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Abstract:

L’uso di dispositivi di protezione individuale (DPI) come maschere, guanti e visiere ¢ stata una
precauzione necessaria per contrastare la diffusione del Coronavirus durante la pandemia COVID-
19, come sottolineato dall’organizzazione mondiale della sanita (OMS). In particolare, le mascherine
chirurgiche e i guanti sono stati considerati le protezioni individuali piu diffuse durante I’emergenza
sanitaria mondiale. Da un punto di vista ecologico, tali DPI potrebbero avere effetti negativi sugli
organismi e sull’ambiente marino, legato allo smaltimento improprio di tali dispositivi e alla loro
permanenza in ambiente naturale. Come gia noto, 1 DPI sono costituiti da diversi polimeri, tra cui
polipropilene, poliacrilonitrile e altri polimeri sintetici non degradabili. Una volta immessi
impropriamente nell’ambiente marino, questi strumenti di protezione possono essere interessati da
processi di degradazione e frammentazione che ne riducono le dimensioni, esponendo il biota marino
a tali inquinanti. E stato necessario implementare piani di gestione dei rifiuti da parte le
amministrazioni di tutto il mondo, per poter mitigare il conseguente impatto sull’ambiente a causa di
questo nuovo tipo di rifiuto. Tuttavia, I’impatto dovuto da questo inquinamento plastico non ¢ stato
del tutto mitigato, a causa di uno smaltimento non del tutto corretto, per cui una grossa quantita di
DPI e conseguenti microplastiche derivate sono finite in ambiente marino. Tra le cause dirette
osservate a causa di questo inquinamento sulla fauna marina vi ¢ senza dubbio 1’impigliamento,
nonché I’ingestione, che possono portare alla morte degli organismi marini di dimensioni maggiori.
Ma sono soprattutto le frazioni piu piccole, 1 detriti plastici causati dalla frammentazione dei DPI,
che entrano stabilmente all’interno della rete trofica marina a partire dai suoi livelli piu bassi, da
organismi invisibili a occhio nudo che li trasferiscono ai livelli trofici superiori attraverso la
biomagnificazione, minacciando I’intero ecosistema. Le ricerche effettuate sull’inquinamento marino
da DPI, seppur in crescita, sono ancora carenti, soprattutto quelle a carattere sperimentale. Questo
studio ha avuto pertanto, un primo obiettivo di raccolta dei dati di abbondanza relativi a tale tipo di

inquinamento attraverso l’utilizzo combinato della revisione della letteratura scientifica e della



Citizen Science. Una seconda parte dello studio ha avuto come scopo la valutazione di potenziali
effetti avversi delle microparticelle plastiche sugli organismi animali marini attraverso saggi
sperimentali in laboratorio. Gli organismi modello utilizzati sono stati Mytilus galloprovincialis
(Lamarck, 1819) e Danio rerio (Hamilton, 1822), modelli sperimentali ampiamente utilizzati e dalla
riconosciuta validita. Dal nostro studio ¢ comunque risultato un maggiore effetto negativo, su un
modello sperimentale di organismo filtratore come M. galloprovincialis, da parte dei micro-
frammenti a concentrazione ambientale (10 mg/l) provenienti da mascherine, rispetto a quelli
provenienti da guanti. Un evento di mortalita di massa ha influenzato i risultati dell’esposizione ad
un mix di frammenti di guanti e mascherine a concentrazione dieci volte superiore a quella ambientale
(100 mg/l). Nel test di tossicita condotto su zebrafish esposto a micro-frammenti di guanti a
concentrazione ambientale (10 mg/l) e dieci volte superiore (100 mg/l), sono stati monitorati la
sopravvivenza, la schiusa e lo sviluppo delle larve fino a 96 hpf. Non ¢ stata rilevata nessuna
variazione su nessuno dei parametri investigati, cio¢ significa che il corion potrebbe agire come
barriera per proteggere I’embrione fino a 48-72 hpf. Ulteriori analisi serviranno a verificare questi
risultati e a chiarire 1’origine delle differenze rilevate tra i diversi DPI testati. La raccolta di dati
empirici, insieme al monitoraggio ambientale, saranno determinanti nei prossimi anni per valutare
quali possono essere gli effetti dell’inquinamento dovuto ai DPI sugli organismi viventi, per poterne

anche prevedere I’impatto sull’ecosistema acquatico su larga scala.
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1. Introduzione

L'inquinamento da microplastiche (MPs) ¢ diventato una minaccia crescente per il delicato equilibrio
degli ecosistemi marini, spingendo negli ultimi anni la comunitd scientifica a condurre ricerche
approfondite, sperimentali e su campo, e a interagire con le governances per attuare misure di
mitigazione. La presenza di queste microscopiche particelle plastiche negli ecosistemi acquatici ha
generato una notevole apprensione a causa del loro potenziale impatto esteso sulla vita marina e sul
benessere umano. Sono classificate come MPs le piccole particelle di natura plastica con dimensioni
inferiori a 5 mm. Tali detriti antropogenici, sono diventati importanti inquinanti negli habitat acquatici
dell’intero globo terrestre (Kye et al., 2023). Le MPs si originano da fonti multiple, come la
frammentazione di grandi rifiuti plastici, la degradazione dei tessuti sintetici, e lo scarico deliberato
di piccoli oggetti di plastica da parte di cittadini nei centri urbani e delle attivita industriali di vario
genere (Periyasamy & Tehrani-Bagha, 2022). Queste particelle sono ulteriormente classificate come
primarie, quando prodotte direttamente da processi industriali per un utilizzo commerciale, e
secondarie, quando derivate dalla rottura di detriti plastici di dimensioni maggiori per attivita
antropica o naturale (Kefer et al., 2021). Sono molteplici gli ambiti in cui vengono prodotte e
utilizzate apposite MPs come additivi a prodotti per utilizzo umano, quali articoli per la cura
personale, tessuti sintetici, fibre, abrasivi industriali, che contengono quindi MPs primarie fabbricate
in maniera specifica. La formazione di MPs secondarie ¢ invece spesso casuale e indiretta, avvenendo
per frammentazione di rifiuti plastici abbandonati in ambiente terrestre e acquatico, tra cui sacchetti
di plastica, bottiglie e attrezzi da pesca, che sono costantemente degradati in ambiente naturale dalla
luce solare, dall'azione delle onde e vari processi biologici che coinvolgono organismi viventi (Arpia

etal., 2021; S. Ghosh et al., 2023).

Table 1. Principali fonti di immissione in ambiente ed impatti ecologici dell’inquinamento da microplastiche.

Fonti di Origine delle Percorso Rischio Impronta Impatto Bibliografia
scarico MPs ambientale geografica ecologico
1. Scarichi  Polvere di Sistemi di Scarichi Citta e Accumulo (Lehel &
urbani pneumatici, drenaggio intasati periferie nelle zone Murphy,
particelle di delle acque umide urbane  2021; Stang et
usura stradale,  meteoriche, al., 2022a; Y.
tracimazioni




frammenti di fognarie Zhou et al.,
microplastica combinate 2023)
2. Scarichi Fibre, perline, Scarichi di Contaminazion  Poli Impatti sulla (Akhbarizade
industriali pellet e acque reflue, e dei sedimenti  industriali e qualita hetal., 2019;
frammenti sversamenti e bioaccumulo  aree costiere dell’ariae sul Y. Zhou et al.,
microplastici accidentali, nella fauna benessere 2023)
emissioni in  selvatica umano
atmosfera
3.Rifiutidi Frammentazio Percolato di = Immissione di Globale, con  Inquinamento  (Petersen &
plastica ne di detriti discarica, microplastiche  concentrazion da Hubbart,
plastici, trasporto nella catena i piu elevate microplastich ~ 2021)
microfibre di fluviale, alimentare nei paesi in e in ambienti
tessuti sintetici  polvere via di remoti e
portata dal sviluppo incontaminati
vento
4. Vernici Particelle di Lisciviazion  Distruzione del ~ Aree urbane Accumulodi  (Leeetal.,
plastica enel terreno  biota del suolo  ed microplastich ~ 2023; Singh
microscopiche e nell’acqua extraurbane, e negli & Bhagwat,
utilizzate nelle  durante gli cantieri ecosistemi 2022)
vernici e nei agenti urbani ¢
rivestimenti atmosferici e potenziale
1‘usura impatto sulla
salute umana
5. Prodotti Microplastiche  Impianti di Esposizione Ampiamente  Presenza (W. Huang et
per la cura aggiunte a trattamento cronica della utilizzato, con microplastica  al., 2021;
personale cosmeticli, delle acque vita acquatica un impatto nei tessuti Stang et al.,
dentifrici e altri  reflue, che alle anche sulle umani e 2022b)
prodotti alla fine microplastiche ~ comunita implicazioni
raggiungono remote cruciali per la
I’ambiente salute
6. Tessili Microfibre Impianti di Contaminazion  Globale, in Presenza di (Kacprzak &
sintetici rilasciate trattamento eda aumento con  microplastich  Tijing, 2022;
durante il delle acque microplastica la crescita del e nell’aria Sadia et al.,
lavaggio dei reflue, che diacquae consumo di interna e 2022)
tessuti sintetici  alla fine sedimenti abbigliamento  potenziali
raggiungono rischi di
I’ambiente inalazione
7. Microplastiche ~ Polvere Contaminazion Impatti sulla ~ Valutazione (Emenike et
Deposizione trasportate portata dal e globale di biodiversitae  della al., 2023;
atmosferica  dalle correnti vento, terra, acqua e sul benessere  dispersione e  Veerasingam
eoliche di varia trasporto aree remote umano del et al., 2020)
provenienza atmosferico, attraverso lI'accumulo di
precipitazion I’inalazione di microplastich
i microplastich e in vari
€ comparti
ambientali

Questi detriti plastici entrano negli oceani in misura significativa, con stime che indicano milioni di

tonnellate metriche all'anno. L'effetto cumulativo di questo afflusso ha contaminato gli habitat



naturali, rappresentando una grave minaccia per le varie specie che vivono in questi ecosistemi
(Henderson & Green, 2020).

Le conseguenze che le MPs possono avere sulla vita marina sono varie, potendo causare un
impedimento fisico che puo limitare movimento degli animali marini, [’ostruzione del tratto
gastrointestinale a seguito di ingestione e provocare lesioni di vario tipo (Osman et al., 2023). Una
volta ingeriti, questi detriti possono causare scarso assorbimento degli alimenti, modifiche al
comportamento alimentare e risultare anche fatali. L’internalizzazione puod avvenire direttamente, da
detriti dispersi in acqua o attraverso le prede che avevano a loro volta ingerito le MPs, nel processo

noto come biomagnificazione (Figura 1).
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Figura 1. Meccanismo di trasferimento trofico delle microplastiche. Fonte: (Marcharla et al., 2024).

Inoltre, le MPs possono fungere da trasportatori chimici, assorbendo sostanze inquinanti provenienti
dall'ambiente e rilasciandole nei tessuti degli organismi viventi (Yu & Singh, 2023a). L'inquinamento
da MPs ha implicazioni che si estendono oltre il dominio acquatico, risultato potenzialmente
minaccioso anche salute umana (S. Ghosh et al., 2023). Mps sono state rinvenute ad esempio nei frutti
di mare, spesso organismi filtratori non selettivi, che possono pertanto giungere all’interno del corpo
umano una volta ingeriti interi, accumulandosi cosi nei nostri corpi (M. Smith et al., 2018). Le
conseguenze a lungo termine per la salute umana dell'accumulo di micro- e nanoplastiche sono a
tutt’oggi in gran parte sconosciute, ma diversi studi hanno collegato la presenza di MPs nel corpo
umano a fenomeni di inflammazione, genotossicita e disfunzione endocrina (Yuan et al., 2022).
Infatti, oltre all’inquinamento da materie plastiche del quale sono evidenti all’occhio umano i segni
e la presenza negli oceani, nelle zone costiere e in ambiente terrestre, sono proprio le frazioni piu

piccole, invisibili all’occhio umano, che possono interagire con le specie viventi a diversi livelli
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trofici, dai microorganismi ai grandi animali (Ziani et al., 2023). Inoltre, I'inquinamento da detriti
plastici, ha anche importanti conseguenze socioeconomiche sulle attivita umane connesse
all’ambiente, come ad esempio le comunita costiere che dipendono dalle risorse marine, vulnerabili
a eventuali ricadute da interruzioni della pesca, del turismo ed altri settori connessi al mare. Per tali
ragioni ¢ cresciuta I'importanza della sensibilizzazione a questo problema ambientale, anche al fine
di evitare una crisi che possa portare al collasso di equilibri naturali e sociali (Osman et al., 2023).

L'educazione ambientale risulta fondamentale a ridurre al minimo il rischio di una over produzione
di MPs connessa alla produzione di rifiuti, incoraggiando abitudini di consumo responsabili e
coltivando una cultura di alternative sostenibili, oltre che la prevenzione e la riduzione nell’utilizzo
di fonti dirette ed indirette (Kumar et al., 2021). Accordi di collaborazione internazionale sono
essenziali per stabilire norme mondiali per la gestione dei detriti plastici e del rilascio delle frazioni
piu piccole, facilitando le conoscenze, la sensibilizzazione e la promozione di sviluppi tecnologici
atti a ridurre il problema. Negli anni recenti sono sorti numerosi progetti, a volte su iniziativa
personale di gruppi di cittadini e giovani studenti sensibili al problema, che hanno portato alla
realizzazione di enormi dispositivi di filtrazione o allo sviluppo di innovative procedure di
degradazione enzimatica, allo scopo di ridurre, per eliminazione fisica i detriti plastici dagli
ecosistemi acquatici. Anche la realizzazione di materiali sostenibili come alternative, quali la plastica
biodegradabile e 1 materiali d’origine biologica, possono ridurre potenzialmente I'afflusso futuro di

particelle di plastica negli ecosistemi (Mahmud et al., 2022).

1.1 Inquinamento da microplastiche in ambiente marino

L'attuale necessita in ambiente marino ¢ quella di meglio identificare e gestire la rete che porta
all’immissione di MPs, di comprendere meglio le loro interazioni con il biota al fine di proteggere la
salute degli ecosistemi marini, scongiurando cambiamenti irreversibili nel delicato equilibrio che li
caratterizza (S. Ghosh et al., 2023).

La contaminazione da MPs rappresenta un pericolo complesso e crescente per gli ecosistemi
acquatici, considerando i diversi impatti sugli organismi marini e la capacita di perturbare il delicato
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equilibrio di questi ambienti. L'impatto delle MPs sull'ecosistema ¢ ampio, influendo sulla sua parte
fisica, sugli equilibri chimici e biologici degli oceani. Tali detriti possono facilmente inserirsi
nell'ecosistema a tutti i livelli della rete trofica, e il loro trasferimento coinvolge dagli organismi piu
grandi e semplici da monitorare, alle specie planctoniche piu piccole(Costa et al., 2020). L’ingestione
avviene non solo attraverso l'assunzione diretta ma anche attraverso l'assorbimento da parte dei tessuti
dell'organismo, alterando i meccanismi di trasferimento trofico (Nelms et al., 2018; Seeley et al.,
2020).

La presenza, ormai ben documentata, di microplastiche nei sedimenti marini, influenza la stabilita di
questo comparto, provocando cambiamenti nei cicli dei nutrienti, nelle dinamiche delle popolazioni
microbiche e conseguentemente sulla struttura degli ecosistemi bentonici (Nelms et al., 2018). Le
caratteristiche fisico-chimiche determinano la trasmissione trofica delle MPs, meccanismo dove non
solo le dimensioni, ma anche le caratteristiche della superficie giocano un ruolo importante nel
potenziale di bioaccumulo microplastico in ambiente marino (Miller et al., 2020). Da non trascurare
poi 1 potenziali effetti sub-letali sulle specie marine, quali cambiamenti nel comportamento e
nell'alimentazione(Albano, Panarello, Di Paola, Capparucci, et al., 2021a). Inoltre, la natura abrasiva
dei detriti microplastici puo causare lesioni, portando a problemi permanenti delle strutture fisiche e
del loro ruolo funzionale, causando alterazioni della fitness riproduttiva negli animali colpiti (Lee et
al., 2023).

