azur Environmental, 1995) organizzato con 9-12 diluizioni e 3 controlli a seconda della
granulometria del campione. Il test prevede una prima esposizione di 20 minuti durante i quali i batteri si
trovano a diretto contatto con il sedimento ed una seconda fase di ulteriori 10 minuti in cui la risospensione
batterica viene incubata nel luminometro.

Poiché il test in fase solida viene effettivamente applicato sulla frazione granulometrica < 1 mm e poiché la
componente naturale della tossicita & funzione della frazione pelitica, I'analisi granulometrica e stata

necessaria per la valutazione del reale livello di tossicita acuta.

L'emissione della bioluminescenza & stata misurata all'interno del luminometro M500, dotato di pozzetti
termostatati a 15 °C per i controlli e i campioni, e a 4°C per il reagente. La relazione dose-risposta, ovvero
concentrazione del campione-inibizione della bioluminescenza, e stata elaborata mediante il software

dedicato (Microtox OmniTM v. 1.16).

Caratteristiche granulometriche dei sedimenti testati in fase solida
Per la determinazione delle caratteristiche granulometriche dei sedimenti marini necessarie per la
normalizzazione del saggio, ogni campione (circa 70 g) e stato trattato con una soluzione di perossido di

idrogeno ed acqua distillata (1:8) per 48h a Temperatura ambiente, per facilitare la separazione dei granuli.

15
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Successivamente il campione di sedimento e stato setacciato su maglia 63 um in umido con acqua distillata,
al fine di ottenere la separazione di due frazioni, che sono state essiccate in stufa a 60°C ed infine pesate.
Dopo questa prima fase di separazione, si & proceduto con la separazione del sedimento con granulometria

> 63 um (sabbia e ghiaia) con pile di setacci da 2000, 1000, 500, 250, 125 e 63 um; si & pesato il sedimento
corrispondente a ciascun intervallo e al termine delle operazioni si & calcolata la percentuale delle varie

frazioni all’interno del campione.

1.1.4.2 Preparazione dell’elutriato per i saggi in fase liquida

L'elutriato & stato preparato entro 7 giorni dalla data di campionamento. In accordo con il protocollo
standard US EPA (1991) quattro parti di acqua di mare filtrata sono state combinate in peso con una parte
di sedimento; dopo agitazione per 1 h a 400 giri/min, la fase liquida & stata raccolta e centrifugata per 20
min a 1200 xg. Subcampioni di surnatante sono stati congelati e utilizzati nei vari test, in modo da impiegare
sempre lo stesso campione nel corso dei vari esperimenti. Il congelamento, infatti, non altera in modo
significativo le caratteristiche dei nutrienti (NO3 e PO4) della fase liquida (Clementson e Wayte, 1992) e
non determina differenze significative tra la tossicita di campioni di matrici acquose appena estratte o
congelate (Carr e Chapman, 1995). Il congelamento & pertanto un passaggio indispensabile per garantire
la confrontabilita fra i dati sperimentali, in quanto permette di stoccare adeguatamente i subcampioni

rendendoli disponibili per la ripetizione del saggio in periodi diversi.

1.1.4.3 Saggio biologico con Phaeodactylum tricornutum

La metodica del saggio algale é stata aggiornata nella norma UNI ISO 10253 (2006) che prevede I'utilizzo di
Phaeodactylum tricornutum Bohlin, o Skeletonema costatum. Entrambe le alghe possono essere impiegate
utilizzando tale protocollo per saggi con elutriati, estratti da sedimento intero, con acqua sovranatante o
interstiziale. Per i campioni in esame, il saggio biologico é stato eseguito con P. tricornutum.

Il principio del test consiste nell’esporre una coltura algale pura in fase di crescita esponenziale per diverse
generazioni a concentrazioni note di campione, in condizioni fisico-chimiche standardizzate e con un
definito e omogeneo apporto di nutrienti. Al termine del periodo d’incubazione viene confrontata la

crescita algale nel campione con quella del controllo.

Mantenimento della coltura algale madre e fasi preparatorie

Le colture cellulari madri sono state mantenute in opportuno mezzo di crescita con periodici rinnovi per
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mantenerle nella fase di crescita esponenziale. A partire dalla coltura madre, una pre-coltura con una
Densita cellulare compresa tra 2 x 103 e 104 cells/ml & stata preparata 2-4 giorni prima dell'inizio del test
ed incubata alle stesse condizioni previste per il test. La Densita cellulare raggiunta dalla pre-coltura é stata
poi valutata immediatamente prima dell'utilizzo, per la preparazione della coltura di inoculo a Densita

cellulare definita.

