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ABSTRACT

During the last years, the presence of plastic waste dispersed in the
environment has aroused concerns among the scientific community.
Several studies have investigated its impact on marine and terrestrial
ecosystems, with attentfion to those fragments small enough to be ingested
by living organisms that can reach humans through the consumption of
contaminated food, the so-called microplastics. While the effects of these
particles on the environment have been studied in-depth, the data on their
presence in food are not yet sufficient, the exposure levels are largely
unknown and the potential effects on consumers are poorly understood.
Furthermore, the lack of a standardized analytical protocol makes difficult
to compare data available. More data is needed relating to microplastic
distribution in food as well as the implementation of high-performance
analytical protocols. In this regard, the research project was divided into
two distinct trials:

e The presence of microplastics was evaluated in 150 samples (1500
specimens) of mussels belonging to the three species most marketed
in Europe, considering different commercial categories of sale, fresh
and processed. In addition, a preliminary risk assessment associated
with the consumption of an average meal of mussels contaminated
with microplastics was performed. The mussel samples were digested
using a 30% Vol. hydrogen peroxide solution and separated from
undigested residues by adding a supersaturated saline solution. The
filtered samples were observed under a stereomicroscope and the
detected items were identified through the "hot point test" and with

FTIR spectroscopy. A total of 0.14 + 0.18 items/g was calculated. The
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amount of items found for Mytilus galloprovincialis was 0.25 + 0.25
items/g. higher than that found for Mytilus edulis and Mytilus chilensis,
of 0.10 £ 0.09 items/g and 0.08 + 0.09 items/g, respectively. A higher
quantity of particles was observed for fresh mussels (0.19 + 0.21
particles / g) compared to precooked, shelled and frozen ones (0.09
*+ 0.09 particles / g). FTIR spectroscopy confirmed the presence of
particles in polyethylene, polypropylene, polyethylene
terephthalate, polyvinyl chloride, and polystyrene. A quantity of 56
microplastics that can be ingested during the consumption of an
average meal of mussels has been estimated, corresponding to 0.44

hg of plastic material.

e Considering the hydrophobic nature of plastic materials, several
studies have tested the effectiveness of some lipophilic dyes in
identifying microplastics. Their use in biota has so far been excluded
given the high amount of post-digestion organic residues that would
inevitably be coloured, resulting in overestimates. The limits of use of
the Nile Red dye for the identification of microplastics in marine
mussels (Mytilus edulis) intended for human consumption were
evaluated. The samples were subjected to experimental
contamination with low density polyethylene microplastics. The
mussel samples were digested using a 10% KOH solution and
subsequently filtered on cellulose polycarbonate filters. The dye is
absorbed on the surface of the particles, making them fluorescent
when irradiated with blue light. The fluorescence of the particles was

assessed by observing magnified photographs of the samples taken
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through an orange filter. The results obtained were validated by
confirming the chemical composition of the particles found through
analysis with FTIR spectroscopy. The lipophilic and solvatochromic
nature of nile red has allowed the identification of plastic particles

only in some cases.
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Riassunto

Negli ultimi anni, la presenza di rifiuti plastici dispersi nell’ambiente ha
destato non poche preoccupazioni da parte della comunita scientifica.
Diversi studi ne hanno indagato I'impatto sugli ecosistemi marini e terrestri,
con particolare attenzione verso quei frammenti piccoli abbastanza da
poter essere ingeriti dagli organismi viventi e giungere all’'uomo attraverso
i consumo di alimenti contaminati, le cosiddette microplastiche. Mentre gl
effetti di queste particelle sull’ambiente sono stati oggetto di approfonditi
studi, i dati sulla loro presenza negli alimenti non sono ancora sufficienti, i
livelli di esposizione sono in gran parte sconosciuti ed i potenziali effetti sui
consumatori poco compresi. Inolire, I'assenza di un protocollo analitico
standardizzato rende complicata la comparazione dei dati disponibili in
letteratura. Tenendo conto delle piu recenti raccomandazioni sulla
richiesta di maggiori dati relativi alla presenza di microplastiche negli
alimenti e I'implementazione di protocolli analitici performanti, il progetto
diricerca si € arficolato in due distinte sperimentazioni:

e La presenza di microplastiche € stata valutata in 150 campioni (1500
esemplari) di cozze appartenenti alle tre specie maggiormente
commercializzate in ambito comunitario considerando differenti
categorie commerciali di vendita, fresche e trasformate. Inolire, &
stata eseguita una valutazione preliminare dei rischi associati al
consumo di un pasto medio di cozze contaminate con
microplastiche. | campioni di cozze sono stati digeriti utilizzando una
soluzione di perossido d'idrogeno al 30% Vol. e le microplastiche
separate dai residui non digeriti aftraverso I'aggiunta di una

soluzione salina soprasatura. | campioni filtrati sono stati osservati allo
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stereomicroscopio e le particelle individuate sono state identificate
attraverso I'"hot point test” e con spettroscopia FTIR. E stato
calcolato un totale di 0.14 = 0.18 particelle/g. I quantitativo di
particelle riscontrato per Mytilus galloprovincialis era di 0.25 + 0.25
particelle/g, piu elevato rispetto a quello riscontrato per Mytilus edulis
e Mytilus chilensis, di 0.10 + 0.09 particelle/g e 0.08 = 0.09 particelle/g,
rispettivamente. Un maggior quantitativo di particelle e stato
osservato per le cozze fresche (0.19 + 0.21 particelle/q) rispetto a
quelle precotte, sgusciate e surgelate (0.09 + 0.09 particelle/g). La
spettroscopia FTIR ha confermato la presenza di particelle in
polietilene, polipropilene, polietilene tereftalato, polivinilcloruro e
polistirene. E stato stimato un quantitativo di 56 microplastiche
ingeribili durante iI consumo di un pasto medio di cozze
corrispondenti a 0.44 ug di materiale plastico.

e Considerata la natura idrofoba dei materiali plastici, diversi studi
hanno testato I'efficacia di alcuni coloranti lipofili nell’identificazione
delle microplastiche. Il loro impiego nel biota & stato finora escluso
considerato I'elevato quantitativo di residui organici post-digestione
che verrebbero inevitabilmente colorati determinando sovrastime.
Sono stati valutati i limiti di utilizzo del colorante Rosso Nilo per
I'identificazione di microplastiche in cozze marine (Mytilus edulis)
destinate al consumo umano. | campioni sono stati sottoposti ad una
contaminazione sperimentale con microplastiche in polietiiene a
bassa densita. | campioni di cozze sono stati digeriti con I'ausilio di
una soluzione di KOH al 10% e successivamente filtrati su filtri in

policarbonato di cellulosa. Il colorante viene assorbito sulla superficie
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delle particelle, rendendole fluorescenti se irradiate con luce blu. La
fluorescenza delle particelle €& stata valutata attraverso
I'osservazione di fotografie ingrandite dei campioni scatftate
attraverso un filtro arancione. | risultati ottenuti sono stati validati
confermando la composizione chimica delle particelle riscontrate
aftraverso analisi con spettroscopia FTIR. La natura lipofila e
solvatocromica del rosso nilo ha consentito solo in alcuni casi

I'identificazione delle particelle plastiche.
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1. INTRODUZIONE

Negli ultimi anni, I'impatto deirifiuti plastici sugli ecosistemi marini
e terrestri e le potenziali ripercussioni sulla salute pubblica hanno
destato un interesse globale. Sebbene i benefici apportati
dall’avvento della plastica e il suo impiego su scala industriale
siano indiscutibili, le modalita di utilizzo e la gestione dello
smaltimento ne hanno determinato un accumulo nell’ambiente
(Andrady, 2011; Rillig, 2012). La sintesi dei primi polimeri plastici
risale agli anni '50 e da dllora il trend di produzione e stato
caratterizzato da una costante crescita. Secondo quanto
riportato da PlasticsEurope (2019), nellanno 2018 sono stati
prodotti circa 359 milioni di tonnellate di materiali plastici, 11
milioni di tonnellate in pivu rispetto all’'anno 2017. L'Europa
conftribuisce al 17% della produzione mondiale, mentre e I' Asia |l
principale produttore con il 51%; il 30% del quale solo in Cina.
Attualmente, in commercio sono presenti circa un centinaio di

differenti polimeri plastici. Tra questi, sei costituiscono 1'80% dei
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prodotti in plastica, nonché la maggior parte dei rifiuti plastici
dispersi nell’ambiente, ovvero: il polietilene (sia ad elevata
densita, HDPE, sia a bassa densitd, LDPE), il polipropilene (PP), il
polivinilcloruro  (PVC), il poliuretano (PUR), il polietiiene
tereftalato (PET) e il polistirene (PS) (Figura 1). Il packaging
rappresenta il settore dominante per I'impiego di questi polimeri,

seguito dal settore edilizio e da quello tessile (Figura 2).

PE 29,9%
(LDPE 17,5% -oHDPE
12,2%)
PUR 7,9%

Figura 1: Distribuzione della domanda di materie plastiche per tipi di resine nel
2018 (Dati per EU28+NO/CH). PE = polietilene (HDPE = elevata densitd, LDPE =
bassa densitd); PP = polipropilene; PVC = polivinilcloruro; PUR = poliuretano; PET =
polietilene tereftalato; PS = polistirene; Altri include Teflon, Acrilonitrile-Butadiene-
Stirene, Polimetilmetacrilato, Policarbonato, etc.
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Altri 16,7%

Agricoltura 3,4%
Packaging 39,9%

Sport e tempo libero
4,1%

Industria
automobilistica 10%

Edilizia e costruzioni
19,8%

Figura 2: Domanda globale di materie plastiche per settore industriale. Aliri
include: elettrodomestici, meccanica, ingegneria, mobili, strumentario medico
etc.

La persistenza nel’ambiente e I conseguente accumulo €
dovuto alle caratteristiche fisico-chimiche di questi materiali che
risultano particolarmente resistenti a quei processi che
presiedono alla loro degradazione. Il risultato € un lungo periodo

di decomposizione, nell’ordine di anni o centinaia d'anni, che
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ne determinano un accumulo nell’ambiente inevitabiimente
crescente (Andrady, 2017). La comunitd scientifica si € quindi
concentrata sulla determinazione delle caratteristiche del
fenomeno analizzandone la diffusione, le interazioni con
I'ambiente e gli effetti che ne derivano. | dati bibliografici
disponibili in merito sono esponenzialmente aumentati negli
ultimi dieci anni in parallelo ad un crescente impegno da parte
di organizzazioni governative, intergovernative e private nella
divulgazione di piani per la mitigazione della problematica
(HELCOM, 2015; NOAA, 2019; OSPAR Convention, 2014; The
Society of Wilderness, 2013; UNEP, 2011; UNEP & NOAA 2015). La
maggior parte degli studi scientifici si sono focalizzati sulla
diffusione, distribuzione e sugli effetti dei rifiuti  plastici
nell’ecosistema marino e piu  recentemente anche
nell’ecosistema terrestre (Chae & An, 2018; Panebianco et al.,,
2019). La maggior parte delle conoscenze in materia sono infatti

il risultato di un'analisi delle dinamiche di distribuzione del
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cosiddetto “marine litter”, termine coniato dalla comunita
scientifica per indicare “qualsiasi materiale solido trasformato,
scartato, smaltito o abbandonato che persiste nellambiente
marino e costiero” (UNEP, 2018). La plastica costituisce circa |'80-
85% del marine litter, comprendendo una vasta gamma di
materiali di forma, dimensioni e proprietd chimiche differenti che
ne condizionano la distribuzione e il destino nell’ambiente. Tra |
principali argomenti di studio, I'impatto ambientale correlato
alla formazione di frammenti plastici di dimensioni micro- e
nanoscopiche, le cosiddette micro- e nanoplastiche, ha destato
non poche preoccupazioni. Infatti, questi frammenti sono piccoli
abbastanza da poter essere ingeriti dagli organismi viventi e
quindi giungere all'uomo attraverso il consumo di alimenti
contaminati (Efsa, 2016; Mercogliano et al., 2020). Mentre gli
effetti delle microplastiche sull’ambiente sono stati oggetto di
approfonditi studi, in letteratura i dati di conseguenze dirette

sulla salute umana sono pressoché assenti o solo ipotizzati. La
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presenza di piccole particelle plastiche nelllambiente & nota dai
primi anni '70 (Buchanan, 1971), ma solo all'inizio del 2010 la loro
presenza e stata segnalata negli alimenti (Barboza et al., 2018a).
Quali siano i pericoli associati al consumo di micro e
nanoplastiche e tutt’'ora argomento di dibattito e ulteriori
approfondimenti sono ancora necessari per effettuare una

corretta valutazione deirischi (Avio et al., 2020).
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1.1 Microplastiche: definizioni e formazione

Ad oggi, non esistono definizioni standardizzate per descrivere i
materiali  plastici  dispersi  nelllambiente. Una  prima
classificazione prende in considerazione le dimensioni dei
frammenti stessi, che possono variare da diversi metri fino a
dimensioni cosi piccole da non essere visibili ad occhio nudo

(Tabella 1) (Gesamp, 2019).

Tabella 1. Classificazione del “plastic marine litter” sulla
base delle dimensioni dei frammenti: range di misura
comuni e alternativi appropriati per gli studi di settore

. Range di Unita di Range di misura
Prefisso . . . .
misura misura alternativi
Mega >1m Metri -
Metri
Macro 25-1000 Centimetri 25 - 50 mm
mm . .
Millimetri
Centimetri <25 mm
Meso S-25mm Millimetri 1 —25mm
- . I -5mm
Micro <5mm Ml\i/\clllrlcr)nr:;r;ri <1Tmm
> 330 um
Nano <1pum Nanometri < 100 nm
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Negli anni, la comunitd scientifica ha piu volte revisionato la
definizione di microplastiche sulla base delle loro dimensioni,
adottando diversi range di misura per definirne i limiti (Barnes et
al., 2009; Van Cauwenberghe et al., 2013; Kelly et al., 2020).
“Micro” & un prefisso adottato nel Sistema Internazionale che
esprime il fattore 10+¢, corrispondente alla millesima parte di un
millimetro. Per questo motivo, diversi scienziati hanno supposto
che la definizione piu corretta di microplastiche dovesse
comprendere frammenti di dimensioni sicuramente inferiori al
millimetro: < 1000 ym (<1 mm) (Claessens et al., 2011; Van
Cauwenberghe & Janssen, 2014). Tuttavia, sulla scia di quanto
raccomandato da diversi piani di monitoraggio per un
approccio piu armonico alla problematica, i piu recenti studi
hanno adottato una definizione comune di microplastiche, le
cui dimensioni sono comprese tra 1 um e 5 mm (Eriksen et al.,
2014; Ospar, 2017). Questo range permette di tener conto delle

diverse forme di microplastiche identificate nei campioni
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ambientali, includendo quei frammenti di frequente riscontro le
cui dimensioni sono spesso superiori al milimetro, come ad
esempio le fibre. Nel corso degli anni, I'attenzione posta sulla
descrizione della forma dei frammenti ha acquisito sempre piu
valore, in quanto fondamentale per comprendere le loro origini
e il potenziale destino (Koelmans et al., 2019). Per tanto, aqi fini di
un accurato e corretto monitoraggio, le analisi di routine
dovrebbero prevedere la descrizione delle caratteristiche
morfologiche dei frammenti plastici eventualmente riscontrati.
Nel report Efsa (2016), le microplastiche vengono definite come
“una miscela eterogenea di materiali di forma differente
(frammenti, fibre, sferoidi, granuli, pellet, schegge o perline) le
cui dimensioni sono comprese tra 0.1 — 5000 um”. Una piu
recente e condivisa classificazione su base morfologica e stata
proposta nel report Gesamp (2019) che suggerisce I'adozione di

cinque distinte categorie (Tabella 2).
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Tabella 2. Descrizione morfologica delle microplastiche
secondo GESAMP (2019)

Descrizione Caratteristiche Abbreviazione
Particelle dure di forma
iregolare che sembrano
derivare dalla rotftura un
frammento piu grande.
Particelle quasi sferiche
parzialmente elastiche che si
. deformano facimente softo
Granuli : MP-gr
pressione, a seconda dello
stato di esposizione agli agenti
atmosferici.
Particella piatta e flessibile con

Frammenti MP-fr

Film . : MP-fl
bordi lisci o angolari.
Particelle di aspetto fibroso

Fibre caratterizzate da _ una MP-fb
lunghezza sostanzialmente
maggiore della sua larghezza.

Pellet Particella dura di forma sferica, MP-pe

liscia o granulare.

