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Riassunto

Lo studio ha avuto l'obiettivo di valutare gli effetti del 2,24,4"-tetrabromodifeniletere
(PBDE-47) su vongola Chamelea gallina (Venus gallina secondo la normativa commerciale
vigente). | PBDE, impiegati in diversi prodotti industriali come ritardanti di fiamma, sono
annoverati tra le sostanze pericolose dalla Direttiva 2011/65/UE. Si tratta di composti
bioaccumulabili, ritenuti interferenti endocrini, genotossici e neurotossici, praticamente
ubiquitari, la cui concentrazione nell'ambiente, negli ultimi anni, & aumentata in maniera
considerevole. Il presente studio ha avuto l'obiettivo di verificare gli effetti del PBDE-47
su Chamelea gallina: potere tossico ed eventuali effetti dannosi sulle gonadi, capacita di
bioaccumulo nei tessuti e possibile ingresso nella catena trofica. La ricerca si e avvalsa di
prove sperimentali a 96 h e a 14-21gg su esemplari di vongola stabulati in acqua marina
filtrata. Le prove sono state precedute da un periodo di adattamento dei molluschi della
durata di 5-7gg. Le vongole sono state alimentate con alghe marine (Dunaliella tertiolecta).
La scelta del composto tossico PBDE-47 é stata effettuata in considerazione delle maggiori
concentrazioni, tra i congeneri di PBDE, riscontrate in alcune specie acquatiche. Lo studio
ha evidenziato che le concentrazioni impiegate del contaminante non hanno alterato le
funzioni vitali, causato livelli significativi di mortalita e determinato alterazioni evidenti alle
gonadi di Chamelea gallina. La ricerca ha evidenziato, comunque, il potere di bioaccumulo

del mollusco bivalve, permettendo al PBDE-47 I'ingresso nella catena trofica.
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Introduzione

| ritardanti di fiamma, polibromodifenileteri (PBDE),
sono composti chimici idrofobici, inclusi tra le
sostanze pericolose contemplate dalla Direttiva
2011/65/UE (26). Comunemente sono usati nei set-
tori tessile ed elettronico, nonché nella produzione
di imballaggi plastici e materiale edile, in quanto ca-
ratterizzati dalla capacita diritardare I'estendersi del-
le fiamme in caso diincendio. Negli ultimi anni il loro
utilizzo ha subito un incremento, con il conseguente
aumento della loro concentrazione nell'ambiente
(1, 22). | PBDE sono additivi che vengono miscela-
ti con polimeri di varia natura e non chimicamente
legati alle plastiche o ai tessuti. Questa particolarita
pud provocarne un rilascio graduale nel tempo che,
da una parte diminuisce le proprieta ignifughe del
manufatto, dall’altra aumenta il rischio di contami-
nazione ambientale (22).

Queste sostanze possono essere rilasciate nell’am-
biente in fase di produzione, di utilizzo, di smalti-
mento in discarica, durante le operazioni di ince-

nerimento e tramite i reflui industriali (7, 27). Tali
inquinanti ambientali sono divenuti ubiquitari (ac-
qua, aria e terreno) (4, 6, 22, 24). La loro presenza é
stata riscontrata in pesci, uccelli, molluschi bivalve,
mammiferi marini, nonché in latte materno, tessuto
adiposo, sangue e siero umano (13, 22, 24).

| PBDE sono ritenuti persistenti, stabili, poco sensibili
ai processi di degradazione chimica e biologica, e in
grado di esercitare la propria azione contaminante
anche a considerevole distanza dai luoghi di emis-
sione (22, 24).

Sono noti come composti bioaccumulabili (14, 22,
24), interferenti endocrini (1), neurotossici (17, 24) e
genotossici con capacita di indurre aberrazioni cro-
mosomiche (3, 7). In letteratura sono riportati effetti
dannosi sulle gonadi di molluschi bivalve (mitili) (1).