Metodologia di esecuzione del test

L'elutriato ottenuto da ciascun campione di sedimento e stato testato tal quale. Un’aliquota della coltura
di inoculo e stata quindi addizionata alla soluzione test (elutriato puro) insieme ad una appropriata quantita
di mezzo di coltura concentrato. La soluzione cosi ottenuta, con una Densita cellulare compresa tra 8 x 103
e 1.2 x 104 cells/ml, & stata distribuita in triplice replica in piastre monouso sterili a 6 pozzetti (Environment
Canada, 1992) e posta per 72h in camera termostatica a 20 + 2°C, con regime di illuminazione continua del
tipo cool white e con una intensita compresa tra 7.000 e 8.000 lux.

Acqua di mare naturale filtrata, & stata considerata come controllo negativo. In contemporanea, un
controllo positivo & stato effettuato utilizzando bicromato di potassio (K2Cr207) come tossico di
riferimento per controllare la procedura e la sensibilita del test. Al termine del prefissato periodo di
incubazione e stata determinata la crescita algale di ogni replicato, attraverso letture al microscopio

ottico.

1.1.4.4 Saggio di embriotossicita con Crassostrea gigas

Il test di embriotossicita & stato condotto con l'ostrica, Crassostrea gigas, e la matrice sottoposta alla
valutazione ecotossicologica & stata I'elutriato testato tal quale (100%), preparato come gia descritto

precedentemente. |l metodo utilizzato e riconducibile al protocollo ICES (2013).

Reperimento degli organismi

Le ostriche (C. gigas) adulte sono state acquistate presso un impianto di acquacoltura (Guernsey Sea Farms)
che garantisce la maturita sessuale dei bivalvi in qualsiasi periodo dell’anno. All'interno di una camera
termostatata, gli esemplari vengono posti in acquari di vetro contenenti acqua di mare dotati di un sistema
di areazione e di filtraggio. Periodicamente vengono controllati Temperatura (16 + 2°C), salinita (33%o -

36%o), pH (7,8 - 8,2), ammoniaca e nitrati. In questo modo le ostriche sono mantenute in condizioni stabili.

Modalita di esecuzione del test di embriotossicita

La fase vera e propria del test consiste nell’'ottenere gli zigoti attraverso I'unione della sospensione
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spermatica (concentrazione desiderata) con la sospensione di uova in un rapporto spermatozoi:uova di
10:1. Il saggio di embriotossicita viene eseguito esponendo una concentrazione fissa di uova fecondate alla
soluzione test in cella termostatica al buio, a 24 £ 2°C per 24h, al fine di garantire che tutti gli zigoti
raggiungano lo stadio di larva nel controllo negativo. |l test viene fermato con fissativo di Lugol ed etanolo.

La stima della percentuale di larve normali avviene contando 100 larve.

Elaborazione dei dati
L'effetto tossico del campione viene determinato dalla percentuale di embrioni malformati rispetto a un
controllo di acqua di mare applicando la correzione di Abbott (ASTM, 1995). Il test viene considerato valido

se la percentuale di larve normoformate nel controllo € superiore all’ 80% del totale degli embrioni contati.

1.1.5 Applicazione dei criteri di integrazione ponderata per I’elaborazione dei

dati chimici ed ecotossicologici e la valutazione della classe diqualita

1.1.5.1  Criteri di integrazione ponderata per |’elaborazione dei dati chimici e la
definizione dell’indice di pericolo chimico dei sedimenti

| risultati analitici ottenuti per i sedimenti sono stati elaborati mediante il software SediQualsoft 109.0°,

applicando i criteri di integrazione ponderata che sono stati recepiti dal DM n. 173 del 15 luglio 2016

“Regolamento recante modalita e criteri tecnici per I'autorizzazione all'immersione in mare dei materiali di

escavo di fondali marini”. La successiva integrazione con i risultati ecotossicologici ha permesso di

determinare la classificazione della qualita dei sedimenti mediante la procedura descritta nell’allegato

tecnico del DM 173/2016.

| criteri di integrazione ponderata elaborano un indice di pericolo chimico complessivo basato sul confronto
tra le concentrazioni delle sostanze misurate nei sedimenti ed i riferimenti normativi nazionali L1 e L2 (DM
173/2016), che valuta il numero dei contaminanti che eccedono tali riferimenti, la pericolosita di tali
parametri, e I’entita dei superamenti misurati. Viene dunque abbandonata la logica del mero superamento
del valore tabellare, anche minimo e da parte di un unico parametro, come principio fondamentale per la

classificazione chimica.

Tutti i parametri chimici di cui & prevista I'analisi, hanno un “peso” (da 1 a 1.3) a seconda che non siano
contemplati dalla Direttiva 2013/39/UE (peso 1), o che al contrario siano inseriti nella lista delle sostanze
“prioritarie” (peso 1.1) o in quella delle sostanze “pericolose e prioritarie” (peso 1.3). Il diverso peso
assegnato ai vari composti ha lo scopo di conferire una maggiore rilevanza nella classificazione chimica dei

sedimenti alla variazione di quegli inquinanti che siano caratterizzati da una piu elevata tossicita, tendenza
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al bioaccumulo e persistenza nell’ambiente (Piva et al., 2011; Benedetti et al., 2012).