Oltre a definirne dimensioni e forma, viene sovente descritto |l
colore delle microplastiche, dato utile per risalire all’origine dei
frammenti. Sebbene in certi studi siano stati formulati alcuni

schemi di riferimenti come il “8-colour classification scheme”
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proposto da Galgani et al. (2017), la determinazione del colore
e spesso un parametro particolarmente soggettivo e anche in
questo caso non esistono dei veri e propri parametri di
riferimento. Una classificazione condivisa e ampiamente
adottata distingue le microplastiche in primarie e secondarie in
base alla loro origine (Gesamp, 2015):

e Microplastiche primarie: Sono particelle in plastica di
dimensioni microscopiche progettate e impiegate a livello
industriale per gli scopi piu disparati. Le microplastiche
primarie sono diffusamente impiegate nei prodotti della
cura e l'igiene personale come i cosmetici, nei dentifrici,
nei deodoranti, nelle schiume da barba, nei
bagnoschiuma, nelle creme solari, nei repellenti per insetti
e altre ancora si riscontrano in alcune sostanze abrasive
per la pulizia delle superfici, in alcuni oli industriali, ect...
(Cole et al., 2011; Alomar et al., 2016, Efsa, 2016; Deng et

al., 2020). La percentuale di microplastiche primarie
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nell’ambiente rappresenta di fatto la minor parte, fatta
eccezione per alcuni ambienti “chiusi” come riscontrato in
certi grandi laghi statunitensi per la massiccia presenza di
impianti industriali nelle vicinanze (Boucher & Friot, 2017;
Eriksen et al., 2013).

e Microplastiche secondarie: Derivano dalla
frammentazione o dall’'usura di prodotti in plastica di
dimensioni maggiori, sia durante I'uso che nel corso della
loro permanenza nell’ambiente. Alcuni esempi sono: fibre
tessili, frammenti di sacchetti o bottiglie in plastica,
frammenti di vernici di rivestimento delle navi, particelle
derivanti dall’abrasione dei penumatici ecc. Queste
microplastiche sono il tipo piu diffuso nell’ambiente marino,
con una stima di 68500-275000 fonnellate/anno emesse

(Efsa, 2016; IMO, 2015).
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| materiali plastici dispersi nell’ambiente, sebbene siano dotati di
una elevata persistenza, non sono comunque immuni al
degrado (Ryan, 2015). Numerosi sono infatti gli additivi aggiunti
in fase di produzione per rallentarne i ritmi di degradazione
come ad esempio stabilizzanti, biocidi chimici, ritardanti, etc.
(Hahladakis et al., 2018). Secondo Andrady (2011), sono quattro
i meccanismi che presiedono alla degradazione della plastica
dispersa nell’ambiente marino, ovvero:

1. I'effetto delle radiazioni ultraviolette (UV);

2. I'azione meccanica dell’acqua;

3. I'aftivita ossidativa dell’ aria;

4.1 processi biodegradativi esercitati  da  specifici

microrganismi.

La formazione di microplastiche secondarie deriverebbe, infatti,
da una confinua esposizione di frammenti piu grandi alle

radiazioni UV, agli stimoli meccanici delle correnti marine e
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all’attivitad  ossidativa dell’aria, che determinano un lento
processo di destabilizzazione dei forti legami chimici che
costituiscono i polimeri plastici. Quest'ultimi diventano cosi piu
suscettibili alla frammentazione a seguito di stimoli meccanici,
determinando un accumulo contfinuo nellambiente di
particelle via via sempre piu piccole (Karlsson et al., 2017). La
totale decomposizione si realizza grazie all’azione di alcuni
microrganismi, come batteri e funghi, attraverso particolari
enzimi che agiscono sui radicali liberi formatisi nelle strutture
polimeriche dei frammenti logorati, portando ad una loro
graduale e completa degradazione (Shimao, 2001; Urbanek et
al., 2018). Le radiazioni UV svolgono un ruolo principali nel
processo di frammentazione della plastica e dal momento che
la luce viene assorbita dall’acqua, i processi di decomposizione
impiegano generalmente molto piu tempo in mare che in terra.
Inoltre, il tasso di degradazione ¢ influenzato dalla temperaturag,

di modo che, essendo I'acqua un ottimo dissipatore di calore, i
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processi di decomposizione sono notevolmente rallentati negli
ecosistemi marini rispetto a quelli terrestri (Andrady, 2003).
Queste considerazioni sono fondamentali se si pensa che
ancora oggi, poco si sa sul destino della plastica che affonda
sui fondali marini dove, al riparo dalle radiazioni UV e a basse
temperature, il tasso di degradazione si abbassa drasticamente

(Andrady, 2015).

1.2 Fonti principali e distribuzione nell’ambiente

Le microplastiche devono essere considerate come particelle
particolarmente complesse, disperse nell’ambiente come
frammenti singoli o aggregati, libere o adese alle superfici;
ciascuna con specifiche caratteristiche fisico-chimiche,
soggette a variazioni nel corso del tempo, che ne condizionano
la distribuzione e il destino (Koelmans et al., 2019). La presenza di
microplastiche & stata documentata in svariati ecosistemi sparsi

in tutto Il mondo: diffusamente riscontrate nei mari e negli
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oceani, dalle coste alle profonditd marine, nei laghi e nei fiumi,
nelle spiagge, nel suolo e persino in ambienti particolarmente
ostili come in prossimita dei circoli polari (Imhof et al., 2013;
Andrady, 2017; Lots et al., 2017; Rillig et al., 2017; Zhang, 2017;
Gesamp, 2019; Suaria et al., 2020). La loro presenza in ambienti
cosi remoti € stata imputata al ruolo chiave svolto dalle correnti
marine che veicolerebbero le microparticelle in distretti molto
distanti rispetto al loro punto dirilascio (Alomar et al., 2016; Cole
et al., 2011) mentre le mareggiate, le spingerebbero a
depositarsi in prossimita delle coste (Lo et al.,, 2020). Col
trascorrere del tempo, il trasporto di piccole particelle verso la
riva e la loro deposizione negli ambienti bentonici sono facilitati
dalla colonizzazione superficiale dei frammenti plastici da parte
di microrganismiin grado di formare biofilm che ne determinano
un aumento di peso favorendone la deposizione (Miao et al.,
2019; Tu et al., 2020). In uno studio condotto da Cole et al. (2016),

e stato dimostrato come I'incorporazione di microplastiche nelle
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fecidi copepodi (Calanus helgolandicus e C. typicus) alimentati
con particelle in PS, contribuisse ad aumentare il peso delle
particelle stesse, favorendone il deposito sui sedimenti. Proprio i
fondali e i canyon sottomarini rappresenterebbero, invece, le
principali sedi di accumulo a lungo termine delle microplastiche
disperse nei mari (Jones, 2019). Nel tempo, le particelle possono
pero essere risospese per effetto delle perturbazioni marine,
tempeste o correnti ascensionali e al contempo subire
modifiche delle caratteristiche fisiche come dimensioni, forma e
densitd (Carbery et al., 2018). E noto come la densitd dei
materiali plastici condizioni la loro distribuzione lungo la colonna
d’'acqua esponendo gli organismi viventi demersali o pelagici a

certe plastiche piuttosto che altre (Tabella 3).
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Tabella 3: Densita dei polimeri plastici e loro applicazioni (Gesamp, 2016)

Densitd specifica

Polimeri Impieghi comuni (g/cm?) Comportamento
Polistirene espanso Box Termlc;l, ggllggglqn’n, 0,02 - 0.64
bicchieri 8
Polipropilene Corda, tappi di bofttiglia, O
- . 0,20-0,92 =
attrezzi, cinghie ®))
Polietilene Sacchetti di plastica, 8
L . 0,21-0,95 =
contenitori alimentari o)
Stirene butadiene Pneumatici 0,94 O
Acqua di mare 1,03
Polistirene Utensili, contenitori 1,04-1,09
Nylon Reti da pesca, corde 1,13-1,15
Acrilico Tessuti 1,18
Polivinilcloruro Film softili, tubi di drenaggio, o
o 1,16 -1,30
contenitori g
Poliuretano Schiume rigide e flessibili per 120 ©
isolamento e arredamento ' 8
Acetato di Filtro per sigarette 122124 q<f
cellulosa
Polietilene Boftiglie 134-1.39
tereftalato
Rayon Tessuti, prodoftti sanitari 1,50

| polimeri meno densi rispetto all’acqua di mare, tendono a
galleggiare (es. PE, il PP e il PS espanso) e, assecondando le
correnti marine, possono confluire e accumularsi in superficie,
portando alla formazione di vere e proprie isole di rifiuti plastici

galleggianti noti come “garbage patches” (Cole et al., 2013;
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Lebreton et al., 2018). Al contrario, i materiali piu densi (es. PET,
PVC e Nylon) tendono a depositarsi nei sedimenti (Browne et al.,
2007; Carr et al., 2016). Gli ecosistemi marini € in particolare quelli
costieri sono costantemente soggetti ad una forte pressione
antropica che pud determinare I'immissione nell’ambiente di
sostanze inquinanti e dannose sia per I'uomo che per gli
ecosistemi  naturali. Numerosi sono infatti gli studi che
testimoniano la presenza nei mari e negli oceani di tutto il
mondo di sostanze quali pesticidi, inquinanti organici persistenti,
idrocarburi, metalli pesanti e, con sempre piu frequente
riscontro, plastica e microplastiche (Wang et al., 2016; Ren et al.,
2018).

L'uso eccessivo di prodotti in plastica monouso e la scarsa
standardizzazione dei processi di smaltimento sono le principali
cause di formazione del “plastic marine litter” (Schnurr et al.,,
2018). Comprendere I'origine e le modalitd di immissione dei

rifiuti plastici nell’ambiente € di fondamentale importanza per la
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determinazione dei percorsi piu adeguati al controllo della
problematica (Auta et al., 2017). Le microplastiche che
giungono negli ecosistemi marini possono avere diverse origini.
Tra le principali fonti di microplastiche primarie si annoverano |
prodotti per la cura e l'igiene personale la cui peculiarita e
quella di essere lavati via subito dopo I'utilizzo. Le microplastiche
eventualmente presenti sono veicolate dagli scarichi domestici
verso gli impianti di frattamento delle acque reflue per poi
giungere nei fiumi e nei mari tramite effluenti o nel suolo
attraverso i fanghi di depurazione (Castaneda et al., 2014;
Laskar & Kumar, 2019; Edo et al., 2020). Gouin et al. (2011) hanno
stimato che sono circa 263 le tonnellate di microplastiche in PE
immesse ogni anno nell’ambiente associate all’ utilizzo di questa
tipologia di prodotti. Gli scarichi domestici sono, inoltre, un
importante via attraverso cui un elevato quantitativo di fibre
sintetiche puod giungere nell’ambiente dopo I'utilizzo di lavatrici

per il lavaggio degli indumenti in ambito domestico (Pirc et al.,
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2016). Un'altra importante fonte e rappresentata sicuramente
dalle afttivita di pesca e dalle maestranze a bordo delle navi. Le
reti da pesca sono state riconosciute come una tra le principali
fonti di fibre plastiche distribuite nei mari (Lee et al., 2014;
Gesamp, 2019). Frammenti plastici possono giungere in mare
anche durante tempeste o veicolate dal vento (Zalasiewicz et
al., 2016; Murphy et al., 2016). Sebbene le fonti di immissione
dirette di microplastiche nell’ambiente siano numerose, va
comunque ricordato che la frammentazione di oggetti in
plastica piu grandi, sottoposti a stimoli fisico-chimici durante la
loro permanenza in acqua, rappresenta la principale modalita
di formazione delle microplastiche nell’ambiente, cosiddette
secondarie (Efsa, 2016). Secondo i dati riportati in letteratura, la
distribuzione delle microplastiche nell’ambiente marino € molto

eterogenea e varia da un'area geografica all’altra (Tabella 4).
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Tabella 4: Distribuzione delle microplastiche in ambienti marini e costieri

Area geografica

Concentrazione particelle

Riferimento

Circolo Polare Artico

0,7 particelle/m3

La Daana et al. (2018)

Svalbard, Norvegia

0,34%0,31 particelle/m3

Lusher et al. (2015)

Svezia

102000 particelle/m3

Norén & Naustvoll (2010)

Arcipelago di Fonia, Mar
Baltico

0,07 £0,02 particelle/m3

Tamminga et al. (2018)

Plymouth, Sudovest UK

0-1,5 particelle/m3

Maes et al. (2017)

Isole Frisone Orientale,
Germania

621 particelle /10 g

Liebezeit & Dubaish (2012)

Mare giallo, Cina

545 + 282 particelle/m3

Zhu et al. (2018)

Estuario di Yangtze, Cina

4137,3+£2461,5
particelle/m3

Zhao et al. (2014)

Baia di Tokio, Giappone

1,72x10¢ particelle/km?2

Isobe et al. (2015)

Louisiana, Golfo del
Messico

5,0-18,4 particelle/m3

Di Mauro et al. (2018)

Rio de Janeiro, Brasile

1,4-21,3 particelle/m3

Olivatto et al. (2019)

Coste sud-est del Sud Africa

204,5-1491,7 particelle/m3

Nel & Froneman (2015)

Capo Cod, Caraibi,
Oceano Aflantico

6,06 x 10-5-8,32 x 103
particelle/m3

Colton et al. (1974)

Nord-est dell’Oceano
Atlantico

2,46 particelle/m3

Lusher et al. (2014)

Canada, Oceano Pacifico

8-9200 particelle/m3

Desforges et al. (2013)

Vortice subtropicale del sud
Pacifico

26898 particelle/km?2

Eriksen et al. (2013b)

Mar Mediterraneo

0,20 £ 0,10 particelle/g

Alomar et al. (2016)

1,12x105 particelle/km?2

Schmidt et al. (2018)

42 £ 46,7 particelle/m3

Guven et al. (2017)

135 particelle/m?2

Faure et al. (2015)

0,243 particelle/m?2

Coézar et al. (2015)

7.68 £ 2,38 particelle/m3

van der Hal et al. (2017)

Analizzando gli studi in materia, € fondamentale tener presente
che non esiste una metodica analitica standardizzata per la
ricerca di microplastiche in campioni ambientali, per tanto i

risultati disponibili sono di difficle comparazione (Rainieri &
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Barranco, 2019). La Daana et al. (2018) hanno calcolato una
concentrazione di microplastiche di 0,7 particelle m=3 nelle
acque del bacino centrale del circolo polare artico. Isobe et al.
(2015) hanno stabilito una concentrazione di microplastiche di
circa 1,72 milioni di particelle per km?2 nei mari dell'Asia orientale
intorno  al Giappone, 10 volte maggiore rispetto alla
concentrazione di particelle plastiche stimate dagli stessi autori
nel Nord del Pacifico. In Sud Africa, Nel e Froneman (2015)
calcolano una presenza di 204,5 — 1491,7 particelle m=3 lungo la
colonna d’'acqua. Una concentrazione compresa tra le 8 e le
9200 particelle m3 e stata stimata al largo delle acque del
Pacifico, aumentando fino a 27 volte in prossimita delle coste
Canadesi (Desforges et al., 2013). Lusher et al. (2014) hanno
rievato, invece, una concentrazione di 2,46 particelle m3 nelle
acque a nord dellOceano Atlantico. Nelle acque del Mar
Mediterraneo sono state rilevate diverse concentrazioni. Alomar

et al. (2016) hanno stimato un quantitativo di 0,20 £ 0,10
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microplastiche g' di sedimenti marini mentre Schmidt et al.
(2018) hanno calcolato una concentrazione potenziale
massima di 10¢ frammenti per km2. La studio delle modalita di
immissione e la determinazione del grado di distribuzione
ambientale delle microplastiche, sono dati utili ai fini di una
corretta valutazione del rischio a cui sono esposti gli organismi

che popolano gli ecosistemi marini e terrestri.

1.3 Microplastiche e alimenti

La presenza di microplastiche nell’ambiente, oltre che per il loro
impatto ecologico, desta non poche preoccupazioni in materia
di sicurezza alimentare. | pericoli a cui ci si espone col consumo
di alimenti contaminati da microplastiche € ancora oggi
argomento parecchio dibattuto e controverso con potenziali e
importanti ripercussioni anche di carattere socioeconomico.
Mentre gli effetti delle microplastiche sull’ambiente sono stati

abbondantemente discussi, ancora pochi sono gli studiin merito
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alla loro distribuzione negli alimenti destinati al consumo umano

(Tabella 5).

Tabella 5: Presenza di microplastiche nei prodotti della pesca e in altri alimenti

(Barboza et al., 2018a)

Concentrazione Campioni Area
Tipo di alimento . Testati (% geografica di Riferimento
particelle te s
positivi) Pesca
Merluccius 0,40+0,89 Oceqno Neves et al.
. . . 12 (29) Atlantico,
merluccius particelle/campione (2015)
Portogallo
. 0,8+0,2 Mar lonio, Digka et al.
Pagellus erythrinus particelle/campione 19 (42.1) Grecia (2018)
Sardina 4,63 80 (90) Mar Adriatico, Renzi et al.
pilchardus particelle/campione Italia (2019)
Scomber 0,29-2,50 Oceqno Lopes et al.
. . 19 (100) Atlantico,
scombrus particelle/campione (2020)
Portogallo
1,73+0,05 Mar Adriatico, Pellini et al.
Solea solea particelle/campione 533 (99) Italia (2018)
Trachurus 0,0740,25 Oceano Neves et d.
. . 44 (7) Atlantico,
frachurus particelle/campione (2015)
Portogallo
0,31 Mar Romeo et al.
o Thunnus thynnus particelle/campione 34 (34.4) Mediterraneo, (2015)
o Thunnus . . o Chagnon et
]
9 albacares 5 particelle/campione 50 (2) Rapa nui, Cile al. (2018)
Dicentrarchus 0,30£0,61 Oceqno Bessa et al.
. . 40 (23) Atlantico,
labrax particelle/campione (2018)
Portogallo
Epinephelus 1.8 5 (20) Mar Rosso, Baalkhuyur et
areolatus particelle/campione Arabia Saudita al. (2018)
Pleuronectes . 1,46+1,02 _ 109 (49.5) Mare Celtico Welden et al.
platessa particelle/campione (2018)
Engraulis 1.25 80 (90) Mar Adriatico, Renzi et al.
encrasicolus particelle/campione Italia (2019)
Estuario di
Diplodus vulgaris . 3,14%3,25 . 40 (73) Mondego, Bessa et al.
particelle/campione (2018)
Portogallo
. 2,25 Coste di Hong Cheung et
Mugil cephalus particelle/campione 60 (13.8) Kong al. (2018)
0,66 Mar Guven et al.
Mullus barbatus particelle/campione 207 (6¢) Mediterraneo (2017)
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Concentrazione Campioni Area
Tipo di alimento . Testati (% geogrdfica di Riferimento
particelle o
positivi) Pesca
Amiantis 6 particelle/campione ) Golfo di Persia, Naji et al.
umbonella P P Iran (2018)
+
Cyclina sinensis . 4821217 . - Mercofp Li et al. (2015)
particelle/campione locale, Cina
Meretrix lusoria . 9,22 . - Merco’rp Li et al. (2015)
particelle/campione locale, Cina
Tapes . GDO, Sud Cho et al.
philippinarum 0342031 particelle/g ) Korea (2019)
Ruditapes . Laguna di Abidli et al.
decussatus 6,78+ 1,43 particelle/g ) Bizerte, Tunisia (2019)
Mercato Rochman et
Crassostrea gigas 0,6 particelle/g - locale, al. (2015)
Cdlifornia, USA )
Pohnopecten .57,1 7t 17,34 . Mercotp i et al. (2015)
= yessoensis particelle/campione locale, Cina
9 Van
2 Cauwenberg
§° Mytilus edulis 0,36 £ 0,07 particelle/g - Mar del Nord he and
Janssen
(2014)
Mytilus . Mar Adriatico, Renzi et al.
galloprovincialis 6.2-7.2 particelle/g ) ltalia (2018)
. " Estuario di Santana et
Perna perna 26,7% dei campioni - Santos, Brasile al. (2016)
Nephrops . - . Murray e
norvegicus 83% dei campioni Clyde, UK Cowie (2011)
Penaeus 7.8 ) Golfo di Persia Abassi ef al.
semisulcatus particelle/campione (2018)
Wojcik-
Eriocheir sinensis 13% dei campioni - Mar Baltico Fudalewska
et al. (201¢)
. - . . Golfo di Persiq, Naji et al.
Thais mutabilis 3 particelle/campione - ran (2018)
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Concentrazione Campioni Area
Tipo di alimento . Testati (% geografica di Riferimento
particelle o
positivi) Pesca
Helix s 0,92+1,21 sud ltalia Panebianco
pp- particelle/campione et al. (2019)
16-254 Mercato Liebezeit and
Birra . . 24 (100) locale, Liebezeit
particelle/campione Germania (2014)
Zucchero 247+130 particelle/Kg 5 (100) GDO,
Germania, Liebezeit and
Miele 175£156 particelle/kg | 19 (100) Fr‘ggg'ghgogo' L'E%%T"
:,E, Messico
£ . Mercato Yang et al.
E Sale 550-681 particelle/Kg 15 (100) Locale. Cina (2015)
£ | Sardine e sprattiin GDO, Australia Karami et al.
< scatola ) 20 (20) e Malesia (2018)
Mercato Schymanski
Acqua Minerale 2-44 particelle/L 38 (100) Locale, of OT (2018)
Germania )
Acqua di g . Vari paesi Kosuth et al.
rubinetto 0-61 particelle/L 159 (81) Europei (2018)
Mercato Kutralam-
Latte 1-14 particelle/L - locale. Messico Muniasamy
' et al. (2020)

