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1. INTRODUZIONE
1.1 La Valle del Fiume Sacco
1.1.1 Sviluppo industriale
La Valle del Sacco, situata nel cuore del Lazioidienale, fa riferimento in massima parte alla fncia

di Frosinone e, per un breve tratto, a quella dnRocostituendo la piu ampia sezione pianeggiagiteakio

interno fFigura 1). Il flume che la percorre, da cui deriva la deimamione, nasce a Colle Cero dal versante

orientale dei Monti Prenestini, scorre a sud-est §& Km, confluisce nel Liri e prosegue nella pianu
pontina fino a sfiorare il confine campano. Cosub percorso articolato, che alterna restringimeatine di
ampia portata (16.000 litri al secondo), questméiha, da sempre, rappresentato la principalesaddrica
della zona, concorrendo all’espansione dei cembani della provincia e al potenziamento dell'ecnizo

agricola ed industrialk.
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A SITI POTENZIALMENTE CONTAMINATI
FIUME SACCO i

SIN VALLE DEL SACCO (SITO DI BONIFICA DI INTERESSE NAZIONALE)
| COMUNI INCLUSI NEL SIN

Figura 1 Collocazione geografica della Valle del Fiume 8at@zio).

Fin dagli inizi del Novecento infatti, la Valle dSkhcco é stata protagonista di un importante gwilup
industriale, in particolare, ad opera dell'industhellica Bomprini Parodi Delfino (BPD) che nel 191
acquisto in questa zona, i suoi primi 34 ettariedieno. Il territorio scelto rispondeva perfettaeealle
esigenze logistiche, politiche ed amministrativeudiindustria bellica: era costituito da un terreno
collinoso con conformazione adatta a ricavare gellper i collaudi balistici, era distante dai aént
abitati, aveva un corso d'acqua in grado di soddisfiabbisogno idrico e una stazione ferroviaria, ke
quale gli stessi stabilimenti si sarebbero allactiamite specifici raccordi. Inoltre, i monti Ligw, grazie
alla loro fitta rete boschiva, rappresentavano naturale difesa in caso di offensiva militare, ed
esistevano gia le concessioni amministrative pdilitzo dell'acqua del fiume, in quanto mutualbii
precedenti stabilimenti agricdi partire dalla fine del 1913, quindi, furono a#iivi reparti per la
produzione di acido nitrico, per la purificazionelld glicerina e venne rafforzato il reparto per
produzione della balistite e della dinamite, padiaalla formazione di una vera e propria “cittaiata”

dove strutture abitative e servizi nacquero intaagb stabilimenti, andando a modellare un’areaaneb



autosufficiente. La prima guerra mondiale compan@ fortissima crescita della produzione locale che
passo dagli iniziali 1000 kg di balistite al giordel 1913 ai 3500 kg del 19%9.0 sviluppo strutturale
degli stabilimenti non si arrestd neppure una vod#iaminato il conflitto mondiale. | terreni agricol
subirono profonde trasformazioni dovute ad alcuanpdi ampliamento della BPD che andarono ad
interessare l'area agricola e il patrimonio forkstdel comune di Ceccano. La superficie totale
dell'industria si amplio dai 340.000 mq del 191312450.000 del 1928, per arrivare ai 6.228.000 del
1965 Tra il 1918 e il 1927, inoltre, la BPD estesedppi interessi imprenditoriali verso la produziafie
calce e cementi a cui seguirono altre attivita, edmproduzione di prodotti intermedi (acido sdbfor
glicerina) e di prodotti ricavati dall'utilizzo delascami di tali lavorazioni (perfosfati mineraplfato
ammoniaco). Un'ulteriore fase di espansione dedlada si ebbe durante il secondo conflitto mondiale
con la creazione di nuovi reparti, atti ad ampliargamma delle produzioni esplosive (dinamiti,veai

di lancio) e nuovi stabilimenti per la produzioridgrdolo e nitrocellulosa.

Al termine della seconda guerra mondiale, fu meissapera una vera e propria azione di
riconversione produttiva partendo dall’agricoltuche venne sottoposta a tentativi di trasformaziene
rilancio grazie allo sviluppo di un’attivita zootdéca specializzata e alladeguamento di ampi spazi
dedicati al granoturco come alimento strategicol’pémentazione animale, con incisiva introduziatie
sementi ibride, rivelatesi capaci di apportare g2 rese percentudliSoltanto a partire dal secondo
dopoguerra lindustria divenne prerogativa assollgh processo di ricostruzione provinciale, grazie
all'aumento delle importazioni di materie prime etecnologie che favorirono una massiva crescita
dell'industria chimica e di molte aziende privatkecdiedero avvio al potenziamento della propria
produzione. Tra queste, la BPD potenzio il collegata con il mercato chimico in due precise direzion
quella industriale, specializzandosi nei sistemsidiesi dell’anidride ftalica, maleica e delleinesdi
poliestere, e quella agricola, avviando una spexiezione dedicata a prodotti destinati all’indast
agroalimentare come antiparassitari, insetticidiicaittogamici, diserbanti e fertilizzanti fosfeiti Tra il
1955 e il 1956, inoltre, fu avviata una nuova segitessile in localita “Castellaccio”, con uno sfiec
impianto per la produzione di una fibra sintetiaaigmmidica che piu di altri vide un intensissimo
progresso, divenendo, a meta anni sessanta barechotfe piu grande dell’originario. Nonostante stoe
enorme sviluppo, I'esistenza di numerose realtastréhli che determinavano una frammentazione della
proprieta terriera non permetteva di garantire dntenimento di una azienda autonoma. Per questo
motivo, tra il 1961 e il 1963, venne istituito ibsiddetto Nucleo di industrializzazione della Valle del
Saccd che permetteva di congiungere in un unico asgte e realta sparse sul territorio, al fine di
irrobustire I'intero settore del bacino della Vafiruttando al meglio le risorse naturali. A seguil
approfondite indagini, venne selezionata un’areapmesa in larghezza tra I'Autostrada del Sole ed il
fiume Sacco, ed in lunghezza fra il bosco Faite sdrgenti di Mola dei Frati, presso Ferentino, yr&x
estensione totale di 400 ettari di terreno da dastialle nascenti industrie. Alla fine dello steaano, i

competenti organi governativi approvarono la trasBzione del nucleo inf‘Area di sviluppo



industriale”, formalizzando giuridicamente una fase di creswitaai avviata in tutta la provincfarlra i
nuovi insediamenti spiccavano ancora i nomi dePbBOsim Plocco e Snia Viscosa e, piu a sud, furono
abbastanza rapidi gli interventi di costruzionendovi opifici quali, ad esempio, quelli della PlaStd
nel comune di Ferentino. Seguirono successivamétseguenti industrie: Clipper Oil Italiana,
Italfornaci, Cemamit, Xiloplast, llfem Sud e KlopmaQuest'ultima, produttrice di tessuti sintetionte

il poliestere ed il vinile, rispondeva, piu di altfabbriche, non solo al mercato nazionale, maech
quello dell'intero bacino del Mediterranédl. 31 marzo 1970 il Consiglio dei Ministri approvidpiano
regolatore dell’'area. La superficie passo, pertagagli iniziali 400 a 2500 ettari di estensionel 971

il 44% della popolazione attiva risultava impiegatl settore industriale, mentre nel settore alyrico
risultava impiegata poco meno del 21%. Alla data3@eottobre 1980 le unita industriali ammontavano
138 senza considerare quelle che in quello stéskpnerano ancora in fase di preparazione. Digbeo

I'industria chimica si sarebbe sviluppata a taltpuwha divenire il tratto caratteristico dell'intesieea.

1.1.2 Inquinamento ambientale

Le prime evidenze di inquinamento della Valle dat& si manifestarono gia a partire dalla seconda
guerra mondiale, ma & solo con la ristrutturazidegli apparati istituzionali che fu verificata upama
seria alterazione della qualita ambientale di questitorio. Nel 1947, infatti, alcuni agricoltattel luogo
inviarono alla prefettura di Frosinone un espostenée come oggettolriquinamento acque del fiume
Sacco” con il quale informavano il Ministero dell’Agricalta di una serie di casi di morie di pesci
riscontrati nellarea che mettevano in seria disiome 'approvvigionamento ittico locdldra il 1949 ed
il 1950 chiari sintomi di degrado furono registratiche presso altre localita del frusinate, confie sue
dei fiumi Melfa, Rapido e Liri. Nel corso di questini, infatti, varie realta produttive avevanceattto i
nulla osta per le attivita di carico e scarico istiale, nonostante fosse gia stata riconosciuta
ufficialmente la responsabilita di alcune delle deite aziende nelle attivita di sversamento neltpea
del Sacco di materiale potenzialmente dannosoguliivamento fluviale in quel lasso di tempo risudtav
circoscritto ad un preciso perimetro territoriale| quale operavano noti stabilimenti per la lazimae di
materiali acidi e cascami di origine chimica, cospecificato dalle relazioni dei laboratori di asalili
Frosinon€Attraverso le molteplici relazioni delle Unita Stamie Locali e grazie alle comunicazioni che
la Prefettura intratteneva con il Ministero dellanfa, verso la fine degli anni Sessanta il prollem
dell'inquinamento si imponeva in tutta la sua digiene: era, ormai, chiara la consapevolezza delle
complicazioni che riguardavano i nessi tra la staegolamentazione in materia di gestione idrica e
'assenza di sistemi di depurazione; preoccupazpmraltro, sollevate anche dalle crescenti pretdstli
abitanti dell’area. Soprattutto tra I'estate e tiano del 1968 ando accumulandosi una notevole diole
informazioni sui siti che piu risentivano della ne@golamentata utilizzazione delle acque fluviatiedle
conseguenze che questo fenomeno comportava piimeipge sull’agricoltura. La tipologia di tossicita

riscontrata evidenziava quali potessero essereziende direttamente responsabili di gravi casi di



contaminazione da organoclorurati e acidi di di@ersatura. Infatti, fu evidenziata la diffusione
ambientale di sostanze chimiche, quali insetti@dtjparassitari e relativi metaboliti nei prodattjricoli

e negli animali. In particolare, gli effetti devasti della diffusione di tali sostanze furono evidti
dallingresso nella catena alimentare di alcunimed dell’esaclorocicloesano (HCH), potenti peslici
della famiglia dei composti organoclorurati impiggan dagli anni ‘50 per il trattamento delle serig
dei suoli, degli alberi da frutta e del legnamemeoantiparassitari per gli animali domestici e di
allevamento e in alcuni preparati farmacedfiddagli anni *70 la produzione degli HCH diminundi
alla totale cessazione ma questo provvedimento cdfl loro stoccaggio in varie discariche a cielo
aperto presenti in loco. Purtroppo, a causa deila ¢levata persistenza ambientale e della listiwiee

da parte delle acque piovane, consistenti resigtainb incanalati nei fossi Savo e Cupo, creando un
ingresso costante nel fiume Sacco. Nel 1971 leie@md del fiume in prossimita di Ceccano diventawo
disastrose e misero a dura prova la salute deidaiit 66 analisi svolte dall’Ufficio Medico Prowale
nello stesso anno constatarono la quasi totalenzask sistemi di depurazione degli scarichi clieda
anni defluivano nel flume Sacco senza previo tna¢tato. Nonostante cio, nel 1975 alcune delle ditte,
ritenute responsabili di questo grave stato amalenbttennero il rinnovo delle autorizzazioni per
scarico dei reflui senza alcun sistema di contréllon solo, nel 1977 un’indagine condotta dal Cglrsi
Nazionale delle Ricerche rilevo per la prima valte nel polo industriale anche lo smaltimento dieitr
tossici solidi, provenienti dagli stabilimenti dezliavorazioni chimiche, non avveniva in modo regmla
rifiuti, come si legge in uno dei passaggi dell@zmni elaborate a seguito delle indagiwenivano
sistemati in appositi fusti metallici, ed inviati @mpo spazzatura, per poi essere bruciati insiemhe
altri residui di lavorazione™" Il citato “campo spazzaturadra sostanzialmente una buca a cielo aperto
nella quale venivano interrati tutti i rifiuti. $Sienotava, quindi, gia nel 1977, oltre al palesessaraento

di liguami tossici che avveniva nei pozzi defluenél fiume, anche un’altra delle possibili cause di
alterazione qualitativa delle risorse idriche e dimni registrati in alcune colture circostantiigipianti

di lavorazione. Le industrie, di fatto, per mol&ripo attinsero alle risorse idriche locali sfruttara
scarsissima regolamentazione e i ritardi infrasirati che riguardavano i sistemi di depuraziongda
che, come risulto presto evidente, non fu solawihe Sacco a risentire dell'inquinamento ambientaia
anche diversi altri corsi d’acqua e bacini inferféDurante gli anni '80, i palesi segnali di inquiremo
misero a dura prova l'efficienza dei governi locAll'inizio del decennio, alla Regione Lazio fufigiata

la realizzazione di una piattaforma depurativa ipgfiuti industriali e la ricerca di aree di digoza
controllata dietro supervisione del Ministero deivori Pubblici, con un auspicio di svolgimento non
oltre il 1984 ed uno stanziamento totale di 62 anili di lire. Dopo un breve periodo di apparente
miglioramento delle condizioni idrologiche e fauitibe delle aree rurali, alcuni eventi e congiuatur
tecniche concorsero ad impedire il procedere defiere di bonifica® Inoltre, una serie di gravi
disfunzioni dei nuovi sistemi di depurazione, naihdh scarsa attenzione riservata a tali apparati, s

rivelarono tra le cause principali di huovi ed tilteé problemi di contaminazione. In questa sitoa# di



caos, i comuni iniziarono a prendere iniziativeoaoime rispetto alle direttive centrali vietanddilinzo
delle acque del flume Sacco per scopi irrigui, balione o approvvigionamento per il bestiame. t@li a
le notifiche, i rilevamenti che attestavano undcsidi avanzato degrado si susseguirono fino al 1990
quando un’indagine congiunta della Guardia di Fnaani Colleferro e della USL locale rivelo la
presenza di enormi quantitativi di rifiuti industii abbandonati nelle aree in prossimita del perione
precedentemente occupato dagli stabilimenti BPistante in circa 4 ettari di suolo su cui attuaitee
sono collocate altre aziendfeNonostante I'obbligo di bonifica del 1993 di tutsiti inquinati della Corte

di Cassazione del Tribunale di Velletri, poco o lautambio fino a quando nel 2005 [Ilstituto
Zooprofilattico Sperimentale del Lazio e della Tars&, nel corso di alcuni controlli previsti, rist@nin

un campione di latte proveniente da una aziend@agrdel luogo, un valore ¢-esaclorocicloesano
circa 20 volte superiore al livello consentito dalhormativa comunitaria. Questo rilevamento ha
determinato storicamente l'inizio dello stato di esgenza ambientale del bacino fiume Sacco e il

riconoscimento della Valle come sito di interesaerionale.

1.1.3 Indagini ambientali ed epidemiologiche

A seguito dellemergenza scaturita dai controlll 8805, il Presidente della Regione Lazio venne
nominato Commissario Delegato per la promoziondedattivita di sorveglianza ambientale ed
epidemiologiche finalizzate a garantire la tutetdlad sanitd pubblica e la sicurezza delle produzion
agricole. A tal fine, vennero effettuati continuonitoraggi della Valle a livello agricolo, zootecaj
ambientale e sanitario con listituzione di un’app® Unita di Crisi, composta dal Dipartimento di
Chimica di Roma, dal Dipartimento di PrevenzioneSkrvizi Veterinari del’ASL di Roma e Frosinone,
dal’Area di Sanitd Veterinaria e Tutela degli Amiln della Regione Lazi& Tale Unita mise
immediatamente in atto una serie di verifiche itetle aziende agricole considerate a rischiogermliali
nel frattempo la produzione giornaliera di lattpredotti alimentari era stata destinata alla ditme,
seguite dalle analisi sui capi di bestiame “poBitper i quali fu previsto I'abbattimento. Dai risati
ottenuti emerse che 32 aziende bovine, 1 bufaliBaogine, distribuite lungo I'alta e media Vallel de
fiume Sacco, presentavano concentrazioni elevafeediaclorocicloesano in campioni di latte e foraggi
utilizzati per l'alimentazione animale con un andsho inversamente proporzionale alla distanza
dall'alveo fluviale. Nel giro di pochi mesi venneabbattuti 5000 capi di bestiame e distrutti 1.6806.
Kg di foraggi prodotti nella zona, compromettendsiamente I'intera economia zootecniéElevati
livelli elevati di esaclorocicloesano furono rist@ti anche nelle acque adiacenti I'area industrex-
BPD, in pozzi privati di Colleferro, nelle areeaimli fino a 200 metri dal fiume e nei suoi sedme
valle dell'ared’ Successive analisi, effettuate tra il 2007 e iL@0Oevidenziarono che in prossimita di
eventi alluvionali, i livelli di esaclorocicloesartendevano ad aumentare nelle acque, nel suold e ne
sottosuolo, dimostrando che la contaminazione wossef piu alimentata solo dal complesso industriale

ma era da ricondurre principalmente ai sedimeatidli sui quali evidentemente risultavano adsodit



inquinanti organici. Tali composti, infatti, in cwidenza degli eventi alluvionali e della consegeien
turbolenza delle acque tendevano a tornare in seBpe e ad accumularsi nei vari comparti
ambientali® Le indagini condotte, inoltre, misero in eviderctee I'esaclorocicloesano utilizzato come
insetticida a tutela delle produzioni agricole fialo1975 fosse stato prodotto in ingenti quantitdtno

alla fine degli anni 80 nell'area industriale do&ferro (RM). Infatti, nel 1989 in un’area allterno dei
possedimenti ex-BDP furono rinvenuti numerosi fugierrati contenenti residui di lavorazioni inchiest

che presentavano ingenti quantitativi di esacl@toesano. Tali indagini, congiunte a quelle amigiint
confermarono I'associazione causale tra la somtmazi®ne di foraggi e/o alimenti prodotti in terren
contaminati lungo il fiume Sacco e i livelli nonrformi nel latte e nelle carni. Di conseguenza, Si
concluse che la presenza di esaclorocicloesane vealle matrici ambientali ed alimentari dovessegs
imputata ad un processo contaminazione a catetariscalal non corretto smaltimento dei rifiuti alld
presenza di discariche a cielo aperto che nel abebtempo avevano contaminato I'intera catenactof
fino ad arrivare al’'uomo. In considerazione di sfgeconclusioni, accanto al monitoraggio ambientale
vennero awviati una serie di studi epidemiologigiles popolazione a rischio. Tra questi, il progetto
denominato Studio epidemiologico nazionale dei territori e llempsediamenti esposti a rischio
inquinamento”svolto nel 2011 dal Dipartimento di Biologia e Biohologie dell’Universita di Roma La
Sapienza e il progetto di monitoraggio suliafute della popolazione nell’area della Valle &slccd
affidato allASL di Roma nel triennio 2010-2013. ©€aentrambi i progetti, I'estesa indagine di
sorveglianza clinica sulla concentrazione fdesaclorocicloesano nel sangue, e i controlli dutsa
periodici dei residenti ad una distanza di 1 Km fiaine Sacco, dimostrarono una contaminazione di
carattere cronico dovuta all’assorbimento e allswulo nel tempo di tale pesticida con tassi di alaét
elevati e con un notevole aumento di varie patelogkspiratorie e tumorali riconducibili alla
contaminazione chimica. In particolare, fu osseryaevalere tra gli uomini un eccesso di mortghiga
tumore dello stomaco e di malattie dell’apparatgedinte; tra le donne per malattie dell’apparato
circolatorio. | dati emersi, inoltre, misero in &iaumerosi effetti biologici negativi quali, pettazioni

del pattern lipidico della funzionalita renale, ldedteroidogenesi e una chiara associazione ceraaibni
cognitive’®? Ulteriori studi condotti nel complesso industriale Colleferro evidenziarono picchi di

222 o nella popolazione residenfaltri indagini

mortalita nei lavoratori di alcune industrie deléa
riportarono un’associazione tra I'esposizione aat® organoclorurate e gli effetti nocivi sulldusa
dell’'uomo, tra cui il tumore del cervelf8,del pancrea$, della tiroide, i sarcomi dei tessuti mdfijl
morbo di Parkinsdii e I'alterazione dello sviluppo nei bambffiilnfine, una recente indagine nazionale,
condotta sui disturbi respiratori nell’infanzia, m@strato nette evidenze di asma bronchiale &aidenti

di Colleferrro?®®



1.1.4 Interventi e provvedimenti di enti istituzabn

L'imponente disastro ambientale ed umano, confeyrdatle numerose indagini effettuate, richiese al
contempo un ulteriore intervento da parte dell@usbni attraverso la realizzazione di una setie d
provvedimenti volti alla messa in sicurezza e shmamento del territorio. Grazie alle ordinanze ldel
giugno 2005 N. 3441 e del 14 luglio 2005 N. 3447Rresidente del Consiglio dei Ministri defini i
compiti e l'organizzazione dell’Ufficio Commissalea individuando le risorse economiche utili per i
primi interventi. Segnatamente, I'Art.1 del Decrdfinisteriale n. 3441/05, e successive modifiche ed
integrazioni, affidarono all'Ufficio Commissarialié compito di provvedere alla messa in sicurezza,
perimetrazione e caratterizzazione dell’area istata dal grave inquinamento ambientale, nonché all
programmazione e all’esecuzione di opportuni irgativ di bonifica. La perimetrazione dell’area
industriale riguardd un’estensione di circa 80@rethi quali vennero aggiunti 700 ettari di temibo
destinato all'uso zootecnico ed agricolo. Successente, venne disposta anche la perimetrazione
dell'area a rischio di contaminazione comprenddatporzioni individuate tra le aree esondabili e le
porzioni di territorio rientranti nella fascia diOQ metri dall’argine del fiume. L'area inizialmente
perimetrata fu successivamente estesa con ultgpiarivedimenti a seguito dell'autodenuncia dei
proprietari di terreni risultati contaminati da mseri dell’esaclorocicloesano e di analisi che
evidenziarono la loro presenza in prodotti delli#iwazione in campo. Inoltre, sulla base dei riatilt
ottenuti delle analisi di monitoraggio, venne resto ai soggetti obbligati pubblici e privati dicdizre
alcune necessarie azioni di messa in sicurezzaadggmza che permisero di attuare il confinameniie de
aree dove le matrici ambientali risultavano giaapésmente compromesse e, al contempo, di attenuarne
lo stato di contaminazione. Tra queste, le ordirantora in vigore, relative all'interdizione aifo
agricolo di coltivazionifood delle aree ripariali e al divieto d'uso delle acagiaepozzo, salvo analisi e
certificazione da parte dallente di controllo. &ggiunta, furono emanati provvedimenti volti ad
effettuare la pulizia della rete delle acque bi@nobkll’area degli stabilimenti industriali di Cdiero, la
verifica della tenuta delle cisterne interrate aelhlle e la rimozione presso impianti autorizziile
porzioni di suolo e sottosuolo che presentavario afi valori di contaminazionenot spo}.*®

Nel contempo, fu costituito uno specifico gruppdadioro, coordinato dal Direttore del Dipartimento
di Prevenzione e Igiene degli Alimenti e della Nuitme del’ASL di Roma, incaricato di procedere al
monitoraggio dei pozzi sul territorio del bacind leme Sacco interessato dal’emergenza. Alle masu
fin qui citate, si aggiunsero diverse propostasiimamento del territorio per I'eliminazione dalchio di
contaminazione nella filiera agroalimentare. Adnggi®, nel 2006 la Regione Lazio, in collaborazione
con diversi istituti di Ricerca, diede avvio ad wwie di progetti mirati alla bonifica del territm Tra
questi, quello del 2008 con I'lstituto di Biologlggro-Ambientale e Forestale (IBAF) del CNR di Roma,
volto alla verifica della possibilita di produrrdobnergia con effetti di disinquinamento del suolo
contaminato da isomeri dell’esaclorocicloesanoan®ille del fiume Sacco. In particolare sono state

avviate procedure per la brevettazione di un psmedi bonifica di suoli agrari contaminati da



esaclorocicloesano mediante I'uso di piante, eneitpatteri selezionati. La sperimentazione, coadott
due aree agricole e/o ripariali interdette agliwsiani, ha previsto I'esecuzionetdstsu cloni di piante
molto produttive nella fase giovanile e adatte atdtivazione in turni brevi, in associazione con
ammendanti a rilascio graduale di ossigeno e vstersi biologici (batteri e funghi) in grado di dare
piu rapida la degradazione degli inquinanti presénd a profondita variabili tra 0.5 ed 1 metrd. |
progetto, completato nel 2011, ha evidenziatoitaffia del processo di bonifi¢ga situ, confermando i
risultati precedentemente ottenuti nei laboratonele serre dell’lstituto, e consentendo di ottengna
riduzione della contaminazione da esaclorocicloesdel 30%. Tali risultati, sebbene incoraggianti,
lasciavano ancora aperta la questione della contmigine ambientale che richiedeva e, richiede a
tutt’oggi, monitoraggi ambientali costaftiNonostante le condizioni ancora molto critichelal&alle,

nel gennaio 2013 il Ministero del’ Ambiente convdd Valle del Sacco da sito di interesse nazionale
quindi con tutti gli investimenti a livello nazioleaprevisti - a sito di interesse regionale gettaadcora
pit nello sconforto cittadini, allevatori e lavaset Fortunatamente il ricorso presentato dallaiGes
Lazio, ha portato nel 2015 allannullamento da @aktl TAR di tale provvedimento con il conseguente
ripristino dell'intero bacino del fiume Sacco 8ito di Interesse Nazionale (SIN)ficonoscendone a

tutt’oggi lo stato di emergenza ambientale.



1.2 Gli isomeri dell'esaclorocicloesano (HCH): ingunanti organici persistenti

1.2.1 Proprieta chimico-fisiche

Per “inquinanti organici persistenti”, comunemeirtdicati con I'acronimo POPs, si intendono una
serie di sostanze organiche tossiche, bioaccuntiuéabisponibili al trasporto ambientale anche agk
distanza. Alcune di queste, vengono immesse dmettte nel’ambiente a seguito di una loro specifica
utilizzazione, come nel caso dei pesticidi; altemgono rinvenute a seguito di eventi accidentdlie a
ancora possono essere presenti in quanto sottdfrddattivita industriali®*

Dal punto di vista chimico, la quasi totalita di faquinanti sono composti clorurati ed aromathie
presentano una scarsa solubilita in acqua ed uamablipoficilitd: tendono, infatti, ad attraversdee
strutture fosfolipidiche delle membrane biologiclee ad accumularsi negli organismi viventi. |l
bioaccumulo porta ad elevate concentrazioni e guaidalevate esposizioni nei livelli piu alti detlatene
trofiche Inoltre, sono volatili e, pertanto, possono ess@sportati in atmosfera su lunghe distanze.

Nello specifico, le sostanze attualmente ricondscaome “inquinanti organici persistenti” possono
essere suddivise in tre principali categorie: 1)stip@i (aldrin, clordano, clordeconep-
diclorodifeniltricloroetano o DDT, dieldrin, endrireptacloro, esaclorocicloesano, mirex, toxafe@g);
prodotti industriali (policlorobifenili, esabromdbnile); 3) sottoprodotti di processi industriadidssine,

furani, idrocarburi policiclici aromatici:

Cold climates of polar regions
(deposition > evaporation)

high volatility
(CFCs)

Figura 2 Meccanismo di trasporto globale degli inquinamgjanici persistenti.

