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ACRONIMI E GLOSSARIO

AFSSE{Agence Francaise de Sécurité Sanitaire de I'Enviroanest du Travail) = istituzione
LJdzo 6t AOIF FNIyOSasS Oz2y a02LWA RA (dziStl RSt
RSY2YAYIT A2yS NR&LFIES EftQlyy2 Hnnpo®

AFM (Atomic Force Microscopy) = microscopio ad altissima risoluzione col quale e possibile

osservare ordini di grandezza pari alle frazioni del nanometro.

APHA (American Public Health Association) = associazione americana che tutela la salute

pubblica dei cittadini, attiva dal 1872.

ASTM(American Society for Testing and Materials) = associazamericana per lo sviluppo di

standard internazionali, fondata nel 1898 da chimici ed ingegneri.

AWWASG ! YSNAOLFY 2 GSNJ 22Ny & ! 4a20 Al ldA2y0 I' F2vy

salvaguardia della qualita delle acque principalmente del noreria.

B.E.T(Brunauer Emmett Teller) = la teoria prende il nome dai tre scienziati che la pubblicarono
yStf Mooy d vdzSadl &ALASIIL fQFraaz2NbAYSyidiz2z RSt
3SGdryRrR2 €S ol aa RSt f WA Y guarpEdaty, (p& la im0y dellal Iy
porosita di un elemento.

BAM = ButitAcrilammide.

BAUA (Bundesanstalt fir Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin) = istituto federale per la tutela

della salute dei lavoratori e della salute pubblica.

Biomarker= indicatoredello stato biologico.

CAT(Catalase) = enzima catalasi coinvolto nella detossificazione della cellula da specie reattive

dell'ossigeno.



CEN(Comitato Europeo di Normazione) = fondato nel 1961 il CEN e un ente normativo che ha
lo scopo di armonizzare e quurre norme tecniche in Europa in collaborazione con enti

normativi nazionali e sovranazionali.

CFUG/ 2f 2y@&@ C2NXNAY3T !'VYAG0O I' YAadaNI RSt ydzySNe
una colonia, espressa in CFUToLCFU .

CNT(Carbon Nandube) = genericamente, nanotubi al C.

CS(Core Shield) = riferito alle molecole composte aventi un nucleo costituito da un certo

elemento (core), rivestito da una sostanza differente (shield).

DG= Digestive Gland

DLS(Dynamic Light Scattering) = stmanto che misura la dimensione e la distribuzione
granulometrica di un materiale sospeso in un mezzo, in funzione del tempo, basandosi sulla

diffusione di un raggio laser che attraversa tale mezzo.

DWCNT(Double Walled Carbon Nano Tube) = nanotubi al i8posti da una doppia parete

concentrica.

EC50= concentrazione di una sostan#zagrado di produrre effetto sub0% della popolazione

ad essa esposta.

ECHAO 9 dzNB LISty [/ KSYA Ol f AattuazibBeyddlRd legisfaziohdNIBINHZBUES |

sostanze chimche allo scopo di tutelare la salute umana e I'ambiente.

ECM (Extra Cellular Material) = materiale extracellulare composto prevalentemente da

proteine, come ad esempio collagene.



ECSINEuropean Center for the Sustainable Impact of Nanotechnolog@ &y i S A ad A
2010, ha come obiettivo quello di effettuare indagini e studi per valutare le eventuali

NR LISNOdzaaA2y A adz €+ &l €dziS dzYlyt S adzZ £ QF Yo.
nanomateriali. Gli impatti sono considerati anche wa punto di vista sociale, in termini di

comprensione ed accettabilita delle nanotecnologie da parte della collettivita.

Endpoint=obbiettivo, scopo del test

ENM(Engineered Nano Materials) = sono i NM prodotti con le differenti ENP.

ENP(Engineered Bno Particles) = nel complesso, il termine si riferisce a tutte le NP antropiche

prodotte per uno specifico scopo e non accidentalmente.

EPAGOY BANRYYSYGlf tNRGSOGA2y ! 3Syodeo I 13
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FAP(Filtro Anti Particolato) = un dispositivo presente nelle moderne macchine alimentate a

gasolio, in grado di abbattere le emissioni inquinantiszaa dalle polveri sottili.

FFHField Flow Fractionation) = strumento in grado di identificare le nanoparticelle misurando

la luce che queste diffondono quando sono colpite da un laser polarizzato.

FNP (Fluorescent Nano Particle) = NP dotate di fluoeeza utilizzate prevalentemente in

campo medico, per fini diagnostici.

FOP(Federal Office of Public Health) = ufficio federale svizzero che si propone di preservare la

salute pubblica dei cittadini.

FS(Fluorescent Silica) = NP di Si dotate di flusraza utilizzate, ad esempio, in campo medico,

per fini diagnostici.



Gl= Gastro Intestinale

GPX(Glutathione Peroxidase) enzima glutatione perossidasi coinvolto nella detossificazione

della cellula da specie reattive dell'ossigeno.

GSH(Glutathione) =forte antiossidantecoinvolto nella detossificazione della cellula da specie

reattive dell'ossigeno.

GSR(Glutathione SReductase) = anche noto come glutatione disolfuro reduttasi, & alla base

della formazione del GSH.

GST(Glutathione STransferase) =reima antiossidante facente parte del sistema glutatione.

HBSSHanks Balanced Salt Solution) = soluzione fisiologica realizzata a pH e salinita bilanciati a

aSO02YyRI StftQ2NHBlIyAaY2 | OdzA 8§ RSaldAyl Ol o

HeLa(Henrietta Lacks= 19201951 morta a causa di un tumore al collo uterino. Con la biopsia
le furono prelevate alcune cellule tumorali uterine, successivamente commercializzate con |l
nome Hela. Tali cellule ad oggi unalegiu importanti e diffuse scoperte nellambito della

ricerca medica.

HPLQHigh Performance Liquid Chromatography) = tecnica analitica di cromatografia utilizzata
per separare una mistura di sostanze chimiche in funzione della differente affinita @stequ
mostrano nei confronti delle varie fasi.

HR= High Resolution

HT= Hatching Time

ICP(Inductively Coupled Plasma) = strumento con il quale & possibile dissociare la materia in

ioni, mediante somministrazione di una grande quantita di energia.


http://it.wikipedia.org/wiki/Henrietta_Lacks

invitrol' NAFSNR G2 | ffQSalLlarl A2yS y2y RA dzy Ay

esempio organi, tessuti o linee cellulari.

invivo=NA FSNA G2 |t QSaLkRrairl A2yS RA dzy AYGSNER 2N

IRSSTInstitut de recherche Robef$auvé en santé et en@drité du travail) = istituto di ricerca
F2yRIG2 ySt wmpyn Ay [/ FYylFIRI O2y fQ200ASHGAO2

di sostanze nocive.

ISO (International Organization for Standardization) = fondato nel 1947, e oggigiorno il piu

vasto produttore di standard internazionali volontari.

LC50=concentrazione di una sostanza letale per il 50% della popolazione ad essa esposta.

LMS(Lysosomal Membrane Stability) = il principio di valutazione di questo biomarker si basa
sulla colorazine enzimatica dei lisosomi che avviene quando la membrana lisosomiale si
RSaGlroAtATT I &az2dd2 tQSTFF¥FSGd2 RA dzyl &2fdd A2

inversamente proporzionale allo stress cellulare.

LOECLow Observed Effect Concertioms) = concentrazione minima in grado di produrre

effetti su un organismo o parte di esso.

LPO(Lipid Peroxidation) = processo per cui i lipidi, contenenti acidi grassi insaturi e loro esteri,
a2y2 RANBGOIFIYSYGS 2aaARF0GA RIffQ2aaAr3asSyz2 Y2f

MBC (Minimal Bactericidal Concentration) = € la piu bassa concentrazione di una sostanza

(antibiotico) richiesta per uccidere un particolare batterio.

MIC (Minimal Inhibitory Concentration) = € la piu bassa concentrazione di una sostanza

richiesta per inibire igibilmente la crescita di microorganismi.



MINChar (Minimum Information on Nanoparticle Characterization) = istituita nel 2008,

f QAYAT AL GA DY Y A NI IR | OONBAOSNBE (I j dzl € A Gt
nanoparticelle, supportandole 0 £ QI LILINB LINA I GF OF N} GGSNRATT T A2y
MS (Mass Spectrometry) = tecnica analitica basata sulla possibilita di separare una miscela di

ioni in funzione del loro rapporto massa/carica, generalmente tramite campi magnetici statici o

oscillanti.

MT (MetalloTioneine) = costituiscono una famiglia di proteine a basso peso molecolare,

localizzate nell'apparato del Golgi, caratterizzate da un'alta affinita per i metalli pesanti.

MTLP(MetalloTioneine Like Protein) = proteine simili alle metallotione.

MWCNT (Multi Walled Carbon Nano Tube) = nanotubi al C composti da diverse pareti

concentriche.

NET (Neutrophil Extracellular Trap) = sono delle reti di fibre extracellulari, composte

principalmente di DNA da neutrofili, in grado di legarsi agli orgarpsioigeni.

NGM= Nematode Growth Medium.

NIOSH (National Institute for Occupational Safety and Health) = agenzia federale per la
O2yRdzZl A2yS RA NAROSNOKS S LISN fF LINB@SYyTAz2yS R

NIPAM= NIsoPrpopilAcrilammide.

NM = Nano Material.

NOEQNo Observed Effect Concentratjon concentrazione per cui non sono osservabili effetti

Su un organismo o parte di esso.

NOM = Natural Organic Matter.
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NP= Nano Particle.

NRRT(Neutral Red Retention Time) = test per la misdella stabilita della membrana
lisosomiale. Il tempo di rilascio del colorante rosso € inversamente proporzionale allo stress
subito dalle cellule.

OECD(Organisation for Economic @peration and Development) = organizzazione per la
promozione di politibe ate a migliorare il benessere socio economico delle persone in tutto il
mondo.

OEL=Occupational Exposure Limits.

OLED(Organic Light Emitting Diode) = tecnologia che permette di realizzare schermi a colori

con la capacita di emettere luce propri@nza sorgenti esterne.

PBS= Phosphate Buffered Saline.

PDMS= PoliDiMetilSilossano.

PEC(Predicted Environmental Concentration) = la concentrazione di una certa sostanza che,
AYRAOFGAGI YSyGSsE OA air FaLsSadlr RA GNRBGINB yS

PMMA = PoliMetilMdAcrilato.

PNEQPredicted No Effect Concentration) = concentrazione di una sostanza al di sotto della

guale ci si aspetta che essa non possa causare effetti avversi.

QA= Quality Assurance.

Q-Ds(Quantum DOTS) = nanocristalli semiconduttori fluorescent



REACH(Registration Evaluation and Authorization of Chemicals) = regolamento della CE,
SYUuNr G2 Ay @AI2NB At wmc tdzZ3EtA2 wnntI | GSYyasS

chimiche.

ROYReactive Oxygen Species) = sono i radicali beraggior diffusione. | piu importanti ROS
sono l'anione superossido®Qil perossido d'idrogeno# S A f NI} RAOF £ S 23aARNAR

S.C.p.A= Societa Consortile per Azioni.
SAEQSelected Area Electron Diffraction) = tecnica sperimentale cristallognegalizzabile con
dzy ¢9ad® {A Llz5 20G§SYSNB dzy QAYYIFAAYyS 02YLIRall

spettro della sostanza analizzata.

SD(Standard Deviation) = indice di dispersione delle misure sperimentali, ovvero stima della

variabilita di una popolazione di dati.

SEM(Scanning Electron Microscope) = microscopio elettronico il cui fascio di elettroni non &
O2y Aydz2 YI a0FyRAG2Y dzy I NARIF FEfl @201 3% LIS

SIN (Societa Italiana di Nanotossicologia) = propone la Waluth 2y S RSt f QA Y LI
VIy2iS0Oy2t23AS adz t QFr YOASY({dS S adzZ €t &l fdziSxz

industriale e della legislazione.

SM (Standard Methods) = societa che, dal 1905, ha pubblicato centinaia di tecniche analitiche

per la determinazione della qualita delle acque.

SOD(Super Oxide Dismutasi) = enzima antiossidante.

STMO{ Ol yyAy3d ¢dzyyStAy3d aiAONR&AO2LIS0O I YAONR&AO2L

superficiali a livello atomico.



SVL(Snout Vent Length) = endmbiche prevede la misura standard della lunghezza del corpo ,
RFEEflF Ldzyidl RSt ylLaz2 FTAy2 [ffQly2ao

SWCNTSingle Walled Carbon Nano Tube) = nanotibia/ O2 YLI2AGA RI dzy Qdzy

TBARSThiobarbituric Acid Reactive Substances) = sostanze che rapmasahsottoprodotto
RSttS NBFTA2yA RA LISNREAAARFTA2YyS fALARAOI @ t
tiobarbiturico e la loro quantificazione costituisce una misura indiretta delle ROS, altrimenti

difficili da misurare direttamente.

TH_= Total Body Length.

TBT(TriButytTin) = composti dello stagno considerati fortemente tossici per gli organismi e,
LISNJ |jdzSaiG22 ol yRAGA RIffQhNBFYATTIFT A2y S al NA

TEM (Transmission Electron Microscopy) = microscopio elettronico con si possono
GradzZ t ATTEFENB yOKS &S &aGNHziGdzZNE RSttt QAy SN
f QSYSNHAI RSt FTIFrad0A2 RA StSGUNRYAO®

TSCAOC2EAD {doailydSa /2yiNRBt 0G0 I' fQ200ASi
regolamentazione sia dgf dz2 A LINPR2GGA OKAYAOA LINAYI RSt f
sostanze chimiche esistenti, quando queste costituiscano un irragionevole rischio per la salute

o per I'ambiente, regolandone la distribuzione e l'uso.

TSK (Trimmed Spearman Karber) = rmdb statistic non parametrico utilizzato in

ecotossicologia per il calcolo di EC50 ed LC50.

UV-Vis= Ultra VioletVisible.

WPCFE= Water Pollution Control Facility.

XOC= Xenobiotic Organic Compound.
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1. SCOPO DELLA RICERCA

1.1 Introduzione

Quello ki nanomateriali (NM) e delle nanotecnologie € un fiorente settore industriale che, gia
da al cuni anni , alimenta un mercato altrett:
via della quantita crescente di investimenti che € in grado dirat{idoner et al, 2008).

| NM, infatti, o meglio, gli ENM (Engineered Nano Materials), si trovano non soltanto nei
manufatt. moder ni e nelle tecnologie dbéavan
utilizzo ed accessibili a tutti. Nella fattispecig, nano biossido di titanio (nTig, la cui
produzione annua € stimata aggirarsi attorno le 5000 tonnellate (Muller, 2007) e che, per questo,
rappresenta la ENP in assoluto piu sintetizzata, € impiegato, in misura del 70%, per la
realizzazione di cosmetiei filtri solari (Nowack, 2009). Il nAg, pur non eguagliando in quantita

la produzione annua del nTiOé comunque presente in un numero di prodotti diversi di gran
lunga superiore, molti dei quali appartenenti anche al settore alimentare. Inoltre, ltriolti a
metalli o loro ossidi sono oramai comunemente utilizzati in settori industriali quali ad esempio:
cosmesi, edilizia, energia, tessile, sanitario, farmaceutico ed alimentare. A questa categoria di
ENM inorganici vanno poi aggiunti tutti i nanomateriatganici, come i fullereni, i nanotubi al
carbonio(CNT) ed il Carbon Black (CB), 6i mpi ego dei guali i n
settore delle materie plastiche tradizionali, a cui si stanno via via sostituendo, sia nel settore

farmaceutico (carriersgp farmaci e strumenti di diagnosi) (si vedano i capitoli 2 e 3).

Questi dati inducono a pensare che tali ENM possano causare degli impatti ambientali, generati
dalla loro inevitabile dispersione nei vari comparti, e sono inoltre sufficienti a solldetes
perplessita inerenti gli effetti delle ENP sulla salute umana e degli altri esseri viventi
(Oberdorster et al, 2006). In particolar modo, si ipotizza che questa categoria di inquinanti possa
penetrare nel comparto acquatico e, piu nello specifico, r evede che | 6am
rappresenti il recettore finale delle ENP (Canesi et al, 2009), come avviene anche per molti degli
inquinanti tradizionali.

Da quanto visto fin qui, si intuisce perché, negli ultimi cinque anni, ci sia stato un aumento
continuo della produzione di studi di carattere ecotossicologico che vertono sugli effetti delle
ENP nei confronti di organismi acquatici (cfr. par. 5.2).

La messa a punto di saggi di tossicita con specie acquatiche per la valutazione degli effetti delle
ENP éuna cosa alquanto complessa. | test in oggetto, infatti, dovrebbero poter coniugare:

11



U i requisiti diriproducibilita , che attualmente sono posseduti soltanto dai test standard,
previsti dai vari protocolli riconosciuti a livello internazionale, per leaw# chimiche
tradizionali;

U le emergentesigenze sperimentaliichieste da materiali completamente nuovi e dal loro

comportamento ancora in gran parte sconosciuto.

Quest dultimo punto incorpora tutte | e ebperazi
aggiuntive che sono necessarie all desecuzion
costituiscono, al tempo stesso, delle variazioni rispetto alle linee guida originarie e pertanto,
come prevedibile, sono attualmente oggetto di diatriba scienpgc via della loro mancanza di
omologazione, fenomeno che porta alla conseguente perdita della ripetibilita e della
riproducibilita sperimentale. Inoltre, va aggiunto che, qualora si verifichino, durante i test, degli
effetti avversi nei confronti dellearie specie, non sempre sono chiari i meccanismi biochimici

che portano alla manifestazione della tossicita di tali sostanze e, cosa altrettanto importante, dato

il comportamento nei mezzi acquosi delle ENP, e spesso difficile associare uno specifico effe

ad un effettivo scenario espositivo, vanificando cosi le finalita dei test ecotossicologici. La
trattazione di questi aspetti e stata effettuata piu approfonditamente nei capitoli 5 e 6. Per il

momento, qui si vuol solo aggiungere che questo tipo ttivita sperimentale subisce

undul teriore complicazione nel momento in cui
specie marine Gl i I oni dei sal i di sci ol ti nel | 6:¢
ulteriormente le ENP disperse in essa,dbi ando | 6effettivo scenari

quindi, un fattore di confusione aggiuntivBrant et al., 2005; French et al., 200Questo € uno
dei motivi per cui la produzione scientifica di studi e relativi articoli inerenti i test di tssici

delle ENP, con le specie di acqua marina, rimane amsigaa

La crescente domanda di ENP per il mer cat o, |
sempre piu diffuso utilizzo, quindi, stanno aumentando ad una velocita che non é cbiléronta

con la velocita della messa a punto di saggi di tossicita efficaci, riproducibili e standardizzati per

|l a valutazione degl i ef f et t i divdrio hagdelle impoetanti L 6 e s i
ripercussioni anche sugispetti normativi del r o b | e ma . Attual ment e, i n
nella produzione di risultati sperimentali specifici quali curve di concentrazispesta, valori

di EC50, valori soglia e tale ritardo e causa della mancanza di strumenti pratici che, se impugnati

dal Legishtore, potrebbero portare alla produzione di norme e decreti efficaci per la

regolamentazione degli impatti ambientali dovuti alle ENP. A titolo di esempio, basti sapere che,

12



attualmente, non esiste ancora una semplice ordinanza che imponga ai proddttiiiadare
che il loro prodotto contenga una fonte di ENP. Chi lo notifica spontaneamente, lo fa soltanto
per scopi pubblicitari, vantando i mat eri al

merce.

13



1.2 Obbiettivi generali
Il presente lavoro ha come obiettivo principale quello di valutare la tossicita delle nanopatrticelle
di TiO,, nei confronti di specie acquatiche marine.
La prima fase affrontata del percorso di ricerca (fig. 1.1) € stata dpilgitgrafica, consistente
nella raccolta di informazioni in merito alle ENP ed agli studi inerenti la tossicita di queste nei
confronti delle specie acquatiche (cfr. cap. 6). Questa fase si e estesa per tutta la durata della
ricerca e | 6acqui sineiitre mmi diddottotate, € ipotitao aumentare o n i
progressivamente, parallelamente alla produzione degli studi correlati.
Tra le varie ENP, la scelta é ricaduta sUIO ; proprio a causa della sua diffusione ubiquitaria
in numerosi prodotti di consumo (cfcap. 3). Su questo sono state effettuate delle analisi di
caratterizzazione chimica, sia della sostanza tal quale (caratterizzazione primaria), sia del
comportamento di questa in acqua marina ricostruita (caratterizzazione secondaria).
La scelta di impigare organismi marini, invece, e attribuibile alla scarsa produzione
bibliografica inerente, di cui prima si faceva menzione e di cui si tornera a parlare piu avanti
(cfr. par. 5.2).

Nello specifico, le specie componenti la batteria di organismi perlloqpga dei test, sono state:

il batterioVibrio fischeri
| 6al ga uPhaeadactylunutticarmutum
due mol | u sCrdssostrealgigas 8 ritiloi Mytéus galloprovincialis

= = 4 -

il crostacedArtemia franciscana

Tali specie sono state seleziomgter poter impiegare un gruppo di organismi diversificati sia
secondo un punto di vista evolutivo, sia ecologico (detritivori, produttori primari, filtratori e
consumatori). Inoltre, queste sono tutte specie per le quali esistono collaudate procedure
stad ar d, per | 6esecuzione dei test di tossicit
livello internazionale (cfr. cap. 8) e, quindi, dei solidi punti di partenza per questo lavoro di tesi.

In ogni caso, il disegno sperimentale di questa tesi,apendo rispettato la rigorosita imposta

dai suddetti protocolli, € stato concepito fin dagli inizi coffessibileal | 6i ntroduzi o
modifiche, in funzione sia dei risultati che si sarebbero ottenuti di volta in volta con una sostanza

dal comportament nuovo ed ignoto come il nTO(cfr. capp. 9 e 10), sia delle nuove
informazioni bibliografiche che, progressivamente, si sarebbero acquisite. Da questo punto di

vista, il concepimento del disegno sperimentale si &€ dimostrato un aspetto impegnativaipoiche
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avvertiva | 6esi genza di provare ad essere
conservatori.
Riassumendo, per ognuna delle diverse specie, i saggi di tossicita hanno seguito le seguenti fasi,

visibili anche nel diagramma di flusso in figura 1.1:

U una fase dallestimentg, in cui la preparazione ed il mantenimento degli organismi si
atteneva alle linee guida;

U una fase preliminare daratura, o Cui scopo era quello
concentrazioni pi % i tinozmaecdl lavora sperinentake;e r n o d ¢

U una successiva fase dicalibrazione in cui si introducevano anche le eventuali
modifiche al protocollo, necessarie per realizzare degli esperimenti specifici con lo
scopo di verificare le evidenze che sembravano emerdareprecedenti risultati

ottenuti.

Si - provat o, i nol tre, ad allestire un test
lungo la catena alimentare, per la realizzazione del quale, si sono utilizzate lePalghe
tricornutume Dunaliella tertiolectaed il crostaced. franciscanall test e stato utilizzato anche

per provare ad effettuare un bilancio di massa del Ti to®leapprofondimenti di questa parte
sperimentale nonche degli strumenti e delle tecniche analitiche adoperati appositasnent

trovano nei paragrafi 9.4 e 10.6.
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RICERCA
BIBLIOGRAFICA

scelta della

Vibrio fischeri
Crassostrea gigas

Artemia franciscana

RISULTATI
PRELIMINARI e
VALUTAZIONE

scelta dell

e batteria di
organismi marini

Phaeodactylum tricornutum

Mytilus galloprovincialis

SPERIMENTAZIONE

COMPLEMENTARE:

— RISULTATI e TEST DI
VALUTAZIONE BIOACCUMULO

con
A. franciscana

+
P.tricornutum
0
D. tertiolecta

Figura 1.1i Diagramma di flussehe riassumé 6 a & di riceréa svolta per questst di dottorato.

Lbesperienza

mat ur a tearicaeate ldeequeste lavbre gt esonastate e nt i f

impiegate in diverse attivita, quali seminari di approfondimento sulla tematica, pubblicazioni su

riviste nazionali ed internazionali, poster e/o presentazioni orali per la partecipazione ai

convegni scientifici. Tali attivita si possono visualizgiu dettagliatamente al paragrafb.2

16



2. NANOPARTICELLE E NANOTECNOLOGIE

Questo capitolo fornisce le definizioni di nanoparticelle e di nanotecnologia, classificando e
descrivendo i vari nanomateriali in base alla loro origine ed altedooprieta chimicdisiche.

Nel capitolo sono inoltre elencate le tecniche e la strumentazione necessarie per ricavare le
informazioni inerenti le caratteristiche dei suddetti materiali tal quali (caratterizzazione primaria)

e del loro comportamento uneolta dispersi in una matrice acquosa (caratterizzazione
secondaria). In funzione di tali caratteristiche sono quindi descritti gli usi e le applicazioni dei
nanomateriali, ovvero il loro mercato e, infine, sono elencati brevemente i principali riferimenti

normativi per | a regol amentazione della prod
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2. NANOPARTICELLE E NANOTECNOLOGIE

2.1 Definizione di nanoparticelle
Nel 2004,The Royal Society & The Royal Academy of Engineerivg fornito laseguente

definizione dinanoparticelle (NP, Nano Particles), ancora oggi accettata e condivisa dalla
maggi or parte della comunit”™ scientifica e <c¢h
icon i Inanbparticelleviene indicata una sattlassificazione delle particelle ultrafini in

cui rientrano le particelle averdue o tre dimensioninon superiori ai 100 nno (Royal Society

& Royal Academy of Engineering, 2004

In realtd, sebbene per tutti il nanometro equivalga anétri, ovveroun millesimo di micron

non c6 ancora un perfetto accordo sulla defi

Figura 2.1i Il rapporto tra il diametro di una moneta da 1 eurocent ed il diametro terrestre® di 10

Alcuni autori, ad esempio, continuano adilizzare una definizione meno restrittiva, che
comprende fAtut dlmenduwadpdrdtei dalel ediomemsi oni i nf et
et al, 2009; Savolainen 2010; Wiesenthal et al, 2011; Som et al, 2011). Tale dicitura, pero,
sembra essere pogwecisa poiché non considera le tre dimensioni. Possono quindi nascere
perplessita di fronte alla classificaziodeuna fibra avente diametro inferiore ai 100 nm ma
lunghezza di alcuni micron.

Secondo JNam and Lead (2008), invece, per parlare dithie e tre le dimensioni devono

essere comprese tra 1 e 100 nm.

Per gli scienziati giapponesi si considerano NP le particelle al di sot&®dene ci si riferisce

a quell e di di mensi oni ma g gviweazonano.cpjme a parti c
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La Commissione Europea, in maniera ancora non ufficiale, ha stilato una bozza di
raccomandazi oni per | 6accordo sulla definiz
ACommi ssi on Recommendati on on t he de
(http://osha.europa.eulerews/eveuropearcommissiorrecommendatioon-the-definition-of-
nanomaterigl Nei vari punti di cui si compone, la bozza propone anche che, per poter parlare di
materiale nanostrutturato, il 50% delle particelle che lo compongono debbano avere delle
dimensioni comprese tra 1 e 100 nm. Si raccomanda inoltre che, ep@d4lvenga redatta una

review con delle proposte per uniformare definitivamente la definizione di nanomateriale.

Da questi presupposti, resta quindi assodato che non esiste ancorardo atftcciale sulla vera

e propria definizione di nanoparticella, anche se, come gia ribadito, buona parte del mondo

scientifico condivide quella della Royal Society & Royal Academigmgineering
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2.2 Definizione di nanotecnologa
Il terminenanotecnologia undespressione che desiiglrala | a c a
scala dei nanometril termine fu utilizzato per la prima volta nel 1974 da Norio Taniguchi, un
ricercatore dell duni ver sa motriceddella minidtuyizaaziond @i z i a
pervenuta dall i ndustria elettronica, che mir
piu piccole e precise. Da qualche anno invece, questa moderna branca scientifica detta
nanotecnologia si sta sviluppandapidamente ed in molti settori, complici le proprieta
assolutamente innovative che questi materiali mostrano di avere rispetto a quelli tradizionali,
detti bulk.
Poichela ricerca elo sviluppo di nuove NPstanno crescendo molto rapidarhes , guest bdar
attira molti investimenti. Sembra infatti che questi siano cresciutil8aniliardi di $ del2004
ai 50 miliardi di $ nel2006 E non solo; Jonest al prevedoneche possano raggiunger@600

miliardi di $ entro 12014 (Joneret al, 2008) mentre secondia National Science Foundation,

nell a prossima decade | 6i ondriicne di $ @Vieskmthalleeal, nan o
2011)
| settori delle nanotecologie interessano ummpio spettro di ambiti operativi | 6 ener gi

(produzione, catalisi, @mulo), i prodotti di consumo (lubrificanti, abrasivi, vernici, gomme,
abbigliamento sportivo), i componenti elettrar(chips, schermi), ifisanamento (assorbimento
di inquinanti, filtraggio delle acque, disinfezione), la medicina (diagngstmaminstrazione

di farmaci), la cosmesi (creme e filtri solari)] tessile e persino gli aliment{additivi,

confezioni)

Micro-
electronics

Automotive

\\\ // f \
Textiles N A | Plastics |
. e Vi e
nano
o v o 0
- Vs -~
74 ‘\
i )

/ |
F e

Faints
& coatings

Figura 2.27 Principali settori di sviluppo delle nanotecnologie.
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Naturalmeite, come conseguenza di tale diffusiosepresume che un elevato quantitativo di
prodotti e materiali sia destinato a venire a contatto con le matrici ambientali, durante le fasi di

preparazione, trasporto, utilizzo e, infine, come rifiuto.
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2.3 Origine delle nanopatrticelle
A seconda delle fonti, le NP possono rientrare in una delle tre seguenti tipologie:
- naturali;
- antropogeniche non intenzionali;
- antropogeniche intenzionali, create e/o modificate per lo scopo (ENP, Emwgirndano
Particles).
(Nowack and Bucheli, 2007)

2.3.1 NP naturali
A questa categoria appartengono:
x NP biogeniche come ad esempio gli acidi fulvici e umici oifus;
x NP geogenicheovvero provenienti dalla geosfera come particelle metalliche o di
carbone;
x NP pirogeniche cioé prodotte durante una combustione, il cui esempio tipico & costituito

dal | 6emi ssi one di f umi vul cani ci

2.3.2 NP antropogeniche non int@mali
Sono tutte quelle NP non naturali, la cui origine € attribuibile alle attivita antropiche pur non
essendoci la precisa intenzione di produrle.
Un esempio di cido sono le NP che si originano durante le combustioni nei motori a scoppio o
guelle che foriescono dai camini delle centrali elettriche alimentate da combustibili fossili; altre
NP possono essere rilasciate in atmosfera Inv
Anche i sistemi di macinazione dei cereali sembrano essere umaifignbrtante di NP non
intenzionali. Costruiti in metalli quali Fe, Ni e Cr, essi col tempo si usurano e possono rilasciare

NP metalliche nelle farine alimentari (davw.mednat.ory

2.3.3 NP antropogeniche intenzionali (ENP)
Le nanoparticelle ingegnei z zat e rappresentano | 6ultima fro
(ENM, Engineered Nano Materials) cosi prodotti possono essere costituiti da un unico tipo di
ENP o dalla combinazione di alcune di queste. Le dimensioni estremamente ridotte delle ENP
conferiscono agli ENM proprieta innovative, fondamentalmente riconducibili a questi due
aspetti:
- un 0 e |aea superdiciale(Oberdorsteet al, 2005);

- uneffetto quanticodovuto alla discretizzazione della carica.
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Il primo dei due aspetti equivale all@ossi bi I it ", per guest. ma
superficie di scambio per le reaziofig@. 2.3 e 2.4, visto che il 40 50% dei loro atomi si trova
sulla superficie (Farr et al , 2009) . 1 S

essendo la carica molto localizzata, possa assumere solo determinat{Webami, 2007).

&
=

™
[=]

Percent surface molecules
= =
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—
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(=]

Figura 2.37 Aumento della percentuale delle molecole superficiali con la diminuzione delle dimedslle
particelle Oberdérster et al, 2005

|
Tm Iﬂm ;{PH

Figura2.4 Aument o dell 6area superficiale al diminuire

Rispetto alla forma bulk ne derivano quindi:
- unamaggiore reattivita;
- proprietachimico-fisiche diverse;
- proprietéelettromagnetichedifferenti.

Alcuni esempi di quanto appena visto saranno illustrati nel successivo paragrafo 2.6.
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2.4 Classificazione delle nanoparticelle

Frequentemente, le ENP vengono classificate sulla base ldellaomposizionechimica e,
tuttavia, col supporto di informazioni di carattenerfometrico. Una prima suddivisione separa
le ENP abase di carbonio(carbonbased) quindi organiche, da quellminerali (Joner et al,
2008).

Una classificazione piu fine Isuddivide in:

- fullereni (fullereni di Buckminster, endofullereni), nanotubi al carbonio, carbon black
ecc.);

- quantum dots;

- ENP metalliche (Au, Ag, Fe ecc.)@&o ossidi (ZnO, Ti@, Al,Os, ecc.);

- altro (composti di metalli, particelle di Fe zeralente nanoargille ecc.).

La sintesi dei materiali nanostrutturati puo seguire due tipi di processi, tra loro dippostau
et al, 2000; JNam and Lead, 2008)

- |1 6 a p p topdowvenj con cui, partendo dal

Milling
Grinding
Pyrrolysis

materiale bulk, si ottengono le NP pe

successiveidimensionamento meccanico;

- |1 0 ap p matent upp che permette la

sintesi delle NP partendo dalla materia

scal a at omi c a, me d Chemical reduction| 0 |
.. “Bottom-up™ approach” H + capping agent
metallici. + reducing agent
Fez-. .-\_{_‘; ]rfi Fe3+
Au’

Quanto detto e schematizzato nella figura 2.5.

Figura 2.5/ Schematizzazione dei due differenti approcci per la sintesi delle ENP (Teow et al, 2011).

A seguire, una classificazione sommaria delle varie ENP. Per ultapprofondimenti, si
consiglia la consultazione di siti internet qualivw.nanotechproject.org/inventories/consumer/,

oppure wwwnanowerk.com, dove si possono esplorare inventari in aggiornamento costante.

2.4.1 Fullereni
| fullereni, scoperti nel 198 da Richard Buckminster Fullersono costituiti da C puro e ne

rappresentano una forma allotropica. Il piu semplice e costitui® @aomi di C(Cg), disposti
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a formare wuna sfera. Dato 1| | or o aspetot o,
(Joner et al, 2008). Queste sfere possiedono un diametro di circa 40 nm. Per rendersi conto delle
dimensioni estremamente ridotte, basti pensare che un globulo rosso, con i suoi 7000 nm di
diametro, e ben 2 ordini di grandezza superiore. Il fullereneessivo piu stabile e il4; dalla

forma leggermente allungata.

I fullereni possono contenere alldédinterno
assumono la denominazione ehdofullereni. Essi si indicano con la denominazione M@C

dove AMd metall o inglobaitdicC. nell a struttura c

Figura 2.6- Tre esempi di fullereni; da sinistr&q, (bucky ball), G, ed endofultrene contenente lantanio

(www.photon.t.utokyo.ac.jp.

fullerene globuli rossi

Figura 2.7- Immagine al TEM di un fullerene (advantage.bobrosenbaum.com); confronto dimensionale con un
globulo rosso.

2.4.2 Nanotubi al C
Se fatti evaporate fullereni si organizzano in forma di tubi, i cosiddeginotubi al C (CNTSs,
Carbon Nano Tubesjig. 2.8) (Maser et al, 2002).
A seconda del numero delle pareti che li rivestono i CNTs possono essere Single Walled Carbon
Nanotubes (SWCNTSs), Double Wedl (DWCNTSs) o Multi Walled (MWCNTSs)fig. 2.9).
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Un capell o umano, con il suo diametro di cir
grande di un CNT (fig. 2.8).

80 000 nm

capello umano

Figura2.8- Immagini al TEM diun CNT vww.endomoribu.shinshu.ac.jg; confronto dimensionale con

un capelloumano.

Figura2.9 - Confronto tra Single (a sx) e Multi Walled (a dx) CNTsMw.legalplanet.wordpress.com;

www.lanl.goy neuophilosophy.files.wordpress.com).