Le interazioni chimiche tra MPs e ambiente marino possono condurre ad una migliore comprensione
del loro impatto sui fondali oceanici e sull'ambiente circostante. Saud et al. hanno indagato sui
fenomeni di lisciviazione di varie sostanze chimiche, che in condizioni ambientali diverse influenzano
la tossicita e la persistenza delle MPs negli ambienti marini (Saud et al., 2023). Un altro studio ha
meglio chiarito 1 diversi livelli di patogenicita delle comunita microbiche associate ai detriti
microplastici (Zhong et al., 2023). Questi meccanismi sollevano preoccupazioni circa il potenziale
ruolo delle MPs nella diffusione di microrganismi nocivi, aggiungendo un ulteriore risvolto alle

implicazioni ecologiche di questo tipo di inquinamento. La recente scoperta di geni resistenti agli
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antibiotici nei microrganismi associati alle MPs, sottolinea inoltre un loro indiretto contributo alla
diffusione della resistenza agli antibiotici negli ecosistemi marini (Nath et al., 2023). Anche 1
meccanismi complessi per cui le MPs interferiscono con i percorsi di segnalazione ormonale sono
stati recentemente approfonditi, cosi come gli effetti sui cambiamenti nell'espressione genica che
persistono tra le generazioni negli organismi esposti alle MPs, suscitando preoccupazioni in merito
alla dinamica delle popolazioni (Poma et al., 2023). Recenti ricerche, utilizzando tecniche molecolari,
hanno permesso di identificare specifici taxa microbici piu frequentemente associati a MPs,
approfondendo il loro ruolo nelle complesse interazioni dell'ecosistema marino(Merbt et al., 2022).
I detriti microplastici sembrano inoltre poter influenzare la distribuzione delle specie viventi. Infatti,
modifiche sulla biodiversita e sulla struttura delle comunita marine sono sempre piu spesso attribuite
all’influenza selettiva di MPs specifiche su ben determinate specie marine, sottolineando l'importanza
di strategie di conservazione studiate su misura (Bhuyan, 2022). Esaminando gli adattamenti
genomici di diverse specie, € emerso che mentre alcune di esse sono resilienti grazie ad una maggiore
plasticitd genetica, altre risultano piu vulnerabili. Questo evidenzia l'importanza di strategie di
conservazione su misura che tengano conto della diversita genetica delle specie chiave negli
ecosistemi marini (Bove et al., 2023). Dai vari studi sperimentali che stanno via via chiarendo meglio
gli effetti dell’inquinamento da MPs sul biota marino emerge in modo univoco la necessita di un
approccio analitico mirato ad individuare le aree regionali maggiormente affette da tale inquinamento,
orientando poi I’attenzione alle strategie di mitigazione localizzate. Solo una collaborazione globale,
sulla base delle esperienze specifiche, puo fornire gli strumenti necessari per affrontare questo
problema ormai ampiamente diffuso (Onyena et al., 2021).
1.1.1 Interazioni tra MPs e organismi vegetali in ambiente marino

I detriti microplastici presenti negli ambienti marini rappresentano un rischio significativo per gli
organismi vegetali, a partire dal fitoplancton. Gli effetti possono essere suddivisi in tre categorie:
fisica, chimica ed ecologica (Duis & Coors, 2016). Le MPs possono fisicamente interrompere i

normali processi vitali e, a causa delle loro dimensioni microscopiche, queste particelle possono
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essere assorbite dal fitoplancton. La loro capacita di assorbire e/o distorcere la luce solare ¢ un
problema rilevante per i processi fotosintetici essenziali per questi organismi, i quali possono risultare
parzialmente compromessi. Questa interferenza con il processo fondamentale della produzione di
energia degli organismi vegetali, produttori primari, ha ripercussioni a cascata su tutto 1'ecosistema
marino. Inoltre, I'accumulo di MPs sulla superficie dell'acqua puo causare la formazione una barriera
fisica che limita la penetrazione della luce solare, impedendo la fotosintesi non solo al fitoplancton
distribuito nella colonna d’acqua, ma anche agli organismi vegetali bentonici (Al-Sid-Cheikh et al.,
2018).

La composizione chimica stessa delle MPs introduce sostanze naturalmente non presenti
nell'ambiente marino; pertanto, queste particelle possono liberare attraverso lisciviazione additivi e
plastificanti nell'acqua, rilasciando composti potenzialmente tossici. L'esposizione a queste sostanze
chimiche pud compromettere la fisiologia degli organismi del fitoplancton, influendo sui tassi di
crescita e sopravvivenza (Long et al., 2015), con conseguenze molto gravi per I’intera rete trofica
marina. Infatti, come principali produttori primari, gli organismi del fitoplancton fungono da fonte di
nutrimento essenziale per lo zooplancton, 1 piccoli pesci e moltissimi altri organismi marini filtratori,
bentonici e non. Qualsiasi alterazione sull’abbondanza e stato salute della comunita del fitoplancton
puod causare una reazione a catena con effetti negativi sugli organismi che da essi dipendono per
lI'alimentazione (Naselli-Flores & Padisak, 2023). Questi squilibri ecologici innescano ripercussioni
sulle specie marine piu grandi, causando quindi anche gravi perdite a livello commerciale quando
interessano pesci economicamente importanti, attivita di pesca e la sicurezza alimentare (Sumaila &
Tai, 2020).

Allo stesso modo, macroalghe pluricellulari e fanerogame marine, sono organismi vegetali che
formano importanti associazioni bentoniche in acque costiere poco profonde, fornendo una varieta di
servizi ecosistemici quali il sequestro del carbonio, I'habitat fisico per diverse specie e hanno un ruolo
fondamentale nella stabilizzazione dei sedimenti costieri. Una volta introdotte negli habitat costituiti

dalle praterie marine, le MPs possono interagire con questi delicati ecosistemi in diversi di modi. Tali
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detriti possono agire fisicamente su tali organismi accumulandosi nei loro tessuti, essendo stati trovati
nelle cellule e nei tessuti di piante marine nel corso di diverse ricerche (Gerstenbacher et al., 2022).
Questa interazione fisica ha il potenziale di ostacolare importanti processi biologici quali
l'assorbimento di nutrienti, la fotosintesi e il loro accrescimento. Le MPs possono anche ostacolare la
diffusione dei gas e delle sostanze nutritive all'interno di questi organismi vegetali, sconvolgendo 1
fini equilibri che gli consentono di accrescersi formando le praterie. Inoltre, la capacita delle MPs di
assorbire e rilasciare una vasta gamma di inquinanti nell'acqua marina circostante, quali metalli
pesanti e inquinanti organici persistenti (Prata et al., 2019), puo potenzialmente alterare gli equilibri
cellulari e fisiologici degli organismi vegetali con i quali vengono a contatto. Nonostante tali processi
rimangano ancora non del tutto compresi, essi potenzialmente possono portare a diminuiti tassi di
crescita, alterazione dell'efficacia riproduttiva e maggiore vulnerabilita alle malattie (Zimmermann et
al., 2021). L’insieme degli effetti dello stress indotto, direttamente o indirettamente, da MPs sulle
praterie marine, si andrebbero a ripercuotere sulla complessa rete di vita marina che dipende da questi
habitat (Yu & Singh, 2023b). Molte specie di pesci importanti dal punto di vista commerciale si
basano su questo habitat come area di nursery, ai quali forniscono riparo e sostentamento ai loro stadi
giovanili. Qualsiasi perturbazione di questi equilibri finirebbe col danneggiare 1'abbondanza e la
diversita degli oceani, influenzando indirettamente la pesca e altre attivita umane (Duffy et al., 2019).
Gli organismi vegetali marini, sia essi unicellulari che piante vere e proprie, sono componenti
essenziali degli ecosistemi costieri, € svolgono un ruolo cruciale nel mantenere la salute e 1'equilibrio
degli ecosistemi marini. Preservare questi habitat dalle minacce dell’inquinamento antropico, quali
le MPs, non ¢ essenziale solo per la salute dei produttori primari marini, ma rappresenta quindi un
passo fondamentale verso il mantenimento di un buono stato di salute generale degli ecosistemi
costieri di tutto il mondo.
1.1.2 Interazioni tra MPs e organismi animali in ambiente marino

Gli organismi dello zooplancton sono piccoli animali che si muovono passivamente sfruttando le

correnti acquatiche, svolgendo un ruolo cruciale nelle reti trofiche marine quale intermediario critico
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tra 1 produttori primari (come il fitoplancton) e livelli trofici superiori (consumatori secondari)
(Albano, Panarello, Di Paola, D’Angelo, et al., 2021a). A causa dello stile alimentare di questi
organismi, filtratori non selettivi, lo zooplancton ¢ una componente particolarmente sensibile agli
impatti delle MPs in ambiente acquatico. Tali detriti possono infatti essere ingeriti direttamente dai
piccoli organismi dello zooplancton, (es. i copepodi e il krill), che li scambiano per particelle di cibo.
L'ingestione di MPs rappresenta anche in questo caso una duplice minaccia, in quanto non solo
introduce una sostanza indigeribile nell'organismo, quindi priva di potere nutritivo, ma ha anche il
potenziale di causare dei danni fisici (Alfonso et al., 2023). Infatti, la natura abrasiva delle
microparticelle di plastica puo portarle a danneggiare le delicate strutture interne del tratto gastro
intestinale di questi organismi, riducendone di conseguenza la loro capacita di nutrirsi, € a cascata di
riprodursi. Le MPs possono fisicamente interferire con l'efficienza di filtrazione dello zooplancton,
diminuendo la loro capacita di catturare e assorbire le particelle di nutrimento (Albano, Panarello, Di
Paola, Capparucci, et al., 2021a).

L’interferenza con lo zooplancton puo avere un effetto a cascata su tutta la rete trofica marina, in
quanto tali organismi svolgono un ruolo cruciale nel trasferimento di energia dalle fonti di produzione
primaria a livelli trofici superiori (Yadav & Kumar, 2023). La riduzione dell'efficienza alimentare
puo inoltre mettere a rischio le dinamiche delle popolazioni di zooplancton, influendo sulla crescita
e la sopravvivenza degli organismi (Samat et al., 2020). Infatti, I'esposizione sperimentale alle MPs
¢ stata collegata a cambiamenti nel comportamento ed efficienza riproduttiva e sullo sviluppo di vari
organismi dello zooplancton (Bai et al., 2021). Questi cambiamenti nel successo riproduttivo hanno
implicazioni per 1'abbondanza e la composizione delle popolazioni di zooplancton, con conseguenze
potenzialmente di vasta portata per I'ecosistema marino, considerato nel suo insieme (Ndah et al.,
2022a).

Le MPs hanno poi un impatto sulla fauna marina di dimensioni maggiori, come i pesci, mammiferi e
uccelli marini. Le MPs sono ingerite da questi organismi principalmente attraverso il consumo di

prede contaminate, ma a volte anche in maniera diretta (es. tartarughe marine che scambiano detriti
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plastici per meduse, un loro alimento comune). Allo stesso modo, i contaminanti spesso associati alle
MPs possono accumularsi nei tessuti dello zooplancton e, attraverso fenomeni di biomagnificazione,
essere trasferite in grandi quantita alle loro specie predatorie, e via via ai livelli trofici superiori
(Jaishankar et al., 2014). Nel complesso quindi, i detriti microplastici possono causare danni fisici al
tratto gastrointestinale degli organismi animali che li ingeriscono, e danni indiretti per effetto dei
contaminanti che trasferiscono adesi ad esse, causando effetti di tossicita (Y. Li et al., 2023).

L’impatto delle MPs sulla componente animale degli ecosistemi marini ha poi piu estese conseguenze
ecologiche attraverso le ricadute a cascata sui vari livelli trofici; infatti, i cambiamenti
nell'abbondanza e nella salute delle popolazioni di prede (es. zooplancton), influiscono sulla loro
disponibilita per gli organismi piu grandi, loro predatori (es. pesci), influenzando quindi le dinamiche
preda-predatore su ampia scala (Srinivasu & Gayatri, 2005). Inoltre, I’aumento indiscriminato e la
distribuzione di detriti plastici nei grandi oceani marini, o in modelli a piu piccola scala come il Mar
Mediterraneo, possono influenzare la distribuzione, geografica e batimetrica, e il comportamento di
organismi marini di grandi dimensioni, influenzando quindi la composizione e le misure di
conservazione degli ecosistemi marini (Coyle et al., 2020). La Tabella 2 riporta evidenze di

interazione di varia natura da parte degli organismi animali marini.

Table 2. Tipi di microplastiche, gamma dimensionale, livello di lisciviazione, tasso di degradazione e tassi di ingestione da parte
degli organismi marini.

Tipologia Intervallo Grado di  Principali PoP Tasso di ingestione di Tasso di Bibliografia
microplastica dimensionale lisciviazione adsorbiti MPs da parte degli degradazione
(um) (mg/kg) organismi marini (giorni)
Polyethylene  10-5000 0.01-1 PCBs, PAHs 1-100 100-1000 (Botterell et al.,
(PE) particelle/individuo al 2019; Ndah et
giorno al., 2022b)

(zooplancton), 0.1-1
particelle/g di peso

corporeo al

giorno(pesce)
Polypropylene 1-1000 0.001-0.1 DDT,DDE  0.01-0.1 200-2000 (Alfonso et al.,
(PP) particelle/individuo al 2023;

giorno (zooplancton), Malinowski et

0.001-0.01 particelle/g) al., 2023)

di peso corporeo al

giorno(pesce)
Polystyrene 10-5000 0.1-10 BPA, BPS 10-100 50-500 (Cole et al.,
(PS) particelle/individuo al 2016)

giorno
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(zooplancton), 0.1-1

particelle/g di peso
corporeo al
giorno(pesce)

Polyvinyl 10-5000 0.001-0.01 Diossine, 0.001-0.01 300-3000 (Alfonso et al.,

Chloride Furani particelle/individuo al 2023; Kefer et

PVvO) giorno (zooplancton), al., 2021)
0.0001-00.001
particelle/g di peso
corporeo al
giorno(pesce)

Polyethylene  10-1000 0.0001— Nonilfenolo  0.1-1 400-4000 (Alfonso et al.,

Terephthalate 0.001 particelle/individuo al 2023; Botterell

(PET) giorno (zooplancton), etal., 2019)
0.01-0.1 particelle/g di
peso corporeo al
giorno(pesce)

Nylon 1-1000 0.01-0.1 Microplastiche 1-10 200-2000 (Alfonso et al.,
particelle/individuo al 2023)
giorno
(zooplancton), 0.1-1
particelle/g di peso
corporeo al
giorno(pesce)

Acrylic 1-1000 0.001-0.01 Metalli pesanti 0.01-0.1 100-1000 (Alfaro-Nufiez
particelle/individuo al etal., 2021;
giorno (zooplancton), Cole et al.,
0.001-0.01 particelle/g 2016)

di peso corporeo al
giorno(pesce)

Polyurethane 1-1000 0.1-1 Ftalati 10-100 50-500 (Cole et al.,

(PU) particelle/individuo al 2016)
giorno
(zooplancton), 0.1-1
particelle/g di peso
corporeo al
giorno(pesce)

Plastica 1-1000 Variable Nessuno I dati disponibili sono  30-365 (K. Ghosh &

biodegradabile limitati, probabilmente Jones, 2021;
variano a seconda dello Nasrabadi et al.,
stadio di 2023)
biodegradazione e
dell’organismo

Fibre naturali 10-5000 N/A N/A I dati disponibili sono  30-365 (Waldschlager
limitati, probabilmente et al., 2022)

variano a seconda del
tipo di fibra e
dell’organismo

1.2 Lapandemiadel COVID-19

Il focolaio di COVID-19 ha avuto origine nella citta di Wuhan, capitale della provincia cinese di
Hubei, il 29 dicembre 2019 (C. Huang et al., 2020; P. Zhou et al., 2020). Al di fuori della Cina, il
primo caso della malattia ¢ stato confermato, rispettivamente il 13 gennaio 2020 in Thailandia
(Joseph, 2020) seguito a breve distanza temporale con il primo caso riportato in Giappone il 16
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gennaio 2020 (fonte: OMS, 2020). Per ridurre la diffusione al di fuori della Cina, la citta di Wuhan e
altre citta della regione, sono state poste in isolamento a partire dal 23 gennaio 2020 (fonte: BBC,
2020). Da allora, il coronavirus che causa la malattia COVID-19, si ¢ diffuso in altre regioni dell’ Asia,
dell’Europa, del Nord America, del Sud America, dell’Africa e dell’Oceania, trasformandosi in una
pandemia globale entro marzo (Camilla et al., 2020; Chan et al., 2020). Per ostacolare la diffusione
dell’infezione a livello mondiale, le autorita nazionali e¢ internazionali hanno emanato diverse
strategie preventive, tra cui I’isolamento, il lavaggio delle mani, I’'uso di dispositivi di protezione
individuale (DPI), I’'uso di soluzioni disinfettanti e 1’imposizione di un’adeguata distanza sociale
(Qian & Jiang, 2022). A seguito della pandemia diffusa in tutto il pianeta, in Italia, le autorita hanno
imposto il “lockdown”, a partire dall’11 marzo 2020; I’emergenza sanitaria si ¢ conclusa a livello
globale il 05 maggio 2023, dopo oltre 3 anni dal suo inizio nella citta di Wuhan. Questo a causa
dell’elevata trasmissibilita dell’agente eziologico del virus SARS CoV-2, che ha causato la morte di
quasi 7 milioni di persone in tutto il mondo.