Tra questi, assume un particolare rilievo I'esamtamioesano (HCH). In realta, con tale dizione si
comprendono vari isomeri (illustrati iRigura 3) indicati con le lettere greche, 3, vy, o, €, n, 6.
Chimicamente, tali composti presentano una stiautticlica a sei termini e differiscono tra loro per

sostituzioni in posizione assiale ed equatorialesdieatomi di cloro presenti nell’anello.
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Figura 3. Struttura chimica degli otto isomeri dell’esaclaisioesano (HCH).

Generalmente, gli HCH sono stabili alla luce, ale temperature e agli acidi mentre si degradano i
ambiente alcalind* Comparati con altri composti organoclorurati, canM2DT, gli HCH risultano essere
piu solubili in acqua e maggiormente volatili. Queeproprieta giustificano perché tali sostanze goss
essere ritrovate in tutti i comparti ambientaliqaa, sedimenti, aria e animali).

Tra gli isomeri indicati, iy-HCH, anche noto comlindano, € quello con la piu alta attivita pesticida
ed ha trovato impiego non solo nel trattamentoedefimenti, dei suoli e degli alberi da frutto mahen
come antiparassitario nella cura di animali dorsestiin alcuni preparati farmaceutici sotto forma d
lozioni, creme e shampoo per la cura e la preveezioelluomo della pediculosi e della scabbia.
Tuttavia, in agricoltura ha trovato un largo usopmdotto commerciale, denominato “HCH tecnico”,
avente la seguente composizione percentwaldCH (60-70%),3-HCH (5-12%),y-HCH (10-12%)0-
HCH (6-10%) ed-HCH (3-4%)%*

In Tabella 1sono riportate alcune delle pit importanti projriehimico-fisiche degli isomed, 3,y e
0-HCH che, come risulta, sono sensibilmente divaeséoro. Tali differenze sono attribuibili allavdirsa
disposizione (assiale/equatoriale) degli atomilaliacc Infatti, come atteso, i-HCH avente tutti gli atomi
di cloro in posizione equatoriale, & caratterizzidaina pressione di vapore piu bassa degli sitéri e
da un fattore di bioconcentazione (BCF) nel gragsano piu elevato e, pertanto, risulta carattetizda
una elevata persistenza ambientale e biologicaoAtrario, la presenza di atomi di cloro in posieo
assiale rende gli isomeri piu facilmente disponikalla degradazione enzimatica da parte di

microrganismi, come osservato pey @ I'a-HCH.*
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Tabella 1.Proprieta chimico-fisiche degli HCH.

Proprieta a-HCH BHCH y»HCH SoHCH
Temperatura di ebollizione (°C) 159-160 309-310 1132- 138-139
Pressione di vapore (Pa) (1.6 +0.9)%10 (4.2 +0.3)x1¢ (5.3 + 1.4)x10 2.1x10°

Log Kow 3.9+0.2 3.9+0.1 3.7+05 4.1+0.02
BCF nei tessuti adiposi umani 20+8 527 + 140 19+9 8.5

BCF nei tessuti adiposi di animali 2.6 £ 0.5 29103 25+04
acquatici

BCF= Fattore di bioconcentrazione nel grasso umano

Le proprieta chimico-fisiche degli HCH influenzaanche altri fenomeni, come la capacita di passare
dalla superficie del suolo all’atmosfera e il l@@mportamento all'interno del suolo stesso. Ad ggem
la volatilita dellindanopuo essere modificata da fattori, quali 'umidi&l ¢erreno, la temperatura o da
processi di capillarita. Inoltre, elevate quantii&@ostanza organica favoriscono la persistenzh H&H
nel terreno a causa della loro capacita di legatale componente.

L’isomerizzazione degli HCH rappresenta un altrpamante aspetto che influenza la stabilita e il
relativo cambiamento nella concentrazione di alcsomeri nei vari comparti ambientali. Dati ripdita
letteratura mostrano che reazioni di isomerizzazipEsSsono essere osservate in processi abiotici e
biotici. Isomerizzazioni abiotiche dgtHCH nella formaa sono state osservate in soluzioni acquose
esposte ai raggi utravioletti. In particolare, atstdimostrato che il processo di fotodegradazieéne
direttamente proporzionale all'intensita della lisméare e alla temperatufaUlteriori dati di letteratura
hanno mostrato che l'isomerizzazione dellisom@rin a, ye & pud verificarsi in acqua deionizzata.
Isomerizzazioni biotiche de}-HCH in a-HCH sono, invece, state osservate in sedimenti actue

marine in condizioni anossiche ad opera di batjiesli Pseudomonas putidded Echerichia Coli*®
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1.2.2 Produzione ed utilizzo in campo agronomico

Nonostante I'HCH tecnico sia stato sintetizzato [gemrima volta nel lontano 1825, le relative
proprieta come pesticidi sono note solo dal 184%el mondo e soprattutto in Italia, I'utilizzo tihdano
e stato consistente. Essendo dotato di una lamgangadi attivita insetticida, questo pesticida levato
numerose applicazioni. In campo agricolo, ad esenipsuo utilizzo é stato fondamentalmente di tipo
preventivo, mirato alla lotta degli insetti terricdnfatti, tale composto ha trovato un largo i@go
nella geo-disinfestazione utilizzando formulatiyaolulenti o granulari. In alternativa, lihdano e stato
utilizzato nella preparazione di esche e nei tmaftati liquidi, come polvere bagnabile. Prodotti
antiparassitari da utilizzare in campo agronomidiase di tale composto hanno trovato impiego, tie tu
le regioni, in quantita sempre crescenti dagli 8adifino agli anni ‘80. In particolare, tra gli@n60 e
'70, sono stati raggiunti i valori massimi di comsu(circa 20.000 quintali/annd)L’analisi del consumo
per regioni e per anno indica che circa il 50% mteidotti &€ stato utilizzato nel Nord-Italia, il 20@oil
30%, rispettivamente, nel Centro e nel Sud-Italia.

Nel 1975, il Decreto del Ministero della Sanitaihtodotto delle limitazioni all'utilizzo delindano
in campo agricolo, consentendone l'uso per il aratnto del terreno prima della semina, per la
disinfestazione dei cereali nei magazzini e swdl@enti e per le coltivazioni della barbabietolat&o,
la diminuzione del consumo di prodotti contengAtiCH e iniziata negli anni '80 ma e stata evidente
solo dal 1987. Poiché la concentrazione del priacittivo nei diversi prodotti € variata nel cordegli
anni, I'analisi dei consumi non consente di stimirequantita effettivamente utilizzata in Italian |
generale, & stato calcolato, per il periodo 1978619un consumo totale dindano pari a 135.000
tonnellate. Nella maggior parte degli altri paesropei, le restrizioni d’'uso e le revoche sonoestat
introdotte in anni successivi rispetto all’ltalitra i paesi nordici I'uso ddindano é stato sospeso nel
1987 in Finlandia; tra il 1989 e il 1995 in Svezdlanda, Norvegia, Danimarca; nel 1990 in Unione
Sovietica® A livello mondiale & stato stimato un consumo amewli HCH pari a 40.000 tonnellate nel
1980 e di 29.000 tonnellate nel 198Qna successiva analisi della distribuzione delsoam di HCH
tecnico nei diversi continenti ha indicato un cansuglobale, tra il 1948 e il 1997, di 9.7€%®nnellate.
Il valore massimo € stato raggiunto nel periodo 0t2980 per poi avere un decremento con
lintroduzione delle revoche in Cina, in India eibme Sovieticd? In Cina la produzione & stata vietata
nel 1983, ma gli stock residui sono stati utilizfato al 1985; nel Nord-America, I'utilizzo dell’'@H
tecnico @ stato proibito in Canada e negli Staitithel 1970, in Messico & continuato fino al 199Bal
novembre 2006, l'uso dihdano e stato proibito in 52 paesi e sottoposto a naestittive in altri 33.
Nel 2009, una ulteriore restrizione internazionadd'uso dely-HCH in agricoltura & stata incrementata
dalla Convenzione di Stoccolma sugli inquinantiaonigi persistenti. La Convenzione, firmata dalla
maggior parte degli stati mondiali, manca ancordladeatificazione da parte di Irlanda, Stati
Uniti, Russia e paesi minori dell'Africa e dell'AsE stata anche proibita la produzione degli isome

B-HCH, normalmente sottoprodotti daidano.
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1.2.3 Livelli ambientali in Italia e nel mondo

Le concentrazioni dei vari isomeri HCH e quellaatetsono state determinate in matrici ambientali
quali piante, suolo, acqua ed aria e nei tessuthandi diverse specie. Queste determinazioni sono
tuttora eseguite per evidenziare il trasporto delai diversi isomeri e il loro destino ambientdteiché
il B-HCH &, come gia detto, I'isomero piu persisterile degradazione batterica e il meno volafilea
sua presenza nelle matrici ambientali e/o biologidppresenta un indicatore di contaminazione éocal
da HCH tecnico. La presenza, invece, nell’arialamae del continente artico degli isomere y, molto
piu volatili, indicherebbe un trasporto su lunggg®; questi isomeri tenderebbero quindi a migite
rapidamente e a depositarsi prevalentemente mgjleni polari. Nella neve della regione artica chse,
ad esempio, la concentrazione totale di HCH harsitipéa concentrazione risultante dalla sommattii tu
gli altri composti organocloruratl. Le concentrazioni diindano misurate nellaria sono risultate
generalmente basse: a livello di ngimaree urbane e agricole; a livello di mg/im ambienti confinati
quali, ad esempio, le serre dopo lo spargimentbirdadtticida. Considerando la diffusione degli HCH
nell’atmosfera, le piu alte concentrazioni sondestdevate nell’emisfero nord e in prossimita geesi
con piu elevato consumo. Nelle acque di superfgmeo state ritrovate concentrazioni ldidano
comprese tra 0.01-0.1 mg/l, con picchi di 12 mgdi fiumi contaminati con acque reflue. La
contaminazione da residui di HCH é risultata pevata nelle acque di superficie alle latitudinidyarel
golfo dell’Alaska e del nord nord del Pacifico. Mehcque profonde lindano é stato rilevato a livelli di
3-163 ngl/l.

In letteratura e riportato che la distribuzione ld@gguinanti nei sedimenti costituisce una misura
attendibile dei livelli di contaminazione dei lagh Italia, nei sedimenti del lago di Gartfa del lago
artificiale di Simbirizzi in Sardegn&sono state misurate, rispettivamente, concentraditisomeroy
pari a 0.60 e 0.20 mg/kg di sedimento secco. Ng @i Garda, le concentrazioni degli isom@re y-
HCH hanno mostrato una tendenza allaumento nébgerl949-1989, probabilmente per un effetto di
accumulo. Concentrazioni piu basse dell'isomgsono state recentemente misurate nel lago Trasimeno
in provincia di Perugi&’ La presenza di tali isomeri nei sedimenti dei iagiprobabilmente imputabile
sia all'uso recente dindano nelle coltivazioni di barbabietole da zucchera, a@il'utilizzo di prodotti a
base di HCH negli anni precedenti la sua revocan@tose specie animali sono state utilizzate per
valutare la contaminazione ambientale dei vari momel’HCH, la loro evoluzione nel tempo e lador
diffusione a lunga distanza. Ad esempio, i pesobsstati utilizzati come specie sentinella per takl la
contaminazione di fiumi in Italia. L’'aumento deltmncentrazione degli isometi e y osservato nel
tessuto muscolare delle trote in un tratto del IBoalizzato a valle della confluenza del Lambro, ha
permesso di individuare in tale fiume la fonte piévante di contaminaziorié Per valutare il trasporto a
lunga distanza degli HCH, i residui degli isomeryns stati misurati nei tessuti di alcune specieimaar

(anche mammiferi) del continente Artico. Ad esemm@ioncentrazioni di HCH comprese tra 300 e 900
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mg/kg sono state misurate nel tessuto adiposo degjlbianchi polari. | livelli di HCH nel grasso #i1
specie diverse di cetacei maschi adulti sono efiudignificativamente piu elevati negli animali deeari
freddi rispetto a quelli dei mari tropicali. L’amsil dei diversi isomeri del’lHCH ha mostrato cheegti
erano diversamente distribuiti nelle specie madsaminate. Ad esempio nei 13 mammiferi marini del
nord-Pacifico e del nord-Atlantico, i-HCH e risultato I'isomero preponderante nel gradsalcune

specie mentre gli isomemi ey lo sono risultate in altr&.

1.2.4 Tossicita

1.2.4.1 Effetti tossici sugli animali

Sebbene i meccanismi di azione degli HCH negli aliimiano ancora oggetto di studi, ben noti,
purtroppo, sono gli effetti tossici che tali compa®no in grado di produrre. Tra questi, queltaaico
del sistema nervoso centrale (SNC). Negli insattiesempio, §-HCH agisce sul SNC generando rapide
e violente convulsioni che portano rapidamente alarte® Tali effetti sono stati associati ad una
probabile competizione tra il pesticidd’acido y-amminobutirrico (GABA) nel legarsi al recettorel de
GABA.>* Al contrario dely-HCH, gli isomeria, B e 3 deprimono il sistema nervoso centrdle.

Altri effetti tossici imputabili agli HCH coinvolgwo le funzionalita renali, polmonari e I'omeostasi
biochimica ed ematologica. Numerosi studi, infdtinno dimostrato che inserendo nella dieta difait
y-HCH e possibile osservare glicosuria (presenzgutiosio nelle urine) senza che siano alteratillii
di glucosio nel sangue, provocando danni ai tutarali accompagnati da cambiamenti morfologici dei
polmoni* e da un decremento del numero dei globuli rossechi®

Ratti trattati con-HCH presentano una diminuzione del volume celutzon un aumento nel siero di
fosfatasi alcalina e alanina amminotrasferasi,&vithndo un danno a livello degli epatotiti.

Tra gli effetti biochimici da isomeri del’HCH, segistra anche un incremento nella concentrazione
del citocromo P450 e un decremento nell’attivitdadglutatione reduttasi, glutatione S-trasferadietia
glucosio-6-fosfato deidrogena$t®

Ulteriori effetti nocivi degli isomeri dellHCH caoivolgono il sistema riproduttivo maschile e
femminile con un decremento nella produzione diostsrone, una minore motilita spermatica e un
incremento di spermatozoi modificati nei ratti nfascna riduzione nell'ovulazione e la degeneragion
di embrioni nelle femmin& Recentemente i cosiddetti “estrogeni ambientaiiicsdiventati oggetto di
un intenso dibattito scientifico. Con tale termigskeindicano quelle sostanze chimiche in grado di
comportarsi, negli organismi viventi, come deglnoni legandosi ai recettori destinati a tali moleco
Tra queste, molti pesticidi organoclorurati, conieHCH, possiedono caratteristiche estrogenicherms
stati implicati nell’eziologia di alcuni tumott.Diversi studi hanno dimostrato cheBHHCH si comporta
da estrogeno ambientale. Infatti, la somministnaginella dieta di giovani femmine di ratto di 50/kay

di B-HCH, per 5 giorni, causa un significativo aumedéb peso dell’'utero. Allo stesso modo, ratti a cui
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sono state rimosse le ovaie, trattati con @@ di3-HCH per 3 giorni, hanno mostrato un significativo
aumento del peso secco e dell'altezza delle cebpi¢eliali dell'utero® La vitellogenesi, ovvero il
processo di formazione del tuorlo dell'uovo, avéenelle femmine di pesce durante la stagione
riproduttiva®®®* Questo processo pud essere indotto artificialmant@aschi e femmine attraverso la
somministrazione di estrogeni. Wester e Canton dasservato che un’induzione della vitellogenesi ne
maschio di pesce pud avvenire attraverso la sorstragione dp-HCH (0.1mg/1)®°

Il meccanismo di azione d@FHCH e stato studiato anche in vitro su cellule mearie cancerose,
osservando come questo pesticida sia in gradotdrrdmare la redistribuzione di recettori estroggni

I'attivazione di recettori progestinici citosolieidi incrementare la sintesi di pS2 mRRPA.

1.2.4.2 Effetti tossici sul’'uomo

Gli studi tossicologici degli effetti degli HCH dlelomo sono ad oggi limitati agli avvelenamenti
accidentali e alle esposizioni occupazionali. Smtolinici d’intossicazione, quali nausea, vertigistato
d’agitazione, mal di testa frontale, sono stateogasti in seguito ad assunzioni volontarie e acti@edi
lindano per via orale. Altri disturbi riscontrati sono tsti@ contrazioni muscolari, la perdita di equildyr
I'atassia e il tremor&. Sono stati descritti numerosi casi d’'intossicagiaausati dall'ingestione di
lindano a scopo terapeutico, come vermicida. In quest® dassunzione di una dose elevata ha
provocato convulsioni, nausea e vomito, mentre dos®e minore ha comportato essenzialmente nausea.
Studi clinici, invece, riportano che I'applicazionatanea dlindang a concentraziori5 mg/kg di peso
corporeo, non ha causato generalmente effetti tessgici acuti. La quantita assorbita dall’organismo
dipende, in linea generale, sia dalla velocitaatigirazione della sostanza attraverso la cute allee silia
velocita di rimozione dalla superficie; i pazieatietti da scabbia, e in particolare le donne, gm&mo un
maggiore assorbimento cutaneo rispetto agli indivislni. |1 sintomi riscontrati nei lavoratori che
operano a contatto conliiidanoincludono parestesia al volto e alle estremitécemia e vertiginf®

Sono stati condotti molti studi per valutare I'éfteirritante e sensibilizzante dighdana | sintomi
osservati negli studi epidemiologici si riscontrgmevalentemente a carico del sistema nervosoatergr
periferico e del fegato ed associati a livelli eigiati y-HCH >20 pg/l.

In alcuni studi epidemiologici & stato valutatorigchio cancerogeno associatoliadano. In uno
studio del 1993 e stato riscontrato un elevatohrisai tumore cerebrale tra i bambini trattati con
shampoo contenentindano. La casistica €, tuttavia, troppo limitata per smmtire una possibile
correlazione con la durata e l'intensita dell'espiose. La IARC (International Agency of Researdh o
Cancer) ha classificato gli HCH nel gruppo 2B (jimiscancerogeni) sulla base di evidenza inadeguat
di cancerogenicita nell'uomo e di evidenze suffiti€per I'isomeroa) o limitata (per gli isomer ey
HCH) negli animalf®

L'esposizione agli HCH é stata valutata nella papigine generale e nei lavoratori esposti a pesticid

anche attraverso il dosaggio di tali isomeri nelgsee e nel tessuto adiposo. Tra i vari isomefi, per la
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sua maggiore stabilita, per la sua piu elevataaitipdi accumularsi nei tessuti grassi (da 10 adte
superiore allisomerg) e per la sua piu lenta eliminazione dall’orgaris(d volte inferiore agli altri
isomeri) € risultato presente in concentrazioni ginag nei tessuti ed €, pertanto, il pit monitora®er
questo e stata valutata la possibile associazianéttimore mammario e la presenza di HCH neluiess
adiposo della mammella, anche se i dati disponitolh consentono ancora di trarre delle conclusioni
certe. Un’'indagine condotta recentemente in Geranaaimostrato che la concentraziong-tiCH e piu
bassa nel tessuto mammario di donne affette dareumaligno rispetto a quella misurata nei controlli
mentre 'isomerq era risultato al limite della rilevazione strumedet Poiché gli isomed, y e d possono
ugualmente convertirsi nellisomefy le concentrazioni trovate perfitHCH corrispondono, in parte,
anche l'assorbimento dihdanoed ovviamente degli altri isoméfiln tutti i paesi occidentali, i livelli di
HCH totale o degli isomefl ey nei liquidi biologici hanno mostrato un decremenégli ultimi anni, in
conseguenza delle limitazioni d’'uso e delle revoetedotte principalmente intorno agli anni '8G L
concentrazioni dilindano misurate nel sangue sono state dell’'ordine dilu@A nella popolazione
generale. In alcuni paesi (ad esempio, in Indiayed'uso di questo principio attivo in agricoltunan ha
subito restrizioni, le concentrazioni ematiche masel sono molto piu elevate, talvolta al di sopra@d
pg/l. Durante la produzione e l'utilizzazione diogotti tecnici a base di HCH e/o dindang
concentrazioni dell'isomerg superiori a 100 pg/l (fino a 340 pg/l) sono sta@isurate nel sangue dei
lavoratori esposti. Questi livelli erano spessmeaisdi a sintomi neurologici e ad una funzionadéitiatica
alterata. Nei campioni di sangue analizzati soai stgualmente misurati gli altri isomeri dellHCH.
L'emi-vita dell'isomerop nel sangue intero, stimata in uno studio condo&d lavoratori di un impianto
di produzione di pesticidi, & risultato di 7.2 afinlun’emivita di circa un giorno & stata, invece cotata
per 'isomeroy in uno studio che valutava la penetrazione cutaeéegesticidi nel’'uomd?

A seguito di uno screening condotto in ltalia tfiicoltori di un’area della Toscarauna differenza
significativa per tutti gli organoclorurati misuirael sangue, compresalihdang € stata evidenziata fra i
floricoltori e il gruppo di controllo composto dasidenti della stessa area: le concentrazioni npssfid
y-HCH erano, rispettivamente 20.51 e 9.03 pg/kdlli piu elevati di organoclorurati hanno mostratta

correlazione con 'eta e con la durata dell’atéiMdvorativa in floricoltura.

1.2.5 Diffusione e persistenza nei vari compartbamtali

Come anticipato nei precedenti paragrafi, gli isordell’HCH hanno la capacita di distribuirsi nei
diversi comparti ambientali favorendo il loro bicamulo in tutta la catena trofica e rappresentando,
pertanto, una minaccia sia per 'uomo che per liemie. La presenza e la distribuzione di tali susta
nel suolo, nell’acqua, nelle piante ed in aria,o&ua a processi come la volatilita, la degradazion
microbica, la lisciviazione, I'assorbimento su jaatie di suolo o nelle piante I'assorbimento aténso

I'apparato radicale. Gli isomeri piu frequentemenitgracciabili nel’ambiente sonod; il B e il y; in
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particolare, I6-HCH é piu comune negli ambienti acquatici e nell’atreosf il 3B-HCH, lipofilo e stabile,
e presente soprattutto nel suolo, nei tessuti dnienaei fluidi biologici. Sono di seguito descrita
diffusione e la persistenza degli HCH nei vari cantipambientali.

Aria. L'atmosfera rappresenta una delle vie di traspditeolti inquinanti organici persistenti su
scala globale. Questo e reso possibile per I'evagione dei contaminanti dalle superfici terrestri e
acquatiche, I'adsorbimento sul particolato atmasteril trasporto per mezzo delle correnti atmasfer
e la rideposizione sulle superfici terrestri e adplne. | parametri di una sostanza che determigaesti
meccanismi di trasporto sono la tensione di vagdaregstante della Legge di Henry ed il coeffictedi
ripartizione ottanolo-aria (). La tensione di vapore € una misura della teral@lizuna sostanza a
passare dallo stato puro, liquido o solido, allsefaapore; la costante della legge di Henry é data
rapporto tra la concentrazione di una data speduimica in fase gassosa e quella in fase liquida ed
esprime la tendenza di una sostanza a volatilizdareina sua soluzione acquosa all’atmosfera come
risultato combinato dell'influenza della sua pressi di vapore e della sua solubilita; il coeffi¢eemli
ripartizione ottanolo-aria () € una misura della tendenza di una sostanza eamigla una matrice
organica (ad esempio, da una matrice vegetal@fraliisfera.

Gli HCH, essendo composti definiti “semivolatili§i ripartiscono tra I'atmosfera e le superfici
ambientali (particolato atmosferico, suolo, vegetag, acqua). L'entita della ripartizione é regaldalla
temperatura; in particolare, ad alte temperaturddeo a passare in atmosfera mentre a basse témpera
tendono ad accumularsi sulle superfici ambieniliconseguenza, gli HCH tendono a volatilizzardedal
regioni temperate e tropicali e a condensare metieoni piu fredde, come le grandi catene montuose,
attraverso una serie di cicli di evaporazione eodgione’* La distribuzione spaziale degli HCH a lungo
termine riflette, quindi, le differenze di tempenat presenti nelle diverse regioni del globo: ladigioni
ambientali presenti nelle regioni piu fredde neoféscono I'assorbimento sul particolato atmosferieo
loro condensazione sul suolo, sull'acqua, sul glidae il loro assorbimento da parte della vegetezio
Inoltre, a basse temperature i fattori ambientdle qotrebbero avere qualche effetto sulla loro
degradazione sono meno efficaci, favorendo quindie accumulo.

Acqua. Oltre al trasporto per via atmosferica, negli estasni terrestri gli HCH possono essere
trasportati verso i sistemi fluviali per erosionelitavamento e, quindi, raggiungere il mare e gkani.

Nei sistemi acquatici questi contaminanti possasere sottoposti a processi di scambio con i sedime
oppure possono essere rilasciati verso I'atmosfesadirezione del flusso tra I'acqua e I'atmosfera
dipende dalla temperatura: nelle zone temperdtesso netto e verso I'atmosfera, mentre nellearigi
polari & dall'atmosfera allacqua. Nelloceano dapepossono essere trasportati verso zone remote, in
particolare le regioni artiche, dalle correnti mari Nei sistemi acquatici e terrestri, sono trasgpiosu
lunghe distanze nei lipidi di pesci, mammiferi eceli migratori. La concentrazione degli HCH nei
grandi laghi e nelle acque oceaniche e di circany/g ben due ordini di grandezza superiore rispait

pesticidi meno solubili come DDT, clordano e digidr
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Il trasferimento degli HCH verso le acque proforaeiene per convezione e sedimentazione. Si
stima che il tempo di residenza nei sedimenti aia2dai 10 anni in zone eutrofiche e oligotroficBati
di letteratura mostrano, inoltre, che il I'isomerpud essere degradato da cianobatteri azoto figdator
funghi ed alghé® L'idrolisi, invece, si verifica soprattutto in odiioni alcaline nelle quali i-HCH &
idrolizzato rapidamente. Dato che gli isomeri HCéhrcontengono cromofori che assorbono luce della
regione UV, la fotolisi diretta non & possibile rtrenpud avvenire una fotolisi indiretta. Sostaname
l'acido umico o I'acido fulvico, noti agenti fotasmbilizzanti, sono praticamente ubiquitari in aequ
naturali e possono assorbire luce e trasferireed{ga eccitante agli HCH. Inoltre, sostanze osgidan
comunemente trovate in acqua naturale, come l'essigingoletto o i radicali perossidici, idrossilic
sono in grado di degradare gli HCH con diversetihe di reazione. Questo perché un numero maggiore
di atomi cloro in posizione planare nel cicloesatabilizza la struttura, fornendo un minore guadagn
energetico per qualsiasi processo degradativo ffoendo inoltre punti di attacco favorevoli pemiizio
di tale processo. Quindi i tempi di degradazioné agnpi per ilindano, sono ancora piu lunghi per i suoi
contaminati e sottoprodotti di produzionep.”’