2.43 Carbon black
Il carbon black (CB) e costituito da frammenti di grafene molto stabili e difficili da degradare,
per cui, una volta disperso, tende ad accumu
esso sia un prodotto della moderna nanotecnqglagiaealta le sue origini sono di molto
antecedenti. Il CB, infatti, € emesso in maniera non intenzionale dalle combustioni, come
sottoprodotto e, in maniera naturale, pud sprigionarsi ad esempio durante gli incendi o le

eruzioni vulcaniche.
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Figura 2.10 Carbon Black\iww.particleandfibretoxicology.com

2.4.4 ENP basate sul C organico
Le ENP basate suC organico, solitamente, si utilizzanon campo medica@ome carrier per
farmaci Il vantaggio offerto da queste ENP e quello di essere molto specifiche per un certo
bersalio, per cui, possono raggiungerlo in maniera piu rapida e con dosaggi minori del principio
attivo. 11 ri sultato =~ un minor imypaato,dapo per
ave assolto al trasporto dei farmaci, le parti organiclesconoa degradare senza lasciare

traccia(Joner et al, 2008)

2.4.5 Quantum dots
| quantum dots (Q-dots) sonaanocristalli semiconduttori fluorescenti con nucleo di 26 nm
di composti binari CdS, CdSe, PbSe, CdHgaltri metalli) o complessi, legatiadun polimero
organico (Jamieson et al, 2007; Joner et al, 2088)itamente vengono consideratna
categoria a parte, pgia della loro composizione e del lontilizzo. | Q-dots sono quelli, tra le
ENP, che, piu di altrimostrano proprieta elettrotie e/o ottiche dipendenti dalloro stesse
dimensioni Infatti, essi emettontuce @luna sol a specifica |l unghez
non solo del materiale di cui sono costituiti ma anche delle dimensioni di tali materiali. La

seguente figura (2.11)i@ grado di chiarire quanto appena visto.

dimensioni crescenti
delle ENP

Figura 2.11- A sx QD di CdS costituiti da NP di diversa dimensionany.ruf.rice.edy; a dximmagine

ricostruita di un QD di 9 nm di Cd@ww.sciencedaily.com
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2.4.6ENP netalliche e loro ossidi
Le nanoparticelle metalliche o minerali, poiché derivanti dalle attivita estrattive comprendono i
metalli e i semimetalli egssono essere costituite da singoli elementi @\gAu, Cu, Pt, Fe,Al,
Ni, B, Co, etc.) o dai lor@omposti (SiC, SN4, WC, etc). Senza dubbio la sottocategoria piu
importante di questa classe comprendeogkidi metallici (Al,O3, TiO,, ZnO, CeG, CuO,
SnQ, Fe0s, MnO, ZrG, etc) che, alla data attuale, sono prodotti in ingenti quantitativi poiché
rientrano in numerosissimi pdotti di uso quotidiano (cfr. cap. 2.5). In pratica la loro lista é
lunghissima ed il loro criterio di classificazione molto articolato, poiché prevede una distinzione
in base, ad esempio, ai differenti metodi di preparazione, alle dimensioni, al gradeeziza
ecc. Nel paragrafo 2.6 sono riportati alcuni accenni a quelli piu comunemente utilizzati, fatta

eccezione perilnano Ti©O a | guale  stato dedicato | 06intert

2.4.7 Altre ENP
In questa categoria rientrano le ENP meno utilizzate reordédfuse.
In letteraturaad esempio sono citalie cosiddettgoarticelle di ferro zero valente(nZVI o Fey).
Queste particelle metallich@on si trovangropriamentan forma dispersa ma piuttosto come
aggregati di Fe o ossidi di F8ono utilizzate nedl tecniche di risanamento e bonifica di suoli ed
acque contaminate (Ponder S.M. et al, 2000; Kanel S.R. et al, 2005).
Tra le ENP minori si annoverano anclee nanoargille, minerali argillosi chimicamente e
meccanicamente dispersi, utilizzate, spesso im&odi fogli sotili, per via della loro elevata
impermeabilitjJoner et al, 2008)

httpfegr.ese.ogiedusmerld

permeable iron barrier (granular iron)

vadose zone

groundwater

Figura 2.12i Rappresentazione schematica del processo di decontaminazione di una falda acquifera mediante
| dlimzb di ENP di Feg. Il plume di inquinanti, che si immette nella falda acquifera, € filtrato dalla

barriera di ENP (www.cgr.ese.ogi.edu/merl/).
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2.5 Caratterizzazione delle nanoparticelle
La caratterizzazione completa delle NP prevede duedasplenentari
Nella prima fase, detta comunemente caratterizzazioinearia (pristine characterization), si
analizzano le caratteristiche chimifisiche intrinseche delle ENP, come prodddl quali.
Nella fase successiva, detacondarig si provvede all@aratterizzazione delle ENi| mezzo
disperdente per osservarne il comportamento.
Le due fasi quindi sono entrambe necessarie poiché permettono non solo di conoscere le
proprieta degli ENM, capendone i principi chimifisici, ma anche di prevederne il
comportamento e la tendenza a ripartirsi nei vari comparti una volta che questi siano rilasciati in
ambiente.
La caratterizzazione delle ENP richiede tecniche e strumentazioni molto sofisticate. La seguente

tabella 2.13 riassume quelle che, ad oggiletteratura compaiono come le piu comunemente

utilizzate. Per | 6approfondi mento sulla stru
ri manda, Il nvece, al capitolo 9 fAMaterial:/ e
PROPRIETAS STRUMENTAZIONE
Composizione - purezza ICP-MS, HPLC-MS
Carica superficiale Misura della Mobilita Elettroforetica o del
Potenziale Zeta (ZP)
Area superficiale e porosita BET surface area (adsorbimento molecole di N,)

Morfologia (dimensioni, struttura | SEM e HR-SEM (fino a 20-30 nm), TEM e HR-

cristallina, coatingsé ) TEM (fino a 1 nm); AFM e STM (liv. atomico)
Distribuzione dimensionale DLS, FFF

Aggregazione DLS

Sedimentazione Turbidimetro, Nefelometro, UV-Vis

Figura 2.13i Proprieta delle NP e relag tecniche e strumentazioni per la loro misura; abbreviazioni: ICP =
Inductively Coupled Plasma; HPLC = High Performance Liquid Chromatography; MS = Mass Spectrometry; BET
= Brunauer Emmett Teller; (HR)SEM = (High Resolution) Scanning Electron Micros¢blpfdTEM = (High
Resolution) Transmission Electron Microscopy; AFM = Atomic Force Microscopy; STM = Scanning Tunneling
Microscope; DLS = Dynamic Light Scattering; FFF = Field Flow FractionationiMif/= Ultra Violet Visible.

Tutte le informazioni ricaabili analiticamente sulle ENP sono di fondamentale importanza in
tossicologia ed in ecotossicologia. Senza queste infatti, risulterebbe impossibile sia correlare la

presenza delle ENP agli eventuali effetti osservati sugli organismi, sia avanzareatebespi
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meccanismi di tossicita. La cosa € a tal punto rilevante che, da circa due anni, la tendenza delle
piu autorevoli riviste scientifiche di tossicologia ed ecotossicologia € quella di non accettare la
sottomissione di alcun lavoro qualora in esso sia presente una sezione specifica dedicata alla
caratterizzazione degli ENM utilizzati nei test. Un forte sostegno alla sensibilizzazione di tal
aspetti ~ stato promosso, ad Mnsnemipformationtba i ni z
NanomaterinCharacterization i ni ti ati veo, un forum scientif|
nel quale e possibile sia discutere le idee inerenti la caratterizzazione, sia condividere ed
interpretare i risultati ottenuthftp://characterizationmatters.oyg/

Il confronto bibliografico ha fatto emergere quelle che, alla data attuale, costituiscono le
proprieta maggiormente indagate durante le fasi di caratterizzazione e chesoposizione e

purezza, morfologiasuperficie specifica, carica superficiale, termlz a al | 6aggr egazi
sedimentazione (stabilita) e distribuzione dimensionale degli aggregati.

La conoscenza delle caratteristichecdmposizionee di purezza dei vari ENM rappresenta

undi nformazione basil ar e plidali mdtesali, n@ehé unpuntoz i on e
di riferimento per la determinaziomela comprensione di tutte le altre proprieta chinfisizhe.

La morfologia delle singole ENP sembra essere rilevante in quanto condizionerebbe la solubilita

di tali particelleinutme zzo acquoso e, quindi, | od6effettiva
esposti. Peng et al (2011) hanno studiato il legame presente tra la solubilita delle ENP di ZnO in
acqua marina e 4 diverse varieta morfologiche di tali particelle: sferichesferiche piu
grossolane, nanorods (a bastoncino) e nanoneedles (aghiformi). Ne e emerso che la solubilita e
stata minima per le ENP sferiche fini e massima per quelle aghiformi.

In generale, lssuperficie specifica(cm? g*) di una sostanza & di per sépontante poiché &
positivamente correlata alla reattivita di questa. In aggiunta, nel caso piu particolare delle ENP,

|l a superficie specifi ca,areessperéicale@m’) congriauisee al | a
fortemente a determinare il reale scémaspositivo di tali NP nei confronti degli organismi, con

una rappresentativita maggiore del tradizionale concetto di quantita (Savolainen et al, 2010) (cfr.
par. 5.1.2). Come termine di confronto, si pensi che il gTil®piegato in questa tesi, a frendi

una dimensione pari a 60 nm, offre una superficie specifica pari a c.4 @8 hmCarbon Nano

Tubes, invece, di dimensioni pari a 20 nm possono mostrare una superficie specifica di c.a 100

m? g, valore che puo spingersi oltre gli 80F gt se il diametro delle ENP si riduce a 2 nm
(Peigney et al, 2001).

La carica superficiale si determina mediante la misura geltenziale Zeta( g(hV). Questo
equivalealla differenza di potenziale esisteastd | 6 i nt er no deidochdsipigne o st r

a formare sullssuperficie dellgoarticelle il cui spessore, a parita di altre condizioni, dipende dai
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valori di pH del mezzo in cui la sostanza e dispersa. La misura della carica superficiale € molto
importante poiché e un indice della stabilita di una BENEn mezzo acquosoePvalori minori

di circa -30 mV e maggiori di circa 30 mV il sistema € elettricamente stabile, perché le
particelle hanno un potenzialgispettivamente fortemente negativo o positivo quindi si
respingono tra di loro e rimangoncsperse. Viceversaanto piug si avvicina allo 0, tanto piu

esse tenohoad avvicinarsi ed a formare agglomerati di particelle piu grésse. | i mi t e, s«
allorail sistemahaima s si mo d e (S¢o@n ehat 20add i | i t

La tendenza allaedimertazione e ladistribuzione in classi granulometriche degli agglomerati
formatisi sono, come sembra logico, di fondamentale importanza per la determinazione
del | 6effettiva disponibilit”™ di una ENP nel
un organismo.

Agglomeration State Concentration Shape
Surface t s e ——]
Speciation LI N
Size
Surface -
Charge E °
Surface E m Skze
Functionality Fr Distribution
A O
Porosity / Structure / .
Surface Area Composition Crystallinity H';-S::;T;;:

Figura2.14i Informazioni necessarie pkr completa carattzzazione delle ENP (Hasselov, 2009).
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2.6 Proprieta ed applicazioni: il mercato delle nanoparticelle
Attualmente, i prodotti sul mercato cenenti ENP sono gia piu di 1000 ma €& previsto che
diventino 10EO000 entro i prossi mi Prdjeceoa i anni
EmergingNanotechnadgies, nel quinquennio 20062011, il numero dei prodotti € aumentato
del 521%, passando da 2221317 YWoodrow Wilson International Center for Scholars and the

Pew Charitable Trustshttp://www.nanotechproject.org/inventories/consuer/

Numero di beni di consumo sul mercatq
contenentinanoparticelle(2006¢ 2011)

1200

1317

1000
800

600
400

n° di prodotti

e ® P & & R R P N

& S ¢ (&Q ST A &

Figura 2.15 Incremento dei beni di consumo contenenti ENP nel quinquennicZ2@DB- (Progect on Emerging
Nanotechnologies, Woodrow Wilson International Center for Scholars and the Pew Charitable Trusts

http://www.nanotechproject.org/inventories/consumer/).

Nella sua tesi di Dottorato, Muller propone una stima della produzione annua detipadri

ENP, ovvero, secondo il Woodrow Wilson Institute, di nfi@Ag e CNTs (Mdller, 2007). Dal

suo lavoro emerge come il nTiGia la NP in assoluto piu prodotta, ben 5000 tonnellate

all danno, seguita dal nAg con sl1c@n3360 tanmelatee | | at

annue.
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Stima della produzione mondiale dei
principalinanoprodotti
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Figura 2.16 Stima della produzionmondiale delle principalENP (Mdiller, 2007.

Se pero, al posto della quantita annua assoluta, si considera quello che e il numero dei diversi
prodotti contenenti una data ENP, allora la situazione appare diversa. In questo caso, il primato
spetta al nAg, presente 813 prodotti, di cui 33 per alimenti. Il secondo della lista € il nC, con

91 prodotti, seguito dal nTi coR9 (Woodrow Wilson Internatinal Center for Scholars and the

Pew Charitable Trustshttp://www.nanotechproject.org/inventories/consumer/

Nanomaterialiin prodotti di
consumo presenti sul mercat@®Q11)

350

313 =Py~ 38 in prodotti per alimenti
300 -

250 A
200 A
150 -

100 A

91
59
50 - 31
o | | | i B .
Ag C Ti Zn Au Si

Figura 2.177 Numero deiprodotti di consumocontenenti ENPpresenti sul mercatd (Project on Emerging
Nanotechnologies, Wbdrow Wilson International Center for Scholars and the Pew Charitable

Trusts- http://www.nanotechproject.org/inventories/consuiner/
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E6 necessaria, a questo punt o, una precisazio
intendono quei prodottiestinati al contatto con cibi e bevande, come ad esempio, contenitori,
bottiglie o pellicole. Vi sono poi i prodotti per uso alimentare, contenenti ENP, che, pur non
essendo dei veri e propri alimenti, vengono comunque ingeriti, quali ad esempio imtelyrato

minerali e gomme da masticare. Attualmente la Purest Colloid Inc. fornisce integratori minerali,

in forma di sospensioni di ENP colloidali, di Ag, Au, Pt, Cu, Si, Zn, Pd, e Ir
(http://www.purestcolloids.coj/

A seguire, una breve rassegna delle gpali applicazioni delle ENP piu utilizzate, ovvero nAg,

ENP organiche, @lots ed alcuni ossidi metallici (nZnO, n$j@eQ). Al nTiO, sara invece

dedicato interamente il successivo capitolo 3.

2.6.1 Usi ed applicazioni del nAg
A livello industrialeil nAg & apprezzato particolarmente per le sue propaetdatteriche. In
molti prodotti tale effetto e garantito in misura @8l,9%, al punto che tale ENM e considerato
|l a fAipenicillina del 21A secol 00 ( wingragoain ol awr
emettere ioni A§in quantita superiore, rispetto al metallo in forma bulk.
Il nAg si utilizza ad esempio in prodotti dovecibntatto fisico & intenso e frequente, come le
maniglie, i telefoni cellulari o i mouse del computer, che diventansi cuperfici
autoigienizzanti; irprodotti igienici e per la pulizia, come salviettine, cerotti, calzature, saponi,
dentifrici e spazzolini, nei contenitoper alimenti, per la conservazione dei cibi e negli
elettrodomesticicome aspirapolvere, deumidiitori, frigoriferi e lavatrici (www.nanosilver.it).
Samsung ha prodotto una lavatrice in grado di sterilizzare il bucato rilas@ahdo6 i nci r c a
mg di nAg in 55 L di acqua, corrispondenti a circa 400 miliardi di ioni* Ag
(www.samsung.com). Sembrachebef f ett o anti batterico, ef fic
permanga anche dopo 30 giorni dal lavaggio. Anche il sdtioreedicosi avvale del nAg, non
solo ai fini della sterilizzazione ma anche per le ptaprieta ottiche, grazie alle quali trova
utilizzo nell a di agn eSayed, 20@6; Ghenre 8dhlueéenen 2aP7).I5gm ( L e
et al (2011) affermano che le ENP di Ag sono utilizzate anche pmplkrtura delle facciate
degli edifici (Som et al, 2011).
E6 sopr at ttessid meroiatl assomite laonaggior parte della produzione di nAg con
percentuali che vanno dal 12% al 50% (Som et al, 2011). Considerando quanto visto in
precedenza, a proposito della produzione annua (Project on Emeétgmafechnologies
http://www.nanotehproject.orgy, cio significa che, ogni anno, il settore tessile utilizza dalle 147

alle 615 tonnellate di nAg. Il dato non stupisce se si pensa che il tessile & unui@tjoitario
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che interessa non sol o | 6i ndlydelamiedicinaleditanti e st i
altri prodotti di uso domestico.
Infine, si vuol ricordare che, attualmente, in Cina € in corso la sperimentazione di una coltura di

riso che utilizza la tecnologia del nAg copesticidaed antiparassitario (Sabbioni, 2010

L Microonde
Figoriferi ¢, gizionatore aria

Pellicola con chiusura
per alimenti

= f .-.‘l

1'. "?I‘\

=Vl

Prodotti di computer Cellulare

i Prodotti igienici
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Figura 2.19 Coltivazione di riso con tecnologia Nano Silver (Sabbioni, 2010).

2.6.2 Usi ed applicazioni del nAu
Il nAu in forma colloidale e utilizzato da anm campo medico, come vettore per le terapie
antitumorali (Klaine et al, 2008) ma le sue applicazioni piu recenti riguardano il campo della
plasmonica I n fisica il pl asmone ~ undbéoscillazion
(Lee et al, 2006)In materiali nuovi e rivoluzionari come il nAu (ma anche molte altre HNP)
eccitazioni plasmoniche hanno una significativa probabilita di essere suscitateluzack
sufficientemente a lungo da consentire delle applicazioni tecnogiziaconescu etl,a2007).
Ad esempio, si possono realizzare:
x celle solari di nuova generazioceon unbéef ficienza energetica
tradizionali;
x materiali dalle straordinarie proprieta ottiche, come le lenti perfette, che possono rendere
un oggetto invibile, poiché riescono a deviare la luce attorno a sé senza distorsioni;

X circuiti optoelettronici estremamente miniaturizzati ed efficienti.

2.6.3 Usi ed applicazioni delle ENP organiche
| materiali a base di nC come i fullereni e i CNT stanno rivoloando il settore dellmaterie
plastiche Tali prodotti infatti possiedono delle caratteristiche superiori in fatto di leggerezza,
resi stenza, assor bi me nindostriadspativa ad wsernpio, iveste e | a st
parecchio nella ricerca di mai@r innovativi e performanti aventi le caratteristiche appena
descritte. | vantaggi di utilizzare i CNT ad esempio nel telaio e nelle corde di una racchetta da
tennis sono la riduzione del peso (quindi meno affaticamento), maggior robustezza, una durata
superiore ed un assorbimento controll ato del
moment o dell 6urto con | a pallina. Oggi , in co
tennisma anche moltissimi altri articoli sportivi, come mazze da gulfle, telai per biciclette,

eccé
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Figura 2.20° Alcuni esempi di applicazioni di CNT.

Le NP organiche trovano un ampio utilizzo anche nel cabpmedico Come accennato nel

paragrafo 2.4.4somministrare ad un paziente dei farmaci con un carrier al nC (fig. 2.21)

significa poter ridurre | 0i mpatto sull dorgan
agisce solo dove serve, con | 6 ulcongpitojilcarreer vant
degr ada. Ci,  possibile modificando tali S

(Soppimath et al, 2001; Hand.ewman, 2002

Figura 2.21- Elaborazione grafica di un c@r organico (www.cnrs.fr).
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2.6.4 Usi ed applicazioni dei-Qs
| Q-Ds sono particolarmente apprezzati in carbpmmedico per la loro proprieta di emettere
luce fluorescente. Se opportunamente modificati, infatti, questi riescono a legarsiudiileestr

cellulari divenendo importanti strumenti per la diagnosi (ad esempio per le patologie tumorali).

Figura 2.22" Fotografia di cellula di HeLa (tumore uterino) in 3 differenti colorazioni, dovute a 3 diversi tipi di

Q-Ds ad essa ledi - www.invitrogen.com

La proprieta di produrre luce e sfruttata ancheelgitronica, dove i QDs sono sempre piu

i mpi egat. nell 6assembl aggi o di di splay per a
2003). Si pensa che, ben presto, essi sastitno gli schermi con tecnologia OLED (Organic

Light Emitting Diode).

2.6.5 Usi ed applicazioni del nSiO
La nSiQ e impiegata in prodotti di uso ben piut comune codeatifrici e gomme da
masticare dove  richiesta unénale(Gakwvad Sakolova200Bv a per
Inoltre, le NP di Si@ rivestite da NP di Au, sono utilizzate imedicina poiché danno
fluorescenza e quindi, come gia visto nel caso del nAg e e#t§ sono impiegate per fini
diagnostici.
Per quanto riguarda il settce al i ment ar e, da qualche tempo u
Life Sciences ha prodotto urullato dietetico alla cioccolata contenente nSiQ ricercatori
sostengono che i miliardi di NP in esso contenuti siano in grado di stimolare le papillevgustati
al pari di un qualunque altro frullato ma apportando quantita di grassi e zuccheri ridottissime

(http://www.europass.parma.it/page.asp?IDCategoria=553&IDSezione=0&ID=3)7/1508
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dentifricio
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Figura 2.23 Alcuni prodotti di consumo contenenti nSiO

2.6.6 Usi ed applicazioni del nZnO
! NZnO s ut i | i eogmesi modd spedso massientetal nfi@fr. dap.13). a
Queste due ENP infatti, oltre ad essere dei filtriiparggi UV-A e UV-B (JuNam and Lead,
2008), contribuiscono a migliorare la stabilita degli altri ingredienti contenuti nei prodotti e a
mi gliorare | 6effetto visivo di quest:i ul t i mi
nelle creme e ndiltri solari (non lascia gli aloni biancastri), nei trucchi in polvere e nei rossetti.
Dal |l 6anal i si di 1200 creme present.i sul me r
mentre 73 contengono sia nZnO che lliO quest 6ul t i mo tp3IcRcampiohie da
(Tomilina et al, 2011).
Grazie alle sue proprieta fotocatalitiche (cfr. cap. 3) il nZnO trova un utilizzo anche nella
realizzazione dcelle solari nonché di apparecchiature elettriche ed optoelettrich&l&h and
Lead, 2008).

2.6.7Usi ed applicazioni del nCeO
Il NCeQ;, € utilizzato principalmente come additivo nei carburanti per motori dieselaf@uand
Lead, 2008) perché aiuta i filtri FAP (Filtro Anti Particolato) a catturare il PM10 che si forma
dalla combustione del gasolio @tltre abbassa la temperatura necessaria alla demolizione del
particolato stesso. | risultati sono minori emissioni inquinanti, una maggior resa del motore e

minori consumi di carburante.
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2.7 Normativa delle nanoparticelle
Come anticipato al capim 1, attualmente, la definizione di un sistema di regolamentazione
dell a produzione e dell odoutilizzo di ENM — r
specifiche inerenti il loro comportamento ed i loro impatti.
Ad oggi, uno dei supporgiuridici piu adeguati, in materia di ENM, @ hormativaeuropea

REACH (Registration, Evaluation and Authorization of Chemigais vigore dal 1° giugno

2007. Nel mar zo 2008, i nol t r e ha cbsttlto ungmupm@a n Ch e
di lavoro specifico per | mi gl i oramento dell éapplicazione
Uni t i i settore degl: ENM =~ regolato da unc

(Environmental Protection Agency) ovvero il TSCA (Toxic Substances Control Act). Questo é
consderato uno strumento analogo al REACH europeo ma tra i due esiste una differenza
sostanziale: difatti, in Europa, spettapabduttore dimostrare che un prodotto € sicuro, prima
della sua immissione nel mercato, negli U.S.A., invece, la responsabilitaegdeamentatore
Nella normativa europea sono state inserite delle modifiche relative alla regolamentazione di
prodotticosmeticiedalimentari contenenti ENM, le quali richiedono una definizione di ENM e
delle specifiche sulle procedure di valutaziom rischio per i prodotti che li contengono. Per
guanto riguarda, piu specificatamentesieurezza in ambito lavorativg a livello mondiale, si
possono annoverare delle istituzioni che hanno pubblicato rilevanti contributi su questo tema, tra
cui:
U NIOSH (National Institute for Occupational Safety and Heal8tati Uniti;
U BAUA (Bundesanstalt fur Arbeitsschutz und Arbeitsmedizitstituto federale per la
sicurezza e la salyteGermania;
U FOPH (Federal Office of Public Health), Svizzera;
U IRSST (Institut @ recherche RobeBauvé en santé et en sécurité du travastituto di
ricercarobertsauvé sullsalute e sulla sicurezza del lavoro), Francia;
U AFFSET (Agence Francaisede®c ur i t ® de | 0 En\Agenzamanceset et
di sicurezzad e | | iént seabl lavorg, Francia.
Lééattuale difficolt? nel determinare gl i ef f
livelli di soglia quali NOEL (No Observed Effects Levels) e OEL (Occupational Exposure
Limits), ostacola la produzione di nortiva specifica. Inoltre, i livelli di soglia sono attualmente
espressi in termini dinassala quale, come ¢ stato approfondito al capitolo 5, non costituisce il
parametro in grado di rappresentare signific
conseguenti impatti per questi ENM. A questo, va aggiunto che la normativa attuale prevede una

descrizione delle sostanze, contenute in un determinato prodotto, tale da non permettere la
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distinzione del materiale in forma bulk da quello nanostrutturato e, donseguenza,
guestodultimo  soggetto all a me dimensionao. r e gol a
I n sostanza, all o stato attwual e, i process
primitiva ed il suo sviluppo, a detta degli esperti defoset richiede un approccio dinamico che
tenga conto anche delle | ecite preoccupazion

sia aperto al dialogo tra le varie parti sociali.
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3.IL NANO BIOSSIDO DI TITANIO

In seguente capitolo ha come scopo la connotazione della nanoparticella studiata
specificatamente in questo dottorato di ricerca, ovvero il nano biossido di {jtén@,). Nel
capitolo sono elencati i principali processi di produzione del p€i®ono dscritte le proprieta

da questo manifestate in qualita di semiconduttore (proprieta fotocatalitiche, elevata conduzione
di calore, superidrofilicita, ecc.). Sono inoltre elencati i diversi utilizzi e le svariate applicazioni
per i quali tale nanoparticellasulta indicata, proprio in relazione alle sue proprieta chimico

fisiche.
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3.IL NANO BIOSSIDO DI TITANIO

3.1Introduzione
Il nano biossido di titanio (nTiO,) € un minerale ampiamente utilizzato in molti settori
del Il i ndustri a mmento h @V, masifedtat @roprietafotoeatalgiche
(Hochmannovand Vytrasova2010) Il nTiO, e presente in tre forme polimorfichenatasiq
rutilo e brookite. Sono soprattutto le prime due ad avere mercato, mentre la brookite € molto
meno diffusa. In patiol are | 6anatasio ad esibire 1|e
(Uchino et al, 2002; Choi et al, 2004), mentre il rutilo, per via del suo colore bianco latteo opaco,

e piu sfruttato come pigmento colorante e coprente (es: pitture, carte, pasteiggriMenard

et al, 2010). Spesso si utilizzano miscele di anatasio e rutilo in rapporti definiti. 1| P25 della
DegusseEvoni k, ad esempi o, utilizzato fra | 6altr
anatasio e rutilo in rapporto di 3:1.

Il NnTiO, viene sintetizzato in forma di polvere bianca e si ottiene principalmente con tre metodi
differenti, a seconda della struttura che si desidera ottenere, da cui dipendono a loro volta le
caratteristiche superficiali e quindi le proprieta del minerale:

a) il metodo del solfato;

b)il trattamento del minerale, ridotto in polvere, con carbonato di potassio e acido

fluoridrico acquoso;

c)l ossi dazione izn fase vapore di Ti CI
Poich® questoéultimo il processo ditauga an | u
schematizzazione.

Il rutilo viene scaldato con cloro e carbon coke a 900 °C, con formazione di tetracloruro di
titanio (TiCly), che é volatile e pud cosi essere separato da ogni impurezza. JIvVieGé
riscaldato con @a 1200 °C per dare Tgpuro e C}, che viene riutilizzato (Costanza et al,
2007).
TiO,+2C +2C} —» TiCl,+ 2CO
TiCls+ O, —» TiO,+ 2Ch

E6 bene ricordare che | e tecniche per otteneil
non le uniche (Cheet al, 2004; Amezagiladrid et al, 2003Isley ePenn 2009.

Come gia detto (cfr. par. 2.6) Muller ha stimato che, attualmente, la produzione disiTiO

attesta attorno 18000 tonnellate annuee prevede un raddoppio di tale quantita nel periodo

compreso tra il 2011 ed il 2014 (Mduller, 2007) mentsgcondo Robichaud, tale produzione
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salird a 2,5 milioni di tonnellate annue entro il 2025 (Robichaud et al, 2009).

3.1.1 Proprieta fotocatalitiche del nTHO
Come gia detto, il nTiQé unfotocatalizzatae o fotopromotore, in grado di accelerare una
reazione chimica senza pero prenderne parte e quindi senza esaurirsi. In particolare sotto
irraggiamento UV, esso produce particebelicaliche fortemente ossidantj i cosiddetti ROS
(Reactive Oxygen Speciesha spiegazione di questo, risiede nel fatto che il aTéOun
semiconduttore per cui, previo assorbimento di una certa quantita di energia, una parte degli
elettroni che occupa ldanda di valenza promossa al | Gandacdipazi
conduzione Le due bande sono separate da una quantita di energia ben dejaita (
energetico). Quindi, a ciascualettrone (e) promosso nella banda di conduzione corrisponde
unabuca(h) nell a banda di val enza. LOel et tir one
chimiche presenti nell dambi ent e accettdni€A'Asoi ¢ on
donori (DA di elettroni, dando origine ai ROS (Brunet et al, 2009). | ROS, a loro volta, sono in
grado di ossidare le sostanze organiche ed inorganiche, masfdole rispettivamente in GO
ed in sali www.mater.unimib.it/orienta/files/esperienza%20TiO2)pdfa seguente figura 3.1
schematizza quanto esposto.

BANDA DI CONDUZIONE

% e A A% Riduzione

“ N, Arem @

. . GAP A @

% N 0 Ossidazione » “~—"
RS, °* =)

BANDA DI VALENZA

Figura 3.17 Schema della promozione degli elettroni, con conseguente formazion®$j Eausata

dall 6aument o del l'ivell o energetico del si s
| 6el ettrone si sposta dalla banda di valenza
elettriche; le specie chimiche che entrano in contatto tali cariche si trasformano in ROS
mediante reazioni di ossidoriduzione.

Nelle applicazioni industriali del n”T#)l 6 ener gi a necessaria al sal
lampade UV o dalla stessa radiazione solare.
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3.2Usi ed applicazioni: il mercato del nTiO,

Il TiIO,buk stato definito Ail cavaliere bianco
visibilmente tossico, € molto funzionale e trova numerose applicazioni nei rivestimenti (Chen et
al, 2011). Allo stato bulk infatti, il mineralé inerte. In particolare, il TiQe utilizzato come
pigmento bianco necoloranti alimentari 0 comunque destinat. al | 0
esempio le capsule di rivestimento degli antibiotici sono di solito di due colori, uno dei quali &
bianco, come é ianca anchedl|l et t er a fAmo, stampata sull e be
cioccolato. In entrambi i casi il colorante é il biossido di titanio noto come E171. Dato il suo
colore brillante, il pigmento é utilizzato abbondantemente méflere da interno d esterno e,
inoltre, & fortemente apprezzato anche nel campo della cosmesi dove € noto con la sigla ClI
77891. Infatti, come agente stabilizzante, si utilizza ampiamente nei prodsitietici quali

creme e rossetti e, ancora, fili solari per neutrakzare gli effetti nocivi dei raggi UV.

dentifricio coloerante bianco

per alimenti

i

pitture .
filtri solari

cosmetici

Figura 3.2i Alcuni dei prodotti nei quali, comunemente, si trova il TDlk.

Per quanto riguarda iTiO», invece, a favorirne un largo utilizzo é stata propa sua
elevata reattivita che si esplica nella capacita di promuovere le reazioni viste nel precedente
paragrafo 3.1.

A seguire, una breve rassegna dei principali utilizzi del aTiglle applicazioni industriali.
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3.2.1Cosmetici
Comeinpartegant i ci pato (cfr. par. 2.6.5), i pri ni
di TiO, nella cosmesi sono i seguenti (Mu e Sprando, 2011):

- migliorare la stabilita di ingredienti quali gli acidi grassi insaturi, vitamine ed antiossidanti;

- aumentared capacita di penetrazione di ingredienti quali vitamine ed antiossidanti;

- aumentare | 6efficacia e |l a tolleranza dei

anche da un punto di vista estetico.

Ad esempio, le creme ed i filtri solari al nTAQuna volta spalmate si assorbono subito, senza
lasciare gli antiestetici aloni opachi e biancastri.

In Giappone é stato brevettato uno spazzoliaalenti che permette la pulizia a secco e senza

| uso di dentifricio. Sott o,cheedurangedotsfregamenion f at
attivata da una sorgente luminosa, promuove una carica di elettroni tale da disgregare la placca

batteri@, assicurando la completa pulizia dei denti (www.soladey.com).

Light source

®
Metallllc body
; Ty
coooore f— _:'":_:'_"I' Gt

=)
o) |

G5 (-] @ Semiconductor Lead wire Solar panel

6560

©95.56
o ga) S Electrons generated
{’_1.. : . @ ~> Sparkling clean heeth.,rl, T L
- o

. Electrons generated
,f * G by the semiconductor
==  Plaque

Figura 3.3i Principio di funzionamento dello spazzolino al nTi@ pannello solare attiva le ENP e, la corrente

elettronica prodotta, scorre lungo un filo di Pb per giungdeetastina dello spazzolino, aiutando la

rimozione della placca (www.soladey.com).

Nei trucchi in polvere, come ciprie e fondo tinta, il vantaggio € quello di ottenere un prodotto piu
omogeneo e soprattutto una colorazione esteticamente supanoredior.com). Si pud capire
guesto concetto pensando ad undéi mmagine dig
nitida e ben definita. Allo stesso modo, essendo le NP piu fini, risulta maggiore la definizione
del trucco.
Per quanto riguarda le creme, Iedsioni ed i rossetti, il nTi@Qviene aggiunto, assieme al
nZnO, per i motivi sopra esposti, ovvero per stabilizzarne gli altri ingredienti.
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Figura 3.4i Alcuni dei prodotti nei quali, comunemente, sMaal nTiO,.

E6 da tener presente che, |l a produzione di cCo
nTiO, prodotto (Nowack et al, 2009).

3.22 Trattamento delle superfici
Da alcuni anni si trovano in commercio dgligure al nTiO,, per interni ed esternthe sono in
grado di promuovere | 6ossidazione di sostanz
superfici trattate dal progressivo annerimertocora una volta sono le proprieta fotocatalitiche
del nano anatasiolalbase del successo commerciale del prodotto.
Sembra infatti che le sostanze organiche vengano ossidatecomopdeta mineralizzazionedel
carbonio, ovvero fino alla formazione @D.. Gli inquinanti inorganici come NCe SQ invece,
vengono trasformatin sali innocui quali Ca(Sg e Ca(NQ). come si vede irfigura 3.5

(www.rinnovabili.it).
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Cas0
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Luce TiOE
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CalCO,
aromatici
policondansati
igna carbonato

PRI O
TiQ; Biossido di Titanio Cas0, Solfata di Caleio
50, Ousidi di Tolfe Ca[NCy), Mirale di Caoleio
MO, Ossidi di Azoto CaCO, Carbonate di Calcio

Figura 3.51 Abbattimento degli inquinanti mediante reazioni ossidoriduttive, promosse dalle pitture al

NTiO, (www.rinnovabili.it).

! secondo vantaggi o, qguindi , di guest. pr o
i nqgui nant i present.i nell 6ari a.

Le idropitture fotocatalitiche contenenti anatasiogstram proprietaanti inquinamento, anti
sporcamento, anti batteriche, auttgnti ed antiodore (Trattamenti superfici e Materialia
costruzione ecologici. Universita degli Studi di Milahé Gi or nat a di Studi o
Consiglie i Regional i d Bidodca 17/1L162606)aralid praprieta restano
perennemente attve e non perdonali efficacia nel tempoln Giappone, per esempio, migliaia

di edifici sono gia stati rivestiti con vernici autopulenti, le quali garantiscono tale effetto per
almeno20 annisenza bisogno di ulteriore manutenzione (Fujishima et al, 2008).

In commercio si trovano pitture che possiedono anche proprieta protettive contro la salsedine, il
calcare, le fosfatazioni, ecd.a composizione specificali tali pitture varia a seconda

d e Ippliéazione: pannelli fotovoltaici, vetri, pareti gia vernteia soffitti, mobili, tende,
materassi, retida letto, rivestimenti tessili, moquettes, muri esterni, rivestimenti in pietra,
ambienti pubblici, ospedali, mense, cucine, bagni, palestre, hotel, piscine, industria alimentare,
locali di raccolta rifiuti, fit r i aria condizionata, frigorifer
E6 stato stimat o 16530% ,delledacdate ealizzate sd&té0 ricéperto dal

nanomateriali (Som et al, 2011).

3.2.2.1 1l caso veneziano dehdlazzadella Camera di Gamercio
A Venezia, vicino alla parrocchia di San Moisé, a poca distanza da piazza San Marco, si trova il
Palazzodella Camera di Commercio, un edificio storico in ristrutturazione. Per i lavori di
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pulitura e trattamento delle sue superfici si utilizzarssjeane ai polisilossani, pitture al NGO

pannel | i i nformati vi che ne ricoprono | a fac
nanomateriali, illustrando non solo gli effetti benefici per la superficie ma anche i vantaggi

del | 6abbatti mgonimadegl aerei. Infatti’dariai ndica

vengano purificati dal contatto con tale superficie (fig. 3.6).