La vongola Chamelea gallina (Figura 1), mollusco bi-
valve endobentonico, che vive aggregato in banchia
elevata densita in fondali sabbiosi o sabbio-fangosi,
ha un buon potere di bioaccumulo di contaminanti
ambientali. Lalimentazione, basata sulla microfagia,
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stati impiegati esemplari di Chamelea gallina (Super
Regno: Eukaryota, Regno: Animalia, Philum: Mol-
lusca, Classe: Bivalvia, Ordine: Veneroida, Famiglia:
Veneridae, Genere: Chamelea, Specie: Gallina). Gli
esemplari di vongola e acqua marina per gli acqua-
ri sono stati prelevati, con frequenza mensile, in un
punto di campionamento (Latitudine: 42° 27" 279 N
e Longitudine: 14° 15’865 E) situato ad una distanza
di circa 500 m dalla costa abruzzese, a sud del porto
di Pescara e ad una profondita di circa 6 m (Figura 2).

Prove ecotossicologiche

I molluschi prelevati sono stati trasferiti in frigo por-
tatile, immediatamente trasportati a temperatura
refrigerata in laboratorio e selezionati in base alla
taglia minima commerciabile (25 mm = 10%). Gli
esemplari sono stati ripartiti in 10 acquari in vetro
temperato (40x25x28 cm) dotati di dispositivi di

Figura 1. Chamelea gallina. lavalledelcesano.it. ossigenazione e filtrazione meccanica dell'acqua.
Per ciascun acquario sono stati impiegati 16 litri di
acqua di mare, precedentemente filtrata mediante

mediante un sistema filtrante (15, 18), rende la von-
gola particolarmente sensibile alla qualita dell’ac-
qua, al particolato in sospensione, nonché agli stress
di natura chimica.

In generale, lo stato di salute della fauna ittica ri-
flette le condizioni dell'lambiente in cui essa vive.
Da qui la possibilita di utilizzare gli studi ecotos-
sicologici sui Molluschi Bivalvi per determinare la
salubrita della fauna ittica (intesa come prodotto
destinato all’alimentazione umana) e la qualita de-
gli ecosistemi acquatici.

Il presente lavoro ha lo scopo di valutare, mediante
la simulazione di un evento inquinante in acquario,
il potere tossico e gli eventuali effetti dannosi del ri-
tardante di fiamma 2,2/4,4'-tetrabromodifeniletere
(PBDE-47) sull'apparato riproduttore della vongola.
Inoltre, & stata valutata la capacita di bioaccumulo Figura 2. Punto di campionamento. Latitudine: 42° 27 279N,
del composto tossico nei tessuti del mollusco al fine Longitudine: 14° 15865 E. Fonte: Google maps.

di verificare il suo possibile ingresso nella catena
trofica. La scelta del PBDE-47 ¢ stata effettuata in
considerazione della sua maggiore concentrazione
riscontrata in specie acquatiche (11, 19).

Il presente studio, relativo al progetto IZSAM 09/07 RC
- Studio degli effetti tossici dei ritardanti di fiamma,
polibromodifenileteri (PBDE), su vongola Chamelea
galling, e stato finanziato dal Ministero della Salute.

Materiali e metodi

Piano di campionamento e prelievo

Lo studio e stato effettuato nel Centro di Biologia
delle Acque dell'lstituto Zooprofilattico Sperimen-
tale dell’Abruzzo e del Molise “G. Caporale”. Sono Figura 3. fase di adattamento di Chamelea gallina.
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Figura 4. (oltura di Dunaliella tertiolecta.

dispositivo costituito da tre cartucce in fibre di po-
lipropilene disposte in successione (25 um, 10 ym,
1 um). Gli acquari sono stati collocati in una camera
termostatata con temperatura costante di 19 £+ 1°C,
intensita luminosa di 65 + 30 lux, fotoperiodo di 16
ore diluce e 8 ore di buio.