Suolo.A causa della loro scarsa polarita, gli isomeri’d€lH tendono ad associarsi al suolo e ai
sedimenti piuttosto che essere rilasciati in atemasflLa loro scarsa idrosolubilita favorisce ildor
assorbimento, in particolare alla frazione orgauniebterreno. Le molecole sono, pertanto, relatiate
immobili ossia migrano lentamente nel suolo, possessere trasportate solo dalle piogge e dalleeacqu
d’irrigazione. Il processo biodegradativo risulssere il principale fattore di degradazione de@iHhel
suolo o nei sedimenti; mentre la trasformazionetda e le altre tipologie di processi degradativn
sembrano essere particolarmente significative. rbc@sso biodegradativo include la declorazione
idrolitica con la seguente rottura dell’anello efirie la totale o parziale mineralizzazione. Divestsidi
riportano che 71 microorganismi su 147 isolati elaa grassa sono capaci di utilizzare soluziony-di
HCH come unica fonte di carboni®ll B-HCH, invece, si presenta come l'isomero pil pegsie con
un tempo di dimezzamento di 184 e 100 giorni, tibgEmente su terreno coltivato ed incolto, seguito
daly-HCH con 107 e 62.1 giorni; dai*HCH con 54.4 e 56.1 giorni e d®HCH con 33.9 e 23.4 giorni.

Una ricerca condotta sul suolo e sulla vegetaztne terreno circostante un sito di interramernito d
rifiuti industriali in Germania, a 10 anni dopo Itimo scarico di HCH, ha rilevato la presenza
dellisomerop compresa tra I'80 ed il 100% del totale HCH residuln condizioni aerobiche, la
degradazione ¢ influenzata sia dal pH che dal p@tlEenredox.

Nel 2009 é stata studiata la declorazione del'msany ad opera di composti del ferro in diverse
condizioni di pH e temperatuf4. risultati hanno mostrato che il composto vienpidamente ridotto
principalmente a benzene, ma anche a clorobifelndedegradazione fotocatalitica dell'isomere stata
studiata in soluzioni acquose ed € stato visto cibritredano venga completamente decomposto in,CO

Cl' e HO con la formazione di vari intermetill numero e la natura degli intermedi identificatinno
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indotto a suggerire che il meccanismo di decompmsézdellindano & basato su processi sia riduttivi che
ossidativi.

Piante. Le piante, in funzione della biodisponibilitd nerreni, assorbono contaminanti organici
attraverso I'apparato radicaleofl-plantpathway o I'aerosolizzazioneafr-plantpathway; I'accumulo é
differenziale a seconda della frazione lipidicdelghrie parti della pianta.

Nel soil-plantpathway i contaminanti presenti nel terreno possono essssorbiti dall'apparato
radicale della pianta ed essere traslocati nellti paree attraverso lo xilema oppure, specialmente
quando l'assorbimento e la traslocazione sono diinidall’elevata lipofilicita dei contaminati, esse
assorbiti, restare nei tessuti radicali, o bioaadansi nel fusto della pianfa?%#*

L’ air-plantpathwaye un'altra via con cui contaminanti lipofilici pas® essere assorbiti dalle piante.
Tale processo dipende dalla volatilita di compagiime ad esempio gli organoclorurati, dalla supierfi
del suolo e dal successivo assorbimento sulledaigile piante, e potrebbe includere la ripartieidegli
HCH presenti nellatmosfera e la superficie fogi&r®®®” Composti volatili 0 composti idrofobici
semivolatili, come gli isomeri dell’esaclorociclee®, infatti, possono depositarsi sulle parti aekel&a
pianta. Il bioaccumulo dei diversi isomeri HCH eeflssenze vegetali, tuttavia, non appare corralkto
loro proporzione nei suoli di origine, ma & seletta favore dell'isomerf.?® Tale isomero rappresenta la
frazione prevalente di contaminazione nelle piaatehe foraggere, e persiste in successive geoerazi
vegetative anche a distanza di anni dalla rimozideléa sorgente di contaminazione prim&fiQuesta
dinamica viene descritta anche nei pochi studiatigpli sulla contaminazione di piante correlata a
sospetta 0 accertata contaminazione dei suoliée hmitrofe ad una sorgente industriaté Soltanto
recentemente le piante sono state utilizzate pevoiitoraggio degli HCH nell’lambienté.Sono stati
analizzati per questo motivo la corteccia di albeghi di pino, licheni, muschi, e foglie di man@iuesti
studi hanno mostrato come residui di HCH siano gaéésnelle diverse parti della piante di numerosi
campioni raccolti in varie parti del mondo. In peostare € stato riscontrato un aumento nella

concentrazione di HCH nella corteccia direttamgmoporzionale con I'aumento della latitudifie.

1.2.6 Tecniche di bonifica ambientale di siti coniaati

Con il terminebonifica ambientalesi intende l'insieme degli interventi messi inoatl fine di
ripristinare le condizioni ambientali proprie di aurspecifico ecosistema. Tali interventi includono
l'individuazione e la caratterizzazione delle fodtiinquinamento; la rimozione o il confinamentdlae
sorgente finalizzati a limitare la dispersione 'aetibiente dei contaminanti. Sono noti numerosi essc
teoricamente applicabili per la decontaminazionardarea inquinata e la scelta della migliore sty&t
deve essere attentamente valutata in funzione ciaiédteristiche dello specifico contaminate esitel in
cui questo e presente.

Generalmente, le diverse tecniche vengono claatgfim base al luogo dove avverra la bonifica e in

funzione del principio operativo applicato. Si pardi tecnichein-situ se i metodi sono applicati
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direttamente al luogo della contaminazioeg:situse la bonifica avviene a seguito di rimozione dei
volumi inquinati. | metodiex-sity a loro volta, possono essaye-sitese il trattamento € effettuato sul
luogo e off-site se i volumi inquinati sono trasportati in impiantiversamente localizzati.
Tendenzialmente le tecnologia-situ sono caratterizzate da una maggiore flessibilganfase di
controllo e gestione del processo alla base deltantaminazione, ma producono un impatto ambientale
maggiore e limitano la fruibilita del sito duraméefasi del processo di bonifica.

Un altro modo per classificare le tecniche di bioaie basato sul principio operativo in base alequa
si possono distinguere trattamenti fisici, chingiddiologici.

| trattamenti fisici sono associati alla variaziahedlo stato fisico degli inquinanti che ne conseiht
trasferimento tra le diverse fasi del suolo. Traegju quelli maggiormente conosciuti sono la
solidificazione/stabilizzazione e i trattamentinbéei. | primi si basano sull'effetto di opportungenti
chimici (inorganici o organici) che producono unassa stabile caratterizzata da una accresciugitate
fisica e da una ridotta permeabilita rispetto aftatrice solida del suolo; i secondi si basano
sullincenerimento o la gassificazione che compwtan ogni caso, a differenti condizioni di
temperatura, la volatilitd degli inquinati e la dorapida ossidazione con formazione di composti
inorganici (CQ, ossidi di azoto e zolfo, ecc).

| trattamenti chimici riguardano la trasformaziatedlo stato chimico degli inquinanti finalizzatdaal
produzione di sostanze caratterizzate da minorsicits o da una ridotta/incrementata mobilita. Tra
questi, particolarmente utilizzati, sono l'ossidem® chimica, realizzata iniettando nella matrice
contaminata una miscela costituita da un opportagente ossidante che consente la completa
trasformazione della sostanza organica inquinanémidride carbonica e acqua; la riduzione chiroloa
viene impiegata per trasformare alcuni compostiladdbrma ossidata a quella ridotta, qualora
quest'ultima presenti una minore tossicita, medaiditpiego di agenti chimici riducenti; I'estrazie
con solventi che consiste nel trasferimento dewgjuinanti dalla fase solida alla quella liquida sieblo
tramite solventi organici acidi e alcalini al firdh poter successivamente raccogliere ed estrarre un
percolato concentrato da avviare ad opportunoatrehto in superficie; la fissazione tramite agenti
chelanti che prevede il ricorso all'iniezione dieat chimici che, legandosi con i contaminati, ne
riducono la mobilita nel suolo consentendone l'acelo in porzioni determinate che possono
successivamente essere rimosse e trattate in ithpiasitu.

| trattamenti biologici, invece, si basano sullza@posizione delle molecole organiche ad opera di
microrganismi naturalmente presenti nel suolo (ui@lcautoctone) ovvero ivi opportunamente inoculati
(colonie alloctone); in entrambi i casi, € geneeite necessario garantire la presenza di sostanze
indispensabili per il sostentamento dell'attivi@tlerica (nutrienti, donatori di elettroni per i tagolismi
aerobici ed accettori di elettroni per quelli amdéei) e di adeguate condizioni ambientali (pH,

temperatura) al fine di accelerare processi chignahti potrebbero risultare estremamente lenti.,
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1.2.6.1 Tecniche biologiche

Tra le tecniche biologiche di bonifica ambientalgjelle che si avvalgono dell'utilizzo di
microrganismi sono ampiamente riportate in letteaatinfatti, sono numerose le popolazioni di batte
grado di degradare per via anaerobica o aerobic&saheri dell’esaclorocicloesano utilizzando tali
pesticidi come unica fonte di carbonio.

Il primo microrganismo ad essere stato isolatoradg di degradare gli HCH é statodlostridium

BN

sphenoidesche, in condizioni anaerobiche ed in ambienteydegente salino, € in grado di ridurre
notevolmente la concentraziondiddanoproducendo i metaboliti riportati ligura 4.7

Analoghe vie di degradazione sono state descritletieratura ad opera Bacillus sheponoidé&se di
batteri della speci€loostridium rectunisolato da terreni di risaf®.

Successivi studi su tale ceppo hanno permessamremdere che I'espressione dell’enzima richiesto
per la degradazione dihdano e di tipo costitutivo, dimostrando, quindi, coneyéne codificante per

tale proteina fosse normalmente espresso dal inatter

Cl
Cl Cl Cl Cl Cl
_=2C1 -2C1 -CI
+2¢ +2¢ +e
Cl Cl Cl Cl Cl
Cl Cl
B-HCH 3-TCCH 1,3-DCDN MCB
y-HCH v-TCCH
3-HCH
-2C1 +2¢

>

Benzene

Figura 4.Possibili vie di degradazione d&ly e 3-HCH per via microbiologica.

Ulteriori dati di letteratura riportano la convense dellindano ay-TCCH e benzene, in miscele di
colture batteriche anaerobie presenti in fanghilefurazion® e la formazione di piccole quantita di
triclorobenzene e tetraclorobenzene come metalibliirmazione a seguito di biodegradazione daepart
di batteri anaerobi dgtHCH.*®

Tra i processi aerobici di degradazione degli isordel’HCH, il pathway maggiormente studiato
appartiene al battericSphingomonas paucimobili®)T26. | numerosi studi effettuati su questo
microrganismo hanno, infatti, permesso di comprendlntero processo di degradazione individuando
gli enzimi, i cofattori coinvolti e tutti i compdstintermedi di formazione fino alla completa

mineralizzazione dal-HCH che si verifica in 12 settimanEigura 5).'
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Figura 5. Possibili vie di degradazione aerobica@elCH in Sphingominas paucimobilis.

Come e possibile desumere, in questo caso le vikegliadazione ddindano sono piu complesse
rispetto a quelle studiate nei batteri anaerobizidimente il y-HCH & soggetto ad una reazione di
declorurazione da parte dell’enzima LinA che lowate iny-pentaclorocicloesano/-PCCH)™ Tale
enzima, facente parte della famiglia delle deidyoohsi, interviene anche nella reazione successiva
catalizzando la formazione di un metabolita indéabl 1,3,4,6-tetracloro-1,4-cicloesene (1,4-TCDN)
guale, a sua volta, produce I'1,2,4-triclorobenzeppure il 2,4,5-triclorocicloesanolo (2,4,5- DNQdg
parte dell'enzima LinB, che codifica per una deelwgsi alcalina. Tale composto € successivamente
ossidato a 2,5-dicloro-2,5-cicloesadiene-1,4-d{@l6-DDOL) che puo produrre il 2,5-diclorofenolq%2
DCP) oppure il 2,5-dicloroidrochinone in una reasdNAD dipendente catalizzata dall’enzima LinC. |l
2,5-dicloroidrochinone (2,5-DCHQ), grazie all'azeodi una deidrogenasi riduttiva (LinD), inizialment

viene convertito in cloroidrochinone (CHQ) e, sigsieamente, in idrochinone (H&Y. In alternativa
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I'enzima LinE, che codifica per una diossigenasi pttaccare I'anello aromatico del CHQ producendo
un intermedio aciclico che a sua volta reagisce kargua formando maleilacetato il quale viene
successivamente viene convertit@ishetoadipato. Tale composto pud essere, infinalmétzzato, fino
alla degradazione completa ad anidride carboniacqda’®

Ulteriori ricerche hanno dimostrato la capacitdaiteri aerobi di degradare completamente i diversi
isomeri dellHCH. Tra questPseudomonas sphenoidédsolato da suoli canadesi, puo degradare il
lindano producendoy-PCCH ey-3,4,5,6-TCCH. Tale microrganismo € anche in grddarescere in
condizioni aerobie ed in un mezzo leggermente gationtenentex e y-HCH come unica risorsa di
carbonio. Pseudomonas sphenoidgaid degradare anche 1'1,2,3,4-tetraclorobenzene’l@,4,5-
tetraclorobenzen®' Nonostante questo microrganismo non sia statoiastudilteriormente, lavori
condotti su altri microrganismi aerobi degradaliindano (funghi ed altre specie batteriche) rivelano vie
di degradazione simili che conducono alla formagidndiclorofenolo (DCP) e triclorobenzene partendo
day-PCCH. Tale composto e stato trovato anche comeblita di degradazione detFHCH in fanghi
aerobi®

Anche il ceppo diPseudomonas vescicularigsolato in Olanda da culture arricchite di suoli
contaminati, & in grado di degradame-HCH utilizzando tale pesticida come unica fonteatibonio-*®

Gli esempi riportati mostrano come i microrganispiissano essere fondamentale utilizzati con
successo per degradare completamente e quindsdmarie terreni contaminati dagli isomeri del’HCH.
Non a caso, la ricerca in questo ambito € moltwaattn particolare, recenti ricerche hanno dimeatstr
come l'aggiunta di specifici ammendanti possa da parte stimolare la crescita e lattivita di quest
microrganismi e dall’altra accelerare il processdetjradazione. In altri casi si & visto che migasismi
isolati da suoli contaminati, in grado di degradawataminanti organici, possono essere reinocoéla
rizosfera in concentrazioni elevatbidaugmentation Tuttavia, & evidente che tali processi risultano
complessi da realizzanm-situ perché richiedono condizioni ambientali ottimaérga crescita e lo
sviluppo dei diversi ceppi di microrganismi. Untaltimportane problematica e legata alla reale
biodisponibilita degli inquinanti. Questa dipendalle proprieta chimiche dell'inquinante, dalla
composizione del suolo (pH, potenziale redox, cauite di materia organica, temperatura, capacita di
scambio cationico, composizione chimica e umidialle condizioni ambientali e dall'attivita biolog.
Fondamentale, ad esempio, € la ripartizione dagliinanti tra la fase liquida e quella solida dedls.
Gli HCH, delle per le loro caratteristiche chimichendono ad assorbirsi all’humus presente netnerr
diminuendo fortemente la loro mobilita e di consma la loro biodisponibilita alla degradazionetriAl
fattori influiscono negativamente sui livelli diddisponibilitd in quanto possono aumentare la ilibéat
degli HCH allinterno dei compartimenti del suolo dalla sua superficie. Tra questi, I'elevata

temperatura, 'umidita e la pressione di vaporegim un ruolo fondamentale.
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1.2.6.2 Fitorimedio

Un’altra tecnica finalizzata alla concentrazioneggldenquinanti all'interno di matrici biotiche &
rappresentata dal fitorimedio che sfrutta quei @sst biologici, chimici e fisici che permettono
'assorbimento, il sequestro, la degradazione mégabolizzazione dei contaminanti sia da parteedell
piante che dei microrganismi della rizosfera. tbfimedio rappresenta una soluzione interessante ai
problemi di bonifica ambientale nei casi di contaazione diffusa su ampie superfici, anche in
considerazione dei bassi costi e della sosterikilitbientalé?’

Le piante permettono la decontaminazione da nuréngsinanti presenti in differenti matrici,

attraverso vari meccanismi biochimici:

rizodegradazioneossia degradazione di un contaminante da partendgbrganismi presenti
nella rizosfera, la cui crescita ed l'attivita sostimolate dai prodotti di fotosintesi essudati
dall'apparato radicale;

- fotodegradazionessia degradazione di composti organici all'intedella pianta o all’esterno
mediante enzimi essudati dall’apparato radicale;

- fitoestrazione assorbimento dei contaminanti a livello delle cadie successivo
immagazzinamento nel fusto e nelle foglie;

- rizofiltrazione ossia assorbimento di contaminanti, presenti lnz&mne acquosa, dalle radici
senza traslocazione nella parte aerea, rimanedbZpati nell’apparato radicale;

- fitostabilizzazioneossia interazione di inquinanti organici di natligofilica con le superfici
idrofobiche dellhumus ed immobilizzazione; a segudi cio, gli inquinanti risultano non
estraibili né veicolabili agli animali né all’'uonadtraverso la catena alimentare;

- fitovolatilizzazioneassorbimento dei contaminanti, eventuale trasfeiona, e volatilizzazione
mediante la traspirazione della pianta.

Tra le varie specie, le piante arboree caratteezda rapido accrescimento, elevata biomassa ed
apparato radicale esteso costituiscono dei buardidati per realizzare fitorimedio; inoltre, possono
essere impiegate per la produzione di biomassap energetici. Tra queste, le migliori sono i Giadi i
pioppi. Dati di letteratura, infatti, mostrano lapacita di piante appartenenti alla famiglia delle
Salicaceadli crescere nelle condizioni estreme tipiche dearentaminate e di assorbire ed accumulare
nei loro tessuti residui tossici, producendo altesso tempo una notevole quantitd di biomassa
utilizzabile per la produzione di energia. Siaalicd che i pioppi, inoltre, possono essere cottiva
mediante piantagioni a turno breve, caratterizzddeuna durata circa 15 anni. Tali colture sono
considerate una risorsa per le industrie dellaacartlel legno e negli ultimi anni anche un’imporgan
fonte di energia, rappresentando una valida altieenai combustibili fossili per la produzione di
calore!®*®Inoltre, possono proteggere i suoli dall’acqua Wetasione, stabilizzare i siti contaminati,
limitando la diffusione degli agenti tossici inqamti nelle aree circostanti e contribuire ad un

miglioramento paesaggistico delle zone stéSse.
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Gli alberi di pioppo, in particolare, posseggonoagaristiche uniche per il fitorimedio essendonpea
perenni, di facile propagazione e crescita rapsd@r@ttutto nella fase giovanile). Inoltre, rilase nella
rizosfera grandi quantita di carbonio organicofeendo i loro prodotti di fotosintesi al terrentale
capacita rende il loro apparato radicale un luaigale per ospitare microorganismi in grado di ssg
una reale attivita di fitorizodegradazione di xeiotibi come i contaminanti clorurati. Altra inteszsite
caratteristica € il polimorfismo genetico che coisfee loro adattabilita a varie condizioni climéaig
notevole tolleranza allaccumulo di un dato contzmite e buone capacita di degradazione del
medesimo. Partendo da questa variabilita, si padrepntare in diversi ambienti il materiale vegetgil
idoneo per un'applicazione di fitorimedio per caontaanti organici.

Nonostante i suddetti vantaggi, tra le principatiitazioni nell'applicazione del fitorimedio vi el
necessita di mettere in contatto I'apparato radicidlla pianta con la matrice contaminata. Infati,
relazione alla specie considerata e alle condizpmdoclimatiche, I'apparato radicale generalmente
esplora il terreno ad una profondita che variaGfacentimetri delle specie erbacee ai circa 5 nutbtri
alcuni salici. Il tempo necessario per completaneintervento di bonifica € un altro aspetto critico
nell'uso del fitorimedio in quanto tale tecnicahiede tempi molto lunghi per I'impianto e per l'efffiva
rimozione dei contaminanti dal suolo e cio ne negé il campo di applicabilita solo ai casi in oain c’é
urgenza di riutilizzare il sito e la contaminazionen costituisce un rischio immediato per 'uomo e
'ambiente.

Il sistema di pioppicoltura a taglio breve (SRGjtato recentemente introdotto nella Valle del fiume
Sacco per il biorisanamento con un progetto ch®doinvolti la Scuola Superiore “Sant’/Anna” ds®i
e il Dipartimento di Scienze Animali, Vegetali elldenbiente dell'Universita degli Studi del Molis&\
seguito di tale sperimentazione, sono stati set@xa cloni di pioppo in grado di assorbire ateeso
I'apparato radicale gli isomeri del’lHCH o di dedgali attraverso il rizorimedibti risultati ottenuti
sono stati incoraggianti; infatti, & stato indivédo un clone di pioppo (Monviso) che, associatauad
inoculo di batteri, compost e perossido di caleigtato in grado diegradare in un solo anno il 40% del
lindanototale. L'efficacia del clone Monviso nella degaatbne di gli isomeri dellHCH e stata imputata
ad una maggiore produzione di biomassa a livellicede: il clone potrebbe aver messo a disposizione
pil metaboliti in grado di sostenere la prolifecas e I'attivita dei ceppi batterici inoculati reell
rizosfera. Infatti, nel corso della sperimentazienstata monitorata sia la popolazione microbida de
suolo imperturbato dai trattamenti che la rizosfigle piante batterizzate con le specie di battieritale
monitoraggio si € potuto constatare che la popotezbatterica presente nella rizosfera di tuttonicdi

pioppo ha subito un incremento notevole, in paldi@nella rizosfera del clone Monviso.
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1.3 Le tecniche analitiche utilizzate per la determazione degli HCH

1.3.1 Gas-cromatografia

La cromatografia € una tecnica di analisi che pd#em& separazione, lidentificazione e/o la
guantificazione di sostanze presenti in miscel@ednerale, le tecniche cromatografiche sono basdite
differente distribuzione delle specie da sepamardue fasi diverse: uniase stazionarianormalmente
immobilizzata su di un supporto, ed uf@se mobile generalmente un liquido o un gas che fluisce in
continuo sullafase stazionariaA seconda della diversa affinita per le due fadgtti, le sostanze da
separare tenderanno a fissarsi piu 0 meno fortenadlat fase stazionaria, posizionandosi in zongntks
di quest'ultima permettendone la separazione. $e bie caratteristiche deflase stazionaride tecniche
cromatografiche possono essere distinte in: adweritb, ripartizione, scambio ionico, esclusione ed
affinita. In particolare, nelle analisi di pesticld piu utilizzata & la cromatografia di adsorbirtwein cui
la fase stazionaria rappresentata da un solido dotato di siti attid formano legami deboli (idrogeno,
dipolo-dipolo) con la miscela da separare. Le varomiche cromatografiche portano alla registrazidin
un cromatogramma, cioe di un tracciato che desdiawvelamento del segnale del rivelatore in funzione
del tempo, a partire dall'istante in cui la miscelane introdotta in colonna. Ogni sostanza chaersie
eluita esce dalla colonna passa attraverso uratorel aumentando (o diminuendo) il segnale detkeali
di base in modo piu 0 meno repentino e generandgegnale che viene registrato sotto formaidco

cromatografico(Figura 6).
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Figura 6. Cromatogramma relativo adi-HCH.

Ogni picco cromatograficoé caratterizzato da uempo di ritenzione #f,un’altezzae unarea |l
tempo di ritenzion@ un parametro tipico di una sostanza da analizdume definito come il tempo che
impiega un componente della miscela iniettata atteiglalla colonna o, tecnicamente, ad essereativel
come picco dal detector. A parita di condizionimetografiche (temperatura, velocita di flusso, lbg@a

di fase mobile e stazionaria) un composto, indipabteimente dalla quantita, esce sempre allo stesso t
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Grazie a questo parametro, & possibile identificdieersi composti presenti in una miscelaaltézzae
I'area invece, sono parametri importanti ai fini delBdisi quantitativa della miscela da analizzare.

Tra le tecniche strumentali piu utilizzate in arobanalitico € inclusa la gas-cromatografia che
consente, di effettuare I'analisi qualitativa e mfitativa di miscele anche molto complesse. Nelia-g
cromatografia la fase mobile & un gas che fluista\eerso una colonna in cui si trova la fase steeiia,
che puo essere un solido granulare poroso oppurguido. A seconda dello stato fisico della fase
stazionaria, la gas-cromatografia si puo suddigdercromatografia gas-solido (GSC) e in cromatigra

gas-liquido (GLC).
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Figura 7. Schema generale di un gas-cromatografo.

Come mostrato irFigura 7, in un gas-cromatografo si possono distinguerettiguaomponenti
principali: I'iniettore, lacamera termostatical rivelatore e I'elaboratore

Il ruolo dell'iniettore posto in “testa” alla colonna, & di assicuraistdntanea vaporizzazione del
campione. Poiché con I'utilizzo di colonne capilllarquantita di campione da iniettare € dell'oeditei
microlitri, sono state messe a punto particolamiehe di iniezioneqplit, splitlesg che consentono di far
entrare effettivamente in colonna solo una partdigigido iniettato. L'iniettore €& costituito da worpo

Y

termostatato, un liner e un setto di silicone. dirpp termostatato, € un cilindro con un sistema di
resistenze variabili grazie alle quali € possitilesare la temperatura ritenuta piu adatta per la
vaporizzazione della miscela. Al suo interno e zosato il liner, un tubicino di vetro in cui viene
istantaneamente vaporizzato il campione. Il settsilidone, posto in testa al liner, invece, imzeai la
fuoriuscita dei vapori sviluppati all'interno dellstesso facendo in modo che tutta la miscela emtri
colonna.

La camera termostatica la porzione dello strumento dove viene collotatlonna cromatografica
Il piu diffuso tipo di camera termostatica e quell@ircolazione d’'aria calda che garantisce urkbilgéa
della temperatura nell’ordine di 0.5°C e il raggiimento, in tempi brevi, di temperature fino a 4@
L'uniformita della temperatura in ogni punto deti@mera viene garantita da una ventola posta aiti s
di un fondo forato. La colonna cromatografica pg8ege impaccata o capillare. La piu classica delle

colonne impaccate ha una lunghezza di 1-2 metriueddiametro interno nell’ordine di qualche
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millimetro. Il materiale pil comunemente usato feercostruzione di colonne impaccate €& l'acciaio
inossidabile ma per sostanze molto reattive siepiefe I'uso di colonne in vetro. La colonna viene
riempita con la fase stazionaria, costituita da supporto inerte di appropriata granulometria,
eventualmente imbevuto della fase stazionariadiguLe colonne capillari sono le piu diffuse, laolo
lunghezza é nell’ordine di 15-100 metri con un dé&m compreso tra 0.1 e 0.75 mm. La fase staznari
viene depositata sulle pareti interne della coloswtto forma di un film sottilissimo. Esistono végi di
colonne capillari, in relazione al diametro ed aldm in cui viene eseguito il iempimento. Nelleauie

di diametro inferiore (da 0.25 a 0.30 mm) il ligoidi ripartizione viene posto direttamente all’imte
sotto forma di un sottilissimo film aderente allargti della colonna. Questo tipo di colonna viene
identificata dalla sigla WCOT (Wall Coated Open Uil#p). In quelle a diametro maggiore (da 0.4 a 0.8
mm), oltre alla soluzione descritta, si ritrovanacbmmercio colonne in cui la deposizione del tigudi
ripartizione ha luogo su di uno strato di materf@deoso che riveste le pareti interne della coloereono
chiamate SCOT (SupportCoated Open Tubular).