Nanorep

Figura 3.61 lllustrazione dei diversi effetti dei prodotti impiegatélla pulitura della superficie del

Palazzo della Camera di Commercio

Figura 3.7 Pr esunt o vol ume @ depuratoaquolidanamente daaCstipérficie tratata

con nanomateriali.

3.2.3Detergentimineralzzanti
Léapplicazi one @iaétdrgenti haapermessoclancoebzomiei deprodotti per la

pulizia di diverse superficiTali prodotti si basano sul principio di sciogliere lo sporco e le
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incrostazioni, trasformandoli in sali minerali totalmenézocompatibili. L'efficacia del
procedimento di ossidoriduzione scaturita dalla detergenza sembra essere molto elevata; inoltre,
un prodotto additivatai nTiO,dur ant e | &Gudlesupeifiac, @ in igrado di depositarsi

sui micropori di queste, di ado che,dopo svariatiavaggi, si forma un microlayer di TiO
fotocatalitico, in grado di rendereel superfici antibatteriche e disinquinanti microlayer si

attiva da solpsemplicemente con la lué@ww.atmarmorservice)it

3.2.4 Depurazione dellEcque reflue

Il m gl i oramento dell a qualit?® del | e acque r
GrzechulskeDamszelet al (2007) hanno dimostrato come sia possibile rimuovere i coloranti
organi ci dal l e acque r ef | depuratoti fotbcatalizceahrdi®@ | 6 a
con | 6uti |l i zz o (GizechulskeDamgzelet af 206V mbnapaat i c a, I
di coloranti passa attraverso una serpentina in quarzo rivestita di, /@l sopra della quale si

trova una lampada chemette radiazione UM {3 355 nm), tale da attivare la reazione
fotocatalitica di degradazione. La soluzione decolorata cosi ottenuta passa alla seconda fase del

trattamento che prevede la nanofiltrazione su membrane, i cui pori hanno un diar@atro.di

tempi e | 6efficacia della reazione sono sche
1
0.8
UDG.E—
G{].d
02
0 T
0 10 20 30 40
Time (h)
| +—ARI8 =-DGI9 —+AY36|
Figura 3.8i Abbatti ment o, nel t empo, di colorant.i presen

grazie alle ENP di TiQesposte ai ra UV-A. AR18 = Acid Red 18; DG99 = Direct Green 99;
AY36 = Acid Yellow 36 (Grzechulsk®amszel et al, 2007).

Il vantaggio di questa tecnica risiede nel fatto che, in molti casi, le reazioni fotocatalitiche
permettono la totale degradazione di questiiingua n t i senza |l outilizzo

senza produzione di fanghi.
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3.2.5 Depurazione dell d6ari a
I depuratori déaria sono costituitdi da un f
alimentato daina lampada a raggi U&, uniti ad un ultgiore filtro minerale rigenerabileche
garantisce |l a sterilizzazi ondeldeperdtdredealrfilira e | 6 ¢
nTiO, che, abbinato alla lampada ad ultravioldttigsx = 380 nm) espleta la suazione
ossidante distruggendo le membrane dei batteri e coagulando le proteine dei virus: si calcola
che, in pochi minuti, esso possa abbattere firi9&b dei batteri(Keller et al, 2005)delle spore

edeiviruspreseniel | 6aria trattata.

Bacteriafree
decontaminatedair stream

Bacteriacontaminated
air stream

Figura3.9iDepur at ore fotocatalificotper irdamgigaameht i IUVL 0 pa
delle membrane dei batteri e la coaugulazione delle proteine dei virus, abbattendo tali organismi
(Keller et al, 2005).

Il filtro a nTiO, pud abbattereodori particolarmente intensi e sgradevoli come quelli dei
composti aromatici alogenati, degli ossidi di azoto, degli idrocarburi ed anche quelli difficili da
assorbire dai carboni attivi, come, per esempifymo della sigarettdTrattamenti superfici e

Materiali da costruzione ecologici. Universita degli Studi di Milailoh Gi or nat a di S
del |l 6Associ adi Rregi ©mrad ii gBideatal lAZ11RW@IMb ar di a. 0O

3.2.6 Cementi e marciapiedi
Nel precedente paragrafo 3.2.2 si € avuto modo di conoscere le proprieta disinquinanti di certe
pitture per interni ed esterni. Un wulteriore
ha permesso la realizzazionecéimenti al nTiO, utilizzati perla costruzione dedifici (Chen e
Poon 2009) Il meccanismo della reazione fotocatalitica € sempre lo stesso e, innescato dai raggi
uv,  wutilizzato nel |l éabbatti mento degl: NO
Con gli stessi cementi si realizzanmnel automobilisticip e r | 6 atbdb adetlilmieinn qui n &

prodotto dai gas di scarico dei veicoli a motore (Chen et al, 2007) e pensirtdapiedi
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cosiddett

Amangi asmogo,

| a

«Ceeviderziftd dacChen e a

Poon con prove di laboratorio (figg. 3.10 e 3.11)d&k Poon, 2009).
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Figura3.100 Ri sul t at i del | 6 abb at, otiemtin kboratério, daopartetdigpdvimentaziani d i

per marciapiedi contenenti nTiQ@Chen e Poon, 2009).

Figura 3.11- Pavimentazione con massellitabloccantdi nTiO, ad azione fotocataliticewww.rinnovabili.it).

La realizzazione di pavimentazioni stradali con caratteristiche fotocatalitiche costituisce una
possibilita di crescente interesse per la riduzione di inquinanti atmosferici. Le paaamnant
stradali infattipossonaintercettare le sostanze inquinanti immediatamente a ridosso della loro
fonte di emi ssi one principale, massi mi zzan
| 6abbatti ment dDadios et ah ROO7)Gli espetinmentiacontotti in questo senso
mdvana ierdpporti ¢rae bremet i z i

FIP2sul t ¢

hanno vVvisto | Gutilizzo di

malta enTiO,. I'n tutti [ casi, comunque, [

possono definirsi imressanti.
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Abbattimento NOx - Confronto miscele
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Figura 3.12- Confront o del | 6amekeadfferentn miscele cementiziedr®enenti nTiQ
(Da Rios et al., 2008).

fiTali rivestimenti sono efficaci in quanto la turbolenza dell'aria trasporta in continuazigne NO
altri composti volatili e semivolatili sulla superficie degli edifici; le molecole aderiscono alla

superficie abbastanza a lungo da essere scomposte dal processo di oseidazione

Fonte:l materiali edili "intelligenti* sviluppati nel'lUE assorbono edrehano l'inquinamente Comuricato stampa

della Commissione lopea (file PDF)Bruxelles, 4 marzo 2004.

326.IMar ci api edi fmog: il chsodi Signa (Firenze) | o s

Nel luglio del 2007, il sindaco del comune fiorentino di Signa ha annenciat 6 ut i | i zz o
materiale innovativo per migliorare | a qualit
a base di MmOy, che permette di |l i berare | 6aria del

principalmente dalle automobili, comebiénzene e gli ossidi di azoto e zolfo. Come facilmente
prevedibileilmar ci api e de fhanua cogtdo puelevatg d quelli convenzionali (circa

il 10%) ma i benefici e il ruolo ambientale rivestito sembra che ripaghino tale investimento.
Fonte: Ecoblog.

3.2.7 Trasferimento di calore e dissipazione

Le superfici trattate con nTgassumono una proprietehiamata superidrofilia. Questo

f enomeno fisico a determinato dal |l 6azi one
all 6acqua di di stribuirsi perfettamente s
3.13).
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Superficie standard

scarsa
bagnabilita

Superficie trattata con biossido di titanio

elevata

bagnabilita

Figura 3.13 Confrontotraladi st ri buzi one

Si osserva che,

sul |

e superfici

dell dacqua su di wu

na su

superidrof

adoperando una quantita di liquido molto ridottpetto a quella necessaria per superfici che

non possiedono tale proprieta, utilizzando ad esempio dei nebulizzatori. Siccome il tasso di

trasferimento di calore aumenta, mano a mano che tale pellicola si assottiglia, risulta che in tali

superficiloscatni o t er mi c

(0]

S i

a molto

maggi ore, cC

acqua. Gli esperimenti condotti (Fujishima et al, 2008) hanno evidenziato un dfiettolte

maggiorerispetto a quello delle superfici non trattate.
Le applicazioni pratiche dguanto visto vengono sfruttate per risolvere il problema del

on |

surriscaldamento delle isole urbane nelle grandi citta, riducendo il consumo di energia elettrica

per il funzionamento dei climatizzatori durante il periodo estivo (fig. 3.14). Sulle superfici

trattate con nTiQ a causa

débacqua grazie al

del | umi di

a

guale 1| o

-

Ssporco non

le gocce che sono causa di opacita (proprieta antifogging) sulleisujpeitle e specchianti.

Continuous sprinkling water onto
TiOz-coated surfaces

|
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Latent heat flux by
water evaporation

Rainwater raservoir

Figura3.147 Sistema di
risparmio energeticache
utilizza |06
|l acqua pi
per il raffreddamento
degli edificigrazie alle
proprieta di superidrofilia
conferite dai NM
(Fuijishima et al., 2008).
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3.2.8 Agenti antcorrosione

Lout i | mTEOzocmmedvedtimento anticorrosivo per molti metalli € una delle ultime sfide
del |l 6i ndustria delle nanotecnol ogi e. metn mer i
sull dacciai o inossidabile per di mosbtinducene | 0 ¢

sul metallo una corrente di elettroni tale da proteggerlo dalla corrosione (Fujishima et al., 2008).
Inoltre, si € osservato che il nTiOse accoppiatoon ossido di tungsteno (WD conserva la

proprieta anticorrosiva anche al buio, per un certo periodo di tempo successivo alla cessazione
dell a radiazione UV. 11l fenomeno ~ attribuibi

propria del WQ.

3.2.9 Alimenti
Il nTiO,, come succede anche per nAg e nS®presente anche negli alimenti. Lo si trova
utilizzato nelle cioccolate col fine di i mp e c
forma a causa della destabilizzazione degli acidsgiraontenuti nel latte ma, va ricordato,
anche se puod essere antiestetica, non pregiudica affatto la qualita e la sanita di tale alimento.
L6 azi on e, imdgaesto cado, édel tutto analoga a quella che puo esplicare nella cosmesi,

ovvero la stabilizazione degli ingredienti.

Figura 3.151 Anche il cioccolato pud essere addizionato di rpTOe r i mpedire | 6affior ame

biancastra osservabile, ad esempio, nei prodotti in figura.
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4. SORGENTI E VIE DI INGRESSO DELLE NANOPARTICEL LE
NELLOAMBI ENTE

Questo capitolo raggruppa la scarsa informazione attualmente disponibile inerente la diffusione
dell e nanoparticelle nell dambiente, consider
proposti i modelli predittivi elaborati dalcani autori che permettono di stimare la
concentrazione di alcune tipologie di nanoparticelle ed il loro tasso di incremento annuo in
territori speci fici,; a quest.i - affiancato ¢
una misurazione réa del rilascio di nanoparticelle. Il capitolo si conclude con alcune
considerazioni sulla valutazione del rischio legato alla diffusione delle nanoparticelle

nell 6ambi ent e.
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4. SORGENTI E VIE DI INGRESSO DELLE NANOPARTICELLE
NELLOAMBEENT

4.1Di spersione e comportamento dell e ENF
Come tutt.i i prodott.i del I i ndustria anche g
diverse fasi, quali produzione, realizzazione del prodotto finito, utilizzo e smaltimento. In tutte
ques e f asi ~ possibile un eventuale rilascio
(BystrzejewskePiotrowskae t al , 20009, Som et al |, 2010) . I
diventa certezza con lo smaltimento e la fine del ciclo di vita di un ENM.
Unavol ta nell ambient e, |l e ENP possono distrib
delle loro proprieta chimicéisiche, trasferirsi da un compartimento ad un altro o accumularsi.
Inoltre, esse possono venire a contatto con gli organismi vjventiando cosi anche nella

biosfera.

Produzione

nangparticelle

Prodotto finito_

discariche

suolo

Figura 4.1i Schematizzazione della probabile dispersione in ambiente delle ENP e del loro ingresso nei diversi

comparti ambientali.

Attual mente, con unouni aa sieispene d dab ambienfalkchee g i et
siano basati su effettive misurazioni effettuate in campo (Scown et al, 2010) ma vi sono

solamente modelli predittivi, di cui si fara menzione nel successivo paragiafduesta
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carenza di informazioni € dovuta a diversefichiiita operative che insorgono durante le
operazioni di misura delle ENRy primisl 6 i mpossi bi |l it”™ di di stingu
presenti, da quelle artificiali (Tardif, 2007; Savolainen et al, 2010). In pratica non si riesce ad
eliminare il catributo delrumore di fondo, rendendo vana la determinazione delle ENP.
Undaltra difficolt"@ I n cui Ci S i I mbatte
spesso, hanno la tendenzaaajregarsiin tempi assai ridotti e a formare quindi peetle di
dimensioni ben superiori a quelle classificabili come NREQ nm).

! probl ema r eal edivario tradlaecsesciatvartigimoaa degli ENMre defl loro t e
utilizzo e le metodologie e gli strumenti per la determinazione diquedtih 6 a mbi ent e .
nell 6attesa che | o sviluppo tecnologico poss
ed altre problematiche inerent. l a mi sura d:
lo meno delle previsioni che tenganontm delle caratteristiche di questi materiali e

del |l 6ambiente in cui Qquesti possono I mmetter

4.1.1 NP nell dari a
Lébaria  un compartimento che riesce a diff
luoghi molto lontani rispetto alla sorgentk emissione. Tale compartimento & considerato
provvisorio poiché il particolato atmosferico pud rimanervi in sospensione fino a quando non
raggiunge una certa dimensione a causa dei fenomeni di aggregazione o di condensazione,
umide e secche. A quel puntsoggetto alla forza di gravita, il particolato ricade sugli altri
comparti, come | 6acqua ed il suol o.
Gl i studi sull e concentrazioni del l e ENP nel
spesso accade quando si inizia la produzione di mateaaVi e sconosciuti, sono in maggior
parte rivolti allatutela dei lavoratori esposti ad esse (es.. Manodori e Benedetti, 2009).
Contrariamente a quanto si potrebbe pensare, negli spazi chiusi, come le mura domestiche o
negli uffici, i livelli di NP sonobben pi % el evati che all 6estern
stupisce se si pensa alle dimensioni estremamente ridotte di tali elementi che quindi acquistano
maggiore rilevabilita laddove possono concentrarsi, rispetto a quando sono diluiti in grandi
vol umi doari a. Un esempi o di guanto appena Vv
Seduto nella sua caffetteria preferita, egli dichiarava di inalare 4 miliardi di NP al minuto, come
confermato dal suo contatore di particelle a condensaziatatifgo(Maynard et al, 2008). Altri
aut or i ri badi scono quanto anticipato nel pr e

per | a misurazione e | 6incapacit”™ di separar
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per lo meno, altamentgpo bl emat i co fornire i i mi ti per | 6
et al, 2010).
La seguente tabella fornisce unoéidea del numi

misure complessive che non permettono la distinzione tra le ENP ed ileuthdondo gia
esistente (Tardif, 2007).

Particles mL: Mean sizes
Outdoor, office M QRN > 10 nm
Filtered workplaces O¢H Qn nj >10 nm
Plasma cutting pnnQnn  >120nm
Airport field TANQANN <45 nm
Breath after smoking| B mMnnd >10 nm

Figura 4.2i Misura delle NP totalii§ 1mL) presenti in diversi scenari (Tardif, 2007).

Ques 6 al t r elabdratalt@® Butea et al (2007), distingue, invece, le differenti sorgenti di NP
provenienti da comuni attivita domestichmostrandone la concentrazione perf.c@li autori

perd, non forniscono indicazioni sui tempi necessari alla loro produzione.

Nanoparticle source Concentration
(nanoparticles/cm?)
Pure wax candle 241,500
Radiator 218,400
Cigarette 213,300
Frying meat 150,900
Heater 116,800
Gas stove 79,600
Scented candles 69,600
Vacuum cleaner 38,300
Air freshener spray 29,900
Ironing a cotton sheet 7,200

Tabella 4.3 Misura delle concentrazioni di NP (in 1 §nehe si originano dallecenuni attivitd domestiche (Buzea
et al, 2007).

4. 1.2 NP nell dacqua
Prevedere il comportamento ed il destino dell
della forte reattivita di queste e delle numerose condizioni ambientali al contorndméstite,
non sono stati pubblicati dati sulle ENP negli ambienti acquatici (Klaine et al, 2008) ed anche gli
studi sulle acque superficiali sono scarsi (Scown et al, 2010).
Le acque dolcicorrenti e quelle dei laghi possono essere estremamente ricatuodtili
naturali (1-200 nm) che possono adsorbire le NP piu affini sulla loro superficie (Joner et al,

2008). Ad esempio, e stato dimostrato (Klaine et al, 2008) che la frazione di materia organica,
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contenuta nei colloidi, € in grado di stabilizzare le ENFFelOv a | en't i ed i CNT®
delle NP, quindi, dipendera dalla quantita di tali colloidi, dalle loro proprieta chimico fisiche e,
naturalmente, dalle caratteristiche chimiiche delle NP. La stabilita dei colloidi, a sua volta,

di p e nd ¢razioad tia @ iforze attrattive e repulsive (Scown et al, 2010) che, invece, sono
dipendenti da parametri ambientali quali ad esempio temperatura, pH, concentrazione ionica,
salinita ecc., le cui variazioni incidono quindi sulla mobilita dei colloidssteCio che avviene

nelle zone di transizione rappresenta un classico esempio di quanto appena discusso. Quando
| 6acqua dolce incontra | dacqua salata si ass
della forza ionica e questo produce lactinlazione e lsedimentazionedei colloidi col loro

carico di NP. Il fenomeno che, nel breve termine, puo tramutarsi in un vantaggio per le specie
che vivono nella colonna dbéacqua <costituis
componente che vivediretto contatto col sedimento, cioé il benthos (Farré et al, 2009).

Le acque marine ed oceaniche costituiscono un ambiente generalmente piu alcalino, che
possiede una forza ionica maggiore ed unbamp
(NOM). Inoltre, a differenza degli ambienti di acqua dolce, mari ed oceani presentano una
variabilita nei parametri chimiebsici legata al profilo della profondita, quali ad esempio la
temperatura e, ancora, la stratificazione delle correnti pud origitideeedze di salinita e di
contenuto di NOM (Klaine et al, 2008). Tutto ci0 puo influenzare lo stato chimico e di
aggregazione dei colloidi. Non & ancora chiaro, comunque, se le NP possano accumularsi
all dinterfaccia tra | daacostitweado pnirisehid peréacamponenteq u e
nectonica. Potrebbe inoltre esistere un risc
di NP nel microlayer superficiale, in cui la tensione superficiale e le forze viscose possono
intrappolare le NPLe preoccupazioni degli ecotossicologi, attualmente, sembrano focalizzarsi

sul benthos marino che e considerato come il piu probabile dei ricettori finali delle ENP

i mmesse nell ambiente a causa del | a 4Ziosididenza
salinita e forza ionica tipiche di tali ambienti (Klaine et al, 2008; Canesi et al, 2009; Zhu et al,
2011b).

4.1.3 NP nei suoli e nei sedimenti
| suoli sono matrici complesse ed anche naturalmente molto ricche in NP (Theng e Yuan, 2008).

Queste si originano dalle continue trasformazioni dei costituenti geogenici dei suoli, dovute ai

fattori climati ci ma anche all delevata azio
condi zione di saturazi one d$ acugsadelleinterazionitra an o
| acqua e | a parte solida. Da sempr e, i S U (
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i ngui nant i ma | a natura particolare dell e NP
complessi possono dar luogocara una volta a delle eccezioni.

Sia i suoli che i sedimenti contengono argille, colloidi e NOM (Natural Organic Matter) (Klaine

et al , 2008) i qgual i, per via dell 6el evat a
superficiali, possono legarsilak NP a seconda dell éaffinit? r
NOM contiene molte regioni idrofobiche. Tra i costituenti della NOM ci sono anche le sostanze
umiche che, a loro volta, in misura del 50%, si dividono in frazione solubile e non solubile
(Joneret al, 2008). Date queste premesse, si intuisce quindi che, sostanze idrofobiche come i
fullereni o i CNT, che da sole non si mobiliterebbero mai in acqua, potrebbero, invece, legarsi
all a NOM, essendol e affini e , sargbbeaol comuaquegru e st a
grado di mobilitarsi.

Anche in questo caso, quindi, di fronte alla complessita del sistema in esame, si comprende quali
possano essere | e difficolt”™ riscontrabil:i ne

suoli e nel dstinguere tali ENP da tutte le NP naturalmente presenti nei suoli.
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4.2 1 modelli predittivi

I n sostanza, " necessario colmare | e |l acune
di diffusione del | e qieddsideveriopoleacoroscaent e . Per f

- lamobilita delle ENP e quindi, sia le loro proprieta chimitsiche, sia le caratteristiche dei
diversi vettori ambientali responsabili della loro diffusione;

- le trasformazioni a cui sono soggette le ENP una voltapdesr se nel | ambi en
redox, acidebase, fotodegradazione), ovvero capire se, una volta immesse, mantengano le
caratteristiche originarie o si trasformino in sostanze diverse (piu 0 meno pericolose rispetto
a quelle iniziali);

- ladegradabilitadelle E NP, per capire se c¢cb6 |l a possi.l

0 se piuttosto si accumulino.

Alcuni autori hanno sviluppato dei modelli quantitativi che forniscono una stima di alcune ENP
nelle diverse matrici ambientali. Il lavoro non e dffasemplice poiche, data la complessita
delle matrici ambientali e del comportamento delle ENP, la realizzazione dei modelli richiede

l utilizzo di un grande numer o di vari abi | i
informazione che spession e disponibile. Questo ha come conseguenza il fatto che, variando
anche solo leggermente le condizioni iniziali, i risultati delle previsioni possono discostarsi in

maniera notevole.

4.2.1 Il modello di Gottschalk et al.
Gottschalk et al (2010per la diffusione in ambiente dalliO,, propongono una simulazione
deterministica, basata sui modelli di Monte Carlo, che tiene conto di coefficienti di
trasferimento e di partizionamento, fattori di emissione, livelli di produzione ed applicazione del
prodotto. Ne risulta un modello predittivo che non fornisce la previsione della quantita assoluta
del l a ENP nell 6dambi e nincremem@aannualedti t oqsutecs t i6lul t a
modello e stato applicato ad un caso di studio specifico, inerehissi @i nTiIQ in Svizzera
(fig. 4.4).
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Concentrations  95% confidence
interval
Air 0.00017 pg/m* +/- 0.00001
Surface Waler 0.55 pg/l +/- 0.03
Sediments 0.78 pg'kg +- 0.04
Soil 45 pgikg +/- 2

Figura 4.4 Incremento annuo previsto delle concentrazioni di aTHél suolo e nei sedimenti (ug Ky

nel | 6 a P)ie aelle(aéyge superficiali (ug') della Svizzera (Gottschalk et aD09).

Come si pu, osservar e, secondo i | ,gsmsmnbdesebbk o , | 6
manifestarsi nel suolo, con un valore stimato di 45 ppb; seguirebbero i sedimenti, 0,78 ppb, le
acque superficiali, O, 5ppt.ppb ed infine | 6aria
Questi incrementi teorici non sembrano essere in assonanza con quanto dichiarato in precedenza

a proposito del | $frnppri 3€2d)oSi élvisto lBfattiPcordeiil 70¥6id€ nTiO
sintetizzato venga assorbito dalla produzione di ctisneefiltri solari (Nowack et al, 2009). Un

altro 10% c.a € impiegato per la realizzazione di detergenti per la pulizia delle superfici ed un

2% per le pitture al nTiQ(Nowack et al, 2009). Da tali premesse ci si aspetterebbe quindi un
incremento di ENBen piu marcato per le acque superficiali e per i sedimenti, piuttosto che per

il suolo. Naturalmente, si deve prendere in considerazione il fatto che, mentre le stime
sul | 6i mpi engiovariceattori industiialdsono generiche, il modelldGdittchalk et al

(2009, invece, é specifico per il caso della Svizzera e, forse, proprio da questo scaturirebbero le
discrepanze segnalate.

4.2.2 1 modelli di Nowack
Nowack (2009), per ihTiO 2, nAg, nZnO, CNT e fullereni, ha fornito dei modelli preditti che
apportano due tipologie di informazione: un modello in cui & espregassibdi incremento
annualen e i suol i e nei sedi ment i d guantith Bssalumap a ed
presunta nelle acque superficiali europee (fig. 4.5 a) e fid)%.5
Il primo modello teorizza un incremento annuo di nf@ente questo ordine: 358 ppb nel caso
dei sedimenti, 89 ppb nel caso di suoli che ricevono i fanghi depurati ed infine 1,3 ppb per i suoli.
Il modello, quindi, che é riferito al piu generico casuropeo, sembra adattarsi con maggiore
coerenza alle stime sull éi mpiego dell e ENP di
Nel secondo modello é interessante osservare la differenza esistente tra la concentrazione di

nTiO, stimata per le acque superficiali (15 ppt) e quella per leeatgttate (3470 ppt). La cosa,
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fra | 6altro, S i collega alle stime del prece
fanghi da impianti di depurazione evidenzino incrementi maggiori di ENP.
Probabil ment e, | 6 a uli impiamti dr degurazoneedelle dcgue reflug, noa d i z

essendo in grado di ri muovere | e ENP, abbian

Modeled yearly increase in soil and
sediments in Europe (mode and 15 and 85%
guantiles in pg/kg)

Soil 1.3 0.02 009 0002 0.00006 Figura 4.5 a) Incremento annuo
(1.0-445) (0.02-  (0.08- (0.001-  (0.0006- previsto delle concentrazioni di
0.06) 0.66) 0.003)  0.008) varie ENP nel suolo e nei sedimen
Soil 89 1.6 3.2 0.07  0.002 dd Eur opa(N¢gwldy et klg
receiving (71-310)  (0.6-2.2) (2.9-55) (0.05- (0.002-0.02) 2009).
sludge 0.16)
Sediments 358 0.95 2.9 0.24 0.017
(273-1'409) (0.97-  (2.6-51.7) (0.21- (0.006-0.53)
8.6) 1.3)
EMPAQ

w50 e T gy

Modeled environmental concentrations in
waters of the EU (mode and 15 and 85%
quantiles in ng/L)

Figura 4.5 b} Modello delle
concentrazioni di varie ENP nellg
acque doEY (Nowack,

2009). Surface 15 08 10 0004 002
water (12-57) (0.6- (8-55) (0.004-  (0.01-0.12)
2.2) 0.021)
Treated 3470 43 432 15 5
wastewater (2'500- (33-111)  (136- (11-32)  (4-28)
10°800) 1'420)
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4.3Un caso di studio reale

Kaegi et al (2008) si sono interessati alle ENP provenientridzstimenti delle facciate degl

edifici urbani, trattati con le pitture al nTiONel corso del loro esperimento, gli autori hanno

raccolto con dei contenitor.i | 6acqua piovana
hanno intercettatoaneh | 6 acqua del runof f | proveniente da
del I i mmi ssione nel corpo idrico ricettore. QI
c 0 meeali@i . I n aggiunt a, come ter mine neokmte unao nf r on

f accmadlad # F)cdh pitture al nTi@ Anche di questa sono stati raccolti dei campioni
con le medesime modalita operative. Tutti i campioni prelevati sono stati successivamente
centrifugati per isolare la frazione avente dimensiom@ese tra 20 nm e 300 nm. | risultati di

guesta misura sono riassunti nel seguente grafico 4.6.

700 - T 20
W raw l1a
600 - O centrifuged
116
500 4 114
= 400 { (12 4
'& —
3 L 10 a
i 4 =
= 300 lg ©
200 16
14
100
]
0 4 S 0
model acade raal facade urban runofl
Figura 4.6 Misura del rilascio di nTiQ nell 6acqua piovana, da facciate di

valori di ENP sui campioni grezzcdlonne nere) e sui campioni centrifugati (colonne bianche).
Inoltre, & possibile confrontare il rilascio da una facciata modello (area azzurra, ordinata di sx) con

quello di edifici reali, pitturati almeno 2 anni prima (area incolore, ordinata dx) (€aedi2008).

Dal confronto sembrerebbe emergere che, dalla superficie modello, ci sia stato un rilascio molto
maggiore rispetto a quello delle superfici reali, addirittura da 2 a 3 ordini di grandezza superiore.

Si potrebbe ipotizzare che, probabilmemfeando le pitture sono piu fresche il rilascio di ENP

sia piu cospicuo e che cio che inizialmente si distacca abbondantemente dalle superfici sia
costituito solamente dagli strati piu esterni della pittura, mentre i piu interni rimangano legati in
manierapi 2 sal da all i ntonaco. Ovviamente un ril g

continuo. Se cosi non fosse, entro 3 anni, tutto il prodotto si disperderebbe con le piogge e cio e
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in contrasto con quanto riportato in letteratura, dove si parkuplerfici autopulenti che non
perdono di efficacia neanche dopo 20 anni (Fujishima et al, 2008).
EG6 bene ricordare che al moment o questo

reali di campioni di ENP prelevati in matrici ambientali.
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4.4 Valutazione del rischio
La valutazione del rischio costituisce un altro tassello di informazione cruciale nel panorama
complessivo dell o studio delle ENP nell dambi e
ENP, le loro poprieta ed il loro ciclo di vita legato alla produzione ed al mercato; si & inoltre
ragionato sul | a | or o di ffusione nel |l 6ambi en
spontaneamente a chiedersi: AChe ri3@chio offr
Innanzitutto € bene ribadire quale siadkfinizione di rischioll rischio (risk) € laprobabilita
che possa manifestarsi un effetto avverso in certe condiziorpericolo (hazard) e la

potenzialita di causare un dannovighi and Bacci, 1998 Il rischio & legato al pericolo

attr aespgosizone Isbecondo | 6equazi one:
Rischio = PericoloT Esposi zione
Ci, vale a dire che, pur essendo una sostanza

| 6esposi zi o nesposigionegau ®d tvadta, pel éssere determinata necessita di

informazioni inerenti:

c:

il bersaglio, 0 vV Vv e r 3mo (o paote dyes30)i che vieneamtatto con tale sostanza;

U le meccanismi di trasporto della sostanza e le eventuali trasformazioni che questa puo
subire prima di raggiungere il bersaglio;

U | a8sunziongluptake) della sostanza da parte del bersaglio;

U la biodisponibilitd della sostanza, che, a sua volta é legata alle sue proprieta; nel caso

delle ENP, quindi, essa dipende non soltanto dalla concentrazione iniziale di queste ma

anche dall o stato di aggl omer aziffinitaeonil dal | 6

bersaglio.

Quindi, per offrire una valutazione del rischio attendibile € necessario digticuée quelle
informazioni che contribuiscono a determinare il reale scenario espositivo, essendo il rischio e

| 6esposi zi one Ruashranaorie mformazidniedisponibili, maggiore diventera

| accuratezza dell a previsione sul rischio.

La cosa, Il nol tre, assume particolare i mport al
rischio ¢c6 quell o dischioi accetiabilé awera 1l gischiolchedao s i d d €
comunit”™ pu, tollerare, v a tbentfiaimaw pesanoavbcinoma ver s

soltantorazionali ma anche legate alkfera emotivg come la percezione del rischio da parte

della comunita, i fattoretici e socieculturali. In sostanza si mettono sui piatti della bilancia tutti
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i Aproo (sviluppo economico, creazione di p o

tecnol ogia eccé) e tutti i i ¢ o,nfdttoriaclee pgssonos ¢ h i
contravvenira | | 6 et i c¢c a )esdopaauhassceao r al e
Come gi ~ pi % volte osservato, Il 6i nformazi on

insufficiente e cio, alla luce di quanto appena detto, rende alquanto spincsatézione del
rischio accettabile.
Per stimare il rischio legato alla diffusione di un certo inquinante, ci si avvale di un indice detto

guoziente di pericolo HQ (Hazard Quotient), definito come il rapporto tra PEC e PNEC:

HQ = PEC/PNEC
(Vighi and Bacci, 1998).
PEC =~ | 6acroni mo di Predicted Environment al

concentra i one di una sostanza nell 6ambiente (fig

Amount of nTiQ [ug] | Volume [dn13] PEC(NnTi® [ug ILl]

Air 6.2C10" 4.1610% 1.50410°
Water 2.7610" 3.7610% 0.73
Water affected | , _ o 12 1.5¢10%° 180

by wastewater

Soil 2.2610% 3.7¢10% 0.61

Figura 4.7 Calcolo della PEC di nTiQ(ug L™) per tre comparti ambientali (Miiller et al, 2007).

PNEC ~ | dacroni mo di Predicted No Effect Co
concentrazione massima di una sostanzaorrispondenza della quale non sono rilevabili effetti
avversi per la salute degli organismi viventi.

Se HQ > 1 il rischio non e accettabile, poiché questo significa che si prevede una concentrazione
di i nqguinant e, nel | 6 a iebdi rom éffettp. Les awqressiva bgure 4.8 g |

chiarisce il concetto esposto.
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Risk evaluation: PEC/PNEC (for Europe)

Surface water 0.015 1.1 0.25 <0.0005 <0.0005
Cleaned wastewater 3.47 61 1 <0.0005 0.03
Sediment na na na <0.0005 na

Soil 0.004 na na <0.0005 <0.0005
Sludge treated soil 0.3 na na <0.0005 <0.0005

na: ecotox studies not available
Assessment factor: 1000

e

Figura48 Esempi o di <calcolo del rapporto PEC/PNEC in alcun

Si consideri ad esempio il nT)OPer quato riguarda le acque superficiali, esso dimostra una
valutazione del rischio accettabile (HQ < 1), cosa che non puo essere affermata nel caso delle
acque di scarico chiarificate (effluenti), dove la concentrazione ambientale prevista e c.a. 3,5
volte supeiore a quella di non effetto. Un discorso analogo si puo fare per il nZnO, la cui
valutazione di rischio e accettabile per quanto riguarda le acque superficiali ma non lo é affatto
per gli effluenti. Per il nAg il rischio é inaccettabile in entrambi i cagprattutto nel caso degli
effluenti (HQ = 61). Il dato tuttavia non €& sorprendente se ci si ricorda quanto visionato nel
precedente capitolo 2, in cui si faceva menzione delle vastissime applicazioni dei prodotti al nAg,
in particolar modo nel settoredsile e, quindi, non solo nei capi di abbigliamento ma anche nei
detersivi e nelle stesse lavatrici. La dimensione di questa problematica e brevemente richiamata

dal modello riportato in figura 4.9.

Settore Tessile

Ne A

- - . nAg 1230 t/a
Figura 4.97 Quantificazione

ipoteticadella dispersione C—
nel |l 6ambi ent e

provenientedal settore tessile. ~12¢50% di
tutto il nAg

prodotto

U E
St @ |
~30%

~20% viene
disperso
nell@mbiente

_/

smoramy
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5. ECOTOSSICOLOGIA E NANOPARTICELLE

Questo capitolo é suddiviso in due parti. Nella prima parte si trovano alcune considerazioni il cui
scopo é quello di fornire delle chiavi di lettura, in termini ecotossicologici, differenti rispetto alle

piu tradizionali, per mezzo delle quali possarisula f aci | i tato | 6approcc
costituita dalla nanoecotossicologia. La seconda parte, invece, fornisce delle informazioni di
carattere statistico che riguardano i lavori gia esistenti e documentati in letteratura, inerenti gli
effetti dele nanoparticelle nei confronti di organismi acquatici. Tali statistiche sono organizzate

in funzioni di chiavi differenti, quali ad, esempio, il gruppo tassonomico di appartenenza degli

organismi, la tipologia di test, il tipo di matrice acquosa e le paricelle testate.

71



5. ECOTOSSICOLOGIA E NANOPARTICELLE

5.1 Considerazioni generalila nano(eco)tossicologia

Prima di passare alla visione di alcuni casi di studio in letteratura, si vogliono richiamare alcuni

concetti utili per failitare la comprensione di quanto seguira.

5.1.1 Metodologie ed approcci alla materia
Nel corso di questa ricerca piu volte si e insistito sulla carenza di informazioni inerenti la
dispersione ed il comportamento delle ENP nei mezzi acquosi e scdlasita di implementare
tali informazioni, soprattutto perché lo sviluppo tecnologico degli ENM procede a velocita
notevol mente maggiore rispetto allo studio de
carenza  influentfedebdtnrsekthant onas anbrioabiven pleir s |
a riguardo. Fino a quando ci saranno dubbi ed incertezze, la normativa non potra supportare lo
sviluppo sostenibiled el | e nanotecnol ogie ed il rischio
settore prduttivo. Infatti le Autorita competenti, applicandopilincipio cautelatvoino dat a,
no marketo (Savolainen et al , 2010) , potrebb
materiali di presunta pericolosita, per i quali non esistono informaziaarditere tossicologico
ed ecotossicologico.
Il contributo che latossicologiae etotssicologigpossono fornire, per tutti questi motivi, €
determinante. La prima, infatti, si occupa degiseri umanied ha come fine la salvaguardia del
singolo individuo; la seconda si occupa aliganismi di diverso livello trofico ed ha come fine
la salvaguardia dellspeciee degliecosistemi Si ~ del |l davviso quindi (
debbano collaborare in sinergia.
Léapprocci o c or r eatiamente iauvalelsit dr due ndetodomgieogeatve Goe
dei testin vitro e di quelliin vivo, idea ancora non ampiamente condivisa (Savolainen et al,
2010). Queste due metodologie sono complementari. Infatti neint@#ro non si espone un

essere viventalla sostanza da testare ma solo una parte di esso (un organo, un tessuto, una linea

cellul are eccé) mentre | 6esposi anivieonGrazidagli | 6i nt
esperimentin vitro € possibile ricavare informazioni molto specifich sul | 6azi one di
ENP a livello cellulare o subel | ul are (ad esempio | dazione
enzi matica) e, di conseguenza, comprenderne i

vivente nella sua interezza e qualcosa dilten piu complesso delle singole parti che lo
costituiscono poiché, oltre alle proprietd delle singole unita costituenti, possiede proprieta
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emergenti. Quindi, necessariamente, anche i meccanismi di detossificazione ed eliminazione
(clearance) osservabgbno molto piu complessi.