Le vongole sono state stabulate per un periodo di
adattamento di 5-7 giorni (Figura 3). | molluschi sono
stati alimentati con Dunaliella tertiolecta, alga marina
unicellulare (Figura 4) coltivata in laboratorio su ter-
reno di coltura concentrato (20 ml x 1 L di acqua di
mare) Guillard’s-F/2 50X (Marine Water Enrichment
Solution SIGMA Aldrich®, USA) (2). Prima della som-
ministrazione di Dunaliella tertiolecta, le cellule algali
sono state recuperate dal mezzo di coltura mediante
centrifugazione (400 RCF x 10"a 4°C) (RCF: relative cen-
trifugal force), contate in camera di Fuchs Rosenthal
con microscopio ottico (10-40X) (Figura 5) e utilizzate
ad una concentrazione di 5-15 X 103cellule/ml (2).

Le vongole, secondo quanto descritto in letteratura,
sono state alimentate nel 1° e 4° giorno (2, 23).

La sperimentazione si & avvalsa di 7 prove ecotos-
sicologiche ognuna a diversa concentrazione di
PBDE-47 (0,25-0,50-1,0-3,0-9,0- 15,0 - 30,0 pg/L)
(Figura 6).

Ogni prova ha previsto una prova di controllo senza
aggiunta del composto tossico. In relazione alla sola
prima prova (0,25 pg/L), & stata prevista una prova
di “controllo solvente” con aggiunta di solo acetone
(<10 mg/L), diluente del PBDE-47.

Tutte le prove hanno previsto 5 repliche effettuate
con lo stesso numero di molluschi (12 vongole) e
alle stesse condizioni ambientali. Quotidianamen-
te sono stati rilevati il numero di molluschi morti, i
parametri chimico-fisici dell'acqua (temperatura,
salinita, pH, ossigeno disciolto) e la concentrazione
di ammoniaca. || PBDE-47 (ChemService, Inc., West
Chester, PA, USA), disciolto in acetone, e stato addi-
zionato al mezzo acquoso alle concentrazioni note.
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Figura 5. Dunaliella tertiolecta (20X) in camera di Fuchs Rosenthal. Un
particolare del reticolo di conta, freccia a destra.

Figura 6. Prova con PBDE-47.

La scelta del range di concentrazioni del composto
tossico e dei tempi di esposizione é stata effettua-
ta secondo i criteri riportati in letteratura e in base
ai risultati preliminari ottenuti nel corso della speri-
mentazione (1, 10). La concentrazione di acetone in
acqua e stata, per tutte le prove, inferiore a 10 mg/L,
valore al di sotto della No Observed Effect Concen-
tration (NOEC) (1).

Per ogni concentrazione di PBDE-47 ¢ stata prevista
la valutazione sia degli effetti tossici a 96 ore (morta-
lita) sia di quelli dannosi sull'apparato riproduttivo
con la protrazione delle prove a 21 giorni.

Durante le prove ecotossicologiche a 96 ore, i mol-
luschi non sono stati alimentati (2, 23), a differenza
delle prove a 14-21 giorni in cui I'alimento & stato
somministrato 2 volte a settimana.

A conclusione di ogni prova a 14-21 gg, per ciascuna
concentrazione di sostanza tossica, e stato effettua-
to I'esame istologico dei tessuti delle gonadi sia dei
molluschi esposti sia dei controlli. E stata inoltre de-
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terminata la concentrazione di PBDE-47 nei tessuti al
fine di verificarne I'eventuale bioaccumulo.

Esame istologico

| campioni di vongole, sgusciate e conservate in
formalina al 10% (v/v), sono stati sottoposti all'e-
same istologico delle gonadi, al fine di evidenziare
eventuali alterazioni, nel Laboratorio Nazionale di
Riferimento per le malattie dei molluschi dell’lsti-
tuto Zooprofilattiaco Sperimentale delle Venezie.
Per ciascuna prova sono stati esaminati un numero
statisticamente rappresentativo di vongole (20-30
esemplari). Lesame é stato svolto in accordo a quan-
to riportato in letteratura (5).

Determinazione analitica del PBDE-47

Per la determinazione del PBDE-47 nei tessuti del-
la vongola, e stato ottimizzato un metodo validato
per la determinazione di 9 polibromodifenileteri
(PBDE-28-47-66-85-99-100-153-154-183) in matrici
alimentari.