L’elaborazione dei dati chimici inizia con il confronto delle concentrazioni misurate per ciascun parametro
rispetto ai valori indicati nei riferimenti normativi. In funzione del riferimento, per ciascun parametro
chimico analizzato, viene calcolata la variazione rispetto al limite, ovvero il Ratio To Reference (RTR)
(equazione 3 del flow-chart di Figura 1.1.5.1.1); il valore di RTR viene corretto in funzione del “peso” del
contaminante per ottenere un valore di RTRw (equazione 4), al fine di enfatizzare I'importanza delle
variazioni osservate per i contaminanti piu pericolosi. Il calcolo dell’indice di pericolo quantitativo (Hazard
Quotient), specifico per la caratterizzazione chimica dei sedimenti (HQ(), & ottenuto dalla media di tutti gli
RTRw dei parametri con RTR <1 (cioé valori inferiori rispetto al limite del riferimento), addizionato con la
sommatoria X degli RTRw di tutti i contaminanti con RTR >1 (equazione 5), dove N e M sono il numero dei
parametri con RTR rispettivamente < o >1, mentre j e k sono indici che permettono di ripetere il calcolo per
N o M volte (Piva et al., 2011; Benedetti et al., 2012).

L'indice chimico HQC e assegnato ad una classe di pericolo (da assente a molto alto), identificata da un
diverso colore: Assente/bianco se HQC < 0.7; Trascurabile/verde se 0.7 > HQC < 1.3; Basso/azzurro se 1.3 2
HQC < 2.6; Medio/giallo se 2.6 > HQC < 6.5; Alto/rosso se 6.5 > HQC < 13; Molto Alto/nero se HQC > 13

(equazione 6).

START

Verifica correttezza

Per ciascun dato
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(2) Verifica disponibilita valore riferimento (/)
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&
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(5)

HQc Livello pericolo chimico
0-<0.7 > Assente
0.7-<1.3 > Trascurabile
1.3-<2.6 =2 Basso
2.6-<6.5 =2 Medio
6.5-<13 > Alto
>13 > Molto Alto

1.1.5.1.1. Flow-chart con la procedura per I’elaborazione dei dati di caratterizzazione chimica dei sedimenti.
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1.1.5.2 Criteri di integrazione ponderata per |I'elaborazione dei dati ecotossicologici e |a

definizione dell’indice di pericolo ecotossicologico dei sedimenti
L’elaborazione dei risultati ecotossicologici dei sedimenti & stata effettuata applicando i criteri di integrazione

ponderata che sono stati recepiti dal D.M. n. 173 del 15 luglio 2016 “Regolamento recante modalita e criteri

tecnici per I'autorizzazione all'immersione in mare dei materiali di escavo di fondali marini”.

Tali criteri considerano aspetti importanti e caratteristiche specifiche dei singoli saggi biologici utilizzati nella
batteria, tra cui la rilevanza tossicologica della risposta biologica misurata, I’entita e la significativita statistica
della differenza di effetto tra campione e controllo, la sensibilita della specie testata, la tipologia di esposizione
(acuta o cronica) e la matrice testata. In questo senso, per ciascuno dei saggi previsti nelle diverse tipologie di
batterie & prevista una “soglia” di effetto che rappresenta la variazione minima ritenuta biologicamente
significativa per ciascuna condizione sperimentale, e dei “pesi” che vengono attribuiti a ciascun saggio in
funzione della rilevanza biologica dell’end-point misurato, della durata dell’esposizione, della matrice testata
(Piva et al., 2011; Benedetti et al., 2012).

Vengono di seguito descritti i passaggi e le procedure di calcolo per I'integrazione dei risultati e la formulazione
del giudizio di tossicita di cui & riportato uno schema complessivo nella Figura 9:

¢ dopo la verifica dei dati, per ciascun saggio biologico viene calcolato I'effetto (Ei), inteso come variazione
percentuale dell’endpoint misurato, compensato tramite la correzione di Abbott rispetto alle variazioni
osservate nel controllo (equazione 2 del flow chart di Figura 11);

o [|'effetto Eiviene corretto in base alla significativita statistica della variazione rispetto ai controlli, applicando
il coefficiente Z (punto 3). Questa correzione riduce progressivamente il peso complessivo di un saggio non
statisticamente significativo, ma non ne elimina completamente il contributo alla batteria;

e ciascun effetto (Ei) moltiplicato per il suo coefficiente Z, viene rapportato con la “soglia” specifica per quel
saggio (equazione 4); I'effetto corretto (Eiw) cosi ottenuto indica di quante volte la variazione misurata in un
saggio supera quella ritenuta biologicamente rilevante;