Cé poi un ulteriore aspetto da valutare e
potrebbe anche attuare dei cambiamenti comportamentali. Nel caso degli anellidi ad esempio, un
endpoint comunemente considerato in essittologia, € la compromissione della loro capacita

di infossarsi nel sedimento, evento negativo da un punto di vista antipredatorio. Gli endpoint
comportamentali possono essere valutati anche in organismi molto semplici. Ad esempio, lo
studio di Ghafari € al (2008) ha evidenzi atd CNIhire | o€
Tetrahymena thernphila causa una diminuzione del suo comportamento predatorio e della sua

voracita.
Percio i tesin vivo, con esposizione dell 6int ertanzace gani
si vuole possedere il quadro completo dell 0i

5.1.2 Dal paradigma al paradosso della massa
Nel precedente paragrafo 2.5 si e fatta menzione delle proprieta delle ENP, rivolgendo
particolare attenzione soprattuttéteatoncentrazioneed allo stato dagglomerazione
fiDosis sola facit venenwim a f f éaranelse ael XVkecoloe, in effetti, la tossicologia
classica ruota attorno al concettoddiseo a quello di concentrazione. Naturalmente il tutto va
ben contestuazato, visto che, 5 secoli fa, non si disponeva ancora di concetti fondamentali
qguali quello di biodisponibilita. Con opportucaveat si potrebbe assumere che, in un modello
espositivomolto semplificato, supponendo di mantenere costanti tutte le edinelizioni al
contorno, | 6el ement o chiave che pu, qudndth er mi t
di sostanza a cui si espone un organismo, quindnassadi tale sostanza. Le classiche curve
dosel risposta 0 concentraziorierisposta, comumaente ricavate dagli studi ecotossicologici,
avvalorano quanto appena discusso.
Léavvento dell e nanotecnologie ha portato
informazione legata alla quantita somministrata di una ENP (e dunque alla sua dassua a
concentrazione) non e piu sufficiente a determinaredke esposizioneli un organismo ad essa
(Scown et al, 2010). C6 | a necessit”™ di I nt
agglomerazione della ENP, che, non a caso, € lattua nt e al centro de
nanoecotossicologbe questa integrazione non avviene, il rischio & che non si possa parlare di
concentrazionreali di unaENP ma solo di concentrazioniominali (Tiede et al, 2009). Ad
esempio, si pensi di condurre t@st di tossicita con un organismo marino che nuoti liberamente

all dinterno di una ¢ ol o padana dalaacongeatazionec A cawsa mi |
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del | 6el evat a f or z a Fréenohref at 2009nebieve deapogl mEQformear i na (

agglomerati grossolani che si depositano sul fondo (Keller et al, 2010; Zhu et al, 2011b),

causando cos? un abbattimento delle ENP nel
potrebbe essere cambiato e | 6organiosemealepotr e
minore rispetto a quella iniziale (so#tos posi zi one) . Déaltra parte

concentrazione nominale, puo sovrastimare il reale scenario espositivo e, osservando gli effetti
sull organi smo, pu, ¢ o mnoeetditvautaeione (falsoonegatag).e v ol me
C6 poi un altro aspetto interessante <che
reattivita delle ENP. Siccome la formazione di agglomerati dipende dalla probabilita di incontro
delle ENP e questa, a sua volta, fénzione della quantita di materia disponibile,
paradossalmentepud succedere che laddove si somministrino quantita maggiori di ENP, queste
sedimentino piu in fretta, portando ad una riduzione dello scenario espositivo; viceversa per

concentrazioni minorsi potrebbero osservare effetti maggiori, legati alla maggiore permanenza

del l e ENP nella colonna dbéacqua, evento prob:
studio €fr. par.10.4.1).
Undul tima considerazi one. aziBne,rcl sh mcdnducedaé | | o

concetto di reattivita e quindi, inevitabilmente, a quellardia superficiale(cfr. par. 2.3.3).

Secondo Savolainen et al (2010), la superficie degli ENM puo considerarsi la reale unita di
misura da utilizzarsi per la definizie di dose. Vari autori hanno gia manifestato il proprio
interesse allostudio di questa proprieta, utilizzando, nei propri esperimenti, campioni dello
stesso ENM a granulometrie differenti e, percio, con aree superficiali differenti (Bernardeschi et

al, 2010; Fang et al, 2010; Barillet et al, 2010; Hartmann et al, 2010). In particOlaeedorster

et al (2005) hanno testato nei ratti gli effetti di due ENP di aEQ@ranulometria diversa,
ovvero 20 nm e 250 nm. L 6 e n d pewtrofilitnellevcellula t at o
pol monar i, come indicator.i del |l o stato infia
titanio. Gli autori hanno rappresentato graficamente i risultati ottenuti, confrontando gli effetti,

prima, attraverso la massa e, pdi,ataver so | O60dig®lg. superficiale (
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Figura5.1i Percentuale di neutrofili nelle cellule polmondriratto; confronto degli effetti rispetto alla massa (ug)
e rispetto al |?%@bereldstesetgh2005).i ci al e (cm

La cosa sembravere dei risvolti molto interessanti. Infatti nel grafico A si possono osservare
effetti molto simili che pero corrispondono a valori di massa molto diversi, il che puo destare
perplessit ™. Se i nvece tali e f fciale¢ (gnaficosB),n o a
| 6i nterpretazione sembra pi%¥h i mmediat a, poi ¢
superficiale vicini.

Per concluderenel passare al prossimo paragra$p,pud affermarecome proprio queste
particolari esigenzeoperative stiano favorendda nascita di unaawuova brancaspecifca: la

nano(eco)tossicologia
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5.2La produzione bibliografica inerente le ENP
La produzione bibliografica inerente gli aspetti ecotossicologici delle ENP €& in progressivo

aumento, com testimoniato dal seguente grafico 5.2.

Ricerca delle chiavi"Nanoparticles" e "Toxicity"su
Science Direct
4500 4271

4000
3500 -

3000 -
2500 H 2253

2938

2000 1
1500 1 1219
1000 1 671 o0

500 1 117 162 207 274 396

1554

n° pubblicazioni

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011

Figura 5.27 Numero di pubblicazioni su Science Direct; ricerca effettuata inserendo le parole chiave:

ANanoparticl efebbrai®20®Toxi ci tyo

Questi studi pero non sono omogeneamente distribuiti, sensiderano le diverse matrici
ambientali. Per gli aspetti puramente ecotossicologici, la preparazione di questa tesi di Dottorato

ha portato alla visione di oltr&7Oar t i col i , pubblicat:i all 6incir
decenni o. D aonale nstatsticanentes(fig. 5@B)erisutta che, finora, la maggior parte

dei test e stata condotta su organismi viventadgua dolce Infatti (cfr. par. 4.1.2), si € gia

avuto modo di apprendere come il comportamento delle ENP in un mezzo acquoso, non
neessariamente salato, sia notevolmente complesso, per via delle elevate reattivita ed instabilita

di queste. Nel passaggio alla matrice acqua marina, si aggiungono ulteriori complicazioni a
guell e appena evidenziate, (3®5&h® hdetlevaodpr a
forza ionica del mezzo, che arriva a raggiungere il valor®,dimM (Dyrssen eHansson1973).
Questo fenomeno S i concretizza i n un aument
promuove la formazione di agglomerati grassi in tempi piu rapidi (Brant et al, 2005; French

et al, 2009). Ecco quindi che risulta difficile riuscire a collegare lo scenario espositivo agli effetti
osservati (cfr. par. 5.1.2) cosa che, in molti casi, inficiaipeoducibilita dei risultati degl
esperimenti effettuati e puo rappresentare un deterrente per ulteriori test di approfondimento.

Questo, in sostanza, € uno dei motivi che contribuisce a spiegare la maggiore proliferazione di
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studi sugli organismi di acqua dolce (Klaine et al 2008; Wakach, 2009Zhu et al, 201k),
congiuntamente al fatto, che, in general e,
dulciacquicolo.

Per dare maggior concretezza a quanto esposto, di seguito sono fornite alcune statistiche,
suddivise per chiavi dettura differenti (matrice, tipo di ENP, organismo). | dati ottenuti sono

stati ricavati analizzando statisticamente le 140 pubblicazioni di cui sopra si € fatta menzione.

5.2.1 Matrici
Questo primo grafico permette di visualizzare la distribuzionendmero di pubblicazioni in
funzione delle diverse matrici ambientali in cui vivono gli organismi utilizzati nei test. Nel

seguente conteggidid. 5.3) si considerano entrambe le tipologie di testinsiavo chein vitro.

Distribuzione delle Matrici studiate

6% n =167

1%

A\

O acgua dolce

B acqua salata

O dolcessalmastra

O sedimento+acqua dolce
H sedimento+acqua salata
66%
W s5u0l0

| altro*

Figura 531 Suddivisione degli articoli in base alle matrici studiate in letteratura (n =11#€hbraio
2012 *= terreni di colturatessuti di cotone, pitture da interni, pellet di ceramica, succo di

arancia

Come si puo osservare, quasi% delle pubblicaioni ha come oggetto lo studio di organismi

di acqua dolce Anche presi assiemagcqua salata ed acqua salmastraostituiscono solo |l
18%d e | total e. Nella voce fAaltrodo (4%) sono
di coltura per i test smicrorganismi quali batteri, funghi e lieviti.

Come termine di confronto, sono proposte le figure 5.4 a) e b) e 5.5. La prima si riferisce alle
osservazioni statistiche di Kahru et al (2010) che hanno suddiviso gli studi, sia in base alle
specie, sia in &se al tipo di ENM utilizzati (Kahru et al, 2010). La seconda & una review di

Cattaneo et al (2009), in cui si vede la percentuale degli studi nanoecotossicologici effettuati in
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differenti mezzi di dispersione ed in specie differenti (Cattaneo et al, .20@9kspecie,

confrontate in tale lavoro, sono tutte esclusivamantertebrate.

Nano ZnO

Figura 5.4 a) e bj Suddivisione delle pubblicazioni in funzione dei gruppi tassonomici (a) e degli ENM (B)
utilizzati nei test (Kahru et al, 2010).

5.2.20rganismi e tipologie dei test

70 q

80 ~

850 4

40 A

%

20 4

Percentage of nanotoxicological studies performed in different test media and species. FVW: freshwater; SWW:
salt (marine or artificial sea) water. Other*: liquid media (C. elegans), foods (D. melanogaster)

B C.dubia
I i H W Daphnia sp.

D.melancgaster
O C.elegans

@ P.scaber

B E. crypticus

W Eisenfasp.

B L.plumolosus, SW
m L.varegatus, FW
m H.azteca, FIV
mM.edulis

W Copepods

O Cther FW

O H.atfenuata
T.platyurus

FW SwW

sediments sail ather*

Figura 5.5 Suddivisione dei diversi studi effettuati in diversi mezzi e con diverse specie (Cattaneo et al, 2009).

Nel seguente paradmaé possibile visualizzare la distribuzione daelmero di studi presenti

al

0 i

nterno

vari gruppi di organismi.
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| primi due grafici raggruppano tutti gli studi esaatinn cui compaiono genericamente specie
acquatichef{gg. 5.6 € 5.7), separando i test vivoda quelliin vitro. Gli ultimi due, invece, si
riferiscono ad i soli tesh vivoe la selezione é funzione del mezzo acqua dolce o acqua marina
(figg. 5.8 e 59).

Testin vivocon specie acquatiche n=178
0% 0%

Oprotozoi e batteri
Efunghi e lieviti
Dalghe
midrozoi
Enematodi
manellidi
Omolluschi
Oechinodermi
Ocrostacei
mpesci

Oanfibi
Bcetacei

3%

1%

Figura 5.6/ Distribuzione degli studn vivocon specie acquaticfiefebbraio 2012.

Testin vitro con specie acquatiche
5 n=8
4

4 4
5 3
B 39
2
()
ER
@ .
T 1

0

molluschi pesci cetacei

Figura 5.7 Distribuzione degli studh vitro con specie acquaticliefebbraio 2012.

ES6 | ampantabbohdanzawai test vivo nispetto a quellin vitro, non solo nel numero
ma anche nella piu ampia diversita tassonomica degli organismi utilizzati per gli studi.
Da notare che la somma degli studi riportati nei due grafici (n = 187) e superioreeabruletie

pubblicazioni viste prima (n = 179). Questo perché, in una singola pubblicazione, possono
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trovarsi contemporaneamente gli studi di piu specie diverse, oppure, puo succedere che la stessa

specie sia sottoposta sia a testivo che a quellin vitro.

Testin vivocon specie di acqua dolce  n =146

Oprotozoi e hatteri

BEfunghi e lieviti

Dalghe

Didrozoi

Enematodi

Banellidi

Omolluschi

Ocrostacei

mpesci

Danfibi

Figura 5.8 Distribuzione degli studn vivo con specie di acqua dolédebbraio 2012.

Testin vivoconspecie di n=235

acquasalata e salmastra
0%

Oprotozoi e batteri
Bfunghi e lieviti
Dalghe

Didrozoi
Enematodi
Banellidi
Omelluschi
Oechinodermi
Ocrostacei

Bpesci

23% Bcetacei

Figura 5.9 Distribuzione degli studn vivocon specie di acqua salata e salmdsfebbraio 2012.

Ancora una volta si evince lo shilanciamento presente tra gli studi effettuati con organismi di
acqua dolce e quelli effettuati con organismi di acqua salata e salmastra, sia a livello

quantitativo, sia nella diversita tassonomica degli organismi utilizzati
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Per quanto riguarda invece i tastvitro, essendo il numero cosi esigudr( fig. 5.7) basti

sapere che, per

3 sui

pesci ; per

Su un cetaceo.

5.2.3 El

Per

lavori visionati, suddivise per gruppi tassonomici, con indicato il nurdermlte in cui sono

apparsi utilizzati in tesh vivoo in vitro, alla data di febbraio 2012.

enco delle specie

compl etezza

|l e speci

| e s p estudi onodB,Ravartgno sui noluscla € h

i nf or mat

e ddédacqua

i va,

S i

r

dol ce,

porta

Legenda:in nero le specie di ambientiulciacquicoli, in blu quelle di ambientsalmastri e

marini .

Protozoi e
Batteri

Specie

test in vivo

test in vitro

Acinetobacter

1

Agrobacterium tumefaciens

Alcaligene eutrophus

Anabaena variabilis

Bacillus anthracis

Bacillus lichen formis

Bacillus subtilis

Bodo saltans

Colibacillus

Entamoeba histolytica

S N R

Escherichia coli

=
o

Lactobacillus plantarum

Micrococcus luteus

Nitrobacter

Nitrosomonas

Nitrosomonas europaea

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas putida

Salmonella typhimurium

Staphylococcus aureus

Tetrahymena pyriformis

Tetrahymena thermophila

Vibrio fischeri

NWINARWIN|IW|F (P[PPI

Specie

test in vivo

test in vitro

Aspergillus niger

1

Aspergillus sp.

Candida albicans

Issatchenkia orientalis

Penicillium chrysogenum

Penicillium sp.

Saccharomyces cerevisiae

Trichoderma sp.

R NR(R k(N
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Molluschi

Specie

test in vivo

test in vitro

Caulerpa taxifolia

1

Chaetoceros gracilis

Chlamydomonas reinhardtii

Chlorella sp.

Chlorella vulgaris

Desmodesmus subspicatus

Dunaliella tertiolecta

Isochrysis galbana

Microcystis aeruginosa

Phaeodactylum tricornutum

PR ININIFEININN (P

Pseudokirchneriella subcapitata

=
=

Scenedesmus sp.

Scenedesmus subspicatus

Skeletonema costatum

Skeletonema marinoi

Thalassiosira pseudonana

Thalassiosira weissflogii

S G

Specie

test in vivo

test in vitro

Hydra attenuata

1

Specie

test in vivo

test in vitro

Caenorhabditis elegans

7

Specie

test in vivo

test in vitro

Arenicola marina

1

Eisenia fetida

Eisenia veneta

Hediste diversicolor

Lumbriculus variegatus

Lumbricus terrestris

Tubifex tubifex

N T R TR SN

Specie

test in vivo

test in vitro

Crassostrea virginica

1

Corbicula fluminea

Elliptio complanata

Haliotis diversicolor supertexta

llyanassa obsoleta

Lymnaea stagnalis

Mercenaria mercenaria

Mytilus edulis

Mytilus galloprovincialis

Potamopyrgus antipodarum

Scrobicularia plana
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Echinodermi . o o
Specie test in vivo | testin vitro
Lychitinus pinctus 1
Crostacel Specie testin vivo | testin vitro
Amphiascus tenuiremis 1
Ceriodaphnia affinis 1
Ceriodaphnia dubia 5
Chydorus sphaericus 1
Daphnia magna 28
Daphnia pulex 2
Elasmopus rapax 1
Gammarus fossarum 1
Hyalella azteca 3
Leptocheirus plumulosus 1
Palaemonetes pugio 1
Porcellio scaber 4
Thamnocephalus platyurus 4
Tigriopus japonicus 1
- Specie testin vivo | testin vitro
Carassius auratus 1
Carassius gibelio 1
Cyprinodon variegatus 1
Cyprinus carpio 5 1
Danio rerio 19
Gasterosteus aculeatus 1
Micropterus salmoides 1
Misgurnus anguillicaudatus 1
Oncorhyncus mykiss 4 2
Oryzias latipes 7
Oryzias melastigma 1
Perca fluviatilis 1
Pimephales promelas 6
Poecilia reticulata 1
Anfibi . . o
Specie test in vivo | testin vitro
Ambystoma mexicanum 1
Xenopus laevis 3
- Specie test in vivo | testin vitro
Tursiups truncatus 1

A completamento di questa partinerente gli organismi e le tipologie dei test, si vogliono
proporre due ultimi elenchi. Nel primo sono indicate le specie vegetali utilizzate nei test. Pur
essendo tutte specie che vivono sul suol&gartina alterniflorae indicata in blu poiché spe

alofila, tipica di substrati salmastri (ad esempio, le barene). Nel secondo elenco si trovano quelle
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specie utilizzate per alcuni lavori di cui si &€ presa visione (es.: poster SETAC) ma che non hanno

ancora prodotto la relativa pubblicazione alla aht@bbraio 2012.

Piante . L
Specie test in vivo

Allium cepa 1
Arabidopsis thaliana
Avena sativa

Brassica napus

Brassica oleracea
Cucumis sativus

Daucus carota

Glycine max

Lactuca sativa
Lycopersicon esculentum
Phaseolus radiatus
Raphanus sativus

Salix sp.

Spartina alterniflora
Triticum aestivum

Vicia faba

Zea mais

RlRrRRIRIRIRRRRRININ|IRP (R~

Figura5.10i El enco del |l e specie veget anlvivocantENR;inblzlat e per

specie alofité Febbraio 2012.

Specie

Protozoi e

Batteri  Arthrobacter globiformis
Bacillus cereus
Fucus serratus
Navicula pelliculosa
Synechoccus leopoliensis

Rotiferi  Brachionus calyciflorus
Enchytraeus albidus
Enchytraeus crypticus

Figura 511 El enco del l e specie wutil i Pzchetnen hpnaa ancoré predetto lez i o n e

relative pubblicazioni Febbraio 2012.

5.2.4 ENP e organismi
Questodbultimo paragrafo completa | 06i nfumeranazi on
di studi inerentgli effetti delle differenti ENFhei canfronti deidiversi organismovveroquante
volte é stata testata quella data ENP con quel particolare organismo. Nel conteggio non si tiene

conto né del tipo di tesin(vivo o in vitro), né del tipo di matrice (dolce o salata).
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cetacei
anfibi
pesci 1 7 2 1 2 1 1 1
crostacei 1 2 1 1 1 1 1
echinodermi
molluschi 2
anellidi 1 1 1
nematodi 1 1
idrozoi

alghe 1 3 1 1 1 1
funghi e lieviti 5
protozoi e
batteri 1 10 2 1

Figura 5.12 Numerodi studi inerenti gli effetti delle differenti ENP elementari nei confronti di diversi orgafiismi
Febbraio 2012.

Tio2 | zno [ A203 | sio2 | cuo | ce02 [Fe203] zro2 [ Nio [ sno2 [ MnO

cetacei 1
anfibi 1 1
pesci 20 5 1 1
crostacei 31 8 3 1 4 5 1
echinodermi 1 1 1
molluschi 4 1 2 3 2
anellidi 5 2 2 1 1 1
nematodi 3 1 1 2
idrozoi 1
alghe 10 7 2 1 1 2 1 1
funghi e _lieviti 2 2 1 1
protozoi e
batteri 18 14 2 1 5 3 1 1 1

Figura 5.13i Numero di studi inerenti gli effetti delle differenti ENP di ossidi metallici nei confronti di diversi

organismii Febbraio2012.

c60 | CNT | cB | ODs |

cetacei
anfibi 1
pesci 7 1 2
crostacei 9 8 1 1
echinodermi
molluschi 2 3 1
anellidi 1 2
nematodi
idrozoi 1
alghe 1 1 2
funghi e lieviti
protozoi e
batteri 5 3

Figura 5.147 Numero di studi inerenti gli effetti di differenti ENP organiche éD® nei confronti di diversi
organismii Febbraio 2012.
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altre ENP

cetacei
anfibi
pesci
crostacei
echinodermi
molluschi
anellidi
nematodi
idrozoi
alghe 4
funghi e lieviti
protozoi e
batteri 3

SIS EN

=

Figura 5.15i Tabella cumulativa del numero di studi inerenti gli effetti di altre ENP* nei confrordiveirsi

organismii Febbraio 2012.

* = Cyq, GsoOHa4, CuZnFg, NiZnFe, FgO.,Y, SrFa.0, InO,, OsSmp, ERO; Ho,0; CdSe, FS (Fluorescent
Silica), FNP (Fluorescent Nano Particle), NIPAM/BAM -(dbpropilAcrilammide/ButilAcrilanmide), PMMA
(PoliMetilMetAcrilato), ALEX (ossido di alluminio 100hm), L-ALEX (ossido di alluminio 110 pm) CSCuO
(Core SheliCuO), SAPVA-ZnO= Sodium Alginate Poly Vinil AlcoheZnO.
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6. ECOTOSSICOLOGIA DELLE NANOPARTICELLE

In questo capitolo sono presentlerincipali evidenze sperimentali derivanti dalla conduzione

di studi in vivo inerenti gli effetti delle ENP nei confronti di differenti classi di organismi. Si e
scelto di dividere questi risultati in due blocchi. Nel primo blocco, suddiviso in funziele
diverse tipologie di organismi bersaglio, & possibile consultare i risultati della sperimentazione
del solo nTiQ; nel secondo, invece, sono riportati gli studi sulle ENP in generale, raggruppati in

base alle diverse nanoparticelle testate.
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6. ECOTOSSICOLOGIA DELLE NANOPARTICELLE

6.1 Introduzione
I n ecotossicologi a, per | 6esecuzione di test
esistono dei protocolli standard che sono da tempo riconosciuti da organizzazioni
internazionali (ISO, OECD, CEN) e nazionali ed ampiamente utilizzati in vari ambiti applicativi.
Come si € gia avuto modo di apprendere (cfr. par. 1.1), pero, di fronte a dei materiali nuovi e dal
comportamento poco conosci protacolimenrhasta b garafiiife P , | 6
| Guni formit”®™ operativa e, di conseguenza, | a
sono infatti diversi aspetti, inerenti la caratterizzazione chimica delle ENP ed il metodo di
preparazione delle loro dig®oni, sui quali non esiste ancora unastandardizzazione
metodologica. Allo stato attuale, quindi, se si osservano gli articoli scientifici pubblicati, inerenti
i test di tossicita con le ENP, si scopre che quasi nessun autore lavora conosceai® la
concentrazione delle dispersioni utilizzate, per averla effettivamente misurata. Nella stragrande
maggioranza delle ricerche, pur presentando la caratterizzazione del prodotto impiegato, si
adoperano comunque dispersioni a concentraziominali di ENP chenon garantiscono la
reale esposizione alla concentrazione prevista dal disegno sperimentale, a causa della tendenza
delle particelle ad agglomerarsi e precipitare (cfr. par. 5.1.2).
Le difformita si estendono anche &po di ENP. Ad esempio, per quantiguarda piu
strettamente il nTig per il quale questo argomento € stato oggetto di ulteriori approfondimenti,
si segnala che esiste una certa variabilita nella composizione delle ENP utilizzate. Queste infatti,
possono essere costituite da miscele diaamia e rutilo, in rapporti differenti, oppure possono
comporsi di una sola di queste due fasi mineralogiche.
Anche le tecniche e le metodologie pedispersionedelle ENP nei mezzi acquosi sono molto
variabili: alcuni autori utilizzano lo stirring caancoretta magnetica, altri il bagno ad ultrasuoni,
al tri ancora |l a sonicazione tramite sonda af
solventi. A volte, si adopera perfino la combinazione di pit metodiche (es.: sonicazione +
stirring). Anche volado considerare la sola tecnica di sonicazione tramite sonda ad ultrasuoni,
ci si accorge che autori diversi compiono tale operazione impostando lo strumento con tempi e
potenze di esercizio differenti, aggiungendo in questo modo un ulteriore fonteadiibitari
Come ultimo aspetto, non di certo per importanza, si vuole segnalare la variabilita presente tra
gli endpoint considerati dai diversi autori nei rispettivi test di tossicita. Non si deve dimenticare,
infatti, che i risultati di uno studio possoresere anche una conseguenza delle scelte effettuate.
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Per alcuni autori, quindi, una certa ENP puo risultare non tossica poiché gquesti considerano
come endpoint il suo effetto letale sugli organismi, che magari non si manifesta alle
concentrazioni da lorampiegate, mentre altri, invece, valutandone gli effetti cronici subletali,
potrebbero esprimersi a favore della sua pericolosita nei confronti degli organismi.

Da questi esempi si intuisce quali siano le cause che, attualmente, impediscono l@meadiuz
risultati solidi e soprattutto confrontabili. Il monito € quello di valutare attentamente le
condizioni sperimentali utilizzate nei diversi lavori, a beneficio di una corretta lettura critica ed
interpretazione del risultati, fino a quando non aiimranno delle linee guida standard, tali da

uniformare o per lo meno limitare la variabilita delle suddette condizioni.

Per agevolare il confronto, al termine di ogni paragrafo, si propone una tabella riassuntiva delle
varie condizioni sperimentali litizate dai diversi autori per la realizzazione dei rispettivi casi di
studio, in cui € anche possibile osservare quali, tra questi lavori, riportino le concentrazioni reali
delle ENP utilizzate.

Alcune delle evidenze sperimentali inerenti batteri, glghelluschi e crostacei, saranno riprese

nella discussione dei risultati al capitolo 10.
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6.2 Evidenze ecotossicologiche del nT30

6.2.1 Test coi batteri

Acqua dolce

Nello studio effettuato da Cherchi and Gu (2010), sugli effettind@O, (3 = 10 nm) nei

confronti diAnabaena variabiis s ono st at. considerat. due di v
crescita e |l a riduzione della capacit? di f
valutazione del | maopdhwymulno gadian@GRhy ot eyas) . L C
h a 6 gg., alle concentrazionitra 0,5e 500 flgL L6i ni bi zi one dell a cres:«

valori di EC50: 13,98 mgta24h,062mgta9%he0,15mgta 6 gg. L6inibiz
fissazione del |l 6N 7 pes24ehfdal 160% a 755nm05'%er 24 hleddel mg L
100% anche a 1 mg“Lper 6 gg. Gli autori hanno inoltre rilevato che, con l'esposizione,
aumentano sia il numero che le dimensioni dei CGPs, come rispostaesgto str

Prasad et al (2008) hanno utilizzé&acillus anthracisin un test di tossicita, concludendo che

tal i organi s mi possono esser e i nydsbld rutloazt = s e,
70 nm) ed il tutto subisce un trattamentaaggi UV-A. Il 52% dei batteri sembra inattivarsi

entro i primi 50 minuti.

Con lo stesso organismo hanno lavorato anche Adams et al (2006) che hanno uBlizzato
anthracisin un test di tossicita in cui i batteri sono stati esposti a differenti concentrazioni di

ENP (@ = 66 nm) per valutarne le rispettive % di inibizione. Gli autori non sono ricorsi, pero,

all dausilio dei raggi uv. Ne =~ risultato: 0%
1000 ppm e 99% a 2000 ppm.

Escherichia colie Salmonella typhimuriumsoro stati oggetto di studio da parte di Warheit et al
(2007) , [ gual i hanno valutato gl effetti d e
mutazioni genetiche( Bact er i al Reverse Muta@Fd4nminet ). L
a 5000 ug pergni piastra di coltura non ha fatto evidenziare alcun effetto di mutagenesi.

Anche Ivask et al (2010) hanno utilizzato delle coltureEdi coli per allestire dei test
ecotossicologici, affiancando a colture naturali (wild type WT) delle colture genetitmmen
modi ficate, mancant. del | 6enzi ma superossido
capacita di generare ROSda parte del Ti@e il test, infatti, si proponeva di valutare la
differenza di tossicita tra nTEX507 70 nm; area superficiale 24,8 nf g*) e TiO, bulk (area
superficiale = 8,5 mg?), attraverso la riduzione della bioluminescenza degli organismi. |

risultati, espressi come EC50 a 30 min e a 2 h, hanno evidenziato che non sono insorti effetti
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negativi per i batteri, sia per gliedeneticamente modificati, sia per i WT (EC50 a 30 mine a 2

h sempre > 20000 mg). Questo sia per le ENP che per il Tiaulk.

Kumar et al (2011a) hanno allestito un testadsunzionedelle ENP (50 nm) cofE. coli e
Salmonella typhimuriumresponenali a concentrazioni di 0,008, 0,08, 0,8 e 8 mypler 1 h, sia

in presenza che in assenza di estratto di fegato di ratto S9. Ne € emerso un aumento dose
dipendente dellgranularita interna d e g | i i ndividui, associata a
leggemente maggiore in presenza di S9 ma, comungue, Senza nessuna conseguenza citotossics
(figg. 6.1 a) e b)).

Fang et al (2010) hanno testato la sensibilitAlitiosomonas europaeatilizzando due ENP di
anatasio agranulometria diversa ovvero 25 nm e 200m. Dopo 4 h di esposizione alle
concentrazioni di 20 e 200 ppm, si € notato che i batteri manifestavano una forma distorta ed
irregolare ed anche la formazione di cavita interne al corpo cellulare (figg. 6.2 a) e b).
Tendenzialmente, la granulometria pief ha fatto registrare dei danni maggiori alla membrana
cellulare rispetto alla forma a 2 @finnsiano conv
piu pericolosidi quelli grossolani.

Léefficacia anti bat ¢t stata tesi@atdadAmezagdihdrid et al [(2809)a | n
grazie al batterid®seudomonas aeruginas&@ome nel caso di Prasad et al (2008), gli autori
hanno adoperatoraggi UV (365 nm) per attivare le ENP. | risultati mostravano le percentuali

di inibizione della crescita cellula correlate al tempo di irradiazione delle pellicole:-62%;
38-49%; 32% e 59 69% rispettivamente per 40, 80, 120 e 240 min.

Un test analogo € stato condotto anche da FeSidmot et al (2011) che, avvalendosi di
Tetrahymena pyriformjshanno vaitato il potenziale antibatterico thglietti e di nanotubi di

nTiO,, con e senza esposizione ai raggi UV (35000 nm), mediante test di inibizione della

crescita cellulare e di ri duzione dell datti
caso dei nanotubi, non cbera inibizione dell
indi pendentemente dal trattamento con UV, S i

enzimatica, invece, nei foglietti risultava ridotta 86P6 e del 50%, rispettivamente, con e senza

UV mentre nei nanotubi le riduzioni erano pari a circa 30 % e 35%, rispettivamente, con e senza
UV. In questo caso, quindi, la tossicita rilevata non sembra legata alla presenza di radiazione
uUVv.
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200nm

Figura 6.1 e b)i Cellule diS. typhimurium

confronto

tra

control,pagl negat i\

h (D). In evidenza le ENP internalizzate dalla cellula (frecce nere) (Kumar et al, 2011).

Figura 6.2 a) e hi) Confronto tra cellule dN. europaa del controllo negativo (a) e quelle esposte per 4 h a 20 ppm

di anatasio 25 nm (b). In evidenza la forma distorta ed irregolare di queste ultime (Fang et al, 2010).

Acqua salata
Praticament e, |

risulta esser®ibrio fischeri

duni

co

bat t er isboditassicitéaconglnTa® s al a't

Heinlaan et al (2007) hanno testato gli effetti tossici del aTES - 70 nm) versoV. fischeri

fino ad una concentrazione massima di 209 L Nonost ant e |

6i ngente ¢

batteio non ha manifestato effetti avversi (EC50 a 30 min > 20000 Thg L

Anche Blaise et al (2008) e Velzeboer et al (2008) concordano sulla non tossicita del nTiO

(<100 nm e <40 nm, rispettivamente), avendo ricavato, dai rispettivi esperimenti, un valore d

EC50 > 100 mg L.

Alle stesse conclusioni sono giunti pure Strigul et al (2009), che sullo stesso batterio hanno

testato il nTiQ (6 nm) tra 0 e 120 mg't, senza ottenere alcun risultato.