Il metodo ha previsto l'utilizzo della tecnica di dilui-
zione isotopica, la separazione in gas-cromatografia
ad alta risoluzione (HRGC) e la rivelazione in spettro-
metria di massa ad alta risoluzione (HRMS).

| campioni di molluschi (5-10 grammi) sono stati
miscelati con una quantita di terra di diatomee 2-3
volte maggiore rispetto al peso dell'aliquota e man-
tenuti in stufa a 40°C per una notte. Ad ogni cam-
pione é stata aggiunta la miscela degli “standard
interni’, costituita da 7 PBDE marcati con carbonio
13, rappresentativa degli analiti in esame. Successi-
vamente, i campioni sono stati estratti con una mi-
scela acetone/esano (20:80, v/v) attraverso estrazio-
ne accelerata con solvente, utilizzando un sistema di
estrazione ASE® 200 (Dionex, Sunnyvale, California,
USA) alla pressione di 1.500 psi e una temperatura di
125°C. Lestratto organico & stato portato a secco su
evaporatore rotante ed é stata determinata la per-
centuale lipidica per via gravimetrica.

Il successivo processo di purificazione & stato effet-
tuato in due fasi. Nella prima l'estratto solubilizzato
in esano e stato sottoposto ad una partizione liqui-
do/liquido (passaggi in H,SO, concentrato e solu-
zione acquosa satura di NaCl), nella seconda fase
I'estratto & stato purificato per mezzo di una colonna
cromatografica multistrato impaccata manualmen-
te con 3 grammi di gel di silice neutra, 4 grammi di
gel di silice impregnato con H,SO, al 44% (p/p) e 1
grammo di sodio solfato anidro. Gli eventuali inter-
ferenti sono stati rimossi con esano, i PBDE eluiti con
una miscela diclorometano/esano (10:90, v/v).

L'estratto finale é stato portato a secco mediante
evaporazione in corrente di azoto e ripreso con una
soluzione contenente “standard di iniezione’, rap-
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presentata da 2 PBDE marcati con carbonio 13 (di-
versi dai precedenti). La soluzione ottenuta é stata
iniettata in gascromatografia ad alta risoluzione e la
rivelazione dei composti in esame e stata ottenuta
per mezzo di uno spettrometro di massa operante
con risoluzione (R) maggiore di 9500, in single ion
monitoring.

I metodo adottato ha previsto I'impiego di un siste-
ma HRGC-HRMS costituito da un gascromatografo
capillare Trace Series 2000 (ThermoQuest CE Instru-
ments, Milano, Italia) accoppiato con uno spettro-
metro di massa MAT 95 XP (Thermo Fisher Scientific,
Brema, Germania). L'analisi & stata condotta su una
colonna capillare DB-5 MS (60 m x 0,25 mm, 0,10 pm,
J&W Scientific, California, USA).

Tutte le soluzioni standard di riferimento, sono state
acquistate da Wellington Laboratories Inc. (Ontario,
Canada).

Risultati e Discussione

| valori dei parametri chimico-fisici considerati si
sono mantenuti all'interno dei seguenti range:

« concentrazione del'lammoniaca (NH3): < 0,25
mg/L;

- temperatura dell'acqua: 18,5 - 20,7°C;

- salinita: 34,4-39,6 g/L;

« pH:8,22-8,37;

- ossigeno disciolto: 8,69 - 9,27 mg/L.

Nel corso della fase di adattamento delle vongole in
acquario, € stata registrata una mortalita inferiore al
10% (Figura 7). Nella prova di tossicita a 96 ore, per
tutte le concentrazioni previste, la stessa si € costan-
temente mantenuta al di sotto del 10%.

Gli esemplari utilizzati non hanno mai manifesta-
to segni apparenti di sofferenza, alimentandosi ed
evidenziando regolarmente le valve semichiuse
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Figura 7. Numero di vongole morte nelle fasi di adattamento, per
ciascuna delle 7 prove di tossicita.