La presenza di microplastiche & stata documentata oltre che in
moltissimi prodotti della pesca anche in diversi alimenti di uso
comune: nell’acqua di bevanda (Schymanski et al., 2018), nella
birra (Liebezeit & Liebezeit, 2014), nel sale da cucina (Yang et
al., 2015), nel miele e nello zucchero (Liebezeit & Liebezeit, 2013).

PiU recentemente sono state identificate microplastiche anche
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in chiocciole terrestri edibili appartenenti alle specie Helix
aspersa, Helix aperta ed Helix pomatia (Panebianco et al., 2019).
Come detto, i maggior quantitativo di dati disponibili fa
riferimento al riscontro di microplastiche in pesci e molluschi
anche di notevole interesse commerciale (Mercogliano et al.,
2020). Neves et al. (2015) hanno, infatti, riportato la presenza di
microplastiche in 17 specie di pesci diffusamente consumati, tra
cui Merluccius merluccius, Pagellus acarne, Sardina pilchardus,
Scomber scombrus, Solea solea e Trachurus trachurus. Meso e
microplastiche sono state riscontrate anche in specie di pesci
commerciali come grandi migratori quali Thunnus thynnus
(Romeo et al., 2015) e Thunnus albacares (Chagnon et al., 2018),
migratori stagionali come Dicentrarchus labrax (Bessa et al.,
2018) e pesci stanziali come Epinephelus areolatus (Baalkhuyur
et al.,, 2018) e Pleuronectes platessa (Welden et al., 2018). La
presenza di microplastiche e stata anche segnalata in specie

diffuse nel Mediterraneo, talune anche di importante valore
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commerciale, come Engraulis encrasicolus (Collard et al., 2017),
Diplodus vulgaris (Bessa et al., 2018), Mugil cephalus (Cheung et
al., 2018) e Mullus barbatus (Guven et al., 2017).

Nei lavori sopra riportati, le microplastiche sono state, per la
maggior parte, estratte e identificate dal tratto digerente dei
pesci ed in minor misura anche nei tessuti.

La specie, le strategie alimentari e la stagionalitd sono in grado
di influenzare il quantitativo e il tipo di microplastiche a cui
ciascuna specie € esposta (Redondo-Hasselerharm et al., 2018).
| molluschi bivalvi come le cozze, essendo organismi filtratori,
sono particolarmente esposti all'ingestione di microplastiche a
bassa densitd che tendono a galleggiare lungo la colonna
d'acqua. Altre specie invece, demersali o bentoniche, vivendo
piU a stretto contatto con i fondali, sono piu esposte a polimeri
plastici piu densi (Van Cauwenberghe et al., 2013). | frammenti
plastici pivu piccoli potrebbero essere involontariamente ingerifi

o essere scambiati per prede (Nelms et al., 2018).
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Un altro aspetto fondamentale da tenere in considerazione
sono le correnti marine che veicolano i frammenti plastici
disperdendoli nellambiente. Ne consegue che la stagione di
campionamento e particolari fenomeni atmosferici influenzino
inevitabilmente la dispersione delle microplastiche in acqua
(Stock et al., 2019).

Alcuni studi hanno dimostrato la possibilitd che le microplastiche
possano passare da un organismo all’altro accumulandosi a
concentrazioni crescenti salendo lungo la piramide alimentare
(Farrell & Nelson, 2013; Setdld et al., 2014; Mattsson et al., 2017;
Nelms et al., 2018; Elizalde-Veldzquez et al., 2020). Ne consegue
che i processi di bioaccumulo e biomagnificazione
esporrebbero gli organismi viventi all’apice della catena a
quantitativi maggiori di microplastiche, come nel caso dei
grandi pesci predatori e dell’'uomo (Galloway et al., 2017).

Per quanto riguarda i molluschi, sebbene diversi studi si siano

concentrati sulla presenza di microplastiche in  organismi
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campionati direftamente in natura o negli allevamenti, pochi
lavori ne hanno indagato I'incidenza in campioni provenienti
direttamente da mercati e supermercati (Cho et al., 2019; De
Witte et al., 2014; Li et al., 2015, 2018; Rochman et al., 2015). Van
Cauwenberghe e Janssen (2014) hanno rilevato la presenza di
microplastiche in due importanti specie commerciali di bivalvi,
Mytilus edulis e Crassostrea gigas, contenente una media di 0,36
+ 0,07 particelle/g e 0,4710,16 particelle/g, rispettivamente.
Potenzialmente, questi risultati rivelano che i consumatori
europei potrebbero ingerire fino a 11.000 microplastiche all'anno
derivanti dal consumo di mitili contaminati. Li et al. (2015) hanno
riportato la presenza di microplastiche in nove specie di bivalvi
commerciali campionate in un mercato in Cina riportando una
concentrazione compreso tra 2,1 e 10,5 particelle/g. Uno studio
condotto su campioni di cozze appartenente alla specie Mytilus
edulis riporta, invece, un incidenza differente nel numero di

microplastiche riscontrate in categorie commerciali di vendita
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differenti, riportando valori superiori in cozze trasformate rispetto
a quelle fresche (Li et al., 2018). La capacitd dei molluschi bivalvi
di catturare, filtrare e ingerire microplastiche disperse
nell’ambiente € stata correlata a diversi fattori in relazione alle
caratteristiche fisico-chimiche delle particelle, alla loro
concentrazione ambientale e alle caratteristiche delle strutture
anatomiche dei molluschi (Ward et al., 2019). Le microplastiche
riscontrate nei molluschi bivalvi possono essere state filtrate
(ingerite o in alternativa veicolate nel mantello pronte ad essere
eliminate come pseudofeci) o piu semplicemente rimaste
adese ai tessuti (Kolandhasamy et al., 2018). Tuttavia, non € da
escludere che il riscontro di microplastiche in prodotti alimentari
trasformati sia da correlare ad una contaminazione in fase di
lavorazione piuttosto che ad una contaminazione ambientale
vera e propria. Infatti, un importante aspetto da considerare &
la carenza di studi riguardanti il destino delle microplastiche

durante i processi di frasformazione degli alimenti. Si consideri ad
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esempio che la maggior parte delle microplastiche riscontrate
nelle specie di pesci destinati al consumo umano, siano state
ritrovate nel tfratto digerente, quindi il processo di eviscerazione
sarebbe in grado diridurre il rischio di esposizione rispetto a quel
prodotti che invece vengono consumati per intero, come i
molluschi bivalvi (Efsa, 2016).

Comparando i dati ottenuti analizzando campioni di mitili “wild”
prelevati direttamente in natura con quelli allevati ed
eventualmente sottoposti a processi di depurazione pre-
vendita, sono emersi risultati contrastanti. Alcuni studi hanno,
infatti, iscontrato un maggior quantitativo di microplastiche (per
lo piu fibre) in cozze “wild" rispetto a campioni di cozze allevate
vendute all'inferno di reti in plastica presso la Grande
Distribuzione Organizzata (GDO) (Li et al., 2016; Li et al., 2018;
Mathalon & Hill, 2014). Questo risultato ha indotto diversi autori
ad ipotizzare che i processi di depurazione pre-vendita

impiegati nei mitili, possano ridurre anche i livelli di
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microplastiche accumulate risultando utili per mitigare il rischio
di esposizione durante il consumo (Birnstiel et al., 2019; Li et al.,
2018; Mathalon & Hill, 2014). Di contro, altri studi hanno invece
evidenziato una maggiore presenza di microplastiche in cozze e
vongole allevate rispetto alle “wild” (Davidson & Dudas, 2016, Li
et al., 2015).

Recentemente, Li et al. (2018) hanno osservato un maggior
numero di microplastiche in campioni di cozze precotte,
sgusciate e surgelate rispetto a campioni freschi, ipotizzando
una possibile contaminazione durante le fasi della lavorazione.
Microplastiche in PE e PET sono state estratte e identificate
anche in campioni di sardine in scatola (Karami et al., 2018),
confermando in tal modo la possibilita di contaminazione
durante le fasi di produzione. La manipolazione degli alimenti,
I'aggiunta di ingredienti o additivi, il rilascio di particelle dai
macchinari, attrezzature e vestiario del personale sono, infatti,

tutte potenziali fonti di contaminazione. Per esempio, Kedzierski
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et al. (2020) hanno evidenziato la presenza di microparticelle in
plastica sulla superficie di carne di pollo confezionato, della
stessa struttura polimerica dei vassoi in PE estruso solitamente
utilizzati nel packaging degli alimenti. Kutralam-Muniasamy et al.
(2020) hanno identificato microplastiche di polisolfone (PES) in
confezioni di latte. Il PES € il principale polimero utilizzato per la
produzione di membrane impiegate nei processi di ultra e
microfiltrazione del latte, potenziale fonte di contaminazione dei
campioni analizzati. Non esistono inoltre dati significativi
sull’'influenza dei frattamenti termici degli alimenti e i loro effefti
sulle microplastiche (Efsa, 2016). E noto che il peso molecolare
del PS esposto a temperature comprese tra 200-300 °C
diminuisce a seguito della rottura delle catene di carbonio che
lo costituiscono portando alla formazione di diversi composti di
degradazione. Piu la temperatura si avvicina ai 300 °C,
maggiore € il rilascio di composti volatili tossici come stirene

gassoso, etilbenzene, metilbenzene, benzene, naftalene etc
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(McNeill et al. 1990). Nei processi di pastorizzazione e
sterilizzazione degli alimenti, le temperature si mantengono ben
distanti da quelle sopra menzionate. In altri tfrattamenti termici
invece, impiegate anche in ambito domestico, come la cottura
alla griglia o al forno, si potrebbero raggiungere temperature
superiori ai 200 °C. Tuttavia, il quantitativo di microplastiche
riscontrate negli alimenti sembrerebbe troppo basso per poter
determinare il rilascio di sostanze tossiche post-cottura in modo
significativo.

Le microplastiche come contaminanti alimentari non sono
attualmente regolamentati in modo specifico dalla legislazione
UE. Si potrebbe fare riferimento al Reg. (CE) 178/02 per quanto
riguarda la presenza di corpi estranei negli alimenti o alla
Direttiva 2008/56/CE in materia di rifiuti marini. Le microplastiche
pero sono riconosciute a livello comunitario come indice dello
stato ambientale delle acque marine e gli stati membri sono

tenuti a stabilire dei valori soglia lungo la colonna d’'acqua e
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negli organismi marini (Commissione Europea, 2017). La
tendenza internazionale € quella di regolamentare e limitare la
presenza di microplastiche nellambiente e negli alimenti.
Alcune iniziative hanno preso piede in tal senso e diversi stati
hanno deciso di limitare l'uso e la distribuzione delle
microplastiche primarie. Gli USA, ad esempio, hanno vietato la
produzione di prodotti contenenti microplastiche a partire da
Luglio 2018 vietandone completamente la vendita entro la fine
del 2019 (Microbead-Free Waters Act, 2015). Ad oggi, non €
ancora possibile effettuare una corretta valutazione dei rischi
associati all'ingestione di microplastiche con gli alimenti.
L'apporto di diversi alimenti e il contributo di ciascuno
sull'esposizione totale attraverso la dieta, la magnitudine di
ciascun pericolo associato alle differenti forme, dimensioni e
struttura chimica di ciascuna tipo di microplastiche, la capacita

e le condizioni di assorbimento e rilascio di sostanze chimiche
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sono conoscenze alla base di una corretta valutazione deirischi

(SAM, 2018).

1.4 Pericoli associati alle microplastiche

| dati sulla presenza di microplastiche negli alimenti non
sono ancora sufficienti, i relativi livelli di esposizione sono in gran
parte sconosciuti ed i potenziali effetti sui consumatori poco
compresi (Barboza et al., 2018b; EFSA, 2016). L'esposizione di
organismi marini a concentrazioni note di microplastiche, ha
permesso di dimostrare diversi effetti negativi, come: i) mortalita
(Aljaibachi & Callaghan, 2018); ii) riduzione del tasso di
ingestione di cibo a seguito dell’’effetto riempimento” per
I'azione meccanica esercitata sui recettori dello stomaco e
conseguente calo peso (Welden & Cowie, 2016); iii) riduzione
del tasso di crescita (Farrell & Nelson, 2013); iv) ridotte

performance predatorie (Charles-de-Sa et al., 2015); v) ridotta
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risposta agli stimoli esterni (Barboza et al., 2018c); vi) diminuzione
della fertilita e difetti anatomici nello sviluppo larvale (Martinez-
Gomez et al., 2017); vi) neurotossicitd (conseguente
all'inibizione dell’acetilcolinesterasi) e stress ossidativo (Barboza
et al., 2018b; Lei et al., 2018a); viii) lesioni al tratto gastro-enterico
(Lei et al., 2018b); ix) numerosi altri effetti negativi (Foley et al.,
2018).

Tutte queste evidenze indicano che in natura diverse specie di
animali, compresi quelli destinati al consumo umano, pPossono
essere influenzate negativamente dalla presenza di
microplastiche soprattutto in quelle aree caratterizzate da una
elevate pressione antropica. Le evidenze finora raccolte
indicherebbero che gli organismi viventi alla base della piramide
alimentare, potrebbero ridursi nel tempo con conseguenze
negative per la salute del’ambiente, la conservazione della
biodiversitd ed il mantenimento della catena alimentare

(Barboza et al., 2018aq).
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Un aliro pericolo associato al consumo di microplastiche
deriverebbe dalla possibilita che esse agiscano come veicolo di
sostanze chimiche, comprendendo sia quelle intenzionalmente
aggiunte durante i processi di produzione sia i contaminanti
presenti nell'ambiente che possono essere assorbiti durante |a
permanenza nellambiente (Barletta et al., 2019). Tra queste
sostanze si annoverano lo stirene, diversi metalli, gli ftalati,
bisfenolo A (BPA), i policlorobifenili (PCB) e idrocarburi policiclici
aromatici (PAHs) (Beckingham & Ghosh, 2017; Brennecke et al.,
2016; Cau et al., 2019; Wu et al., 2019). E noto che diversi additivi
impiegati nella produzione dei materiali plastici posseggono un
elevato e riconosciuto potere tossico sia per I'uomo che per gli
animali con effetti cancerogeni, neuro-tossici e interferenti
endocrini (Hahladakis et al., 2018). E stato osservato che le
sostanze chimiche presenti nei frammenti plastici possono essere
trasferite ai tessuti degli organismi viventi una volta ingerite

(Hartmann et al.,, 2017). In concomitanza dei processi di
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biomagnificazione delle microplastiche, queste sostanze
potrebbero quindi accumularsi in  quantitativi  crescenti
aumentando il rischio degli effetti tossici soprattutto per gli
animali all’apice della piramide alimentare (Browne et al., 2013;
Koelmans et al., 2016). Alcuni autori hanno anche dimostrato Ia
capacita delle microplastiche di assorbire metalli pesanti,
compresi il mercurio, cadmio e piombo (Eagles-Smith et al.,
2018), ma anche alluminio, cromo, manganese, ferro, cobalto,
nickel e zinco (Rochman et al., 2014). Le microplastiche inoltre
agirebbero come nuovo e importante veicolo per la diffusione
di microrganismi esotici o patogeni in grado di formare biofilm
sulla superficie dei frammenti, alterando gli equilibri naturali di
ecosistemi anche molto distanti tra loro (McCormick et al., 2014;
Lettler et al., 2013). Alcuni studi hanno, infatti, riscontrato la
presenza di batteri la cui patogenicitd € gia nota, come Vibrio
spp.(Kirstein et al., 2016), Escherichia coli, Bacillus cereus (Van

der Meulen et al., 2014) ed Aeromonas salmonicida (Virsek et al.,
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2017). Tuttavia, sono ancora insufficienti i dati disponibili sui
possibili pericoli chimici e microbiologici e sulle ripercussioni sulla
salute pubblica derivanti dal consumo di microplastiche con gli
alimenti. Sebbene alcune sperimentazioni condotte Iin
laboratorio abbiano dimostrato come le microplastiche
possano aumentare gli effetti dei contaminanti  chimici
ambientali in talune specie di pesci (Raineri et al., 2018), sono
ancora troppo pochi gli studi su campo che evidenzino delle
influenze significative sul bioaccumulo e sulla biomagnificazione
di queste sostanze (Lohmann, 2017). Infatti, secondo altri autori,
I'esposizione a tali composti tossici relativi all'ingestione di
alimenti contaminati da microplastiche, sarebbe limitata se
comparate con alfre piu importanti fonti come I'acqua, i
sedimenti o la catena trofica (Koelmans et al., 2013; Koelmans
et al., 2016; Gesamp, 2016). Secondo quanto stimato dall’EFSA
(2016), I'apporto medio annuo di PCBs e PAHs oftenuto

calcolando il quantitativo di plastica ingerito annualmente
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attraverso i consumo di cozze contaminate, sarebbe irrisorio,
contribuendo ad un aumento di esposizione a tali sostanze
tossiche in una percentuale molto bassa: < 0.006% peri PCBs e <
0.004% per i PAHs. Stessa considerazione vale per I'apporto di
bisfenolo A, noto additivo impiegato per la produzione di
materiali plastici, con un apporto massimo stimato del 2%
dell’esposizione totale attraverso il consumo di alimenti
contaminati con microplastiche. Inoltre, questi risultati sono stati
ottenuti considerando un “ambiente chiuso” in cui le sostanze
tossiche vengono completamente assorbite e rilasciate dalle
microplastiche. Tuttavia, considerati i pochi studi a riguardo,
I'incertezza e la difficolta di comparazione deirisultati derivante
dall’assenza di protocolli analitici standardizzati, la comunita
scientifica presta comunque parecchia attenzione ai pericoli
chimici associati al consumo di alimenti contaminati con
microplastiche (Rainieri & Barranco, 2019). Nonostante la

presenza di microplastiche sia stata documentata in diversi
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alimenti, non ci sono ad oggi informazioni certe circa il loro
destino una volta ingerite. Si presume che 'uomo possa esporsi
alle microplastiche tframite tre vie principali: ingerendo alimenti
contaminati, inalando le particelle plastiche fluttuanti nell’aria e
per contatto attraverso I'epidermide (Prata et al., 2020).