¢ solo per determinati saggi, quando sia possibile ottenere un eventuale effetto ormetico (come nel caso della
bioluminescenza batterica o della crescita algale), viene assegnato un valore di Eiw pari a 0 se l'effetto
ormetico & < 40%, 1.25 se I'effetto ormetico & > 40% ma < 100%, pari a 1.5 se I'effetto ormetico € >100%;

¢ l'indice di pericolo complessivo della batteria di saggi ecotossicologici (Hazard Quotient, HQBatteria) viene
calcolato come sommatoria degli effetti pesati (Eiw) dei singoli saggi (equazione 5 del flow-chart),
ulteriormente corretti secondo il fattore W2 che corrisponde al prodotto dei pesi assegnati in funzione della
rilevanza biologica dell’endpoint considerato, della rilevanza ecologica della matrice testata, dell’esposizione
acuta o cronica degli organismi.

e Per I'attribuzione del livello di pericolo derivante dalla batteria di saggi ecotossicologici, il valore ottenuto
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per l'indice HQBatteria € normalizzato ad una scala compresa tra 0 e 10 (equazione 6), dove 1 corrisponde
al valore di soglia della batteria (ciog il valore di HQ che si otterrebbe se tutti i saggi della batteria mostrassero
un effetto pari alla rispettiva soglia) e 10 corrisponde al valore massimo della batteria (quando tutti i saggi
mostrano il 100% di effetto). A seconda del valore dell’lHQBatteria normalizzato, il livello di pericolo
ecotossicologico viene attribuito ad una classe di gravita (da assente a molto alto), identificata da un diverso
colore: Assente/bianco se HQBatteria <1; Basso/azzurro se HQBatterig =1 e <1.5; Medio/giallo se HQBatteria
>1.5 e <3; Alto/rosso se HQBatteria = 3 e <6; Molto Alto/nero se HQBatteria 26 (punto 6 del flow chart della

Figura 1.1.5.2.1).

Per ciascun dato

N
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erifica corrette;

(2) Verifica disponibilitd valore riferimento (i)
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-
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Figura 1.1.5.2.1. Flow-chart con la procedura per I'elaborazione dei dati delle analisi ecotossicologiche

dei Sedimenti

1.1.5.3 Classificazione ponderata di qualita dei sedimenti

L’attribuzione della Classe di Qualita dei sedimenti e data dall’integrazione della classificazione chimica ed

ecotossicologica ottenute attraverso |'applicazione dei criteri di integrazione ponderata descritti in

precedenza. La classificazione ponderata (Tabella 1.1.5.3.1) e la successiva opzione di gestione sono state

determinate mediante la procedura descritta nell’Allegato tecnico del DM 173 del 2016.

Tabella 1.1.5.3.1. Classificazione della Qualita dei sedimenti secondo i criteri di integrazione ponderata; HQC =

Hazard Quotient (chimico).

Classe di pericolo Classificazione chimica Classe di Qualita del
ecotossicologico materiale
HQc (L2) < Trascurabile
Basso < HQc (L2) < Medio
Assente
HQc(L2) = Alto
HQc(L2) > Alto
HQc(L1) < Basso
HQc(L1) > Medio e HQc(L2) < Basso
Basso
Medio < HQc¢(L2) < Alto
HQc(L2) > Alto
HQc(L2) < Basso
Medio
HQc(L2) > Medio
HQc(L2) < Basso
2 Alto
HQc(L2) > Medio

1.1.5.4 Analisi microbiologiche

| metodi impiegati in questa indagine hanno permesso la determinazione dei batteri indici di

contaminazione fecale e di alcuni batteri di interesse igienico-sanitario nei campioni di sedimento oggetto

di indagine. Sono state, inoltre, condotte analisi per I'isolamento dei miceti. | miceti sono microrganismi

ampiamente diffusi negli ambienti naturali e partecipano, assieme ai batteri, al riciclo della materia organica
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e sono coinvolti nei cicli biogeochimici. Alcune specie di miceti possono essere causa di patologie a carico
di piante ed animali, uomo compreso. A seconda del tipo di microrganismi ricercati, i risultati delle analisi

sono stati espressi come numero piu probabile per grammo di peso secco di sedimento (Most Probable

Number g™ p.s.) (MPNg™ps), o come unita formanti colonia per grammo di sedimento peso secco (UFCEg’

1ps).

| campioni di sedimento sono stati sottoposti ad analisi per la ricerca di batteri indici di contaminazione
fecale: Coliformi totali, Coliformi fecali, Escherichia coli, Streptococchi fecali tramite il metodo MPN (MPN
g'ps). In funzione delle combinazioni di provette positive e negative in 3 repliche di diluizioni decimali del
campione e dopo consultazione delle tabelle di MacCrady, realizzate in base al calcolo di probabilita
statistiche, i risultati analitici sono stati espressi come MPNg™ps. Tra gli indici di contaminazione fecale
sono stati ricercati anche i Clostridi solfito-riduttori (spore comprese), i cui risultati sono stati espressi come
unita formanti colonia UFCg™ps). Sono stati, inoltre, ricercati mediante analisi qualitiva (presenza/assenza)
di batteri appartenenti al genere Salmonella ed al genere Staphylococcus, con particolare attenzione verso

i ceppi potenzialmente patogeni (produttori dicoagulasi).