Veterinaria Italiana 2013, 49 (1), 59-68




Angioni et al.

con i sifoni ben visibili all'esterno (Figura 8). Nello
specifico, l'osservazione dei molluschi ha messo in
evidenza un esemplare morto alle concentrazioni
di PBDE paria 0,50-1,0-9,0- 15,0 ug/L (mortalita =
1,67%). L'analisi della varianza univariata (ANOVA)

Figura 8. Vongole in acquario: esemplare con i sifoni all'esterno.
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non ha rilevato differenze statisticamente significa-
tive (F = 0,500; p = 0,808) tra i valori delle mortalita
osservate alle differenti concentrazioni (Tabella I).

Le mortalita osservate a tutte le concentrazioni non
sono risultate statisticamente differenti da quelle
attese (0%), infatti, tutti gli intervalli di confidenza
delle stesse hanno incluso lo 0% (Tabella Il). Non
sono stati rilevati esemplari di molluschi morti alle
altre concentrazioni utilizzate (Figura 9). Dall'esame
istologico non sono risultate alterazioni ai tessuti
delle gonadi al termine di ciascun prova di tossicita
(14 - 21 giorni). Nelle Figure 10 e 11 sono riportati,
come esempio, al valore di 15 pg/L, preparati isto-
logici di gonadi maschili e femminili visti al micro-
scopio ottico.

Si evidenzia, come la mortalita tra i molluschi bi-
valve esposti al composto tossico, sia sempre stata
inferiore al 10% anche durante la protrazione delle
prove a 21 gg, con 3 esemplari morti alla concentra-
zioni di PBDE paria 0,50 pg/L e 2 esemplari morti alle
concentrazioni di PBDE paria 1-9- 15 pg/L (Figura
12) (mortalita pari a 5% e 3,33% rispettivamente).
Tali valori non sono significativi, in quanto l'analisi
della varianza univariata (ANOVA) non ha rilevato
differenze statisticamente significative (F = 1,250;
p = 0,279) tra i valori delle mortalita osservate alle
differenti concentrazioni (Tabella Ill). Inoltre, le mor-
talita osservate a tutte le concentrazioni non sono
risultate statisticamente differenti da quelle attese
(0%), infatti, tutti gli intervalli di confidenza delle
stesse hanno incluso lo 0% (Tabella IV).

Tabella I. Risultati ottenuti utilizzando il metodo ANOVA univariata
(provaa 96 h).

Somma Gradi Media Fdi Pr>F

Fonte dei di dei h RSN
quadrati liberta quadrati Fisher Significativita

Concentrazione 0,029 6 0,005 0,500 0,808

Figura 9. Numero di vongole morte per ogni concentrazione di PBDE-47
nelle prove ditossicita a 96 h.

Errore 3,933 413 0,010
Totale 3,962 419

Tabella Il. Stima della mortalita attesa nei molluschi bivalve impiegati nella sperimentazione (prova a 96 h).

Concentrazione Mortalita t di Student Significativita >t _Intervallidi confidenza (95%) _
(PBDE-47 pg/L) osservata Limite inferiore Limite superiore
0,25 0,00% 0,000 1,000 -3,50% 3,50%

0,5 1,67% 0,935 0,350 -1,84% 5,17%
1 1,67% 0,935 0,350 -1,84% 517%
3 0,00% 0,000 1,000 -3,50% 3,50%
9 1,67% 0,935 0,350 -1,84% 5,17%
15 1,67% 0,935 0,350 -1,84% 5,17%
30 0,00% 0,000 1,000 -3,50% 3,50%
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Figura 10. Sezione istologica di gonade maschile, senza alterazioni e con buona produzione di gameti, di Chamelea gallina esposta a 15 g PBDE-47/1.
(A) 100X; (B) 400X.

Figura 11. Sezione istologica di gonade femminile matura, senza alterazioni, di Chamelea gallina esposta a 15 ug PBDE-47/L. (A) 100X; (B) 400X.