Il rivelatore posto a valle della colonna € in grado di iderdifici componenti della miscela presa in
esame. | rivelatori possono essere universali etts@l | primi consentono di individuare tutti i
componenti di una miscela; i secondi rivelano g@dicolari categorie di composti. | rivelatori pigati
sono il rivelatore a ionizzazione di fiamma (FID)ivelatore a cattura di elettroni (ECD) e il ehatore
di massa (MS). Nel FID i campioni vengono brucfar ottenerne la trasformazione in ioni allo stato
gassoso. Il carrier viene convogliato verso unlogelcui giungono anche idrogeno ed aria, necepsari
alimentare una piccola fiammella. Una resistenzstgp@accanto all’'ugello provoca l'accensione della
fiammella. Quest'ultima si trova circondata da whiettore cilindrico caricato positivamente; il seclo
elettrodo del circuito, quello caricato negativateere costituito dall’'ugello stesso. La microfiamma
provoca una debolissima corrente ionica tra glitreldi, che vengono mantenuti sotto una differetiza
potenziale di circa 300V. Questa corrente, elaboramplificata e misurata, viene inviata ad un
opportuno registratore e costituisce il rumoreodido. Quando un componente della miscela raggilange
fiamma, viene subito ionizzato con conseguente atongell'intensita di corrente e quindi rivelatonco
un segnale piu intenso. La sensibilita di questelatore € molto elevata, infatti si puo arrivaie a
nanogrammi. L'ECD & un rivelatore selettivo costituda una sorgente radioattivéNi) che emette
radiazionif3 (elettroni). Gli elettroni, detti primari, emeshlla sorgente, vengono a trovarsi in un campo
elettrico di cui la sorgente costituisce I'anodogentne il catodo si trova verso l'uscita. Gli elettr
primari colpiscono il carrier formando ioni positied elettroni secondari. Il flusso di queste dagic
costituisce la corrente di fondo e dipende dalffedinza di potenziale tra i due elettrodi. Quamieme
al carrier € presente una sostanza in grado diraadt gli elettroni secondari, si verifica una diogione
di corrente di fondo. La corrente, elaborata, afigglia e misurata, viene inviata ad un registratbre
limiti di rilevabilita possono essere molto bassl, esempio per i pesticidi organoclorurati o derideal

fosforo, si puo arrivare a rivelare i picogramme. $ostanze maggiormente rivelate sono quelle centen
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alogeni. Lospettrometro di massauno strumento che permette di ottenere informmasioutturali sugli
analiti di interesse, ed & basato sulla ionizzazidinuna molecola e sulla sua successiva frammentz

in ioni di diverso rapporto massa/carica (M/z)piincipio su cui si basa é il seguente: una mokeéol
ionizzata per espulsione di un elettrone; lo iorerolare generato in parte si frammenta dandod@og
molecole e/o radicali neutri (che lo strumento mitgva) e generando cationi e/o radicali catioon(i
frammento). Lo ione molecolare e i vari ioni cheosiginano per frammentazione (cationi e radicali
cationi) vengono discriminati sulla base del lorapporto massa/carica e rivelati. Il risultato
dell’'esperimento € lo spettro di massa, che rapptasl’abbondanza relativa degli ioni in funziored d
loro rapporto massa/carica. Attraverso questa ¢aai quindi, possibile misurare le masse moleicethr
ottenere profili di frammentazione specifici peastiun composto. Si puo, cosi, individuare la foaril
struttura di composti sconosciuti, anche avendodig@sizione piccole quantita. Il rivelatore digsa si
basa sulla rivelazione di ioni in fase gassosamdizioni di vuoto spinto; pertanto, I'accoppianm@iobn

un gas-cromatografo, che gia prevede campioni #e fgassosa, si realizza facilmente, attraverso
I'utilizzo di dispositivi capaci di ridurre il fluso del gas di trasporto prima che venga raggiuata |
sorgente di ionizzazione. Esistono due tipi di satgdi ionizzazione: elettronica e chimica. Nella
ionizzazione elettronica il campione viene bombtrdia elettroni ad elevata energia in grado di renap

i legami esistenti all'interno della molecola enmaentandola in ioni. Nella ionizzazione chimica i
frammenti si formano grazie agli ioni proveniendi dn gas, ad esempio metano. |l campione, una volta
ionizzato, entra all'interno del quadrupolo. Quegtmera un campo magnetico variabile che devia o
lascia passare i diversi ioni. Durante la fasecensione, il campo magnetico varia nel tempo inonal

far arrivare al rivelatore solo uno ione specifiger volta. Affinché gli ioni arrivino all'interno &
quadrupolo con una traiettoria il piu parallela gibie, tra la camera di ionizzazione ed il quadtap
viene inserito un focalizzatore. Recentemente ssint prodotti spettrometri di massa con un triplo

guadrupolo, dove avviene una ulteriore frammentezitello ione molecolare in ulteriori ioni.

1.3.2 Spettroscopia Infrarossa (IR)

La Spettroscopia Infrarossa (IR) € una tecnicatigsebpica di assorbimento particolarmente
utilizzata per ottenere informazioni sulle propaistrutturali delle molecole. Tale tecnica si agvaélla
radiazione infrarossa che provoca vibrazioni mdertaconsistenti in stiramenti dei legami chimici
(stretching e deformazioni degli angoli di legameefding. La luce infrarossa cade tra luce visibile e la
radiazione a microonde nello spettro di radiazietettromagnetica. Questo tipo di luce puo essere
ulteriormente suddivisa in vicino, medio, e lontdRo Normalmente, quello piu utilizzato e il med®
in cui la luce ha lunghezza d'onda @a 3x10* a 3x10° cm. Quando un fotone infrarosso viene assorbito
da una molecola, questa passa dal suo stato whedei fondamentale ad uno stato eccitato. Questo
passaggio di stato induce transizioni tra liveliesgetici che si traducono in picchi di assorbirnent

Schematicamente un classico spettrofotometro I&sérzialmente costituito da una sorgente il cuidas
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di luce viene convogliato verso il campione efgimento, quest'ultimo costituito solitamente kifgliido

in cui tale campione e discioltd=igura 8). Segue imonocromatorg la cui funzione e quella di
selezionare una specifica lunghezza d'onda,@&apperossia un sistema ottico a forma di semidisco che
negli strumenti a doppio raggio € posto anche dapsorgente per sdoppiare il raggio di luce che
indirizza alternativamente al rivelatore la rads® proveniente rispettivamente dal campione e dal

riferimento.

detector
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Figura 8 Schema generale di uno spettrofotometro IR.

Il rivelatore & il componente finale che generasagnale in funzione della concentrazione di analita
presente. | rilevatori piu diffusi sono termocoppie e itermistori le termocoppie generano
una differenza di potenziale a seguito della dffia di temperatura che si stabilisce tra due igiunt
sensibili, mentre i termistori sono dei componessistivi che costituiscono uno dei quattro rami di
un ponte di Wheatstone che viene sbilanciato alarardella loro resistenza in funzione della
temperatura. La spettroscopia IR piu utilizzataélella a Trasformata di Fourier (FT-IR): mentre i
dispositivi tradizionali misurano direttamente laagtita di energia per ogni frequenza che riesce a
passare attraverso il campione, negli FT-IR il im€cindirizzato ad un dispositivo (beamsplittempdo
divide in due. Un fascio va a colpire direttamehtmmpione, mentre il secondo, grazie ad un sigtdim
specchi mobili, viene indirizzato al campione com nitardo che € funzione del movimento dello
specchio. Un interferometro poi produce un unipo tili segnale su un interferogramma che mostra la
rappresentazione dell'intensita nel dominio del gemApplicando la Trasformata di Fourier, un
calcolatore permette di ottenere lo spettro insaog che esprime I'intensita nel dominio della frega.
Dallo spettro infrarosso €& possibile trarre utilformazioni per il riconoscimento di una molecola
incognita o di gruppi funzionali in una molecolata\ proposito, al fine di associare un legame daio
numero d'onda, si utilizzano apposite tavole rigertin bibliografia o librerie elettroniche inclusel
software della strumentazione. In generale, glitBpR possono essere registrati come assorbimento
riflettanza. Lo spettro di assorbimento € quellonaoemente conosciuto nel quale il campione viene
irradiato da una radiazione IR e si misura la titanza (espressa in percentuale) o I'assorbariia de
radiazione, trasmessa attraverso il campione olaissaa esso. Gli spettri in riflettanza sono rodte
misurando l'intensita della radiazione riflessarétazione all'intensita della radiazione incidenftele
metodo permette tempi piu brevi di esecuzione s@ittri in riflettanza non sono equivalenti a tjuel
assorbimento; in genere i moderni strumenti possaggoftware di conversione. Il campione, nella

riflettanza classica viene posto su un cristalioadiato attraverso il cristallo stesso la cuiattaristica
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principale € quella di essere trasparente allearémhe IR utilizzata. Normalmente nelle tecniche iIR
campioni solidi per essere analizzati necessitaressere sottoposti ad una serie di trattamenti tua
riduzione in strati sottili di pellicola, la fine aninazione con KCI o KBrin modo da ottenere dischi
omogenei; la macinazione in apposito mortaio a filn portarli sospensione. | liquidi, invece, vengo
posti direttamente in una apposita cella a pasglpkedo formata da materiali trasparenti alla #drise
infrarossa, cosi come i gas sono direttamente aamapi in apposite celle cilindriche con finestre
trasparenti all'lR. La possibilita di poter abbmdFT-IR ad un microscopio ottico (micro-FTIR) haso
tale tecnica particolarmente vantaggiosa nell’ahali porzioni molto piccole di campione. In questo
caso la zona sulla quale ottenere lo spettro, fiettdnza, viene identificata mediante il microsicop
ottico, quindi lo stesso cammino ottico viene pesoodal raggio IR permettendo di registrare, per i

campioni di interesse, analisi di stratigrafie &s@ection) in successione separatamente.
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1.4 1l progetto di ricerca

L’attivita sperimentale condotta durante il triemrdi dottorato € inserita in un progetto di riceeca
carattere interdisciplinare dal titol8tudio della diffusione di inquinanti organici p&stenti in ambiente
rurale e stima dei rischi da esposizione per geigiori del settore agricolo-zootecnico mediantedeib
cellulari” finanziato dall’lstituto Nazionale per I'Assicuranie contro gli Infortuni sul Lavoro (INAIL).
Tale progetto, di durata triennale, ha visto corapodila il Dipartimento di Scienze e Tecnologie per
I'Agricoltura, le Foreste, la Natura e I'EnergiaABNE) e come Responsabile Scientifico il Prof. Brun
Ronchi. Per lo svolgimento sono stati coinvolteritatori e tecnici del DAFNE e del DISBEC ed haois
la partecipazione di 9 aziende agrarie locali ddidle del fiume Sacco che hanno fornito la loro
disponibilitd ai campionamenti.

Obiettivo principale del progetto € analizzare Schi da esposizione per gli operatori del settore
agricolo-zootecnico che svolgono la loro attivigdla Valle del fiume Sacco, un contesto agro-anthien
fortemente compromesso sotto il profilo della qaale dello stato dellambiente, a seguito degli
avvenimenti a carattere emergenziale connessiadifflusione di HCH ampiamente descritti nella part
introduttiva. Per la sua realizzazione, il progdtioricerca €& stato articolato in tre principaltiata
differenziate per tipologia e/o collocazione tengbemell’ambito dei 36 mesi.

La prima attivita, iniziata nel marzo 2012 e cosasi nel marzo 2015, e stata condotta nel
Laboratorio di Chimica Organica (Responsabile: Be#t Roberta Bernini); nel Laboratorio di
Biochimica Clinica ed Immunologia del DAFNE (Respahile: Prof. Bruno Ronchi, Dott. Pier Paolo
Danieli) e, quando necessario, presso il CentrondraAttrezzature di Ateneo. Ha riguardato
prevalentemente la determinazione analitica deglneri dell'esaclorocicloesano in varie matricicagr
ambientali provenienti dall’area in oggetto oppoemente campionati.

La seconda attivita, ancora in itinere, viene cat@dmel Laboratorio di Biochimica Clinica ed
Immunologia del DAFNE ed é finalizzata allo studii possibili effetti negativi dell’esposizione eete
e medio termine agli HCH. Per perseguire tali divietsono state allestite colture cellulari di dim
differenti (epatociti/cellule degli epiteli intestli/cellule del sistema immunitario o altro tipsgcondo
protocolli operativi internazionalt? Gli esperimenti condotti sono mirati a studiaré effetti della
vitalita cellulare, dell'integrita delle membranealella funzionalitd mitocondriale (MTT test) in penza
di HCH.

L'ultima attivita € finalizzata a correlare i pds#ii rischi da esposizione per gli operatori dett@e
agricolo-zootecnico operanti nella Valle del fiungacco sulla base di quanto emerso sia dalle
determinazioni analitiche dei campioni analizzatiec dal'esame dei risultati ottenuti dalla

sperimentazione con i modelli cellulari.
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Sulla base di quanto premesso, il lavoro svoltoadig il triennio di dottorato, ed oggetto della
presente tesi, € stato focalizzato su due obietliviicerca. Inizialmente é stata valutata la deali
ambientale della Valle del flume Sacco medianteodpi campionamenti di varie matrici di rilevanza
agro-ambientale finalizzati alla determinazionelitina degli HCH. In particolare, e stata effetimaa
verifica dei livelli di contaminazione da tali pesii nel suolo e nel soprassuolo; nell'acqua per
'abbeveraggio degli animali in produzione; in adimi d’'origine animale destinati al consumo umano
(latte, carne, miele, uova, ortaggi); in alimemtipiegati nell’allevamento dei bovini da latte. Reib,
sono stati condotti una serie di campionamentairevzone all’interno dell'area di studio per gdirnla
rappresentativita delle varie matrici. Dopo unafds pre-trattamento specifica per ogni matricesi @
avvalsi di metodi di estrazione accreditati a livéhternazionale per I'estrazione degli HCH. Sl ta
campioni sono state eseguite le analisi gas-cragrafiohe. | risultati analitici ottenuti sono stati
confrontati con i valori massimi consentiti dallarmativa vigente nazionale ed europea; inoltrepson
stati oggetto di una serie di elaborazioni stati&tiper correlarli, per ciascuna azienda a diviat&ori
(collocazione geografica, periodo di campionamentofondita del suolo ...).

Un secondo obiettivo di ricerca ha riguardato leedeinazione analitica degli HCH in campioni di
pioppo, una pianta arborea utilizzata per il fiteedio nella Valle del Sacco, per verificarne I'éffe
capacita di assorbimento degli inquinanti. A talep® & stato messo a punto un innovativo appraticio
tipo dendrochimico tramite una procedura analitcl@e si € avvalsa, in via preliminare, della
spettroscopia IR. Questa parte della ricerca lmesto carotaggi di pioppi collocati a diverse aliste dal
flume Sacco, l'analisi degli standard e dei camptah quali tramite spettroscopia IR e la successiv

validazione dei dati acquisiti tramite gas-cromaadig.
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2. RISULTATI E DISCUSSIONI

2.1 Area oggetto di studio e campionamenti

L’area di studio della Valle del fiume Sacco, oggetel monitoraggio ambientale, e la collocazione
geografica delle 9 aziende agricole locali che bapartecipato al progetto di ricerca sono mostirate
Figura 9. Tali aziende, denominate con le lettéxeB, C, F, G, H, I, L, M, fanno riferimento alla

Cooperativa Produttori Latte Casilina.

5 Torreidel Papa-tufo Ranzani
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Figura 9.Localizzazione geografica della Valle del fiume @ae delle aziende partecipanti al progetto dircae

Inizialmente, per ogni azienda sono state compitgiposite schede con la finalita di acquisire
informazioni circa le rispettive coordinate geogriaé; I'estensione dei relativi terreni destinadi @so
agricolo; la presenza o assenza di appezzamergo lirfiume Sacco; I'indicazione di eventuali aree
interdette dalla produzione di coltufeod ossia destinate all’alimentazione umana e ddibat
foraggiero; i piani alimentari adottati per il ramamento degli animali in produzione e la proverden
degli alimenti; eventuali dati relativi al riscoatdi “non conformita” di partite di latte e carnenderiti a
terzi.

Sulla base di tali informazioni, per ciascuna adénsono stati selezionati i siti di prelievo dei
campioni di suolo. Lo schema sperimentale perdalapionamento ha previsto prelievi a tre differenti
profondita del terreno (0-15, 15-30 e 30-45 cm) reédle aree interdette che non, al fine di ottenere
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campioni rappresentativi. Tali prelievi sono staffettuati in due diversi periodi temporali
(giugno/ottobre 2012 e giugno/ottobre 2014), di useg indicati come “l ciclo” e “II ciclo”.
Parallelamente, da ciascuna azienda sono stagvatelcampioni di soprassuolo, ortaggi (zucchine,
peperoni, melanzane, cicoria, pomodori, broccalimenti zootecnici (razione completa sotto forma d
unifeed oppure singoli alimenti e/o mangimi), latiequa, uova, carne (grasso, muscolo, fegato) réne

bovini macellati. Il dettaglio di tutti i campiogiriportato inTabella 2

Tabella 2 Matrici campionate durante il progetto di riceft@tale: 345)

Tipologia di campione Giugno/Ottobre 2012 (I ciclo) Giugno/Ottobre 2014 (Il ciclo)

Suolo 78 78
Soprassuolo 22 23
Unifeed 10 12
Latte 9 9
Acqua 7 8
Uova 10 11
Ortaggi 24 10
Miele 10 --
Carne 10 9
Conserve 3 2

Per ciascuna tipologia di matrice sono stati apfilicmetodi di estrazione specifici accreditas{,
EPA, IRSA e UNI-EN, si veda la parte sperimental®uccessivamente sono state effettuate le
determinazioni quantitative degli HCH tramite gasmsatografia utilizzando uno strumento con
rivelatore a cattura di elettroni (GC-ECD). | caogi positivi ottenuti sono stati successivamente
confermati via GC-MS nei laboratori dellARPA Lazisede di Viterbo, nelllambito di una
collaborazione scientifica che ha portato anchelaborazione di una tesi di Laurea del Dott. RBietr
Carai che si & laureato nei nostri Laboratbtri.

Sono di seguito riportati i dati analitici GC-ECBtemuti per ogni tipologia di matrig@ abelle 3-9)
Data la loro numerosita, i dati ottenuti sono séddiborati a livello statistico, utilizzando il gr@amma
STATISTICA 10, al fine di fornire una visione geake del livello di contaminazione osservato nelle
diverse aziende nell'intero arco temporale di nmaiggio al variare dei diversi fattori presi in
considerazione. Per le matrisbprassuolp unifeed latte ed acqua le variabili dipendenti elaborate
rispetto al fattore “azienda” attraverso I'anatisila varianza (ANOVA ad una via) sono i quattrenieri
HCH (a, B, Y, 9); il loro totale (HCH-totale); il rapporto percesaie dei 2 isomeri risultati piu abbondanti
(B-HCH/a-HCH); il rapporto percentuale tra I'isomero pitrgistente e il totaleptHCH/HCH-totale);
per il suolq tale elaborazione é stata integrata dalle caimtadelle stesse variabili ad ulteriori fattori,
quali il “sito”, il periodo di campionamento (“ciel) e la “profondita di campionamento” utilizzando
I'analisi della varianza (ANOVA a due vie). In tutcasi il confronto della varianza entro i fattortra i
fattori & stato eseguito mediante confronti post-bon il test Fisher LSD con risultati statisticantee

significativi se ilvalore pe minore o uguale a 0.05 (ovvero il 5%) o 0.0vévu 1%).
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| dati analitici GC-ECD ottenuti dei campioni alimtari (uova, vegetali, miele, latte e conserve) s@mo

tabulati in quanto sono risultati inferiori al liteidi determinazione.

2.2 Determinazione analitica degli HCH in campidnsuolo e soprassuolo

Come precedentemente riportato, per ogni sitaidlese stato prelevato a tre diverse profonditag0-
15-30 e 30-45 cm). Ogni campione é stato ottemataite unpoolingdi tre replicheattraverso carotaggi
all'interno di un quadrato avente i lati della livegza di 10 metri. | dati analitici per tale magriottenuti
tramite GC-ECD, sono mostrati nelfabelle 3e 4; riportano, per ciascun HCH, i risultati riferéi primo
e al secondo ciclo di campionamento (rispettivamént colore nero e blu). Ogni campione e stato
contraddistinto da una lettera che indica I'aziend’'ambito della quale e stato prelevato; segne u
codice alfanumerico per le aziendee B, numerico per le aziendg, H, I, M ad indicare il sito di
identificazione all'interno di una stessa azierldsiti indicati in grassetto, inoltre, fanno riferénto alle
zone interdette all’'uso agricolo. Per ogni sitosamdicati tre valori, che corrispondono alle tiigedse
profondita di campionamento.

Dall’esame dei dati analitici ottenuti, si puo assee come nei suoli prelevati sia presente urfasiif
contaminazione da HCH, con numerosi campioni avealori superiori a 0.01 mg/kg per ciascun
isomero. Tale valore rappresenta il limite di leggé composti organoclorurati riportato nel Testudd
Ambientale (Decreto Legislativo 152/2001) riferdderreni in aree adibite ad uso “verde pubblicwh

essendo disponibile una normativa specifica peoli slestinati ad uso agricolo.
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Tabella 3.Dati analitici dei campioni di suolo riferiti aleziendeA-C.*

_ a-HCH a-HCH B-HCH B-HCH y-HCH y-HCH 8-HCH &-HCH
Sito (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)
| Ciclo Il Ciclo | Ciclo 11 Ciclo | Ciclo 1l Ciclo | Ciclo Il Ciclo
0.005+0.001 0.014+0.003 0.002+0.001 <LOD 0.002+0.001 0.006+0.001 <LOD <LOD
AS1 0.010+0.001 0.012+0.003 0.002+0.001 <LOD 0.001+0.001 0.005+0.001 <LOQ <LOD
0.003+0.002 0.006+0.001 0.002+0.001 <LOD 0.002+0.001 0.002+0.001 <LOQ <LOD
0.001+0.001 0.004+0.001 0.003+0.001 <LOD 0.002+0.001 0.0007+0.0002 <LOD <LOD
AS2 0.003+0.002 0.004+0.001 0.002+0.001 <LOD 0.0007+0.0001 0.0007+0.0001 <LOD <LOD
0.010+0.002 0.003+0.002 0.001+0.001 <LOD <LOD 0.0007+0.0001 <LOD <LOD
0.299+0.032 0.002+0.001 0.437+0.040 0.003+0.002 3&%0.033 0.0007+0.0001 <LOD <LOD
AS3 0.186+0.036 0.0008+0.0002 0.151+0.025 0.0009+0.0001 0.053+0.009 0.0008+0.0003 <LOD <LOD
0.138+0.024 0.011+0.003 0.457+0.040 <LOQ 0.030+3.00 <LOD <LOD <LOD
0.260+0.030 0.0007+0.0001 0.074+0.010 0.0007+0.00010.055 + 0.009 <LOD <LOD <LOD
AS4 0.198+0.028 <LOQ 0.024+0.003 <LOD 0.012 £ 0.002 €10 <LOD <LOD
0.029+0.005 <LOD 0.005+0.001 <LOD <LOQ <LOD <LOD QD
0.018+0.003 0.004+0.002 0.067+0.010 0.011+0.001 1&+0.003 <LOD <LOD <LOD
BS1 0.028+0.003 0.005+0.001 0.032+0.006 <LOD 0.011+@.00 0.0011+0.001 <LOD <LOD
0.023+0.003 0.004+0.002 0.038+0.006 <LOD 0.018+3.00 0.0007+0.0001 <LOD <LOD
0.001+0.001 0.011+0,0002 0.010+0.002 0.010 £ 0.002 0.001+0.001 0.005+0.003 0.006+0.002 <LOD
BS2 0.002+0.001 0.016+0,0003 0.010+0.002 <LOD 0.004a80.0 0.003+0.003 0.006+0.001 <LOD
0.004+0.001 0.014+0,0003 0.009+0.002 <LOD 0.00780.0 0.003+0.003 0.005+0.001 <LOD
0.005+0.001 0.047+0.005 0.001+0.001 0.057+0,001 01:0.001 0.008+0.003 0.005+0.001 <LOD
BS3 0.005+0.001 0.011+0.002 0.002+0.001 0.013+0,003 020.001 0.002+0.001 <LOQ <LOD
0.004+0.001 0.013+0.002 0.001+0.001 <LOD 0.001+0.00 0.003+0.001 <LOQ <LOD
0.010+0.002 0.002+0.001 0.007+0.001 <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOD
BS4 0.010+0.002 0.002+0.001 0.006+0.001 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
0.007+0.001 0.002+0.001 0.008+ 0.001 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
0.013+0.002 0.002+0.001 0.043+0.003 0.0009+0.0001 0.015+0.008 <LOD <LOD <LOD
Cc1 0.008+0.002 0.001+0.002 0.009+0.001 <LOD 0.015+0.002 <LOD <LOD <LOD
0.006+0.001 0.002+0.001 0.005+0.001 <LOD 0.004+0.001 <LOD <LOD <LOD
0.005+0.001 <LOD 0.008+0.002 <LOD 0.002+0.001 <LOD <LOD <LOD
c2 0.006+0.001 <LOD 0.006+0.001 <LOD 0.001+0.001 <LOD <LOD <LOD
0.004+0.004 <LOD 0.004+0.001 <LOD 0.008+0.002 <LOD <LOD <LOD
0.007+0.002 0.007+0.002 0.008+0.003 <LOD 0.005+0.001 <LOD <LOD <LOD
C4 0.003+0.001 0.008+0.002 0.004+0.001 <LOD 0.002+0.001 <LOD <LOD <LOD
<LOD <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
0.008+0.002 <LOD 0.013+0.003 <LOD 0.021+0.003 0.008+0.001 0.009+0.002 <LOD
c5 0.007+0.001 <LOD 0.009+0.002 <LOD 0.020+0.002 0.001+0.001 <LOD <LOQ
0.009+0.003 <LOD 0.007+0.002 <LOD 0.017+0.003 0.001+0.001 <LOD <LOQ

* Valore ottenuto partendo da 10g di campione diced espresso come media di tre determinazialitehe + DS
LOD-= limite di rilevabilita @, B ey) 2 ug/Kg; (©) 5 pg/Kg; LOQ= limite di quantificazionen( 3 ey) 7 pg/Kg, () 16 ug/Kg
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Tabella 4 Dati analitici dei campioni di suolo riferiti allaziendé--M .*

a-HCH a-HCH B-HCH B-HCH y-HCH y-HCH &-HCH &-HCH
Sito  (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (Mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)
| Ciclo Il Ciclo I Ciclo 1l Ciclo I Ciclo 1l Ciclo I Ciclo Il Ciclo
<LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
F1 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
G1 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
0.013+0.003 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
0.011+0.003 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
G2
0.008+0.002 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
G3 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
0.005+0.002 <LOD 0.003+0.001 <LOD 0.007+0.002 <LOD <LOQ <LOD
G4 0.001+0.001 <LOD <LOQ <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOD
0.002+0.001 <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOQ <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOD
H1 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOQ <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOD
0.011+0.002 0.037+0.007 0.007+0.002 0.014+0.003 0%*0.001 0.013+0.003 <LOD <LOD
H2 0.008+0.002 0.038+0.008 0.006+0.001 0.005+0.001 BLO 0.009+0.002 <LOD <LOD
0.008+0.002 0.022+0.004 0.006+0.001 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
<LOD 0.0008+0.0001 <LOD 0.011+0.001 <LOD <LOD <LOD <LOD
H3 <LOD <LOD <LOD 0.003+0.001 <LOD <LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
0.007+0.001 0.019+0.001 0.006+0.002 0.019+0.003 BLO 0.006+0.002 <LOD 0.008+0.002
H4 0.006+0.001 0.017+0.002 0.005+0.001 0.007+0.001 BLO 0.005+0.001 <LOD <LOD
0.006+0.001 0.015+0.003 0.005+ 0.001 <LOD <LOD 2:00.001 <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
11 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
12 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
0.007+0.002 0.007+0.002 0.008+0.003 0.019+0.003 0%#0.001 <LOD <LOD 0.007+0.001
M1 0.003+0.001 0.008+0.002 0.004+0.001 0.007+0.001 02+0.001 <LOD <LOD 0.007+0.001
<LOD <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
0.029+0.005 0.001+0.001 0.013+0.002 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
M2 0.023+0.005 0.0007+0.0002 0.009+0.002 <LOD <LOD €10 <LOD <LOD
0.020+0.004 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
M3 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

* Valore ottenuto partendo da 10g di suolo ed essreome media di tre determinazioni analiticheSt D
LOD-= limite di rilevabilita @, B ey) 2 ug/Kg, ©) 5 pg/Kg; LOQ= limite di guantificazioneo( B ey) 7 pg/Kg, (6) 16 ug/Kg
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La Figura 10descrive i grafici corrispondenti all'elaboraziostatistica delle variabili HCH-totale-
HCH; 3-HCH; y-HCH; -HCH rispetto al fattore “azienda”, utilizzandoatdriportati nelleTabelle 3-4
Come evidenziato nel primo grafico, le azieddeB, C, H edM sono risultate avere i valori piu elevati
di HCH-totale. Tra queste, lI'azienda ha presentato il maggiore livello di contaminagorton
differenze statisticamente significative (p<0.0ispetto alle altre. Al contrario, le azienBeG, | sono
risultate le meno contaminate, mostrando nella aanmcontenuto di HCH-totale al di sotto dei linaiti
rilevabilitd. Invece, dall’'analisi dell’andament@merale dei singoli isomeri nelle diverse aziersied
osservato che gli isomemi, 3 ey sono stati quelli maggiormente rilevati, con unademinanza delti-
HCH e del-HCH, mentre I'isomer® ha mostrato, per quasi la totalita dei campioalpn al di sotto
del limite di determinazione. Tra tutte, I'azienflae quella che ha presentato, per ciascun isomero,
differenze statisticamente significative (p<0.0ddn valori dia e 3 ampiamente al di sopra di 0.01

mg/kg.
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Figura 10.Livelli di concentrazione di HCH-totale e di ogimgolo isomero nelle aziende oggetto di studio.
ABp<0.01 tra le diverse aziende per il contenuto @H-totale
ABp<0.01*p<0.05 per lo stesso isomero tra le diverse aeiend
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Per comprendere al meglio 'andamento del livelleahtaminazione ed eventuali cambiamenti tra il
primo ed il secondo ciclo di campionamento, di #&guengono presentati e discussi i risultati aften
per ogni azienda.