1.1.6 Coliformi totali

Per la ricerca dei Coliformi totali & stato utilizzato il terreno di coltura liquido Brodo Lattosato. Sono state
allestite tre serie di cinque provette con campanelle di Durham, contenenti 10 ml di terreno di coltura
liquido. Ciascunaserie e stata inoculata rispettivamente con aliquote equivalentiad 1 g di campione tal quale,
e 1 ml delle differenti diluizioni corrispondenti a 0,1, 0,01, 0,001 e 0,0001 g di sedimento ed incubata in
termostato alla Temperatura di 37°C. Dopo 24-48 h le provette sono state sottoposte a controllo per
verificare la presenza di Torbidita e la produzione di gas nelle campanelle di Durham, in seguito allo sviluppo
di microrganismi capaci di fermentare il lattosio presente nel terreno di coltura. Le provette risultate
positive sono state, poi, sottoposte alla prova di conferma. Per la prova di conferma e stato utilizzato il
terreno Brodo Bile Verde Brillante (BBVB) costituito da brodo lattosato addizionato di bile al 2% e verde
brillante. Aliquote di 0,1 ml dalle brodocolture di ciascun campione risultato positivo sono state inoculate
in provette contenenti terreno BBVB ed incubate a 37°C per confermare la presenza di Coliformi totali (IRSA
7000-7010, 1994). In base alle provette positive, che evidenziavano Torbidita e produzione di gas, e dopo
consultazione della tabella di MacCrady, € stato possibile calcolare la concentrazione di Coliformi totali per
grammo di campione fresco. Considerando le percentuali di umidita dei campioni di sedimento fresco, le

concentrazioni di Coliformi totali sono state, infine, espresse come MPNg™ps.
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1.1.6.1 Coliformi fecali

Anche per la ricerca dei Coliformi fecali & stato utilizzato il terreno di coltura Brodo Lattosato. Sono state
allestite tre serie di cinque provette con campanelle di Durham, contenenti 10 ml di terreno di coltura

liquido. Ciascuna serie e stata inoculata rispettivamente con aliquote equivalenti a 1 g di

campione tal quale ed 1 ml delle differenti diluizioni corrispondenti a 0,1, 0,01, 0,001 e 0,0001 g di
sedimento ed incubate in termostato alla Temperatura di 37°C. Dopo 24 e 48 ore le provette sono state
sottoposte a controllo per verificare quelle positive con Torbidita e presenza di gas nelle campanelle di
Durham, per lo sviluppo di microrganismi capaci di fermentare il lattosio presente nel terreno di coltura. Le
provette positive sono state poi sottoposte alla prova di conferma, per evidenziare tra i microrganismi
lattosio fermentanti i batteri Coliformi fecali. Per la prova di conferma e stato utilizzato il terreno Brodo Bile
Verde Brillante (BBVB) (brodo lattosato addizionato di bile al 2% e verde brillante). Da ciascun campione
risultato positivo sono state prelevate aliquote di 0,1 ml ed inoculate in terreno di coltura BBVB, incubando
a 44°C per 24-48 h (IRSA 7000-7020, 1994). In base alle indicazioni ottenute dalle provette positive, con
Torbidita e produzione di gas, ed in seguito alla consultazione della tabella di MacCrady, e stato possibile
calcolare la concentrazione dei batteri Coliformi fecali per unita di peso fresco (1 g) del campione inesame.
Considerando le percentuali di umidita dei campioni di sedimento fresco, le concentrazioni di Coliformi

fecali sono state espresse come MPNg'lps.

Escherichia coli

Dalle provette di brodo lattosato risultate positive si & proceduto all'inoculo di 0,1 ml di brodocoltura in
provette contenenti 5 ml di acqua triptonata ed incubando a 44,5 £0,2 °C per 24 +2 h. Dopo incubazione,
alle brodocolture sono stati aggiunti 0,2 ml di reattivo di Kovac: dopo 10 min, laformazione di un colore rosso
scuro nella fase alcolica & indice di positivita al test dovuta allo sviluppo di E. coli (IRSA 7000-7020, 1994).
Considerando le percentuali di umidita dei campioni di sedimento fresco, le concentrazioni di E. coli sono

state espresse come MPNg'lps.