4
e 3
E 3 “ Tabella lll. Risultati ottenuti utilizzando il metodo ANOVA univariata
I (provaa 21 gg).
E’ 2 Az Az Az d d
3 Somma Gradi Media .
> N " . Fdi Pr>F
o Fonte dei di dei . LT
£ quadrati liberta quadrati Fisher Significativita
=
= Concentrazione 0,157 6 0026 1250 0279

0 Ao Ao Ao

0,25 0,50 1,00 3,00 9,00 15,00 30,00 Errore 8’650 413 0’021
Concentrazione PBDE-47 (p/L) Totale 8,807 419

Figura 12. Numero di vongole morte per ogni concentrazione di
PBDE-47, nelle prove di tossicita a 21gg. La sperimentazione condotta
alla concentrazione di 0,5 pg/L @ stata interrotta a 14 giorni.

Tabella IV. Stima della mortalita attesa nei molluschi bivalve impiegati nella sperimentazione (prova a 21 gg*).

Concentrazione Mortalita ) RPN Intervalli di confidenza (95%)
t di Student Significativita >t TSP A :
(PBDE-47 pg/L) osservata Limite inferiore Limite superiore
0,25 0,00% 0,000 1,000 -5,19% 5,19%
0,5 5,00% 1,892 0,059 -0,19% 10,19%
1 3,33% 1,262 0,208 -1,86% 8,53%
3 0,00% 0,000 1,000 -5,19% 5,19%
9 3,33% 1,262 0,208 -1,86% 8,53%
15 3,33% 1,262 0,208 -1,86% 8,53%
30 0,00% 0,000 1,000 -5,19% 5,19%

* La sperimentazione condotta alla concentrazione di 0,5 pg/L é stata interrotta a 14 giorni.
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Livelli di contaminazione dei tessuti

In Tabella V si riportano i risultati relativi ai livelli di
PBDE-47 riscontrati nei tessuti di vongola esposti
a concentrazioni crescenti della sostanza tossica,
nell'ambito delle prove a 21 giorni.

| risultati relativi alle sperimentazioni con concentra-
zione di PBDE-47 pari a 9 e 15 g/L, non sono stati ri-
portati a causa di problemi analitici nella fase di estra-
zione del campione. Il basso recupero dello standard
interno, infatti, non ha permesso una determinazione
affidabile dell’analita in esame. L'unicita del campione
non ha consentito la ripetizione dell'analisi.

Le concentrazioni del PBDE-47 nel tessuto sono
state riportate su prodotto fresco, prodotto secco e
base lipidica. Per le concentrazioni su prodotto sec-
co si e fatto riferimento ad un valore di umidita me-
dio di 80,6%, dato desunto da uno studio condotto
su campioni di Chamelea gallina prelevati nel Mar
Adriatico (21). Tale accorgimento si & reso necessario
in quanto l'esiguo numero di esemplari, costituentiil
campione, non é stato sufficiente alla determinazio-
ne contemporanea dell'umidita e del PBDE-47.

La frazione lipidica & stata determinata in tutti i
campioni e i valori ottenuti non hanno presentato
differenze significative in funzione del periodo di
campionamento. | valori sono risultati compresi tra
0,73% e 1,16% con valore medio di 0,98% di lipidi.

I livelli di PBDE-47 rilevati alla fine dei test di tossicita
nei gruppi di controllo sono risultati trascurabili ri-
spetto a quelli riscontrati negli individui esposti, con
valori compresi tra 96 ng/kg e 130 ng/kg. Tali valori
sono risultati comparabili e, a volte, inferiori a quelli
riscontrati in monitoraggi condotti su alcune specie
di Molluschi Bivalvi in regioni europee e asiatiche (8,
16, 19, 20, 25).

L'analisi delle vongole non esposte al contaminante
ha mostrato un profilo di contaminazione (rapporti
dei 9 congeneri determinati) paragonabile a quelli
riscontrati in altri organismi acquatici e riportati in
letteratura (11, 19).

Effetti tossici del PBDE-47 sulla vongola Chamelea gallina

In uno studio di bioaccumulo condotto su mitili &
stato messo in evidenza come l'abbondanza dei
congeneri 47 e 99 nei tessuti possa essere legata ad
una migliore efficienza nei meccanismi di assunzio-
ne e di accumulo dei due congeneri rispetto agli altri
PBDE (20).