E stato stimato che il quantitativo di microplastiche pro capite
ingerite e di 39.000-52.000 particelle/anno (Cox et al., 2019), di
queste 11.000 particelle/anno deriverebbe dal consumo di
bivalvi e circa 37-100 particelle/anno dal sale da cucina (Efsa,
2016).

Oltre all'apporto derivante dagli alimenti, va comunque
sottolineato I'apporto secondario da contaminazioni derivanti
dal’aria. Secondo Catarino et al. (2018), infatti, la
sedimentazione di polveri sui piatti durante il pasto potrebbe
addirittura  contribuire maggiormente  all'apporto  di

microplastiche rispetto a quelle gid presenti nell’alimento.
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Ulteriori fonti di contaminazioni di microplastiche negli alimenti
sono rappresentati dagli imballaggi plastici primari e secondari
degli alimenti (Rist et al., 2018).

Le microplastiche una volta ingerite, potrebbero comportarsi
come dei veri e propri corpi estranei provocando dei fenomeni
inflammatori localizzati i cui effetti a lungo termini e il loro
coinvolgimento nello sviluppo di patologie croniche, come
neoplasie, € ancora controverso e ignoto. A livello del fratto
gastrico, a seguito delllaumento della permeabilitd di
membrana per flogosi localizzate, il risultato potrebbe essere
quello di provocare delle dismicrobie con conseguente
alterazione dell’attivitd  digestiva  (Salim et al.,, 2013).
Nell'intestino, le microplastiche potrebbero essere captate e
sequestrate dai macrofagi intestinali e trasportate a livello delle
placche del Peyer.

In vitro & stato osservato che le microplastiche interagendo con

il sistema immunitario possono avere effetti immunotossici
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determinando immunosoppressione o risposte inflammatorie
esagerate (Lusher et al., 2017a; Wright & Kelly, 2017). Alcuni
scienziati hanno supposto che particelle plastiche di dimensioni
< 150um, siano in grado di passare tra le giunzioni cellulari della
parete gastrica e intestinale e giungere al sistema linfatico e
circolatorio ed essere quindi veicolate in altri distretti. Tuttavia,
soltanto una percentuale molto bassa (< 0.3%) potrebbe essere
assorbita, in quanto la maggior parte viene eliminata con le feci,
mentre soltanto le particelle di < 20um sarebbero in grado di
penetrare in profonditd nello stomaco e nell’intestino e soltanto
quelle di dimensioni < 10um sarebbero in grado di penetrare in
altri organi, come fegato e muscoli e di superare la barriera
emato-encefalica e placentare (Browne et al., 2008; Efsa, 2016;
Galloway, 2015; Prata et al., 2020). Schirinzi et al. (2017) in uno
studio in vitro hanno evidenziato potenziali effetti citotossici di
microplastiche (10um) e nanoplastiche (40-25 nm) attraverso

stress ossidativi su cellule umane nervose ed epiteliali.
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1.5 Tecniche analitiche

Negli anni, sono state proposte diverse metodiche di estrazione
e di identificazione delle microplastiche da campioni biologici.
Tuttavia, ancora oggi non esistono delle tecniche analitiche
standardizzate, rendendo complicata l'interpretazione e la
comparazione dei risultati disponibili in letteratura (Hanvey et al.,
2017).

Recentemente Hermsen et al. (2018) hanno proposto una
procedura per la ricerca di microplastiche negli organismi
viventi per un corretto e condiviso approccio metodologico.
Sebbene la procedura sia stata elaborata sul biota marino, puo
essere estesa anche ad altri fipi di matrici come acqua e
sedimenti, con gli opportuni accorgimenti. Di seguito vengono

elencate e discusse le varie fasi.
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1.5.1 Il campionamento

Le tecniche di campionamento variano a seconda del fipo di
organismo da esaminare. Per il campionamento di pesci
direttamente in mare, vengono sovente utilizzate delle reti, la
grandezza delle maglie e la profondita di cattura influenzano le
specie e l'etd dei soggetti esaminati. II campionamento dei
molluschi bivalviin natura, come cozze e vongole, € solitamente
manuale con |'ausilio di scalpelli o rastrelli. L'acquisto dei
campioni presso supermercati € consigliabile solo per studi
finalizzati all’esposizione dell'uomo derivante dall’ingestione di
alimenti contaminati, perdono invece significato per eventuali
considerazioni sull'impatto ambientale (Hermsen et al. 2018). Le
microplastiche frovate in questi campioni potrebbero infatti
derivare da contaminazioni dovute alla manipolazione prima
della vendita piuttosto che dall’'ingestione da parte degli
organismi stessi. Analizzando gli articoli scientifici disponibili in

letteratura, & emerso che l'influenza delle modalita di

Dipartimento di Scienze Veterinarie — Messina pag. 55 di 184



Tesi di doftorato di: L. NALBONE Relatore: prof. F. GIARRATANA

campionamento sono spesso sottovalutate e pochi sono i
dettagli sovente riportati a riguardo a fronte di approfondite
analisi delle fasi successive (Hermsen et al. 2018). Le tecniche di
campionamento possono influenzare notevolmente il risultato di
uno studio; pertanto, &€ importante che ne vengano registrate e
riportate le caratteristiche per una sua riproducibilitd. Inoltre,
riportando tali dettagli, potrebbe essere piv semplice
I'interpretazione dei risultati e/o risalire ad eventuali fonti di
contaminazione dei campioni (Ospar, 2015). Una volta
campionati, gli esemplari devono essere stoccati in modo
idoneo, al fine di evitare contaminazioni esogene, fino al
momento della loro analisi in laboratorio. Ospar (2015) consiglia
di congelare a -20 °C gli organismi viventi avvolgendoli in fogli
d'alluminio, essiccarli o includerli in alcuni fissativi come la
formaling, I'etanolo o la formaldeide. Fondamentale che questa
fase venga eseguita il piu rapidamente possibile dopo la

cattura, per evitare che stress o processi fisiologici (come rigurgiti
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o defecazione) determinino potenzialmente |'allontfanamento

di talune particelle (Lusher et al., 2017b).

1.5.2 Rappresentativita dei campioni

La comunitd scientifica si € allungo interrogata sulla
rappresentativitd di taluni studi che, seblbene fornissero dei dafi
di indubbio interesse scientifico, erano stati eseguiti analizzando
un numero esiguo di campioni. Secondo quanto proposto prima
nel MSFD-TSML (2013) e confermato poi da Ospar (2015), gli studi
dovrebbero comprendere un minimo di 50 esemplari per ogni
tipologia di campione. Non sono stati ufficialmente riconosciuti
degli organismi target per lo studio della distribuzione di
microplastiche nell’ambiente. La scelta del valore € puramente
arbitraria e si € basata sui dati disponibili in letteratura. Viene
inoltre consigliato di settare il numero di campioni presiin esame
sulla base dell'incidenza di microplastiche riscontrate in corso di

analisi cosi che, qualora I'incidenza fosse relativamente bassa,
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si renderd necessario aumentare il numero di campioni per una
maggiore rappresentativita dei dati ottenuti. Viceversa, qualora
si riscontrasse un elevato quantitativo di microplastiche nei
campioni analizzati, sard possibile processare un minor numero
di esemplari. Allo stato attuale, non disponendo di dati certi e
comparabili sulla distribuzione e frequenza di microplastiche
negli organismi viventi, viene comunqgue consigliato di analizzare
quanto piu campioni possibili. Per ciascun soggetto, inolire,
dovrebbero essere sempre forniti quanti piu dati possibili come
la specie, il sesso, la lunghezza totale, I'etd, fase della maturita
sessuale, il peso totale e il peso del tratto digerente (Ospar,

2015).

1.5.3 Preparazione degli ambienti di lavoro
La contaminazione da microplastiche esogene durante I'analisi
dei campioni in laboratorio € una eventuadlita frequente ed

ampiamente documentata (Torre et al., 2016). La principale
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fonte di contaminazione € rappresentata da fibre plastiche
presenti nell’aria (Davison & Asch, 2011). Pertanto, insieme a
tecniche di lavorazione meticolose, devono essere
necessariomente adottate misure preventive riguardantiilocali
e le attrezzature. Sara necessario assicurarsi che tutti i materiali,
preferibiimente mai in plastica, che entrano a contatto con i
campioni, a partire dalla fase di campionamento, devono
essere quanto piu possibile microplastics-free. A tal proposito €
consigliato sciacquare il piu accuratamente possibile, prima
del'analisi e softo cappa, le superfici di lavorazione e tutta
I'attrezzatura  di laboratorio  con  acqua  ultra-pura
precedentemente filtrata. Al termine delle analisi € consigliato
lavare accuratamente tutti gli utensili utilizzati e disporli in
armadietti appositi chiusi con fogli di alluminio (Foekema et al.,
2013). Si dovrebbe disporre di un laboratorio apposito per la
ricerca di microplastiche in campioni ambientali in cui ridurre al

minimo i rischi di contaminazione e valutare la qualita dell’aria
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periodicamente (in termini di fibre plastiche) con I'ausilio di
piastre a caduta. L'impiego di cappe a flusso laminare e
sconsigliato, in quanto il flusso d’aria proveniente dall’esterno
potrebbe convogliare particelle contaminanti sui campioni. Da
preferire I'impiego di cappe aspiranti che spingono |'aria
dall’interno della cappa verso I'esterno diminuendo il rischio di
contaminazione (Wesch et al., 2017). Un'importante fonte di
filore plastiche € rappresentata dai vestiti degli operatori,
pertanto & suggerito diindossare vestiti al 100% in fibra naturale,
come il cotone, per mitigare il rischio associato (Vandermeersch
et al., 2015). Aldila della pulizia di superfici e attrezzi di lavoro,
anche i campioni devono essere correttamente preparati.
Infatti, la superficie esterna di taluni organismi, come ad esempio
il guscio dei mitili bivalvi, deve essere accuratamente
sciacquato e ispezionato per verificare possibili contaminazioni,
controllando la superficie al microscopio qualora lo si ritenesse

necessario (Desforges et al., 2015).
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1.5.4 Controlli negativi e positivi

Durante I'analisi dei campioni, la probabilitd di contaminazione
da microplastiche ambientali € elevata. Pertanto, € necessario
associare a meticolose tecniche di lavorazione e ad una
accurata pulizia deilocali, dei controlli negativi che permettano
di interpretare eventuali contaminazioni scongiurando
sovrastime.  Questi  controlli  possono  essere  effettuati
processando dei campioni rappresentativi di tessuto degli
organismi viventi in questione (solitamente tre repliche) che
siano sicuramente privi di microplastiche processandoli in
parallelo ai campioni oggetto di ricerca. Considerate le
difficolta nel reperire campioni microplastics-free, si potrebbe
eseguire l'intera procedura analitica su dei filtri puliti e al
contempo disporne altriin prossimita dei campioni durante tutte
le fasi di lavorazione. Al termine dell’analisi verranno osservati i
filtri controllo al microscopio annotando I'eventuale presenza di

potenziali particelle plastiche da comparare con quelle
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eventualmente individuate nei campioni osservati (Rummel et
al., 2016; Hermsen et al., 2017). Inoltre, € fondamentale valutare
il tasso di recupero del metodo utilizzato processando dei
campioni contaminati con un numero noto di particelle
plastiche (conftrolli positivi). Conoscendo le dimensioni di
quest’ultime, sard anche possibile stabilire le dimensioni minime
che consentono la corretta individuazione e identificazione
delle particelle con la tecnica analitica impiegata (Davidson &
Dudas, 2016; Hermsen et al., 2017).

1.5.5 Estrazione delle microplastiche mediante digestione dei
campioni

Per estrarre le microplastiche da campioni biologici € di
fondamentale importanza softoporli ad un processo di
digestione al fine di dissolvere il materiale organico presente.
Questa fase € ovviamente cruciale e indispensabile per
processare gli organismi viventi. Negli anni sono state proposte

diverse sostanze e modalitad d'utilizzo cercando il miglior
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compromesso fra costi, efficacia di digestione ed effetti
degradativi sui diversi polimeri plastici (Tabella 6). Sono quattro
le tecniche maggiormente utilizzate e vengono classificate in
base al tipo di sostanze chimiche impiegate:

e Digestione acida: L'acido cloridrico (HCI) e I'acido nitrico
(HNO3) sono stati entrambi impiegati per la digestione del
materiale organico (Cole et al., 2014; Panebianco et al.,
2019). L'HNOsha mostrato un’efficacia maggiore in termini
di digestione del campione se comparato al HCI, all’'H202
e al NaOH. Tuttavia, alcuni studi ne hanno evidenziato
importanti effetti degradativi delle microplastiche in PS e
PE, ampiamente diffuse nellambiente, oltre ad aver
notato che le particelle plastiche tenderebbero a fondersi
tra loro e a colorarsi di giallo (Claessens et al., 2013; Avio et
al., 2015). Se comparato con altre sostanze, |'utilizzo

del’HCI invece non & piu raccomandato per gli effetfi
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degradanti nei confronti di polimeri comuni come PET e
PVC (Karami et al., 2017).

e Digestione alcalina: Sono state impiegate alcune basi
come l'idrossido di sodio (NaOH) & I'idrossido di potassio
(KOH) per la digestione del materiale organico. Una
soluzione di 10 M di NaOH e stata utilizzata con una
percentuale di digestione prossima al 0% (Cole et al.,
2014). All'aumentare della temperatura di trattamento e
della concentrazione della soluzione, [I'efficacia
aumentava. Tuttavia, alcuni studi hanno dimostrato che €
in grado di degradare il PC, i materiali in acetato di
cellulosa, il PET e il PVC (Hurley et al., 2018). Ottimi risultati
sono stati invece ottenuti dall'impiego di KOH, che
permette una degradazione oftimale con nessun effetto
degradativo sui polimeri plastici piu diffusi in natura ad un

costo contenuto (Foekema et al., 2013).