Le evidenze sopra esposte sono discordanti, invece, da guatleste da Lee et al (2008), i

gual.i hanno al
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bioluminescenza di 5,84% e 72,3% rispettivamente per 62,5 e 1000 e tna EC50 di 739
mg L. In questo test, perd, il nTiQlerivava dal TiCk che viene utilizzato comfiocculante
nelle acque di scarico degli impianti di depurazione e, forse, proprio la differente tipologia del

materi ale potrebbe essere all odorigine delle
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PROTOZOI E BATTERI

Produttore TiQ,;
. . Fasi Diametro Diametro Tecnica Tecnica Conc Conc . " L '
Specie Matrice cristallochimiche| dichiarato Misurato Analitica Dispersione |[Nominale| Reale Tecnica Analitica | - Rif. bibliografico
Percentuale
NarpStructured L
acqua | & Amorphous Sonicazione pe
Anabaena variabili : 10 nm 192 nm (aggl. DLS 20 min a 90 W n« X Cherchi et al, 2010
dolce Materials, mezzo di crescit
Houston TX; A
acqua | SigmaAldrich,
Bacillus anthracis q g 70 nm; 40 nm| n.d. X Prasad et al2008
dolce |USA; A+R, solo
175810 nm DLS
Bacillus subtilis; acqua | SigmaAldrich, |66 nm, 950 nr (aggl.), 240 . - Agitazione in
L ; ) microscopia X Adams et al, 2006
Escherichia coli dolce USA; A+R (aggl.) 460 (aggl.), : acqua ultrapura
elettronica
1000 (aggl.)
Colibacillus acqua n.d. /-8 nm, 2550 |mpa§to con | X Yao et al, 2009
dolce nm pellet di ceramic;
. . acqua |Degussa; A(809 Ultrasuoni in
Escherich I 7 DL X B tetal, 2
seherichia col dolce | + R(20%) (P25 9 nm S acqua ultrapural runet et al, 2009
Escherichia coli;
Pseuplomor.las acqua | TiQ,al 7% in vo Hochmannova and
aeruginosa; dolce nella pittura X Vytrasova, 2010
Staphylococcus P '
aureus
Escherichia coli; acaua Degussa; R100¢ 136 nm (aggl Aditazione in
Salmonella do?ce A(80%) + R(209 140 (agg | os |2 gua Coaoura X Warheit et al, 2007
typhimurium (P25) 994 q P
Bagno ad
o . acqua _ ) _
Escherichia coli dolce SigmaAldrich 50-70 nm ultrasuoni per 3( X Ivask et al, 2010
min in MilliQ
Nitrosomonas acqua . . 25nm, 200 nn;25nm, 200 nn|
SigmaAldrich TEM X Fang et al, 2010
europaea dolce (aggl.) (aggl.)
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Produttore TiQ,;
. . Fasi Diametro Diametro Tecnica Tecnica Conc Conc . . L .
Specie Matrice | . - L . . . _ . Tecnica Analitica [Rif. bibliografico
cristallochimiche dichiarato Misurato Analitica Dispersione [Nominale| Reale
Percentuale
Film di Ti
Pseudomonas acqua ? spessore strat AmezagaMadrid et
. preparato a 98 nm e 192 TEM
aeruginesa dolce ; . al, 2003
partire da TiG| nm
Salmonella . . | Sonicazione pel|
typhimurium; acqua | SigmaChemical 124 nm (aggl. DLS; TEM | 10 min a 30 W i X Kumar et al, 2011a
- . dolce A(97%) 50 nm .
Escherichia coli MilliQ
Good Fellow,
Tetrahymena acqua fogli di TiQ FeschetChassot et
pyriformis dolce 99,6% al, 2011
o ) acqua ) ) Sonicazione pe| )
Vibrio fischeri SigmaAldrich 2570 nm o o X Heinlaan et al, 2007
salata 30 min in MilliQ
Aggiunto TiGl
oo . acqua
Vibrio fischeri come flocculantg X Lee et al, 2008
salata O .
a fanghi di scarig
75 mg diluiti in
150 mL di ASTM
Vibrio fischeri acqua | Sigmaldrich, <100 nm p0|.f|ltra_t| a 0'2.2 X Blaise et al, 2008
salata 99,9% pum; nelfiltraggio
si & perso il 54%
delle ENP
acaua Preparato da Sonicazione pel|
Vibrio fischeri q idrolisi di solfatg 6 Nnm 30 minin D.I. X Strigul et al, 2009
salata - )
diTi (Microtox)
ICRMS,
Vibrio fischeri acqua SigmaAldrich <40 nm 0,570 um AFM, raggi X X Spettrqfotometro \Velzeboer et al, 20C
salata (aggl.) UV, Citometro a
flusso

Tabella 6.3 Riassunto delle condizioni sperimentali utilizzate dai diversi autori nei rispettivi lavori con iy efliObatteri. A =anatasio; R = rutilo; aggl. = agglomerati;

D.l. = Deionized.
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6.2.2 Test con funghi e lieviti
Sono pochi gli studi effettuati su questi organismi esposti al nK&emets et al (2009) hanno
esposto una coltura @accharomyces cerevisiagl un intevallo di ENP compreso tra 625 e
20000 mg [* (granulometria 2570 nm) . Mi surando | 06inibizione
rilevato come il nTiQ non sia tossico per i lieviti, ottenendo una EC50 siaa 8 hche a 24 h >
20000 mg [ LO6i pot erséchedstag lieviti cheui batteri, siano immuni agli effetti
delle ENP grazie alla presenza della rigidaete cellulare diversamente da quanto accade per
I protisti ed i metazoi, i quali hanno sviluppato dei buoni sistemintirnalizzazione di
patticelle alla micro e nano scala (cfr. par 10.2.2).
Diverso e lo studio di Hochmannova and Vytrasova (2010), i quali,Aspergillus nigere
Penicillium chrysogenuirhanno verificato il potere fungicida di up#tura contenente nTi@
(20-30nm) finoal5% i n vol ume. I risul tati erano abb
crescita cellul are, per 1,25% di ENP in volur
perA. nigere P. chrysogenume si porta al 100%, per entrambe le specie, se la pitntéene
il 5% di ENP in volume (fig. 6.4).

100 7 [T oo ereemmem e

growth 60 = -
of fungi

on surface

(%) 40 1 I e e

olo lo olo olo

0 %
i ® 2° . e \10”03

o PAS & Z
co(\“d NC T O Q

O Penicillium chrysogenum o Aspergillus niger

Figura 6.4- Effetto antimicrobico delle pitture al nT§G&u P. chrysogenune A. niger PVC = Pigment Volume

Concentration (Hochmannova and Vytrasova, 2010).
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Produttore TiQ;
. . Fasi Diametro | Diametro Tecnica Tecnica Conc Tecnica e )
Specie Matrice cristallochimiche| dichiarato | Misurato Analitica Dispersione |Nominale Conc Real Analitica Rif. bibliografico
e Percentuale
i iger: TiQ al 7% in
ézrr)l?crlﬂ:ltljl:: nosn acqua dolce vo%me ncoalla X Hochmannova and
. Vytrasova, 2010
chrysogenum pittura
Sacchqromyces acqua dolcg SigmaAldrich | 2570 nm Sonlgaglong be X Kasemets et al, 2009
cerevisiae 30 min in MilliQ

Tabella 6.5 Riassunto delle condizioni sperimentali utilizzate dai diversi autori nei rispettivi lavori con i smifdnghi e lieviti.
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6.2.3 Test con le alghe

Acqua dolce
Chlamydomonasreinhardtii | 6 al ga uni c el | uétal(2008)pdr anblizzare at a
gl i effetti d o v u t (21 ne)id ud mteryako £ompreso tmaed,0lael 100nig L O

11l test di inibizione della crescita cellulare ha fornito risultati apprezzabili a partire dal 2°
giorno, per una concentrazie di 10 mg [* mentre, il 3° giorno, la crescita cellulare & risultata
compl etamente inibita (fig. 6.6) " INneBCS0 cal
mani festata | a perossidazione | ipidicanedel | a
di geni tipici delle condizioni di stress.

Ji et al (2011), invece, hanno lavorato €morellasp , t est ando | 6eslfposi zi o
nm; 50 nm) per 6 giorni, fino ad una concentrazione massima di 1000 mg risultati

mostrano praticamenta hon tossicita nei confronti degli organismi, visto che, la sopravvivenza,

al 6° giorno ed alla massima concentrazione, era del 70,5%.

Lo stesso genere e stato utilizzato anche da Sadiq et al (2011), per un test di inibizione della
crescita algale. Le cmentrazioni di ENP (< 25 nm) impiegate erano comprese tra 3 e 192 mg L

! I risultati si discostavano da quanto osservato da Ji et al, poiché ne & risultato una EC50,
calcolata a 72 h di esposizione, pari a 16,12 mgd una NOEC, a 72 h, pari a 0,89 ii’.

Sadiq et al (2011) hanno inoltre allestito un test, nelle medesime condizioni di esposizione,
anche con il generescenedesmus .spricavandone una EC50 ed una NOEC a 72 h
rispettivamente pari a 21,2 mg'le 1,2 mg [\,

HundeRinke and Simon (2008hanno testato la tossicita del nEi®Gu Desmodesmus
subspicatus con un test di inibizione della crescita cellulare a 72 h, a sua volta misurata
attraverso la rilevazione della fluorescenza. Le concentrazioni utilizzate erano di 12,5, 25 e 50
mg L* ed i podotti utilizzati erano di due diametri differenti, ovvero, 25 e 100 nm. Inoltre le

ENP di TiG sono state somministrate $& quali, siaripulite mediante trattamento in acqua
deionizzata e successiva disidratazione. | risultati indicandagsécita maggiore per il nTiO;,
condiametro minore (25 nm), per il quale sono stati calcolati una EC50 di 44 (38) mg L

e di 32 (207 82) mg L', rispettivamente, per le ENP tal quali e per quelle ripulite.
Diversamente, le ENP piu grossolane (100 nm) quesi mostrano tossicita e non e stato
possibile calcolare I 6EC50 (fig. 6.7).

Velzeboer et al (2008) hanno testato il nFi(BigmaAldrich, A < 100 nm) sul |
unicellulare Pseudokirchneriella subcapitatavalutando, come endpoint, la misura

d e éfficiénza della clorofilla a, attraver so mi sure fluorimetr.i
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PAM (Pul se Amplitude Modul ation). Ne5Shaller i sul
ENP non ha praticamente effetto sulla capacita fotosintetica (LC50 > 100)mg

Aruoja et al (2009), invece, dal loro test di inibizione della crescita cellulare a 72 h,(nTiO
SigmaAldrich, 25- 70 nm) conP. subcapitatahanno ricavato un valore di EC50 pari a 5,83
(3,75- 7,58) mg L* ed una NOEC = 0,984 (0,263,74) mg L.

Infine, si vuol citare lo studio di Warheit et al (2007) che, sempreRcosubcapitata hanno
utilizzato due diversi tipi di NP di Ti: P25 della Degussa Corporation (80% anatasio, 20% rutilo

e A medio di 129,4 nm) e nTixdella DuPont Company (100% ilote A medio di 380 nm).

LOECS50, calcolata a 72 h, T -p8) maill'e HBH18-2B s s er «
mg L™
1400 -
-~ 1200
B
p 1000
g
= 800 4
=
=
£ 600 4
E
= 400 4
=
G
O 200 A
0 & : T . T )
0 1 2 3 4 5
Time (days)
Figura 6.6/ Effetti nel tempo del nTi@sulla crescita cellulare @. subcapitata ¢ = co 0,0lmglYl o; 3
z = 0,%p sgmgl; Dz = %106 mg I@vangdetall2008).
140 7 —
Product 1: particle size 25 nm Product 2: particle size 100 nm
120 commercially additionally commercially additionally Figura 6.71 Effetti sulla
available cleaned available cleaned
fluorescendDa
100 — — g -— _ _ o
E é é ** subspicatusdi 2 tipi di
0 | i |

nTiO, (25 e 100 nm),

%
*
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60_ 3 dekk]
f/ kkk . .
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2 7 ** 0.01 O
4 ’ — Z
20 Z P O (HOnd-Rirkel
7
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Acqua salata

Ad oggi, vi € un solo articolo pubblicato che parli di effetti del rn;T80lle alghe marine ed e

quello di Miller et al (2010). Gli autohanno testato le ENP (1520 nm) alla concentrazione di

0, 10, 100, 500 e 1000 pg'Limpiegando colture ddunaliella tertiolecta Isochrysis galbana
Skeletonema marin@ Thalassiosira pseudonand test di inibizione della crescita cellulare e
durab 96 h e prevedeva controlli ogni 24 h. Nessun effetto tossico € emerso dai test e, stando a

guanto ipotizzato dagli autori, cio € dovuto al fatto che le ENP di 3oé@oinsolubili in acqua.
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Produttore TiQ;

. . Fasi Diametro | Diametro | Tecnica Tecnica Conc . . . .
Specie Matrice cristallochimiche;| dichiarato | Misurato | Analitica | Dispersione |Nominale Conc ReafTecnica Analiticy Rif. bibliografico
Percentuale
Zhejiang
Hongsheng Sonicazione pg
Chlorella sp. acqua dolce Material 5-10 nm; 50 600 nm DLS 30 min a 100 X Ji et al, 2010
Technology Co., nm (aggl.) in acqua
China; A(100%); deionizzata
R(100%)
Sonicazione pe
g(r:lzlaor:sg:ssmp.ds sp. acqua dolce S'g;?iggz;:h' <25nm | 1020nm| TEM 32?;?;;? v X Sadiq et al, 2011
algale
Ultrasuoni in
Desmodesmus acqua dolce A(80%): A(100% 25nm; 10 medmm algale' X HyndRmke &
suspicatus nm stirring in acqus Simon, 2006
deionizzata
Dunaliella tertiolecta
Isochrysis galbana; Degussa Evonik Sonicazione pe
Skeletonema maring acqua salat 1520 nm 60 sec in acqu X Miller et al, 2010
. A(81%) + R(19% .
Thalassiosa marina naturale
pseudonana
75 mg diluiti in
150 mL di ASTI
Pseudokirchneriella SigmaAldrich poi filtrati a 0,23 .
. acqua dolce ' <100 nm pum; nel X Blaise et al, 2008
subcapitata 99,9% ' TR
filtraggio si &
perso il 54%
delle ENP
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Produttore TiQ;
. . Fasi Diametro | Diametro | Tecnica Tecnica Conc . T i
Specie Matrice cristallochimiche;| dichiarato | Misurato | Analitica | Dispersione |Nominald Cort Real¢ Tecnica AnaliticiRif. bibliografico
Percentuale

. . Ultrasuoni per
Pseuquwchnenella acqua dolcg  SigmaAldrich 2570 nm 30 min nel X Aruoja et al, 2009
subcapitata .

medium algale
Pseudokirchneriella Degussa; R100% gg Em Agitazione in
: acqua dolce A(80%) + R(20) | pLs | 79 lx Warheit et al, 2007
subcapitata 140 nm acqua ultrapurg
(P25)
(aggl.)
Pseudokirchneriella Degussa; A(80%) Stirring per 48 o
. acqua dolce 30 nm 20,5 nm SEM i X Griffit et al, 2008
subcapitata R(20%) (P25) in hard water
ICRMS,
Pseudokirchneriella . . AFM, ragg SpettrofotometrqVelzeboer et al,
subcapitata acqua dolcg SigmaAldrich <40 nm | 0,570 um X X UV, Citometro 22008
flusso

Tabella 6.8i Riassunto delle condizioni sperimentali utilizzate dai diversi autori negttigplavori con il nTiQ e le alghe. A = anatasio; R = rutilo; aggl. = agglomerati.



6.2.4 Test coi nematodi
Acqua dolce
Wang H. et al (2008) hanno analizzato gli effetti delle ENP di, {BD nm) su esemplari di
Caeonorhabditis elegansl nematodi spo stati esposti per 5 giorni ad un intervallo di
concentrazione compreso tra 24 e 167,8 rig \alutando come endpoint la lunghezza delle
uova, il loro numero ed il numero di schiuse. Ne é risultato che, al crescere della concentrazione
della ENP utilizata, la lunghezza delle uova si € ridotta da 1126 um a 740 um, il numero delle
uova € diminuito da 11 a 0 e il numero di schiuse e passato da 28 a 0. Per quanto riguarda
| 6endpoint di mortalit”, il vallore di LC50 a
La stessa specie e stata oggetto di studio anche da parte di Roh et al (2010), che hanno valutato

gli effetti del nTiG (7 e 20 nm) alla concentrazione costante di 1 rifgbhsandosi sugli

endpoint di crescita, f ert i | netgénicaedcyp3dgZua v vi v
gene di ri sposta allo stress. Dopo wundespo
del | espressione del gene i ndagato e, seco

manifestazione delle altre risposte: la crescitadiato una riduzione del 9%, la fertilita del 21%

e la soprawvivenza si e ridotta del 20% e 30%.
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Produttore TiQ;
. . Fasi Diametro | Diametro | Tecnica Tecnica Conc Tecnica - .
Specie Matrice cristallochimiche| dichiarato | Misurato | Analitica | Dispersione | Nominale Conc Real Analitica Rif. bibliografico
Percentuale
. . Hongchen Sonicazione pe
giegﬁrshabd't's ( asfdl:’;‘fjgtlge) Material, 50nm | TEM [30minal00W| X Wang et al, 2008
9 q A(100%) acqua ultrapura
. . Sonicazione pe
Caenorhabditis |~ sedimento | oo arich 710nm | TEM 20 min nel X Roh et al, 2010
elegans (acqua dolce) medium
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Tabella 6.9 Riassunto delle condizioni sperimentali utilizzate dai diversi autori nei rispettivi lemo il N'TiO, ed i nematodi. A = anatasio.




6.2.5 Test con gli anellidi

Suolo e sedimento di acqua dolce

Eisenia fetidaé stata utilizzata da Heckmann et al (2011) per la determinazione degli effetti di
tossicita del nTi@ (21,4 nm), somminisdet 0 n el suol o i n cui Viveyv
1000 mg k- A 28 giorni dal |l 6inizio del test, no
ma sono risultati ridotti, rispetto al controllo, la produzione di sacche ovigere (80,4%), il tasso di
schiusa (74,6%) e la produzione di iuvenili (50,7%).

Con la stessa specie Hu et al (2010) hanno testato gli effetti delle ENP di(h@«20 nm) con

un test di tossicit”™ protrattosi 7 giorni . |
0,1, 0,5, 1 e 5 mg K Gli individui esposti alla massima concentrazione hanno mostrato un
accumulo di ENP al loro interno pari a 8 volte la concentrazione presente nel suolo. Inoltre, si
sono osservat.i danni si gni f ietlaaconcentrazioad di HDIN A , «
da 1 a 5 mg Kge manifestazione di danni ai mitocondri.

Cafias et al (2011) hanno esposto esemplari adidtifeétidaal nTiO, (32 nm) per 14 gg, sia su

carta da filtro che nella sabbia. Le concentrazioni utilizzate eradd di, 10 100, 1000, 5000 e

10000 mg kg. La mortalita su carta da filtro & stata contenuta (max = 40%), mentre nella sabbia

ci sono stati due picchi (100%) a 100 e 1000 mdg; kg entrambi i casi, comunque, tale
mortalitd non era significativamente coe | at a con | daumento del l e
produzione di sacche ovigere, valutata solo nella sabbia, ha subito una riduzione proporzionale
alla concentrazione di ENP impiegata. Non si sono rilevati cambiamenti nel peso degli individui
dopo diziore sl BNP.

Piu articolato € stato lo studio di Lapied et al (2011)Lsmbriculus terrestris Il disegno
sperimentale ha previstod&ferenti scenari espositivi

a) esposizione in acqua per 7 gg a 1, 10 e 100 hdj ENP

b) esposizione tramiteio a concentrazioni di ENP pari a 10 e 100d@yggcibo seccd; gli

ani mal i sono stati alimentat. solo inizialm
lombrichi sono stati analizzati dopo 4 e 8 settimane;

c) esposizione per 4 settimane ti@tibo a concentrazioni di ENP pari a 10 e 10@Raggibo

seccd, in un suolo contenente 15 mgkdi ENP.

La particella utilizzata consisteva in un nucleo di F{©.a 50%) rivestito di strati di Al(OH)

(c.a 3,5%) e PoliDiMetilSilossano (PDMS). Lendnsioni variavano in un intervallo compreso
tra 100 e 300 nm. Léoendpoi nt considerato
muscolare circolare, muscolare longitudinale, cuticula intestinale e matrice cloragogena. Il

principio del metodoApostain consiste nel colorare la cromatina condensata delle cellule
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apoptiche, permettendone la rilevazione (fig. 6.10). | risultati hanno evidenziato che non ci sono

stati effetti di mortalit”™ e | 6apogpaad®imgs i
Ltd i ENP. Gl i aut or i convengono che | 6esposi z
diretta e che anche | 6esposizione attraverso

inficiata dal gusto probabilmente meno appetibile deNE>.

Figura 6.10F Immagini al microscopio elettronico Hi terrestrisesposto a 0 (a e c) e 100 (b e d) MgdinTiO,,
in acqua per 7 gg. I n evidenza | a cuticola (a e b) e
apopticonegativo (N) e positivo (P).

Acqua salata (sedimento)

Ad oggi esiste un unico studio sugli effetti del nTi€u anellidi di acqua salata e verte

s u Arénigola marina(Galloway et al., 2010). Le ENP (23 nm) sono state somministrate al
polichete marino ataverso il sedimento (10003000 mgkg) e | 6esposi zi one
10 giorni. Non si sono osservati effetti sulla capacita di infossamento ma nei celomociti € stata
verificata una significativa riduzione della stabilita della membrana lisosomradtirel, si é

notata la formazione diggregati > 200 nmintorno aivilli intestinali degli individui esposti

(fig. 6.11).
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Figura 6.11i Formazione di aggregati di NP > 200 nm tra i microvilli (GMV) ed il lume intestinale (GL) in

individui di A. marina(Galloway et al, 2010).
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Produttore TiQ, Fasi

Specie Matrice istallochimiche: Diametro Diametro Tecnica Tecnica Conc Conc| Tecnica Rif. biblioarafico
P chstaflochimiche; dichiarato Misurato | Analitica Dispersione Nominale | Reale| Analitica ' 9
Percentuale
Bagno ad
. : sedimento . . ultrasuoni per 3( Galloway et al,
Arenicda maring (acqua salata SigmaAldrich 32,4 nm TEM min in 200 mL d X 5010
MilliQ
L . Aipurui Co. Ltd. Nanijing Spargimento su
Eisenia fetida suolo China: R(100%) 10-20 nm TEM suolo X Hu et al,2010
Sonicazione pe
Eisenia fetida suolo A(73%) + R7%) | 21nm | 30 m 282 TEM,DLS 20 mininacqud X ggf'l‘ma”” etal,
deionizzata
Eisenia fetida suolo Alfa-Aesar 32 nm SEM Sonécizéo:]?: S X Cafas et al, 201:
Lumbricus .| 100-300 nm i
_ suolo Basf, Germany; Tlite X Lapied et al, 201
terrestris (aggl.)

Tabella 6.12 Riassunto delle condizioni sperimentali utilizzate dai diversi autori nei rispettivi lavori con i eTgDanellidi. A= anatasio; R = rutilo.
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6.2.6 Test con i molluschi
Acqua salata
Contrariamente a quanto si verifica per gli altri gruppi, nel caso dei molluschi, gli studi esistenti,
limitatamente agli effetti del nTi§vertono esclusivamente sulle specie marine.
Mytilus galloprovincialisé la specie impiegata da Canesi et al (2009) per la valutanioiteo
di effetti avversi delle ENP dinTiKJ 22 nm) . Gl i aut or i hanno esfyg
al, 5e 10 mg L per un tempo compreso tra 30 min e 4 h, \aldb, successivamente, la
stabilita della membrana lisosomiale (LMS) negli emociti, il rilascio di enzimi lisosomiali, la
produzione di ossiradicali extracellulari e la produzione di nitriti. | risultati evidenziano che non
cd stata | a &5 ma onuauinemto eoncdnedziehe@ pkendent e del
extracellulare di lisozima a partire da 30 min di esposizione, cosi come e aumentata la
produzione di ROS extracellulare, divenuta 3 volte maggiore rispetto al controllo per 3.mg L
Alla massima cocentrazione (10 mg't), dopo 2 h di esposizione, & stato registrato, inoltre, un
forte aumento dell 6accumul o di n iing proteiné, che
Infine, alla concentrazione di 10 mg'I& stato registrato un forte aumentoladbsforilazione
del p-38 MAPK una proteina che si attiva in caso
(dopo 5 min di esposizione) ed era concentrazdipendente.
Gli stessi autori hanno impiegadd. galloprovincialisanche in un tesin vivo (Caresi et al,
2010). In gquesto caso, per la valutazione degli effetti avversi delle ENP dp (@20nm), i
molluschi sono stati esposti per 24 h alle concentrazioni di 0,05, 0,2, 1 e B.mgdli emociti
si @ notata una riduzione significativa della LMfyi al 74% ed al 53% rispettivamente per 1 e
5 mg L. Nella ghiandola digestiva il decremento della LMS, per 1 e 0,2 meta pari al 66%
e al 54 %, ri spettivament e. In tale ghiando
lipofuscina si e riviato essere di 7 volte e 4 volte maggiore, rispettivamente per concentrazioni
di 1 e 5 mg [* e, infine, la risposta enzimatica ha mostrato un aumento dei valori della catalasi
del 157% e del 200% rispettivamente per 1 e 5 mgNel caso delle branchigvece, non si
sono registrati aumenti dell 6éattivit”™ enzi ma
Zhu et al (2011a) hanno utilizzato il gasteropétigiotis diversicolor supertextgoer effettuare
un test acuto di tossicita a 96 h con 0,1, 1 e 10 fglilnTiO; (< 10 nm) . Nel |
esaminato non sono sopraggiunti effetti di mortalita, perd alla concentrazione di T shg L
registrato un aumento dei val or i del | 6enzi m:
diminuzione del valore di GSH (Glutatione) ed un aumento delldivédlla perossidazione

lipidica (LPO); sono aumentati inoltre i valori di ossido di azoto per 1 e 10 mg L



Zhu et al (2011b) , i nol tre, hanno empbrienisde nt at o
molluschi. La ENP e la specie erano le stetsleprecedente lavoro ma cambiavano le finalita

dello studio, in quanto gli autori volevano osservare se la presenza delle ENP 2 fossk in

grado diaument ar e | Odelstsbatiistagnan@BiT) © quali fossero gli eventuali
conseguenti effetta vver si . Ne =~ emerso che, i n presenze
successiva alla fecondazione, i valori di EC50, relativi al mancato sviluppo delle uova ed alle
malformazioni, diminuivano da 46,5 e 13,4 n{, Lrispettivamente, a 2,11 e 1,87 ng L
(diminuivano cioé di 20 e 7 volte); inoltre, l'attivita di SOD e GSH diminuiva in presenza del

complesso NFBT. Nello studio, inoltre, erano state prelevate delle aliquote di embrioni per

guantificare | 6assunzione di | fAsd@tati sono visiliie sen z a
figura 6.13.
60 -
50 - b
5 |
g 40 - 2 I
3 30 - |
=
20 l
10 -
nd nd
0 .
Control nTiO, TBT nTiO,+TBT
(2 mg/L) (50 ng/L) (2 mg/L+ 50 ng/L)

Figura 6.13 Assunzione di TBT in presenza e assenza di pifi@mbrioni di abalone, misurata 8 h dopo
la fertilizzazioneN.d. = not detected (Zhu et al, 2011b).
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MOLLUSCHI

Produttore TiQ;
. . Fasi Diametro| Diametro Tecnica Tecnica Conc Tecnica L '
Specie Matrice cristallochimiche dichiarato| Misurato | Analitica | Dispersione | Nominale Conc Real Analitica Rif. bibliografico
Percentuale
Nanjing High L
Haliotis diversicolor Technology Nan Sompazmne be
acqua salatg . <10 nm 10 mina 50 Wi X Zhu et al, 2011a
supertexta Material Co., Ltd MilliQ
(China); A(99,59
Nanjing High .
Haliotis diversicolor Technology Nan Soni@zione pet
acqua salate . <10 nm 10 mina 50 Wi X Zhu et al, 2011b
supertexta Material Co., Ltd MilliQ
(China); A(99,59
Mvtilus DegusséEvonik; 22nm (secco Sonicazione in
Y L acqua salatq A(80%) + R(209 1501600 nm| TEM; DLS X Canesi et al, 2009
galloprovincialis : ASW
(P25) (inacqua)
Mytilus DegusséEvonik; 22nm (secco Sonicazione pe
alloorovincialis acqua salatg A(80%) + R(209 150-1600 nm| TEM; DLS 15 min a 100 W X Canesi et al, 2010
gallop (P25) (in acqua) in ASW

Tabella 6.14 Riassunto delle condizioni sperimentali utilizzete diversi autori nei rispettivi lavori con il nT3@d i molluschi. A = anatasio; R = rutilo.
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6.2.7 Test con gli echinodermi
Acqua salata
Attual mente ¢cd®6 sol o un | avor,edecqghedo dvFairbdire s ug]l
et al (2011) incui si testano gli effetti delle ENP (27 nm) sugli embrioni del riccio di mare
Lytechinus pictusQuesti sono stati esposti a 0,5, 1, 5 e 10 thdilENP per un periodo di 96 h
successivo alla fecondazione. Gli endpoint valutati erano quelli della mortalie del | 6 anor
nello sviluppo embrionale. Dai risultati € emerso che le ENP impiegate non hanno causato alcun

effetto avverso agli organismi.

Produttore TiQ Fasi| . . .
. . | Diametro | Diametro | Tecnica . . . Conc
cristallochimiche; L . L Tecnica Dispersione . Conc Reale
dichiarato| Misurato | Analitica Nominale
Percentuale
27 nm; TEM: Bagno ad ultrasuoni
Degussa Evonik 194 nm DLS, per 30 min a 100 W ir X
(in acqua) acqua deionizzata

Tabella 6.15 Riassunto delle condizioni sperimentali utilizzate nel lavoro con gli edamai di Fairbairn et al
(2011).

6.2.8 Test coi crostacei
Acqua dolce
Griffit et al (2008) hanno impiegato il crostaceo cladodgesiodaphnia dubian un test a 48 h
in cui si valutava la tossicita del nTAGd 30 n m) attraversoita.llédendpol
concentrazioni impiegate erano di 0,36, 0,6, 1,67 e 2,78 volte il valore di LC50, ricavato in
precedenti esperienze (non meglio precisato). Sono stati testati sia individui adulti, sia neonati di
24 h. Ne sono risultati valori di LC50, a 48 h, > L*, in entrambi i casi.
Giovani esemplari della spediz dubiasono stati utilizzati anche da Li et al (2011), in un test
che impiegava ENP di c.a 34 nm. | neonati sono stati esposti alle ENP ad una concentrazione
compresa tra 10 e 200 m{ per 48 h per valutarne gli effetti sullarescita Altri esemplari di
eta inferiore a 24 h sono stati esposti ad una concentrazione compresa tra 5 e T0femég8sL
h, per studiarne gli effetti sull@produzione. | risultati mostrano che le ENP causano urrdiva
della crescita, rispetto al controllo (EC50 = 42 mY).LPer una concentrazione di 50 m{ la
riduzione media della crescita & del 4,2%, mentre la capacita riproduttiva € soppressa del 50%.
Inoltre, al microscopio confocale, si e visto che le ENRitkaccavano al carapace ed alle
articolazioni, si trovavano nel tratto digestivo, nella camera incubatrice e nell'intestino anche se

non riuscivano a superare la parete intestinale (fig. 6.16).
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Lee et al (2009) hanno eseguito il test Comet assay percaegifla capacita mutagenica delle

ENP (77 20 nm) suDaphnia magnaA questo scopo hanno esposto le larve del crostaceo a 1
mg L, non rilevando alcun effetto genotossico.

Chydorus sphaericuss un piccolo cladocero bentonico impiegato da Velzeboer(20@8) in un

test di sopravvivenza a 48 h, per testare le ENP di nK@0 nm). Il valore di LC50, a 48 h,
risultato > 100 mg L.

Daphnia magnaad oggi € senza dubbio il crostaceo piu utilizzato per i test col,nfi€nlaan

et al (2008), lo hannompiegato in un test di immobilizzazione a 48 h, dal quale non & emerso
alcun effetto negativo delle ENP utilizzate (230 nm), con una EC50 rilevata > 20000 nify L

| medesimi risultati, nello stesso studio, sono stati ricavati anche con il crostaceo
Thamnocephalus platyurug un test di mortalita a 24 h.

Lovern and Klaper (2006), cdD. magna hanno eseguito un test di tossicita acuta a 24 h con
ENP, differenziando lo scenario espositivo in questo modo: I) esposizione a 0,2, 1, 2, 5, 6, 8, e
10 ppm diENPfiltrate (0,22 um); Il) 50, 200, 250, 300, 400, e 500 ppon filtrate . Nel primo

caso (@ = 30 nm) si é assistito ad una mortalita crescente tra 0,2 e 10 ppm (da 6% a 100%), con
una LC50 = 5,5 ppm, una LOEC = 2ppm ed una NOEC = 1 ppm; nel second@aasopreso

tra 100 e 500 nm), la tossicita & stata piu contenuta, con una mortalita massima rilevata = 9%,
una LC50, una LOEC ed una NOEC non rilevabili. Questo sembrerebbe costituire una prova
ulteriore del fatto che le particelle pini (filtrate) s;o anche le pipericolose

Nel loro test di tossicita coD. magna Wiench et al (2009) hanno testato una ENP di, TBD

nm) e 3ENP coated(T-l i t e E) :-S eSMAX. Quidste ultime 3 particelle hanno una
lunghezza ed una larghezza rispettivamente di 10 e 50 nm e differiscono per i materiali ad esse
coesi. Inoltre, si é affiancato a queste anche ib Ti@k. Nel complesso, con tutte le ENPhso
stat.i esegui ti 25 test, in cul | 6esposi zi one
LY per 48 h. In 19 di questi | O6EC50 pE&r tul
mentre negli altri 6 si & potuta rilevare una leggerac¢aasion un EC10 compreso tra 0,5 e 91,2

mg L. Sono stati inoltre eseguiti dei test cronici a 21 gg con effelta siproduzione e sul

tasso di schiuse. Solo nel caso diSH-l i t e E, sono stat.i osservat.i
=30 mg !, EC10=5 mg [* e EC50 = 26,6 mg't. Nessun effetto di mortalita & stato rilevato.

Anche Warheit et al (2007) hanno teptds sperimentazione di particelle differenti cbn

magna unakENP fine (F), i cui agglomerati in acqua assumono dimensioni medie di 300 nm ed
unaultra fine (UF) d i 129 nm di di ametr o. 1 test acu
crostacei a 0,1, 110 e 100 mg L. | risultati hanno evidenziato solo una modesta mortalita
(10%) a 10 e 100 mg1, per entrambe le particelle ed un EC50 > 100 fhg L
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Un altro caso analogo di sperimentazione e stato quello di Dabrunz et al (2011). Gli autori,
hanno allesto dei test di tossicita, coD. magna valutando gli endpoint di immobilizzazione e

del successo nella muta, a 72 h e 96 h, con esposizione a ENP aventi 2 diametri differenti: 100
nm e 200 nm. La concentrazione era di 0,5, 1, 2, 4 e 8¢l caso dée particelle a 100 nm

l'effetto si € rivelato decisamente maggiore 66% e 100% a 72 h e 96 h, rispettivamente; per 200
nm, invece, i risultati erano pari a 3% e 57% a 72 h e 96 h. Inoltre, per il diametro pari a 100 nm,

si e osservato un effettononsudlla ma sul l a |l muta, in corrispol
L™,

Come nel loro precedente studio, Lovern et al (2007) hanno utilizzato ENP di diametro = 30 nm
per il test di tossicita acuta a 48 hli magna Gli endpoint valutati erano sia fisiolagiche
comportamentali: cambiamento della frequenza dei salti, della frequenza cardiaca e della
frequenza dei movi ment i . I n particolar modo
importante perché i movimenti irregolari abbassano il successo teliazione e, al tempo

stesso, aumentano la probabilita di essere predati, visto che sono piu facilmente individuabili.
Lébesposizione a 2 ppm di ENP non sembra aver
Come si é gia avuto modo di osservare nei molluschifafr.6.2.7), le ENP possono esercitare
indirettamente degl: i effetti negati vi, anche
dichiarato da Fan et al (2011) nel loro lavoro @&mmagnasugli effetti del nTiQ nei confronti

del CJ". | crostacesono stati esposti per 3 gg al (10, 20, 30, 40, 50, 70 e 100 pdLin

presenza e in assenza delle ENP @ nm) ad una concentrazione di 2 my In presenza di

ENP é risultato un visibile incremento degli effetti tossici def*QUC50 da 111a 42 pg ') e

guesto sembra collegarsi al fatto che le ENP poskyarsi alle metallotioneing impedendo i

processi di detossificazione degli organismi. Le metallotioneine, infatti, erano diminuite da 135 a
99 pg L™

Kim et al (2010) hanno eseguito test acuto co. magnaa 48 h ed un test cronico a 21 giorni

con ENP di 40 nm, esponendo gli organismi a 0, 1, 2, 5 e 10'miye_& emerso che, nel test
cronico, la mortalithd aumentava per concentrazioni crescenti tra 5 e 10, mghtre la capacita
riproduttiva non sembrava essere compromessa. Dopo aver separato, mediante filtrazione, il
campione di ENP in diverse classi dimensionali, gli autori hanno valutato gli effetti sulla risposta
enzimatica per un esposizione a 5 miydi durata paria48H. 6 at t i vi t = di GP X
Perossidasi) e GST (GlutationeTSy ansf er asi ) B ri sultata cres
dimensioni degli aggregati di ENP, da 200 a 800 nm. Sembra inoltre che le ENP si attacchino al

corpo dei crostacei e possano anche actumu s i nell 6intestino (fig. ¢
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La possibilit”™ di a cx magnedraostatdh gia dsserPataald Strigul et &l e r n
(2009). Con un test a 48 h, esponendo gli animali ad un intervallo di concentrazione compreso
tra 2,5 e 250 mg L (6 nm),gli autori hanno rilevato una quasi inesistente mortalita (35% solo
per la massima concentrazione) e la presenza, nel tratto digestivo dei giovani esemplari, di
significative quantita di agglomerati di ENP. Gli animali esposti alle piu alte concentrazioni,
inoltre, apparivano piu lenti nei movimenti rispetto agli altri.

Zhu et al (2010) cod. magnahanno eseguito un test acuto a 24, 48 e 72 h ed un test cronico a
21 giorni. Gli individui sono stati esposti alle concentrazioni di 0,1, 0,5, 1 e 5{giLnm).

Dopo 48 h di esposizione, le concentrazioni di 50 e 100 Trigabno fatto rilevare una mortalita

del 10% e 20%, rispettivamente con una EC50 ed una LC50 > 100'rad una NOEC < 50

mg L. Se pero, il tempo di esposizione si protraeva fino a afldia la NOEC si abbassava ad
unvalore<01mgt mentre | 6EC50 e | 6LC50 si &aatest
2,02 mg L%, Loeffetto dell 6all ungamento del tempo
21 giorni in cui € stato posslbiosservare: la diminuzione delle schiuse, per una concentrazione

di 0,1 mg L, la riduzione della crescita e della riproduzione, per 0,5 the la totale inibizione

della riproduzione a 5 mg™L. Considerando il numero complessivo di neonati vivila®rni

| 5EC50 cal col atneenarrae di6 LIC5406 crogrli spondeva a
La tossicita del nTi@e stata testata anche Baphnia pulexda Klaper et al (2008). Le ENP

erano state sintetizzate direttamente in laboratorio e possedevano unaiaim®enedia di 100

nm. [ test acuto a 24 h prevedeva | 6esposi
concentrazione |l a mortalit”™ — risultata par
della produzione di GST, per 500 ppm, ed dmainuzione di CAT, per 7,5 ppm, comprovanti

lo stress ossidativo sopportato dagli organismi.