Azienda A. | siti di campionamento del suolo per l'aziendasono mostrati inFigura 11 e
comprendono sia zone interdet®eS( e AS3) che non interdetteAS2 e AS4) all’utilizzo agricolo.

Google earth

Figura 11 Collocazione dei siti campionati nell'azienflaispetto al tracciato del fiume Sacco.

In Figura 12é riportata la distribuzione generale dei divessnieri del’HCH nei 4 siti campionati, in
base ai dati analitici ottenuti e mostratiTiabella 3 Come si pud osservare nel grafico di sinistrapso
state riscontrate differenze significative (p<O.p&) gli isomern, B ey in tutti i siti analizzati; tra questi,
AS3 é risultato avere le concentrazioni piu elevatguge daAS4, AS1 e AS2. In particolare AS1 e
AS2 hanno mostrato dei livelli di contaminazione @emaggior parte dei valori al di sotto di 0.01mg/kg
Nel grafico di destra viene, invece, riportatoaipporto percentual@HCH/HCH-totale (barre celesti) e il
rapporto percentual@-HCH/a-HCH (barre gialle). In questo caso, sono statecroase differenze
significative (p<0.01) soltanto per il sitdS3 con rapporti elevati a favore dell'isomeBasia rispetto al
HCH-totale che allisomeran. Tali risultati sembrano confermare una direttarelazione tra la
contaminazione del suolo e la vicinanza al fiumecBalnfatti, il SitoAS3, come mostrato nella mappa,

fa parte di una zona interdetta, situata a riddsesdume.
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Figura 12 Distribuzione degli isomed, (3, y e -HCH nei siti della azienda (grafico di sinistra).
AB.CDH<0.01 per uno stesso isomero in siti diversi.

Rapporto percentuaf@HCH/HCH tot eB-HCH/a-HCH tra i diversi siti dell’azienda (grafico di destra).

AB p<0.01 rapport@-HCH/HCH-totale 3-HCH/a-HCH tra siti diversi.

La Figura 13 fornisce un’analisi piu dettagliata dei dati rat¢comostrando I'andamento della

concentrazione dei diversi isomeri nel primo eseglondo ciclo di campionamento.
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Figura 13 Distribuzione degli isomeri HCH nel | ciclo di camanamento nei siti dell’aziend® (grafico di sinistra).
Distribuzione degli isomeri HCldIl ciclo di campionamento nei siti dell’aziendagrafico di destra).
ABCp<0.012Pp<0.05 per ciascun isomero tra siti diversi entretesso ciclo;

** n<0.01 per ciascun isomero per uno stesso sitaitli diversi.

| dati elaborati hanno mostrato una diminuzionelidello di contaminazione nei siAS3 e AS4 nel

secondo ciclo di campionamento, con differenzeifsagiive (p<0.01) tra i due cicli nel sitAS3 per gli

isomeria, 3, y e per il contenuto di HCH-totale; nel si#&4 per il contenuto do e HCH-totale. | siti

AS1 e AS2, invece, hanno confermato nel secondo ciclo unlovei contaminazione al di sotto di 0.01

mg/Kg, ad eccezione ded*HCH e del’HCH-totale nel sité\S1 interdetto. | cambiamenti nei livelli di

contaminazione, osservati in particolar modoA8B ed AS4, potrebbero essere stati determinati da vari

processi verificatesi nella matrice presa in cossidione. Il suolo, infatti, € un compartimento

ambientale particolarmente dinamico sia al suormate/composizione, pH, pedofauna, umidita) che
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all'interfaccia con I'esterno (per effetto dellarteeratura, delle piogge e del vento) ed é soggettona
serie di variabili che agiscono in sinergia contébdo ad una modificazione del livello di
contaminazione. Di conseguenza, la diminuzioneadetincentrazione degli isomeri del’HCH nei siti
AS3 ed AS4 potrebbe essere stata determinata dall’azioneomtiponenti biotiche ed abiotiche che,
interagendo con le specifiche caratteristiche atorfisiche dei diversi isomeri, potrebbe aver faeor
processi di trasporto, degradazione e volatilizzazi Infatti, nonostante la loro scarsa motilita e
volatilita, numerosi studi riportano come, ad esemnpn aumento del contenuto di umidita del terrgiao
in grado di influenzare positivamente la volatitizione degli isomeri del’HCH sia dalla superficiel
suolo che all'interno del suolo stesso, favorentfette capillari attraverso i quali i contaminaniu
solubili (y e >-HCH) sarebbero in grado di lasciare la superfilgibsuolo piu velocemente e contaminanti
pit volatili (a e 3-HCH) potrebbero scomparire piu rapidamentealtri studi, riportano, invece, come un
aumento della temperatura potrebbe diminuire foetem il legame degli isomed, ye &-HCH alla
frazione organica del terreno, favorendone la leotatilizzazionet™ Inoltre, come gia ampiamente
discusso nella parte introduttiva, € nota la cdpadi numerosi microrganismi del terreno di utidizz
come unica fonte di carbonio gli isomeriB, y e 8, metabolizzandoli completamefhteo promuovendo
reazioni di isomerizzazione, come quella @ a e delp in o, y 0 &HCH,""**%in grado di modificare
sia la relativa concentrazione di ciascun isomera amche la struttura chimica e la polarita,
determinandone ancora una volta un aumento o umiautione della solubilita, volatilita e capacita d
assorbimento al terreno. Inoltre, & ben nota laciéép di alcune specie vegetali di veicolare coimtanti

dal suolo ad organi e tessuti vegetali (radicitifagoglie)

| grafici mostrati inFigura 14 mettono in relazione tutte le variabili consideratan il fattore
“profondita di campionamento”.
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Figura 14 Distribuzione degli isomeri HCH rispetto al fagdprofondita di campionamento” nell'azienda
(grafico di sinistra).
p<0.01 tra le diverse profondita per ciascun isome
Rapporto percentuagHCH/HCH-totale €3-HCH/a-HCH tra le diverse profondita di campionamento’agiéndaA
(grafico di destra).
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Come si pu0 osservare dal grafico di sinistra, dacentrazione di ciascun isomero é risultata
diminuita significativamente con I'aumentare dgilafondita (p<0.01); mentre non sono state osservat
variazioni significative tra le tre profondita nedpporto percentualp-HCH/HCH-totale ea-HCH/B-
HCH. Questa diretta proporzionalita tra la dimimma del livello di contaminazione e I'aumento della
profondita potrebbe essere dovuta alla capacitd degneri in oggetto di legarsi alla sostanza oiga
presente nel suolo, piu abbondante nei primi 1@rh5del profilo dove si accumulano maggiormente i
residui vegetali e gli ammendanti organici, diminde fortemente la loro mobilita. Tale aspetto puibe
rappresentare un vantaggio in termini di contrdiéddl'inquinamento ambientale perché permetterelbe d
bloccare la diffusione di questi inquinanti, impede la contaminazione degli strati piu profondiedel
falde acquifere. Nonostante tale aspetto, sonofantimeni di mobilita lungo il profilo del suolonfh al
raggiungimento degli strati piu profondi cido ancimerelazione alle lavorazioni agricole del terreno
(aratura profonda, rippatury.

La Figura 15scende maggiormente nel dettaglio, mettendo izimeia le variabili alle tre profondita
a seconda del ciclo di campionamento. Mentre redrsdo ciclo non viene osservata nessuna differenza
significativa tra le tre profondita, probabilmerteausa della diminuzione del livello di contamioae,

il grafico di sinistra, riferito al primo ciclo dicampionamento, mostra una diminuzione della
concentrazione degli isomed, B e yin relazione allaumento della profondita. Tuttgviariazioni
significative (p<0.05) sono state osservate solo ljigomero o tra la prima (0-15 cm) e la terza
profondita (30-45 cm); per B tra la prima e le altre due profondita di campmeato. L'analisi del
livello di contaminazione nei diversi siti in ragpmalla profondita ha evidenziato differenze digative

tra il primo ed il secondo strato di suolo camptonaer I'isomerox (p<0.05), I''someroy (p<0.01) e per

il contenuto di HCH-totale (p<0.01) nel si8S3 e tra la prima e la terza profondita pen-HCH
(p<0.05) nel sit”AS4 come confermato iRigura 16.
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Figura 15 Distribuzione degli isomeri HCH nel | Ciclo in rago alla profondita, nell’azienda (grafico di sinistra).
Distribuzione degli isomeri HCH nel Il Ciclo in rappo alla profondita, nell’aziend& (grafico di destra).
abh<0.05 tra le diverse profondita per ciascun isonestro lo stesso ciclo.
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Figura 16 Distribuzione degli isomeri HCH in base alla prodita in ciascun sito dell’azienda
ABp<0.01 #Pp<0.05 tra le diverse profondita per ciascun isanesitro ogni sito.

AziendaB. Per I'aziendd® sono stati campionati 4 siti, 2 interdeBiS1, BS3) e 2 non interdettiBS2

BS4), la cui localizzazione € mostrataRigura 17.

Google earth
¢

Figura 17. Collocazione spaziale nei siti campionati neltaziaB rispetto al tracciato del fiume Sacco.

Anche i dati ottenuti dall’analisi di questi campiomostrati inTabella 3 sono stati sottoposti ad una
serie di elaborazioni statistiche per comprendainmeglio 'andamento e gli eventuali cambiamenti
verificatesi tra un ciclo di campionamento e l'altd grafici mostrati inFigura 18 ci permettono di
visualizzare lo stato di contaminazione del sudl@uksta azienda, mettendo in relazione il livalio

contaminazione da HCH riscontrato nei due cictatnpionamento.
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Figura 18 Distribuzione degli isomed, 3, y e 3-HCH nei due cicli di campionamento per I'azielggrafico di sinistra).
ABp<0.01 #Pp<0.05 per uno stesso isomero tra cicli diversi.
Rapporto percentuafgHCH/HCH totale 3-HCH/a-HCH nei due cicli di campionamento per I'azierla
(grafico di destra).
AB p<0.01 rapport@-HCH/HCH-totale 3-HCH/a-HCH tra cicli diversi.

Il grafico di sinistra, pur confermando la presedea4 isomeri in entrambi i cicli, ha evidenziatoa
diminuzione significativa del livello di contamiriane per il (p<0.05), ily ed il >HCH (p<0.01). Tale
andamento é stato confermato anche nel graficestral in cui viene mostrato i rapporti percent@ali
HCH/HCH-totale eB-HCH/a-HCH. Questi valori, infatti, risultano essere sigativamente diminuiti
(p<0.01) tra il primo ed il secondo ciclo di cammpamento, a causa di una diminuzione della
concentrazione dellisomefa La Figura 19scende maggiormente nel dettaglio mettendo inimiade

variabili di interesse, riscontrate nell’aziendariBpetto ai fattori “ciclo di campionamento” ettsi.
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Figura 19 Distribuzione degli isomen, 3, y ed-HCH nel | e nel Il ciclo di campionamento, nei siéll'aziendaB
(grafico di sinistra).
ABCp< 0.01*Pp<0.05 per ciascun isomero tra siti diversi etdrstesso ciclo.
**p<0.01 tra ciascun isomero per uno stesso séaicli diversi.
Rapporto percentufilélCH/HCH-totale 3-HCH/a-HCH per ogni sito dell’azienda (grafico di destra).
ABCp< 0.01 rapport@-HCH/HCH-totale 8-HCH/a-HCH tra siti diversi entro lo stesso ciclo.
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Analizzando la situazione all’interno dello stessdo di campionamento, cambiamenti significativi
sono stati individuati per gli isomemi, 3, y e 3-HCH tra 4 siti. In particolare, nel primo cicld sito BS1
(interdetto) € quello che ha mostrato livelli dntaminazione maggiori con elevate concentraziofi-di
HCH. Nei sitiBS2 BS3 e BS4, invece, sono stati individuati livelli rilevabitier gli isomeria, 3, y e &
HCH, anche se al limite o al di sotto di 0.01 mg/Kg situazione appena descritta € stata riscantrat
anche dall'analisi del rapporto percentufléiCH/HCH-totale in cui sono state osservate diffieee
significative (p<0.01) per i vari siti dell'aziend& con valori piu elevati, come atteso, nel 881 Nel
secondo ciclo di campionamento, invece, il livell@ontaminazione piu elevato € stato osservatgiteel
interdettoBS3 in particolare per gli isomer e 3. Anche in questo caso, il rapporto percentygle
HCH/a-HCH mostra differenze significative (p<0.01) com motevole aumento nel si®@S3 Oltre che
all'interno dello stesso ciclo, anche la companagzialei siti tra cicli diversi ha mostrato cambiathen
significativi (p<0.01). In particolare, e stata @ssta una diminuzione della concentrazione deghieri
a, B, ey nel sitoBSZ1, a e d nel sitoBSZ a, y e d nel sitoBS4. |l sito BS3, al contrario, ha evidenziato un
aumento nel livello di contaminazione per gli isoieg, 3, ey. Questo cambiamento verificatosi per il
sito BS3 che, tra tutti, &€ quello piu vicino al fiume Sac@otrebbe essere attribuito a fenomeni di
esondazione avvenuti tra i due cicli di campionaimeha Figura 20 invece, mette in relazione
I'andamento della contaminazione dei diversi isarde’HCH in base alla profondita di campionamento

in ciascun ciclo.
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Figura 20.Distribuzione degli isomen, (3, y e-HCH nel | e nel Il ciclo di campionamento in rapgmoalla profondita
nell’aziendaB (grafico di sinistra).
ABp<0.01 tra le diverse profondita per ciascun isaneatro lo stesso ciclo.
Rapporto percentufl#ICH/HCH-totale 3-HCH/a-HCH in rapporto alla profondita nell'azienéa
(grafico di destra).
AB p<0.01 rapport@-HCH/HCH-totale €8-HCH/a-HCH tra le diverse profondita entro lo stesso ciclo

In questo caso, differenze statisticamente sigatifie sono state riscontrate per I'isoméoper il

contenuto totale di HCH e per il rapporto perceletudel B-HCH/HCH-totale nel secondo ciclo di
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campionamento tra la prima e le altre profonditdl; primo ciclo di campionamento per il rapporto
percentuale-HCH/a-HCH tra la prima e le altre due profonditd. La non Higativa diretta
proporzionalita tra la diminuzione del livello dirtaminazione e la profondita riscontrata per éadiaB
e successivamente per altre aziende potrebbe egs@vaita ad una diminuzione della sostanza dogan
che potrebbe comportare un conseguente aumento rebilita degli HCH, i quali a causa della loro
discreta solubilita in acqua potrebbero percolagirstrati piu profondi.

Un’analisi piu dettagliata, mostrata figura 21, ha permesso di osservare che la distribuzione dei
diversi isomeri in rapporto alla profondita allémho di ciascun sito campionato, e risultata essere
significativa soltanto per il sit®S3 che ha mostrato un aumento del livello di contaziorae nel

secondo ciclo di campionamento per gli isoneeei3 e per 'HCH-totale.
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Figura 21.Distribuzione degli isomeri HCH alla tre profonditai diversi siti dell'aziendB.

ABp<0.01 tra le diverse profondita per ciascun isaneatro lo stesso sito.
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AziendaC. | 4 siti campionati per I'azienda sono mostrati ifrigura 22 In questo cas@1 e C5 sono in
zone interdetteC2 e C4 in quelle non interdette.

Cle X

1\“\\5‘ &riume Sacco
i+

Google earth

Figura 22 Localizzazione spaziale dei siti campionati reiiendaC rispetto al tracciato del fiume Sacco.

| dati analitici ottenuti al GC-ECD per questa azia, riportati inTabella 3 hanno mostrato una
situazione diversa tra il primo ed il secondo cidlocampionamento. Come riportato kigura 23 il
livello di contaminazione di ogni singolo isomeroigultato essere significativamente diminuito (40
nel secondo ciclo di campionamento anche se itaisuttenuti nel primo, per tutti gli isomeri délCH
si sono mantenuti al di sotta € ) o leggermente al di soprf €éy) di 0.01 mg/Kg. Il contenuto di HCH-
totale, invece, come mostrato, € risultato essaricplarmente elevato nel primo ciclo, cosi comeha i
rapporti percentuap-HCH/HCH-totale ¢3-HCH/a-HCH.

160

140

0,03

120

100

o
o
N}

80

Rapporto %

60

Concentrazione (mg/Kg)

o
=}
=

40

20
Il a-HCH (mg/kg)
Il B-HCH (mglkg)

0,00 I y-HCH (mg/kg) o
' Il 5-HCH (mg/kg) 1 2 B-HCH/HCH tot (%)
I HCH tot B-HCH/a-HCH (%
Ciclo Ciclo

Figura 23 Distribuzione degli isomed, 3, ey e 3-HCH nel | e nel 1l ciclo nell’aziend& (sinistra).
ABp< 0.01 per ciascun isomero tra cicli diversi.
Rapporto percentua@HCH/HCH totale §3-HCH/a-HCH nel | e nel Il ciclo di campionamento nell’aziaC (destra).
ABp< 0.01 rapport@-HCH/HCH totale 3-HCH/a-HCH tra cicli diversi.

La Figura 24riporta un’analisi piu dettagliata della contamiioaz nei vari siti mettendo in relazione

il livello di contaminazione sia all'interno delitesso ciclo che tra cicli diversi.
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Figura 24Distribuzione degli isomeri HCH nel | e Il ciclo dampionamento, nei siti dell'azien@a
(grafico di sinistra).
AB.C1p<0.01Pp<0.05 per ciascun isomero tra siti diversi entretesso ciclo;
** n<0.01 tra ciascun isomero per uno stesso sita@icli diversi.
Rapporto percentuaf@ HCH/HCH-totale 3-HCH/a-HCH per ogni sito dell’aziend@ (grafico di destra).
AB p<0.01*Pp<0.05 rapport@-HCH/HCH-totale €8-HCH/a-HCH tra siti diversi entro lo stesso ciclo.

Nel primo ciclo sono state osservate differenzeiicative (p<0.01) per gli isomed, (3, y ed nei 4
siti campionati con il livello piu elevato di comtinazione per i siti interdet€1 e C5. In particolare, il
sito C1 ha mostrato un’elevata concentrazione fdHCH, come osservabile anche dal rapporto
percentual§-HCH/HCH-totale 3-HCH/a-HCH con differenze significative rispetto a tugti altri siti.
Nel sitoC5, invece, valori rilevabili sono stati riscontragr tutti gli HCH con livelli relativi al’isomero
y al di sopra di 0.01 mg/Kg. Non trascurabili, imejtsono risultati i valori ottenuti per il sit©2 (non
interdetto) in particolar modo per I'isomeyoTale sito non risulta essere particolarmentealonitdal sito
interdettoC1 situato a sua volta a ridosso del fiume Sacco.d¢ebndo ciclo, invece, non sono state
osservate differenze significative per i vari isonreei diversi siti, ad eccezione dellisomedadel sito
C5. Mettendo in relazione i dati ottenuti nei dueliait campionamento, € stato osservato un notevole
cambiamento tra il primo ed il secondo con unaazaone significativa del livello di contaminazionei
siti C1, C2 e C5 per tutti gli isomeri del’lHCH. Questa notevoleminuzione della contaminazione, in
particolare nei sitiC1l e C5, potrebbe essere determinata, come gia spiegatd'gqzéznda A, dalle
numerose dinamiche che possono interessare laceatrolo e coinvolgere questi contaminanti. L'anali
del livello di contaminazione in funzione del fatd'profondita” (evidenziata ifrigura 25 ha mostrato,
relativamente al primo ciclo di campionamento, @erémento significativo passando dalla prima alle
altre due profondita di suolo (p<0.05) per tuttigbmeri del’HCH.

49



0,05 0,005

0,004

0,003

0,002

Concentrazione (mg/Kg)
Concentrazione (mg/kg)

0,001

Il o-HCH (mglkg) Il o-HCH (mglkg)
Il B-HCH (mg/kg) Il B-HCH (mg/kg)
I y-HCH (mg/kg) 0.000 I y-HCH (mg/kg)
0-15 cm 15-30 cm 30-45 cm Il 3-HCH (mglkg) 0-15 cm 15-30 cm 30-45 cm Il 3-HCH (mglkg)
Il HCH tot Il HCH tot
Profondita (I Ciclo) Profondita (1l Ciclo)

Figura 25.Distribuzione degli isomen, 3 y e 3-HCH in funzione della profondita di campionamento,
nel | ciclo (grafico di sinistra) e Il ciclo (grafd di destra) per I'azienda.
ABp<0.01 tra le diverse profondita per ciascun isonestro o stesso ciclo .

Nel secondo ciclo, invece, i livelli riscontratirpgascun isomero sono risultati per la maggioteat
di sotto del limite di determinazione; gli unicilee di concentrazione sono stati rilevati per-HCH nei
siti C1 e C4, per il B nel sitoC1 e per ily-HCH nel sitoC5; tuttavia, sono troppo vicini tra di loro da
rendere il rapporto aumento della profondita/diminne della concentrazione di isomero statisticamen
significativo.

La Figura 26 fornisce dei dati piu dettagliati sul comportaneedei 4 isomeri nei diversi siti, in
funzione della profondita. In entrambi i graficoeservabile, per tutti i siti dell'aziend® una relazione
significativa tra il livello di contaminazione ddiisomeri del’lHCH e la profondita di campionamento
Tale contributo e attribuibile soprattutto all’amaento dei dati ottenuti nei campioni derivanti deimo
ciclo di campionamento. In particolare, nei €1, C2 e C4 per gli isomeria, B e per 'HCH-totale
all'aumentare della profondita, & diminuito il vedadi concentrazione; aspetto non riscontrabilegde,

per il sitoC5 per I'a, il y-HCH e il contenuto di HCH-totale.
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Figura 26.Distribuzione degli isomen, (3, y e 6 per ogni profondita di campionamento in ciascua géll’aziendaC.
ABCp<0.01 *P°p<0.05 tra le diverse profondita per ciascun isanestro lo stesso sito.
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AziendaH. | 2 siti interdetti H2 eH4) e i 2 non interdettif{1 e H3) campionati per I'azienddl sono
mostrati inFigura 27.

A
H3

Google earth

Figura 27.Localizzazione spaziale dei siti campionati neltazlaH rispetto al tracciato del fiume Sacco.

Come per l'aziend&, anche i dati ottenuti per l'aziendthriportati in Tabella 4hanno mostrato ad
una prima analisi un cambiamento nel livello di teominazione tra il primo ed il secondo ciclo di
campionamento come riportato figura 28 Cambiamenti significativi (p<0.01) sono stati erssti per
I'a e il y-HCH e il conseguente contenuto di HCH-totale canaumento della concentrazione di tal
pesticidi nel secondo ciclo. Questo aspetto & statdermato anche dall’andamento significativo del

rapporto percentua@-HCH/a-HCH.
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Figura 28 Distribuzione degli isomed, B, y e &-HCH nei due cicli di campionamento per I'aziendlggrafico di sinistra).
ABp<0.01 per ciascun isomero tra i due cicli.
Rapporto percentua@HCH/HCH-totale €3-HCH/a-HCH nei due cicli di campionamento per I'azierttla
(grafico di destra).
AB p<0.01 rapport@-HCH/HCH-totale €8-HCH/a-HCH tra i due cicli.

| grafici riportati in Figura 29 permettono di comprendere quali siano le princighiferenze
riscontrate per i diversi isomeri del’lHCH, neiistampionati. Infatti, risulta evidente come il
cambiamento nel livello di contaminazione ossertedal primo ed il secondo ciclo di campionamento

sia imputabile principalmente ai sii2 ed H4 entrambi interdetti e localizzati vicino al flumaco. In
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particolare, in questi siti sono state risconti@iterenze significative, tra i due cicli di camp&mento,
per gli isomeria ey e per il contenuto di HCH-totale con un notevolenanto della loro concentrazione
nei campioni derivanti dal secondo ciclo di moratggio; il B-HCH, al contrario, non ha mostrato
variazioni significative nei livelli di contaminamie se non all'interno dello stesso ciclo di
campionamento dove si & confermato essere presaggiormente nei siti2 edH4 interdetti. | sitiH1

ed H3 non interdetti, invece, hanno presentato valordliabotto del limite di determinazione per i 4
isomeri analizzati, in entrambi i cicli di campionanto, ad eccezione d@{HCH nel sitoH3 che ha
mostrato una concentrazione piu elevata nel secotim L’aumento dei livelli di contaminazione nei
siti interdetti H2 ed H4 potrebbe essere stato determinato, anche in quastm, da fenomeni di
esondazione del fiume, le cui acque avrebbero pdadiimente raggiungere queste aree piu vicire all

sue rive.
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Figura 29.Distribuzione degli isomeri HCH nel | e Il ciclo dampionamento nei siti dell’aziendh
(grafico di sinistra).
ABCH<0.01,P°p<0.05 per ciascun isomero tra siti diversi efdrstesso ciclo;
** n<0.01 tra ciascun isomero in uno stesso sacactcli diversi.
Rapporto percentul¢élCH/HCH-totale 3-HCH/a-HCH per ogni sito dell'aziendd (grafico di destra).
ABCp<0.01 rapport@-HCH/HCH-totale e3-HCH/a-HCH per ogni sito entro ciascun ciclo.