Dipartimento di Scienze Veterinarie — Messina pag. 64 di 184



Tesi di doftorato di: L. NALBONE Relatore: prof. F. GIARRATANA

e Digestione ossidativa: Il perossido di idrogeno (H202) & un
efficiente agente ossidante per la degradazione della
materia organica (Mathalon & Hill, 2014). La maggior parte
degli studi hanno utilizzato una concentrazione del 30%
per ottenere una discreta efficacia di digestione e minimi
effetti sui pivu importanti polimeri plastici. Tuttavia, I"'H202
tende a scolorare i frammenti plastici e determina spesso
una reazione schiumogena con la maggior parte dei
substrati organici con cui € stata utilizzata provocando la
perdita di un certo quantitativo di campione. Inoltre,
sebbene il rapporto costi/beneficio sia favorevole, se
comparato con altre sostanze, difficimente puo essere
impiegata per analisi di routine a causa dei lunghi tempi di
lavorazione (Claessens et al., 2013).

e Digestione enzimatica: Alcuni autori hanno dimostrato
I'efficacia di alcuni enzimi, come la fripsina e la proteina

chinasi-K nella digestione della materia organica negli
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studi per la ricerca di microplastiche in campioni biologici
(Cole et al., 2014; Courtene-Jones et al., 2017). Gli enzimi,
diversamente dai composti chimici, non hanno alcun
effetto nei confronti dei polimeri plastici, inoltre, il loro
utilizzo € molto meno pericoloso. Tuttavia, i test eseguii
sono stati effettuati su bassi quantitativi di campione
considerato I'elevato costo di queste sostanze. Inoltre, |l
loro utilizzo richiede diversi accorgimenti in termini di
temperatura e pH a cui gli enzimi riescono ad espletare la
loro massima funzione, che non sempre € ottimale
variando molto da una matrice organica all’altra (Stock et
al., 2019). A tal proposito, Karlsson et al. (2017) ne hanno
proposto I'utilizzo in combine con un successivo
trattamento con H202. Sebbene la metodica sia
particolarmente efficace, | costi eccessivi e le accortezze

nell’utilizzo non lo rendono utile per analisi di routine.
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Tabella é: Sostanze utilizzate per la digestione del materiale organico (Prata et al.,

20190q)
Tioo di Digestione
. P . Trattamento Digestione dei Polimeri materia Riferimenti
digestione .
organica
Fusione di PET e HDPE Catarino et al.
HNOs (35%) Degradazione PA 100% (2017)
Degradazione PA, PS, PE Dehaut et al
HNO3 (65%) Nylon, Colorazione gialla - (2016) ’
Acida delle particelle
HNO3 Degradazione PA,
. . Vandermeersch
(65%)+HCLO4 Colorazione gialla delle -
’ - et al. (2015)
(68%) (4:1) particelle
HCI (5-37%), | Modificazione PET e PVC >95% Kor(ozrg; %T al
Degradazione CA, PE, -
NaOH (10M) PVC & PL 90% Cole et al., 2014
Alealing K2520s (0.27 Degradazione CA - Dehaut et al.
M) e NaOH (2016)
KOH (10%) No ~100%
Formazione Erni-Cassola et
Ossidativa H202 (307%) ) di schiuma al. (2017)
H202 (35%) Degradazione PVC e PA | Formazione Karami et al.
22 ° e variazioni di colore di schiuma (2017)
Protein Karlsson et al
kinase-K (500 Strato di calcio - (2017) ’
mg/mL)
Tripsina No 88%
. . - Courtene-Jones
Enzimatica | Collagenasi No 76% et al. (2017)
Papaina No 72% )
Pepsina
(0.5%)+HCL No i Dek}‘;g{f; al.
(0.063)

Dehaut et al. (2016) hanno testato sei differenti tipi di sostanze

(acide, alcaline, ad aftivitd ossidante ed enzimatica)

precedentemente impiegate da altri autori comparandone
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I'efficacia di digestione su comuni matrici organiche (come
muscolatura dei pesci e mitili) e gli effetti nei confronti dei piu
diffusi polimeri plastici. Una rivisitazione del protocollo di
Foekema et al., (2013) e risultato il piu performante. La metodica
originale prevedeva I'impiego di una soluzione al 10% di KOH in
cui incubare i campioni biologici a temperatura ambiente per
tre settimane. Aumentando la temperatura di incubazione a 60
°C, era stato possibile ridurre i tempi di incubazione a 24 h pur
mantenendo inalterata la capacita digestiva, con minime
ripercussione sulla struttura dei frammenti plastici testati. Infatti, €
possibile che temperature elevate di trattamento determinino
una deformazione delle microplastiche favorendone una
fusione fra di loro. Ad oggi, I'utilizzo di una digestione alcalina
che preveda I'impiego del KOH e il miglior compromesso in
termini di costi/beneficio per la digestione del materiale
organico in campioni ambientali processati per la ricerca di

microplastiche.
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1.5.6 Separazione per densita

L'utilizzo di soluzioni ad elevate concentrazioni saline, sature o
soprasature, addizionate ai campioni biologici post digestione,
sono state frequentemente ulilizzate per separare le
microplastiche dai sedimenti o da altri componenti organici o
inorganici che non sono stati degradati durante la fase di
digestione (Tabella 7) (Rocha-Santos & Duarte, 2015). Sono state
utilizzate diverse sostanze come il cloruro di sodio (NaCl), ioduro
di sodio (Nal) e il cloruro di zinco (ZnCly). A causa della bassa
densita della maggior parte dei piu comuni polimeri plastici
dispersi nel’ambiente (0,8-1,4 g/cms3), nei campioni addizionati
con soluzioni saline, le microplastiche tenderanno a galleggiare
in superficie, facilitando la successiva fase di filfrazione in cui
verra processato esclusivamente il surnatante (Hidalgo-Ruz et

al., 2012).
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Tabella 7: Soluzioni saline utilizzate nella separazione per densita

Trattamento Sensibilita delle microplastiche Bibliografia
NaCl (1,202 g cm-3) Densita m|cro‘plos’r|che <
acqua di mare

Nal (1,8 g cm=3) Prata et al.,
InClz (1,5-1,7cm3) Densita microplastiche > 2019a
Tungstato di sodio acqua di mare

(1,4 cm3)

1.5.7 Filtrazione, cernita e identificazione delle microplastiche

Una volta digeriti, i campioni vengono solitamente filtrati. Questa
fase di filtrazione, nei campioni d’acqua e di sedimenti, puo
precedere la fase di digestione, tramite I'ausilio di maglie,
solitamente in acciaio, di diverse misure che permettono una
prima cernita dei campioni, separandone i frammenti sulla base
delle loro dimensioni (Prata et al., 2019a). Per quanto riguarda
gli organismi viventi, in cui la digestione dei campioni €
indispensabile per le successive fasi di lavorazione, vengono
impiegati dei filtri. | materiali che li compongono sono di vario

genere e tipo, ma la caratteristica fondamentale € il diametro
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dei pori. Essiindicano il limite di grandezza sotto il quale eventuali
particelle non verrebbero trattenute andando quindi perse. |
pori dovrebbero consentire una filtrazione dei campioni rapida
evitando che un gran numero di residui rimangano sulla
superficie ostacolando le successive fasi di individuazione delle
particelle. Dall'altro, tanto piu piccolo € il diametro tanto
maggiore sard la possibilita di tfrattenere un numero elevato di
particelle, evitando una sottostima delle microplastiche
eventualmente presenti. A questo punto, si procede
individuando e identificando le particelle  plastiche
eventualmente presenti fra tutti i frammenti e residui rimasti sulla
superficie deifiltri (Tabella 8). Una prima fase prevede un’attenta
osservazione dei filtri  attraverso uno stereo-microscopio
(Mathalon & Hill, 2014; Bellas et al., 2016; Devriese et al., 2015).
Questo approccio non consente di identificare con certezza la
natura plastica dei frammenti, ma permette una prima selezione

delle potenziali microplastiche. In uno studio eseguito su
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campioni di sedimenti marini, I'utilizzo della spettroscopia per
I'identificazione della composizione chimica di particelle
preselezionate attraverso un esame visivo, ha rivelato che
solfanto 1'1,4% era effettivamente costituito da materiale
plastico e che le fibre di lunghezza > 500 um erano per la
maggior parte di natura organica (Loder et al., 2015). La qualita
dell’esame visivo € influenzata dall’esperienza dell’ osservatore,
dalle dimensioni e dal tipo di frammenti e dall’ingrandimento del
microscopio (Wesch et al., 2016). Ne consegue che l'incertezza
che ne deriva aumenta al diminuire delle dimensioni delle
particelle. Infatti, alcuni studi hanno proposto I'impiego della
microscopia elettronica a scansione, che permette di osservare
le particelle ad elevati ingrandimenti ad alta risoluzione, anche
quelle piu piccole, consentendone una ispezione minuziosa.
Tuttavia, questa tecnica difficiimente pud essere impiegata per
analisi di routine considerate le difficoltd nella preparazione

laboriosa dei campioni (Fries et al.,, 2013). Una delle prime
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metodiche impiegate per I'identificazione delle microplastiche
e il cosiddetto “hot-point test”. La tecnica prevede I'impiego di
un ago riscaldato con cui toccare le particelle che, se in
plastica, verranno marcate da un segno nero appiccicoso,
mentre le fibre iniziano ad arricciarsi (OSPAR, 2015). Questa
tecnica pero dovrebbe essere considerata solo come una
agevolazione dadll’ispezione visiva in  quanto parecchio
soggettiva, poco utile per i polimeri termoresistenti e per le
particelle molto piccole e non consente l'identificazione dei
differenti polimeri plastici. Ad oggi, le principali tecniche
impiegate per l'identificazione della composizione chimica
delle microplastiche sono le tecniche di spettroscopia (Murphy
et al., 2017; Kappler et al., 2016) e le analisi di degradazione
termica (Fischer& Scholz-Bottcher, 2017). Le tecniche di
spettroscopia prevedono I'utilizzo della spettroscopia infrarossa
a trasformata di Fourier (FTIR) e la spettroscopia di scattering

Raman, mentre I'analisi di degradazione termica consiste nella
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pirolisi accoppiata con gas cromatografia e spettrometria di
massa (Pir-GC-MS). La spettroscopia FTIR e la Raman, colpendo
la particella con un fascio di onde elettromagnetiche di varia
lunghezza, consentono di otftenere uno spettro di ciascuna
particella analizzata che viene confrontato con una serie di
spettri  di riferimento specifici di certi materiali plastici,
permettendone  quindi  una corretta e  attendibile
identificazione. Inoltre, queste tecniche non distruttive
consentono di calcolare anche le dimensioni delle particelle
analizzate. Tuttavia, enframbe le tecniche sono limitate dalla
necessita di analizzare un frammento alla volta (isolandolo per
quanto possibile da eventuali residui circostanti) e dalla
grandezza dei frammenti stessi (per particelle <10-20 um
I'identificazione non risulta attendibile). La Pir-GC-MS consente,
invece, di analizzare particelle non isolate, aggregate tra loro o
insieme a residui organici. Questa tecnica, quindi, non ha dei

limiti in termini di grandezza minima delle particelle ma non
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consente di calcolarne le dimensioni; non permette di
quantificare le microplastiche presenti ma di quantificare solo la
massa totale (Hermsen et al., 2018). Se da un lato quindi la Pir-
GC-MS poftrebbe non essere soddisfacente per gli studi
riguardantil'impatto ecologico, dall’altro potrebbe risultare utile
per le analisi in ambito di sicurezza alimentare per calcolare |
livelli di esposizione derivante dall'ingestione di  alimenti
contaminati da microplastiche. Una considerazione importante
riguarda il numero di particelle da sottoporre a questo tipo di
identificazione. Infatti, i tempi di analisi, qualora il quantitativo di
particelle da analizzare siano considerevoli, sono piuttosto
lunghi. D’altro canto, I'analisi di pochi campioni potrebbe non
essere rappresentativa. Hermsen et al. (2018) consigliano di
analizzare I 50% delle particelle pre-selezionate dall’esame
visivo qualora queste siano >100, mentre di analizzarle tutte se

<100.
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Tabella 8: Tecniche di identificazione delle microplastiche

Criteri di
Metodiche riconoscimento delle Criticita Bibliografia
particelle
Utile per una prima
e selezione delle particelle.
Identificazione Forma e colore + : . .
. \ . T Tecnica distruttiva. Non Crawford &
visiva + “Hot point segno appiccicoso .
test” sulla superficie . 'c.ons'en’re una . Quinn, 2017
identificazione del tipo di
polimeri.
Spettroscopia Comparazione dello Elevata attendibilita.
infrarossa a spettro ad infrarosso Tecnica non distruttiva. Shim &
frasformata di ottenuto con spettri Pud indentificare Mp > Hong, 2018
Fourier (FTIR) di materiali nofti 10e20 um.
Elevata attendibilita.
Comparazione dello | Tecnica non distruttiva. Lo
Spettroscopia di spettro ottenuto con spettro dei polimeri & Araujo et
scaftering Raman spettri specifici di suscettibile ai possibili al., 2018
materiali chimici noti | additivi e residui biologici
nelle microplastiche
L'elevata risoluzione
permette diindividuare
M|crosc.op|o . - m_mroploshche mqlfp Crawford &
elettronica a Ispezione visiva piccole e le impurita Quinn, 2017
scansione (SEM) superficiali. Tuttavia !
preparazione campione
laboriosa
Pirolisi accoppiata
con gas Analisi dei prodotti di | Elevata attendibilitd. Non .

) " S Fries et al.,
cromatografia e degradazione post indicato per 2016
spettrometria di frattamento termico | microplastiche < 100 pm.

massa (Pir-GC-MS)

Un'alternativa ai metodi appena descritti, € rappresentato
dall'impiego di coloranti lipofili per marcare le microplastiche. Le
tecniche di colorazione sono state studiate e proposte come
d’identificazione alternativi

metodi o complementari
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un'analisi piu rapida, piu economica e di routine delle
microplastiche in campioni biologici (GESAMP, 2019). Il “Rosso
Nilo” & un colorante lipofilo che sfrutta la proprietd idrofobe
della plastica che, una volta colorate, emettono fluorescenza
se colpite con determinate lunghezze d'onda (Cole, 2016;
Stanton et al., 2019; Klein & Fischer; 2019). La fluorescenza delle
microplastiche faciliterebbe l'operatore nella loro
enumerazione, riducendo il rischio di sottostima, aiutando nella
selezione dei frammenti da sottoporre alle successive fasi di
identificazione chimica (GESAMP, 2019). Un problema
riconosciuto nell'utilizzo di questo colorante e la presenza nei
campioni ambientali di materia organica residua che sarebbe
anch'essa colorata divenendo fluorescente, determinando
possibili sovrastime (Shim et al., 2016). Pertanto, il colorante Rosso
Nilo & stato utilizzato finora solo in campioni di sedimenti e
d'acqua per i quali le fasi di digestione e di separazione per

densitd, limitano la co-colorazione dei residui organici (Shim et
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al., 2016; Maes et al., 2017; Lv et al. al., 2019). Tuttavia, piu
recentemente, alcuni studi ne hanno valutato il possibile utilizzo
in campioni di biota ottenendo risultati interessanti (Dowarah et

al., 2020; Maxwell et al., 2020).
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2. Scopo del lavoro
La quantitd e la caratterizzazione delle potenziali microplastiche

presenti negli alimenti € la base di partenza per effettuare una
corretta valutazione dei rischi correlati all'ingestione  degli
alimenti. Il presente studio ha tenuto conto delle piu recenti
raccomandazioni in materia, concentrandosi sulla richiesta di
maggiori dati relativi alla presenza e alla distribuzione delle
microplastiche negli alimenti e lo sviluppo e la validazione di
metodiche analitiche accurate, economiche e quanto piu
rapide e semplici. Pertanto, il progetto diricerca si € articolato
in due distinte sperimentazioni, ovvero:

1. Quantificazione e caratterizzazione delle microplastiche
presenti nelle tre specie di cozze piu comunemente
commercializzate nell’Unione Europea. Tale valutazione
mira ad aumentare I numero di dafi riguardanti la
presenza e la distribuzione di microplastiche nelle tre

specie di cozze piu importanti e regolarmente
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commercializzate nel territorio europeo in differenti
condizioni di vendita (fresche o trasformate). | risultati
ottenuti forniranno dati utili per la corretta gestione del
rischio microplastiche nelle cozze fresche e trasformate,
nonché per la valutazione preliminare dei livelli di
esposizione ai POPs associati al consumo diun pasto medio
di cozze contaminate.

2. Studio preliminare sull’utilizzo del colorante Rosso Nilo per
I'identificazione di microplastiche in cozze marine:
L'obiettivo della presente sperimentazione e stato quello di
valutare i limiti di utilizzo del colorante Rosso Nilo per
I'identificazione di microplastiche in campioni di cozze

marine destinate al consumo umano.
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SPERIMENTAZIONE 1

Quantificazione e caratterizzazione delle microplastiche
presenti nelle tre specie di cozze piu comunemente

commercializzate nell’Unione Europea.

L'attivita di ricerca durante questa prima sperimentazione &
stata condotta presso i laboratori dell’"Unita d'lspezione dedli
Alimenti di  Origine Animale”, Dipartimento di Scienze

Veterinarie, Universita degli Studi di Messina, Messing, Italia.
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3. Materiali e metodi

3.1 Campionamento

Un totale di 1500 esemplari di cozze e stato analizzato per
valutare la distribuzione e la composizione di microplastiche
(MPs) eventualmente presenti (Tabella ?). | mitili sono stati
suddivisiin 150 campioni composti da 10 esemplari ciascuno. Per
il presente studio, sono state individuate due differenti categorie
commerciali di vendita: 75 campioni erano costituiti da cozze
fresche di dimensioni adulte (8.3x1.1 cm) commercializzate
all'inferno di refi in plastica, mentre altri 75 campioni erano
costituiti da cozze precotte, sgusciate e surgelate, confezionate
softovuoto all’'interno di contenitori in plastica. Tutti i campioni
sono statireperiti presso diversi mercatilocali e la GDO nella citta
di Messina (ME, Italia). | molluschi bivalvi appartenevano alle tre
specie di cozze piu commercializzate in Europa (EUMOFA, 2019),
ciascuna proveniente da diverse Zone Fao di pesca: Mytilus

galloprovincialis, Mytilus edulis e Mytilus chilensis allevate
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rispettivamente nelle acque del Mar Mediterraneo,
del’Oceano Aftlantico e del’Oceano Pacifico. Non appena
acquistate, i campioni di cozze fresche venivano avvolti in fogli
d'alluminio e, per evitarne uno stress eccessivo, erano
mantenute a temperatura controllata di 6-8°C durante |l
trasporto in laboratorio, dove venivano prontamente congelate
a -30 °C fino al momento dell’analisi. | campioni di cozze
trasformati  venivano trasportati presso il laboratorio, in
contenitori isotermici e immediatamente stoccati a -30 °C
al'interno della loro confezione originale fino al momento
dell’analisi.