I livelli di PBDE-47 nel tessuto delle vongole sono
risultati da 1.000 a 50.000 volte maggiori nei grup-
pi degli esposti rispetto a quelli dei corrisponden-
ti controlli (Tabella V). Tali livelli hanno mostrato
una crescita, seppur non lineare, all'aumentare
della concentrazione della sostanza tossica in ac-
qua. | valori di contaminazione sul prodotto fresco
sono risultati compresi tra 110 x 10° ng/kg nelle
vongole esposte alla concentrazione minima di
250 ng/L di PBDE in acqua, e 5.870 x 10° ng/kg per
quelle esposte alla concentrazione massima di
30.000 ng/L.

In diversi studi di esposizione, relativi a organismi
acquatici e contaminanti organici persistenti, quali
PCB e PBDE, é stata individuata una relazione lineare
tra quantita di contaminante determinata nel tes-
suto e caratteristiche idrofobiche del composto in
esame, queste ultime descritte dal logaritmo del suo
coefficiente di partizione ottanolo-acqua (log kow). |
dati in letteratura riportano per il PBDE-47 un valo-
re di log koW compreso tra 6,0 e 6,8 (10, 12), valore
elevato che indica come tale composto abbia spic-
cate caratteristiche idrofobiche e sia potenzialmen-
te pericoloso poiché facilmente accumulabile, con
meccanismi di diffusione passiva, nei tessuti adiposi
della vongola.

Sebbene le concentrazioni di PBDE-47 impiegate
nei test di tossicita siano di gran lunga maggiori ri-
spetto a quelle riscontrate in zone particolarmente
inquinate (valori massimi riportati in letteratura di
circa 0,5 ng/L), la sperimentazione ha dimostrato
la facilita della vongola a bioconcentrare il conta-
minante in esame, con la conseguente possibilita
della sua introduzione nella catena alimentare
(16). La bioconcentrazione é il risultato di un’as-

Tabella V. Valori analitici della frazione lipidica e delle concentrazioni di PBDE-47 nei tessuti alla fine di ciascuna prova di tossicita a 21 gg*.

Lipidi PBDE-47 PBDE-47

PBDE-47

Lipidi  PBDE-47

PBDE-47 H,0 controllo  controllo controllo controllo esposti  esposti PBDE-47 esposti ~ PBDE-47 esposti

(ng/L) (%) (ng/kg)  (ng/kgsecco)  (ng/kg grasso) (%) (ng/kg) (ng/kg secco) (ng/kg grasso)
250 1,07 119 613 11.200 0,97 110x10° 566 x 10° 11.300x 10°
500 0,84 130 670 15.500 0,73 97,3x10° 501x10° 13.300x 10
1000 1,03 18 608 11.500 1,14 122x10° 627 x 10° 10.700x 10°
3.000 1,08 18 608 10.900 1,14 394x10° 2.030x10° 34.600x 10°
9.000 1,16 9,0 495 8.300 1,05 - - -

15.000 0,77 116 598 15.200 0,90 - - -

30.000 0,90 120 619 13.300 095  5.870x10° 30.300x 10° 618.000 x 10°

* La sperimentazione condotta alla concentrazione di 500 ng/L & stata interrotta a 14 giorni.
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sunzione diretta, attraverso l'acqua, di una so-
stanza chimica da parte di un organismo. Infatti il
fattore di bioconcentrazione (BCF) e definito come
il rapporto, allo stato stazionario (velocita di assor-
bimento uguale a velocita di eliminazione), tra la
concentrazione del contaminante nell'organismo
acquatico e la corrispondente concentrazione nel
mezzo acquoso.

BCF=C/C,
dove:

C, = concentrazione del contaminante (ng/kg)
nell'organismo acquatico;

C,, = concentrazione del contaminante (ng/L) in
acqua.

Si puo esprimere il valore di C_ su prodotto intero,
base lipidica o prodotto secco, dando origine a tre
fattori (BCF,, BCF, e BCF,, rispettivamente) che
numericamente possono essere molto differenti
tra loro.

In Europa le sostanze chimiche con BCF, maggiore
di 100 sono considerate ad alto potenziale di bioac-
cumulo e, quindi, classificate “pericolose per I'am-
biente” in quanto potrebbero danneggiare gli orga-
nismi acquatici e i loro predatori (9).