1.1.6.2 Streptococchi fecali (Enterococchi intestinali)
Per la ricerca presuntiva degli Streptococchi fecali & stato utilizzato il terreno di coltura Brodo Azide (brodo

glucosato con azide sodica). Sono state allestite tre serie di cinque provette con 10 ml di brodo di coltura.
Ciascuna serie e stata inoculata con 1 g di campione tal quale e 1 ml delle differenti diluizioni corrispondenti
a0,1,0,01, 0,001 e 0,0001 g di sedimento ed incubate in termostato alla Temperatura di 37°C. Dopo 24-48
h di incubazione, le provette sono state controllate per verificare la presenza di Torbidita del terreno di
coltura e la formazione di un deposito biancastro sul fondo. Le brodocolture risultate positive sono state,

quindi, sottoposte a prova di conferma trasferendone un’aliquota di 0,1 ml in brodo glucosato contenente
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etilvioletto e azide sodica (EVA Broth) ed incubando a 36°C fino a 48 h. Sono state considerate positive le
brodocolture che evidenziavano Torbidita e formazione di un deposito violetto (IRSA 7000-7040, 1994). Dalla
combinazione delle provette confermate positive, e dopo consultazione della tabella di MacCrady, é stato
possibile calcolare la concentrazione di Streptococchi fecali per 1 g di campione in esame. Considerando le

percentuali di umidita dei campioni di sedimento fresco, le concentrazioni di Streptococchi fecali sono state

espresse come MPNg'lps.

Salmonella spp.

Il metodo ha per oggetto la determinazione della presenza dei batteri appartenenti al genere Salmonella nei
sedimenti. | prearricchimenti per la ricerca dei batteri del genere Salmonella, allestiti inoculando 25 g di
sedimento in 225 ml di Acqua Peptonata Tamponata, sono stati incubati in termostato a 37°C. Dopo
incubazione overnight e stato effettuato I'arricchimento selettivo trasferendo 10 ml della coltura di
prearricchimento in 100 ml di Rappaport Vassiliadis Soya broth (RVS) ed incubando a 42°C per 24 h;
contemporaneamente, 5 ml della stessa coltura di prearricchimento sono stati trasferiti anche in 50 ml di
Muller Kauffmann Tetrathionate broth (MKTT) addizionato di 20 mg L™ di novobiocina, ed incubati a 37°C
per 24 h. Ciascun arricchimento selettivo, successivamente, e stato strisciato su piastre di XLD agar e Agar
Verde Brillante (BGA). Le piastre sono state incubate a 37°C per 24 h. Le colonie morfologicamente riferibili
al genere Salmonella, cresciute su ciascuna piastra, sono state trasferite in piastre di Agar Nutrient ed
incubate a 37°C per 18-24 h. Sono state successivamente effettuate prove di conferma biochimica
inoculando le colonie selezionate in Kliger Iron Agar (KIA) ed incubando per 24 h a 37°C; in caso di prove
biochimiche compatibili con Salmonella & stata effettuata la prova di conferma sierologica per evidenziare

la presenza di antigeni specifici.

1.1.6.3 Stafilococchi
Per la ricerca dei batteri appartenenti al genere Staphylococcus nei campioni di sedimento sono state
allestite diluizioni seriali decimali a partire da 25 g di sedimento. Aliquote di 0,1 ml delle diluizioni del
sedimento sono state piastrate, mediante la spatolamento, su Baird-Parker Agar. Le piaste sono state poi
incubate a 36 £1 °C per 24-48 h. Dopo I'esecuzione della prova della catalasi, per verificare la presenza di fattori di
virulenzatrai ceppi di Staphylococcus isolati si &€ proceduto all’esecuzione del test della coagulasi. La coagulasi
€ un enzima presente nella maggior parte dei biotipi appartenenti alla specie Staphylococcus aureus e in
alcuni biotipi appartenenti alle specie Staphylococcus intermedius e Staphylococcus hyicus, patogeni
opportunisti per gli animali; la coagulasi &, di solito, assente nelle specie saprofite e commensali (Rapporti
ISTISAN 07/5). Considerando le percentuali di umidita dei campioni di sedimento fresco, i risultati finali