Tabella 9: Distribuzione dei campioni

. g n. campioni n. campioni n. campioni Peso in
Specie di cozze fresc‘:ﬂ 1rasforrgati* toiail)i °
M. galloprovincialis 37 (370) 13 (130) 50 (500) 1000.67
M. edulis 38 (380) 12 (120) 50 (500) 998.44
M. chilensis 0(0) 50 (500) 50 (500) 993.79
TOTALE 75 (750) 75 (750) 150 (1500) 2992.9

*Campioni trasformati: cozze precotti, sgusciate e surgelate. Tra parentesi, il
numero dei singoli esemplari analizzati
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3.2 Preparazione e digestione dei campioni

Al fine di escludere ogni possibile fonte di contaminazione,
tutte le attrezzature e le superfici utilizzate per il campionamento
e le analisi dei campioni sono state rigorosamente pulite con
acqua deionizzata ultrafiltrata attraverso filtri sterili in acetato di
cellulosa con pori del diametro di 0.22 um (VWR International).
Durante la processazione dei campioni, ogni fase & stata
eseguita all'interno di una cappa aspirante per minimizzare |l
rischio di contaminazione da fibre plastiche veicolate dall’aria;
come gia detto, fenomeno ricorrente in questo tipo di studi
(Prata et al., 2020). Un'intera procedura analitica in bianco
(campione controllo) e stata inclusa ad ogni sessione di
digestione e filtrazione per valutare il grado di contaminazione
in corso d’analisi (Davison, & Asch, 2011; Foekema et al., 2013).
Una volta scongelate, il guscio delle cozze fresche veniva
accuratamente sciacquato con acqua deionizzata ultrafiltrata.

Ciascun campione veniva suddiviso in due sotto campioni
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ognuno costituito da un mix di 5 cozze della stessa specie e
tipologia commerciale per un totale di 10 g di polpa. | campioni
venivano posti all'interno di beute graduate (250 ml) a cui
venivano aggiunti 150 ml di perossido di idrogeno 30% Vol.
(Carlo Erba Reagents S.rl., Cornaredo, ltaly), secondo la
metodica proposta da Li et al. (2015). Per agevolare la
digestione dei tessuti, i campioni venivano posti in agitazione
costante (80 rom) ad una temperatura di 65 °C per una durata
di 36-48h. Ciascun campione veniva quindi trasferito in un
imbuto separatore a cui venivano aggiunti 800 ml di una
soluzione salina in acqua deionizzata ultrafiltrata (250 g NaCl/L)
(Sodium Chloride, Carlo Erba Reagents S.r.l., Cornaredo, Italy).
Per flottazione, le MPs affioravano in superficie separandosi per
densita dai residui organici non digeriti e da eventuali sedimenti
presenti. Il surnatante veniva prelevato con una pipetta in vetro
da 10 ml e filtrato attraverso filtri in nitrato di cellulosa (Whatman

AE98) con pori del diametro (&) di 5 um. Ciascun filtro era quindi
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posto su di una piastra petri in vetro (20mm @, Biosigma, Milan,

Italy) e lasciato ad asciugare per qualche ora.

3.3 Osservazione dei filtri e identificazione delle MPs con
spettroscopia ad infrarossi (FTIR) e “hot point test”

| filtri di ciascun campione e dei campioni controllo venivano
osservati allo stereomicroscopio (Leica M205C) per indentificare
visivamente potenziali MPs sulla base delle caratteristiche fisiche
delle particelle individuate (Hidalgo-Ruz et al., 2012; Free et al.,
2014). Particelle di dimensioni <6 mm, di colore e spessore
uniforme lungo tutta la loro lunghezza (se fibre) venivano
selezionati per le successive fasi di identificazione. Ciascun filtro
veniva osservato tre volte da due differenti operatori per
confermare il numero di frammenti individuati. | filtri dei campioni
confrollo venivano osservafi aftentamente allo
stereomicroscopio e ogni eventuale particella riscontrata

veniva morfologicamente comparata con quelle individuate
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nei filtri dei campioni. Se quest’ultime erano troppo simili tra loro,
le particelle corrispondenti riscontrate nei filtri dei campioni
venivano escluse dal conteggio finale. Durante I'osservazione
allo stereomicroscopio, due filtri puliti venivano posti a sinistra e
a destra dell’operatore, al fine di valutare eventuali
contaminazioni ambientali durante questa fase. Ogni due ore, i
filtri puliti venivano osservati aftentamente allo
stereomicroscopio e per le particelle eventualmente individuate
valevano le stesse considerazione fatte per quelle dei campioni
controllo. Tutte le particelle identificate venivano classificate
morfologicamente secondo quanto proposto da GESAMP
(2019): 1) “frammenti” (MP-fr); i) “granuli” (MP-gr); iii) “film™ (MP-
fl); iv) “fiore” (MP-fb); “pellet” (MP-pe). Circa il 14% delle
particelle individuate tra i filtri dei campioni, sono state
selezionate in base alla rappresentativitd e analizzate per
stabilirne la composizione chimica attraverso la tecnica di

spettroscopia ad infrarossi a trasformata di Fourier (FTIR). Questa

Dipartimento di Scienze Veterinarie — Messina pag. 87 di 184



Tesi di doftorato di: L. NALBONE Relatore: prof. F. GIARRATANA

tecnica non distruttiva si basa sul riconoscimento di certi gruppi
funzionali fipici della struttura chimica della matrice in esame
sulla base di modificazioni molecolari dovute a un dipolo
elettrico (Hind et al., 2001; Martinelli et al., 2020). Ad oggi, la
spettroscopia FTIR € ampiamente utilizzata nell’identificazione
delle MPs estratte dai campioni ambientali e diversi studi ne
hanno messo in evidenza I'elevata affidabilita (Xu et al., 2019).
Nel presente studio, I'analisi FTIR e stata effettuata con I'ausilio
di uno spettroscopio IR Affinity-1 (Shimadzu, Japan) in modalita
ATR in singola riflettanza. Gli spettri FTIR sono stati misurati nella
lunghezza d'onda compresa tra i 400 e i 4000 cm-! con una
risoluzione di 4cm-! e una media di oltre 45 scansioni. Le
particelle venivano identificate comparando gli spettri di
assorbanza FTIR delle particelle in esame con quelli dei polimeri
di riferimento della libreria interna dello strumento. Un indice di
affinitd di almeno il 70% & stato considerato accettabile per

poter definire MPs le partficelle analizzate. Per tutte le alire
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particelle individuate nei filtri € stato invece eseguito I'*hot point
test” per una “identificazione” di tutte le restanti particelle

individuate.

3.4 Validazione del protocollo analitico

Il tasso di recupero del protocollo d’estrazione impiegato e le
dimensioni minime delle particelle individuabili  allo
stereomicroscopio, sono state determinate contaminando
sperimentalmente dei campioni di cozze con particelle in LDPE
(ICO Polymers UK Ltd, Gainsborough, England, United Kingdom)
testando singolarmente differenti range di dimensioni (da 63um
a 90um; da 91uym a 125um; da 126um a 180um; da 181um a
355um e da 356 a 510um). Nove esemplari di cozze fresche e
nove esemplari di cozze ftrasformate sono stati  scelti
casualmente tra i campioni precedentemente analizzati
contaminando ciascun soggetto con 20 MPs di LDPE. Per

minimizzare le variazioni derivanti dall’utilizzo di esemplari
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differenti, ciascun campione era costituito da due cozze
omogenizzate e divise in due sub campioni di ugual peso: uno
veniva contaminato e |'altro rappresentava il campione
controllo. | campioni sono stati processati secondo la stessa
metodica analitica descritta sopra. Le particelle di LDPE
eventualmente presenti nei filtri dei campioni venivano
individuate allo stereomicroscopio ed enumerate. Il 10% delle
particelle individuate per ciascun gruppo di cozze fresche e
trasformate sono analizzate con spettroscopia FTIR per

confermarne la composizione chimica.

Dipartimento di Scienze Veterinarie — Messina pag. 70 di 184



Tesi di doftorato di: L. NALBONE Relatore: prof. F. GIARRATANA

3.5 Analisi statistica

Per valutare eventuali differenze significative tra i campioni,
considerando le zone di pesca, le specie e le differenti tipologie
commerciali, sono stafi effeftuati un’analisi della variazione
tramite ANOVA ad una-via e T-test (Addinsoft, Microsoft excel).
Il livello di significativita e stato determinato fissando il valore di

p<0,085.
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4. Risultati e discussioni
4.1 Distribuzione e caratteristiche delle MPs nei campioni di
cozze

Diverse potenziali MPs sono state individuate nel 68,6 % (103)
dei campioni con un valore medio 0,14 + 0,18 particelle/g (peso
bagnato) dei campioni totali e 0,21 £ 0,18 particelle/g (peso
bagnato) dei campioni positivi (Tabella 10). Un totale di 428
particelle e stato individuato allo stereomicroscopio, con un
quantitativo variabile da 1 a 20 particelle/campione, con un
valore medio di 2,85 + 3,55 particelle/campione totali e 4,15
3,60 particelle/campione positivo. Un quantitativo minimo di
fiore e stato contato nei filtri dei campioni confrollo con una
media di 0,33 * 0,84 fibre/filtro. I numero totale di particelle per
grammo riscontrato in questo studio € minore rispetto ai
quantitatividi0,7 - 2,9 particelle/g e 0,9 — 4,6 particelle/g riportati
rispettivamente da Li et al. (2018) e da Li et al. (2016). Altri studi

invece, come quelli condotti da Van Cauwenberghe & Janssen
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(2014) e da Van Cauwenberghe et al., (2015) riportano valori piu
simili ai nostri, rispettivamente di 0,36 + 0,07 particelle/g e 0,2 +
0,3 particelle/g. | nostri risultati invece, si discostano molto da
quelliriportati da Murphy (2018), il quale ha segnalato il maggior
numero di MPs riscontrate fino ad oggi in campioni di cozze: da
5.6 a 657,5 MPs/g. In ogni caso, & importante sottolineare che
questi studi sono stati condotti con differenti tecniche analitiche
e per tanto ogni possibile comparazione potrebbe perdere di
significato (Li et al., 2018). In questo studio, le MP-fb sono state |l
morfotipo maggiormente individuato con il 70,09% (n=300) di
particelle (Figura 3), mentre il 17,06% (n=73) erano MP-fr (Figura

4) e il 12,85% (n=55) erano MP-fl (Figura 5).
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Tabella 10: Distribuzione del numero di particelle tra le varie specie di cozze

% Campioni n Rapporto sui campioni totali Rapporto sui campioni positivi
Specie di cozze n. Pesoing pq:;i(::nelle particelle zg:::ie::é Particelle/g Pesoing zg::;?::é Particelle/g
M. galloprovincialis 50 1000,67 37 (74%) 248 4,96+5,04 0,25+0,25 740,56 6,7+4,75 0,34+0,23
M. edulis 50 998,44 37 (74%) 98 1,96+1,80 0,10+0,09 737,98 2,65+1,58 0,13+0,08
M. chilensis 50 993,79 29 (58%) 82 1,64+1,71 0,08+0,09 557,76 2,22+1,30  0,007+0,003
TOTALE 150 29929 103 (68.7%) 428 2,85+3,55 0,1410,18 2036,3 4,15%3,60 0,21%0,18
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Figura 4: Esempio di MP-fr riscontrata nei comini in corso d'analisi
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Figura 5: Esempio di MP-fl riscontrata nei campioni in corso d’analisi
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I numero di MP-fb era significativamente maggiore (p< 0,05)
rispetto a quello delle MP-fr e delle MP-fl per tutte le specie di
cozze (Figura 6). Il test ANOVA riportava differenze significative
(p< 0,05) tra le specie e le Zone Fao di pesca. Un maggiore
numero di particelle e stato riscontrato nella specie M.
galloprovincialis (Mar Mediterraneo) con un quantitativo di
0,2520,25 particelle/g, maggiore (p<0,05) rispetto a quello
riscontrato in M. chilensis (Oceano Pacifico) (0,08+0,09) e M.
edulis (0,10+ 0,09) (Oceano Atlantico). Nessuna differenza
significativa (p>0,05) e stata riscontrata tra M. chilensis (Oceano
Pacifico) e M. edulis (Oceano Atlantico). Considerando le
categorie commerciali di vendita, potenziali MPs sono state
identificate nel 77,3% (58) delle cozze fresche e nel 60,0 % (45)

delle cozze trasformate (Tabella 11).
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Figura é: Distribuzione per morfotipo delle particelle tra le specie di cozze analizzate

Tabella 11: Distribuzione del numero di particelle fra i tipi commerciali di cozze analizzate

% Campioni Rapporto sui campioni totali Rapporto sui campioni positivi
Cozze n. Pesoing con . Particelle/ . . Particelle/ Particelle/
. particelle . Particelle/g Pesoing X
particelle campione campione g

Fresche con guscio 75 1500.86 58 (77.3%) 296 3.95+4.24 0.19+0.21 1139.57 5.10x4.17 0.25+£0.21
Precotte senza guscio 75 1492.04 45 (60%) 132 1.76x1.77 0.09+0.09 896.73 2.93+1.32 0.15+0.07

TOTAL 150  2992.9 103 (68.7 %) 428 2.85%3.55 0.14+0.18 2036.3 4.15%3.60 0.21+0.18
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Un maggior numero di particelle € stato rifrovato nei campioni
di cozze fresche con un rapporto particelle/campione piu del
doppio rispetto a quello riscontrato per i campioni di cozze

trasformati (p<0,05) (Figura 7).
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Figura 7: Distribuzione per morfotipo delle particelle tra i tipi commerciali di cozze
analizzate

Dipartimento di Scienze Veterinarie — Messina pag. 98 di 184



Tesi di doftorato di: L. NALBONE Relatore: prof. F. GIARRATANA

In particolare, iI| numero di MP-fb e MP-fr era il doppio nei
campioni di cozze fresche rispetto a quelle trasformate, mentre
nessuna differenza significativa € stata calcolata per le MP-fl
(0>0,05). Complessivamente, le dimensioni delle MP-fr ed MP-fl
erano comprese tra 150 um e 1000 um (considerando la
diagonale maggiore) mentre il range di lunghezza delle MP-fl
era circa 250 um - 6000 um. Le MP-fl le cui dimensioni erano
comprese tra ~1000 um e 1500 um sono state quelle piu
riscontrate, mentre le MP-fr e le MP-fl erano prevalentemente di

dimensioni comprese tra i ~150 um e 500 um (Figure 8-10).
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4.2 Composizione chimica delle particelle individuate nei
campioni di cozze

Sul totale di 428 particelle identificate nei filtri, 59 di queste (36
MP-fl, 19 MP-fr e 4 MP-fl), di dimensioni comprese trai 150 um e i
1500 um, sono state analizzate con spettroscopia FTIR per
identificarne la composizione chimica, confermandone la
natura plastica. Tra queste, ['analisi spettrometrica ha
confermato che 44 particelle, di dimensioni comprese tra i 150
um e i 1000 um, erano effettivamente MPs (Figura 11, Tabella 12
a e 12 b). In enframbe le categorie commerciali, il PE era |l
polimero maggiormente rappresentato seguito dal PP e dal PET.
In minor percentuale, sono state identificate anche particelle in
PS e in PVC. Il 19 % di tutte le particelle analizzate, corrispondenti
ad 11 MP-fb di dimensioni superiori a ~500 pum, sono state
identificate come fibre di cotone ed un altro 7%, costituito da 4
MP-fr, come materiale organico (probabilmente frammenti di

guscio). | dati oftenuti sottolineano l'incertezza che deriva
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dall'identificazione delle particelle plastiche attraverso

I'osservazione al microscopio, che aumenta al diminuire della

dimensione delle particelle stesse (Hermsen et al., 2018; Remy et

al., 2015; Wesch et al., 2016).
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Figura 11: Composizione chimica di frammenti identificati tramite spettroscopia

FTIR
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Tabella 12a: Tipi di polimeri identificati tra 59 particelle selezionate per I'analisi
con spettroscopia FTIR tra le differenti specie analizzate

Specie di cozze

Polimeri (n. particelle)

M. galloprovincialis M. edulis M. chilensis

Polietilene (20) 8 (MP-i) 6 (5 MP-li/1 MP-fr) 6 (1 MP-li/5 MP-fr)
Polipropilene (11) 5 (MP-li) 3 (MP-li) 3 (MP-li)
Poliethilene tereftalato (7) 2 (MP-fr) 2 (MP-fr) 3 (MP-fr)
Polivinilcloruro (4) 0 1 (MP-fi) 3 (MP-fi)
Polistirene (2) 1 (MP-fr) 1 (MP-fr) 0
Cotone (11)/ Organico (4) 3 (MP-li)/1 (MP-fr) 4 (MP-i)/2 (MP-fr) 4 (MP-li)/1 (MP-fr)

20 19 20

TOTALE (59 particelle)

Tabella 12b: Tipi di polimeri identificati tra 59 particelle selezionate per I'analisi
con spettroscopia FTIR tra le differenti tipologie analizzate

Categorie commerciali

Polimeri (n. particelle)

Fresche con guscio Precotte sgusciate
Polietilene (20) 11 (MP-li) 9 (3 MP-li/6 MP-fr)
Polipropilene (11) 8 (MP-li) 3 (MP-li)
Poliethilene tereftalato (7) 4 (MP-fr) 3 (MP-fr)
Polivinilcloruro (4) 1 (MP-fi) 3 (MP-fi)
Polistirene (2) 2 (MP-fr) 0
Cotone (11)/ Organico (4) 3 (MP-li)/3 (MP-fr) 8 (MP-li)/1 (MP-fr)
TOTALE (59 particelle) (22 MP-1i/9 I?A2P /1 MP-) (14 MP-Ii/102I\7\P-fr/3 MP-fi)
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4.3 Tasso di recupero e dimensione minima individuabile delle
particelle

Le dimensioni minime delle particelle che consentivano una
individuazione agevole delle potenziali MPs presenti nei filtri dei
campioni erano comprese tra ~91-125um. Il materiale organico
non completamente digerito poteva ftrarre in  inganno
I'operatore rendendo complicata l'individuazione di particelle
piu piccole da dover softoporre alle successive fasi di
identificazione. Un totale di 173 e 169 potenziali particelle di LDPE
sono state contate nei campioni di cozze fresche e in quelle
trasformate, rispettivamente. Abbiamo notato che le particelle
mancanti erano spesso rimaste adese alla superficie delle beute
filtranti, sottolineando la necessita di analisi meticolose e precise.
Inoltre, le particelle tendevano a aderire tra di loro rendendo
ancor piu complicata I'enumerazione. La spettroscopia FTIR
confermava la composizione chimica dei frammenti di LDPE

analizzati. Complessivamente, un tasso medio direcupero delle
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particelle del 95% permetteva una valutazione dei risultati

ottenuti con un buon livello di affidabilitd.