I coronavirus appartengono a una grande famiglia di virus a RNA a singolo filamento, a senso
positivo, con involucro di circa 30 kb. Infettano un’ampia varieta di ospiti € vengono divisi in quattro
generi a, 3, y € 0 in base alla struttura genomica. I coronavirus a e B3, infettano solo 1 mammiferi. [
coronavirus sono costituiti da quattro proteine strutturali; Spike (S), di membrana (M), involucro (E)
e nucleocapside (N). La proteina Spike ¢ costituita da una glicoproteina trimerica transmembrana che
sporge dalla superficie virale che determina la diversita dei coronavirus e il tropismo dell’ospite,
ovvero la capacita di localizzarsi o ad accumularsi prevalentemente in un organo, tessuto o cellula
(Jan et al., 2003). Le persone infette mostrano sintomi evidenti a livello polmonare, con conseguenti
condizioni inflammatorie che causano gravi danni alle cellule alveolari, portando a un elevato
accumulo di liquidi. Cio porta a sintomi come tosse secca, febbre, dolore al petto, dolori muscolari,
affaticamento, brividi, e sintomi simili alla polmonite che portano a una condizione definita sindrome
da distress respiratorio acuto (ARDS) (Yuki et al., 2020). Se I’inflammazione diventa grave, il virus

entra nel circolo sanguigno provocando uno shock settico e un’insufficienza multiorgano portando
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alla condizione chiamata sindrome da risposta inflammatoria sistemica (SIRS). Al 13 aprile 2024
(ultima data di aggiornamento ufficiale) il numero di casi della pandemia di COVID-19 confermati
in tutto il mondo era superiore a 700 milioni, con il coinvolgimento di 231 tra Stati sovrani e territori.
Del totale dei casi riscontrati, 7 milioni avevano portato alla morte del paziente, con una percentuale
di guarigione di oltre il 99% (fonte https://www.worldometers.info/coronavirus/). Il COVID-19 ha
avuto un’incidenza mondiale incredibile a livello economico, sociale, istituzionale e scientifico.
Nonostante le mascherine monouso siano state realizzate principalmente per la protezione degli
operatori sanitari al fine di prevenire i rischi professionali, anche i cittadini comuni hanno dovuto
adottare 1’uso delle mascherine durante I’epidemia di SARS nel 2003, dell’epidemia HIN1 nel 2009
e del COVID-19 nel 2019 (Elachola et al., 2020; Yang et al., 2011). Il corretto smaltimento di tali
dispositivi medici € essenziale, in quanto qualsiasi rifiuto medico pud contenere tracce di agenti
infettivi. Tracce del virus SARS-CoV-2 sono state infatti rilevate per 6-8 ore sulla plastica e fino a 7
giorni sulla superficie esterna della mascherina, ma con una densita cellulare inferiore di circa lo 0,1%
rispetto all’inoculo originale (Neeltje et al., 2020). Tuttavia, I’enorme aumento di utilizzo dei DPI, ha
portato alle amministrazioni di tutto il mondo a non riuscire a gestire bene il loro smaltimento, in
quanto le tecnologie di trattamento per distruggere i1 patogeni eventualmente presenti sui DPI, si
basano su processi termici come sterilizzazione in autoclave, incenerimento, e trattamento al plasma
o a microonde. Non di meno, la quantita di rifiuti generata durante il COVID-19, ha nettamente
superato la capacita disponibile per il trattamento dei rifiuti di materiali pericolosi, andando a
impattare notevolmente sull’ambiente. Attualmente, infatti, ancora una grande quantita di rifiuti non
trattati € rimasta nelle discariche, 1 quali potrebbero o meno essere veicolo di patogeni, ma comunque
presentarsi in futuro come inquinante emergente per I’ambiente (Das et al., 2020).

Per quanto la pandemia COVID-19 abbia subito un decremento nel 2023, gli effetti collaterali
sull’ambiente costiero e marino sono tangibili e probabilmente persisteranno per molto tempo
(Barouki et al., 2021). L’inquinamento da plastica negli oceani ¢ innegabilmente una grande minaccia

per il nostro pianeta, in quanto rappresenta un grave pericolo per la vita marina, gli ecosistemi e, in
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ultima analisi, il benessere dell’intero pianeta. I volume impressionante di rifiuti di plastica che ogni
anno entra nei nostri oceani non solo devasta gli habitat marini, ma contamina anche le reti trofiche,
mettendo in pericolo innumerevoli specie. Le aree costiere sono importanti zone per il collegamento
degli ecosistemi terrestri e marini; tuttavia, I’impatto antropico su queste aree ¢ sempre piu evidente
(Wu et al., 2023), aggravato dalla presenza dei DPI che inevitabilmente aumenta 1’inquinamento da
microplastiche a causa delle loro frammentazione e degradazione nel tempo (Khan et al., 2023). Nella
Figura 2 sono riportati alcuni reperti di DPI procurati durante uno dei monitoraggi del presente studio,

lungo la costa Messinese nel post pandemia COVID-19.

Figura 2. Monitoraggio dispositivi di protezione individuale lungo la costa Messinese post COVID-19. Foto: Mariachiara Costanzo

La persistenza della plastica nell’ambiente marino, unita ai suoi effetti nocivi sulla biodiversita e sul
delicato equilibrio degli ecosistemi, minaccia le fondamenta stesse della vita sulla Terra. Gli
inquinanti marini come la plastica modificano notevolmente le caratteristiche fisiche, chimiche,
biologiche delle zone costiere e oceaniche il che influisce sulla produttivita degli ecosistemi
minacciando la diversita marina (Li et al., 2016). Secondo Peng et al., 2021piu di 25.000 tonnellate
di plastica associata alla pandemia sono state scaricate nell’oceano, cosi come confermato da (De-la-
Torre & Aragaw, 2021; Haddad et al., 2021) i quali hanno identificato che la maggior parte dei DPI
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lungo le coste era imputabile al post COVID-19, in quanto rappresentati per oltre il 95% da maschere
facciali scartate, considerando che nel contesto della pandemia COVID-19, I’uso dei DPI ¢ stato uno
dei modi piu efficaci e convenienti per prevenire la trasmissione del virus. Nel tentativo di rallentare
la trasmissione del virus ¢ stato indetto il lockdown in diverse aree del mondo causando una riduzione
della valutazione degli ecosistemi dagli operatori scientifici del settore, come, ad esempio,
diminuzione delle indagini sulla pesca, con conseguente calo delle osservazioni necessarie per la
gestione e la conservazione degli habitat marini (Santora et al., 2021). L’aumento esponenziale
dell’utilizzo dei DPI ha aggravato il problema di inquinamento da plastica in mare, problema gia
esistente ma che si ¢ ulteriormente aggravato a causa dello scorretto smaltimento di quest’ultimi, tale
per cui questo tipo di rifiuto plastico potrebbe diventare il rifiuto piu frequente in ambiente marino
ritrovato lungo le coste (Ardusso et al., 2021). L’uso dei DPI non ¢ stato solo promosso, ma anche
imposto, da vari governi, il che ha portato in primo luogo a un massiccio aumento della domanda e
di conseguenza a un considerevole consumo di DPI, in particolare di maschere facciali (Prata et al.,
2020). Per tale motivo, la pandemia globale di COVID-19 ha portato a un largo consumo sia da parte
di operatori del settore sanitario che dai comuni cittadini per proteggersi della trasmissione del virus
(De-la-Torre & Aragaw, 2021). Nel giugno 2020 in Cina, infatti, venivano prodotte 200 milioni di
mascherine al giorno, ma in soli quattro mesi la produzione ¢ aumentata piu di venti volte (Aragaw,
2020), infatti i dati doganali mostrano che la Cina ha esportato 530,7 milioni di mascherine dal 1°
marzo 2020 (Shruti et al., 2020). In un rapporto pubblicato di recente, ¢ stato stimato che 1,56 miliardi
di maschere facciali siano entrate negli oceani nel 2020, un numero sconcertante, con preoccupanti
effetti dannosi sulla vita marina (fonte: OceanAsia, 2020). Si ¢ creata cosi, una nuova sfida sullo
smaltimento di questi oggetti in plastica, senza, inizialmente, specifiche precise sul loro corretto
smaltimento, determinando un aumento di maschere, guanti e oggetti usa e getta (SUP) negli ambienti
costieri di tutto il mondo (De-la-Torre & Aragaw, 2021; Ormaza-Gonzailez et al., 2021; Patricio Silva

et al., 2020).
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E un dato di fatto che I’emergere della pandemia COVID-19 ha influenzato tutti gli aspetti della vita
quotidiana nel mondo, nonché la qualita dell’ambiente ecologico (Pic6 & Barceld, 2023),
determinando effetti sia positivi che negativi a tutti livelli. Tra gli effetti positivi ambientali vi sono
la diminuzione dell’inquinamento atmosferico, dell’inquinamento acustico e la riduzione
dell’emissione gas serra. La diffusione del coronavirus ha creato di fatto, un calo drastico sul consumo
energetico globale e sulle emissioni di gas serra senza precedenti, dovuto al lockdown imposto dalle
istituzioni (L. V. Smith et al., 2021). Durante il periodo di chiusura, infatti, ci sono state restrizioni
sui trasporti che riguardavano il traffico degli aerei internazionali, il traffico navale e commerciale,
che ha portato a ridurre sostanzialmente le emissioni di CO.. Durante il 2020 in confronto al 2019
c¢’¢ stato un calo del 7,8% delle emissioni di CO.dovuto al consumo dei combustibili fossili (Liu et
al., 2020). Confrontando i dati prima e dopo il lockdown, a causa della diminuzione delle attivita
turistiche marine, inoltre, in uno studio sulla barriera corallina, la densita dei pesci di barriera e le
specie pescate sono aumentate di circa il 143% per quanto riguarda la densita complessiva dei pesci
e del 215% delle specie pescate (Lecchini et al., 2021; Patterson Edward et al., 2021). In ogni caso,
nonostante 1’influenza positiva istantanea, non sono ancora chiari gli effetti a lungo termine del
COVID-19 sull’ambiente, anche se ¢ noto che le emissioni di CO. sono una delle cause principali del
cambiamento climatico e del forte aumento delle temperature globali cosi come segnalato da Lacis et
al., 2010. Nella figura 3 ¢ riportata una foto di confronto della capitale dell’India, Nuova Delhi, prima
e dopo la chiusura imposta dallo stato. I tassi di emissioni sono nettamente calati a seguito del
lockdown imposto. Tra effetti negativi a livello ambientale, vi ¢ un aumento dell’inquinamento da
plastica nonché a livello sociale, una profonda crisi economica a livello globale. Sebbene tali
problemi ambientali fossero gia presenti prima della pandemia, di certo con la pandemia COVID-19

si sono ulteriormente esacerbati (Saadat et al., 2020).
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Figura 3. A Nuova Delhi sparisce lo smog: ecco un confronto della capitale dell'India pre e post lockdown imposto a causa
dell'emergenza Coronavirus. Fonte: la repubblica https.://www.repubblica.it/dossier/cronaca/coronavirus-wuhan-
2020/2020/04/23/video/coronavirus_dalla_cappa_di_smog_al_cielo_limpido_nuova_delhi_prima_e_dopo_il_lockdown-422538384/

Si stima che circa il 90% dei detriti marini sia composto da plastica, polistirolo e materiali da
imballaggio. Un’ulteriore preoccupazione riguarda le microplastiche (MPs) sempre piu presenti nei
nostri mari e oceani che, a causa della loro piccola dimensione, sono persistenti in tutto I’ambiente
acquatico e spesso vengono scambiate per cibo e quindi mangiate dagli organismi marini
compromettendone la loro sopravvivenza (De-la-Torre et al., 2023). Questi includono fitoplancton,
zooplancton, coralli, ricci di mare, pesci, e altri organismi animali e vegetali, dai piu bassi livelli
trofici fino ad arrivare ai piu elevati.

Inoltre, le acque costiere e i sedimenti sono potenzialmente esposti alla contaminazione virale SARS-
CoV-2 e ai farmaci utilizzati per combattere la pandemia di COVID-19, in quanto sono la
destinazione finale di liquami urbani terrestri non trattati e dei rifiuti medici. I rischi per la fauna
selvatica e gli ecosistemi aumentano quando questi affluenti contaminati si riversano in mare. Studi
nelle acque costiere italiane(Audino et al.,, 2021) e Alaska(Mathavarajah et al., 2021) hanno
dimostrato che la potenziale contaminazione da SARS-CoV2 mette a rischio i mammiferi marini

vulnerabili, come balene, delfini, e foche (Figura 4).
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Figura 4. Lo scatto di Ralph Pace che ha vinto il primo premio della categoria “Ambiente” dell edizione 2021 del World Press
Photo raffigurante un esemplare di Zalophus californianus che si imbatte in una mascherina abbandonata nelle acque a largo di
Monterey. Fonte: https://www.arte.it/notizie/italia/il-2020-in-un-abbraccio-ecco-i-vincitori-del-world-press-photo-18235

Tuttavia, va detto che il virus COVID-19 nell’acqua di mare ¢ molto instabile a causa di fattori fisici
e chimici come la temperatura, salinita, e luce che ne influenzano la sopravvivenza (Desdouits et al.,
2021).Senza un oceano sano, essenziale per la biodiversita, la regolazione del clima, la produzione di

cibo e ossigeno, le conseguenze per la vita marina e la societa umana potrebbero essere catastrofiche.

1.3 Processo di degradazione dei DPI: una fonte emergente di
microplastiche/microfibre secondarie in ambiente marino costiero

Ci0 che ¢ emerso a seguito della pandemia, nelle indagini ambientali effettuate sia in ambiente marino
che terrestre, ¢ che i potenziali impatti dovuti alla presenza e seguente degradazione dei DPI, sono
stati in prima battuta del tutto trascurati a favore dei problemi sanitari piu urgenti, determinando
indirettamente il virus SARS-CoV2 quale ulteriore causa di inquinamento da plastica a causa del
successivo smaltimento inadeguato dei rifiuti da esso derivati. Come riportato da diversi autori
(Patricio Silva et al., 2021; e Prata et al., 2020), il recepimento e 1’attuazione delle normative sulla
riduzione della plastica gia vigenti sono stati bloccati e rinviati, dando priorita alla salute umana
rispetto alla salute dell’ambiente. A causa della difficolta dei ricercatori di raggiungere i luoghi da

monitorare durante il lockdown, ¢ emersa la difficolta nel mantenere la continuita dei programmi di
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monitoraggio dell’inquinamento da plastica nell’ambiente marino costiero. I programmi di ricerca sul
campo sono stati interrotti, escludendo dunque la possibilita per i ricercatori di raccogliere dati
empirici (Ammendolia & Walker, 2022).

Altra conseguenza ambientale della pandemia ¢ stato I’improvviso aumento della domanda e dell’uso
di prodotti in plastica monouso (SUP) (Klemes et al., 2020), non limitata solo agli ospedali e quindi
agli operatori del settore, ma estesa ai comuni cittadini. Poiché la maggior parte dei polimeri di cui
sono costituiti i DPI non sono biodegradabili, questi possono persistere in ambiente per anni. Le
plastiche, di cui sono costituiti la maggior parte dei dispositivi di protezione, tra cui guanti,
mascherine, visiere e contenitori disinfettanti, sono polimeri prodotti dal petrolio o dal gas (Derraik,
2002; Rios et al., 2007; R. C. Thompson et al., 2009) e sono state ampiamente utilizzate grazie alle
loro caratteristiche di leggerezza, durata, inerzia e resistenza alla corrosione (fonte: PlasticEurope,
2010). Dallo sviluppo della prima plastica moderna nel 1907, molte tecniche di produzione sono state
migliorate, rendendo possibile la produzione di massa di una varieta di materie plastiche. Cio ha
portato a un ampio uso della plastica in molteplici applicazioni (Andrady, 2011). Dagli anni ’40, la
quantita di plastica prodotta ¢ aumentata rapidamente, raggiungendo 230 milioni di tonnellate nel
20009, pari all’8% della produzione globale di petrolio (R. C. Thompson et al., 2009).

Nel 2019, 1’Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) ha dichiarato I’emergenza sanitaria
globale, in risposta all’infezione causata dal Corona virus (Acter et al., 2020); ci0 ha causato un
aumento delle plastiche monouso, legato soprattutto, all’utilizzo dei dispositivi di protezione
individuale, ovvero uno dei modi piu efficaci ed economici per prevenire il contagio. Per questo
motivo, il massiccio aumento di domanda e uso di mascherine e guanti (Prata et al., 2020; Rakib et
al., 2021), ha reso questi DPI un tipo di rifiuto marino molto diffuso (Ardusso et al., 2021). |
dispositivi di protezione individuale, a seconda delle loro caratteristiche chimiche, vanno incontro a
diversi destini, in base alla loro densita specifica possono galleggiare o affondare sul fondo
dell’oceano, (De-la-Torre & Aragaw, 2021; Hasan et al., 2023) ed essere sottoposti a erosione

meccanica e/o degradazione dovuta ai raggi UV per irradiazione solare, che porta questi rifiuti a
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trasformarsi in microplastiche secondarie (Aragaw & Mekonnen, 2021; Cabrejos-Cardena et al.,
2023). La graduale perdita delle proprieta meccaniche della plastica ne facilita la frammentazione in
seguito a sollecitazioni meccaniche. Si tratta di un processo che altera poco la massa complessiva dei
rifiuti plastici, ma che causa la produzione di detriti microplastici (range dimensionale 5 mm - 1 pm)

che andranno a impattare inevitabilmente sugli organismi marini (Figura 5).

RIFIUTI DPIIN AMBIENTE MARINO

COVID-19

Figura 5. I rifiuti marini a seguito della pandemia: una minaccia incombente per |’ambiente marino.