Nell o stesso | avor o, [ subspicaiugft. par. 6.2.3), HoyRioke i t o
and Simon (2008) hanno utilizzato andbe magnaper verificarela tossicita del nTi@ Le
condizioni sperimentali erano le medesime. Anche in questo caso, gli effetti (immobilizzazione a
48 h) si sono resi evidenti solamente per la particella a 100 nm e non per quella a 200 nm.

L 6 i s dPpreelliescabere stato ogetto di studio da parte di Drobne et al (2009). Gli autori
hanno testato delle ENP di dimensione compresa tra 25 e 75 nm, differenziando le sospensioni:
alcune infatti erano state disperse mediateda ad ultrasuonj altre invece no. Nonostante
questamr i azi one, i risultatdi non hanno mostrat
L & stata favorita somministrando le ENP attraverso il cibo (fogi@odylus avellanjper 3 o

14 gg. Nessun effetto di mortalita, né di perdita di peso per giingsi e stato osservato. Le
attivita di GST e CAT non hanno subito modifiche.
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Un esperimento analogo céh scaberera stato messo a punto da Jemec et al (2008). Le ENP

(15 nm) erano state somministrate attraverso la dieta per 14 gg., alle dosi db01,, 100,

1000, 2000 e 3000 pg g di foghiaAnche in questo caso si & differenziato tra sospensioni
sonicate e non sonicate. Non si sono osservati cambiamenti sulla frequenza di nutrimento, sul
tasso di defecazi one e bkcibd, hédsal pdso aorpozen.Nan sidéi as ¢
verificata mortalitd. In corrispondenza di 2000 e 300@pdj foglia®, perd, si & visto un
decremento dell 6attivit”™ di CAT e GST, maggi o
Valant et al (2009) hanno utiliatoP. scaberper un esperimento che ricorda i due appena visti.

Gli isopodi sono stati esposti, mediante delle applicazioni orali, ad una soluzione di ENP di
concentrazione finale c.a pari a 250 Ilcune delle sospensioni erano state sonicate, adr
Léendpoint misurato, cio | a destabilizzazion
corrispondenza delle applicazioni orali che erano state preventivamente sonicate.

Bundschuh et al (2011) Gamanarnsdossanen\testanda gb effetto n | 0 a
del nTiQ, ( 97 nm) derivant. dal |l 6assunzi one attr a
somministrati dei dischi di foglie contenenti 0,2, 2 e 20 fgdLENP. Il disegno sperimentale
prevedeva che una parte di questi dischiie decr ost acei fosse tenuta
irradiata con UV per 12 h al giorno. | risultati hanno evidenziato una riduzione del tasso di
nutrimento del 40% per gl organi s mi ri mast.
effetti sono st piu consistenti. Nei controlli negativi, pero, in assenza di ENP ma in presenza di

UV, gli effetti sono stati del 50%, perché comunque, va fatto presente che la radiazione UV,
specialmente UMB € di per sé tossica per gli anfipodi (Bundschuh et al, 2011

Figura 6.16° Immagine al microscopio confocale; ENP sul corpo di un giovane esemplareldbia In evidenza:
I) ENP sul carapace; 1) ENP sulle giunture; 1lI) ENP sulle appendici addominali; IV) ENP in sospensione (Li et al,
2011).

11€



Figura 6.17i Larve diDaphnia magnga) nel controllo, (b) esposte agli agglomerati di nTdd 800 nm e (c)
esposte ad agglomerat.i di tutte |l e misure; in eviden
al, 2010).
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CROSTACEI

Produttore TiQ;
. . Fasi Diametro| Diametro | Tecnica Tecnica Conc Conc : - oL '
Specie Matrice cristallochimichejdichiarato] Misurato | Analitica| Dispersione |Nominale| Reale Tecnica Analitica  Rif. bibliografico
Percentuale
. . . Degussa; A(80% Stirring per 48 h i .
Ceriodaphnia dubia |acqua dolc 30 nm 20,5 nm SEM X Griffit et al, 2008
R(20%) (P25) hard water
. Ultrasuoni per 3@
) ) ) Degussa Evonik . )
Ceriodaphnia dubia |acqua dolc 34nm |TEM, DLy mininacqua X Li et al, 2011
A(70%) + R(309 o
deionizzata
Sonicazione per 1
Daphnia magna acquadolce Sigma 7-20 nm TEM | min nel mezzod X Lee et al, 2009
coltura
ICRMS,
Chydorus sphaericujacqua dolc¢ SigmaAldrich | <40 nm | 0,570 um AFM, ragg X SpettrqfotometroVelzeboer et al, 200¢
X UV, Citometro a
flusso
Daphnia mgna acqua dolc¢ SigmaAldrich | 2570 nm Somgayong per X Heinlaan et al, 2008
min in MilliQ
Aggiunto TiGl
Daphnia magna acqua dolcicome flocculante X Lee et al, 2008
fanghi di scarico
I) Bagno ad
30 nm; 100 ultrasuoni per 30
Daphnia magna acqua dolc 300 nm TEM min in acqua X Spettroscopia U\Lovern & Klaper, 20C
(sonicato) deionizzata; I1)
aggiunta di THF
200400 nm| Sub
SiamaChemical- (7%), 400 | micron Disperse in
Daphnia magna acqua dolc A(%O%) + R(30°' 800 nm particle | Medium Hard X Kim et al, 2010
(34%), >80( analyzer; Water
nm (29%) DLS
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Produttore TiQ;

. . Fasi Diametro| Diametro | Tecnica Tecnica Conc Conc . . e .
Specie Matrice cristallochimichejdichiarato| Misurato | Analitica| Dispersione |[Nominale| Reale Tecnia@ Analitica|  Rif. bibliografico
Percentuale
Sonicazione per 1 Essiccazione e
. Degussa P25, ' ) ) digestione con
Daphnia magna acqua dolc A(80%)+R(20% 21 nm | 580,5nm | SEM, DL{ mml\r;l\”ﬁgw in X H,5Q e NHSQ Zhu et al, 2010
poi ICPOES
Bag; Tlite SF,Tlite
Daphnia magna acqua dolc¢ SFS, Tlite Max;| 50 nm Stirring per 24 h X \Wiench et al, 2009
Tutti R(100%)
Preparato da Sonicazione per 3
Daphnia magna acqua dolctidrolisi di solfatog 6 nm min in D.1. X Strigul et al, 2009
Ti (Microtox)
Degussa; R1009 . 12d o .
Daphniamana |acqua dolc{ A(80%) + R(20 136 nm; 139 g | Aditazionein |y Warheit et al, 2007
nm; 140 nm acqua ultrapura
(P25)
Daphnia magna acqua dolc 30 nm X Lovern et al, 2007
- . Bagno ad
Nanjing High .
] ultrasuoni per 30
Daphnia magna acqua dolc¢  Technology 5e40nm| TEM o X Fan et al, 2011
_ min in acqua
Material, A(100% o
deionizzata
Daphnia magna acqua dolc Dabrunz et al, 2011
Daphnia pulex acqua dolc¢ Preparate in lab 100 nm TEM Stlrrlng per 24h X Klaper et al, 2008
poi sonicaione
Ultrasuoni in
Desmodesmus acqua dolc{ A(80%); A(100% 25 nm; 1@ m_ec_hun_] algale; X HundRinke & Simon
suspicatus nm stirring in acqua 2006
deionizzata
- 5 . — -
Gammarus fossarumacqua dolc Degussa; AB0% 97 nm _(n DLS Stwnn_g " .10 min X Bundschuh et al, 201
A(100%) sospensione sonicazione
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Produttore TiQ;
. . Fasi Diametro| Diametro | Tecnica Tecnica Conc Conc : " L .
Specie Matrice cristallochimiche;dichiarato| Misurato | Analitica Dispersione |Nominale| Reale Tecnicanalitica| - Rif. bibliografico
Percentuale
1) bagno ad
Porcellio scaber suolo Sigmaaldrich, <25 nm TEM, DL “'”f"‘s_“"”' per 30 X \Valant et al, 2009
A(100%) min; 1) nessun
trattamento
15 nm; 350
500 nm I) sonicazione pe
. SigmaAldrich, (sonicab); ) Lo
Porcellio scaber suolo A(100%) 15 nm 780:970 nm TEM, DL{30 minin MllllQ, | X Jemec et al, 2008
non sonicati
(non
sonicato)
Thamnocephalus acqua dolc¢  SigmaAldrich | 2570 nm Sonu_:a_zmm_a Pery X Heinlaan et al, 2007
platyurus min in MilliQ
75 mg diluiti in 15
mL di ASTM, po
Thamnocephalsi acqua dolc SigmaAldrich, <100 nm flltrat_l a 0,2_2 Hm; X Blaise et al, 2008
platyurus 99,9% nel filtraggio si &
perso il 54% dell
ENP

Tabella 6.18 Riassunto delle condizioni spmentali utilizzate dai diversi autori nei rispettivi lavori con il n'Ti€ i crostacei. A = anatasio; R = rutilo.
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6.2.9 Test con i pesci
Acqua dolce
Reeves et al (2009) hanno testato il potere ossidativo debnfi€urandone la citotossiciala
genotossicita con un test vitro su una coltura di cellule epiteliali @arassius auratusLe
cellule sono state esposte ad una concentrazione di ENP (5 nm) compresa tra 0,1 e 1§00 mg L
per 24 h senza UVA o per 2 h in presenza di UVA. In presentJVA, i risultati mostravano
un decremento dog#ipendente della vitalitd cellulare. In assenza di UVA, invece,
concentrazioni di ENP pari a 1, 10 e 100 mj pr oducevano, come eff
dell'ossidazione della base purinica del DNA. Il Coasday evidenziava inoltre un aumento del
danno genetico in presenza di UVA.
Sun et al (2007) si proponevano, invece, di verificare gli effetti del NnFi0 dcéudulo di As
da parte delle carp@yprinus carpio A questo scopo, esemplari adulti di carpeosstati esposti
alle ENP (21 nm) per 25 gg ad una concentrazione pari a 10'negad una concentrazione di
As pari a 200 pg L. Si ~ visto che | e ENP assorbivani
concentrazione nel | ma80qmimaln presenZ2a@OENR, mddarentd) g L
questo si accumulava nei pesci in maniera piti massiccia (8,34 gbfosto di 3,40 ug t) ed
inoltre tale accumulo si verificava nel seguente ordine: intestino > stomaco > branchie > fegato >
epitelio > muscoli.
Gli effetti indiretti del nTiQ, sono stati accertati anche da Zhang et al (2007) che hanno studiato
| a@cumulo di Cdin presenza di ENP (21 nm) su esemplarCdicarpioper 25 gg. Anche in
questo caso si e visto che le ENP assorbono il tossico rapidamente (60%6 0 mi n) e | ¢
nei pesci, in presenza di ENP, si & verificato in modo pil consistente (22,3 jmydce che
9,07 pg LY . Léordine di assorbimento richiama (¢
viscere > branchie >> epitelio > muscoli.
Hao et al (2009) hanno utilizzatG. carpio per il loro studio ma, questa volta, gli esemplari
erano iuvenili. Gl i e f f e,t(80 inm),aaNewvcencestiaziodi €illd, 6 e s |
50, 100 e 200 mg't, sono stati valutati, per 8 e 20 gg, consiaelo endpoint di tipo cellulare
fisiologico e comportamental e. Ne  emerso ¢
di 1 h, si e notificato il cambiamento della frequenza respiratoria e del modo di ondeggiare in
funzione della concentrazioné BNP. Per concentrazioni superiori a 50 mg il nuoto dei
pesci risultava scoordinato e molti di questi nuotavano descrivendo piccoli cerchi in superficie.
Sono stati riscontrati anche alcuni problemi nella capacita di galleggiamento e la secrezione
albondante di muco. Ad una concentrazione di 10 Mgl ISOD nelle branchie e nel cervello

aumentava fino al 2A e 4A giorno, delfvotted c h®
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maggi ore nel fegato ri spett ombaaauneentdreraalf e 50i e ; C
mg L ma lo fa a 100 e 200 mg'L

Danio rerio € la specie in assoluto piu utilizzata tra i pesci di acqua dolce per lo studio degli
effetti del nTiQ. Johnston et al (2010), infatti, hanno valutato la loro capacita di assunzione
dell e ENP sia dalla colonna d'acqua, tra 24 h
a 50, 500 e 5000 pg™L In entrambi i casi, questa si & rivelata non significativa.

Embrioni di D. rerio sono stati oggetto di studio da parte di Yeo ef2809), che li hanno

esposti ad una ENP di T3@30- 50 nm) complessata con Cu (1, 10, 15 e 25%), a concentrazioni

di 10 e 20 ppt. Gli effetti negativi rilevati sono stati molteplici: sviluppo anormale della
notocorda, occhi non sviluppati, testa troppiccola, sviluppo cardiaco anormale, a volte
assenza di coda, diminuzione del tasso di schiuse, aumento di GSR (Glutatione Reduttasi), GSH

e GST. Sembra inoltre che le ENP riescano a penetrare nelle cellule.

Griffit et al (2008) hanno esposto esemplarDdirerio, sia adulti che iuvenili, al nTiE(20 nm)

a 0,36, 0,6, 1,67 e 2,78 volte il valore di LC50 rilevato in precedenti esperienze; il test statico a

48 h ha fornito valori di LC50 > 10mg’isia per gli adulti che per gli iuvenili.

Zhu et al (2010hanno cercato di misurare il bioaccumulo di ENP (21 nm) attraverso la catena
alimentare in esemplari @. rerio. Per 14 gg. i pesci sono stati nutriti con crostabbeinfagna

a loro volta esposti, per 24 h, alle ENP (0,1 e 1 My La concentrazione d&NP nei crostacei

risultava pari a 4,52 e 61,09 @geso secch Al termine dei 14 gg., i pesci sono stati sottoposti

ad un periodo di depurazione di 7 gg. Le analisi sugli organismi hanno messo in luce che il
bioaccumulo avviene e, in 5 gg., si raggjano stato stazionario, con concentrazioni di ENP

pari a 106,57 e 522,02 ifig peso secc rispettivamente per i crostacei esposti a 0,1 e 1’ mg L

! Ad ogni mo d o, dopo | 6i nterruzione del tr
rapidamente (fig. 69).

Xiong et al (2011) hanno utilizzato individui adulti @i rerio per un test di tossicita a 96 h. Le

ENP (20- 70 nm) avevano una concentrazione compresa tra 10 e 300.rfj & visto che, fino
aloOmglnon co6era mort al i*tuestaera det 10@% can uB Galdre dig L
LC50 = 124,5 mg . Considerando invece la risposta dei biomarkers si rilevava che a 50 mg L

i valori di SOD, rispetto al controllo, restavano costanti nelle branchie ma diminuivano nel
fegato (70,2%) ed aumentavanoyvia c e , nell 6intestino (149, 6 %)
di mi nuzi one di CAT nell e branchi e, nel fega
ri scontrava anche per I* 8i anartiféstaviarto,” inolttee dlanniGaBeH . A
membrane cellulari dééssuto branchiale.
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Sulla medesima specie il test di tossicita larvale, condotto da Chen T. et al (2011), non sembrava
sortire alcun effetto per undaaf®E&ilaim.ie di
tempo di schiusa non sembrava cambiamoe si vedevano né mortalita, né malformazioni;
sembrava esserci solamente una minor attivita degli individui per le concentrazioni piu alte. A
24 h dalla fertilizzazione, sulla superficie degli embrioni si osservava la formazione di strati di
nTiO, via via piu spessi, in funzione della crescente concentrazione di ENP (fig. 6.20).

Chen J. et al (2011) hanno messo a puntozorerio un test a lungo termine (6 mesi) in cui i

pesci erano esposti a 1, 2, 4, 5 e 7 mgdL nTiO, (251 70 nm). Gli endpoint@o stati

| osservazione dei cambi ament i a 2, 4 e 6
cervello. Ne e emerso che, a partire dal 4° mese, si € osservava una diminuzione del peso
corporeo per tutte le concentrazioni testate, mentre la montagjistrata era del 6,3%, 4,2% e
16,7%, rispettivamente per concentrazioni pari a 4, 5 e 7 thgCon la concentrazione
aumentava il rapporto presente tra il peso delle branchie e quello corporeo e tra il peso del fegato
e quello corporeo. Nel complesspe | | e branchie si ~ notata | 6i
anche danni alle lamelle e fenomeni di edema. Nel cuore e nel cervello, invece, si e vista la
presenza di ENP ma non il loro accumulo.

Federici et al (2007) hanno esposto iuvenili deltdatOnchoryncus mykisal nTiO, (21 nm),

per 14 gg., a concentrazioni di 0,1, 0,5 e 1 nyg LLrisultati ricavati non hanno evidenziato
mortalitda ma la presenza di alcune secrezioni mucose alle branchie e dei problemi nel
galleggiamento degli esemplariole same i st ol ogico dell e branc
alle lamelle secondarie, cambiamenti nei mucociti ed iperplasia alle lamelle primarie,
analogamente a quanto osservato da Chen J. et al (2011); almeno meta dei pesci mostrava quest
sintomi a tuttde concentrazioni testate, soprattutto a 0,5 rifgAl 7° giorno, nelle branchie, i

livelli tissutali di Cu e Zn sono diminuiti per esposizione alle concentrazioni di 0,1 e I'ng L

Zn, inoltre, ~ diminuito antchae héatfKhhT®Pasbl i de
e del TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances); il glutatione invece, aumentava nelle
branchie e diminuiva nel fegato. In generale, si e registrato qualche danno agli intestini ed al
fegato mentre il cervello non semabaver risentito delle ENP, altra analogia con lo studio di
Chen J. et al (2011).

ENP di nTiQ aventi un diametro in acqua di circa 140 nm sono state test&de mykissda

Warheit et al (2007), in un test acuto statico a 48 h, con esposizione a Ml 100 mg L.

Gl i ef fettdi sono stat.i pressoch nul | i, con
eccezione per la concentrazione di 10 Mg L per la quale il val or e

risultata > 100 mg &
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Ramsden et al (2009) hanndetfuato uno studio s®. mykissil cui disegno sperimentale
prevedeva | 6esposi zi2dhenm)i dtutvresmvdrisoall 6naTliiOne
stati nutriti per 8 settimane con cibo contenente 10 e 10&gthgli ENP, dopodiché si sono
lasciatetrascorrere 2 settimane per la loro depurazione. | risultati hanno mostrato una mortalita
non rilevant e; al termine delle 8 settimane
bersaglio valutati (branchie, intestino, fegato, cervello e milza) traacorso il periodo di
depurazione, per intestino, fegato e milza era osservabile la diminuzione delle ENP accumulate;

da segnalare, inoltre, che sembrava esserci piu accumulo alla concentrazione di 10 piuttosto che

di 100 mdkg™. Nonostante il peso digndividui fosse regolare, la concentrazione di ENP
risultava massima nella milza ma si abbassava in breve tempo durante le 2 settimane di recupero.

| valori di ENP nel sangue erano normali, ad eccezione di un aumento nei globuli bianchi dopo 2
settimanedi esposizione. | valori di Ksono generalmente aumentati mentre si & vista una

di mi nuzione del Cu nell 6intestino, nel cervel
milza e un aumento dei suoi valori & stato riscontrato anche nel cervelld,sd@ assistito

all oinibizione 'K'-ATPhsd @el 50%.vUn tdécrendeatd di ABARSa & stato
registrato sia nellodintestino che nelle branc
Johnston et al (2010) hanno esposto esemplari adul. dnykissal nTiO, (< 100 nm) sia

direttamente, attraverso la colonna d'acqua (da 24 h a 14 gg), sia attraverso il cibo (21 gg a

concentrazioni di 50, 500 e 5000 ugiL, con | 6obbiettivo di mi s
distribuzione delle ENP. Gli autori hanmos ser vat o che | dassunzione
significatiwvi sol amente dove cbera stata somm
verificato un accumulo nell dintestino. I n gel
deposzt i one di ENP sulla superficie delle | amel!]l
24 e 96 h.

Jovanovic et al (2010) hanno lavorato con embrionPidnephales promelag4 h dopo la
fertilizzazione), esponendoli per 7 gg al n7i®@ 25 nm) a concerdeioni pari a 0,01, 0,1, 1, 10,

100 e 1000 mg . Gli autori hanno ricavato che il tasso di mortalita non variava rispetto al
controllo (< 10%) né, inoltre, si manifestavano effetti avversi sullo sviluppo degli embrioni. Gli
endpoint cellulari, invece, h@o mostrato un decremento della respirazione cellulare del 21%,

uni tamente all 6aumento del NET (Neutrophil E .
| 6espressione di 3 geni | egat. i alla risposta

volte superiore.
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Figura 6.197 Profili di accumulo e di depurazione, nel tempo, delle ENPDinrerio: valori medi delle

concentrazioni nei pesci esposti a 0,1 mMg(A) ed in quelli esposti a 1 mg'i(B) (Zhu et al, 2010).

Figura 6.20° Fotografie dembrioni diD. rerio in sospensione con concentrazioni differenti di ENP, scattate a 24 h

dopo la fertilizzazione (Chen T. et al, 2010).

Acqua salata
Vi € solo un caso di studio con il nTi@d i pesci ed e quello eseguito@uyzias latipesuna

specienon propriamente marina ma di acque salmg§taterson et al, 2011). Il test ha previsto

| 6esposi zione degl.i embri oni all e ENP (21 ni
0,03 e 14 mg L per 17 giorni. Una volta schiuse le uova, gli orgamigenivano esposti per

altri 5 giorni, durante i quali essi venivano nutriti. Sembra che I'esposizione al tossico abbia
accelerato la schiusa delle uova con il risultato, pero, che molte larve precoci non hanno potuto
completare lo sviluppo; inoltre esseo st ravano unobdattivit?’ nat a

un‘anormale vescica natatoria e dalla mancanza di elementi radiali sulle pinne caudali e pettorali.
12k



Produttore TIQ;

. . Fasi Diametro| Diametro| Tecnica . . . Conc Conc . . - .
Specie Matrice cristallochimicheldichiaratd Misurato | Analitica Tecnica D'SperS'onNominale Reale Tecnica Analitic: Rif. bibliografico
Percentuale
Carassius auratus |acqua dolce Sigma 5nm Disperso in PBS X Reeves et al, 2009
M:g:g?gi?g& Bagno ad ultrasuot
Cyprinus carpio acqua dolce TechCo., Ltd., 50 nm per 351221 lz]lalOO Y X Hao et al, 2009
China; R(100% q
Cyprinus carpio acqua dolcg Degussa, P25| 21 nm X Sun et al, 2007
Particle Essiccazione €
. . . digestione con
Cyprinus carpio acqua dolcg Degussa, P25 21 nm | 21 nm Size X H %Qe NHSQ Zhang et al, 2007
Analyzer 2
¥ poi ICPOES
Sonicazione per 3
Danio rerio acqua dolcg SigmaAldrich | <100 nm| 34,2 nm |TEM, DL| min in acqua X ICPMS Johnston et al, 2010
ultrapura
Disperse in cityl
Danio rerio acqua dolcg 30-50 nm HRTEM, watgr; lasciato X 'Yeo e Kang, 2009
SEM essiccare per
evaporazione Cl
. . Degussa; A(809 Stirring per 48 h in -,
Danio rerio acqua dolcg 30nm | 20,5nm| SEM X Griffit et al, 2008
+ R(20%) (P25 hard water
Essiccazione €
. . Degussa P25, Sonicazione per 1 digestione con
Danio rerio acqua alce A(80%)+R(20% 21 nm |580,5 nm SEM, DLmin 250 W in Millid X H,5Q e NHSQ Zhu et al, 2010
poi ICPOES
Nano Applied
Research Cente 200500 Bagno sonicatore
Danio rerio acqua dolcg  of Nanjing am DLS |per 20 mina 100 V| X Xiong et al, 2011
University of in acqua distillata
Tednology

12¢€



Produttore TiQ;

. . Fasi Diametro| Diametro| Tecnica . . . Conc Conc . " g .
Specie Matrice cristallochimichedichiaratd Misurato | Analitica Tecnica Dlsperslonl\lominale Reale Tecnica Analitic: Rif. bibliografico
Percentuale
Dispersione in acqu
Danio rerio acqua dolce <10 nm | HRTEM -decl.orata © X Chen et al, 2011
sonicazione per 2(
30 min
] ) SigmaAldrich, ) ] )
Danio rerio acqua dolce <25nm| 86 nm DLS Dispersén HBSS X Jovanovic et al, 2011
A(100%)
Bagno sonicatore
] ] Degussa P25, o
Danio rerio acqua dolce 2570 nm 27,74 TEM |per 30 min in Instar X Chen et al, 2011
A(80%)+R(20%
Ocean
SigmaAldrich foglietti di Bagno ad ultrasuot Palaniappan and Prama
Danio rerio acqua dolce A(100%) <25nm 45:1;;14 HRTEM per 15 min in Millig X 011
oncorhvnchus Sonicazione per 3
orhy acqua dolcg SigmaAldrich | <100 nm| 34,2 nm |TEM, DL|  min in acqua X ICRMS Johnston et al, 2010
mykiss
ultrapura
Oncorhynchus Degussa P25 24 nm; Sonicazione per 6
orhy acqua ddce g 'l 21 nm | 160 nm [TEM; SE| - P X |SpettrofotometrgFederici et al, 2007
mykiss A(75%)+R(25% ‘ in acqua ultrapura
(aggregat|
Oncorhynchus Degussa P25 24 nm; Saicazione per 6
orny acqua dolcd o9 'l 21nm | 160 nm [TEM: SE| P X ICROES  |Ramsden et al, 2009
mykiss A(75%)+R(25% ‘ in acqua ultrapura
(aggregat|
Oncorhynchus Sigma Bagno sonicatore
mykiss acqua dolce A(75%)+R(25% 21 nm |11-38 nm| TEM per 12 hin PBS @ X \Vevers and Jha, 2008
acqua
Oncorhynchus Degussa; R166; 136 nm; Agitazione in acqu
ol y acqua dolce A(80%) + R(209 139 nm;| bpLS |79 aurn a - x Werheit et al, 2007
y (P25) 140 nm P
Sonicazione per 1
. : acqua dolcg Degussa P25, . - Spettrofotometro
Oryzias latipes e salmastra A(75%)+R(25% 21nm | 87 nm |DLS, SElI mina375Win X uv Paterson et al, 2011

acqua ultrapura




Produttore TiQ;
. . Fasi Diametro| Diametro| Tecnica . . . Conc Conc . - - .
Specie Matrice cristallochimichedichiaratd Misurato | Analitica Tecnica Dlsperslonl\lominale Reale Tecnica Analitic: Rif. bibliografico
Percentuale
Pimephaés acqua dolce SigmaAldrich, <25nm| 86 nm DLS Disperse in HBSS X Jovanovic et al, 2010
promelas A(100%)

Tabella 6.2T7 Riassunto delle condizioni sperimentali utilizzate dai diversiranei rispettivi lavori con il nTiQed i pesci. A = anatasio; R = rutilo.
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6.2.10 Test con gli anfibi
Léunico studio sul | 6e& gtatospregentatanda Zhdng etaah(RO0ld) € a
ri guarda | 0es pHenapusilaeegne EN® idi 3 granulonretrie ddferenti: 5, 10 e
32 nm. Gli endpoint considerati erano la mortalita, la lunghezza totale del corpo (TBL = Total
Body Lenght) e la lunghezza distanzanrasoo ( SVL = Snout Vent Len
avvenuta per 14 gg. alleoncentrazioni di 0,31, 1, 3,1, 10, 31, 100, 310 e 1000 thgirL
presenza ed in assenza di luce UV. I risultati hanno evidenziato, innanzitutto, che la mortalita é
sopraggiunta sempre dopo la fase di alimentazione, fenomeno che induce a pensargahe ques
sia causata dall'ingestione delle ENP. Inoltre, gli effetti sembrano confermare un aumento di
intensita in presenza di luce UV. Per sintetizzare quanto visto dagli autori si propone la tabella
6.22.

ENDPOINT

. ) SVL NOEC a 14 ¢

ENP | Mortalitd - NOEC a 14 g¢ Mortalita ¢ LC50a14gg TBL{NOEC a 14 gg ) )

* = in presenza di
uv

5nm | *95mgL;90,2mgL | *57,9mgC;210mgL | *9,5mgL’;309mgL | *77,7 mg [; 30,9

(9) * = in presenza di UV * = in presenza di UV * = in presenza di UV

mg
10 nm | *30,9 mg L[}; 281,9 mg & *69,9 mg [; n.d. *30,9mg [;30,9mgLL | *9,5mgL; 9,5

mg
32nm| *77,7mgC;77,7mgL | *267mgL[;295mgL |*77,7mgLC;77,7mgL | *30,9 mg [; 0,01

mg L*

Tabella 6.22 Tabella riassuntiva dei risultatetla sperimentazione, s laevis di 3 ENP di TiQ a granulometria
differente (Zhang et al, 2012). La sperimentazione e stata condotta sia in presenza (*) che in assenza di radiazione
UVv.

Produttore TiQ;

Fasi Diametro | Diametro Tecnica Tecnica Conc Conc | Tecnica
cristallochimiche;| dichiarato | Misurato Analitica | Dispersione| Nominale| Reale |Analitica
Percentuale

5nm; 10 100-250 raggi X: DL X ICRAES;

Alfa-Aesar nm; 32 nm nm ICRMS

Tabella 6.23 Riassunto delle condizioni sperimentali utilizzael lavoro con gli anfibi di Zhang et al (2012).



6.2.11 Test con i cetacei

At t ual

ment e,

co6

s ol

tanto

(2010). Gli autori hanno effettuato uno studiovitro, esponendo i leucdcdel cetacedrursiop
truncatusalle ENP (25 nm) ad una concentrazione di 20, 50 e 100 et 4, 24 e 48 h. |

ri

sul

tati

hanno

me s s o

n evi

denza

0i

nduzi

aumento della migrazione del DNA per 50 e 100 Inffy sia a 24 che a 48 h. Nessun danno,

invece, e stato riscontrato nei leucociti di 2 dei 5 campioni.

Produttore TiQ;
Fasi Diametro Diametro Tecnica Tecnica Conc Conc Rele
cristallochimiche;| dichiarato Misurato Analitica Dispersione Nominale
Percentuale
. . Transmissioll Sonicazione pe
SigmaAldrich <25 nm; L
’ ' <100 nm Electron 30 min in RPMI X
04)" 0,
A(100%); R(100% <5000 nm Micrographs 1640

Tabella 6.247 Riassunto delle condizioni sperimentali utilizzate nel lavoro con i cetacei di Bernardeschi et al
(2010).RPMI = Roswell Park Memorial Institute medium.

6.2.12 Riepilogo
Dalle evidenze pubblicate dai diversi autori emerge quanto anticipato, sia al paragrafo 6.1 che in

altre parti di questa tesi di dottorato, cioé il problema della confrontabilita ddfatisu

g, muello @ivBermamleschivet al c e t a «

0O nNnEe

conseguenza di una mancanza di uniformita sperimentale. Questo, ovviamente, non vuol

costi

protocolli sperimentali e operativi con cui pianificare ed ottimizggireforzi futuri.

tuire

una

criti

ca

del | 6operato

al trui

m

Nonostante la complessita offerta da questa panoramica, si € cercato di riassumere

| Oi

nf or mazi

one

gi sippnmbdbe ssnt etniTdad ed i

seguente tabella 6.25, che, offrendo una sintesi di tutti adéisposizione, non puo tener conto

delle differenti condizioni espositive. Nella tabella, in corrispondenza di ciascun gruppo

tassonomico, se disponibili, sono presenti il valore medio di EC50, LC50 e NOEC{jmsjd_

gli altri effetti registrati dadiversi autori.
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GRUPPO TASSONOMI
(n LAVORI)

MATRICE

acqua

Protozoi e Batteri (5) dolce

acqua
salata

acqua

dolce

acqua

dolce

acqua

dolce

suolo-
sedimenti
(acqua

dolce)

suolo-
sedimenti

(acqua

salata)

E(I)C50, LC50, NOEC (valore medio in ¢

min-max), Endpoint tempo di esposizione

IC50 = 13,98 2 24 h
IC50 = 0,62 a 96 h
IC50 = 0,15 a g

EC50 > 20000Riduzione della
bioluminescenza a 30 min

IC50 > 20000 a8heda24h

IC50=21@4)a72h
NOEC = 1 (0;9,2)- Inibizione della crescita
algalea 72 h

LC50=80a24h

EFFETTI REGISTRATI COMPLESSIVAMENTE

inibizione della fissazione di N in battaitrificanti;
inattivazionedegli organismi in presenza di ¥
aumento dellagranularitiinterna;

forma distorta ed irregolare delle cellyle

danni alla membrana cellulare

riduzione del@ttivita enzimatica

inibizione % della crescita cellulare

perossidaziondipidica della membrana cellulare

ridotte dimensioni delle uova;
minor numero di uova;

ridotto tasso di schiuse;
riduzione della fertili&;

minore crescita degli organismi;
minore sopravvivenza

ridotta produzione di sacchevigere

ridotto tasso di schiuse;

ridotta produzione diuvenili;

accumulo di ENP presenti nel suolo;
danni al DNA,;

danni ai mitocondri;

apoptosi(quando € &ssunzione daicqua)

riduzione della stabilé della membrandisosomiale
formazione di aggregati > 200n attorno ai villi intestinali
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GRUPPO TASSONOMI E(1)C50, LC50, NOEC (valore medio in g
MATRICE

(n LAVORI) min-max) - Endpoint tempo di esposizione

Molluschi (4) S

salata

EC50 = 42Ritardo della crescita a 24 h;
EC50 = 1,6Mortalitaa 72 h;
acqua EC50 = 0,5Mortalitadei neonati a 2g;
dolce LC50 =27 a 24 h;
NOEC < 50Mortalitaa 24 h;
NOEC < 0,AMortalitaa 48 h

Crostacei (9)

acqua

LC50=124a96 h
dolce

acqua
salata

EFFETTI REGISTRATI COMPLESSIVAMENTE

produzione di ROS;

accumulo di nitriti;

aumento dell&osforilazione

diminuzione della stabittdella membrandisosomiale
alterazione della produzione enzimatica di CAT, SOD,
GSH e LPO

riduzione della capacitriproduttiva;

totale inibizione della riproduzione;

riduzione delle schiuse;

riduzione della crescita degli organismi;

aumento degli effetti tossici del €t

alterazione della produzione enzimatica di GST e CAT;
diminuzione dellenetallotioneine

presenza di ENP sulle articolazioni, sul carapace, nel
tratto digestivo e nefintestino

cambiamento della frequenza respiratoria;
problemi alla capacitdi galleggiamento;
abbondante secrezione di muco;

diminuzione del peso corporeo;

aumento del rapporto del peso branchie/corpo e
fegato/corpo;

iperplasia del tessuto branchiale;

secrezioni mucose dalle branchie;

edema alle lamelle branchiali;

cambiamenti nemucociti

diminuzione della vitalé cellulare;

alterazione defBttivitaenzimatica di SOD, LPO, CAT e
GSH,;

aumento del@ccumulo diAse Cd;

diminuzione dei livelli di CuZnnei tessuti;
diminuzione dei livelli dnnei muscoli e nel cervello;
decremento della respirazione cellulare;

presenza di ENP nel cuore e nel cervello

diminuzione del tempo di schiusa delle uova che causia
nascita di larve incomplete;

attivita natatoria anormale causata da una vescica
natatoria anormale o assente e dalla mancanza di
elementi radiali sulle pinne caudali e pettorali



GRUPPQOQASSONOMIC( E(1)C50, LC50, NOEC (valore medio in fpg L

EFFETTI REGISTRATI COMPLESSIVAMENTE

- riduzione delldunghezza totale del corpo;

MATRICE ) . . o
(n LAVORI) min-max) - Endpoint tempo di esposizione
LC 50 = 252;
acqua LC50 = 132 (5867);
Anfibi (1) NOEC = 9(¥8-282)- Mortalita a 14 gg.;

dolce NOEC = 39 {®8)- Mortalita a 14 gg., in

presenza di UV
acqua
salata

Tabella 6.25 Riassunto dei diversi lavori effettuaticonilnbiO L6 i nf

mostra i diversi endpoint misati e le differenti evidenze di effetto ricavate.

- riduzione della distanza nasmo

- frammentazione delle basi del DNA

or mazi

one

organi zzat a

per
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6.3 Evidenze ecotossicologiche delle altre ENP

6.3.1 ENP organiche
6.3.1.1 Gy e Carbon Black

Lyon et al (2005) hanno testato gli effetti deb,Gui batteriE. coli (Gram) e Bacillus subtis
(Gram+) con esperimenti respirometrici, valutando, cioe, la produzione dd€y organismi.
Come endpoint sono stati valutati il MIC (Minimal Inhibitory Concentration), il MBC (Minimal
Bactericidal Concentration) ed il CFU (Colony Forming Unit) pdr. Il risultato evidenziava
che, dopo un esposizione a 4,8 nily kia perB. subtilische perE. coli, la produzione di CO
declinava; inoltre, i valori di MIC e MBC, per entrambe le specie microbiche, diminuiva sia in
funzione della crescente concentraz n e sia all daumentare del 1
entrambe le specie i valori di CFU fls i ri ducono sensibil mente do
concentrazioni di 1,5 e 7,5 mg'ldi Cg €, dopo c.a. 3 h di esposizione, si abbassano di 1 e 3
ordini di grandezza rispettivamente per concentrazioni di 1,5 e 7,5 midrLaspetto importante
di guesta ricerca  costituito dallo studio p
infatti ha analizzato il comportamento delle ENP in diversi mexzistatando come, al crescere
dellasalinita d i qguesti, S i ri scontrava una diminuzio
delle dimensioni degli aggregati formatisi.