Nel presente studio i dati sperimentali sui livelli di
PBDE-47 determinati nel tessuto della vongola sono
stati impiegati per calcolare una stima inferiore del
valore di BCF. Si parla di stima inferiore poiche il
protocollo sperimentale adottato nei test di tossici-
ta, il cui obiettivo principale & stato quello di stima-
re la tossicita acuta e cronica del PBDE-47, non ha
permesso di valutare il raggiungimento dello stato
stazionario. Infatti, il protocollo sperimentale ha pre-
visto un’unica determinazione analitica del PBDE-47
nel tessuto della vongola dopo un tempo massimo
di esposizione di 21 giorni.

InTabella VI sono riportati i valori di BCF calcolati alle
diverse concentrazioni di esposizione. In tutti i casi il
valore di BCF, & stato maggiore di 100.

Tabella VI. Valori di BCF calcolati alle diverse concentrazioni di
esposizione alla sostanza tossica.

Concentrazione peryy  geep  BGFL  log  log  log

sz::/{)uzo (Ukg) (Ukg) (Lkg) BCE, BCF, BCF,
250 439 2260 45300 2,6 3,4 47
500 195  1.000 26.600 23 3,0 44
1.000 122 630 10.700 21 2,8 40
3.000 131 680 11500 21 2,8 41
30.000 196  1.010 20.600 2,3 3,0 43

BCF,, = fattore di bioconcentrazione su prodotto intero;
B(Fl = fattore di bioconcentrazione su base lipidica;
BCF, = fattore di bioconcentrazione su prodotto secco.
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In letteratura non sono riportati studi sperimentali
di bioaccumulo del PBDE-47 in Chamelea gallina,
ma su altri Molluschi Bivalvi come Mytilus edulis (10,
19). I valori di BCF in questi organismi sono maggiori
rispetto a quelli riscontrati nel presente studio. Una
tale differenza potrebbe essere associata a:

. concentrazione di ammoniaca (NH3): < 0,25
mg/L;

« mancato raggiungimento dello stato
stazionario dovuto al breve tempo di
esposizione;

+ inappropriata comparazione tra organismi
biologicamente differenti.

A conferma delle ipotesi formulate, e stato utilizzato
un modello matematico (16) che mette in relazione
illogk_, diunadeterminata sostanza con il valore di
BCF in Mytilus edulis:

log BCF,,=0,858log k  -0,808

Lequazione permette, noto il valore dilog k  diuna
sostanza, di stimare il fattore di bioaccumulo del mi-
tilo. Lequazione di linearita impiegata porterebbe
ad un risultato di log BCF pari a 4,3, valore superiore
a quello sperimentalmente stimato in questo studio
per Chamelea gallina.

Conclusioni

Nelle condizioni operative ottimizzate in questo
studio, Chamelea gallina ha mostrato buona capa-
cita di adattamento in acquario, permettendo la
corretta esecuzione delle prove ecotossicologiche
in laboratorio.

Dai risultati dei test di tossicitaa 96 h e a 21 gg non
é stata evidenziata una relazione tra concentrazione
di PBDE-47 nell'acqua marina degli acquari e morta-
lita di Chamelea gallina. La massima concentrazione
di esposizione al PBDE-47, infatti, non ha provocato
fenomeni significativi di mortalita. | risultati dell’e-
same istologico non hanno evidenziato alterazioni
evidenti dei tessuti dell'apparato riproduttivo nelle
condizioni sperimentali adottate.

Le analisi chimiche indicano come le vongole espo-
ste al PBDE-47 presentino livelli del contaminante
nel tessuto migliaia di volte superiori agli esemplari
non esposti, in funzione della concentrazione nell’e-
cosistema acquatico, dimostrando la facilita con la
quale Chamelea gallina bioconcentri il contaminan-
te. Lingresso di PBDE-47 nella catena trofica potreb-
be costituire un rischio per la sicurezza alimentare,
la qualita degli ecosistemi marini e la salubrita della
risorsa vongola.
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