Le indagini sulla degradazione fisico-chimica dei dispositivi di protezione individuale in condizioni
ambientali controllate e non controllate, sono in gran parte carenti. I DPI una volta raggiunto
I’ambiente marino sono sottoposti a condizioni meteorologiche che ne alterano le caratteristiche
fisico-chimiche. Ad esempio, mascherine in polipropilene (PP) hanno mostrato una significativa
diminuzione del loro grado di cristallinita e rottura della microstruttura fibrosa dopo essere state
estratte dall’ambiente marino(De-la-Torre et al., 2022a). La foto-ossidazione di molecole come PP
(polipropilene) e PE (polietilene) induce fragilita del materiale portando alla sua frammentazione e
al rilascio di MPs (particelle di plastica piu piccole di 5 mm) e nanoplastiche (NP; particelle di
plastica piu piccole di 1 um) (Forero Lopez et al., 2021). Le stime di MPs e NPs rilasciate dalle
maschere monouso esposte a irradiazione di luce UV in una soluzione acquosa sotto continua
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agitazione raggiungono centinaia di migliaia di particelle per maschera(Morgana et al., 2021;
Rathinamoorthy & Balasaraswathi, 2022; Saliu et al., 2021). In particolare, 1’esposizione alla luce
UV induce la scissione della catena e la successiva ossidazione della struttura polimerica
determinando la frammentazione e degradazione delle mascherine. La presenza di rifiuti plastici
nell’oceano ¢ stata ampiamente discussa da Cordova et al., 2021. Durante la pandemia COVID-19
sono stati utilizzati una quantita abnorme di DPI aggravando il problema del corretto smaltimento
(Aragaw et al., 2022; Dioses-Salinas et al., 2022; Pizarro-Ortega et al., 2022). Il corona Virus ha
portato un’incapacita da parte delle amministrazioni di tutto il mondo (Chowdhury e al., 202; De-la-
Torre et al., 2021; Dioses-Salinas et al., 2022) a gestire e affrontare in modo efficiente il drastico
aumento dei rifiuti sanitari generati sia dai comuni cittadini che da strutture sanitarie, ai quali in ugual
misura ¢ stato richiesto di indossare dispositivi di protezione individuale al fine di prevenire il
contagio. A causa del possibile fallimento della gestione sostenibile, I’uso diffuso di mascherine ¢
diventato la principale causa di inquinamento da MPs e MFs (microfibre) nei sistemi acquatici di
tutto il mondo. Per diversi motivi, che possono essere rispettivamente la cattiva gestione dei rifiuti da
parte delle autorita competenti, o I’incivilta del comune cittadino, le mascherine scartate finiscono
quindi sulla costa diventando una fonte emergente di microfibre secondarie e particelle di

microplastiche (Wang et al., 2021).

1.4 Composizione chimica delle mascherine monouso

Per rispondere all’emergenza sanitaria da COVID-19, le mascherine chirurgiche sono state
equiparate ai DPI (articolo 16 comma 1 DL 17 marzo 2020 n°18) con la funzione principale di
proteggere gli individui dal contrarre e trasmettere le infezioni virali da SARS-CoV-2.
Oggigiorno, sono disponibili in commercio tre tipi di mascherina: mascherina respiratoria N95,
FFP2 mascherina chirurgica o medica, mascherina monouso non certificata (Das et al., 2020; Ho
et al., 2020). I materiali in assoluto piu utilizzati sono il polipropilene, poliuretano,

poliacrilonitrile, polistirene, policarbonato, polietilene o poliestere (Aragaw, 2020; Ardusso et al.,
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2021; Potluri & Needham, 2005). Il motivo del largo utilizzo di questi materiali ¢ dovuto sia alla
sua natura idrofobica che rende la maschera impermeabile, sia alla sua struttura porosa che rende
la maschera assorbente, garantendo cosi un microclima ottimale tra il viso e la mascherina. La
maggior parte delle mascherine in commercio sono realizzate con un materiale specifico chiamato
tessuto non tessuto, o in breve TNT. Per produrre maschere vengono utilizzati due diversi tipi di
TNT: TNT spunbond e TNT meltblown( Xu & Ren, 2021). II primo, TNT spunbond, viene
utilizzato per realizzare gli strati esterni perché ¢ anti-goccia, quindi idrorepellente. All’interno di
questi strati & compreso un diverso numero di strati di TNT meltblown, che sono responsabili
dell’azione filtrante. Nelle maschere chirurgiche ¢ presente un solo strato mentre nelle FFP2 ed
FFP3 sono presenti rispettivamente due, tre o piu strati(Aragaw, 2020; Fadare & Okoffo, 2020).
La capacita filtrante del TNT meltblown varia a seconda della sua qualita e soprattutto del carico
elettrostatico del materiale, e a seconda della lavorazione la capacita filtrante pud variare anche
del 20 0 30 %. Il meccanismo di filtraggio delle mascherine mediche avviene tramite diffusione
browniana, intrappolamento, collisione inerziale, sedimentazione gravitazionale e adsorbimento
elettrostatico. Tuttavia, la maggior parte delle mascherine attualmente disponibili sono realizzate
in polipropilene, che non ¢ degradabile, causando un forte inquinamento ambientale. Gli studi
condotti da (Ferndndez-Arribas et al., 2021) hanno riportato il rilascio di esteri organo fosfati da

varie mascherine chirurgiche ed FFP2-FFP3.

Le sostanze chimiche adsorbite nelle microplastiche possono penetrare nei tessuti dopo
I’ingestione e/o contatto, provocando bioaccumulo e inducendo effetti eco-tossicologici (Issac &
Kandasubramanian, 2021). E necessario adottare un metodo sostenibile con un’efficienza
superiore a quelle disponibili per ridurre tale tipo di inquinamento. Di recente ¢ stata quindi ideata
una maschera di origine biologica in cui ¢ stato utilizzato un biopolimero di glutine di grano che
¢ stato elettrofilato in membrane di nanofibre e, successivamente, carbonizzate a oltre 700 °C per

formare una struttura a rete. Questa rete puo fungere da filtro insieme a quantita molto basse di
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lanosol per creare una mascherina completamente biologica e biodegradabile in grado di ridurre
efficacemente la trasmissione di malattie infettive (Das et al., 2020). Nella Figura 6 sono illustrate
differenti tipi di mascherine in uso e in fase di ricerca, per poter garantire la protezione

dell’individuo compatibilmente con la sostenibilita ambientale.

Disposable Facemask Surgical or Medical Mask Non-certified Facemask
(Cloth Mask)

5 Layers P25 Activated Carbon Filter

Activated carbon mask Bio-based mask

Figura 6. Differenti tipi di mascherine in uso e in fase di ricerca. Fonte: (Das et al., 2020)

1.5 Interazione degli organismi marini con i rifiuti dovuti alla pandemia
COVID-19

L’enorme utilizzo dei dispositivi di protezione individuali ha aggravato la situazione di
inquinamento da plastica in ambiente, sia terrestre che marino. Cio ¢ stato dovuto all’iniziale
ignoranza e negligenza da parte del comune cittadino a smaltire i DPI come rifiuti medici, e
successivamente all’incapacita delle amministrazioni di gestire una quantita di rifiuti a livello
mondiale, prodotta a livelli esponenziali ed in maniera troppo repentina per i normali meccanismi
di gestione. Una volta raggiunto 1’ambiente, 1 materiali plastici di cui sono composti questi
dispositivi vanno incontro a degradazione e frammentazione, influenzando di conseguenza sia la
flora che la fauna che ne entrano in contatto. In ambiente marino, sono stimate circa 267 specie a

essere in varia misura colpite dall’inquinamento da plastica, in seguito a ingestione,
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impigliamento e strangolamento, tra i piu colpiti circa 1’86% delle tartarughe marine, il 44% degli
uccelli marini, e il 43% dei mammiferi marini. Oltre a effetti evidenti dovuti a lesioni, blocchi
intestinali, annegamento, gli organismi marini sono soggetti anche agli effetti meno evidenti
macroscopicamente, causati dalle microplastiche (Klemes et al., 2020). A causa delle loro
dimensioni piu piccole, questi detriti plastici risalgono lungo la rete trofica marina, arrivando fino
all’uomo che ingerisce animali marini interi (compresi di tratto gastro-intestinale) nella sua dieta

abituale, ingerendo anche le MPs.

Interessante come, 1 rifiuti plastici in ambiente marino sembra possano inoltre fungere da
substrato per I’insediamento e la proliferazione di invertebrati marini, organismi vegetali e
microorganismi (Cesarini et al., 2022; Crocetta et al., 2020). Indagini sull’impatto che hanno i
rifiuti DPI, sono stati effettuate coinvolgendo organismi di vari taxa (Ammendolia et al., 2022;
Hiemstra et al., 2021). In particolare, Hiemstra et al., 2021 affronta gli effetti dei rifiuti generati
dalla pandemia COVID-19 segnalando il problema dei rifiuti da COVID-19 come una nuova
minaccia emergente per vita animale. Nel loro studio viene presentato il primo caso di un pesce
intrappolato in un guanto medico e di vari uccelli, tra i quali gabbiani (Larus sp. Linnaeus,1758),
falchi pellegrini (Falco peregrinus Tunstall, 1771) cigni (Cygnus olor Gmelin, 1789), germani
reali (Anas platyrhynchos Linnaeus, 1758), pettirossi americani (7urdus migratorius Linnaeus,
1766), che utilizzano le mascherine come materiale per costruire il loro nido. Inoltre, vengono

citati 1 casi riportati online, su https://www.covidlitter.com, di interazioni di animali con rifiuti di

DPI, quali granchi (Carcinus maenas Linnaeus, 1758), pesce palla (Sphoeroides testudineus
Linnaeus, 1758), ricci (Erinaceus europaeus Linnaeus, 1758), pipistrelli (Eptesicus serotinus
Schreber, 1774) e volpi (Vulpes vulpes Linnaeus, 1758). Fukuoka et al., 2022 ha segnalato in
Chelonia Mydas (Linnaeus, 1758) una tartaruga verde giovane, la presenza di mascherine nelle

feci, cosi come Gallo Neto et al., 2021, ha reso noto la morte di un pinguino di magellano
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Spheniscus magellanicus, (J.R. Forster, 1781) trovato sulla spiaggia di Juquehy, Sdo Sebastido,

Brasile, a seguito dell’ingestione di una mascherina.

Nella figura 7 sono riportate alcune immagini di organismi animali che interagiscono con DPI
(mascherine e guanti) incontrati nel loro ambiente naturale a seguito di dispersione in ambiente
di questi ultimi da parte dell’'uomo. L’interazione con questi rifiuti non si limita solo
all’impigliamento, ma all’utilizzo dei DPI come materiale da nido (interazione con
comportamento riproduttivo) o addirittura come gioco. I casi pit impattanti sono caratterizzati
dall’ingestione e dall’intrappolamento, che talvolta ha determinato la morte degli organismi

animali.

Photo: Nicholas Hayman Photo: Argonauta Institute for Coastal and Marine Conservation

Figura 7. Interazioni di organismi animali con dispositivi medici inquinanti, in ambiente sia terrestre che acquatico. Fonte:
httos://www.covidlitter.com.
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https://www.covidlitter.com/

Nel periodo da aprile 2020 a marzo 2022, sono state raccolte attraverso la piattaforma Covid-litter
ottantasei reperti fotografici, in cui ogni cittadino ha condiviso le osservazioni delle interazioni
degli organismi con i dispositivi di protezione individuale. Nei rapporti sono state riportate le date
di osservazione (mese, anno), il paese, il nome della specie osservata e I’osservatore o reporter
che ha documentato. Ad esempio, la prima interazione con 1 rifiuti COVID-19 ¢ stata segnalata
nei Paesi Bassi, durante I’operazione di pulizia denominata “PLASTIC SPOTTER” svoltasi nei
canali di Leiden nell’agosto del 2020. Le piattaforme di Citizen Science come le applicazioni
mobili Marine Debris Tracker, Litterati, Clean Swell e siti web come Covid-litter sono diventati
cruciali per la raccolta di dati utili al monitoraggio della dispersione e di eventuali impatti di tali

rifiuti sulla fauna di tutto il mondo.

1.6 Ilruolo della Citizen Science nel monitoraggio ambientale durante
la pandemia COVID-19

Ogni anno piu di 10 milioni di tonnellate di plastica finiscono negli oceani (Jambeck et al., 2015),
processo che ha sempre suscitato 1’interesse della comunita scientifica, attenta all’impatto ecologico
marino che ne puo derivare. Purtroppo, una delle conseguenze della pandemia COVID-19 ¢ stato
I’enorme utilizzo di dispositivi di protezione individuale (DPI) per prevenire la diffusione del virus.
L’ abbandono di questi rifiuti, in gran parte costituiti da plastica, in seguito alla cattiva gestione del
loro smaltimento, ha suscitato preoccupazione sulle conseguenze ambientali a lungo termine che
potrebbero indirettamente derivare dalla pandemia(Hiemstra et al., 2021; Kutralam-Muniasamy et
al., 2022; Patricio Silva et al., 2021; Prata et al., 2020). Per tale motivo ¢ stato necessario raccogliere
dati relativi a questa nuova improvvisa tipologia di inquinamento, attraverso monitoraggi a intervalli
regolari. Per il monitoraggio di questi rifiuti sanitari, oltre alla raccolta diretta dei dati da parte dei
ricercatori, un approccio che si ¢ rivelato valido ¢ stato usufruire della cosiddetta Citizen Science,
ovvero la scienza dei cittadini, un complesso di attivita collegate ad una ricerca scientifica a cui

partecipano semplici cittadini. Nel caso specifico, ha coinvolto volontari che campionando i rifiuti di
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DPI provenienti da qualsiasi matrice ambientale, in qualsiasi parte del mondo, hanno contribuito a
creare una rete dati altrimenti impossibile da costruire con la ricerca classica, durante un periodo di
forti limitazioni imposte ai cittadini (Ammendolia et al., 2021; Thiel et al., 2021). Mantenere infatti,
la continuita, dei piani di monitoraggio durante la pandemia COVID-19 ¢ stato difficile soprattutto a
fronte delle restrizioni locali, regionali, nazionali ed internazionali. Il ruolo dei cittadini ¢ stato
fondamentale nell’identificazione della distribuzione geografica dei DPI in diverse parti del mondo,
essenziale per avere una fotografia d’insieme sull’inquinamento ambientale diffuso e indiscriminato
causato dalla pandemia. Ottenere un ampio data-set geospaziale e temporale ¢ imprescindibile per
sviluppare strategie di mitigazione atte a ridurre I’inquinamento dei DPI, che si ¢ rivelato un problema

globale in crescita (Canning-Clode et al., 2020; Patricio Silva et al., 2020, 2021; Prata et al., 2020).

Durante il periodo pandemico, a partire dal 2019, le amministrazioni di tutto il mondo hanno emanato
delle restrizioni sugli spostamenti di ogni ordine a tutti i cittadini, al fine di poter contenere il contagio
da COVID-19. Nell’ambito di tali restrizioni, la pandemia ha dimostrato 1I’importanza della Citizen
Science (CS), ovvero I’importanza di coinvolgere individui “non specialisti” in una ricerca
scientifica, raccogliendo dati altrimenti impossibili da ottenere. Affinché i progetti di CS garantiscano
la qualita dei dati raccolti, i progetti devono fornire informazioni chiare agli “scienziati cittadini”, con
metodi di campionamento semplici e possibilita di registrare i dati facilmente (Bonney et al., 2009).
I progetti incentrati sulla raccolta dei detriti di plastica costieri hanno prodotto metodi
scientificamente riproducibili e grandi data-set da parte di cittadini di tutte le eta, dai bambini di
scuola elementare in Cile (Hidalgo-Ruz & Thiel, 2013) agli studenti di scuola superiore alle Bahamas
(Ambrose et al., 2019). Le iniziative di Citizen Science sono state facilmente accessibili al pubblico,
soprattutto nel periodo della pandemia, in quanto molte di esse sono disponibili tramite applicazioni
mobili, ad esempio Clean Swell dell’Ocean Conservancy, fornendo dati in tempo reale durante la
pandemia. Nel corso del 2020 ad esempio, attraverso 1’utilizzo di questa App, 1 cittadini che hanno

aderito al progetto di CS hanno segnalato e rimosso un totale di 107.219 pezzi di DPI (Ocean
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Conservancy, 2021). Cio ¢ particolarmente rilevante perché durante la pandemia molti programmi
governativi, accademici € ONG sono stati cancellati a causa delle restrizioni, che avrebbe causato un

deficit di informazioni sulla presenza di questi inquinanti emergenti.

Si evince quindi che la Citizen Science ¢ stata fondamentale nell’identificazione della distribuzione
geografica dei DPI in diverse parti del mondo, in tempo reale, dando la possibilita a livello
internazionale di implementare lo sforzo collettivo per raggiungere gli obiettivi di sviluppo

sostenibile delle Nazioni Unite (Walker, 2021).

1.7 Scopo della tesi

Il presente studio intende porre 1’attenzione su un nuovo tipo di inquinamento da plastica dovuto al
cattivo smaltimento dei dispostivi di protezione individuale (DPI) e sui suoi effetti sull’ecosistema.
La comunita scientifica e 1’opinione pubblica stanno prestando sempre maggiore attenzione
all’ambiente e all’inquinamento da plastica in ambiente marino. Questo studio si concentra in
particolare sulla valutazione dei DPI, come nuova fonte di inquinamento emergente; I’interesse nasce
da una significativa mancanza di informazioni su questo tipo di inquinamento. Pertanto, si ¢ cercato
di affrontare la questione analizzando la presenza e la distribuzione dei DPI attraverso un approccio
diverso da quello classico, caratterizzato solo da campionamenti diretti, rappresentato dall’utilizzo
anche della Citizen Science, ovvero la raccolta di dati desktop relativi a tale tipo di inquinamento a
partire da segnalazioni di comuni cittadini, nell’ambito di progetti scientifici, per capirne in primis il
livello di inquinamento derivato da tali dispositivi.