relativi alle concentrazioni di Staphylococcus coagulasi positivi sono stati espressi come UFCg™ps.
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1.1.6.4 Clostridi solfito-riduttori
Il metodo basato sul conteggio delle colonie in terremo selettivo, utilizzando la tecnica dell’inclusione,
consente di rilevare la concentrazione dei microrganismi appartenenti al genere Clostridium in grado di
ridurre il solfito. Per ogni campione di sedimento sono state allestite diluizioni seriali decimali a partire da 1
g pu di sedimento. Con 1 ml della sospensione del campione sono state effettuate le rispettive semine, in
doppio, per inclusione in piastre Petri con Solfito-Polimixina-Solfadiazina agar (SPS), contenente solfito di
sodio e citrato ferrico. Le piastre sono state incubate a 37°C in giare per anaerobiosi, per un periodo di 24-
24 h. Dopo incubazione, sono state eseguite prove di conferma sul 5% delle colonie presuntive, previo
trasferimento su terreno di coltura TSA o agar Columbia al 5% di sangue di montone, e successivamente
sottoposte a colorazione di Gram e prova della catalasi. | risultati finali sono stati espressi come UFC g™'ps. Nel

corso delle analisi, controlli di qualita sono stati effettuati con prove atte a valutare I'efficienza del metodo,

utilizzando standard specifici contenenti una Densita nota di microrganismi (ICRAM Scheda 6S, 2001-2003).

1.1.6.5 Miceti
Per la ricerca dei miceti, dai campioni di sedimento sono state allestite diluizioni seriali decimali a partire
da 1 g pu di sedimento. Aliquote di 0,1 ml di ciascuna diluizione sono state seminate, mediante la tecnica
di spatolamento, in piastre di Petri contenente Sabouraud Dextrose Agar addizionato dell’antibiotico
cloramfenicolo. Le piastre cosi inoculate sono state incubate alla Temperatura di 25 °C per 3-5 giorni.
Successivamente si & proceduto all’osservazione delle colonie al microscopio ottico. Per la conferma dei
lieviti, una piccola aliquota della colonia, stemperata in una goccia di acqua distillata sterile su un vetrino
portaoggetti, & stata osservata al microscopio contrasto di fase (ingrandimento 200-400X), per evidenziare
la presenza di forme a lievito o di pseudoife. L'osservazione microscopica (ingrandimento 200-400X) dei
funghi filamentosi e stata effettuata con I'impiego di blu cotone in lattofenolo per distinguere eventuali
corpi fruttiferi (Rapporti ISTISAN 96/35; Quaderno 64 — IRSA/CNR 1983). Le concentrazioni di miceti rilevate,

tenendo conto della percentuale di umidita dei campioni di sedimento, sono state espresse UFC g™ps.

1.1.7 Analisi del Biota

1.1.7.1 Comunita macro-zoobentoniche

| campioni raccolti sono stati successivamente smistati in laboratorio mediante osservazione con
stereomicroscopio binoculare: gli individui raccolti sono stati divisi nei singoli taxa (sorting) e
successivamente contati e identificati fino al piu basso livello tassonomico possibile (LPT= Lowest Possible
Taxon) coincidente quasi sempre con il livello di specie. Per la determinazione tassonomica degli individui
e le caratteristiche ecologiche delle specie rinvenute sono stati consultati i testi e gli articoli elencati nella

bibliografia ecologico-tassonomica e per la corretta nomenclatura delle specie sono state utilizzate la
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Checklist della fauna italiana ed il World Register of Marine Species (WoRMS). Quest’ultimo, oltre a fornire
una lista autorevole e completa dei nomi di organismi marini a livello mondiale, fornisce indicazioni sulle

eventuali sinonimie riscontrate.

Il numero di specie rinvenute de minimis, ovvero gli individui identificati come taxon ind. sono stati
conteggiati solo se non presenti altri esemplari dello stesso taxon a livello sistematico inferiore. Ad esempio
se nel foglio sono presenti Ampelisca diadema e Ampelisca ind., quest’ultima non verra conteggiata, al
contrario, se & presente Ampelisca ind e nessun altro esemplare appartenente al genere Ampelisca,
I'individuo ind. andra conteggiato. Tale matrice é stata quindi utilizzata per le successive analisi. Per gli indici

strutturali sono stati utilizzati i soli taxa identificati a livello di specie.

La struttura dei popolamenti macrozoobentonici che vivono nell’area oggetto di studio e stata
descrittatramite studio tassonomico condotto sui campioni del benthos, ma sono stati visionati anche i dati
relativi alla granulometria dei sedimenti per le stesse stazioni, prendendo in considerazione cosi anche la
natura fisica del substrato. Per lo studio delle comunita bentoniche, infatti, & essenziale analizzare la natura
dei rapporti che esse contraggono con il substrato su cui vivono: la natura dello stesso & un fattore di
importanza fondamentale nella loro distribuzione, sia da un punto di vista strutturale che trofico -

funzionale, poiché gli organismi stabiliscono un rapporto intimo con il fondo marino.