Le Figure 30e 31 ci permettono di comprendere al meglio la distribne dei 4 isomeri in rapporto
alle 3 diverse profondita di campionamento. Comestrato inFigura 30, nel primo ciclo non é stata
riscontrata una differenza significativa nella cemicazione dei diversi isomeri alle diverse proftnd
cosa che invece e stata osservata nel secondopaclgli isomeriB, y e d. In questo caso, infatti, la
concentrazione dell'isomefdé diminuita in modo progressivo passando dallaaidlla terza profondita
di campionamento del suolo; mentre per gli isomerd la differenza di concentrazione e risultata essere
significativa soltanto tra il primo ed il terzo &llo di campionamento. Anche i rapporti percent{iali
HCH/HCH-totale 3-HCH/a-HCH hanno presentato variazioni significative @olo nel secondo ciclo,

in particolare rispetto alla terza profondita.
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Figura 3Q Distribuzione degli isomeri HCH nel | e Il ciclo rapporto alla profondita nell’aziendh
(grafico di sinistra).
AB p<0.013°p<0.05 tra le diverse profondita per ciascun isanestro lo stesso ciclo .
Rapporto percentuflélCH/HCH-totale 3-HCH/a-HCH per ogni ciclo nell'aziendd (grafico di destra).
AB p<0.01B-HCH/HCH-totale e3-HCH/a-HCH tra le diverse profondita entro uno stessaocicl

L’andamento di ciascun isomero per ogni sito, aliverse profondita (come mostratoFigura 31),

ha evidenziato nuovamente differenze significatiet sitoH3 per I'isomeroy e 'HCH-totale; nel sito

H4 per I'isomerod e I'HCH-totale.
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Figura 31.Distribuzione degli isomen, 3, y € & per ogni profondita di campionamento in ciascuo déll'aziendaH.
ABCp<0.01 tra le diverse profondita per ciascun isanesitro lo stesso sito.
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AziendaM. Per l'aziendaM sono stati campionati soltanto 3 sl interdetto; M2, M3 non
interdetti Eigura 32, in quanto non aveva ulteriori appezzamenti asdi di studio.

Google earth

Figura 32Localizzazione spaziale dei siti campionati neltazlaM rispetto al tracciato del fiume Sacco.

| risultati ottenuti per questi siti sono statil@dsati e riportati nelld=igure 33-35.1 grafici di Figura
33 mostrano una situazione sostanzialmente invarietaglp isomeria e 3 e per il contenuto di HCH-
totale tra i due cicli di campionamento.
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Figura 33.Distribuzione degli isomen, 3, y e >-HCH nei due cicli di campionamento per I'azieddggrafico di
sinistra).
ABp<0.01 per ciascun isomero tra i due cicli.
Rapporto percentuagHCH/HCH tot eB-HCH/a-HCH nei due diversi cicli di campionamento per iksmlaM
(grafico di destra).

Differenze significative, invece, sono state ri@vaer gli isomery e & anche se tali valori si sono
comunque mantenuti al di sotto di 0.01 mg/Kg. Anitlggafico di destra mostra valori significativame
non rilevanti per i rapportp-HCH/HCH-totale eB-HCH/a-HCH. L’analisi della distribuzione degli
isomeri nei diversi siti ha confermato il liveldh contaminazione piu elevato per il sktl (interdetto)

in entrambi i cicli, con differenze significative<0.01) per gli isomeri, (3 e per I'HCH-totale nel primo
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ciclo; per gli isomerix, 3, y, 0 e per 'HCH-totale nel secondo ciclo di campionatoeispetto ai sitM2
edM3 (Figura 34).
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Figura 34.Distribuzione degli isomeri HCH nel | e |l ciclo dampionamento, nei siti dell'azienta
(grafico di sinistra).
p<0.01 per ciascun isomero tra siti diversi entaicio;
** n<0.05 tra ciascun isomero per uno stesso sittidli diversi.
Rapporto percentuiélCH/HCH-totale 3-HCH/a-HCH per ogni sito dell'aziendsl (grafico di destra).
AB p<0.013°p<0.05 rapport@-HCH/HCH-totale €3-HCH/a-HCH tra i siti diversi entro uno stesso ciclo.

AB,C

Analizzando il rapporto dei diversi isomeri neltesso sito ma in diversi cicli di campionamentc si
riscontrato un aumento significativo (p<0.01) delmtaminazione iM1 per gli isomer3, y e d; € stata,
invece, osservata una diminuzione della contamomazin M2, in particolare per &-HCH. Anche i
rapporti B-HCH/HCH-totale eB-HCH/a-HCH hanno rivelato variazioni significative tradiversi siti
all'interno dei due cicli di campionamento. L'arsaldell’andamento dei diversi isomeri in funzioredld
profondita nei due diversi cicliFigura 39 ha mostrato nel primo ciclo di campionamento una
diminuzione significativa degli isometi, 3 e del’lHCH-totale tra la prima e la terza profoaglit

analogamente per i rappotiHCH/HCH totale 3-HCH/a-HCH tra la prima e le altre due profondita di

campionamento.
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Figura 35.Distribuzione degli isomeri HCH nel | e Il ciclo lapporto alla profondita nell’aziendé
(grafico di sinistra).
AB < 0.01%Pp<0.05 tra le diverse profondita per ciascun isoneatro lo stesso ciclo .
Rapporto percentufl#iCH/HCH-totale 3-HCH/a-HCH per ogni ciclo nell'aziendsl (grafico di destra).
AB p<0.01 rapport@-HCH/HCH-totale €3-HCH/a-HCH tra le diverse profondita entro uno stessaocicl

L'analisi che ha preso in esame i diversi sitystrata inFigura 36 ha evidenziato una diminuzione
della concentrazione degli isomeri allaumentardadgrofondita di campionamento soltanto nel $itb.
In particolare, variazioni significative (p<0.0Xutil primo ed il terzo livello di profondita sorstate
evidenziate per l'isomero;, mentre differenze significative tra il primo e dd#re due profondita di
campionamento sono state riscontrate per l'isorfierorisultati delle analisi effettuate nell’azienta

hanno sembrato confermare la correlazione travdlld di contaminazione e la vicinanza dal fiume
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Figura 36.Distribuzione degli isomeri HCH nel nei siti neltiandaM in rapporto alla profondita (grafico di sinistra).
ABp<0.01 tra le diverse profondita per ciascun isanestro lo stesso sito.
Rapporto percentuafgHCH/HCH-totale €3-HCH/a-HCH alle tre profondita in ogni ciclo dell'azientia
(grafico di destra).
AB p<0.01*p<0.05 nel rapport-HCH/HCH-totale e3-HCH/a-HCH tra le diverse profondita entro uno stessa sito
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AziendeF, G, |. La collocazione dei siti campionati nelle aziefdés ed|l € mostrata ifFigura 37.

Per 'aziendd- é stato possibile campionare un solo sito in ume zwn interdetta; per 'azien@sono
stati campionati 4 sitiG1 e G3 in zone non interdett&2 e G4 in zone interdette. L’aziendasi colloca

per intero in una zona del comune di Genazzano (Ri)interessata dall’evento di contaminazione da
isomeri del’HCH che ha dato luogo all’emergenzaoagmbientale oggetto di studio. Per tale azienda
sono stati campionati 2 sitl (in prossimita del fiume Sacco) |2, entrambi in aree non interdette
dall'utilizzo food del suolo. Come atteso, i risultati ottenuti al-&CD, riportati nellaTabella 4 hanno
mostrato dei valori al di sotto del limite di deténazione per tutti gli isomeri del’lHCH nei campio
derivanti dalle aziend® el. Nell’aziendaG, invece, valori positivi sono stati rilevati nearapioni di

suolo raccolti durante il primo ciclo di campionarte

Google eartt - Geogle earth
s s

Figura 37.Localizzazione spaziale dei siti campionati nakkeendd=, G edl rispetto al tracciato del fiume Sacco.

Come mostrato nel primo grafico a sinistra déligura 38 differenze significative (p<0.01) tra il
primo ed il secondo ciclo sono state osservatel'm®mero a e per il contenuto di HCH-totale. In
particolare, il sitoG2 & quello che ha presentato i valori piu elevatilpeHCH e 'HCH-totale rispetto
agli altri siti sia all'interno dello stesso ciabbe tra cicli diversi; il sitds4, invece, ha mostrato i livelli di
concentrazione maggiori per gli isompriy e d all'interno dello stesso ciclo e tra cicli diver$ali valori

tuttavia, si sono mantenuti ampiamente al di stitt@01 mg/Kg.
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Figura 38.Distribuzione degli isomen, 3, y e >-HCH nei due cicli di campionamento per I'azier@légrafico di sinistra)
ABp<0.01 per ciascun isomero tra i due cicli.
Distribuzione degli isomeri HCH nei due cicli di caimnamento, nei siti dell’'azienda (grafico di destra)
AB.Cn<0.01 tra ciascun isomero per siti diversi entretesso ciclo;
** n<0.01 per ciascun isomero per uno stesso sitaitli diversi.
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Figura 39.Distribuzione degli isomeri HCH nel nei siti neltiandaG in rapporto alla profondita.
ABp<0.01 per ciascun isomero entro ogni sito allexdig profondita.

L’analisi dell'andamento dei diversi isomeri in baala profondita di campionamenteidura 39 ha
mostrato, invece, variazioni significative soltantl sitoG4. Differenze tra il primo e gli altri due strati
di campionamento sono state osservate, infattjip&@omeri, y e 6 e per 'HCH-totale.

Nel corso del campionamento dei suoli, per ogrerada partecipante al progetto di ricerca, sono stat
raccolti anche campioni di soprassuolo consistdnti essenze erbacee in consorzio polifita
(prevalentemente siti non lavorati e non utilizza¢r la produzione di foraggi o granelle di cepeali
monospecie (siti lavorati). Ogni campione & statentificato da un codice alfanumerico o numerico

equivalente a quello di campionamento del sdbbella §.
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Tabella 5 Tipologia di soprassuolo campionata in ogni ditciascuna azienda.

Sito di Interdetto Tipologia di soprassuolo Tipologia di soprassuolo
campionamento (I ciclo) (Il ciclo)
AS1 Sl Incolto Incolto
AS2 NO Seminato (erbaio misto) Seminato (erbaidajis
AS3 Sl Incolto Incolto
AS4 NO Erbaio misto Erbaio misto
BS1 Sl Incolto Seminato (erbaio misto)
BS2 NO Lavorato Seminato (erbaio misto)
BS3 Sl Incolto Mais (post-raccolta)
BS4 NO Lavorato Incolto
C1l Sl Incolto Incolto
Cc2 NO Incolto -
Cc4 NO Incolto Incolto
C5 Sl Incolto Incolto
F1 NO Erbaio Erbaio
Gl NO Lavorato Lavorato
G2 Sl Lavorato Lavorato
G3 NO Erbaio graminacee Erbaio graminacee
G4 SI Erbaio graminacee Erbaio graminacee
H1 Sl - Seminato (erbaio misto)
H4 NO -- Seminato (erbaio misto)
11 NO Mais Mais
12 NO Mais Mais
M1 Sl Incolto (prato naturale) Incolto (prato natujale
M2 NO Erbaio misto Erbaio misto
M3 NO Erbaio di medica ed altre essenze Erbaioatlioa ed altre essenze

| risultati analitici ottenuti al GC-ECD, per quasiatrice sono riportati iTabella 6 con i siti

interdetti indicati in grassetto. Per i campiorsgbnibili, sono mostrati i risultati ottenuti sialrmprimo
che nel secondo ciclo di campionamento.
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Tabella 6.Dati analitici dei campioni di soprassuolo pretewell'area oggetto di studio

) a-HCH a-HCH B-HCH B-HCH y-HCH y-HCH &-HCH &-HCH

Sito (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)
| Ciclo Il Ciclo I Ciclo 1l Ciclo I Ciclo 1l Ciclo I Ciclo Il Ciclo

AS1 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
AS2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
AS3 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
AS4 <LOD 0.021+0.001 <LOD <LOD <LOD 0.023+0.001L <DO <LOD
BS1 <LOD <LOD <LOD 0.046+0.003 <LOD <LOD <LOD <LOD
BS2 <LOD 0.007+0.001 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 0.087.002
BS3 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
BS4 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Cl <LOD 0.038+0.002 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
C2 <LOD - <LOD - <LOD - <LOD -
C4 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
C5 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
F1 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Gl <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
G2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
G3 <LOD 0.026+0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
G4 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H1 -- 0.007+0.001 -- <LOD -- <LOD -- <LOD
H4 -- 0.005+0.001 -- <LOD -- <LOD -- <LOD
11 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
12 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
M1 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
M2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
M3 <LOD <LOQ <LOD 0.016+0.002 <LOQ <LOD <LOD <LOQ

* Valore ottenuto partendo da 10g di soprassuolesgiesso come media di tre determinazioni artadiicDS
-- Campione non disponibile per I'analisi
LOD-= limite di rilevabilita @, B ey) 2 ug/Kg; (©) 5 pg/Kg; LOQ= limite di quantificazionen( B ey) 7 pg/Kg, () 16 ug/Kg

Come risulta, la maggior parte dei valori ottersitirova al di sotto del Limite di Determinaziong o
nel caso del campione derivante dall’aziend&, per gli isomeria, y e dnel secondo ciclo di
campionamento al di sotto del Limite di Quantificeme. Residui di isomeri del’lHCH sono stati riléiva
soltanto nel secondo ciclo di campionamento e haiguardato i campioni derivanti dalle aziendeB,

C, G edH; al contrario, le aziende edl hanno mostrato un contenuto di HCH al di sottoliddte di
rilevabilitd. LaFigura 40riporta un’elaborazione grafica dei dati ottenugrmdendo in considerazione le

variabili di interesse rispetto al “fattore” aziend
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Figura 40.Livelli di concentrazione degli isomexi 3, y € e del’lHCH-totale nelle aziende oggetto di studio.
ABp<0.01,>Pp<0.05 per ciascun isomero tra le diverse aziende.
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In particolare:

v'nell'aziendaA, soltanto il campionéS4, che al momento del prelievo presentava una
formazione vegetale costituta da erbaio misto (l@gose e graminacee), ha mostrato la presenza
degli isomeria e yal di sopra dei limiti di legge per materie primestinate al razionamento
degli animali da latte (0.01 mg/Kg, DM del 21/032®9. In particolare, differenze significative
(p<0.01) sono state osservate per I'isomyaiiepetto a tutte le altra aziende;

v' l'aziendaB ha mostrato la presenza dell'isom@roel campiond3S1; degli isomeria € d
nel campioneBS2, entrambi appena seminati per colture vegetalitods da erbaio misto, con
valori al di sopra del limite normativo. Tale azien infatti, ha presentato differenze significative
(p<0.01) per gliisomef, o e per il valore di HCH-totale;

v' nell’aziendaC, soltanto nel sitdC1 che al momento del prelievo si presentava incolto,
sono stati registrati livelli di contaminazione pésomeroa al di sopra del limite analitico. In
particolare, il sito ha presentato i livelli di aa@mtrazione piu elevati per tale isomero anche se
non sono state riscontrate differenze significatior le altre aziende;

v' l'aziendaG, con il sito G3 coltivato a graminacee, e l'azien#tg con i sitiH1 e H4
coltivati ad erbaio misto, hanno presentato unltvei contaminazione da-HCH con valori al
sopra dei limiti ministeriali ma non statisticamestgnificativi rispetto alle altre aziende;

v" nel sitoM3 dell'aziendaM, coltivato ad erba medica (leguminosa) ed altsereze € stata
riscontrata la presenza dell'isomeptuttavia, anche in questo caso, non sono staerste
differenze significative con le altre aziende.

Nonostante i dati di letteratura riportino che dirma le piante non siano in grado di veicolare
composti organici clorurati apolari, evidenze smemtali, tra cui anche i risultati ottenuti in qteegesi,
indicano che gli isomeri dellHCH possono essersodsti dall’apparato radicale e veicolati verso i
comparti epigei, a differenza di altri compostiral@ti, come il DDT, che tendono a rimanere corifina
nel distretto radicale. Esperimenti effettuati solsintenzionalmente contaminati, al fine di ossee se
vi fossero differenze tra le diverse specie vegetella capacita di traslocare gli isomeri del’HGl
suolo, alle radici, al germoglio ed ai semi, hamivelato che le leguminose presentano una maggiore
capacita di accumulare tali composti nella partégesp (fusti, foglie, semi) sia in presenza del
contaminante in forma disponibile che in forma |ultirrponibile.121 Per i cereali, quali in particolare mais
e riso, invece, il quantitativo di HCH veicolatoggrmogli € risultato essere di gran lunga inferji@on
una parte consistente immagazzinata nella pianfarma “legata” e quindi non recuperabile con le
normali tecniche di estrazione.

Nel corso del tempo diverse ipotesi affiancate @@recci di tipo modellistico e da analisi
sperimentali, hanno fornito visioni contrastantillaupresenza e sull’accumulo di contaminanti

organoclorurati in specie vegetali. Secondo ale@urtori, ad esempio, la porzione lignificata dektge
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vegetale potrebbe svolgere un ruolo fondamentalla wempartimentalizzazione di questi composti;
secondo altri, invece, I'accumulo degli inquinandéil tessuto vegetale dipenderebbe dall’equilibhe c
guesti raggiungono nella ripartizione tra i diversmparti ambientali (Suolo/aria/tessuto vegetale).

Ulteriori studi sperimentali, affiancati da approdctipo modellistico, hanno dimostrato I'importan
della presenza dell’acqua quale mezzo che fadditasalita dei composti organici idrofobici da fear
delle piante. In particolare, alcuni autori hanmnfcontato i potenziali d'accumulo da una pianta
appartenente alle graminacee, la loiessa, nei @atnfdell'erbicida trifluralin e del lindano, che
presentano caratteristiche di idrofobicita diveflegK,,, rispettivamente pari a 5.34 e 3.'}5.Per tali
pesticidi e stato stimato il “fattore di concentome nelle piante”, espresso in mg/l, che vale
rispettivamente 128.9 pertiifluralin, il composto piu idrofobico, e 15.01 petifldana

In conclusione, in base a quanto emerso dallardties e dai dati ottenuti, sembra plausibile
ipotizzare che le diverse specie vegetali presentima differenziale tendenza ad accumulare,
metabolizzare e compartimentalizzare i compostaoglorurati, ed in particolare gli isomeri dell'HC
sebbene la ripartizione di tali sostanze dipendardinsieme di fattori (tipo e composizione di syol
disponibilita d’acqua, variabili climatiche), ogrmrdei quali gioca un ruolo preciso aumentando o

diminuendo tale capacita.

2.3 Determinazione analitica degli HCH in campiorgérenti all’allevamento dei bovini da latte
Per quanto riguarda il sistema d’allevamento detirioda latte nell’area di studio, le matrici

sottoposte ad analisi per la presenza di HCH sdat d'unifeed (miscela composta da foraggi e

concentrati che viene somministrata due o piu \al@giorno alle bovine in lattazione e, talora, femalle

altre categorie di bovini in allevamento), il latte’acqua destinata all'abbeveraggio. | risul@tenuti

tramite GC-ECD sono riportati nelleabelle 7-9 Anche in questo caso, ogni campione analizzatate

contraddistinto da una lettera indicante 'azieddappartenenza.

Tabella 7. Risultati analitici dei campioni di unifeed prelemvagll'area oggetto di studio

) a-HCH a-HCH B-HCH B-HCH y-HCH y-HCH &-HCH &-HCH
Sito (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)
| Ciclo Il Ciclo | Ciclo Il Ciclo | Ciclo Il Ciclo | Ciclo Il Ciclo

A 0.073+0.004 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
B 0.014+0.002 0.012+0.001 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD QD

C <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 0.003+0.001 <LOD <LOD
F <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Gl <LOD 0.011+0.002 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
G2 <LOD 0.004+0.001 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 0.019+@8
H - <LOD -- <LOD -- <LOD -- <LOD

11 <LOD <LOD <LOD 0.007+0.001 <LOD <LOD 0.012+0.001 @D

12 - <LOD -- <LOD -- <LOD -- <LOD

L 0.093+0.002 0.004+0.001 <LOD 0.004+0.001 <LOD <LOQ | 0.024+0.002 | 0.004+0.001
M1 <LOD 0.038+0.002 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
M2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 0.004+0.002 0.004+@0

* Valore ottenuto partendo da 10 g di unifeed qutesso come media di tre determinazioni analitic S

-- Campione non disponibile per I'analisi

LOD-= limite di rilevabilita @, B ey) 2 ug/Kg; (©) 5 pg/Kg; LOQ= limite di quantificazioneo(  ey) 7 pg/Kg, () 16 ug/Kg
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| risultati presentati iabella 7per la matrice unifeed hanno mostrato dei valar,lp maggior parte
dei campioni, al di sotto del Limite di Determinaze. Soltanto alcuni campioni sono risultati pesit
con diversi valori medi, al di sotto del limite @01 mg/Kg riportato nel Regolamento Europeo CE 396
del 2005.

Un confronto dettagliato tra i due cicli riportato Figura 41 ha mostrato variazioni significative
(p<0.01) per gli isomert, 3, y e per 'HCH-totale. Nello specifico nel secondol@idi campionamento,
e stata osservata una diminuzione del livello ditaminazione per Iisomero e per 'HCH totale e un

aumento di tale livello per gli isomegiey.

0,05

Concentrazione (mg/Kg)

Il a-HCH (mg/Kg)
Il B-HCH (mg/Kg)
I y-HCH (mg/Kg)
Il 3-HCH (mg/Kg)
Il HCH tot

Ciclo

Figura 41.Distribuzione degli isomen, 3, y e >-HCH nei campioni dunifeednei due cicli di campionamento
(grafico di sinistra).
ABp< 0.01 per ciascun isomero tra i due cicli.

L'analisi delle variabili di interesseFigura 42 in rapporto ai fattori “azienda” e “ ciclo di
campionamento” ha permesso di comprendere al megladi fossero le aziende responsabili di tali
variazioni. In particolare:

v' le aziendeA, B ed L hanno presentato livelli di contaminazione eleyati 'isomeroa nel
primo ciclo di campionamento. Tale andamento dtaguessere significativamente diminuito
assieme al contenuto di HCH-totale, nelle aziehad. nel secondo ciclo di campionamento
nel quale sono stati riscontrati valori rilevalilia-HCH anche nelle aziende edM;

v le aziendd el hanno presentato valori positivi per 'isom@raon differenze statisticamente
significative tra il primo ed il secondo ciclo dirmpionamento;

v' l'aziendaC é stata l'unica ha mostrare valori rilevabili dsimeroy nel secondo ciclo di
campionamento;

v' le aziendeG, |, L edM hanno evidenziato la presenza dell'isom@eon una diminuzione
significativa del livello di contaminazione nelleiendel e L ed un aumento significativo

nella concentrazione di tale isomero nell'azie@ael secondo ciclo di campionamento.
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Figura 42 Distribuzione degli isomed, B, y e &-HCH nei campioni dunifeednelle diverse aziende (grafico di destra).
ABp< 0.01 per ciascun isomero entro ogni aziendeittediversi.

L’andamento generale del livello di contaminazi@sservato nelle diverse aziende ha confermato,

nella norma, i risultati analitici ottenuti perreatrici suolo e soprassuolo.

Per la matrice latte, come riportatoTiabella § soltanto 3 campioni appartenenti alle azieBd€ ed
L hanno presentato valori positivi pertHCH nel corso delle analisi effettuate nel primola di
campionamento. In particolare, le azienBee L, che avevano mostrato anche livelli elevati di
contaminazione da HCH nell’'unifeed, hanno presemtatori al di sopra di 0.003 mg/lI (Regolamento
Europeo 396/2005).

Tabella 8. Dati analitici dei campioni di latte dlekea oggetto di studio

) a-HCH a-HCH B-HCH B-HCH y-HCH y-HCH &-HCH &-HCH
Sito (mg/l) (mg/l) (mg/Kg) (mgll) (mg/l) (mgll) (mg/N) (mgll)
| Ciclo Il Ciclo | Ciclo Il Ciclo I Ciclo Il Ciclo I Ciclo Il Ciclo
A <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
B <LOD <LOD 0.005+0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
C <LOD <LOD 0.003+0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
F <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
G <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
| <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
I <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
L <LOD <LOD 0.003+0.01 <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOD
M <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

* Valore ottenuto partendo da 15 ml di latte edresgo come media di tre determinazioni analiticles+
LOD-= limite di rilevabilita @, B ey) 2 ug/Kg; (6) 5 pg/Kg; LOQ= limite di quantificazionen( B ey) 7 pg/Kg, () 16 ug/Kg
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| risultati ottenuti analizzando i campioni di aequiportati in Tabella 9 hanno evidenziato una
diminuzione del livello di contaminazione tra iimpo ed il secondo ciclo di campionamento con regult

positivi e al di sopra del limite pari a 0.Qldg/l (D.Lvo 31/2001) soltanto nel primo ciclo di
campionamento.