Una prima parte della ricerca ¢ stata quindi svolta mediante raccolta di materiale foto e video
attraverso piattaforme social come Facebook, Instagram, Tik-Tok, e un ulteriore aiuto ¢ stato
rappresentato da siti internet come Covid-litter, o App come Marine Debris Tracker, Litterati, Clean
Swell. Per una maggior completezza di informazione sull’impatto e la distribuzione di questi
strumenti di protezione a livello mondiale, ¢ stata effettuata una raccolta bibliografica volta alla

valutazione della presenza dei DPI come fonte di inquinamento plastico nell’ambiente marino.
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La seconda parte dello studio ¢ stata a carattere sperimentale, volta a investigare la potenziale tossicita
legata alle microplastiche (MPs) e microfibre (MFs) derivate dai DPI. Si ¢ cercato di investigare gli
effetti sugli organismi acquatici dei DPI, quando in seguito alla loro degradazione e frammentazione,
rilasciano microparticelle con conseguente possibile ingestione da parte degli organismi marini. La
fase sperimentale dello studio ¢ stata condotta su due diversi organismi modello: Mytilus
galloprovincialis (Lamarck, 1819) e Danio rerio (Hamilton, 1822). La scelta ¢ ricaduta su modelli
noti e ampiamente utilizzati nella ricerca scientifica, in quanto vi ¢ una buona conoscenza della
fisiologia, anatomia e biologia di questi organismi. Cid permette di comprendere fenomeni biologici
fondamentali, che sono poi applicabili ai vertebrati superiori, in base al presupposto che le
informazioni acquisite sui principi biologici fondamentali dell’organismo modello, si mantengono
attraverso la scala evolutiva. La scelta delle concentrazioni di DPI da testare ¢ stata influenzata dalle
concentrazioni ambientali rilevate in studi di indagine ambientale, moltiplicando poi questa
concentrazione base al fine di testare gli eventuali effetti di una sovraesposizione. Utilizzando un
approccio multidisciplinare basato su una risposta legata allo stress ossidativo, quale I’espressione
della malondialdeide (MDA), sono state studiate le possibili implicazioni biologiche
dell’inquinamento da MPs dovuto alla frammentazione dei DPI.

Aumentare le conoscenze su questi processi € le loro conseguenze sull’ambiente e gli organismi
viventi, risulta urgente e indispensabile per affrontare al meglio la crisi globale dovuta
dall’inquinamento da plastica, cercando come comunita scientifica di chiarire i potenziali danni
all’ecosistema marino e meglio sostenere le governance nel pianificare piani di recupero/ripristino

delle condizioni naturali sul nostro pianeta.
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2. Materiali e metodi

2.1 Dati Desktop: raccolta ed elaborazione dei dati provenienti da
Citizen Sciences

Il monitoraggio dei rifiuti medici dovuti al COVID-19 puo essere condotto in maniera diversa, in
base all’accessibilita dell’area di interesse o alle risorse disponibili. Al momento non esistono
procedure standardizzate e accettate a livello internazionale per il rilevamento dei rifiuti Dpi (De-la-
Torre & Aragaw, 2021; Haddad et al., 2021). Viene fatta tuttavia una distinzione se si tratta di
ambiente marino o urbano. In ambiente marino, per monitorare le lunghe aree di costa vengono
utilizzati comunemente 1 transetti € campionamento manuale (Ammendolia et al., 2021), mentre in
ambiente acquatico, le piu utilizzate sono le mante e le reti (Cordova et al., 2021; Okuku et al., 2021).
Per la nostra raccolta dati, la ricerca di reperti provenienti da collezioni non scientifiche si ¢ basata
sul rilevamento di foto pubbliche e post sui social media in piattaforme globalmente molto utilizzate
come Facebook, Instagram, Twitter. Un’altra importante via di raccolta dati ¢ stata rappresentata da
alcune App come Marine Debris Tracker, Litterati, CleanSwell, Marine Pollution Project e siti on-
line come Covid Litter. La ricerca ¢ stata effettuata successivamente al decadere del lockdown
imposto dalle istituzioni per contenere il contagio del virus, quindi a partire da meta 2020. Le parole
chiave utilizzate nella ricerca on-line sono state: facemasks, COVID-19, waste COVID-19, pollution
masks and gloves. L’approccio di questa collezione si basa sull’impatto dei DPI in termini di
distribuzione, effetto e inquinamento. Le interazioni degli organismi con i DPI, osservate nelle
immagini selezionate, sono state classificate in cinque categorie: ingerito, materiale utilizzato per il
nido, impigliato, intrappolato, gioco.

Durante la revisione della letteratura scientifica, sono state effettuate ricerche delle stringhe
selezionate sui database internazionali Scopus, PubMed, Web of Science e Google Scholar, senza
limitazioni temporali, a partire dal 2019, in riferimento agli studi gia pubblicati che riguardavano
I’inquinamento post COVID-19. Le informazioni estratte dagli articoli scientifici riguardavano il

nome del primo autore, I’anno di pubblicazione, il paese oggetto della segnalazione, la tipologia di
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DPI segnalato (guanti o mascherine), e la specie animale venuta in contatto con il rifiuto, sia marino

che terrestre.

2.2 Frammentazione dei DPI

Per lo svolgimento delle fasi sperimentali di questo studio sono stati utilizzati due diverse tipologie
di DPI, le mascherine chirurgiche e i guanti monouso, molto utilizzati durante la pandemia da
COVID-19. 1 DPI utilizzati erano vergini, ma considerando la natura monouso degli stessi erano
assimilabili agli stessi appena utilizzati. Prima della frammentazione in laboratorio, la struttura in
alluminio e quella elastica sono state rimosse dalle mascherine (Figura 8). La frammentazione
sperimentale di mascherine facciali e guanti ¢ stata realizzata con semplici forbici e mortaio seguendo
il protocollo gia applicato in un recente studio (Sendra et al., 2022a) cosi da ridurre i frammenti fino
alle dimensioni di microplastiche (> 5mm) (Figura 9). I frammenti ottenuti sono quindi stati
fotografati servendosi di una Axiocam 208 color camera (Carl Zeiss, Jena, Germany) montata su uno
stereomicroscopio Zeiss Discovery V8 (Carl Zeiss, Jena, Germany). La dimensione dei frammenti
provenienti sia da mascherine che gunanti ottenuti dalla frammentazione ¢ stata quindi misurata

attraverso 1’utilizzo del software ImagelJ.

Figura 8. Fasi di frammentazione di una mascherina in laboratorio.
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Figura 9. Frammenti di materiale plastico, risultanti dalla frammentazione di guanti (sx) e mascherine (dx).

2.3 Esposizione di Mytilus galloprovincialis (Lamark,1819) ai
frammenti di DPI

2.3.1 Organismo modello

Il M. galloprovincialis (Figura 8), ¢ un mollusco bivalve dotato di una conchiglia di carbonato di
calcio a due valve uguali, appartenente alla famiglia Mytilidae, ordine Mytiloida, classe Bivalvia,
phylum Mollusca. Questi molluschi hanno un’ampia distribuzione geografica, ¢ sono ben
rappresentati in Mar Mediterraneo e nella fascia costiera dell’Oceano Atlantico orientale. Sono
organismi filtratori non selettivi, cosi come tutti i lamellibranchi, dotati cio¢ di branchie a lamelle,
che contemporaneamente assorbono ossigeno e trattengono il cibo, inoltre sono animali sessili,
ovvero adesi a substrati, tramite il bisso, a formare colonie (della Malva et al., 2024).

I mitili sono da secoli oggetto di interesse commerciale da parte dell’'uomo, sia mediante raccolte da
letti selvatici nella maggior parte dei paesi europei costieri come fonte di cibo, I'esca per pesca e come
fertilizzante (Voultsiadou et al., 2009). La produzione di mitili, basata sulla raccolta di giovani
esemplari selvatici e sul loro trasferimento in luoghi piu sicuri, ¢ iniziata nel Medioevo. Attualmente,
1 molluschi selvatici sono ancora raccolti in diversi paesi, anche se sono state sviluppate nuove
tecniche di raccolta dei giovanili (ad es. utilizzando corde o conchiglie come substrato per
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l'insediamento delle larve planctoniche). Inoltre, in alcuni paesi europei sono state implementate
tecniche di incubazione che consentono la produzione di giovanili (Piferrer et al., 2009). Secondo 1
dati FAO, quattro paesi (Spagna, Italia, Francia e Paesi Bassi) hanno rappresentato la maggior parte
della produzione di mitili dell'UE nel 2016 (82% in peso e valore).

Grazie alle loro caratteristiche biologiche e alla strategia alimentare, nonché a una buona conoscenza
della fisiologia di questo organismo, il M. galloprovincialis viene considerato da anni un organismo
modello in eco-tossicologia, per lo studio di moltissimi inquinanti emergenti, come recentemente per
le microplastiche (Alesci et al., 2023; Stara et al., 2020a, 2021a). L’elevata capacita di bioaccumulo
dell’organismo e la limitata capacita di metabolizzare gli xenobiotici rendono il M. galloprovincialis
un bioindicatore perfetto per fornire informazioni sulla qualita dell’ambiente che lo circonda

(Bordignon et al., 2024; Danovaro et al., 2004).

Figura 10. Immagine esplicativa di M. galloprovincialis fonte: https://www.researchgate.net/figure/Mytilus-galloprovincialis-
Lamarck-1819-8 fig2 355882208, The Effects of Shellfish Consumption Frequency for Human Health ((Irkin & Irkin, 2021)).

2.3.2 Preparazione degli animali e disegno sperimentale

Nel presente studio, M. galloprovincialis (Lamark,1819), bivalve endemico del Mar Mediterraneo, ¢
stato utilizzato come organismo modello per valutare I’effetto combinato di mascherine e guanti. Le
cozze sono state acquistate da un allevamento locale di mitili presso il Lago Faro SRL, Frutti di mare,
Messina, Italia). Un totale di 320 animali (lunghezza media = 6,21 + 0,14 cm) sono stati ospitati in
laboratorio per 10 giorni per acclimatarsi con acqua di mare aerata, prima di condurre gli esperimenti.

Per I’acclimatazione, i mitili sono stati mantenuti per due settimane a parametri stabili di: temperatura
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23,03 £0,6°C; pH 7,54 £ 0,16; salinita 31,79 + 1,37; e con un fotoperiodo impostato a 12 ore di luce
e 12 ore di buio. Gli organismi sono stati alimentati con una miscela di alghe commerciale
(OceanMagik Live Phytoplankton Blend, AlgaeBarn, Colorado, US).

Per la determinazione delle concentrazioni di frammenti di DPI da testare ¢ stata utilizzata come fonte
di riferimento uno studio recente di Sendra et al., 2022, selezionando quindi la concentrazione 10
mg/L, sia per i frammenti provenienti da guanti che da mascherine. La concentrazione selezionata di
10 mg/L ¢ stata scelta in base alla dose ambientale riportata nello studio di riferimento (Sendra et al.,
2022). In piu, al fine di valutare una potenziale esposizione acuta ambientale, si ¢ scelto di utilizzare

una concentrazione in sommatoria dei due diversi DPI testati nello studio per un totale di 100 mg/L.

I mitili sono stati divisi in quattro vasche/gruppi sperimentali da 40 litri, ciascun gruppo in tripla
replica. I gruppi sono stati divisi come segue: un gruppo di controllo (n=40) con solo acqua di mare
sterilizzata; un gruppo (n= 40) esposto frammenti provenienti da maschere facciali con
concentrazione di 10 mg/l, un gruppo (n= 40) esposto a esposto frammenti provenienti da guanti con
concentrazione di 10 mg/l, e un ultimo gruppo (n= 40) esposto a entrambi 1 contaminanti, sia
mascherine che guanti concentrazione in sommatoria per un totale di 100 mg/1. Gli organismi sono
stati mantenuti in condizioni controllate, con parametri come da stabulazione (aerazione, temperatura
23,03+ 0,6°C,pH 7,54+ 0,16, salinita31,79+ 1,37, fotoperiodo 12L:12D) per sette giorni. Tutte
le soluzioni, controllo e sperimentali sono state parzialmente rinnovate ogni 24 ore per garantire una
costante esposizione agli inquinanti. Venti mitili sono stati campionati in maniera casuale da ciascun
gruppo il settimo giorno di esposizione per le successive analisi. Branchie e ghiandole digestive sono
state campionate (Figura 11) e fissate in formalina tamponata in acqua di mare al 10% per analisi

istologiche, e parte conservate a -80° C per ulteriori analisi molecolari.

41



Figura 11. Fasi di dissezione dei mitili in laboratorio.

2.3.3 Analisi istologiche
Sono stati campionati per le analisi istologiche un totale di 45 esemplari, prelevati dai tre differenti
gruppi giunti a fine esposizione: 15 dalle tre repliche di controllo; 15 dalle tre repliche esposte a
frammenti provenienti da maschere facciali con concentrazione di 10 mg/l, 15 dalle tre repliche
esposte a esposto frammenti provenienti da guanti con concentrazione di 10 mg/l; nessun esemplare
¢ stato campionato dalle repliche esposte a entrambi i contaminanti, sia mascherine che guanti
concentrazione in sommatoria per un totale di 100 mg/l, a causa della mortalita di massa avvenuta a

48h dall’inizio dell’esperimento. Al settimo giorno di esposizione, sono stati prelevate dagli
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esemplari, branchie (G) e ghiandole digestive (DG) e immediatamente fissate in formalina tamponata
al 10% per 24 ore. Successivamente alle 24 ore, il protocollo scelto, ha previsto un lavaggio con acqua
corrente e una disidratazione attraverso una serie di alcool crescenti a partire dall’alcool 50 fino
all’alcool assoluto. Successivamente 1 campioni sono stati chiarificati in xilene e infine inclusi in
paraffina per il successivo taglio al microtomo EG11504 (Leica Biosystems) in sezioni da Sum. Le
sezioni ottenute sono state colorate con ematossilina eosina (H&E) (Marino et al., 2016; Stara et al.,
2021b). Per le osservazioni e valutazioni istopatologiche ¢ stato utilizzato un microscopio ottico
(Leica DM6 B, Leica Microsystems GmbH, Ernst-Leitz-Strasse, Wetzlar, Germania), dotato di
fotocamera integrata (Leica DFC 7000T) a diversi ingrandimenti:10x,20x,40x, 63x ¢ 100x. Le
immagini che sono state acquisite e sono state elaborate con il software Leica Application Suite X

(LASX).

2.3.4 Determinazione della Malondialdeide (MDA)

I tessuti delle branchie e della ghiandola digestiva (n= 15 per ciascun pool di repliche) sono stati
scongelati e pesati separatamente. Per la valutazione della perossidazione lipidica ¢ stato utilizzato il
metodo delle sostanze reattive all’acido tiobarbiturico leggermente modificato (TBARS) in
riferimento allo studio di (Aguilar Diaz De Leon & Borges, 2020). I tessuti sono stati raccolti e
omogeneizzati in tampone KCl. L’omogenato ¢ stato centrifugato a 4000 rpm e il surnatante ¢ stato
prelevato per 1’analisi. A ciascun campione ¢ stata aggiunta una soluzione di acido tiobarbiturico
(TBA) e acido tricloroacetico (TCA). I campioni sono stati poi riscaldati a 55° C per 60 minuti per
permettere la reazione tra i perossidi lipidici e il TBA, formando un complesso colorato. Dopo il
raffreddamento, i campioni sono stati centrifugati e I’assorbanza del surnatante ¢ stata misurata a 532
nm utilizzando un lettore di micropiastre. I risultati sono stati espressi come concentrazione
equivalente di malondialdeide (MDA) utilizzando una curva standard MDA. Questo metodo ha
consentito di quantificare il livello di perossidazione lipidica nei tessuti dei molluschi, fornendo

un’indicazione dell’entita dello stress ossidativo.
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2.4 Esposizione di (Danio rerio Hamilton, 1822) ai frammenti di DPI
mediante Z-FET (Fish Embryo Toxicity)

2.4.1 Organismo modello
Lo zebrafish (Danio rerio Hamilton, 1822) ¢ un modello sperimentale utilizzato nella ricerca di base,
embriologia e nei saggi eco-tossicologici da molti anni (Brundo et al., 2016; Chinen et al., 2003;
D’Iglio et al., 2023; Jonz & Nurse, 2006; Limonta et al., 2019; Mohamedien et al., 2023; Salvaggio
et al., 2016; Q. Zhang et al., 2016), e allo stesso tempo ampiamente utilizzato perché ormai molto
studiato, affidabile e relativamente economico. Gli zebrafish sono facili da mantenere in laboratorio,
con elevata fecondita e stadi embriologici ben visibili e valutabili (W. Y. Chen et al., 2004; Helterline
et al., 2007; Lammer et al., 2009; Watzke et al., 2007). Presentano inoltre somiglianze con gli esseri
umani a vari livelli, sia molecolari, strutturali e fisiologici, nonché nel sistema respiratorio, nel
sistema cardiovascolare e nel sistema immunitario; di conseguenza ¢ stata dimostrata una buona
corrispondenza di tossicita di questi organismi con la tossicita nei mammiferi(H. Liu et al., 2017,

Rahbar et al., 2016; X. Wang et al., 2016).