Ai fini dello studio delle aree in oggetto e stata analizzata la struttura trofica della comunita in quanto il
comportamento alimentare degli organismi bentonici e strettamente correlato, oltre che alla disponibilita
del cibo, a fattori ambientali quali la natura del substrato, il contenuto in materia organica, la profondita,
I'idrodinamismo, I’esposizione. L'analisi trofica fornisce un quadro delle modalita in cui I’'energia solare,
convertita e immagazzinata in forma chimica dai vegetali mediante la fotosintesi, viene distribuita nella
zoocenosi; gli organismi stenotrofici, poco o per nulla eclettici sul piano alimentare, forniscono indicazioni

sulla prevalenza o meno di uno o piu parametri ambientali.

La categoria trofica di un organismo animale puo essere definita come I'insieme delle relazioni tra la
composizione delle particelle di cibo, le loro dimensioni e il meccanismo implicato nell'assunzione. Sulla
base della composizione e delle modalita di raccolta del cibo, ciascuna specie € stata attribuita a uno dei

seguenti gruppi trofici: Carnivori, Erbivori, Onnivori, Sospensivori, Detritivori e Limivori.

Analisi dei dati

| dati di abbondanza sono stati elaborati e la struttura della comunita macrozoobentonica é stata descritta

tramite le seguenti variabili strutturali ed indici ecologici:

= Dominanza (D): I'importanza quantitativa dei taxa pil numerosi rinvenuti, espressa in percentuale sul
totale degli individui raccolti;

= Abbondanza totale (N): il numero complessivo di individui per stazione;
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= Ricchezza specifica totale (S): il numero totale di specie presenti in ogni stazione;

= Diversita di specie: un parametro ottenuto rapportando I'abbondanza totale e la ricchezza specifica tra loro

con i dati relativi all'intero stock campionato; per I’analisi di questo parametro esistono

diversiindici; in questo studio & stato utilizzato I'indice di Diversita specifica di Shannon-

Wiener (H’; Shannon & Weaver, 1949):

N
H' =" (pi)(loge pi)
=1
dove pj = frequenza numerica della specie i-esima rispetto al totale degli individui = ni/N
dove s = numero di specie

= Equitabilita di Pielou ()’ - Pielou, 1974): una misura della distribuzione degli individui tra le specie e si basa
sulla teoria dell’informazione di Shannon-Wiener:

J=H'/H'max

dove H’max = valore massimo di H" = log2 S (se p=1/S)

Le comunita macrozoobentoniche di fondo mobile adottano differenti strategie adattative come risposta a
stress ambientali. | numerosi lavori che attestano I'importanza dell’'impiego degli organismi bentonici di
fondi mobili come bioindicatori dello Status di Qualita Ecologica (EQS) si riferiscono all’utilizzo di particolari
indici biotici nella valutazione di impatti naturali ed antropici per le acque costiere e di transizione. In

particolare, in questo studio sono stati utilizzati: gli indici AMBI e M-AMBI.

L'indice AMBI (Borja et al., 2000) si basa sulla classificazione di specie (o gruppi di specie) in gruppi ecologici
rappresentanti livelli di sensibilita o tolleranza ai diversi tipi di inquinamento. L'indice identifica 5 gruppi
ecologici in funzione dell’arricchimento organico: Gl (specie molto sensibili), Gll (specie indifferenti), Glll
(specie tolleranti), GIV (specie opportunistiche di secondo ordine), GV (specie opportunistiche di primo
ordine). La distribuzione di questi gruppi ecologici, in accordo con la loro sensibilita allo stress
d’inquinamento, fornisce una “Disturbance classification” di otto livelli (da 0 a 7) con valori crescenti di

disturbo e 5 livelli di Ecological Quality Status (ECoQ). | dati calcolati sono stati riportati in tabella 1.1.7.1.1.

L'indice M-AMBI (Multimetric-AZTI Marine Biotic Index), permette una valutazione sinecologica
dell’ecosistema in esame. E basato sull'analisi della struttura della comunita a macroinvertebrati bentonici,
considerando il valore ecologico delle specie di macrozoobenthos di fondi mobili. Le specie sono suddivise
in cinque gruppi ecologici (opportuniste (I ordine), opportuniste (Il ordine), tolleranti, sensibili/tolleranti e

sensibili) in relazione alla sensibilita ai gradienti di stress ambientale. L'indice descrive lo stato di qualita
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dell'EQB macroinvertebrati bentonici in 5 classi: elevato, buono, sufficiente, scarso e cattivo.

Tabella 1.1.7.1.1. Valori dell’indice Ambi e riferimenti di ECoQ

Disturbance classification AMBI Ecological Quality Status (ECoQ)
Undisturbed 0,0<AMBI< 1,2 High
Slightly disturbed 1,2 < AMBI < 3,3 Good
Moderately disturbed 3,3 < AMBI <4,3 Moderate
Heavily disturbed 4,3< AMBI <5,5 Poor
Extremely disturbed 5,5< AMBI <7,0 Bad
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