Tabella 9. Dati analitici dei campioni di acqua Hatea oggetto di studio

) a-HCH a-HCH B-HCH B-HCH y-HCH y-HCH &-HCH &-HCH
Sito (mg/l) (mgll) (mg/Kg) (mgll) (mg/l) (mgll) (mg/l) (mgll)
| Ciclo Il Ciclo I Ciclo 1l Ciclo I Ciclo 1l Ciclo I Ciclo Il Ciclo
A <LOD <LOD <LOD <LOD 0.028+0.001 <LOD <LOD <LOD
B 0.021+0.002 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
C 0.020+0.001 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
F <LOD <LOD <LOD <LOD 0.016+0.001 <LOD <LOD <LOD
G <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
| 0.020+0.001 <LOD <LOD <LOD 0.015+0.001 <LOD 0.046302 <LOD
L - <LOD - <LOD -- <LOQ -- <LOD
M <LOD <LOD <LOD <LOD 0.038+0.002 <LOD <LOD <LOD

* Valore ottenuto partendo da 500 ml di acqua guesso come media di tre determinazioni analitic DS
LOD-= limite di rilevabilita @, B ey) 2 ug/Kg; (©) 5 pg/Kg; LOQ= limite di quantificazionen(, B ey) 7 ug/Kg, 16 @) pg/Kg

In particolare, le aziendB, C, | sono state quelle che hanno mostrato differergmif®iative per
lisomeroa rispetto a tutte le altrd={gura 43. Tra queste, le aziendke C, localizzate particolarmente
vicino al fiume Sacco, sono quelle che, in generadégno confermato un livello di contaminazione da
HCH nel latte e nell'unifeed. Concentrazioni noasturabili dellisomeroy sono state osservate nelle
aziendeA, F, 1 eM.
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Figura 43 Distribuzione degli isomen, 3, y e >HCH nei campioni dacquanelle diverse aziende.
AB p< 0.01 per ciascun isomero tra le diverse aziende.
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2.4 Determinazione analitica degli HCH in campiatimentari

Come precedentemente detto, nel corso del progetio stati prelevati anche un numero significativo
di campioni alimentari, oltre al latte prodotto Ieebziende in studio. In particolare, per ogni adae
partecipante sono stati acquisiti campioni di umane, ortaggi, conserve e miele per un total@4di
campioni distribuiti tra primo e secondo cicloiduitati analitici ottenuti per ciascun campion@l@zato
con il GC-ECD hanno mostrato un livello di contaazione al di sotto del Limite di Determinazione.
Tali risultati possono essere giustificati ancana wolta considerando che gli isomeri del’HCH tend
maggiormente a legarsi alla sostanza organica eleéno, accumulandosi particolarmente in tale
compartimento ambientale. Non a caso, infatti,léraarie matrici analizzate il suolo € quello che h
mostrato i livelli di contaminazione piu elevatie $la una parte questo aspetto rappresenta un grave
problema in termini di inquinamento ambientale,|'dkita, potrebbe limitare le conseguenze negative

degli HCH nei livelli piu alti della catena trofica

2.5 Determinazione analitica degli HCH in campidhpioppo

Il fitorimedioed, in particolare il sistema di pioppicolturaaglto breve (SRC), & una delle tecniche di
bonifica utilizzate per il risanamento della Valiel fiume Sacco. Come riportato precedentemente,
infatti, gli isomeri del’lHCH possono essere acclatiunei tessuti delle piante, come il legno e la
corteccia, attraverso I'assorbimento radicale erbaolizzazione dal suolo.

Al fine di verificare I'effettivo assorbimento dali contaminanti da parte dei pioppi, sono stati
effettuati dei carotaggi di alcune piante collocatdl'area oggetto di studio a cura del Prof. Giaal
Piovesan. | campioni risultanti sono stati analiztal quali, in via preliminare, con la spettrop@
micro-FTIR. In letteratura I'utilizzo di tale tea@d per l'individuazione di inquinanti nelle piarrisulta
essere noto solo nel caso specifico della contazimna da metalli pesanti. Un recente studio haattinf
riportato I'utilizzazione di tale tecnica nella utdzione del livello di contaminazione da metadisanti di
suoli alluvionati utilizzando la riflettanza delada nel medio infrarosst?

Considerata l'esiguita di questi dati, I'innovatévidella procedura nonché la rapidita dei tempi di
analisi, si € ritenuto interessante verificare plagabilita della spettroscopia micro-FTIR per l&isi dei
pioppi, al fine di comprendere quali fossero leadiniche di accumulo e il destino degli HCH in queste
piante. Per condurre tale studio ci si € avvaldiadeollaborazione scientifica della Dott.ssa Claud
Pelosi del Dipartimento di Beni Culturali (DISBEQYell'area di studio sono stati selezionati 2 alloer
pioppo: il primo (denominatpioppol)situato ad una distanza di circa 500 metri dalla ginistra del
fiume Sacco (diametro: 65 cm; eta: 25 anni) edcedosdo(pioppo 2)localizzato sulla riva del fiume
(denominato: diametro: 55 cm; eta: 26 anni). llppio considerato come “controllo” e stato individut
una zona non contaminata dagli HCH, in particolarerovincia di Viterbo (diametro: 50 cm; eta: 15
anni). Su ciascun pioppo sono stati effettuati damgmenti tramite carotaggio. | campioni risultastno

stati sottoposti tal quali ad analisi con la spsttopia micro-FTIR. Ifrigura 44sono riportati gli spettri
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registrati. Lo spettrqa) é relativo alla miscela dei 4 isomeri del’HCH; glpettri (b), (c), (d), (e) si
riferiscono alle carote di pioppo campionate e ariferimento rispettivamente al controllo; al cario
cui e stata aggiunta una goccia della miscela dHH& pioppo le al pioppo Z2riferiti allanno di

accrescimento 2005.
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Figura 44 Spettri micro-FTIR (zona allargata: 3000-1000¢m
(a)miscela di HCH standar() controllofc) controllo con una goccia di HCH,;
(d) pioppol anello corrispondente all’'anno20@B)pioppo2 anello corrispondente all'anno 2005.

La scelta di analizzare, inizialmente, I'anno dir@scimento 2005 per i 2 pioppi € stata dettatd dag
eventi occorsi nell’area oggetto di studio in gpedciso anno, durante il quale, come precedentement
riportato, € stato riscontrato un picco di contaamione da HCH in campioni di latte. Come mostrato i
Figura 45 lo spettro(a) ha mostrato un assorbimento caratteristico degdicarburi alogenati tra 1400 e
1000 cnt, dovuto alle vibrazioni di stretching dei legamiGC A questa banda, si aggiunge un evidente
assorbimento a 1708 ¢iTra tali assorbimenti, & risultato significatiper lo scopo in oggetto questo
ultimo picco, essendo la zona compresa tra 140008 tni caratteristica anche della Iignii"n%i‘:125
Infatti, negli spettric) ed(e), corrispondenti al campione di pioppo contamireo la miscela di HCH e
al pioppo 2 & stata riscontrata la banda di assorbimentottedstica degli HCH a 1708 ¢ Tale
assorbimento, al contrario, non € presente neka@dme nelpioppo 1 localizzato in un’area lontana dal
fiume. Nello spettrde), inoltre, sono stati osservati anche alcuni cambiai nelle bande a 1507 e 1255
cm* associate alla lignina. In particolare, la bandB587 cni, dovuta alla vibrazione dello scheletro
dell’anello aromatico di tale polimero, & risultafalittata in due picchi (1514 e 1500 &ned & apparsa
una nuova banda a 1550 ¢nffampia banda a 1255 €rsi & spostata significativamente a 1274 @rsi
€ presentata come una sua “spalla”’. Queste ossmmvapno state interpretate come un ulteriore dato
conferma della presenza di una contaminazioneatiaeis del’HCH, dovuta ad una possibile interazione
chimica tra questi contaminanti e la lignina. | guiechi a 1514 e a 1500 & il debole assorbimento a

1500 cnit sono stati osservati anche nello spettro micro-FdéRpioppo 1 (J a suggerire I'eventuale
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presenza di tracce di HCH anche nel pioppo lon@elofiume, in corrispondenza dell’anno in cui la
contaminazione ha avuto il picco maggiore.
| risultati ottenuti per ipioppo 2sono stati ulteriormente approfonditi attraveraodlisi micro-FTIR

di campioni legnosi relativi ad anni di accresciteecompresi tra il 2002 e il 2008, come mostrato in
Figura 45
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Figura 45 Spettri micro-FTIR spettri(3000-1000&n (a)controllo; (b)pioppo2 anno200ZF)pioppo2 anno2004;
(d) pioppo2 anno2005g)pioppo2 anno2004f) pioppo2 anno2007g)pioppo2 anno 2008.

Anche in questo caso, il caratteristico assorbimemt1708 cm, considerato diagnostico per la
presenza di HCH, é stato osservato negli spetiie darote depioppo 2relativamente a tutti gli anni di
accrescimento studiati.

Sulla base dello screening preliminare ottenutcodegdndagini micro-FTIR, le carote dpioppo le
del pioppo 2sono state sottoposte alle analisi GC-ECD e GC-M#tavia, per avere a disposizione
un’adeguata quantita di campione necessaria pettiedfe I'estrazione, il materiale risultante daglelli
di accrescimento delle carote dei pioppi € statiboum 4 periodi temporali (1991-1996; 1997-2000;

2001-2004 e 2005-2008). | risultati ottenuti vialgi GC per i due pioppi sono mostrati néllgbella 10
ell

Tabella 10 Dati analitici ottenuti al GC-ECD per le carotd gppo 1*

Ao a-HCH BHCH yHCH &HCH
(mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)
1991-1996 0.024+0.001 < LOD <LOD <LOD
1997-2000 0.102+0.008 < LOD <LOD <LOD
2001-2004 0.080+0.002 < LOD < LOD <LOD
2005-2008 0.274+0.002 < LOD <LOD <LOD

* Valore ottenuto partendo da 10 g di materialentep ed espresso come media di tre determinaziatitiehe+DS,
LOD (a, B ey) =2 ug/Kg; LOD () = 5ug/Kg; LOQ @, B ey) = 7 pg/Kg; LOQ (8) = 16 ug/Kg.
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Come riportato irTabella 1Q per il pioppo 1gli isomerif, y e 3-HCH hanno mostrato valori al di
sotto del Limite di Determinazione, mentre l'isomeré stato riscontrato in piccole quantita variadili

seconda dell'arco temporale preso in considerazione

Tabella 11 Dati analitici ottenuti al GC-ECD per le carotd gmppo 2.*

Ao a-HCH BHCH yHCH FHCH
(mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)
1991-1996 <LOD 0.625+0.036 0.023£0.001 <LOD
1997-2000 <LOD 0.680+0.025 0.015+0.001 <LOD
2001-2004 <LOD 1.3810.025 <LOD <LOD
2005-2008 <LOD 2.035+0.097 0.183+0.006 0.238+0.015

* Valore ottenuto partendo da 10 g di materialeep ed espresso come media di tre determinaziafitiehe+DS,
LOD (a, B ey) =2 pg/Kg; LOD (9) = 5ug/Kg; LOQ @, B ey) = 7pg/Kg; LOQ (8) = 16 pg/Kg.

Al contrario, il pioppo 2ha mostrato una maggiore concentrazione degli igding e 6. Nonostante
elevati livelli di contaminazione degli isomeareé siano stati trovati nei campioni corrispondentaato
temporale 2005-2008, f-HCH é quello riscontrato in concentrazioni maggior accordo con la sua
elevata persistenza ambientale. In particolare,tglerisomero e stato osservato un notevole aumento
della concentrazione passando dal periodo 1997-2008005-2008 (0.680 mg/kg e 2.035mg/kg,
rispettivamente). Tale picco di bioaccumulo poteslgissere collegato all’esondazione del fiume Sacco
avvenuta nell’anno 2004° E’ noto, infatti, che nei sistemi acquatici gli HGono sottoposti a processi
di scambio con i sedimenti rilasciati dall’erosiomeseguito di eventi alluvionaif” Anche se non sono
note le dinamiche che determinano I'accumulo atkftino ambientale degli HCH in specie arboree, la
veicolazione di altri composti organoclorurati eoraatici policiclici € ben documentata in
letteraturd?®*?***Recentemente & stato riportato uno studio sulidoicazione di policiclobifenili (PCB)
dalle radici al fusto di pioppi giovahi* Questo ed altri studi teorici hanno mostrato cRE€B con una
costante di ripartizione ottanolo/acqug,& 5 potrebbero traslocare dalle radici al fustogigale per poi
raggiungere i fusti secondari in un tempo inferiaie20 giorni di sperimentaziod&Al contrario, nei
PCB piu lipofili con un valore di K> 5, il processo di migrazione dalle radici al éuston si
verificherebbe?® Tenendo conto che i principali isomeri del’HCHnna K, compresa tra 3.72 e 44
e un valore del fattore di concentrazione nel fludstraspirazione (TSCF) dal fusto, per il pioppa,
1.58 (+-HCH) e 1.17 §-HCH), la loro traslocazione da terreni contamiadle radici e al tronco potrebbe
ragionevolmente verificarsi, come confermato nalhalisi ottenute al micro-FTIR e GC-ECD. Inoltre,
valori particolarmente bassi della costante di Meper questi contaminanti (tra 3H° e 4.5¢10")
impedirebbero il loro passaggio dal sistema xilécoadel fusto alle foglie e di conseguenza daligliéo
allaria.!*In questo modo, negli alberi di pioppo, I'assorbimtedegli isomeri del’lHCH attraverso le
radici e la loro risalita nel fusto non sarebbetoailanciata dal loro rilascio nellambiente atteaso
linterfaccia foglia-aria, determinandone come osa®, il bioaccumulo o la metabolizzazioliéQuesto

ultimo processo, in particolare, implicherebbe biwrasformazione all'interno dell’alburno, ossielld
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parte legnosa piu giovane del fusto. Se tali femons® fossero verificati nei campioni di pioppo
analizzati, si sarebbero venuti a formare dei catipenobiotici secondari difficilmente estraitsienza
la degradazione delle matrici di cellulosa e lignidell'alburno. Tuttavia anche I'accumulo di HCH
nell’alburno del pioppo richiede notevoli proprietaassorbimento da parte del materiale legnossover
queste molecole. In questo caso, dati di lettesiegulo studio delle proprieta di assorbimentolidelano
nel legno di quercia e salice hanno mostrato cheiitrazione di composti moderatamente lipofili
potrebbe aver luogo attraverso il sistema xilensagid una velocita di risalita di diversi metriafiho?®
Questi dati sembrano essere compatibili con quasservato nel caso in esame nei diversi anelli di
accrescimento. Inoltre, il processo di accumulopemipendente degli isomeri del’lHCH negli anelli
degli alberi di pioppo potrebbe essere ulteriormeiegato dal fatto che analogamente ad altréepian
pioppi possiedono un sistema xilematico diffusalale potrebbe aver contribuito alla diffusione e,
quindi, all'accumulo di questi contaminanti neealisi anelli permettendo di registrare un livelio d
contaminazione non solo dagli anni successivi B420ma anche negli anni precedenti, come confermat
dalle analisi GC. Inoltre, i diversi valori di cartrazione riscontrati potrebbero essere dovitted che

nel pioppo il flusso xilematico non e uniforme, nt@minuisce rapidamente con la profondita
dell'alburno. Studi riportati in letteratura, infiatdimostrano che il flusso idraulico nell'alburmeegli
ultimi 3-5 anelli scende del 30% rispetto all'apellli accrescimento pil esteriio. Questo dato
confermerebbe I'aumento di concentrazione ossenvelle analisi GC per i raggruppamenti degli anni
piu recenti. Per giustificare ulteriormente i dafitenuti e le ipotesi formulate sui processi che
determinano I'accumulo differenziale degli HCH ass¢o negli anelli di accrescimento degli alberi di
pioppo, sono state sottoposte alle analisi GC-EG&hea le cortecce deioppi 1e 2. | risultati ottenuti,
mostrati inTabella 12 hanno evidenziato la presenza fe¢iiCH in entrambi i campioni, anche se con

diversi livelli di concentrazione.

Tabella 12 Dati analitici ottenuti al GC-ECD per la cortecdia pioppo 1e delpioppo 2*

Pioppo a-HCH BHCH yHCH &HCH
(mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)
1 < LOD 0.127+0.003 <LOD <LOD
2 <LOD 0.250+0.009 <LOD <LOD

* Valore ottenuto partendo da 10 g di materialenep ed espresso come media di tre determinaziafitiehe+DS,
LOD (a, B ey) =2 ug/Kg; LOD () = 5ug/Kg; LOQ @, B ey) = 7pg/Kg; LOQ (8) = 16 ug/Kg.

| dati analitici dif-HCH inferiori nella corteccia rispetto alle caratiehanno consentito di ipotizzare
che la principale via di contaminazione possa esketerfaccia suolo-radici a seguito dei fenomeni
esondazione. Non a casqibppo 2 come descritto precedentemente, € collocato liingercorso del
fiume Sacco, in una zona che e stata monitoratheanegli anni precedenti e che aveva mostrato
un’elevata contaminazione del suolo @& p-HCH (fino a 0.300 mg/kg *° Tuttavia, 'accumulo nella

corteccia dell'isomer@ appartenente anche gibppo lsuggerisce la possibilita che tali contaminanti
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possano essersi diffusi anche attraverso il sis@maasuolo. | pesticidi, infatti, possono essesgoabiti,
oltre che dall’apparato radicale anche da quellgidoe per poi penetrare all'interno del fusto. éic
autori hanno riscontrato discreti quantitativi @B nella corteccia di querce che crescono anchkkaml

di distanza da aree contaminate da tali inquinanti.

Il fenomeno del bioaccumulo nelle piante, pur rggpntando un valido strumento di depurazione per

i terreni contaminati, apre un importante quesitbbassicurezza nell’utilizzo successivo del materia
legnoso, per scopi commerciali 0 per la produzidineioenergia. Durante la combustione dei truaioli
legno, infatti, si potrebbe incorrere nella fornmaeg di metaboliti clorurati pericolosi per I'ambiere per

'uomo 137,138
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3. CONCLUSIONI

L’attivitd sperimentale condotta durante il triemii dottorato € stata idealmente divisa in dudi.par

La prima parte e stata finalizzata al monitoragigt livello di contaminazione da isomeri dellHCH
nella Valle del fiume Sacco analizzando diverserigiggro-ambientali. A tale scopo, sono stati cditc
345 campioni di origine ambientale, animale ed atitare prelevati da aziende locali partecipanti al
progetto in due diversi periodi di campionamentioiggo/ottobre 2012 (primo ciclo) e giugno/ottobre
2014 (secondo ciclo). | risultati analitici, ottéhuia gas-cromatografia, hanno mostrato una situnez
generale di contaminazione da HCH nelle varie miatcon i piu alti valori per gli isomend, 3 ey. Tra
queste, nel suolo é stato riscontrato il livellacdntaminazione piu elevato. | risultati acquipitissono
essere giustificati sulla base delle proprieta atoAfisiche degli HCH, in particolare, la scarsdubdita
in acqua, la bassa volatilita e la loro tendenzegarsi alla sostanza organica del terreno dimidoaen
fortemente la mobilita e favorendone la persisténzale comparto ambientale. Per questa matriee, n
campioni prelevati dalle aziende localizzate vicaldiume Sacco e stata confermata la presenza degl
HCH sia nel primo che nel secondo ciclo di campmo@iato mentre nei campioni prelevati dalle aziende
localizzate lontano dal fiume le analisi hanno madst per la maggior parte, valori al di sotto Iédwiti di
determinazione, confermando la correlazione tradiataminazione del suolo e la vicinanza al fiume
Sacco. Nonostante questo andamento generale, datio osservati cambiamenti nel livello di
concentrazione dei diversi isomeri tra i due citilimonitoraggio, almeno in alcuni siti appartenemti
gueste aziende. Nello specifico, tra il primo edatondo ciclo di campionamento sono state osgervat
diminuzioni significative nei siti interdethS3, BS1, C1, C5 per gli isomeria, B e y-HCH; nel sitoC2
non interdetto per gli isomea e y-HCH; nei siti non interdetBS4, per gli isomeria, B ed-HCH; BS2
per gli stessi isomeri ad esclusione BHCH; nei siti non interdettAS4, C4 ed M2 per I'isomeroa.
Tali cambiamenti possono essere stati giustificaime ampiamente discusso, dai numerosi processi ch
avvengono sia all'interfaccia suolo-atmosfera chigni@rno del suolo stesso, grazie all’azione di
componenti biotiche ed abiotiche, le quali, potesbtfavorire il trasporto, la volatilita, la degeaibone o
l'isomerizzazione dei diversi contaminanti. Al carto, aumenti significativi tra il primo ed il sewdo
ciclo di campionamento sono stati osservati neirgiérdettiH2, H4, BS3 per gli isomeria, 3 e d e nel
sito M1 per gli isomeri3 e §; nel sitoH3 per I'ilsomerof e nel sitoM2 per I'isomeroa. Tali incrementi
possono essere rapportati alle esondazioni delefiGacco avvenute nel gennaio 2013 e nel febbraio
2014. Inoltre, I'analisi del rapporto percentuake la forma isomerica piu stabile f#HCH) e I'isomero
a € indicativa, da una parte, del fatto che la natleda sorgente di contaminazione possa essere
rappresentata dagli stoccaggi incontrollati deghrs della lavorazione ddindano e, dall’altra, che
I'emergenza agro-ambientale sia sostenuta da w@io stonico di contaminazione. | risultati analitic
ottenuti per le altre matrici analizzate hanno maastlivelli di contaminazione da HCH al di sotteld

limite di determinazione per tutti i campioni diigine alimentare e per la maggior parte delle roatri
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soprassuolpunifeed latte ed acquain cui, comunque, valori positivi di HCH sono stascontrati di
norma nelle aziende caratterizzate da livelli ditaminazione maggiore del suolo. In conclusione, lo
studio analitico condotto in questa tesi, unico lpequantita di campioni analizzati, ha evidenziato
livello di contaminazione ambientale persistentdangalle del fiume Sacco che richiede a tutt'oggi
continuo monitoraggio ed efficaci interventi di liftca per il recupero ed il risanamento del tenito

La seconda parte del lavoro sperimentale & stedétaiallo studio sul’accumulo differenziale degli
isomeri del’lHCH negli anelli di piante di pioppdilizzate per la bonifica della Valle del flume $a¢
grazie alla loro nota capacita di assorbire, attrsw le radici, gli HCH presenti nel suolo (fitogdio).
Utilizzando un approccio combinato di analisi (mi€fTIR, da una parte; GC-ECD e GC-MS, dall’altra),
e stato possibile dimostrare, per la prima volesistenza di elevati livelli di bioaccumulo di HCH
campioni di legno e nella corteccia di alberi dogpo provenienti dalla Valle del fiume Sacco,
permettendoci di fornire un’ipotesi plausibile sulmodalita e sulle motivazioni per i quali tali
contaminanti si accumulano in specifiche porzioellal pianta. | risultati ottenuti hanno mostrato un
livello di contaminazione e bioaccumulo elevato canpioni provenienti dal pioppo localizzato vicialo
fiume Sacco, soprattutto negli anelli di accrescitoerelativi agli anni 2005-2008 in cui nell’area i
esame si e verificato il picco di inquinamento daHH Inoltre, l'utilizzo della tecnica micro-FTIRpme
tecnica preliminare per uno screening dei liveilicdntaminazione, ha permesso di effettuare indagin
sugli anelli di accrescimento delle piante, oggelitstudio, in modalita non distruttiva e senziedere
alcun pre-trattamento del campione. | risultatentiti hanno evidenziato che I'approccio dendroctami
utilizzato si prospetta come un efficace strumehtanalisi per acquisire informazioni importantistudi
di biomonitoraggio che consentono di produrre magpeschio per la contaminazione da inquinanti

organici.
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4. PARTE SPERIMENTALE

4.1 Materiale e strumentazione

| solventi e gli standard, 8, y and3-HCH (sostanze solide con un grado di purezza gda®B.8%)
sono stati forniti da Sigma-Aldrich.

L'estrazione e le purificazioni delle matrici arzaite sono state effettuate utilizzando la seguente
strumentazione disponibile presso i Laboratori diinica Organica e di Biochimica Clinica ed
Immunologia del DAFNE e il Centro Grandi Attrezzatwli Ateneo:

v" bilancia analitica Precisa XT 120
centrifuga refrigerata Thermo IEC CL30-CL30R
agitatore orbitale S150 - Stuart Scientific
bagnetto riscaldante Julabo PC

evaporatore rotante Heidolph LaboRota 4000

NN

sonicatore Ultrasonic cleaner (Solthech)
v/ estrattore multiplo (Varian) con 20 postazioni.

Per le purificazioni SPE, sono state utilizzatedguenti cartucce:

v/ C18 di capacita 3 ml, contenente 500 mg di fasel@alon particelle di 55m e pori di
70A (Phenomenex)

v florisil di capacita 3 ml, contenente 500 mg digfa®lida con particelle di 140n e pori
di 80 A (Phenomenex)

v ossido di alluminio neutro, capacita 6 ml (Machekagel)

v"florisil Superclean ENVI, capacita 6 ml (Supelcoirfite da Sigma-Aldrich.

Le analisi gas-cromatografiche sono state condaitzzando uno strumento Shimadzu GC-17A
disponibile presso il Laboratorio di Biochimica @ta ed Immunologia del DAFNE equipaggiato di una
pre-colonna (0.53 mm x 5 m x 0.14n, Restek), una colonna capillare Rtx®-CLPesti@d@18 mm x
20 m con fase solida Crossbond® Restek) e divatatiore a cattura d’elettroni (ECD). Le analishgo
state condotte utilizzando l'iniettore in modali@litless a T=280 °C ed il rivelatore impostato=330
°C. Comecarrier € stato utilizzato I'elio 6.0 e come gaswike-upper il rivelatore, I'azoto 5.5 (Rivoira).

Gli spettri GC-MS sono stati eseguiti utilizzando gascromatografo Agilent 7890A con rilevatore di
massa Agilent 5975C che & stato messo a disposizpmr gli scopi di questa tesi, dall’Arpa Lazio di
Viterbo. Tale strumento é dotato di una colonnalleae “SemiVolatiles” (Phenomenex) avente come
fase fissa un copolimero di dimetil polisilossar@b%) e fenil arilenico (5%), brevettata con la
denominazione Enviro-lnert™. Le analisi sono staiendotte utilizzando [iniettore MMI alla
temperatura costante di 260 °C, in modalita putdiélesss con un flusso iniziale di 30 psi per O.muti,

e a seguire di 200 psi per 1.5 min. Le temperafletequadrupolo e della sorgente sono state imgmstat

rispettivamente, a 150 °C e 230 °C. Alla transiiee-lé stata assegnata una temperatura costang® di 3
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°C. Le analisi sono state eseguite in modalita S@AN una finestra compresa tra PM=30-450. Come
carrier e stato usato I'elio 6.0 (SIAD) al flusso costaditd.2 ml/min.

Gi spettri infrarossi sono stati ottenuti utilizganun microscopio IR Nicolet Centausr equipaggiato
con un rivelatore MCT e collegato spettrofotomdfRoa Trasformata di Fourier, Nicolet Avatar 360
(Thermo Fisher Scientificinc., Waltham, MA, USA)splonibile presso il Laboratorio di Diagnostica per
la Conservazione ed il Restauro del DISBEC.

| carotaggi delle piante di pioppo sono stati éffati, utilizzando il “succhiello di Pressler” clima
permesso di ottenere carote del diametro di 5 miamalisi degli anelli di accrescimento € stata tifi@ta
incidendo le carote con un bisturi per I'interaghezza parallelamente alla sezione trasversaliegieb.

Le larghezze degli anelli degli alberi sono stateumate con un micrometro scorrevole interfacc@in

un computer.