2.4.2 Preparazione degli animali e disegno sperimentale
Per la sperimentazione oggetto di questo studio sono stati utilizzati riproduttori di Zebrafish wild-
type di un anno di eta allevati presso il dipartimento CHIBIOFARAM, nell’istituto di patologia
comparata sperimentale, forense e acquatica “Slavko Bambir” dell’Universita degli studi di Messina.
I pesci sono stati alimentati con cibo secco commerciale due volte al giorno. Dopo una fase routinaria
di stabulazione degli animali all’interno dell’istituto, si ¢ quindi provveduto a verificare la formazione
delle coppie all’interno del branco e quindi le stesse sono state trasferite in impianto “Zebtec Stand
Alone” (Tecniplast, Italy) (Figura 12), allo scopo di ottenere i cicli riproduttivi, necessari per la
sperimentazione, in ambiente controllato e wuniforme per tutte le coppie, stabulate
contemporaneamente in vasche separate, ¢ quindi in condizioni minori di stress e competizione

alimentare e riproduttiva tipiche della vita in branchi numerosi.
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Figura 12. Zebtec stand-alone Tecniplast.

Allo scopo di incrementare il successo riproduttivo e il numero di uova disponibili, femmine e maschi
maturi sono stati posti in un rapporto 2:1 nelle vaschette atte alla riproduzione; ad accoppiamento
avvenuto, sono stati selezionati per la fase sperimentale di esposizione ai DPI solo gli embrioni passati

allo stadio di blastula, le uova non fecondate sono state raccolte e scartate (Figura 13).
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Figura 13. Fasi di selezione degli embrioni sotto stereoscopio Zeiss Discovery V8 (Carl Zeiss, Jena, Germany).

Per la sperimentazione ¢ stata utilizzata una soluzione di embryo medium, priva di contaminanti,
nella quale sono stati trasferiti dopo la deposizione e mantenuti prima dell’inizio sperimentazione gli
embrioni di zebrafish. La soluzione di embryo medium presenta una concentrazione nota di 15 mM
NaCl, 0.5 mM KCl, 1 mM CaClz, 1 mM MgSOs, 0.15 mM KH2PO4, 0.05 mM Na>HPO4, 0.7 mM
NaHCOs con pH 7.3 (Di Paola et al., 2022). Per studiare gli effetti e I’eventualmente tossicita di
mascherine e guanti, ¢ stata utilizzata come fonte di riferimento uno studio recente di Sendra et al.,
2022, selezionando quindi due concentrazioni sperimentali di MPs provenienti da DPI da testare: 10
mg/L e 100 mg/L per i frammenti provenienti da guanti. La prima concentrazione selezionata di 10

mg/L ¢ stata scelta in base alla dose ambientale riportata in studi precedenti (Sendra et al., 2022),
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mentre la seconda concentrazione corrisponde alla dose dieci volte superiore a quella ritrovata in

ambiente, scelta al fine di testare gli effetti di un sovradosaggio.

Per eseguire il test di tossicita sono state utilizzate nove piastre da 24 pozzetti nelle quali sono state
trasferite le uova fecondate, una per ogni pozzetto. I gruppi sperimentali, tutti in tre repliche, sono
stati suddivisi come segue: un gruppo di controllo; un gruppo ¢ stato esposto ad una soluzione con 10
mg/L di frammenti di guanti (concentrazione ambientale); un gruppo, al fine di testare 1’eventuale
tossicita acuta di questi contaminanti, € stato esposto a soluzione sperimentale con concentrazione di
micro-frammenti di guanti dieci volte superiore a quella ritrovata in ambiente ( Sendra et al., 2022a),

ovvero 100 mg/L.

2.4.3 Saggio di tossicita sugli embrioni di Zebrafish (Z-FET)
Tutte le piastre per I’esposizione degli embrioni al contaminante piu quella di controllo, sono state
mantenute ad una temperatura di incubazione di 26,5°, con un ciclo luce/buio: 14/10. Le osservazioni
sono state effettuate ogni 24h, 48h, 72h, 96h (ore post fertilizzazione). Alle 96 ore le larve sono state
campionate per effettuare le successive analisi. L’esperimento ¢ stato ripetuto tre volte per ottenere
una validita statisticamente rilevante. Per registrare video, scattare foto e per stimare le percentuali di

schiusa e mortalita degli embrioni € stato utilizzato uno stereomicroscopio Leica M205 C (Figure 14-

16).
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Figura 14. Fasi di preparazione di embrioni e larve per foto/video stereomicroscopio Leica M205 C.

-~

Figura 15. Immagini live di embrioni di zebrafish ottenute allo stereomicroscopio Leica M205 C.
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Figura 16. Immagini live di larve di zebrafish ottenute allo stereomicroscopio Leica M205 C.
Inoltre, secondo le linee guida indicate nella 236 OECD ISO 15088, sono stati esaminati quattro

endpoint di letalita distinti per individuare anomalie ogni 24 ore:

- Una conseguenza tossica acuta comune che potrebbe potenzialmente verificarsi poche ore
dopo I’esposizione ¢ la coagulazione dell’embrione

- Assenza di formazione di somiti: I’embrione non si sviluppera se le somiti non sono evidenti
dodici ore dopo la fecondazione

- Mancato distacco della coda dal sacco vitellino: se non si separa 24 ore dopo la fecondazione,

I’embrione non cresce normalmente
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- Mancanza di battito cardiaco: 30 ore post fecondazione il battito dovrebbe essere facilmente
rilevabile. Se ¢ assente I’embrione ¢ morto; sia la coagulazione che la mancanza di battito

cardiaco sono stati presi come endpoint di mortalita.

2.4.4 Indagine di espressione della malondialdeide (MDA)
Per la valutazione della perossidazione lipidica ¢ stato utilizzato il metodo (con leggere modifiche)
delle sostanze reattive all’acido tiobarbiturico (TBARS) tratto dallo studio di (Aguilar Diaz De Leon
& Borges, 2020). Le larve di zebrafish a 96 ore post fertilizzazione per ciascun gruppo, sono state
raccolte e omogeneizzate in soluzione di KCl. L’omogenato ¢ stato centrifugato e il surnatante ¢ stato
prelevato e utilizzato per 1’analisi. A ciascun campione ¢ stata aggiunta una soluzione di acido
tiobarbiturico (TBA) e acido tricloroacetico (TCA). I campioni sono stati poi riscaldati a 55° C per
60 minuti per permettere la reazione tra i perossidi e il TBA, formando un complesso colorato. Dopo
il raffreddamento, i campioni sono stati centrifugati e I’assorbanza del surnatante ¢ stata misurata a
532 nm utilizzando un lettore di micropiastre. I risultati sono stati espressi come concentrazione
equivalente di malondialdeide (MDA) utilizzando una curva standard MDA. Questo metodo ha
consentito di quantificare il livello di perossidazione lipidica nelle larve di Danio rerio, fornendo

un’indicazione dell’entita dello stress ossidativo.

2.5 Analisi dei dati

Tutti 1 valori nelle figure e nel testo sono espressi come media =+ errore standard (SD) di N numero di
esemplari. I risultati sono stati analizzati mediante ANOVA ad una via seguita da un test Bonferroni
post hoc per confronti multipli. I dati sono stati testati per la distribuzione normale con il test di
Bartlett e sono stati rappresentati come media = deviazione standard (SD), (valore P <0.0001).

L’analisi statistica € stata eseguita utilizzando il software Graphpad Prism 9.
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3. RISULTATI

3.1 Raccolta dati da Citizen Sciences e letteratura scientifica

Sono stati raccolti totale di 42 articoli scientifici ritenuti validi per il presente studio, 26 focalizzati
sulla distribuzione e il monitoraggio dei rifiuti da DPI nel mondo, 16 focalizzati sugli effetti
dell’esposizione degli organismi a questo tipo di inquinanti e 1 suoi derivati; inoltre, dalla raccolta
dati provenienti da Citizen Science sono state raccolte 31 segnalazioni valide.
Di seguito vengono riportate le tabelle riassuntive relative ad ogni categoria dato raccolto durante la
fase desktop, articoli scientifici e fonti da Citizen Sciences.
Gli articoli scientifici sono stati raggruppati sulla base del dato fornito in:
- Articoli che fornivano informazioni quantitative su DPI rilevati in ambiente come inquinanti
- Articoli che fornivano informazioni su animali marini, o connessi all’ambiente costiero,

entrati in contatto con DPI, a livello ambientale o sperimentale, e potenziali effetti rilevati

Table 3. Raccolta di articoli scientifici riportanti informazioni quantitative su DPI rilevati in ambiente come inquinanti. Informazioni
riportate: fonte bibliografica, sito di campionamento, periodo di raccolta dati, numero dei campioni ritrovati, numero di siti
campionati.

Referenza Area investigata Periodo raccolta dati N° N°

campioni siti

(Okuku et al., 2021) Kenya Giu 2020 360 13
(Ammendolia et al., 2021) Canada Mag/Giu 2020 1306 6
(Rakib et al., 2021) Bangladesh Nov 2020/Gen 2021 121 13
(Ribeiro et al., 2022) Brazil Giu/lug 2021; Nov/Dic 2021 131 13
(De-la-Torre & Aragaw, Peru Apr/Ott 2020 178 11
2021)

(Akarsu et al., n.d.) Chile Dic/Mar 2021 497 32
(Ortega-Borchardt et al., Mexico Apr/Sett 2021; Giu/Sett 2022 210 3
2024)

(Cordova et al., 2021) Indonesia Mar/Apr 2020 492 2
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(Akhbarizadeh et al., Iran Nov/Dic 2020 2382 9
2021)
(Haddad et al., 2021) Marocco Feb/Mag 2021 689 11
(Aragaw & Mekonnen, Ethiopia Apr/Giu 2021 221 9
2022)
(Mghili et al., 2022) Marocco Feb/Giu 2021 321 5
(Angelo et al., n.d.) Philippine Ott 2021 1
(De-la-Torre etal., 2022b) Argentina Mar/Lug 2021 43 15
(Akarsu et al., n.d.) Turchia Set 2020 195 3
(Tesfaldet et al., 2022) Bangkok Gen/Feb 2021 71 3
(Rathinamoorthy & India Giu 2021 2158 2
Balasaraswathi, 2022)
(Kannan et al., 2023) India Mag/Lug 2022 1150 10
(Hatami et al., 2022) Mar Caspio Ago/Nov 2021 343 13
(Kutralam-Muniasamy & Mexico city Dic 2021 689 3
Shruti, 2022)
(Sajorne et al., 2022) Philippine Set 2021 377 31
(Wenclawiak & USA Set 2021 83 10
Weinstein, 2023)
(De-la-Torre etal., 2022b) Peru Mar/Lug 2021 489 36
(Ortega et al., 2023) Spagna Mar/Set 2022 83 4
(Hassan et al., 2022) Egitto-Arabia Giu/Ago 2020 513 3
Saudita
(G. Stokes, 2020) Giappone Lug/Ago 2020 70 1
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Table 4. Raccolta di articoli scientifici riportanti informazioni su animali marini, o connessi all ambiente costiero, entrati in contatto
con DPI, a livello ambientale o sperimentale, e potenziali effetti rilevati. Informazioni riportate: fonte bibliografica, specie animale

interessata, effetti rilevati.

Referenza

Organismo

Effetti sugli organismi

(J. Sun et al., 2021)

Tigriopus jaconicus

Riduzione della fecondita

(Kwak & An, 2021a) Folsomia candida Riduzione dei tassi di riproduzione e di
crescita
(Kwak & An, 2021b) Eisenia Andrei (Opisthopora) Alterazioni biochimiche

(Fukuoka et al., 2022)

Chelonia mydas (turtle)

Presenza di maschere nelle feci

(Gallo Neto et al., 2021)  Spheniscus magellanicus Mortalita
(D. L. Thompson et al., Larus argentatus Impatto sulla dinamica di
2020) L. fuscus, L. marinus, popolazione/Utilizzo per la costruzione
Phalacrocorax aristotelis ,
P carbo del nido.
(Qualhato et al., 2024a) Danio rerio Cardiotossicita/Neurotossicita/Alterazioni
comportamentali
(Chomiak et al., 2023) Lumbriculus variegatus Tossicita acuta e cronica
(Fonseca et al., 2024) Mytilus galloprovincialis Effetto citotossico
(Santillan et al., 2020) Lontra felina Presenza di maschere nelle feci
(Sendra et al., 2022) Danio rerio Immunotossicita
(Jemec Kokalj et al., Daphnia magna Nessun effetto sulla mobilita o sulla
2022) sopravvivenza testate
(Bringer et al., 2022) Crossostrea gigas Mortalita/Aumento dello stress
ossidativo/Anomalie nello sviluppo
(Hiemstra et al., 2021) Sphoeroides testudineus Intrappolamento/Soffocamento

(Sullivan et al., 2021)

Prochilodus lineatus

Genotossicita

(Hu et al., 2024)

Danio rerio

Aumento dello stress ossidativo e apoptosi
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I reperti provenienti da Citizen Science, raccolti su varie piattaforme online, sono stati raggruppati in
un'unica lista riportante principalmente le informazioni qualitative dei report, non possedendo gli
stessi il rigore scientifico necessario a dare una stima quantitativa valida. La Tabella 5 riporta quindi
principalmente informazioni su specie animali e interazione con DPI, sulla base delle informazioni
disponibili non sempre uniformi. In particolare, le interazioni riportate sono classificate in cinque
categorie: ingerito, trasportato, materiale da nido, impigliato, gioco. Un’ulteriore distinzione viene

fatta se si tratta di mascherine o guanti.

Table 5. Dati raccolti attraverso fonti di Citizen Science sull 'interazione della fauna con i DPI. Informazioni riportate: Fonte, area
geogradfica, tipologia di interazione, nome scientifico della specie o del genere, DPI rilevato (MSK: mascherina; Glv.: guanti).

Fonte Paese Interazione Organismo DPI Data Data
osservazione  report
online
Operation  mer  Erance Trasportato  Octopus vulgaris ~ Msk  sconosciuto 01-07-2020
prope
Operation  mer  Erapce Impigliato Carcinus maenas  Msk  23-09-2020 23-09-2020
prope
Operation  mer  France Impigliato  Carcinus maenas Msk  23-09-2020 23-09-2020
prope
RSPCA UK. Impigliato  Laridae sp. Msk  19-07-2020 19-07-2020
RSPCA UK. Impigliato  Anas Msk 2020 2021
platyrhynchos
Roger Lovell UK. Trasportato  Laridae sp. Msk  sconosciuto 07-08-2020
Leon Neal UK. Trasportato  Laridae sp. Msk  11-08-2020 11-08-2020
Peter Nicholls U.K. Trasportato  Laridae sp. Msk  11-08-2020 11-08-2020
Nicholas Hayman ] K Trasportato  Laridae sp. Msk 31-08-2020 01-09-2020
Jacopo Casali UK. Impigliato  Anas Msk  sconosciuto 20-09-2020
platyrhynchos
Amy Blackwell UK. Ingerito Larus argentatus  Msk  17-07-2021 19-07-2021
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Plastic spotter Netherla Impigliato  Perca fluviatilis Glv 02-08-2020

Brandon Hartley

and Marie nds

Dierenambulance  Netherla Impigliato  Anas Msk  06-03-2021 07-03-2021

Noorden Midden-

Drenthe nds platyrhynchos

Erwin kompanje  Netherla  Impigliato Laridae sp. Msk 01-01-2021 07-01-2021

nds
Jaap Bierman Netherla  Trasportato  Larus argentatus  Msk — 07-03-2022 This
nds overview

Tiffany Menichetti 1] S A Impigliato Sphoeroides Msk 31-07-2020 31-07-2020

(Clean this beach
testudineus

up)

Lancy Cheng Canada Impigliato Larus argentatus ~ Msk 23-02-2021 23-02-2021

SandraDenisuk  Canada  Impigliato  Turdus Msk  10-04-2020 23-04-2020
migratorius

Argonauta Brazil Ingerito Spheniscus Msk 11-09-2020 15-09-2020

Institute for

Coastal and magellanicus

Marine

Conservation

Maiju Lenttiniemi  Finland ~ Nido Phalacrocorax Msk  sconosciuto 28-09-2020
carbo

Jacopo Casali Italy Impigliato Anas Msk sconosciuto 20-09-2020
platyrhynchos

Marco  Zenatello,  Jtg]y Ingerito Larus michahellis Msk  04-03-2021

Italian Institute for

Environmental

Protection and

Research

Paolo Nicolai Italy Gioco Cygnus olor Msk  sconosciuto 14-09-2020
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Richard T.Mills  Treland ~ Trasportato  Larus glaucoides Msk  03-2022 19-03-2022
Ocean Namibia Impigliato  Arctocephalus Msk  09-07-2021 16-07-2021
Conservation
Namibia pusillus
Takuya Fukuoaka,  Janan Ingerito Chelonia mydas ~ Msk  08-2021 09-02-2022
Tokyo University
of Agriculture and
Technology
Barbados Sea  Barbados Impigliato Eretmochelys Msk 25-10-2021 26-10-2021
Turtle Project

imbricata
Institute of Animal  Tenerife  Ingerito Delphinus delphis Msk — 03-2022 20-05-2022
Health and Food
Safety at University
Las Palmas de
Gran Canaria
University of Australia Gioco Zalophus Msk  sconosciuto 18-03-2022
sunshine coast

wollebaeki
University of Australia Ingerito Chelonia mydas ~ Msk  02-2022 18-03-2022

sunshine coast

3.2 Esposizione di Mytilus galloprovincialis (Lamark,1819) ai

frammenti di DPI
L’esposizione di M. galloprovincialis ai frammenti di DPI nelle diverse concentrazioni testate ha

mostrato un andamento del tasso di sopravvivenza degli organismi trattati fortemente influenzato

dalla natura degli stessi, con una percentuale di mortalita del 100% al giorno 2 di esposizione delle

repliche sottoposte al trattamento con frammenti misti di guanti e mascherine alla concentrazione di

100 mg/L. Questo evento di mortalita massiva ha influenzato i dati che seguono sulle analisi effettuate

sugli organismi, in quanto non ¢ stato possibile effettuarle dopo i 7 giorni di esposizione stabiliti come

endpoint.
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3.2.1 Analisi istologica

L’analisi istologica dei tessuti presi in esame, ovvero branchie e ghiandola digestiva del mollusco
bivalve M. galloprovincialis esposto a frammenti di DPI, ha mostrato un’infiammazione di tipo
infiltrativa significativa nei molluschi esposti a contaminazione di micro-frammenti di guanti.
Tuttavia, la reazione piu acuta si evince maggiormente nelle branchie piuttosto che nella ghiandola

digestiva.