4.4 livelli di esposizione a PCB e PAHs associati al consumo di
cozze contaminate con MPs

EFSA (2016) ha stimato il quantitativo medio di plastica ingerita
durante il consumo di un piatto di cozze (225g senza guscio),
corrispondente a circa 7 ug di plastica ovvero 9200 MPs. Questi
dati sono stati ottenuti moltiplicando la piu alta concentrazione
di MPs riportati in letteratura all’epoca (4 particelle/g) in
campioni di cozze destinate al consumo umano (Li et al., 2015).
Basandoci sullo stesso principio sono stati calcolati, per le 3
specie oggetto della tesi, i quantitativi di MPs a cui |l
consumatore € esposto durante il consumo di un piatto di cozze
(2259 senza guscio). In 225 grammi di M. galloprovincialis erano
presenti fino a 56,25 particelle plastiche, corrispondenti a 0,44 ug

di plastica. Quantitativi piu bassi pari a 22,5 e 18 di MPs si
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rinvenivano in M. edulis e M. chilensis rispettivamente, ciascuno
corrispondenti a 0,17ug e 0,14ug di plastica.

Relativamente allo stato di commercializzazione nelle cozze
fresche (M. galloprovincialis e M. edulis) il numero di particelle
plastiche ingeribili da un pasto medio ammonterebbe a 47,25,
per un totale di 0,37ug di plastica; mentre sarebbero 20,25 le
particelle plastiche assunte con un pasto di cozze precotte,
sgusciate e surgelate, corrispondenti a 0,16 ug di plastica

(Tabella 13).

Tabella 13: Numero di MPs potenzialmente ingerite durante un
pasto di 225g di cozze

n. Mg di pastica
Cozze MPs/pasto ingerita
M. galloprovincialis 56,25 0,44
M. edulis 22,5 0,17
M chilensis 18 0,14
Fresche con guscio 47,25 0,37
Precotte sgusciate 20,25 0,16
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Considerando i valori medi dei nostririsultati (Tabelle 10e 11) ed
il consumo medio pro capite annuo di 1,33 kg di cozze/persona
(EUMOFA, 2017), ne deriva che in un anno, un uomo potrebbe
ingerire fino a 186,2 MPs per un totale di 1,45 ug di plastica.
Infine sulla base dei livelli annui di plastica ingerita a seguito del
consumo di cozze, considerando i livelli massimi di POPs (PCBs e
PAHs) potenzialmente rilasciati da MPs disperse nell’ambiente
(PCBs fino a 2,750 ng/g e PAHs fino a 24,000 ng/g (EFSA, 2016)),
e stato calcolato il livello di esposizione giornaliero derivante dal
consumo di cozze contaminate.

| livelli di MPs riscontrati nei campioni analizzati contribuirebbero
solo con una piccolissima percentuale ai livelli di esposizione
giornaliera di PCBs e di PAHSs, rispettivamente dello 0,00004 % e
dello 0,0001%. L'EFSA (2012), sul monitoraggio delle diossine e dei
PCB negli alimenti e nei mangimi disponibili sul mercato
europeo, ha stimato, infatti, un'esposizione media giornaliera

alle non-dioxin-like PCBs di 0,3-1,8 ug (considerando un individuo
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di 70 kg). Mentre, per quanto riguarda i PAHs, I'EFSA (2008) ha
stimato per un consumatore medio un’'esposizione giornaliera
media di 3,8 ug. Pertanto, anche se considerassimo i livelli piu
elevati di accumulo e rilascio di questi POPs riscontrati nelle MPs,

i nostri risultati sono sicuramente confortanti.
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5. Considerazioni

L'elevata persistenza delle MPs nellambiente ne sta
comportando un accumulo sempre crescente (Andrady, 2017;
Barboza et al., 2018). Inoltre, come gid precisato, diversi studi
hanno dimostrato la possibilitd che le MPs possano accumularsi
a concentfrazioni crescenti salendo lungo la piramide
alimentare, destando preoccupazioni soprattutto per gli
organismi viventi all’apice della catena (Akhbarizadeh et al.,
2019; Nelms et al.,2018; Welden et al., 2018). Studi sulla
quantificazione di MPs eventualmente presenti negli alimentfi
sono fondamentali per comprendere i livelli di esposizione per
una corretta analisi dei rischi associati. La prevalenza di fibre tra
i morfotipi delle particelle riscontrate, cosi come il tipo di polimeri
identificati, confermano quanto riportato in  diversi studi
precedenti (Qu et al., 2018; Gundogdu et al., 2020).

Cosi come gia riportato in lefteratura (Li et al., 2015),

relativamente all’origine di tali frammenti & ipotizzabile che le
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fibre in PP possano derivare dalle corde in plastica utilizzate nelle
fasi di all’allevamento dei mitili mentre per le cozze trasformate
non si puo escludere che le particelle in PE e PVC possano
originare dalle confezioni in plastica utilizzate per il packaging.
A tal proposito sarebbe auspicabile sostituire le attrezzature in
plastica impiegate nella mitilicoltura con del materiale
biodegradabile e utilizzare dei materiali innovativi quanto piu
eco-friendly per il packaging dei prodotti alimentari.

Relativamente all’origine di PET e PS, essendo materiali plastici
comunemente utilizzati per la fabbricazione di bottiglie, bicchieri
e sacchetti di plastica, la loro presenza € da correlare alla loro
notevole diffusione nell'’ambiente sotto forma di rifiuti plastici.

Il riscontro di fibre di cotone, maggiormente rinvenute nelle
cozze trasformate, potfrebbe essere correlato ad una
contaminazione dei campioni con fibre tessili durante le fasi di
lavorazione delle cozze nelle industrie alimentari (considerando

che i controlli intermedi nel corso delle analisi ci permettevano
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di scongiurare contaminazione importanti dei campioni in fase
di processazione).

Il maggior riscontro di MPs nei campioni di M. galloprovincialis
potrebbe riflettere il loro maggior grado di distribuzione nel
bacino del Mar Mediterraneo piuttosto che nel’Oceano
Atlantico e Pacifico, cosi come riportato in uno studio
precedente (de Lucia et al., 2014), cosi come a caratteristiche
tipiche della specie (capacita di filtrazione, dimensioni, ect...).

Sebbene il riscontro di MPs in campioni di cozze sia un dato
oggettivo, non € possibile determinarne con certezza I’ origine.
La contaminazione con particelle plastiche potrebbe di fatto
avvenire, infatti, in qualsiasi fase della produzione,
trasformazione e commercializzazione dei mitili € non derivare
direttamente da una contaminazione delle cozze nell’ambiente
marino. In questo studio tuttavia, un maggior quantitativo di
particelle € stato riscontrato nei campioni freschi piuttosto che

in quelli frasformati, in contrasto con quanto riportato in altri studi
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simili (Li et al., 2018; Karami et al., Li et al., 2019). A tal proposito,
ulteriori indagini si rendono necessarie per comprende se i
trattamenti di lavorazione dei mitili, come il lavaggio, la
sgusciatura e la precottura, possano influire sull’apporto di MPs
ed eventualmente contribuire ad aumentare o mitigare i rischi
tossicologici correlati. Uno studio preliminare condotto da Renzi
et al. (2018) ha evidenziato un minor numero di MPs, di
dimensioni inferiori, in cozze sottoposte a cottura rispetto a
campioni di cozze crude. Ad oggi, non ci sono informazione
certe sul destino delle MPs assunte con la dieta. In questo
scenario, i possibili effetti avversi sul'uomo sono ancora poco
compresi soprattutto per quanto riguarda le esposizioni croniche
(Barboza et al., 2018). Per determinare una corretta valutazione
e gestione deirischi, andrebbe adottato un protocollo analitico
uniforme e piani armonici di monitoraggio andrebbero
incoraggiati per comprendere le variazioni nello spazio e nel

tempo delle MPs disperse nell’ambiente (Li et al., 2019).
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SPERIMENTAZIONE 2

Studio preliminare sull’utilizzo del colorante Rosso Nilo per

I'identificazione di microplastiche in cozze marine.

L' attivitd di ricerca durante questa seconda sperimentazione &
stata condotta presso | laboratori del “Marine Scotland
Science”, The Scottish Government, Aberdeen, Scotland, United

Kingdom.
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6. Materiale e metodi

6.1 Esperimento di esposizione

Per questa prova di contaminazione sperimentale sono stafi
utilizzati campioni di cozze prelevate in natura (CN) e campioni
di cozze allevate (CA) appartenenti alla specie Mytilus edulis. Gli
organismi filtratori come le cozze sono da molti considerati ottimi
bioindicatori della contaminazione da MPs negli ambienti
costieri (Li et al., 2019). Le CN sono state campionate nel mese
di Aprile 2019, lungo le coste della baia di Nigg (Aberdeen,
Scozia, UK) in prossimita del porto della citta (57°08'33.82"N —
2°03'21.92"W). Le CN al momento del campionamento erano
ancorate alle rocce, fuori dall’acqua (bassa marea), ricoperte
di sabbia e di altro materiale organico. Una volta prelevate con
I'aiuto di scalpelli e forbici, sono state rapidamente frasportate
all'inferno di contenitori chiusi e puliti presso il laboratorio
d'analisi. Le CA, allevate su pali di legno e corde in plastica,

venivano acquistate presso un centro di depurazione locale
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della citta di Aberdeen. Almomento del campionamento, le CA
si trovavano all'interno di una gabbia, immerse in uno specchio
d'acqua per i processi di rifinitura prevendita e, una volta
prelevate, venivano rapidamente trasportate presso |l
laboratorio d’analisi in contenitori chiusi e puliti. Ciascun gruppo
di CN e CA ¢ stato suddiviso in tre sottogruppi: i campioni in
bianco (CaB) (180 esemplari) sono stati prontamente avvolti in
fogli di alluminio e stoccati immediatamente ad una
temperatura di — 20 °C, i campioni da contaminare (Cak) (135
esemplari) e i campioni controllo (CaC) (45 esemplari) sono stati
posti all'interno di acquari contenenti 60 litri di acqua di mare
pulita e filtrata, muniti di aeratore per assicurare una
ossigenazione costante ed un continuo movimento dell’acqua.
L'acqua di mare utilizzata era stata prelevata direttamente
dalla baia di Nigg e, una volta a terra, veniva filtrata attraverso
uno strato di sabbia e ghiadia e pompata all’interno di un

serbatoio. Dalla vasca di stoccaggio, I'acqua veniva spinta
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all'interno di un sistema ad alta pressione composto da una serie
di filtri successivi, quindi trattata con raggi UV per rimuovere
plankton, alghe e altre possibili fonti di contaminazione
organica. Le MPs utilizzate nella contaminazione sperimentale
erano particelle di polietilene a bassa densita (LDPE) (0.924
g/cm3). Una polvere di LDPE a granulometria variabile era stata
acquista presso ICO Polymers UK Ltd, Gainsborough, Inghilterra,
Regno Unito. La polvere veniva accuratamente setacciata
attraverso una serie di maglie in acciaio (Endecoftts Laboratory
Test Sieves, Londra, Regno Unito) di dimensioni scalari (1,00 mm,
710 um, 500 um, 355 um, 250 um, 180 um, 125 um, 90 um, e 63
um) al fine di separare le particelle in lofti di dimensioni
specifiche. Ciascun lotto era quindi costituito da granuli di LDPE
non uniformi in termini di forma ma con un diametro e un’'area
superficiale simile. Particelle di LDPE <250um (2g) e tra 500 e
710um (2 g) sono state aggiunte in ciascuna vasca contenti i

CaE. La contaminazione sperimentale e stata condotta ad una
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temperatura costante di 15 °C per 2 ore in regime di luce. | CaE
e i CaC una volta prelevati dalle vasche sono stati avvolti in fre
strati di fogli d’alluminio e stoccati a -20 °C. Un totale di 3 cozze
per ciascuno softogruppo € stato processato singolarmente.
Tutti i materiali utilizzati per il campionamento e le analisi sono
stati rigorosamente puliti con acqua deionizzata ultrafiltrata
ottenuta da filtri in cellulosa rigenerata con pori del diametro di
0.2 um (Whatman filters, Merck, UK). | campioni di cozze
venivano lasciati scongelare all’interno di fogli d’alluminio e |l
guscio rigorosamente sciacquato prima dell’analisi  per
rimuovere eventuali particelle di LDPE rimaste adese. La
lunghezza, la larghezza e il peso (con e senza guscio) di
ciascuna cozza e stato misurato prima di processare i campioni.
La polpa di ciascuna cozza veniva posta in una beuta (250 ml)
e digerita con una soluzione di 10% KOH (40 g/ml) overnight a
60°C (Dehaut et al., 2016). | campioni venivano quindi filtrati

attraverso filtri in policarbonato traslucido (PCTE) con pori del
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diametro di 10um (Whatman filters, Merck, UK). Un filtro PCTE in
bianco e stato preventivamente colorato con del rosso nilo (RN)
per valutarne la possibile fluorescenza. Il RN € stato preparato
ad una concentrazione di 1 mg/mlin etanolo (Maes et al. 2017)
e filtrata utilizzando filtri in cellulosa rigenerata con pori del
diametro di 0,2 um per escludere ogni possibile fonte di
contaminazione ambientale. Ciascun filiro e stato esposto per
30 minuti a 25 ml della soluzione di RN. Le fasi di digestione,
filtrazione e colorazione sono state eseguite sotto cappa
chimica aspirante. Una fotocamera Canon EQOS-760D,
equipaggiata con una lente di ingrandimento e un filtro giallo
(Foster & Freeman, Worcestershire, UK), € stata montata su di
una fresatrice, la quale consentiva dei movimenti automatici
lungo gli assi XYZ. Un totale di 30 fotografie che ricoprono I'intera
superficie di ciascun filtro veniva scattato sotto una luce a LED
blu (420-470nm; Crimelite 2, Foster & Freeman, Worcestershire,

UK) e softo una Iluce bianca. |l software Autostich

Dipartimento di Scienze Veterinarie — Messina pag. 119 di 184



Tesi di doftorato di: L. NALBONE Relatore: prof. F. GIARRATANA

(https://autostitch.download.it/) veniva utilizzato per
assemblare le foto di ciascun filtro in un'unica immagine
ingrandita di modo che di ogni filtro era possibile ottenere una
immagine sotto luce blu (immagine blu) ed una sotto luce
bianca (immagine bianca). Le potenziali MPs erano individuate
valutando la fluorescenza, la forma e I'aspetto delle particelle
comparando le immagini ingrandite. Le particelle selezionate
erano quindi analizzate allo stereomicroscopio e il tipo di
polimero identificato attraverso un Nicolet™ IN10 microFTIR
microscope (Thermo Fisher Scientific, USA) utilizzato in modalita
rifleftanza e controllato dall’interfaccia Thermo Scientific
OMNIC™ Picta™. Una particella di polistirene veniva analizzata
come conftrollo prima di ogni analisi. Gli spettri FTIR sono stati
misurate nella lunghezza d’onda compresa tra i 400 e i 4000 cm-!
con una risoluzione di 8 cm~! e una media di oltre é4 scansioni.
Le particelle venivano identificate comparando gli spettri di

assorbanza FTIR delle particelle in esame con quelli di polimeri
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presentiin una libreria diriferimento composta in parte da spettri
ottenuti da particelle ambientali (“sporche” e alterate”) e in
parte da particelle di plastica vergine (Hummel Polymer). Un
indice di affinita di almeno il 70% € stato considerato accettabile

per poter definire MPs le particelle analizzate.

6.2 Validazione del protocollo analitico

Le dimensioni minime delle particelle rilevabili con il metodo
impiegato sono state stabilite distribuendo MPs di dimensioni
note in filtri puliti. In particolare, sono state aggiunte 20 particelle
di LDPE in filtri in PCTE puliti testando singolarmente vari range di
dimensioni (da é63um a 20um; da 21um a 125um; da 126um a
180um; da 181um a 355um e da 356 a 510um). L'influenza della
soluzione di KOH sulla colorazione con RN delle particelle e stata
valutata considerando la fluorescenza delle particelle di LDPE su
filtri in PCTE puliti prima e dopo una fase di digestione. Il tasso di

recupero e le dimensioni minime delle particelle rilevabili in
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campioni di cozze e stata valutata contfaminando
sperimentalmente dei CaB-CA con 20 particelle di LDPE
singolarmente per ciascun range di dimensione (da 21um a
125um; da 126uym a 180um; da 181um a 355um e da 356 a
510um), processandoli secondo la stessa metodica analitica
descritta sopra. Nove esemplari sono stati scelti casualmente tra
i campioni precedentemente analizzati contaminando ciascun
soggetto con le particelle di LDPE. Per minimizzare le variazioni
derivanti dall’utilizzo di esemplari differenti, ciascun campione
era costituito da due cozze omogenizzate e divise in due sub
campioni di ugual peso: uno veniva contaminato e [|'altro
rappresentava il campione controllo. Tuttii frammenti individuati
nelle immagini ingrandite dei filti che per dimensioni,
fluorescenza e forma potevano essere considerate delle MPs,
venivano analizzate allo stereomicroscopio e sottoposte a

spettroscopia FTIR. Le particelle di LDPE venivano quindi
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enumerate per calcolare il tasso di recupero e la riproducibilita

del metodo.
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7. Risultati

| filtri in PCTE sono stati scelti per questo studio dal momento che
non mostravano una fluorescenza di fondo se colorati con il RN
(Figura 12), diversamente da altri materiali come gid mostrato in
uno studio condotto da Prata et al. (2019b).