Baun et al (2008) hanno allestito un test di inibizione della crescita cellular@ a h con | 6 a
unicellulare P. subcapitataed hanno valutato la capacita delle ENP gy @ diventare dei
possi bildi carrier per i composti xenobiotici
scopo atrazina, metilparathion, fenantrene e pent#eloolo sono stati marcati con il e
utilizzati sia singolarmente che unitamente alle ENP (® mg L'). Ne & emerso che le ENP
sembrano non influenzare |l a tossicit”™ dell 6at
del 60% la tossicita delfeant r ene . Loeffetto sul pentacl oro
tossicita, in presenza di§; sembra diminuire di 1,9 volte.
ScottFordsmand et al (2008) hanno utilizzato invece esempl&isginia venetger un test di
tossicita a 28 gg che utiiava ENP di G alla concentrazione di 1000 g di cibo seccd. |
risultati evidenziavano nessuna mortalita significativa ma una riduzione della crescita del 20% e
della produzione di uova del 78%.

Il CB é stato testato sul mollusco gasteropbgmnaeastagnalisda Harley et al (2009). In un
test cronico a 21 gg, le ENP sono state testate alle concentrazioni di 1, 10 e 10§ mg L
valutando gli endpoint della mortalita e della riproduzione. Inoltre € stato allestito il test NRRT
(Neutral Red Retention frie) per la misura della fragilita lisosomiale negli emociti. | risultati
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evidenziavano che, in corrispondenza di una concentrazione paria 10'engler a | a r i d
della crescita degli individui e, per 100 mg,lanche una riduzione del tasso di eiguzione. I

massimo effetto sulla membrana lisosomiale si manifestava a 10'mg L

Canesi et al (2010) hanno impiegato individuiMli galloprovincialisper un testn vivocon le

ENP di Go. | molluschi sono stati esposti per 24 h alle concentrazio®iofi, 0,2, 1 e 5 mgt

Negli emociti si € notata una riduzione significativa della stabilita della membrana lisosomiale
(LMS) pari al 74%, in corrispondenza di una concentrazione di 5 thgNella ghiandola
digestiva il decremento della LMS, per 1 e ;g L', era pari al 66% e al 54%, rispettivamente.

I n tale ghiandol a, inol tre, ri spetto al co
| 6ossi dazione di component.i cellul aribte si

infine, la rispsta enzimatica ha mostrato un aumento dei valori della catalasi del 200% per 1 mg

Lt di Ceo. Nel caso dell e branchie, invece, non s
Le ENP di CB hanno la capacita . magnad i a u meccunulo di dtie Gostanze
tossiche, qualittiedrbut i | st anni ci . E6 quanto rilevato

immobilizzazione a 48 h, hanno esposto i crostacei al®mg L* di CB ai quali sono stati
aggiunti da 1 a 12 pg'tdi TBT-Sn e da 60 a500 mg L* di DBT-Sn. Gli autori hanno inoltre
osservato |l a di pendenzpH. Neetleindisa she le sateiEdNM di CB] a i
non davano effetto fino alla concentrazione di 50 Mg L Ldaggi unta degl i
provocava degli effetti aevr s i | egat. i alla diminuzione di ¢
di=34e484mgt, rispettivamente per TBT e DBT; a
331 mg L, rispettivamente per TBT e DBT. Lovern et al (2007) hanno invece analizzato i
cambiamenti indotti inD. magnadal Gso, notando che, per un esposizione di 60 min a 260 ppb,

S mani festava | 6aumento della frequenza de
della frequenza cardiaca di 43 battiti al minuto.

Si e visto come ilCs tenda ad accumularsi prevalentemente nel cervello di iuvenili di
Micropterus salmoideslove pud causare un aumento della perossidazione lipidica 17 volte
superiore rispetto al controllo (Oberddrster et al, 2004). Ritardo nello sviluppo, malformazioni
della pinna caudale, edema pericardico ed alla vescica natatoria sono alcuni degli effetti
riscontrati da Usenko et al (2007) in embrionDdirerio, a segui to del | 6espo
Ceo per 96 h. Gli autori hanno anche osservato casi di mortdagellattorno alla testa e lungo la
notocorda fino alla pinna caudale. Oberdérster et al (2006) hanno testato le medesime ENP

anche sD. latipes 0,5 ppm per 48 h e 1 ppm per 96 h, senza rilevare alcun effetto tossico.
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6.3.1.2 Nanotubi al C
E6 ostmdti ficato che i CNTO s, nei confront. d
presentano una tossicit”™ del twutto simile all/l
Ghafari et al (2008) hanno constatato che il batt@etrahymena termofil& sensibile agli
effetti dei CNTO6s. I nfatti, pregli autroharme potuto a z i o n
osservare una riduzione, rispettivamente, della mobilita, della voracita e della vitalita cellulare.
Inoltre, si & assistito ad una progigasincapacita di ingerire le prede. Nessun effetto, invece, e
stato registrato per V. fSONEjNrem@seno nalkai massiman f r o n
concentrazione di 100 mg'l(Velzeboer et al, 2009).
Gl i ef fettdi di t ossi ci t che suleialgh€ dhicéllglacdarellas ono n
vulgaris e P. subcapitata Schwab et al (2011) hanno evidenziato come 55 thdli CNT 6 s
causassero | 6inibizione della crescita cell ul
mg L' e 40 mg ['. Se perdle ENP erano ben disperse, allora i rispettivi valori di EC50
scendevano a 1,8 e 2,5 mg.L
| SWCNTO6s sono st Arenicola neasnt(@atloway etwall 2010x in enltelstidid e
tossicit? che prevedeva unodespasi3zien80@ mpA
sedimentd per 10 gg, nel quale non & emerso alcun effetto nocivo. Si & visto, inoltre, che i
DWCNTO® s, mescol at i al ci bo, per unbdesposi zi
di fferenti f i no ainE4\@letaorplokogavand albun effetto dionortalita
ma, alla massima concentrazione, erano responsabili di una riduzione della crescita (del 20%) e
della produzione di uova (del 65%) (SeBtirdsmand et al, 2008). Le EC50 calcolate per il tasso
di riproduzione e pele schiuse risultavano, rispettivamente, > 176kqgibo seccd e > 500
mg®g cibo seccd.
Templeton et al (2006) hanno esposto il crostasmphiascus tenuiremes i SWCNTO6s per
gg, constatando una mortalita del 12%, 19%, 21% e 36%, rispettivamente, alle concentrazioni di
0,58, 0,97, 1,6 e 10 mg'LPer quanto riguarda le fasi dello sviluppo larvale, alla concentrazione
di 10 mg L, gli autori hanno osservato una riduzione dello sviluppo da naupli a copepoditi del
51%, da copepoditi ad adulti del 89% e degli organismi adulti del 34%. Il rapporto
maschi/femmine ed il numero di uova schiuse non erano inficiati.
D. magna in un test di bioaccumulo dei CNT, é stata esposta da Petersen et al (2009) a
concentrazioni di ENM pari a 0,04, 0,1 e 0,4 myflno a 48 h. Si & verificato un accumulo
dosedipendente che ha raggiunto i valori massimi del 10%, 45% e 68%, rispettivamente, per le
suddette concentrazioni. Tale picco si — veri

diminuzione.
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La trotaO. mykiss stata oggetto di studi da parteésdmi t h et al (2007) , [ (
per testare i SWCNT6s. Gli iuve'miENMpesl®ggp st a
trascor si i gual.i S i sono riscontrat.i abbonc
delle branclke rivelava qualche edema alle lamelle secondarie, cambiamenti nei mucociti e

i perplasia nelle | amelle primarie. l nol tr e,
perdita del gruppo sociale, scontri e mortalita. Alle concentrazioni piu dof 10 gg, Si
abbassavano I'ematocrito e I'emoglobina; si abbassavano inoltre i valori di Cu e Zn nei tessuti
branchiali ma non di G& aumentava, invece, lo Zn nel cervello; nessun danno particolare si &
mani festato nel fegatbdbdacowemuterdel ENMmaet & "
Mouchet et al (2008) hanno esposto i girini Xi laevis a i DWCNTO® s, per
concentrazioni pari a 1, 10, 100 e 500 mty Sono stati allestiti 2 diversi test, il primo, condotto

in condizioni statiche, il second) presenza di un aeratore. La mortalita si & manifestata in
corrispondenza di 500 mg™L rispettivamente, 85% e 5% per il primo ed il secondo
esperimento. A10 e 100 mg'lnon c¢c6  stata mortalit?’ nel p
sono registrati Vari pari a 15% e 5%. Nessun effetto tossico si € visto negli eritrociti. Le larve,
esposte a 10 mg, manifestavano la presenza di masse nere nelle branchie, nel tratto digestivo

e nell'intestino.

6.3.2 ENP inorganiche
6.3.2.1 QDots

WangJ.e al (2008) hanno evidenziato | a tossici
unicellulareC. reinhardtii Per 5 gg le alghe sono state esposte ad una concentrazione di 0,1 mg
LY 1mgLl'el0mgl. Loéinibizione c earreudahmgd di€ENMedvi si t
il valore di EC50 a 72 h risultava pari a 5 mg.LUnoltre, dopo 3 h di trattamento alla
concentrazione di0,1mg. ri sul tava accresciuto il i vel
di geni che sono tipici di condizioni dtress. La tossicita dei QDs (CdSe) e stata testata anche
ne.i c o n f r dnsukicapithtg Bouldinaet aty 4008) con risultati completamente diversi.
Il test acuto a 96 h infatti, con esposizione a 11 e 55 ppb, ha fatto registrare una EC5@ fari a 3
ppb ovvero 0,037 mgt( 2 or di ni di grandezza pi % piccol
et al).
Nel molluscoElliptio complanata QDs (di CdTe) sembrano accumularsi prevalentemente nella
ghiandola digestiva piuttosto che nelle branchie (Gagne e | , 2008) . Lébespos

mg L per 24 h non sembrava dare alcun effetto mortale, né di debolezza nella chiusura delle



valve. Appariva inibita la fagocitosi (massimo effetto a 4 ity hon cambiava la densita degli
emociti ma si riducevaalloro vitalita di 1,4 volte.
C. dubiaé stata oggetto degli studi di Bouldin et al (2007) che hanno verificato la tossicita di

QDs di CdSe per unodoesposizione di 48 h fino a

6.3.2.2 ENP metalliche ero ossidi
Ag
Nei confronti diE. coli e B. subtilisé stata testata la tossicita di una nanopolvere commerciale di
Ag (Lee et al, 2009). Come termine di confronto inoltre, & stata testata la tossicita dello‘ione Ag
ricavato dai sali di AgN@ Ne e risultéo che il nAg sortiva un effetto antibatterico pari al
99,90% suE. coli per undesposi zione di 1 h all a cc
pronunciato i nveck subtlisil sut rmtneso di adblenfef esgresso come
Log(CFU), era mediamentgu alto. Per spiegare questo fenomeno, gli autori ipotizzano che vi
sia differenza tra | 6interazione dell eeNP ed
Gram+. Gli effetti dello ione Agnon parevano differireda quel | i d efetton Ag, [
antimicrobico inE. coli era del 97% per concentrazioni di 0,159 ppm e del 100% per
concentrazioni superiori. Loefficace effetto
esperimenti di Esteban et al (2009) sul batterio Gramhi¢rococcus Uteus In questo
esperimento si sono utilizzate sia argilla (sepiolite) che fibre di vetro dopate con nAg (0,036% in
peso). Nel caso delle argille, a 24 h e 48 h il valore di CFUsnfiduceva rispettivamente di 5
e 8 ordini di grandezza rispetto al tallo mentre, nel caso delle fibre di vetro, a 24 h era
solamente 6 ordini di grandezza piu piccolo rispetto al controllo, mentre a 48 h si manifestava un
effetto battericida del 100%.
Nel sopra citato articolo di Lee et al (2009) la tossicita del nAgpiwere era testata anche sui
lieviti Saccharomyces cerevisiae A di f ferenza del test sui pr oc
non ha fatto apprezzare &effetti significatiwv
ipotizza che la differenza sia daa al fatto cheS. cerevisia@ un organismeucariote, nel cui
genoma  presente una proteina delegata all 6
tossico anche nei confronti dei funghiichodermaspp., Aspergillusspp. ePenicillium spp.
Peg i ca et al , 2008) . Loeffetto antimicrobico

concentrazioni di ENP fino a 35 ppm.

Léoeffetto antimicrobico del nAg  -Hwanrefar mat o
(2009) sul | 6 al gMlicroeystis @eruginosabDac quésli @ emerse come, per
undesposi zione complessiva di 2 settinane a
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| 6ef fetto algicida fosse rispettivamente par
allestitountestdt ossi ci t " ¢ dhalaskigsiealwgissflognesponendala a diverse
concentrazioni di nAg (da®0°a  1"Apkrd8 h. Gli autori ne hanno ricavato una diminuzione
nell e di mensi oni del l e cellule e | a repress
clorofilla.

In E. fetidal e ENP di Ag (™) dopd 28 mg di lesposidoneaibiseono la
riproduzione degli anellidi del 100% (Heckmann et al, 2011).

Griffit et al (2008) hanno misurato gli effetti del nAg esponendo esemplati diubiae D.

pulex per 48 h a concentrazioni pari a 0,6, 0,36, 1,67 e 2,78 volte il valore di LC50,
precedentemente osservato. Gli autori hanno cosi ricavato, per le due specie, un valore di LC50
rispettivamente pari a 0,067 e 0,040 my Gaiser et al (2009), invece, hanno esp&stmagna

per 96 h a concentrazioni di nAg comprese tra 1 e 10 lgdsevando una mortalita del 60%

in corrispondenza di 0,1 mg'L

Asharani et al (2008) hanno utilizzato gli embrionidirerio per testare la tossicita del nAg.
Léesposi zione, a concentr azgdumia72phaAsmgagli5, 1
aut or i osservavano come il fluido del <corion
L™ in funzione dello stadio di sviluppo. A 24 h si & osservato edema pericardiaco che diveniva
cronico dopo 72 h di esposizione. Sopra i 50 ngilL60 - 90% di embrioni sopravvissuti
presentava malformazioni: sacca natatoria distorta ed edema pericardico, notocorda piegata e
diminuzione della frequenza cardiaca a 39 battiti al minuto. Si &€ osservato inoltre un ritardo nelle
schiuse. Le ENP sembravano accuansil preferibilmente nel nucleo delle uova e, negli
embrioni, penetravano nella pelle, nel cuore e nel cervello. Gli embrioni della stessa specie sono
stati utilizzati anche da Yeo and Kang (2008), i quali li hanno esposti a 10 e 20 ppt di nAg fino a
72 h,notando come effetti: sviluppo anormale della notocorda, occhi non sviluppati, testa troppo
piccol a, battito cardiaco debole ed edema. I
schiuse ed un aumento complessivo della catalasi. Effetti rooitsistenti del nAg sono stati
osservati anche da Laban et al (2010) nei confronti degli embrioRintephales promelas

Questi sono stati esposti a 0,625, 1,25, 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20 e 28 didENP per 96 h. A
seconda che le ENP fossero state dspeon lasonicazioneo mediantestirring , LC50 rilevato

& stato pari, rispettivamente, a 9,4 e 1,25 rig Gli effetti rilevati erano: assenza di vescica
natatoria, sviluppo di edema pericardico e alla sacca ovigera, emorragia alla testa e lordosi; le
ENP ricoprivano la superficie delle uova ma potevano essere rinvenute anche in blocchi

all 6interno degl:i embri oni



Au

Wang C. et al (2011) hanno testato il nAu su colture batterichgrdbacterium tumefacienB.
subtilise E. coli. Per tutte etre le spc i e , | 6esposi zione di 10 h, a
concentrazioni di 1 e 5 mg'inon ha prodotto alcun effetto avverso.

Renault et al (2008) hanno eseguito un test di bioaccumulo del nAu attraverso la catena
ali mentar e, a v § subpeatudeadsl imollaseol bivaiv&drigcala fluminea Le

alghe sono state esposte per 24 h a 4 differenti concentrazioni di ENP compresé@a 1,6

1, 6CA10?66 ALDER 1601 “Aneh emersh una mortalita compresa tra 20% e 26%

alle prime 3 concentrazioni e del 40% alla concentrazione piu alta. Il valore di LD50 a 24h era
pari aNRA , &iA 1I'sReAquanio riguarda i bivajviutriti con le alghe contaminate,

nell epitelio digestivo si ~ osservata |l a pr
cellulari; nelle branchie, invece, le ENP erano presenti solo nelle vescicole. Gli endpoint dello
stress ossidativo hanno denziato repressione della superossido dismutasi, del glutatione S
transferasi e del citocromo-€s s i d a s i nell e branchie; nel |l e vi
della catalasi.

Ferry et al (2008) hanno effettuato uno studio sul trasferimento delledEN® dalla colonna
débacqua alla rete trofica. Il n pratica, all 6i
autori hanno allestito denesocosmicostituiti da vegetazioneSpartina alterniflorg, biofilm

microbici, molluschi bivalvi Kercenaria mecenaria) e gasteropodillyanassa obsoleja

crostacei Palaemonetes pugice pesci Cyprinodon variegatys Le ENP sono state aggiunte

una sola volta in 12 gg, in quantita tale da ottenere, dopo 24 h, una concentrazione finale pari a
0,4 ugbkg* dised ment o. I risultatdi mettevano in | uce
pari a 84,4%. Di questo, il 60% sembrava essere stato assorbito dai biofilm microbici che,
secondo gli autori, sono dotati di cariche negative superficiali. La spartina ne ageviita |o

0,5%, valore atipico, a detta degli autori, trattandosi di piante vascolari. | bivalvi, essendo
filtratori, ne avevano assorbito il 5%, mentre le lumache solo lo 0,05%, poco per essere
organismi che si nutrono di biofilm microbici. Gamberetpesci, infine, avevano assorbito lo

0,03% e lo 0,5%, rispettivamente, ma con una diversa distribuzione: nei gamberetti, infatti, il
nAu era presente in tutto | d6organi smo, i ndi s

sol amente nell 6intestino.
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nZnO

Adams et al (2006) hanno testato il nZnO su coltur8.dsubtilis osservando uno
inibizione della crescita batterica (90%) a partire da una concentrazione di 10 ppm e che
raggiunge il 98% in corrispondenza di 50, 100 e 500 ppm. Gliistessi hanno eseguito il
medesimo test cok. coli, ri cavando dell e evidenze di t o
crescita, infatti, era minima (14%) a 10 ppm e non superava il 48% a 1000 ppm. Liu et al (2011)
hanno misurat o | 6Gaibattere deltceppbtiosoraonade eNltrobactgr,
confermando gli effetti sulla capacita denitrificante di tali batteri sui fanghi attivi. Mortimer et al
(2009), invece, hanno lavorato con il batterio mahfidischeried il test di bioluminescenza a

30 min, eseguito in cuvette ed in microplates, ha fornito i valori di EC50 pari a 4,8'e@|8

mg L™

La tossicita del nZnO nei confronti 8i. cerevisia@ stata testata da Kasemets et al (2009). Lo
studio ha messo in risalto il confronto tra gli éfelelle sostanze nanostrutturate e quelli dei
rispettivi bul k. I risultat:i sono stati me s ¢
si sono misurati valori di EC50 pari a 121 mgé 134 mg L[, rispettivamente per lano ed il

bulk, v i denzi ando, quimoHoisimleundazi one tossica

Gli effetti del nZnO nei confronti dP. subcapitatasono stati studiati da Aruoja et al (2006). I

test di inibizione della crescita cellulare ha messo in luce un valore di EC50 pari a 0,042 mg L
unEC20 = 0,023 mg ted una NOEC = 0,017 mg'L

Wong et al (2009) hanno impiegato le alghe mafinpseudonan& S. costatunmin un test di
inibizione della crescita cellulare, ricavando a 96 h un valore di IC50, rispettivamente, pari a
4,56 mg ' e 2,36mg L™.

Wang H. et al (2008) hanno misurato la tossicita delle ENP di ZnO avvalendosi dei nebnatodi

elegans LoOéesposi zi one, durat a 24 *taevidenzi®tq céme, 0, 8
all 6aumentare dell a con @&eimvece & tungbazza ,dei wetmméd nt a
numero delle uova e | a percentuale dell e s

effetti tossici.

Embri oni d e |Lytec@ncshpictusodoestatimailizzati da Fairbairn et al (2011) per
testareilnZnO Loéesposi zi one ~  ahper86nhpfitGi effatti, egistratia 1 e
0,1,0,15e 0,20 mgter ano, ri spettivament e, pari a 38%
1

Nel loro test di tossicita coD. magnaed il nZnO, Heinlaan et al (200Aanno rilevato, a 24 h,

un valore di LC50 pari a 3,2 mg'L.un LC20 di 2,45 mg £ ed una NOEC = 0,5 mgL Questi

risultati sono allineati con quanto rilevato, invece, da Blinova et al (2010) che con la stessa
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specie, a 48 h, hanno misurato dei valofc@50 compresi in un intervallo che si estendeva tra

1,7 e 9 mg L. Il crostacedT. platyurusé stato impiegato nei test di tossicita sia da Heinlaan et

al (2007) che da Blinova et al (2010). | primi hanno rilevato, a 48 h, una LC50 = 0,18, mg L

LC20 = 0,12 mg [} ed una NOEC = 0,03 mg™ i secondi, invece, a 24 h, hanno potuto
registrare una EC50 compreso tra 0,14 e 6 thg/ong et al (2009) ha impiegato due crostacei

di acqua salata, ovverglasmus rapaxe Tigriopus japonicus Nonostante la diérenza delle

specie, i valori di LC50, rilevati a 96 h, erano confrontabili, poiché rispettivamente pari a 1,19 e

0,85 mg L.

Bai et al (2009) hanno esposto al nZnO embriom) dierio, a concentrazioni di 1,5, 10, 25, 50

e 100 mg [ fino a 96 h. La mdalita ricavata a 50 e 100 mg'lera rispettivamente pari a

28,3% e 65%; inoltre, gli autori hanno potuto osservare che, se aumentava la concentrazione,
di minuiva il tasso di schiuse, mentre si al |l
(Hatching Tme) era compreso tra 1 e 25 mg. 1A 96 h si sono potute notare malformazioni alla

coda degli embrioni. La stessa specie e stata utilizzata anche da Xiong et al (2010) per misurare

la letalitd e lo stress ossidativo del nZnO indotti in esemplari di IR@sposti per 96 h a
concentrazioni pari a 2,5, 10, 30 e 50 my A 30 mg L' la mortalita osservata era del 100%,

con una EC50 = 4,92 mg'LA 5 mg L si & resa evidente una riduzione di SOD nel fegato ed

un suo aumento neldtha nareatiindyziiomwmeé tdie, CAD ne
nelle branchie, nonché, un decremento di GHS nel fegato. Sempre in corrispondenza di 5 mg L

si rilevavano danni alle cellule branchiali, come la perdita di citoplasma e una forma anormale

dei nuclei.

Johnston et al (2011) hanno effettuato un esperimento di bioaccumulo di ENP dalla colonna
ddbacqua e dal |l 6al @ mgisst alzd eosnpeo sciozni o nae tartottraav er
era compresa tra 24 h e 14 gg, quella attraverso il cibo si pratiaeeae, fino a 21 gg Le
concentrazioni impiegate erano di 50, 500 e 5000 figL Lé6assunzi one, i n en
risultata non significativa rispetto al controllo.

Nations et al (2011) hanno esposto degli embriorX.diaevisal nZnO, alle concentesoni di

0,125, 0,25,0,50,1e2mg'L Ldéesposi zi one einavossiapraratth at t a
fino al raggiungimento del 66° livello di sviluppo. Gli autori hanno ricavato che i livelli delle

ENP nei tessuti aumentavano con la concentrazidniziando da 0,305 mg L Alle
concentrazioni di 0,067, 0,159 e 0,305 mijlLa mor t al i t - rilevata era
40% si & vista a 0,80 mg’L mentre il 97% delle mortalita si verificava dopo il 4° giorno. A

partire dal 10° giorno erano ieenti delle differenze nei tempi dello sviluppo e, per quanto

riguarda le percentuali di completamento della metamorfosi al 35°giorno, sono emerse le
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seguenti evidenze: controllo = 10%; 0,067 my=+25%; 0,159 mg L = 4%; a 0.513 mg t

solo il 58% teminava lo sviluppo. Nessun embrione si & potuto sviluppare a 0,80'mg L

nCuO

I NCuO é stato testato da Mortimer et al (2008) con il batt®fiofischeri Il test di
bioluminescenza a 30 min, eseguito in cuvette ed in microplates, ha fornito i v&t@b@ipari

a 68,1 mg [* e 204 mg L[}, una tossicita, quindi, molto inferiore rispetto a quella che gli stessi
autori hanno riscontrato utilizzando il nZnO. Mortimer et al (2010) hanno allestito un t€Bt con
termophilaper misurare la tossicita del nCwne € emerso un valore di EC50 a 4 h pari a 127

mg L' e a 24 h pari a 97,9 mg™L| valori di EC50, a 4 h e a 24 h, ricavati testandouik

erano, rispettivamente, @D e 20 volte superiori

Kasemets et al (2009) hanno misurato gli effetti del nQuS. €erevisiagricavandone valori di

EC50 pari a 20,7 mg'te 1297 mg L, rispettivamente per le ENP ed il bulk, evidenziando
undazione tossica nettamente superiore delle
Léal ga uR.isubepithtad ktaa oggetto di studio da parte di Aruoja et al (2006), che
hanno potuto testato gli effetti del nCulDtest di inibizione della crescita cellulare ha messo in

luce un valore di EC50 pari a 0,71 mg,lun EC20 = 0,50 mgted una NOEC = 0,42 mg'L

Adulti di M. galloprovincialisesposti a 10 pg tdi CuO per 15 gg non hanno fatto registrare
effetti di mortalita ma, dall'esame delle branchie, € emerso un accumulo di ENP compreso tra
9,8 e 12,5 pg §(Gomes et al, 2011). Si & visto inoltre: un antedi SOD in modo lineare, e di

CAT, dopo 3 gg; il GPX é rimasto costante; le MT aumentavano linearmente ed e stato
registrato un decrementodede pendent e del | 6 e rSerobiuariagparatai | ¢ o |
e stata adoperata da Buffet et al (201&) pn test che ha valutato non solo degli endpoint
cellul ari ma anche compor t adn€udtperllé gg, ha datos p 0 s
registrare | 6aumento di ENP negl i organi s mi
(MetalloTioneine Like Prote). Inoltre si € vista una diminuzione del comportamento
del |l 6i nfossamento e del tasso di nutrizione.
Heinlaan et al (2007) hanno testato il nCuO €@nmagna osservando, a 24 h, un valore di

LC50 pari a 3,2 mg £, un LC20 di 1,2 mg t ed una NOEC = 0,5ng L. Le evidenze
sperimentali ricavate da Blinova et al (2010), con la stessa specie, non sono confrontabili poiché
hanno mostrato, a 48 h, dei valori di EC50 compresi in un intervallo che si estendeva tra 2,6 e
200 mg L*. Heinlaan et al (2007) nelvaro gia citato hanno impiegato anche il crostateo
platyurus esponendolo per a 48 h alle ENP di nCuO e ricavandone un valore di LC50 = 2,1 mg
L%, un LC20 = 1,65 mgted una NOEC = 1,5 mg'L

14¢



Embrioni diD. rerio sono stati esposti al nZnO a concaatoni pari a 1,5, 10, 25, 50 e 100 mg

L per 8, 24, 32, 48 e 96 h (Bai et al, 2009). Gli autori hanno osservato che, a 96 h, la mortalita

era a 50 e 100 mg™. rispettivamente, per 28,3% e 65% mgL i nol tre, al |l 6aun
concentrazione di espzione, diminuiva il tasso di schiuse e si allungavano i tempi necessari
alla schiusa. LOHT50 (tempo di schiusa medi an
a5 mg [*eradi 72 h c.a. Infine, sono state osservate malformazioni alla ctedpi @mbrioni a

96 h, per una concentrazione > 10 my Embrioni della medesima specie sono stati impiegati

da Xiong et al (2011) per un test di tossicita a 96 h. Le concentrazione di esposizione piu alta era

di 50 mg L% In corrispondenza di 30 mg'igli autori hanno potuto registrare una mortalita pari

al 100% ed un valore di LC50 = 4,92 mg;la 5 mg L%, inoltre, si & potuto apprezzare, rispetto

al controll o, un aumento di SOD nel fegat o (
branchieia |l or i ri manevano costanti. E6 stata appr
fegato, nelldintestino ma non nelle branchie;

nelle branchie non si e visto alcun danno alle membrane cellulari mastateorilevate la

fuoriuscita e la perdita di materiale cellulare. Johnston et al (2010) hanno esposto esemplari
adulti di O. mykissal nZnO sia attraverso la colonna d'acqua, tra 24 h e 14 gg, sia attraverso

| 6al i mentazi one per ™albscopm dimisBadela biddisponitslitasledled 0 Og
ENP. I risultat:i hanno evidenziato undassun

|l egger mente superiore per | 6assunzione attrav
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7. TOSSICOLOGIA DELLE ENP

In queso capitolo sono fornite alcune informazioni inerenti la tossicologia umana delle
nanoparticelle, quali le possibili vie di ingresso negli organismi, i processi di penetrazione
all 6interno delle cellule ed i .Sowamateeléensatei di

alcune dell e patol ogie osservate, riconducib
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7. TOSSICOLOGIA DELLE ENP

7.1 Tossicocineticadelle ENP

7.1.1 Barriere fisiologiche

Ancora una volta, le problemath e che s riscontrano nell 6affr
divario esistente tra | a velocit”™ della dif f:
valutazione dell 6esposi zione nei soggetttid esp
assodato che,udr ant e | pedmeosBENP om®essono penetrare ne

principali barriere fisiologiche, costituite daistema respiratorio, cute e sistema digerente
(Simko et al, 2010). Superate tali barriere, le ENP possono tiensienella circolazione
sanguignae, in questo caso, sono in grado, potenzialmente, di raggiungere tutti gli altri organi e

tessuti, in maniera piu 0 meno diretfig.(7.1).

Inalazione

At tual ment e, | 6 as s un mnalazione é abrederbta la BEaNIPespadizibomrea v e r s
piu critica, in particolar modo per coloro i quali lavorano nei vari settori di produzione (Wang et

al, 2011). | polmoni offrono quasi 2300 Km di vie aeree e si compongono di circa 300 milioni di
alveoli. Le barriere respirate possono filtrare al massimo particelle aventi 0,5 pm di diametro,

grazie ai filtri piu fini costituiti dagli alveoli bronchiali. Tuttavia si intuisce come essi siano
insufficienti a fermare le ENP propriamente dette- (100 nm). Attraverso la respirane,

quindi, queste possono diffondersi nei polmoni e, da qui, nella circolazione sanguigna. Inoltre,
esiste una via dbéaccesso pi % breve, difg.etta a
7. 2) . Sembra che | 6i rebckimaapelmamareepossarvariareé ie furzibhe e d
della forma, sferica o allungata, di tali materiali. Le ENP sferiche sembrano potersi depositare

sui polmoni piu facilmente, riuscendo, poi, a penetrare nella circolazione sis{@bealorster

et al, 2005)

Contatto cutaneo

Se lacute e sanail suo strato superficiale, denominato epiderma, risulta sostanzialmente
impermeabile alle ENP ma il livello sottostante, ovvero il derma, € abbondantemente irrorato di
sangue e quindi & potenzialmente in grado di tragpoie ENP, convogliandole nel sistema
linfatico (Oberdorster et al, 20D5
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Ingestione

Il tratto gastreintestinale € un complessostema di barrieg di scambioe costituisce la

principale via attraverso cui le macromolecole possono entrare nel cadifiped i microvilli

intestinali, l a cul s u p e rifsono responsabilt della enaggior a | |

parte del |l 6assorbi ment o. Da

successivamente, nella circolazione sanguignad&let al, 2011).

qui ,

ﬁ Vie certe
= = = p Ve potenziali
N Aria, Trasporto e .
| Me= acqua, rilascio di Aria Cibo,
sposizione indumenti farmaci acqua
Deposijzione Iniezione Inalazione Ingestione
Vie Cute Tratto re;piratorlio ) Tratto Gl
i tracheo- |alveo-
assorbimento | nasale bronchiale‘ lare ":f
e
i Neuroni $ ’
i § !
e
I SNC <> I 1
‘¥
i ’ !
SNP . 1
1 y 4 Linfa
I > -
T§510,132|9ne 1 Sistema _’ (piastrine, monociti, Fegato
© QIS I linfatico cellule endoteliali)
|
|
| |
1 Midollo osseo | Altri siti Reni 1 Milza Cuore
I l 1
v 7 pum v
es;I:zi{ilne Sudorazione/esfoliazione Urine Latte materno Feci
Figura7.1i Vi e di ingresso certe (linee piene)

e

e

ENP

potenzi a

Gl = Gastro Intestinale; SNC = Sistema Nervoso Centrale; SNP = Sistema Nervoso Periferico

(Libro Biancoi Effetti sulla salute dei nanomateriali ingegnerizzati, Autori Vari, 2010).
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7.1.2 Ingresso nelle cellule
Sembra che le ®P possao penetrare alldinterno dell e <ce
processi di endocitosbkocaj et gl2011). In particolar modo, la via di assunzione preferenziale
del l e ENP avent. di mensi oni compr e mediathdaa 50
clatrina,una proteina che accentua | 6invaginazi one
formazione di una vescicola (Barillet et al, 201Qrtleelle comprese tra 200 e 1000,nnvece,
entrerebbero soprattutto attravetaanacropinocitos ol 6 endoci t ocaveolamendi at a ¢
sorta di fossette della superficie cellulare che si introflettono nella cellula (Barillet et al, 2010)
(fig. 7.3). Altri autori (Oberdorsteret al, 2005) ipotizzano il meccanismo tdanscitosi, una
forma di pinociosi in cui il materiale viene trasportato in una certa regione della membrana
cellulare, in maniera non libera ma vincolata. Secondo Skocaj et al (2011), infine, le ENP
possono penetrare nelle cellule anche per semplidisione passiva Naturalmente
| a@sunzione delle ENP da parte delle cellule dipende gial citate proprieta quatliimensioni,
forma, carica superficiale, solubilita e dalla presenza di gruppi funzionali che le possono rendere

idrofile o lipofile.
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7.2 Tossicodinamica delle ENP

E6 da premettere che | 6informazi one dhivivoc ui 0g
effettuati principalmente su piccoli roditori oppure da tastitro su lineecellulari sia animali

che umane.

7.2.1 Principali meccanismi di tossicita
Unawltasuperate | e barriere cellulari, l e ENP poc
di tossicita possono essere molti e differenti, a seconda del tipo dideNPersaglio da queste
raggiunto e del tipo di ri sposta i mmunitaria
manifestazione degli effetti patologici si possono raggruppare in poche categorie.
Uno dei meccanismi di tossicita piu comunementetioddalle ENP € quello dellaroduzione
dROS. Quasi tutte | e ENP organiche e metallich
favorire la produzione di sostanze altamente reattive in grado di causare stress ossidativo.
Questo, a sua volta, esponsabile di danni cellulari quali distruzione dei mitocondri, danni alla
struttura del DNA e delle proteine, degenerazione dello strato fosfolipidico della membrana
cellulare e apoptosi. (AA.VV., Libro Bianco, 2010).
Un altro meccanismo di tossicitéomune alle sole ENP metalliche, & legataeilakcio di ioni
che possono interferire con i processi cellulari. Ad esempio, nel caso specifico del nAg, tale
fenomeno  responsabile dell dinterferenza con
Marr, 2010).
Infine, si vuole menzionare un meccanismo di tossicita, ad oggi osservato solamente nei
SWCNTSs, che consiste in wanno strutturale della cellula. Lo studio di Tian et al (2007) sui
fibrobl asti umani esposti a ii ENSI\EifeTisSeso comdet t e v a
proteine del citoscheletro cellulare, impedendo alla cellula di aderire alla matrice extracellulare.
In questo modo la struttura funzionale della cellula risultava inesorabilmente compromessa (figg.
7.4a)eh)7.5e7.6).
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Figura7.4a)ebdMor f ol ogia di fibroblasti umani: cellula tip
(Tian et al 2007).

cytoskeleton

Figura 7.57 Rappresentazione grafica del meccanismo di interferenza d€il$W6s con | e pr
strutturali della cellula, responsabili della sua adesione alla matrice extracellulare (ECM);
FAK = Focal Adhesion Kinas€Tian et al, 2007).

Figura 7.6 i Cambiamenti
mor fologici n
una cellula di fibroblasti
umani , espost
(Tian et al, 2007).