3.2.1.1 Branchie
Gli esemplari esposti a contaminazione da MPs provenienti da guanti frammentati hanno mostrato

infiltrazione di emociti con agglomerati, depositi di lipofuscina, aree di vacuolizzazione e reazioni
granulocitarie identificabili per il loro basso rapporto citoplasma/nucleo e coinvolti nell'attivita
fagocitaria (Figura 18A); mentre le branchie del gruppo di controllo non hanno mostrato nessun
cambiamento (Figura 17).

Per quanto riguarda invece gli esemplari esposti ai micro-frammenti di mascherine, le condizioni non
sono molto diverse dagli esemplari esposti a contaminazione da micro-frammenti di guanti. In questo
gruppo non si osserva la presenza di reazione granulocitaria (Figura 18B), i depositi di lipofuscina

sono meno evidenti, ma in aggiunta presentano una fusione lamellare.
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Figura 17. Branchie di M. galloprovincialis osservate al microscopio ottico con ingrandimento 40 x, colorate con ematossilina
eosina, provenienti da vasca di controllo. Non si evidenziano significative anomalie.

Figura 18. Branchie di M. galloprovincialis esposte a 10 mg/L di frammenti di guanti (4) e 10 mg/L di frammenti di mascherine (B),

colorate con ematossilina eosina, osservate al microscopio ottico con ingrandimento 40x. 1l cerchio verde indica il deposito di
lipofuscina, il cerchio azzurro l'infiltrazione di emociti con agglomerati, le freccia nera presenza di reazione granulocitaria, la
freccia arancio un’alterazione epitelio e il cerchio giallo presenza di vacuolizzazione.
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3.2.1.2  Ghiandola digestiva
I tessuti della ghiandola digestiva del gruppo di controllo non hanno mostrato alcun infiltrato

inflammatorio (Figura 19). Nel caso degli organismi esposti a contaminazione di micro-frammenti di
guanti, 1 campioni prelevati hanno mostrato infiltrazione di emociti con agglomerati e
vacuolizzazione (Figura 20A). Nei campioni provenienti da repliche esposte a micro-frammenti di
mascherine, invece, gli esemplari presentavano reazioni granulomatose con alterazioni e regressione

dei tubercoli (Figura 20B) e depositi di lipofuscina sparsi e abbondanti.

Figura 19. Ghiandola digestiva di M. galloprovincialis, osservate al microscopio ottico con ingrandimento a 20x, provenienti da
vasca di controllo colorate con ematossilina ed eosina.




Figura 20. A) Ghiandola digestiva di M. galloprovincialis esposte a 10 mg/L di frammenti di guanti; B) Ghiandola digestiva di M.
galloprovincialis esposte a 10 mg/L di frammenti di mascherine. Colorazione ematossilina ed eosina, osservate al microscopio ottico
con ingrandimento a 40x. Il cerchio verde indica il deposito di lipofuscina, il cerchio azzurro l'infiltrazione di emociti con
agglomerati, la freccia nera presenza di reazione granulocitaria, la freccia arancio un’alterazione epitelio e il cerchio giallo
presenza di vacuolizzazione.

3.2.2 Determinazione dei livelli di MDA

I risultati dell’analisi allo spettrofotometro hanno mostrato un aumento dei livelli di MDA, il che
potrebbe riflettere una risposta adattativa al trattamento, sebbene questo risultato suggerisca anche un
parziale aumento del danno ossidativo. I dati raccolti mostrano un aumento nettamente piu alto nelle
ghiandole digestive rispetto alle branchie e il piu alto livello € presente nel gruppo trattato la presenza

in acqua dei frammenti di mascherine (10 mg/L).
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Figura 21. Contenuto di MDA in branchie (G) e ghiandola digestiva (DG) di M. galloprovincialis esposti a frammenti di guanti
(GLV) (10 mg/L), e mascherine (MSK) (10 mg/L). I dati sono presentati come media + e deviazione standard (SD). La significativita
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statistica é stata determinata usando una analisi ANOVA della varianza ad una via, seguita da un test Bonferroni post hoc per
comparazioni multiple tra tutti i gruppi. Il p-value corrispondente a ***P < (.001, indica le differenze significative.

3.3 Esposizione di (Danio rerio Hamilton, 1822) ai frammenti di DPI
mediante Z-FET (Fish Embryo Toxicity)

3.3.1 Risultati morfologici e malformazioni

Sono state studiate le anomalie morfologiche, durante l'intero periodo di esposizione ai frammenti
plastici testati nel corso di questo studio, registrando tutte le alterazioni morfologiche e quelle utili
quali indice di tossicita dello sviluppo. Non sono state evidenziate alterazioni morfologiche

statisticamente rilevanti nel gruppo esposto rispetto al controllo (Figura 22).

CTRL

10 mg/1
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Figura 22. Immagini morfologiche di zebrafish esposti a contaminazione di micro-frammenti di guanti. Le immagini sono state
effettuate dalla vista laterale con uno stereo microscopio con ingrandimento 30x.

3.3.2 Sopravvivenza e schiusa

Le larve esposte a concentrazioni note di frammenti di guanti (10mg/L, 100mg/L) non hanno
evidenziato particolari picchi di mortalita evidenti rispetto al gruppo di controllo durante il
monitoraggio giornaliero da 24 hpf fino a 96 hpf. Osservando il trend di sopravvivenza, nonostante
la significativita del gruppo esposto a (100mg/L) rispetto al controllo, essa ¢ comunque inferiore al
3% del numero totale di individui esposti e quindi non rilevante ai fini dell’indagine sulla tossicita

(Figura 23). Il tasso di schiusa non ha rilevato particolari variazioni rispetto all’andamento del gruppo

di controllo (Figura 24).
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Figura 23. Tasso di sopravvivenza degli embrioni di zebrafish esposti alle due diverse concentrazioni di frammenti di guanti (G).
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Figura 24. Tasso di schiusa degli embrioni di zebrafish esposti alle due diverse concentrazioni di frammenti di guanti (G).

3.3.3 Indagine sull’espressione della Malondialdeide negli embrioni di Zebrafish
esposti ai frammenti di DPI

I livelli di MDA (Malondialdialdeide) sono stati misurati per indagare lo stress ossidativo come
pathway di tossicita acuta. I dati raccolti hanno evidenziato un aumento significativo dei livelli di
MDA indice di perossidazione lipidica e correlato all’ aumento dello stress ossidativo. La
significativita piu elevata ¢ stata mostrata dalla concentrazione piu elevata di contaminante (100

mg/L) suggerendo un rapporto dose dipendente.
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Figura 25. Contenuto di MDA di larve esposte a frammenti di guanti (G) (10 mg/L, 100mg/l). I dati sono presentati come media + e
deviazione standard (SD). La significativita statistica é stata determinata usando una analisi ANOVA della varianza ad una via,
seguita d seguita da un test Bonferroni post hoc per comparazioni multiple tra tutti i gruppi. 1l p-value corrispondente a ***P <

0.001, indica le differenze significative.
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4.Discussioni

L’utilizzo e la conseguente immissione in ambiente naturale come rifiuti dei DPI plastici sono
aumentati a dismisura negli ultimi anni, a seguito di un’emergenza sanitaria mondiale la cui
risoluzione ha avuto priorita assoluta. Una volta giunti nell’ecosistema marino, subiscono processi di
degradazione, tra cui fluttuazioni di temperatura, radiazioni ultraviolette, abrasione fisica, ossidazione
chimica e biodegradazione (Jemec Kokalj et al., 2022). Tutti questi processi chimico-fisici, riducono
il rifiuto plastico a dimensioni piu piccole tali da essere definite microplastiche, cio¢ di dimensioni
inferiori a 5 mm, e una volta entrate in ambiente, grazie alle loro piccole dimensioni, possono essere
biodisponibili per una pit ampia gamma di organismi. Sono state segnalate microplastiche in
ambiente marino a tutti i livelli di taxa, dal plancton ai macroinvertebrati fino ai mammiferi marini
(Albano, Panarello, Di Paola, Capparucci, et al., 2021b; Albano, Panarello, Di Paola, D’Angelo, et
al., 2021b; Bottari et al., 2019; Capillo et al., 2020; De-La-torre et al., 2020; D’Iglio et al., 2022;
Kvale et al., 2021; Mancuso et al., 2019; Perez-Venegas et al., 2020; Santillan et al., 2020; Savoca et
al., 2019, 2020) e la pandemia COVID-19 ha peggiorato questo tipo di inquinamento(Dioses-Salinas
et al., 2022). L’inaspettato aumento dei DPI negli habitat marini, infatti, non rappresenta solo un
pericolo per la salute ambientale (Dioses-Salinas et al., 2022; Mohammadi et al., 2022; Saliu et al.,
2021), ma puo essere veicolo di sostanze chimiche organiche idrofobiche (Hartmann et al., 2017),
antibiotici (J. Li et al., 2018) e metalli pesanti(Godoy et al., 2019; Z. Wang et al., 2019). I ricercatori
hanno osservato inoltre che lo strato di tessuto non tessuto (TNT) delle mascherine, a seguito anche
di parziale degradazione (Aragaw, 2020), rilascia un’elevata quantita di fibre che causano un aumento
di microplastiche ambientali che vanno a impattare con la fauna marina. Inoltre, piu € prolungata
I’esposizione alle radiazioni UV, maggiore ¢ la quantita di microfibre rilasciate in ambiente (Z. Wang
etal., 2021). Si ritiene infine che la degradazione dei guanti sia coerente alla degradazione di altri tipi
di plastica.

La Citizen Science (CS) € un approccio la cui validita ¢ sempre piu riconosciuta a livello globale,

applicato in molti settori scientifici e particolarmente nell'ambito delle scienze ambientali ed
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ecologiche, in cui i partecipanti non professionisti contribuiscono alla raccolta di dati per far
progredire, a loro modo, la ricerca scientifica. Questo risulta un metodo prezioso per gli scienziati e
1 professionisti delle scienze ambientali ed ecologiche, fornendo informazioni utili dalla presenza
diretta su campo con la raccolta, valutazione e gestione dei dati (Lukyanenko et al., 2020). Di
essenziale importanza in questo processo risultano aspetti quali il coinvolgimento e la fidelizzazione
dei partecipanti, caratteristiche che possono aumentare il livello della qualita dei dati raccolti e la
correzione degli errori sistematici, nonché raccogliere considerazioni etiche sulla condivisione dei
dati (Geller et al., 2021). Molteplici sono oggigiorno gli esempi di ricerche scientifiche su larga scala
condotte grazie alla CS, in ambiti quali la diversita delle applicazioni (Jackson, 2019), la ricerca sulla
biodiversita (Geller et al., 2021; Pernat et al., 2024), 1a valutazione della copertura del suolo (Fiichslin
et al, 2019), il monitoraggio dello stato sanitario delle foreste (Crocker et al., 2020)e
dell'inquinamento marino (Kelly et al., 2020; Locritani et al., 2019; Sandahl & Tettrup, 2020). Da
tenere in grande considerazione quando ci si approccia a studi del genere, sono gli aspetti della
riproducibilita e della condivisione dei dati, che se ben condotti possono portare la CS a ricadute
molto ampie che abbraccino molteplici topic scientifici altrimenti di difficile lettura (Lukyanenko et
al., 2020). Vanno al contempo tenuti in conto 1 limiti e le sfide che dall’utilizzo della CS tutt’ora
emergono nella sua applicazione in molteplici settori scientifici, quali quelli emersi nel corso di
questo studio (Lukyanenko et al., 2020). La nostra raccolta dati effettuata su database online
accademici e social networks, ha messo a confronto dati scientifici e dati non scientifici evidenziando
come quelli non scientifici vengono rilevati e resi disponibili alla comunita in tempi molto piu brevi,
ma chiaramente con un supporto bibliografico e una validita scientifica, in misura variabile, minori.
Non risulta infatti sempre semplice risalire alla fonte esatta dei report, € questo ha portato in fase di
elaborazione dei dati ad una forte riduzione del numero di fonti riportate nei risultati come ritenute
valide, rispetto ad un totale iniziale di fonti circa quadruplo. Inoltre, le metodiche di rilevamento dei
report da CS sono spesso variabili € non ben comparabili, soprattutto su base spaziale, essendo spesso

legate a report occasionali € non ad un metodo sistematico quale ad esempio i transetti. Una
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caratteristica che rende 1 report da CS rapidi e facilmente fruibili ¢ anche la loro disponibilita a livello
locale nella lingua dell’area geografica interessata, che li rende fruibili ad un pubblico molto ampio.
La letteratura scientifica, di contro, ha da sé¢ dei tempi molto piu lunghi di decorrenza da quando i
ricercatori collezionano dati, ambientali o sperimentali, a quando questi sono resi disponibili per la
comunita scientifica, oltre a riferirsi ad un auditing molto piu esperto e formato, che ha bisogno di
conoscenze piu approfondite anche in ambito linguistico, essendo disponibile solo in lingua inglese.
I vantaggi della letteratura scientifica sono risultati, anche nel corso della nostra indagine,
caratteristiche molto importanti quali la maggiore attendibilitd dei dati, supporto bibliografico,
metodologia comparabile e ripetibilita. E evidente dai dati raccolti e mostrati in Tabella 3 come gli
studi scientifici diano maggior supporto quantitativo, in termini di numerosita di campioni per studio
riportato, con alcuni studi che superano i 1000 campioni (Ammendolia et al., 2021), e di siti
campionati, fino ad oltre 30 (Sajorne et al., 2022). Anche a livello qualitativo 1 dati raccolti dalla
letteratura scientifica forniscono maggiori informazioni non solo sul tipo di interazione (Gallo Neto
etal., 2021), ma anche sugli effetti sugli organismi viventi che entrano in contatto con i detriti plastici
(D. L. Thompson et al., 2020). Tuttavia, i dati provenienti da CS risultano comunque essenziali in
una visione d’insieme, considerando che consentono di estendere la propria rete di conoscenze
enormemente in senso geografico e in un lasso di tempo estremamente breve, scatenando al contempo
forte inclusivita e sensibilizzazione nel cittadino comune che partecipa a queste iniziative.

Sulla base di quanto discusso, I’interesse della comunita scientifica ¢ notevolmente cresciuto nei
confronti dell’inquinamento da DPI e diversi sono gli studi sperimentali che hanno confermato che
le mascherine di protezione individuale e 1 guanti sono fonti considerevole di micro e nanoplastiche
in ambiente acquatico (X. Chen et al., 2021; Saliu et al., 2021; Z. Wang et al., 2021). L’ingestione
e/o I’'impigliamento di maschere facciali per la fauna marina risulta essere talvolta, causa diretta di
morte, cosi come segnalato da (Gallo Neto et al, 2021) in un pinguino di magellano,
Spheniscus magellanicus, a largo delle coste del Brasile. I rifiuti provenienti dai dispositivi di

protezione individuale possono in aggiunta, causare impaccio nel movimento agli animali acquatici,
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fino all’annegamento cosi come segnalato da (Hiemstra et al., 2021), in un pesce d’acqua dolce Perca
fluviatilis, che € rimasto intrappolato in un guanto di lattice, o come segnalato nel 2020 da Operation
Mer Propre, in due granchi Carcinus maenas, anch’essi trovati morti a seguito di impigliamento su
guanti in lattice. L’utilizzo dei guanti ¢ cresciuto esponenzialmente a causa della pandemia,
generando una quantita significativa di rifiuti in ambiente. Fattore aggravante sono gli additivi dei
guanti, che ne migliorano le proprieta fisiche e chimiche, o che fungono da stabilizzanti termici(J.
Zhang et al., 2016) come metalli pesanti e sostanze chimiche organiche che possono contaminare
acqua e terreni(Aalto-Korte et al., 2007; Gargon et al., 2017; Reichel, 2012). Il rilascio di tali sostanze
influenza negativamente la fauna marina, in quanto questi materiali plastici sono caratterizzati da
proprieta adsorbenti attraverso i quali diversi contaminanti inorganici(Besson et al., 2020; W. Zhang
et al., 2020), organici (P. Lei et al., 2020) e farmaceutici(Elizalde-Veldzquez et al., 2020) possono
essere adsorbiti, accumulati e trasportati.