La dimensione dei pori di 10 ym permetteva una rapida ed
efficiente filtrazione dei campioni. Osservando le immagini blu
dei CaE, materiale organico residuale non digerito di differente
forma, colore e fluorescenza interferisce a vari livell con
I'identificazione delle particelle di LDPE utilizzate per
I'esposizione sperimentale. Un numero considerevole di
frammenti aggregati I'un con I'altro caratterizzati da un intenso
colore giallo/verde fluorescente erano evidenti dalle immagini

blu dei filtri dei campioni CaE-CN (Figura 13).
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Figura 12: Immagine blu e bianca di un filtro in PCTE pulito

\

Figura 13: Immcgin blu e bianche dei 3 CaE-CN
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Osservando i filtri allo stereomicroscopio, questi aggregati erano
costituiti da un insieme di potenziali particelle di LDPE e materiale
organico residuale. Considerato I'elevato numero di particelle
riscontrate, non € stato possibile effettuare un’analisi
spettroscopica su tutti i frammenti, pertanto 20 particelle
rappresentative sono state selezionate individuaimente da
ciascuno dei tre filtri dei CaE-CN e identificate come particelle
di LDPE dallo spettroscopio FTIR. Un quantitativo inferiore di

particelle e stato osservato nei Cak-CA (Figura 14).

Figura 14: Immagini blu e bianche dei 3 CaE-CA
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Tuttii 26 frammenti complessivamente individuati dai tre CaE-CA
sono stati identificati dallo spettroscopio FTIR come LDPE. In tutti
gli altri campioni, € stato identificato un frammento di colore
rosso in PET, caratterizzato da una intensa fluorescenza rossa
facilmente distinguibile dalla corrispettiva immagine blu del filtro

in un CaB-CN (Figura 15).

Figura 15: Frammennto in PET identificato in un CaB-CN
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Nonostante numerose fibre fluorescenti fossero visibili dalle
immagini blu dei vari campioni esaminati, il limite di rilevabilita
dello spettroscopio FTIR ha consentito I'identificazione di solo 2

fibre in PP in differenti CaB-CN (Figure 16-17).

Figura 16: Fibra in PP identificato in un CaB-CN
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Figura 17: Fibra in PP identificato in un CaB-CN

| risultati oftenuti per i CaC permettevano di escludere ogni
possibile contaminazione in corso d'analisi dal momento che
nessuna MPs apparente era visibile dalle immagini dei campioni

analizzati (Figure 18-19).
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Figura 19: Immagini blu e bianche dei CaC-CA
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Empiricamente, la forma e la dimensione influiscono sulla
capacita di riconoscere e distinguere particelle fluorescenti
dalle immagini blu dei filtri. | residui organici sono caratterizzati
da un profilo "morbido” e “sfumato” diversamente da quello
definito e solido delle particelle plastiche. Una forte e intensa
fluorescenza caratterizzava i frammenti plastici rispetto ad una
fluorescenza piu lieve ed opaca dei residui organici, talvolta, del
tutto assente. Inoltre, possiamo affermare che al diminuire delle
dimensioni delle particelle, diminuiva anche la capacita di

distinguere i frammenti plastici piu piccoli dalle immagini dei filtri.

6.1 Validazione del protocollo analitico

Nei filtri in PCTE puliti, piccolissime particelle fluorescenti erano
visibili sullo sfondo (Figura 12). Con I'utilizzo esclusivo del RN, a
causa delle dimensioni e dell’aspetto, quest'ultimi particelle
potevano interferire con l'identificazione dei frammenti in LDPE

piU piccoli (63-20um) aggiunti ai filtri di PCTE puliti (Figura 20).
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Figura 20: Immagini blu e bianche di un filtro in PCTE
contaminato con 20 LDPE di dimensioni 63-20um

Osservando le immagini blu, le dimensioni minime della
particella che ne consentivano una distinzione dallo sfondo dei

filtri erano comprese tra 126 um e 180um (Figura 21).

Figura 21: Immagini blu e bianche di un filtro in PCTE
contaminato con 20 LDPE di dimensioni 126-180um
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La fluorescenza delle particelle in LDPE di dimensioni differenti
aggiunte sperimentalmente a campioni di cozze € stata
valutata comparando le immagini fra la metd contaminata e
quella non dei CaB-CA. Le dimensioni delle particelle di LDPE
comprese tra 180-355um sono la taglia minima al di softo della
quale risultava laborioso distinguerle dal materiale organico

residuo non digerito (Figura 22).

Figura 22: Immagini blu e bianche di un CaB-CA contaminato
con 20 LDPE di dimensioni 180-355 um
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Tuttavia, dalle immagini blu dei campioni testati, un'intensa
fluorescenza di colore giallo delle particelle di LDPE era
distinguibile dallo sfondo dei filtri per tutte le dimensioni testate.
Dai 9 campioni di cozze analizzati, un totale di 169 potenziale
particelle in LDPE sono state sottoposte ad analisi spettroscopica
per confermarne la composizione chimica. La spettroscopia FTIR
ha confermato che 165 su 169 erano in LDPE, con un tasso di
recupero compreso tra | 80% e il 100%/cozza. La fluorescenza
delle particelle di LDPE non era apprezzabilmente influenzata
dal frattamento di digestione dei tessuti con la soluzione al 10%
(w/v) di KOH. Le particelle mancanti erano spesso rimaste adese
alla superficie delle beute utilizzate per la Afiltrazione
sottolineando ancora una volta la necessita di analisi attente e
precise. Anche in questo caso, le particelle tendevano a aderire
tra loro rendendone complicata I'enumerazione, sia dalle
immagini dei filtri che allo stereomicroscopio. Per quanto

performante possa essere, la digestione dei campioni era
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sempre associata a deiresidui organici che interferivano a vario
titolo con l'individuazione delle particelle plastiche.
Comparando le immagini della meta controllo con quella
sperimentalmente contaminata risulta chiaro I'importanza di

una digestione efficace dei campioni (Figura 23).

Figura 23: Comparazione della digestione dalle immagini blu di
due CaB-CA contaminati con 20 LDPE di dimensioni 180-355 um.
Da sx a dx, le rispettive meta contaminate e metd conftrollo.
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Il materiale organico residuo colorato con RN appariva come
frammenti di varia forma e dimensione, talvolta come puntini
neri o colorati di varie sfumature di rosso e verde, piu © meno
fluorescenti. Tuttavia, per tutti i campioni testati, le immagini blu
e bianche dei filtri sono stati degli eccellenti supporti per
I'individuazione allo stereomicroscopio delle particelle di LDPE

da sottoporre alla fase successiva di identificazione chimica.
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7. Considerazioni

Non e stato possibile quantificare con assoluta certezza |l
numero di particelle in LDPE presenti in ogni CaE attraverso
I'utilizzo esclusivo della colorazione con RN. La fluorescenza delle
particelle non sembra essere sufficiente per l'identificazione
delle particelle plastiche, almeno al di sotto di certe dimensioni.
Tuttavia, la tecnica di colorazione con RN risulta un ottimo
supporto  nell'individuazione e nella selezione dallo
stereomicroscopio delle particelle da sottoporre alle successive
analisi di identificazione chimica. La principale limitazione
dell'utilizzo del RN per la ricerca di MPs nel biota € la persistenza
di un eccessivo quantitativo di materiale organico residuo. |
frammenti in LDPE erano facilmente individuali dalle immagini
blu dei filtri solo se la digestione determinava una fine ed
uniforme degradazione dei tessuti dei mitili. A tal proposito, i
risultati oftenuti mostrano una elevata variabilitd. L'utilizzo del

KOH e stato proposto come uno dei migliori compromessi per
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una digestione efficace del materiale organico insieme a
nessun effetto degradativo nei confronti dei polimeri plastici piu
comuni (HDPE, LDPE, PA-12, PA-6, PC, PET, PMMA, PP, PS, PSXL,
PTFE, PUR e uPVC) eccetto per I'acetato di cellulosa (Dehaut et
al. 2016; Stock et al., 2019; Thiele et al., 2019). In taluni studi sulla
valutazione dell’efficacia del RN, la possibile presenza di
materiale organico in campioni d’acqua e sedimenti € stata
esclusa da una fase di digestione dei campioni e da una fase di
separazione per flottazione delle MPs (Erni-cassola et al., 2017,
Prata et al., 2019b). Anche se la digestione con KOH permetteva
una filtrazione agevole dei campioni attraverso filtri con pori da
10 um, talvolta i residui organici non completamente digeriti
interferivano con l'identificazione dalle immagini blu delle MPs
colorate con RN, determinando possibili sovrastime. Da
un'attenta analisi  delle immagini blu dei campioni,
I'identificazione delle particelle colorate con RN sembra essere

correlata alle dimensioni delle particelle. Un buon tasso di
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recupero € stato oftenuto testando particelle di dimensioni
>180um, quando le caratteristiche fisiche dei frammenti
fluorescenti erano piu ovvie (ovvero quando dalle dimensioni e
della forma, era ovvio che fossero particelle plastiche). Sulla
base della fluorescenza di questi frammenti, le particelle in LDPE
erano simili solo a certi residui organici e diversi da altri che non
emettevano fluorescenza o erano di diverso colore. Il RN € un
colorante lipofilo, metacromico e solvatocromico caratterizzato
da uno spettro di emissione strettamente dipendente dalla
polaritd del mezzo (Ghoneim, 2000). La forte influenza
dell’ambiente sul RN e stata sfrutta per valutare la composizione
lipidica delle cellule dei mammiferi, nei lieviti, nelle muffe, nelle
microalghe e per valutare la composizione delle membrane
cellulari (Greenspan et al., 1985; Ira & Krishnamoorthy, 2001;
Kimura et al., 2004; Rumin et al., 2015). Quando le molecole che
compongono un materiale sono eccitate da onde

elettromagnetiche ad una certa lunghezza d'onda, passano da
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un livello energetico fondamentale ad uno eccitato. Perdendo
energiq, le molecole decadono e tornano al loro stato originale,
riasciando altre onde elettromagnetiche a certe lunghezze
d'onda, emettendo fluorescenza. Pertanto, a differentfi
lunghezze d’onda di eccitazione corrispondono certe lunghezze
d'onda di emissione che dipendono dalle proprietd ottiche
delle molecole e dalle interazioni delle stesse con I'ambiente
circostante (Albrecht C., 2008). Eccitato con specifiche
lunghezze d’onda, il RN agisce come un fluorocromo rendendo
fluorescente e quindi visibili talune particelle che altrimenti non
lo sarebbero. Diaz et al. (2008) ha stabilito per il RN, quale fossero
le lunghezze d'onda piu adatte per il riconoscimento dei diversi
lipidi sulla base della loro polarita. Lunghezze d'onda di
eccitazione corte (da 450 a 500 nm) sono utili per
I'identificazione degli ambienti altamente idrofobi caratterizzati
da una fluorescenza emessa tendente sempre piu al giallo/oro

(£580 nm) mentre lunghezze d'onda di eccitazione piu lunghe
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(da 515 a 560 nm) favoriscono la fluorescenza di ambienti polari
caratterizzati da una fluorescenza di emissione tendente sempre
piu al rosso (2590 nm). In uno studio condotto da Prata et al.
(2019b), sono state stabilite le lunghezze d'onda piu performanti
per il iconoscimento dei piu comuni polimeri plastici, vergini e
“usurati”, colorati con una soluzione di RN in etanolo (0.01 mg ml-
). A 470 nm, quasi tutti i polimeri testati mostravano una forte
fluorescenza, tuttavia, allo stesso tempo, questa lunghezza
d'onda determinava la fluorescenza anche di campioni di
materiale organico, principalmente legno, piume, carapace di
gamberi (chitina), tessuto muscolare di gambero e pesce.
Effettivamente, anche nel nostro studio il materiale organico
residuo non completamente digerito emetteva un certo grado
di fluorescenza se colorato con RN ed eccitate con lunghezze
d'onda simili. Entro certi limiti, la natura solvatocromica del RN
potrebbe essere sfruttata per discriminare le MPs dal materiale

organico. Allo stesso modo, Maes et al. (2017) ha proposto di
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utilizzarne questa proprietd per riconoscere i differenti fipi di
polimeri plastici. Ad oggi, sulla base dei risultati ottenuti, sembra
improbabile determinare con assoluta certezza la presenza di
particelle plastiche con I'uso esclusivo del RN senza considerare
altre caratteristiche fisiche. Tuttavia, diversi aspetti che
potrebbero influenzare le lunghezze d'onda di emissione di
particelle colorate con RN dovrebbe essere ulteriormente
investigati. Oltre alle caratteristiche chimiche strutturali,
andrebbe valutato quanto il colore dei frammenti possa
influenzare la loro fluorescenza. Inoltre, altre metodiche di
digestione andrebbero testate per valutare I'efficacia in termini
di residui organici residuali ed efficacia di colorazione con RN.
L'impiego di soluzione saline potrebbe essere utili per separare
le MPs per flottazione dai residui organici sulla base della loro
densita. Questo approccio € gia stato ampiamente utilizzato
soprattutto per campioni d’'acqua e sedimenti (Quinn et al.,

2017; Prata et al., 2019b). La separazione per densitd andrebbe
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investiga per gli studi condotti per la ricerca di MPs nel biota
colorato con il RN, in quanto potrebbe ridurre sostanzialmente |l
quantitativo di materiale organico residuale durante I'analisi dei
campioni.

La standardizzazione di una metodica analitica performante
che includa la colorazione con RN nelle analisi di routine per la
ricerca di MPs nel biota richiede ancora degli sforzi. La presenza
di piccolissimi frammenti fluorescenti visibili dalle immagini blu
dei filtri in PCTE puliti potrebbero derivare dall’ambiente di
lavorazione sottolineando la necessita di processare i campioni
in ambienti di lavoro estremamente puliti e di includere sempre
dei conftrolli intermedi, sia positivi che negativi, in questo tipo di
analisi. La presenza di residui organici di diverso colore e
fluorescenza fa nascere una serie di perplessitd sull’attuale
possibilita di utilizzare il RN sul biota cosi come gia fatto per
campioni d'acqua e sedimenti. Nella prospettiva di un uso

combinato con una osservazione allo stereomicroscopio dei
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filtri, il metodo implementato ha sicuramente delle implicazioni
favorevoli. Inoltre, altre tecniche di digestione in combinazione
con una separazione delle MPs per densita da altri materiali,
andrebbero investigate per migliore I'impiego del RN per la

ricerca di MPs nel biota.
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8. Conclusioni e prospettive future

Ad oggi, la presenza di microplastiche negli alimenti destinati al
consumo umano rappresenta ancora un rischio da non
softovalutare per la sicurezza alimentare e la salute umana.
Ulteriori sforzi sono richiesti alla comunitd scientifica considerato
che sono scarse le informazioni sull'incidenza di microplastiche
negli alimenti, i livelli di esposizione sono per la maggior parte
sconosciuti e gli effetti potenziali sulla salute dei consumatori
ancora poco compresi. Attualmente, le ricerche di settore
hanno dimostrato una esposizione alle microplastiche
potenzialmente costante dell’'uomo, principalmente attraverso
gli alimenti e I'aria. Considerata |'elevata persistenza delle
microplastiche nell'lambiente, la loro concentrazione e
destinata ad aumentare in futuro e risulterd sempre piu
importante attuare dei piani di monitoraggio sulla loro presenza
in vari campioni biologici. La ricerca dovrebbe concentrarsi sulla

valutazione dei rischi chimico-tossicologici e microbiologici
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associati, implementando i dati di evidenze dirette sull'uomo.
Comprendere il destino delle microplastiche nei tessuti umani
un fattore fondamentale per definire il reale pericolo (Barboza
et al., 2018). Il tutto non puod prescindere dalla standardizzazione
di tecniche analitiche accurate e condivise, senza le quali la
comparazione dei dati a disposizione risulta complicata e di
difficile interpretazione. Relativamente alle metodiche di
digestione saggiate, possiamo concludere che sia il HoO2 che
KOH sono stati efficaci nella digestione dei campioni senza
particolari effetti degradativi sulle microplastiche testate, inoltre
I'approvvigionamento di entrambi i composti presentano costi
contenuti. L' H2O2 € una sostanza sicura che non richiede
particolari accorgimenti d'impiego. Tutftavia, 1 tempi di
digestione particolarmente lunghi, un effetto schiumogeno e
uno ‘“sbiancante” ne condizionano I'utilizzo nelle analisi di
routine. Il KOH invece permetteva una digestione dei campioni

in fempi brevi anche se strettamente correlati alle temperature

Dipartimento di Scienze Veterinarie — Messina pag. 146 di 184



Tesi di doftorato di: L. NALBONE Relatore: prof. F. GIARRATANA

diincubazione che devono essere relativamente elevate (60 °C)
ponendo dei dubbi sulla possibile degradazione di frammenti
plastici.

Sarebbe inoltre necessario attenzionare contestualmente quei
frammenti plastici di dimensioni ancora piu piccole del
micrometro, le cosiddette nanoplastiche, di cui poco si sa delle
dinamiche di distribuzione ambientale e praticamente nulla
sulla loro presenza negli alimenti. Per quest’'ultima categorie di
particelle, dovrebbero essere fortemente migliorate ed
approfondite le tecniche di estrazione e identificazione
considerato che il numero di queste particelle € certamente
maggiore rispetto a quello delle microplastiche, cosi come |
pericoli potenziali associati (Ranieri & Barranco, 2019).

La questione delle microplastiche € un argomento parecchio
sentito dal punto di vista sociale e ha avuto una forte risonanza
a livello internazionale. Siamo ancora agli albori delle ricerche in

materia e sebbene qualche passo in avanti sia stato fatto, sono
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ancora tanti gli interrogativi a cui dar risposta per comprendere
il reale pericolo della presenza di particelle plastiche micro e

nanoscopiche disperse nell’ambiente.
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