7.2.2 Effetti di tossicita
7.2.2.1 Effetti sulle vie aee
Le ENP piu fini sembrano essassociate a numerosi effetti avversi per le vie respiratorie, quali
inflammazioni, accumulo di particelle e proliferazione di cellule epiteliali, seguita da fibrosi,
enfisema ed insorgenza di tum@gBorm et al, 20040berddster et al, 1994) In generale,
recent. ricerche hanno dimostrato come | 0i ne
immunitario di combattere le infezioni (Lucarelli et al, 2004J esempio, queste sono in grado
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di mo d i f i cca fumzionk difensivardei maaofagi, modificando la loro attivitd nei
confronti delle infezioni (Buzea et al, 2007).

Pi Y in particolare si vuol segnal are come |
mostrato un effetto citotossico similare a dquel del | asbesto crisotilo
indurre il mesotelioma polmonare (Blam & Lead, 2008; Wise and Brasuel, 2011).
Léinal azione di nAg negl. i esser.i umani , i nve

respiratorio e cardiovascolare, nonasma, bronchite cronica ed infezioni alle vie respiratorie

(Quadros an Marr, 2010). Lbéazione del nAg  p
di Troiao. La cellul a, infatti, possiede dei
ionfAgbed ~ in grado di riconoscerl. ed i mpedirn
fronte alle ENP, che riescono ad oltrepassar
liberano gli ioni Ad, con conseguenze deleterie per la celllee | | 6esempi o ri po

Quadros and Marr (2010), si puo vedere come questi interferiscano con i tioli degli enzimi

deputati alla riproduzione cellulare, bloccando, cosi, tale processo (fig. 7.7).

Silver ion exposure Trojan horse effect

Ag" binds to thiols (HS")
present in proteins and enzymes,
interrupting cell reproduction

+ :

Ag*are consumed Cell engulfs nanoparticle
before reaching vital that is releasing Ag*
cellular components

Figura 771 Ef fet t o ficavall o diepisenao: | ENfmechbr dgaotcéel | ul ar e
rilasciano ioni AJ. Questi interagiscono con gli enzimi, interrompendo il processo di riproduzione
cellulare (Quadros and Marr, 2010).

7.2.2.2 Effetti neurologici
Le evidenze sperimentali hao suggerito che malattie degenerative del sistema nervoso, quali il
morbo di Alzheimer e quello di Parkinson, sono correlate allo stress ossidativo causato da un
elevato accumulo di metalli (Cu, Zn, Al, e soprattutto Fe) in alcune zone del cervellmeiemo
che porta alla perdita di funzionalita e al danno cellulare (Liu et al, 2D0®) € necessario per
molte funzioni cellulari ed il cervello lo accumula in continuazione. Per prevenirne gli effetti
tossici, dovut. all 6d doumgwlno sproo dirae sssvii M Al pga@r o

di stoccarl o in una proteina, detta ferritin:
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soglia, non funziona in modo adeguato e la sua disfunzione provoca stress ossidativo e danni ai

neuroni (Quintanat al, 2006)

7.2.2.3 Effetti sulla circolazione sanguigna

Trombosi

La traslocazione di ENP nel sistema <circol
trombi , ovvero coaugul i di sangue ( Ne mata@re et ¢
molto rapida e | a trombosi S i mani festa dul

inalate, le ENP possono essere rinvenute nei globuli rossi dei capillari polmonari e questo porta a
pensare che si mani f est ianalba ridoftaf capadita di tasporeo | 06
del | 6ossigeno da parte di tali cellul e.
Disfunzioni cardiovascolari

E6 pacifico che | 6inalazione dell e ENP possa
2007), nonostante la relazione tra tali patologia préesenza di ENP nei polmoni, non sia ancora
stata chiarita. Gl i aut or i i potizzano che |
innescare un rilascio sistematico di citochine che pud portare a degli effetti cardiovascolari

avversi.

7.2.24 Effetti su fegato e reni
Ad oggi, le conoscenze degli effetti delle ENP su fegato, reni e milza sono ancora molto poche
ma comungque  ipotizzabile che | daccumulo d
citotossicita da cui, in un secondo momentpossono Gaturire diverse patologie (Buzea et al,
2007). Ad esempio, il detrito micro e nano strutturato proveniente dalle protesi dentarie, una
vol ta assorbito dal |l 6i ntestino, pu, condur
condizioni fisiche. Hebre, milza e fegato ingrossati, soppressione del flusso biliare e blocco
acuto renale sono sintomi compar si in alcun
ponti dentari in porcellanaTali sintomi sono scomparsi dopo la rimozione delle protesi
(Ballestri et al, 2001).

7.2.2.5 Effettisul tratto gastrimtestinale
Sembra che la tossicita delle ENP nel tratto gastrointestinale sia ridotta, a causa del complesso
mi scugl i o di ci bo, enzi mi e batt eineiLe BNP, S 0 |
sembrano causare patologie quali il morb&€rbhn coliti ulcerose e cancro. Nei soggetti affetti

da tali disturbi, infatti, sono state rinvenute, nei tessuti del colon, ENP di C, fillosilicati ceramici,
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gesso, S, Ca, Sipacciaio, Ag e Zryrisultati completamente assenti, invece, nei soggetti sani
(Gatti, 2004) . Le di mensioni variavano tra 50
la parte sana e la formazione cancerosa. Recentemente é stato osservato come il@nohino di
slasassociato ad wunbdassunzi oinlam)dalla detat(lomet at &l,e | | i
2002). Attual mente | a questione non  ancor a
ENP a causare tale patol ogi a onganismaquando®isne o U N ¢

esposto ad esse (Lomer et al, 2004).

7.2.2.6 Effetti sulla cute
Mol t i processi produtti vi ,dperl il [dvoratod, gcasidadii a mo c
esposizione alle ENP e a piccole fibre. Inoltre, esistono moltegssita per quelli che possono
essere i rischi dei consumat or i deri wadti dal
ZnoO. A questo proposito si vuol segnal are |
European Proj ect aeanm@d0Z 2007adi recerched semlra emérgerg che
il NnTiO, non sia in grado di penetrare la cute, se questa & sana. Per il nZnO, invece, questo
risultato non sembra essere valido, come dichiarato da Gulson et al (2010), i quali hanno potuto
dimostrarecome il nZnO riesca a penetrare, attraverso la pelle, nella circolazione sanguigna.
Il potere antibatterico del nAg € ormai noto, come €& nota la sua capacita di ridurre
|l 6i nfi ammazione e f dProanrand Rurd,|2804Dann etadl r2004)z azi o n
Purtroppo le stesse proprieta che lo rendono un buon antibatterico possono renderlo pericoloso
per la salute delle cellule umane. Sembra infatti che, a concentrazioni tali da essere letale per i

batteri, questo sia letale anche per i cheratinociti galbllasti umaniPoon and Burd, 2004).
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Di sequito, r favorire la sintesi delle informazioni sin qui trasmess®o state inserite due

fi

gur e i

nerent.i

gl i

effetti avver si

per

gl i

(fig. 7.8) (Buzea et al, 2007) raggruppa le differenti patologie in funzione dei diversi organi

bersaglio, mentre la seconda (fig. 7.9) (AA.VV., Libro Bianco, 2010) evidenzia gli effetti

avversi ed i meccanismi di tossicita, suddividendoli in base al tipo di EsNMui possono

originarsi.

NANOPARTICLES INTERNALIZED
IN CELLS

Mithocondrion
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Membrane «—
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\ Y
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Y
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Figura 7.8/ Vie di ingresso, organi bersaglio e patologie connesse alle NP (Buzea et al, 2007).
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Tabella 5.1 Meccanismi d'azione dei NM

Nanomateriali

Meccanismi d'azione

SWCNT

Diminuzione della capacita di adesione cellulare, riduzione della
proliferazione cellulare, induzione di apoptosi. Stress ossidativo
e danno al DNA

MWCNT

Penetrazione nella cellula e riduzione della vitalita cellulare e
rilascio di IL-8. Generazione di ROS. Infiammazione, fibrosi e
granuloma del polmone e sviluppo di mesotelioma.

mutagenicita

Considerati meno tossici dei CNT. Produzione di ROS, induzione di danno al DNA,
e induzione di aberrazioni cromosomiche e micronuclei.

Ti03, 7n0,
Si0; e FexOx

Induzione di danno al DNA tramite produzione di ROS e risposta
infiammatoria.

AL,

Produzione di ROS
Risposta pro-infiammatoria

Induzione produzione di ROS, SCE, aumento della frequenza dei
micronuclei e carcinoma polmonare.

Deplezione di glutatione e stress ossidativo come risultato della
foto attivita e proprieta redox. Distruzione della membrana.

Produzione di ROS. Dissoluzione e rilascio di cationi tossici.
Danno lisosomiale. Infiammazione.

Dissoluzione e rilascio di Ag", inibizione enzimi respiratori e
produzione di ATP. Produzione di ROS. Distruzione dell'integrita di
membrana e dei processi di trasporto.

Aumentata espressione e fosforilazione di p53, rotture della
catena di DNA e aberrazioni cromosomiche.

Dissoluzione e rilascio di ioni Cd e Se tossici.

u C 2 0 “s w
liberazione Fe"". Interferenza con il trasporto degli ioni della
membrana cellulare.

Cu0

Induzione di danno al DNA e stress ossidativo

Penetrazione nel nucleo della cellula attraverso la membrana e induzione di rotture
della catena del DNA, attivazione di p53 e condensazione cromatinica.
La presenza di ZnS riduce la cito-genotossicita.

Figura7.9 Meccani s mi
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8. LA BATTERIA DI ORGANISMI UTILIZZATA NEI TEST DI
TOSSI CI TAO

I n guesto capitol o sono des c rtasperimentdlesdi guesta g o |
tesi di dottorato. Per ognuna di esse sono riportate informazioni su classificazione, morfologia,
fisiologia ed ecologia. Sono inoltre elencati i principi su cui si basa il relativo test
ecotossicologico e, infine, sono spiegate rhodalita di acquisizione dei dati e della loro

rielaborazione ed interpretazione.



8. LA BATTERIA DI ORGANISMI UTILIZZATA NEI TEST DI
TOSSI CI TAGO

8.1 Introduzione
La scelta degli organismi su cui testare gli effetti del npTéQricadutasu specie marine ed e
motivata dalla scarsa produzione di studel(er et al, 2010; Zhu et al, 201)lba sua volta
riconducibile alle maggiori difficolta legate alla matrice salata (Brant et al, 2005; French et al,
2009), come gia altre volte segnalatd corso di questo lavoro (cfr. parr. 4.1.2 e 5.2).
La batteria di organi s mi mar i ni, utilizzata p

composta delle seguenti specie:

il batterioVibrio fischeri
| 6al ga uPhaeadactyllnutticarutusn
due mol | u sCrdssostrealgigas 8 rhitiloi Mytéus galloprovincialis

= =4 A -

il crostacedArtemia franciscana

Tali organismi, inoltre, sono stati selezionati per questi motivi:

- appartengono kvelli filogenetici diversi e sono quindi di derso grado evolutivo;

- hanno una diversappresentativita ecologica(produttori, consumatori, decompositori);

- hanno una diversaodalita di assunzionedelle ENP dal mezzo acquoso;

- sono tutte specie per cui esistawidi protocolli, riconosciuti a livdb internazionale, per
la conduzione di test di tossicitd con sostanze chimiche tradizionali, i quali offrono un
importante punto di riferimento;

- permettono | 6esecuzi on endmint diffeeestit (acuti,ccooniah, s S i € 0O |

cronici a breve terime).
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8.21l batterio Vibrio fischeri

8.2.1 Classificazione e morfologia
Vibrio fischeri & un batterio Gram negativo della famiglia delle Vibrionaceae, una numerosa
fami gl i a ¢mtedbacteria,lcleec@mprenade molte specie carattexidzainterazioni
di tipo cooperativo o patoger{®uby and McFatNgai, 1999).Questa famiglia & strettamente
imparentata con la famiglia delle Enterobacteriaceae; insieme costituiscgnppo enterico

(Fiorin, 1993).La classificazione completa é riasgaiin tabelle8.1

Regno Bacteria
Phylum Proteobacteria
Classe o-proteobacteria
Famiglia Vibrionaceae
Genere Vibrio
Specie Vibrio fischeri
Tabella 8.1- Classificazione dVibrio fischeriai diversi livellit assonomi ci (Bergeyds Man:t

V. fischeripossiedaina menbrana citoplasmatica rivestita esternamente da una parete cellulare,

il cui strato esteriore € composto da peptidoglicani. Questa conferisce ai batteri unaaforma
bastoncello allungato o ricurvopn un diametrodi0,50 , 8 e m e | 4in2ghmeEza di
dotato diuna propria motilita in quanto possiede fiiegelli in numero variabile da 3 a 12, polari

e rivestiti di guaina continua con la membrana estemdagro lunghezza e di circa®, & m

(Bergeyds Manual, 1984) .

Figura 821 Cellula diV. fischeri(www.classroom.sdmesa.jet

8.2.2 Fisiologia
8.2.2.1 Metabolismo
V. fischeri € un batterio anaerobio facoltativo, capace quindiivkre sia in presenza sia in

assenza di ossigend batteri enterici catabi@azano il glucosio secondo laligplisi,
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completandola poian la fermentazione acido mistd. fischerj insieme ad altre specie non
bioluminescenti, possiede anche il sistemaireatico della formico idrogenoliasi, che scinde
| 6aci do f pgerHmi Reor g eny €O Manual , 1984, Fiorin, 1¢

8.2.2.2 Bioluminescenza
La proprieta diV. fischerj utilizzata per iltestecotossicologicoe la bioluminescenza, cioé la
sua capdta di emettere una radiazione luminosa in seguito ad attivita biologica. Il fenomeno
della bioluminescenza é legato ai processi energetici vitali della cellula. La reazione é catalizzata
dall 6enzima | uciferasi e -\rwe(tdaparealcifca49@mpld uzi on

processo che porta all dédemissione | uminosa pu,

FMNH, +O, + RCOH- 01hn+FMN +H, 0+ RCOOH

dove FMNH, e il flavinmononucleotide ridotto RCOH una catena aldeidica FMN il
flavinmononucleotid®ss d at o e RCOOH | astingsetal 198%).r bossi | i co
Se e stata fatta chiarezzaui processi biochimici che portano alla produzione di
bioluminescenza, non altrettanto si puo dire sul suo significato, che si ipotizza possa essere
legato al consumd ossigeno nella cellulé&secondo alcuni autori la bioluminescenza si sarebbe
sviluppata come meccanismo di adattamento ad ambienti ossidanti di forme di vita sensibili
all 6ossigeno. Essa potrebbe rappres @msme e i |
nell a cell ul a man t(Hastiege et a,|1385; KcFdlgavaed Rulyy 2080). € M

Figura 8.3/ Bioluminescenza naturale del batteviofischeri(www.flickr.com).

8.2.3 Ecologia
V. fischerié un battdo marino con diverse nicchie ecologiche: puo vivere libero, simbionte
aspecifico nelldintestino o sulla superficie
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parassita od ospite di parassiti. Esaprofita. V. fischeri come altre specie delmereVibrio, &

mesofilg ovvero ha temperature ottimali di crescita comprese mediamente tra 25 e 40 °C. La
specie, inoltreg ossidasi positiva (cioé possiede il citocromdBcg(r gey 6 s Manual , ]
1993). Sipuotrovare in mare come componente deb e p i p Oradoréf and Golwell, 1980;

Ruby and Lee, 1998in grado di colonizzare e mineralizzare il particolato organico. La sua
affinita per il substrato solido & abbastanza elevata percio tende a legarsi alle sspletéci
soprattutto se ricchéi sostanza organica. Questa associazione con le particelle sospese avrebbe
lo scopo di permettere\A. fischeridi accedere a microambienti con una maggiore disponibilita

di nutrienti (Makemson et al, 1992)).batteri bioluminescentiinfatti, rendendo uminoso il
particol ato al gual e aderiscono, ne favori
introdotti negli intestini deglanimali marini e colonizzarli.

Per Lee and Ruby (1995). fischeripud presentarsi in due diverse forme planctonicime u
forma attiva, facil mente isolabile e identi
rappresenta una forma di resistenza ovvero uno stato in cui il batterio entra, al presentarsi di
condizioni ambientali sfavorevoli alla sopravvivenza (Leé BRaby, 1995).

| fattori, che si suppone controllino il pas
le variazioni di temperatura, la disponibilita di nutrienti, la radiazione solare; probabilmente
intervengono anche fattori genetici (Leedduby, 1995).

V. fischerida spesso luogo a simbiosi con altri organismi superiori; le piu conosciute sono con
pesci e molluschi cefalopodi, molti dei quali sono capaci di ospitarli in specifici organi luminosi.

E dnolto diffuso anche come simbionte asfieoc o come ecto o endoparassita. Ad esempio
Miguez and Combarro (2003) hanmntificatoV. fischeritra i microrganismi che parassitano

le uova diSardina pilchardusnei mari nel NoreDvest della Spagna, entre Rameshand
Venugopalan (1988) hannigolato V. fischerit r a | batter.i Si NMugil ont i
cephaluse Tachysurus arius

8.2.4 |l test Microtox®
8.2.4.1 Principi
Il test Microtox® e urtestdi tossicita acuta basato sulla inibizione della luminescenza naturale
del batteriomarino V. fischeri Quando si trovano nelle condizioni ottimali di crescita @icu
ceppi convertono circa il 10%lella loro energia metabolica chimica in energia luminosa
attraverso una reazione di trasferimento di elettroni alternativa ma strettamgaiiz #tla
respirazione (Bolognani, 1990; Polsinelli et al, 1993). Alterazueli metdolismo e della

strutturac el | ul are modi ficano il bilancio respir
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luminosa.La presenza di un tossico o di una sostanza gitdmente attiva che modifica o

inibisce alcuni aspetti della fisiologia cellulare avra come effetto una alterazione nel sistema di
trasporto degli elettronche potrae s ser e quanti ficata misurando
luminoso della sospensione fita. In pratica, il principio su cui si basa il test e clae

quantita di luce emessa, opportunamente correttapetto a |l | 6 e mche ssii wenfiea
fisiologicamente in assenza di tossicgreporzionale al danno cellulare(Pantani et al, 1994

Si otiene in questo modo una curva concentraziis@osta dalla quale e possibile estrapglare

tramite opportuna linearizzazione e regressione lineare, il valore di EC50, ossia la diluizione del
campione (o valore di concentrazione per una sostanza chimied gle determina una

di minuzione del 50% della luce emessa, nonch®e

di regressione e il suo coefficiente di correlazione.

8.2.4.2 Elaborazione dei dati
Dopo aver esposto i batteri alla sostanzdedtare, d percentuale di inibizione viene calcolata
dalla formula:

e I -1
% inibizione =—1t

tc
dovelc | i ntensit”™ | umi noguelladeecemporeinempod.l | o al t e
Plottando i dati ottenuti in un diagramma concentraziaii®zione si ottiene una curva dese
risposta dalla quale € possibile estrapolare il valore di EC50.
Per la determinazione dei parametri tossicologicinonee ut i | i zzat amaluma % do i
funzione chiamata Gamma, ricavata per via cinetica e @ddegjla concentrazione del tossico.
La funzione matematica che esprime gamma e:

G=k"
dove C ¢é la concentrazione del tossico, p € il numero di molecole di tossico per organo bersaglio
e k e un fattore composito che lega energia libera dieanenti di volume durante la reazione
(Microbics Corporation, 1992La forma logaritmica di tale equazione permette di ottenere una
relazione linarediCinnzi one di a:

LogC=b@ ogG+ Loga

Questa | dequazione di una retta i n culi Log
indi pendente Log G attraverso un coefficiente
a (intercetta). Il valax sperimentale di Gamma viene calcolato a partire dai dati di

bioluminescenza. La definizione da@ma é diversa a seconda del protocollo utilizzato nei test.
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Nel caso la sostanza o il campione mostrino effetto toskdunzione @mma assumera valori
positi vi proporzional mente all éintensit”™ di
biostimolatorio).

E quindi possibile calcolare la concentrazione alla quale si vuole avere un certo effetto nominale
(esempio: EC50, EC30, ecc...) attragers u n 6 a n a | iigsegressionelingare diogcGa d
(variabil e indi pendent e) in funzione di Lo
rappresena un val or e dquindilie fagilamente cacolabile iquarstcs potenza

del | 6i mgaer cetta L

Azur Environmental fornisce un software che, una volta collegato il fotometro ad un PC, & in
grado di registrare aut omat i odelaberard i€ati btinuth t e n s

fornendo cos?® uno strumento per il calcol o r

8.2.4.3 Caratteristiche
Dal punto di vista evolutivoi batteri sonadistanti daorganismisuperioriquali invertebrati e
pescie, quindi, i risultati potrebbero non essere adeguati fpenire i criteri di protezione di
guesti ultimi. Nonostante @, alcuniautori hanno pero evidenziato chdatteri possiedono
percorsi biochimici conservati anche negli organismi superiori e mostrano un certo grado di
complessita delle membrane celluléigenberg, 1993; Ross, 199%aratteristiche per le quali
es$ possono essere utilizzati al posto di organismi piu evoluti.
|l vantaggi del | 0ut Mitrotox®& sonodiassuhtiinei seguerdgi guati: de |l t e
1) esiguequantita di campione necessaé permette di condurre test su matrici disponibili
in quantta limitate
2) basso rapporto costibenefici. disponibilita continua di organismi test, possibilita di
effettuare test frequentemente ed in spazi ridotti, basse spese di esercizio (hnumero di
operatori e i consumi ridotti) eosto (relativamente) basso deltrumento rendono
Microtox® assai adatto per programmi di screening o monitoraggio che richiedano tempi
brevi e un numero di campioni statisticamente adeguato agli obhiettivi
3) rilevanza ecologicanegli ecosistemi acquatici: il livello trofico dei detribinr ricopre un
ruolo molto importante nel ciclo dei nutrienRémaiah and Chandramohan, 1992; Ross,
1993). Aquestd i vel |l o appartengono anche i batt
avrebbe sicuramente effetti sugli altri livelli trofici. Battedemplete di test in grado di
coprire il maggior numero di livelli possibile dovrebbero quindi comprentkstcon

batteri
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4) riproducibilita : € stad oggetto di diversi studi (Dutka and Kwan, 1981; Vasseur et al,

5)

6)

7

8)

1984) cheriportano risultati con un CY\CV =[ SD / medathd va Hah3lad 2D%o,

con riferimento alla matrice e al tempo di esposizione. | dati ottenuti sono assai inferiori

a quelli trovati per i pit comuni test su pesci, che sono pari a circa iB3% (Vasseur

et al, 1984; Ross, 1993). d evdta riproducibilita € dovuta alla standardizzazione della
preparazione del materiale e delle condizioni opexgde Zweart and Slooff, 1983);

sensibilita: V. fischeri non e sensibile a tutte le sostaneg anche quando lo €, la
reazione e diintensitdi ver sa secondo | a natura e |l a m
mostra una diversa sensibilita tra compastjanici e metalli (Vasseur et al. 1984),

legata soprattutto ai meccanismi e alla cinetica di reazione. Diversi fattori possono
influenzare larispost a d el | 6tempgraturd, pHealinith e gempo di
esposizione Nonostante tutto la sensibilita dslicrotox® Test per gran parte delle

sostanze pure testate & dello stesso ordine di grandezza rispetto ad altri organismi
acquatici superiori(asseur et al, 1984);

standardizzazione esistono diversi protocolli standard, nazionali e internazionali,
caratterizzati da poche e semplici operazioni;

semplicita di esecuzione: i protocolli presenti nei manuali e nelle linee guida standard

sono riportatin dettaglio e sono di facile comprensione. Questo facilita I'addestramento

del personale e rendetdstme no soggetto al;l 6errore sperim
rapidita : Il testMicrotox® e uno dei piu rapidi se confrontato con i tradizionali test che
impiegano crosta e pesci Daphnia magna48 h EC50; Salmo trutta24 h LC50;

Carassius auratu896 h LC50; Oncorhynchus mykisg6 h LC50); la preparazione delle
diluizioni, | 6esecuzione del test e | 6el ab
di un‘ora (Vasseur etl. 1984; Ross, 1993). La maggioepidita di esecuzione del test

consente sia di aumentare il numero di campioni saggiati sia di ottenere dei dati di

tossicita in tempo reale.

Tutte queste caratteristiche fanno del test MicrBtom test accettato a ligllo mondiale,

soprattutto pr test di monitoraggio o screening (Vasseur et al, 1984; Ross, 1993; Pantani et
al,1994) .
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8. 3 L 06al gaPhaesvdactyduin tricotnaume

8.3.1 Classificazione e morfologia
Phaeodactylum tricornutum u n 6 a hagisicellmae e bentonica ampiamente diffusa nelle
zone costiere. Appartiene al gruppo delle diatomee che, generalmente, possiedono una parete
cellulare ben silicizzata (Francius et al, 2008). Le diatomee sono alghe brune appartenenti alla
divisione dek Het erokonta <c¢he, S i pensa, possano
secondaria instauratasi tra un alga rossa (Rhodophyta) ed un flagellato eterotrofico (appartenente

agli Oomycetes) circa 300 milioni di anni fa (Scala et al, 20B2}ricornutum venne isolato

per l a prima volta negl:] u. S. A. d a Nitdsthiae n e
closteriumf or ma mi nuti ssi mao (Lewin et al , 1958) .
tabella 8.4.

Regno Plantae

Phylum Heterokontophyta

Classe Bacillariophyceae

Famiglia Phaeodactylaceae

Genere Phaeodactylum

Specie Phaeodactylum tricornutum

Tabella 8.4 Classificazione dPhaeodactylum tricornuturai diversi livelli tassonomici.

Esso possiedige morfotipi : a) fusiforme, b) triradial e (forma atipica della varieta fusiforme) e

c) ovale (figg. 8.5 a, b, c). Il morfotipo fusiforme € lungo26 0 e m ed ha u®d di a

e m,; i mor fotipo triraiOalean Hda tlruemglhreaczai cd
nucleocentr al e; i mor fotipo ovale il pi % col
emLe cause dell dalternanza delle tre forme n

a fattori ambientali quali la luce e la disponibilita dei nutrienti.dBfurecedenti, ad esempio,

hanno rilevato che le cellule fusiformi tendono a trasformarsi in ovoidali se trasferite in un
medium solido; viceversa, le ovoidali acquisiscono sembianze fusiformi se trasferite in un
medium liquido (Barker, 1935; Wilson e Ligal942; Lewin et al, 1938). A differenza delle

altre diatomee, che possiedono uno scheletro in sHic&jcornutumnon ha bisogno di silicio

per crescere e presenta una parete cellulare composta essenzialmente da composti organici
(Tesson et al.,, 2009 6 est ensi one dell a silicizzazione
morfotipo. La forma ovale é l'unica che pu0 sintetizzare vere teche in silice. Al contrario i

morfotipi fusiformi e triradiati presentano superfici lisce, non strutturate e sono darattie da
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pareti cellulari che possiedono quasi esclusivamente componenti organiche, principalmente
polisaccaridi, proteine e una piccola quantita di lipidi (Tesson et al., 2009). La parete cellulare
della forma ovale silicizzata e circa cinque volte pgida delle due forme non silicizzate, che

risultano essere dunque notevolmente piu morbide (Francius et al., 2008).

Figure 8.5 &): P. tricornutum

morfotipo fusiforme (a), triradiale
(b) e ovale (c) (Francius et a
2008).

8.3.2 EEologia
P. tricornutumeé una specie largamente diffusa poiché pud crescere in un ampio intervallo di
luce e temperatura (Lewin et al, 1958). Essa infatti pud essere ritrovata in ambienti- marino
costieri, cosi come in acque interne (Francius et al, 20@8)eCe altre diatomee, questa specie

e una delle componenti digloplancton e si trova alla base della catena alimentare marina. Essa

infatti — in grado di sintetizzare biomassa ¢
come fonte di energigrazie alla presenza i pi gment i g u a icaroteheae lac | or o f
di adinoxantina (Ragni and DO6Al cal ", 2007) , ch

colorazione giallastronarroncina.

Recentemente (Allen et al, 2011), proprio a partire dagli studieswdrga diP. tricornutum si &
scoperto che le diatomee marine hanno un ciclo dell'urea simile a quello degli animali e che
guesto ciclo consente alle diatomee di utilizzare efficacemente il carbonio e l'azoto presenti
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nell ambi ent e c estocspiegher®bbe la capakita dilripresa di taligooganismi
dopo un periodo di scarsita dei nutrienti disponibili (Allen et al, 2011), evento visibile
soprattutto dopo i fenomeni di upwelling. In risposta alla risalita delle correnti dalle acque
profonde d#'oceano, le diatomee sono in grado di riprendersi velocemente da prolungati periodi
di privazione di nutrienti e di proliferare rapidamente. La cosa e evidente anche in laboratorio,
guando, dopo il rinnovo delle soluzioni di nutrienti, si assiste rapd#nalla comparsa della

fase di crescita esponenziale. La presenza di questo ciclo potrebbe essere una delle spiegazioni
che giustifica il dominio delle diatomee negli ambienti marini. Lo studio suggerisce che le
diatomee possano aver seguito un percessautivo fondamentalmente diverso dalle piante,
dalle alghe verdi e dagli altri produttori di ossigeno e che, prima dell'acquisizione evolutiva dei
meccanismi fotosintetici, gli antenati delle diatomee erano forse piu strettamente legate agli

antenati delganimali che a quelli delle piante (Allen et al, 2011).

8.3.3 Il test di tossicita
8.3.3.1 Principi

Il test di inibizione della crescita cellulare e un test di tossicita cronica a breve termine, basato
sulla riduzione del tasso di crescita gpec di una coltura cellulare esposta per 72 h ad un
tossico, rispetto ad una coltura cellulare di controllo negativo, mantenuta alle stesse condizioni
della precedente. In condizioni ottimali, infatti, & previsto che la coltura cellulare, dopo 72 h,
abbe raggiunto | 6apice della fase esponenzi al
organismi si trovano in questa fase. Prima del test si effettuano dei conteggi nel controllo
negativo per stabilire la sua densita, conteggi che saranno rigepati72 h per ricavare il tasso
di crescita specifico del controllo. Il confronto di questo dato col tasso specifico di crescita del
percentuali di inibizione della crescita cellulare sono quindi proporzionali agletti espletati

dal tossico nei confronti degli organismi.

8.3.3.2 Elaborazione dei dati
Trascorse 72 h dall déinizio del test si pu,
negativo dalla seguente relazione:

_ In(N) - In(N,)
B tL - to




dove p e il tasso di crescita specificordappresenta il periodo di inizio del testltperiodo in

cui termina il test e Ned N, sono, rispettivamente, i valori delle densita cellulari ritega;, a

to.

Dal tasso di crescita specifico cosi calcolato o, meglio, dal dato medio delle differenti repliche
(Uc), € possibile ricavare la percentuale di inibizione cellulare per il-&sitrio con la seguente

relazione:

m

dove Iy é la percentuale di inibizione della crescita cellulare del testnio, il tasso di

I = %ﬁmgdoo
C =

crescita specifico del tesesimo e 4 rappresenta la media del tasso di crescita del controllo.
Effettuando la regressione lineare sui valori delle peuadindi inibizione ricavate rispetto alle
concentrazioni a cui tal.i effetti saqreael st at i
coefficiente angolarendi una retta nella generica forma:

Y =mX+q
Da questodoultimanse Froc@bvaa, agesbbmche questo
i ni bizione ©pari al 50 %, per cui , basta egua

concentrazione in corrispondenza della quale si verifica un effetto di inibizione pari al 50%.

8.3.3.3 Caratteristiche
Ad oggi e possibile trovare in letteratura numerosi articoli in cui si fa riferimento a varie
metodologie di saggio coR. tricornutum Il saggio piu diffuso e quello di Inibizione Algale
(ISO 10253) ma a questo si aggiungono, inigmn recenti, test di tossicita piu complessi
(Gentile, 2010)Ad esempio, per misurare la tossicita di alcuni composti chimici, Lundy et al
(1984) hanno impiegato lelue specieP. tricornutum e Cyclotella cryptica misurando
| 6al t er azi o aledudela biomaspagotale.tAlri aditari, inoltre, hanno realizzato dei
test ecotossicologici col. tricornutum considerando come endpoint la concentrazione di
clorofila-a, | a di vi sione cellulare e | 0attivit”™ enz
In generalej vantaggi offerti dal test sono riassunti nei seguenti punti:
1) gli organismisono difacile coltura e dirapida disponibilita: per il mantenimento della
coltura, infatti, € sufficiente inoculare 8 mL di una precedente coltura in una beuta
contenente 100 md i mezzo di crescita rinnovat o; S ¢
test ecotossicologici,  sufficiente effet

test per garantire che la coltura si trovi nella fase di crescita esponenziale;
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2) basso rappoto costi-benefici: disponibilita continua di organismi test, possibilita di
effettuare il test frequentemente, in spazi ridotti e utilizzando volumi ridotti, basse spese
di esercizio (numero di operatori e i consumi ridotti) e di mantenimento dellaaoltur

3) rilevanza ecologica negli ecosistemi acquatici: le alghe rivestono il ruolo molto
importante di produttori primari e sono quindi alla base della catena alimentare.
Léalterazione di guest.i organi s mi potreb
nel 6i ntero ecosi stema interessato; una ba
escludere i test con le alghe;

4) riproducibilita : il protocollo (UNI EN ISO, 2006), in merito al tossico di riferimento
(K»Cr,05), riporta un valore di IC50 pari a 20 mg (n = 10) con un CV (CV = [SD /
medi al] A1T00) = 26 %;

5) standardizzazione esistono diversi protocolli standard, nazionali e internazionali, che

descrivono le varie fasi del test in maniera sistematica e puntuale.



8.4 | bivalvi Crassostrea igase Mytilus galloprovincialis

8.4.1. Classificazione e morfologia
| bivalvi marini del genereCrassostreae Mytilus sono organismi filtratori comunemente
utilizzat.i come bioindicatori del |l a qgsomol it~ d
in grado di bioaccumulare sia inquinanti organici sia metalli pesanti, e rispondono alle
alterazioni indotte con caratteristici meccanismi fisiologici e genetici (Varotto, 2007). Piu in
particolare, la speciMytilus galloprovincialisé presente a fudini temperate in entrambi gli
emisferi, anche se le sue zone di distribuzione possono comprendere acque piu calde come
guel l e del mar Merassostreargiggsnvece, origihadamenterera ena specie
esotica, proveniente dal Giappond e i nt rodotta nelle zone <costi
occidentale. Oggi questa specie si puo ritrovare in Giappone, Corea, Siberia, Australia, Stati
Uniti e Canada. In Europa € presente dalle isole inglesi fino al Portogallo ed anche nel mar
Mediterranece nel | 6 Adri atico (fonte: www. fao. org) .

specie é riassunta nelle tabelle 8.6 e 8.7.

Regno Animalia
Phylum Mollusca
Classe Bivalvia

Famiglia Mytilidae

Genere Mytilus

Specie Mytilus galloprovincialis

Tabella 8.6- Classificazione dMytilus galloprovincialisai diversi livelli tassonomici.

Regno Animalia

Phylum Mollusca

Classe Bivalvia

Famiglia Ostreidae

Genere Crassostrea
Specie Crassostrea gigas

Tabella 8.7- Classificazione dCrassostrea gigaai diversi livelli tassonomici.

| molluschi bivalviC. gigase M. galloprovincialispossiedono le caratteristiche per essere dei

buoni indicatori di qualita ambientale.

17C



Figura 8.8 (a) e (b) Esemplari di mitiliM. galloprovincialis(a sx) e di ostric&. gigas(a dx).

Il mitilo M. galloprovincialispossiede una conchiglia piuttosto liscia con due valve unite da del
tessuto connettivo detto legamento della cerniera. Inoltre possiede deblimad esso
antagoni st det ti muscol i adduttori, respo.l
muscolosa, chiamata piede, e invece utilizzata dai mitili per sondare il substrato e,
eventualmente, effettuare brevi spostamenti. Una volta raggiustibstrato piu idoneo i mitili
producono dei filamenti proteici (bisso) che permettono loro di aderirvi efficacemente. Le
gonadi sono costituite da tessuto ghiandolare che si insinua tra gli organi digestivi ed il mantello,
una sorta di lamina che racctel la massa viscerale. Gli adulti possono raggiungere le
dimensioni di 10 cm anche se, mediamente, misurano d¢.&6 4m e sono, generalmente, di
sessi separati. La maturita sessuale e raggiunta in cirBartesi. Le femmine possono emettere
dai 5 ai 12milioni di gameti (Varotto, 2007).

L 6 o s C.rgigas &da una conchiglia estremamente ruvida, molto scanalata e laminata.
La valva inferiore ha una forma ricurva accentuata mentre quella superiore &€ piana. Come per i
mi til i, | 6 a p e r titimuacoli addutterg Dal aduttegpossiono raggiungere i 25 cm
di lunghezza anche se, di solito, le dimensioni medie sono di 19 cm. Gli adulti sono
ermafroditi proterandri ovvero nascono di sesso maschile. Circa la meta di questi restera di sesso
masclile, gli altri, invece, muteranno il sesso. La maturita sessuale e raggiunta durante il primo
anno di vita. Le ostriche sono molto prolifiche e ciascuna femmina puo rilasciare firio 2080
milioni di uova in una singola emissione (U.S. Department @fiot and U.S. Army Corps of
Engineers, 1988Biological Report 82(11.85), TR E82-4).
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