Sfortunatamente, poco abbondanti sono invece le informazioni a riguardo delle microplastiche
eventualmente rilasciate dai dispositivi di protezione individuale in organismi modello quale M.
galloprovincialis, che ben rappresenta un organismo bioindicatore. Questo bivalve ¢ un organismo
filtratore, per cui le branchie, costituiscono la prima interfaccia tra I’organismo e I’acqua circostante.
Questi organi svolgono un ruolo importante nell’espletamento di funzioni vitali come alimentazione
e respirazione(Stara et al., 2020), di conseguenza subiscono quelli che vengono definiti stress
ambientali. I mitili blu Mytilus edulis e le 1 mitili mediterranei Mytilus galloprovincialis hanno una
comprovata capacita di internalizzare microplastiche in condizioni ambientali (Ward et al., 2019), dal
momento che si tratta di organismi filtratori non selettivi (Pagano et al., 2022), e per questo motivo
sono organismi ampiamente utilizzati nella valutazione dei rischi dovuti a stressori ambientali di varia
natura(S. Zhao et al., 2018). L’efficienza di intrappolamento e ingestione da parte delle branchie ¢
dettata dalla dimensione della microplastica stessa, dalla forma e dall’aggregazione all’interno di
matrici biogeniche (Evan Ward & Shumway, 2004; Kach & Ward, 2008; Porter et al., 2018; Rosa et

al., 2018). E stato dimostrato che le microplastiche si aggregano nelle branchie e nelle ghiandole
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digestive (Avio et al., 2015; Browne et al., 2008; Pittura et al., 2018; Revel et al., 2019) riducendo in
modo significativo 1 tassi di filtrazione(Woods et al., 2018), ma possono traslocare anche
nell’emolinfa (Browne et al., 2008). Come dimostrato (C. Sun et al., 2023a), le microplastiche
possono fungere da vettori di patogeni negli ambienti marini, danneggiare i mitili e rappresentare una
minaccia anche per la salute umana. Sulla base dei risultati ottenuti nella sperimentazione su M.
galloprovincialis con osservazioni sulle eventuali anomalie a causa di tali contaminanti in organi
target, quali branchie e ghiandola digestiva, nei risultati del presente studio ¢ emerso un effetto
negativo piu acuto nei gruppi sperimentali esposti ai micro-frammenti di mascherine rispetto ai gruppi
sperimentali esposti a micro-frammenti di guanti. Infatti, sia il quadro istopatologico che I’analisi
della malondialdeide hanno mostrato un effetto avverso maggiore nelle repliche esposte ai frammenti
di mascherine, probabilmente a causa della natura chimica dei frammenti e anche di quella fisica,
essendo caratterizzate da una forma piu irregolare e fibrosa. Inoltre, da segnalare che tutti gli individui
del gruppo sperimentale esposto a micro-frammenti di guanti € mascherine in una concentrazione
dieci volte superiore a quella ambientale (secondo letteratura), sono arrivati alla morte dopo un tempo
di esposizione di 48 ore. Tale dato risulta molto interessante in considerazione del fatto che un evento
di mortalita di massa del genere puo essere ricondotto a un effetto acuto negativo dei micro-frammenti
di DPI, probabilmente a causa anche della tendenza di questi ultimi ad agglomerarsi durante la
frammentazione e una volta in acqua, creando particelle di dimensioni maggiori che hanno
probabilmente causato questa reazione fortemente negativa rispetto agli altri gruppi sperimentali. Non
avendo effettuato analisi ulteriori sui campioni trovati morti in stato gia compromesso, non € possibile
ad ogni modo avanzare ipotesi ulteriori su questo fenomeno. Tuttavia, anche 1 gruppi sperimentali
esposti a contaminazione di entrambi i contaminanti in concentrazione ambientale hanno mostrato
effetti negativi, quali cambiamenti tissutali. Nello specifico quello esposto a micro-frammenti di
guanti ha mostrato maggiore reazione inflammatoria rispetto al gruppo sperimentale esposto ai
frammenti di mascherine, dimostrata da infiltrazione di emociti con agglomerati, depositi di

lipofuscina, aree di vacuolizzazione e reazioni granulocitarie piu acute; di contro il gruppo esposto ai
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frammenti di mascherine, pur avendo depositi di lipofuscina meno evidenti e nessuna reazione
granulocitaria, ha mostrato un epitelio alterato e fusione lamellare. Dalle osservazioni istologiche
effettuate durante il nostro studio, nessun danno stato rilevato nel gruppo di controllo, che ha mostrato
una morfologia regolare dell’epitelio branchiale. Queste variazioni possono essere spiegate anche
sulla base di osservazioni rilevate nel corso dello studio, con 1 micro-frammenti di guanti e
mascherine avendo densita diversa, rimanevano in sospensione in maniera differente, diventando al
contempo diversamente biodisponibili per gli organismi, e quindi in base alla natura chimica
dell’inquinante e alla forma, hanno causato diverso effetto infiammatorio infiltrativo come risposta
all’esposizione. Com’¢ noto, infatti, le branchie in questi organismi rappresentano un punto focale
dell’infiammazione acuta a vari contaminanti, con una vasta gamma di reazioni avverse (Fogliano et
al., 2023; Marcheselli et al., 2010; Sunila, 1988; Venezia et al., 1996). Ulteriori studi saranno
necessari a chiarire come la distribuzione nel mezzo acquoso di questi contaminanti frammentati
possa aver causato le differenze rilevate, e soprattutto una mortalita massiva nel caso della
concentrazione dieci volte superiore a quella ambientale. Cosi come approfondire la natura chimica
dei contaminanti nel dettaglio potra risultare utile per una maggiore completezza di informazioni in
merito. Altro organo target preso in considerazione ¢ stata la ghiandola digestiva in quanto come tutti
gli invertebrati, 1 mitili possono proteggersi attraverso il sistema immunitario, ma diversamente dagli
esseri umani che si servono dei leucociti, essi si difendono attraverso gli emociti, la cui funzione ¢
partecipare alla rimozione degli inquinanti tramite gli enzimi lisosomiali e la fagocitosi (Aliko et al.,
2015). La ghiandola digestiva ¢ coinvolta nella digestione e nel metabolismo, quindi, accumula
sostanze come gli xenobiotici. Pertanto, I’interazione tra le cellule e gli xenobiotici puo causare un
danno alle cellule della ghiandola digestiva (Faggio et al., 2016; Pagano et al., 2020). Di contro
invece, la ghiandola digestiva ¢ 'organo principale per la regolazione metabolica e il sito
fondamentale per la detossificazione degli xenobiotici dei bivalvi (Gomes et al., 2012; Pagano et al.,
2016). Per questo motivo sia le branchie che la ghiandola digestiva possono considerarsi dei tessuti

sentinella per la determinazione della risposta infiammatoria. Dalle osservazioni istologiche
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effettuate durante il nostro studio, nessun danno stato rilevato nel gruppo di controllo a carico della
ghiandola digestiva. Al contrario 1 mitili esposti ai micro-frammenti di DPI hanno evidenziato
risposta inflammatoria. Nel gruppo esposto a micro-frammenti di guanti ¢ stata riscontrata
infiltrazione di emociti con agglomerati e vacuolizzazione, mentre nel gruppo esposto alla
contaminazione di frammenti di mascherine si € presentata un’alterazione e regressione dei tubercoli.
L’analisi istologica fornisce una misura consolidata dei cambiamenti strutturali e morfologici nei
tessuti a carico di branchie e ghiandola digestiva, derivati dall’esposizione a contaminanti e gli effetti
mostrati concordano con quelli osservati in altri studi su cozze esposte a microparticelle di polietilene
(Bréte et al., 2018; von Moos et al., 2012). Al fine di valutare la perossidazione lipidica causata dai
micro-frammenti di DPI, ¢ stato eseguito il test della valutazione dei livelli di MDA. Le risposte
riconducibili allo stress ossidativo variano in base al genotipo, eta, stato riproduttivo, alimentazione
e temperatura; dunque, € necessario pensare a serie piu ampia di biomarcatori per capire meglio i
percorsi biologici (Magara et al., 2018; Trestrail et al., 2020). La perossidazione lipidica ¢ un
meccanismo di danno cellulare nei vertebrati e negli invertebrati e indica danno ossidativo delle
cellule e nei tessuti (Wheatley, 2000). E interessante notare che ¢ stato rilevato un incremento
significativo nel contenuto di MDA nelle ghiandole digestive rispetto alle branchie, soprattutto nel
gruppo esposto alla combinazione di micro-frammenti di mascherine alla concentrazione due
ambientale, ovvero 10 mg/l. Il metodo MDA ¢ un metodo sensibile per valutare un danno chimico
indotto da xenobiotici su specie acquatiche, tra le quali i mitili (Avery et al., 1996). La malondialdeide
¢ una sostanza organica a tre atomi di carbonio presente in natura come sottoprodotto degli acidi
grassi polinsaturi, ed ¢ un indicatore di stress ossidativo (Dizdaroglu & Jaruga, 2012). Per monitorare
nei sistemi biologici il livello di malondialdeide, ci si affida alla perossidazione lipidica, che ¢ mediata
dai radicali liberi attraverso reazioni a catena (Jornayvaz & Shulman, 2012), sia in vitro che in
vivo(Reis & Spickett, 2012). 11 bersaglio della specie reattiva ¢ il doppio legame C=C degli acidi
grassi polinsaturi che indebolisce il legame C-H formando un radicale libero che subisce 1’ossidazione

generando perossile radicale. Questo radicale perossilico reagisce con altri acidi grassi polinsaturi in
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una reazione a catena. Le specie reattive dell’ossigeno degradano i lipidi polinsaturi, formando
malondialdeide(J. Org. Chem., n.d.). Questo composto ¢ un’aldeide reattiva ed ¢ una delle tante specie
elettrofile reattive che causano stress tossico nelle cellule e formano composti proteici covalenti
denominati “prodotti finali di lipossidazione avanzata (ALE), in analogia ai prodotti finali di
glicazione avanzata (AGE) (Farmer & Davoine, 2007). La produzione di questa aldeide viene
utilizzata come biomarcatore per misurare il livello di stress ossidativo in un organismo (Jornayvaz
& Shulman, 2012). Il nostro studio dopo sette giorni di esposizione non ha evidenziato particolari
aumenti di MDA a carico del tessuto branchiale dei gruppi esposti ai contaminanti, questo risultato ¢
in linea con studi simili sullo stesso modello animale (Cole et al., 2020; C. Sun et al., 2023b), nei
quali 1 livelli di perossidazione lipidica nelle branchie nei gruppi esposti a microplastiche non hanno
mostrato particolare validita statistica. Al contrario i risultati ottenuti dal nostro studio hanno mostrato
un aumento dei livelli di MDA a carico della ghiandola digestiva dei mitili, tale dato ¢ comparabile
con risultati ottenuti da (S. Wang et al., 2024). Tuttavia, la conoscenza del danno di micro-frammenti
provenienti dalla degradazione dei DPI non ¢ ancora del tutto compresa in entrambi gli organismi
modello trattati nel presente lavoro. Studi piu approfonditi sugli effetti dell’inquinamento da DPI
sugli organismi acquatici sono essenziali, in quanto potranno fornire preziose informazioni sulle
dinamiche metaboliche connesse (Hong & Zha, 2019).

Lo zebrafish ¢ un modello ampiamente utilizzato per lo studio di contaminanti ambientali in quanto
offre eccezionali vantaggi sperimentali in diversi ambiti della ricerca scientifica quali, ad esempio, lo
sviluppo di farmaci (Deveau et al., 2017; Shimada et al., 2014), per lo studio di malattie umane(Lam
& Peterson, 2019; Zang et al., 2018; Zizioli et al., 2019), per la tossicologia ambientale (Dai et al.,
2014; Garcia et al., 2016; Pereira et al, 2019), nonché quello dello studio di micro e
nanoplastiche(Bhagat et al., 2020). Sono parecchi, infatti, i ricercatori che si sono serviti del modello
zebrafish per valutare I’accumulo e la tossicita di micro e nanoplastiche (Batel et al., 2018; Cormier
et al., 2019; L. Lei et al., 2018; Mak et al., 2019) in questo vertebrato. Come dimostrato da diversi

studi le mascherine e 1 guanti possono contribuire all’inquinamento acquatico rilasciando
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microplastiche, infatti lo studio di (Qualhato et al., 2024b) mostra che le microfibre provenienti da
mascherine possono alterare lo sviluppo iniziale dello zebrafish; infatti, le mascherine testate nel loro
esperimento hanno indotto cambiamenti significativi nei movimenti spontanei e nella frequenza
cardiaca negli embrioni di zebrafish, denotando effetti neurotossici e cardiotossici durante le prime
fasi di sviluppo. Altri studi hanno riportato che le microplastiche o frammenti di plastica possono
inibire lo sviluppo embrionale e aumentare ’attivita dei ROS (specie reattive dell’ossigeno) nello
zebrafish(De Marco et al., 2022). Nel test di tossicita condotto su zebrafish esposto a micro-frammenti
di guanti, sono stati monitorati la sopravvivenza, la schiusa e lo sviluppo delle larve fino a 96 hpf.
Non ¢ stata rilevata nessuna variazione su nessuno dei parametri indicati, cio¢ significa che il corion
potrebbe agire come barriera per proteggere I’embrione fino a 48-72 hpf. I micro-frammenti hanno
aderito alla superficie del corion ma questo ha prevenuto il contatto con I’embrione, cio,
analogamente ad altri lavori che confermano che il corion previene il contatto diretto con le
microplastiche. (Duan et al., 2020; W. Zhao et al., 2019). Tuttavia, ¢ da precisare che risultati ottenuti
in questo studio sono limitati al disegno sperimentale utilizzato e dalle condizioni specifiche in cui
gli animali sono stati esposti a questi tipi di contaminanti. Riteniamo comunque prezioso questo
contributo, utile come ulteriore step per la comprensione dei potenziali effetti dei DPI sia sulla salute

che del benessere degli organismi animali.
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5. Conclusioni

In conclusione, il presente studio ha esaminato le alterazioni tissutali ¢ morfologiche di possibili
contaminanti ambientali, provenienti da micro-frammenti di DPI in organismi modello come M.
galloprovincialis e Danio rerio, rivelando diverse anomalie soprattutto quando la concentrazione dei
contaminanti ¢ stata portata a concentrazioni superiori a quella ambientale. La frammentazione dei
DPI ¢ risultata essere determinante per gli esiti dei saggi sperimentali, e rappresenta certamente un
punto focale di questo genere di studi, meritevole di approfondimenti che correlino meglio quanto
avviene in natura con le proiezioni in laboratorio. E importante per far progredire le nostre conoscenze
ed escogitare strategie efficaci per mitigare 1I’impatto ambientale dovuto ai DPI, integrando i risultati
di simulazioni in laboratorio con le osservazioni nel mondo reale. Ulteriori approfondimenti
applicativi dovrebbero considerare anche la permanenza prolungata in ambiente di rifiuti, che seppur
rappresentati da dispositivi monouso hanno lunghi tempi di degradazione, non considerata durante
questo studio; infatti, una volta in ambiente, sottoposti a degradazione da parte di raggi UV solari,
moto ondoso e deterioramento meccanico occasionale, questi dispositivi possono modificare la loro
predisposizione alla frammentazione. Dal nostro studio ¢ comunque risultato un maggiore effetto
negativo, su un modello sperimentale di organismo filtratore come M. galloprovincialis, da parte dei
micro-frammenti a concentrazione ambientale provenienti da mascherine, rispetto a quelli
provenienti da quanti. Ulteriori analisi serviranno a chiarire 1’origine di queste differenze.

La sensibilizzazione e responsabilizzazione del comune cittadino puo risultare determinante, come
dimostrato dall’apporto conoscitivo dato dalla Citizen Sciences, che seppur affetto da alcune
limitazioni, puo giocare un ruolo importante nel monitoraggio dell’inquinamento ambientale. Diventa
fondamentale sviluppare soluzione innovative ¢ sempre migliori strategie di gestione dei rifiuti,
nell’ottica della salvaguardia e conservazione dei nostri ecosistemi a lungo termine. Per far cio, la
comunita scientifica ha I’obbligo di fornire studi sempre piu approfonditi in merito, supportando le
strutture governative nella redazione di piani di recupero e ripristino atti a mantenere quanto piu

possibile costanti gli equilibri naturali dell’ecosistema marino. La salvaguardia della salute umana
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messa a dura prova dalla pandemia da COVID-19, per quanto essenziale da un punto di vista
antropocentrico, ha lasciato un innegabile e profondo segno sul nostro ambiente marino, che va
ancora compreso nella sua interezza, curato ed arginato con metodi e conoscenze appropriate nello

spiacevole caso di nuovi eventi emergenziali futuri.
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