4.2 Metodi di estrazione degli HCH

Suolo e carote di piopp®@opo il prelievo, i campioni di suolo sono statnservati alla temperatura
di 4 °C fino al pretrattamento che & consistitol'essiccazione a bassa temperatura (T< 40°C) e
frantumazione-vagliatura finalizzate allomogenezpne; i campioni di pioppo, dopo essere stati
essiccati all’aria, sono stati sminuzzati e magtinal fine di ridurli in polvere. Quindi il mateaie
risultante dagli anelli di accrescimento delle ¢ardei pioppi € stato unito in 4 periodi tempo(ap91-
1996; 1997-2000; 2001-2004 e 2005-2008). Di seguipoi campione € stato sottoposto all’estrazione,
utilizzando il metodo 1SO 1038%°

Tale metodo consiste di due faa) estrazione con solventi organici; b) estrazionefase solida
(SPE). a)Al campione da analizzare (10 g), posto in unadexdno stati aggiunti 25 ml di acetone. La
miscela € stata posta in agitazione per 15 mithdéreine dei quali sono stati aggiunti 25 ml déretdi
petrolio. Dopo ulteriori 15 minuti, per filtrazioree stata recuperata la fase organica. L'estrazostta
quindi ripetuta aggiungendo 25 ml di etere di d&irdduccessivamente, gli estratti organici riusitno
stati caricati in un imbuto separatore nel qualeosstati aggiunti 250 ml di acqua distillata. Lada
organica raccolta é stata, quindi, disidratataasliossolfato anidro, filtrata e concentrata allovaado il
solvente per distillazione a pressione ridotta fawbottenere un volume finale di 10 ml. La solugion
ottenuta é stata trasferita in una falcon e ulterémte concentrata fino al volume di 1 ml utilizdarun
leggero flusso di azoto a temperatura ambidnjtd. campione proveniente dalla fase precedenteté sta
trasferito nella cartuccia di ossido di alluminieutro ed eluito fino all’approssimarsi del menistala
fase liquida alla fase assorbente. A questo pwaiog stati aggiunti 20 ml di etere di petrolio.iref gli
estratti organici, recuperati e concentrati satggero flusso di azoto, sono stati solubilizzatliml di

esano.
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Latte. Di ciascun campione raccolto da ogni animale (3000 stato prelevato un volume di ca.
250 ml suddiviso in aliquote da 50 ml travasatadionei barattoli a tenuta conservati in contenitori
adiabatici a T=4 °C fino al momento dello stoccagtgfinitivo in laboratorio a -20°C.

Tra i metodi riportati per la preparazione dei campa partire dalla matrice “latte”, si € ritenuto
opportuno utilizzare il metodo accreditato ISO-82602%n accordo al metodo, il latte da analizzare, &
stato scongelato in frigo e successivamente poaaitta temperatura di 35-40 °C. Dopo averlo agitat
energicamente dal basso verso l'alto, & statoeddfito velocemente fino alla temperatura di 206 ¢
un bagno di acqua e ghiaccio. Successivamentprsiceduto con le seguenti tre fasi estrattive:

a) estrazione con solventi organici dei grassi gldelCH; b) estrazione criogenica per I'isolamento
degli HCH dai grassi; ¢) estrazione in fase sol{@&PE) per la purificazione degli HCH.

a) Un campione di 15 ml di latte é stato versatoriimbuto separatore con 15 ml di metanolo e 1§0 m
di sodio ossalato. L'imbuto e stato agitato pecaiun minuto. Successivamente sono stati aggiubiti 7
ml di dietil etere e I'imbuto € stato agitato nuomente per un minuto. Infine sono stati aggiunti mlsi
etere di petrolio ed e stata ripetuta I'agitazipee un minuto. Per favorire la separazione delkefdsi, il
campione é stato trasferito in una falcon e camgafo a 1500 rpm per 5 minuti. Al termine, la fase
organica recuperata e stata trasferita in una bmetatre la fase acquosa e stata nuovamente versata
nellimbuto separatore estraendo da questa due eol 15 ml di etere di petrolio/dietil etere=1%.
fasi organiche recuperate e riunite sono statdrditsite su solfato di sodio anidro (3 g); dopod#ione i
solventi organici sono stati allontanati per diszione a pressione ridotta mantenendo il bagnogdia
alla temperatura di 35-40°C. Si é ottenuto un #etidi grasso pari a 500-600 lg) 500 mg di estratti
sono posti in un tubo da centrifuga. A questi satati aggiunti 3 ml di una soluzione di
acetonitrile/cloruro di metilene=3:1. La soluziodetata agitata vigorosamente e posta in una fegari
ad un’accelerazione radiale di 1200 g a -15 °C2feminuti. |l surnatante ottenuto € stato trasbeirit
un‘altra falcon e il grasso residuo solubilizzagnthmente scaldandolo con un bagno d'acqua a 40 °C.
Una seconda estrazione e stata ripetuta con Isestesdalita operative. Le due fasi organiche oteenu
sono state riunite e poste a 35 °C sotto leggesd di N per concentrare il campione fino a 2-3 ml di
soluzione ¢oluzione A)c) Inizialmente é stata condotta un’estrazione in fsdala dellasoluzione A
utilizzando cartucce di silice C18. La cartuccista@a condizionata con 10 ml di etere di petrdiogl di
acetone e 5 ml di metanolo. kaluzione A¢ stata caricata sulla cartuccia ed eluita fittagrossimarsi
del menisco della fase liquida alla fase assorb&upo 3 minuti, si & eluito con 10 ml di acetaletcon

un flusso pari ad una goccia ogni 3 secondi. Laziohe eluita e stata posta in un tubo da centifedil
solvente evaporato sotto, i 35 °C. Il residuo ottenuto e stato quindi solabéto in 2 ml di esano e
agitato ottenendo lsoluzione B Successivamente € stata condotta una secondaiesé in fase solida
utilizzando cartucce di silice Florisil. Ogni castia é stata condizionata con 10 ml di esansdlazione

B é stata caricata sulla cartuccia ed eluita fin@gtirossimarsi del menisco della fase liquida &dkse

assorbente. Dopo 3 minuti, si & eluito con 10 mirdi soluzione di etere di petrolio/dietil etere:298on
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flusso pari ad una goccia al secondo. Le frazionbsstate riunite in un tubo da centrifuga e I'edoe é
stata protratta utilizzando 12 ml di una soluzidnetere di petrolio/dietil etere=85:15 con flusiaina
goccia ogni 3 secondi. Le frazioni eluite sonoestatinite. Dopo I'aggiunta di 100l di dodecano, la
soluzione € stata agitata e il solvente allontatratmite distillazione a pressione ridotta alla penatura
di 35-40 °C. L'estratto finale ottenuto e statoubdlizzato in 1ml di esano.

Acqua.l campioni di acqua sono stati conservati in altguh 500 ml alla temperatura di -20°C fino al
momento del processo estrattivo. Il metodo utiliazzer I'estrazione di isomeri del’HCH da tale nize
é stato il metodo IRSA 508Uche consiste in una estrazione in fase solida adoace C18. Inizialmente
la colonna é stata condizionata con 10 ml di unacet@ di diclorometano/metanolo=80:20 e
successivamente riempita con 4 ml di metanolo adasit, ogni volta, eluire il solvente fino
all'approssimarsi del menisco della fase liquida #ése assorbente. Si € caricato, quindi, il canmgpi
pari a 500 ml di acqua e si € lasciato eluire inmandare la colonna a secco, per evitare di reatge
acqua nella fase successiva. Quando la colonnassiiégata completamente, si € eluito con 10 rahdi
miscela di diclorometano/metanolo=80:20 e succaasdnte con 4 ml di metanolo. Gli estratti organici
recuperati, sono stati concentrati per distillagianpressione ridotta, alla temperatura di 35%@®, &id un
volume di 5 ml dal quale il solvente e stato alloratto completamente utilizzando un leggero flus$é, d
a temperatura ambiente. L’estratto finale otteustato solubilizzato in 1ml di esano.

Soprassuolo ed unifeedTali matrici sono state inizialmente sottoposte ee-tpattamento
(essiccamento a T<40°C e sminuzzatura/macinaziaiefine di ridurli allo stato di polvere.
Successivamente sono stati sottoposti ad estraaidiiezando il metodo EPA 3550t In accordo con
tale metodo, il campione da analizzare (10g) @ giasto in una beuta nella quale sono stati agghint
ml di una miscela acetone/esano=1:1. Tale miscadtata sonicata per 3 minuti, al termine dei quali
I'estratto & stato fatto decantare (10 minuti) per essere filtrato all’interno di una falcon. Hogesso
appena descritto, € stato ripetuto per altre dite,val termine delle quali gli estratti recupersino stati
centrifugati ad una bassa velocita, lasciando sisbcemente decantare (10 min). L’estratto racc@to,
stato concentrato per distillazione a pressionettdd alla temperatura di 35°C, fino ad ottenere un
volume finale di circa 5 ml. La soluzione otteniétastata trasferita in una falcon e sottoposta SPE.
Nonostante, il metodo EPA non riporti tale fasgassaggio € sembrato necessario al fine di odamer
estratto ottimale per I'analisi GC-ECD. Come riptot in letteraturd®® le cartucce florisil Superclean
ENVI, utilizzate per I'estrazione in fase solidane state prima condizionate utilizzando 10 ml i u
miscela esano/acetato di etile=80:20, facendoeelugolvente fino a portare la colonna a seccaar@o
la colonna si & asciugata completamente, si e atariit campione facendo eluire il solvente fino
all'approssimarsi del menisco della fase liquida &se assorbente. Si é eluito, quindi, con 1@imiha
miscela esano:acetato di etile=80:20. Gli estratanici recuperati, sono stati concentrati per

distillazione a pressione ridotta, alla temperatlird5°C, fino ad un volume di 5 ml dal quale ihs&mte
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e stato allontanato completamente utilizzando gygdeo flusso di azoto a temperatura ambiente.
L’estratto finale ottenuto € stato solubilizzatdliml di esano.

Vegetali, uova, carne, miele e conservestrazione degli isomeri del’lHCH in matriciiedentari &
stata effettuata utilizzando il metodo UNI EN 1566®9'** In accordo a tale metodo, il campione da
analizzare (10 g) € stato introdotto in un tubocdatrifuga da 50 ml e sono stati aggiunti 10 ml di
acetonitrile, e una miscela di sali per estraziome conteneva 4 g di MgQQL g di NaCl, 1 g di sodio
citrato diidrato e 0.5 g di sodio citrato sesquidrd.a miscela ottenuta e stata, quindi, centrifagdla
velocita di 3000 giri per 5 minuti. E’ seguita,ingi, la fase di purificazione del campione, dove i
surnatante, ottenuto dalla fase estrattiva, € stasberito in una falcon contenente carbone attivalla
nuova miscela sono stati prelevati 5 ml di estratiocati grazie ad un leggero flusso di Nestratto

finale ottenuto e stato solubilizzato in 1ml dimsa

4.3 Determinazione degli HCH tramite gas-cromatdigra

Per arrivare a stabilire una metodica valida ardeteare i contaminanti di interesse nelle matrici
oggetto di studio, & stato necessario individuaecobndizioni gas-cromatografiche ottimali che
permettessero di separare gli isonte, y e >-HCH. A tale scopo, € stata preparata una soluzitadre
per ciascuno standard pesando 10 mg, @, y e &HCH solubilizzati in 100 ml di esano, ottenend@aun
concentrazione finale, per ciascuno di essi, di &@fl. Da queste, & stata preparata una soluzione d
lavoro contenente tutti gli isomeri alla conceniwae di 0.1 mg/l (10Qug/l) che é stata iniettata al GC-
ECD (Schema )l

Soluzione madre per ciascun isomero
100 mg/l

l ilBzione 1:1000

Soluzione di lavoro contenente i 4 isome
0.1 mg/l (100ug/l)

Schema 1Preparazione della soluzione di lavoro contenelnisameria, 3, y e -HCH per le analisi GC-ECD.

Dopo varie prove sperimentali, la programmata diperatura ottimale che ha permesso una buona

separazione dei 4 isomeri del’lHCH é risultata esggiella riportata ifabella 13.

Tabella 13 Programmata utilizzata nelle analisi degli HCHitite GC-ECD.

Gradiente T(°C) T(min)
(°C/min)
-- 150 0
4 250 0
20 320 2
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In Tabella 14sono riportati i corrispondenti tempi di ritenziodei 4 isomeri e irFigura 46 €
mostrato il cromatogramma ottenuto dall’'analisi &CD, per la soluzione di lavoro 10@/l, nel quale e

possibile distinguere chiaramente i 4 isomeri.

Tabella 14 Tempi di ritenzione di, B, y e 3-HCH analizzati tramite GC-ECD.

Isomero k

a-HCH 9.115
y-HCH 10.331
B-HCH 10.764
6-HCH 11.771

E Chromatogram
uvi(x1 0,000) Max Intensity - 108,200

Chromatogram Time 0619 nten, 20803 -
o]

038

952/98.297|
99/101.507|

.:
5
T
=
>Delta-HCHf1 1.771/2567 2/105.686)
[
ol |«

8.0 85 9.

Figura 46. Cromatogramma degli isomexij B, y e >HCH alla concentrazione di 1Q@/l.

Un analogo studio e stato condotto tramite GC-M&lldDsoluzioni madre precedentemente preparate
(100 mgl/l) é stata ottenuta una soluzione di lawd®bquattro isomeri con concentrazione pari a 1mg/
(Schemap

Soluzione madre per ciascun isomer
100 mg/l

l Ditione 1:100

Soluzione di lavoro contenente i 4 isomeli
1 mg/l

Schema 2Preparazione della soluzione di lavoro contenelnisameria, 3, y e >-HCH per le analisi GC-MS.

Tale soluzione iniettata al GC-MS ha permesso dividuare la programmata di temperatura che
ottimizzasse la separazione dei picchalfella 15. In Tabella 16 sono riportati i tempi di ritenzione
degli standard e gli ioni di riferimento, ekilgura 47, € mostrato lo spettro di massa ottenuto dallianal

GC-MS con la frammentazione dei picchi alla cone@aidne di 1mg!l

79



Tabella 15 Programmata utilizzata nelle analisi GC-MS.

Gradiente (°C/min) T (°C) t (min)
-- 100 0.75
35 210 0
3 240 0
20 300 1

Tabella 16 Parametri analitici di, (3, y e >HCH ricavati tramite GC-MS.

Isomero k lone principale lone secondario lone secondario
(Abbondanza %) (Abbondanza %) (Abbondanza %)
o-HCH 5.378 180.9 (100) 218.9 (81.5) 110.9 (48.7)
B-HCH 5.668 180.9 (100) 108.9 (91.0) 218.9 (90.5)
y-HCH 5.761 180.9 (100) 218.9 (79.8) 110.9 (68.8)
0-HCH 6.125 180.9 (100) 218.9 (90.2) 111.0 (69.1)
254 21 TIC: ocps 200.D\data.ms. =N =h =

200000 —

150000

100000 —

50000

250000 —

T

beta-HE|
gamma HCH

[Time—=

7.00

i 1] Scan

425 (7.453 min): ocps 200.D\data.ms

20000 —

15000

10000 —

5000 —

110.9

146.8

1Hag 208
il 1o “539‘ |

2189

2537
|, 2340 [ 2669 2874

3104 326.93407
T

200

300

400.8
T

Figura 47. Spettro di massa degli isomer;i3, y e -HCH alla concentrazione dimg/I.

Per la determinazione quantitativa degli isonter, y e -HCH tramite analisi GC-ECD sono state

costruite due rette di calibrazione al fine di ¢apun range di concentrazione da 5 a A0 utilizzando

il metodo dello standard esterno. Per la prima dittalibrazione, si &€ proceduto alla preparazitinena

serie di soluzioni standard partendo dalle soluzioadre preparate per I'identificazione dgidei 4

isomeri, in cui la concentrazione per ogni isomerpari a 100 mg/(Schema 3)Da queste, & stata

preparata la soluzione intermedia unica, contenemjeattro isomeri del’HCH, alla concentrazione

0.1mg/l (10Gug/l) e quindi le soluzioni di lavoro, ottenute atterso una serie di diluizioni, con

concentrazioni da 5 a 3®/l.
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Soluzione madre 100 mg/l

per ciascun isomero

lDiIuizione 1:1000

Soluzione di intermedia dei quattro

isomeri 0.1 mg/l (10Qug/I)

DiIuizion‘ery \Dﬂuizione 1:20

Soluzione di lavoro Diluizione 1:4 Diluizione 1:10] Soluzione dilavoro
50 ug/l 5 g/l
Soluzione di lavoro Soluzione di lavoro
25ug/l 10 pg/l

Schema 3Preparazione delle soluzioni standard per lagretta di calibrazione.

Per ogni soluzione sono state effettuate 3 iniézialbernando un bianco nel passaggio da una
concentrazione e laltra ottenendo, per tutti glorheri, modelli di calibrazione altamente lineari

(r’=0.999). A titolo di esempio viene riportata laaedttenuta per éi-HCH (Figura 49.

g Calibration Curve 5 Compound
" Group

41 MkHCH | b

—a+b
Canz.(x10) a = 83179266004

100 b - 1367775

Ri*2 = 09995787

R - 0.9997683

Etemal Standard

Calib CurvesLinear

OrigircNat Forced
eight:None

Mean RF : 7.788603-004

25 RF 50 : 4.533881e-005

RF RS0 : 5.628877

Date Processed : 28/10/2014 18.15.48

10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000 90000 100000 490000 120000Area

Figura 48 Prima retta di calibrazione ottenuta per I'isoon@fHCH

Per la seconda retta di calibrazione, dalle sohizinadre precedentemente preparate per ciascun
isomero alla concentrazione di 100 mg/l e statanotia una soluzione intermedia unica di 1 mgliadal
guale sono state preparate le successive soluzidavoro con concentrazioni da 12%@0 pg/l come

mostrato nellischema 4.
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Soluzioni madre 100 mg/I

di ciascun isomero

l Diluizione 1:100

Soluzione di intermedia dei quattro

isomeri 1mg/l
DiIuizieriV Diluizione 1:8
l Diluizione 1:4
Soluzione di lavoro Soluzione di lavoro Soluzione di lavoro
500ug/l 250g/l 125ug/l

Schema 4Schema di preparazione delle soluzioni standardapseconda retta di calibrazione

Anche in questo caso, per ogni soluzione sono sfiféttuate 3 iniezioni alternando un bianco nel
passaggio da una concentrazione e l'altra ottenepdo tutti gli isomeri, modelli di calibrazione
altamente lineari {= 0.999). A titolo di esempio viene riportata ldtaeottenuta per éi-HCH (Figura
49).

E Calibration Curve: 5 Compound
" Group
# AlaHCH v

nc:.(x100)

=& +b
2 = 7.5364082-004

3 b - 0322502
R"2=03333040

4.0 F = 0.9333520

3.0 Extermal Standard

Calib. Curve:Linear
Origirch ot Forced
sight:Mane

1.0 Mean RF : 7514723004
RF 5D : 7.957278-006
RF %RSD : 1.062352

sofon 100D00 150000 200000 250000 300000 350000 400000 450000 00000 SSODOD EOODON 65000 Ares

Figura 49 Seconda retta di calibrazione ottenuta peHCH

Un analogo lavoro e stato condotto per la costnezitella retta di calibrazione per il GC-MS copreid

un range di concentrazione da 500 apt@. Anche in questo caso dalle soluzioni madreidscun
isomero precedentemente preparate (100 mg/l) @ stenuta una soluzione intermedia unica (1mg/l),
dalla quale attraverso una serie di diluizid®¢liema bsono state preparate le soluzioni di lavoro B9, 2

50, 100 250, 500 pg/l ottenendo per i singoli isomeri modelli diibahzione altamente linear& 0.99).
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Soluzioni madre 100 mg/I

di ciascun isomero

lDiluizione 1:100

Soluzione di intermedia dei quattro

isomeri 1mg/l
Diluizione 1:2 Diluirie 1:100

/

Soluzione di lavoro

Soluzione di lavoro

10 ugl/l
500ug/I
Diluizione 1:4 Diluizione 1:10 Diluizione 1:20 Diluizione 1:40
Soluzione di lavoro Soluzione di lavoro Soluzione di lavoro Soluzione di lavoro
25C ug/l 10C pg/l 50 ug/l 25 g/l

Schema 5Schema di preparazione delle soluzioni standardapretta di calibrazione del GC-MS

alla - HCH
Respunse
/JH”
5.00e+005- ~
7 | C.000e+100  Quadralic term
E// E. 29654102  Linaar tarm
// A157e+202  Constant term
/,»E’/ N 933353 Coe’ nf Det ™)
- u/‘
i} -.FI'W
1] houe+Un2 1.Ule+UU3
Concentration b

Figura 50 Retta di calibrazione ottenuta al GC-MS perHCH.

Calcolo del Limite di Determinazione (LOD) e dehiife di Quantificazione (LOQ)In base alla
definizione riportata nel metodo ISO 11843, si wisfie Limite di Rilevabilita (LOD) “la piu bassa
concentrazione di analita che produce un segngiéfisativamente diverso da quello del bianco che p
essere rilevato con un certo grado di sicurezzanananecessariamente determinato quantitativamente”

A tale scopo, prima di procedere all’analisi demp#oni prelevati nell'area oggetto di studio, 10
campioni di ciascuna matrice raccolti in un’aziemga contaminata da, 3, y e &HCH (situata nel
comune di Roiate (RM)) sono stati sottoposti alberispondenti procedure analitiche di estrazione e
iniettati al GC-ECD al fine di misurare i rumori fhndo del segnale cromatografico, nell’intorno dei
tempi di ritenzione degli standard. Le prove effete non hanno mostrato la presenza di interferemze

i picchi di assorbimento dei composti di interesSeseguito di tali evidenze per ciascun isomerooson
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state preparate ed iniettate in triplicato al GA2E6oluzioni di standard a concentrazione decréeddn

10 pg/l) prossime ad un presunto LGf.1 risultati ottenuti hanno permesso di rilevare piaco

significativo per gli isomert, 3 ey alla concentrazione iniettata di |8/l e per lI'isomerod alla

concentrazione di §g/l, con altezza dalla mediana pari rispettivameratet,1 ¢, B ey) e4,7 volte

I'altezza del rumore di fond®). Di conseguenza il valore dell'LOD é risultatsee pari a 19/l per

I'a, il B, e ily-HCH e 5ug/l per I'isomero. Di conseguenza il valore del’'LOD e risultatse® pari a
2 ug/l per I'a, il B, e ily-HCH e 5ug/l per l'isomerad.

Il Limite di quantificazione (LOQ) definito comedlminima concentrazione di analita quantificabile”
e stato calcolato, nel nostro caso, come 3.3 LOD.

Un analogo lavoro e stato condotto per l'individoae del’LOD e dell'LOQ per il GC-MS. Anche in
questo caso sono state preparate ed iniettatiplicdato al GC-MS soluzioni di standard a concezittae
decrescente (5-2g/l) prossime ad un presunto LOD.
| risultati ottenuti hanno permesso di rilevare pinco significativo per gli isomera, B ey alla
concentrazione iniettata di &/l e per I'i'somerod alla concentrazione di 2@g/l con altezza dalla
mediana pari a 4.5 volte l'altezza del rumore dido. Di conseguenza il valore dellLOD é risultato
essere pari a@g/l perla,il Beily e 15ug/l per l'isomerad. Il limite di quantificazione (LOQ) é stato

calcolato come 3.3 LOD.

| campioni pretratti come indicato nei paragraggedenti sono stati iniettatip(f) sia in GC-ECD che
in GC-MS utilizzando un autocampionatore, altedwaan bianco (esano) ogni campione per evitare il
cosiddetto “effetto memoria” e I'accumulo in col@ndi eventuali composti poco volatili presenti aell
matrice. Ciascun campione é stato iniettato tréevoér ottenere un valore medio, espressione datm

analitico attendibile.
4.4 Elaborazioni statistiche dei dati gas-cromaaigsi

| dati ricavati sono stati elaborati utilizzandaralisi della varianza (ANOVA) attraverso il
programma STATISTICA 10 (StatSoftinc., USA).
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4.4 Determinazione degli HCH tramite spettroscapiaro-FTIR

La determinazione degli isomeri del’HCH nelle darai pioppo tramite micro-FTIR & stata svolta
presso il Laboratorio di Diagnostica per la Conaerone ed il Restauro del DISBEC (Responsabile:
Dott.ssa Claudia Pelosi). Gli spettri sono staemiti utilizzando un microscopio IR Nicolet Cenizai
equipaggiato con un rivelatore MCT e collegato ad Nicolet Avatar 360 trasformata di Fourier
Spettrometro (Thermo Fisher Scientificinc., Walth&td\, USA) con il quale sono state effettuate asali
stratigrafiche (cross-section) in successione dagdilli, esaminati anno per anno dal 1991 al 20408 d
ciascuna carota di pioppo. In particolare, peratina area del campione sono state registrate 128
scansioni nell'intervallo spettrale 600-4000 ¢rim modalita riflessione con una risoluzione dird™c |
dati spettrali sono stati raccolti con il softw&@ennic 8.0 (Thermo Fisher Scientificinc., WalthamAM
USA). Per la “contaminazione artificiale” del bian@ppresentato da carote di pioppo provenientirda
sito non contaminato (Viterbo), su ogni anello eésato € stata aggiunta una goccia di una soluzione
esano contenente 5 mg di ciascun isonefy) vy e 5-HCH. Dopo evaporazione del solvente, il campione

e stato analizzato tramite micro-FTIR.

85



5. BIBLIOGRAFIA

! De Vecchis, GPer una geografia del Lazidkappa, Roma2007, pp. 9-12 e 70-91.

2 Proia, N.La terra del Sacco e dei Lepini: monografia storEmplogica su due nostre perle paesaggistiche: ritiicepini e il
fiume SaccoComune di Anagnil 9951997

311 gruppo industriale BPDStabilimento Arti Grafiche A. Pizzi s.p.a., Milar1962 pp. 11.

4 Colajacomo, ALineamenti per una storia di Colleferr®oma,1967, pp. 180-184.

® Baris, T.; Casmirri, SUn potere locale tra seconda guerra mondiale e dogora: strategie e orientamento della chiesa
ciociara tra il 1943 e il 1948 in: lo Stato in pé&ria. 2003Universita degli Studi di Cassino, Viella, Roma.

® Battista, FDal nucleo di industrializzazione all'area di svilpo della provincia di Frosinondn “La giornata dell'industria’”
Atti del Convegno1968 Cassino, pp.11-13.

" Mastracco, F.; Pompeo, ©onsorzio per I'area di sviluppo industriale dellaopincia di Frosinone 1981. Tipografia
Pasquarelli, Sora, pp. 38-40.

8 Archivio di Stato di Frosinone, Prefettura, Il ¥erSerie |, b. 1252, Scarichi industrialj s.f.Inquinamento fiume Sacco

9 Scarichi industriali, s.Ditta AnnunziataPrefettura, Il Vers., Serie |, b. 1252.

10 |ndustria, ambiente e territori®er una storia ambientale delle aree industriadiliane, 1l Mulino, 2009Bologna, pp. 124-
127.

1 Frosinone, esposti inquinamento e Ceccano, corterlesottofascicolo Clipper Oil, in: ASF, PrefetaV vers., b. “ce-g”.
Cfr. ASF, Prefettura, Il vers., b. 1182, f. Contrikalta provincia da parte della “Isveimer”.

2ASF, Prefettura, Il Vers., serie |, b. 1252S¢arichi industriali

1 Jannucci, F.Licenza di inquinargin “Il Messaggero”, 5 luglio 1985. Cfr. Interrogaze parlamentare dell'On. Fini del 14
maggio 1985, in ASF, Prefettura, V vers.|iguinamentof. Bacino fiume Sacco

1 Ruzzenenti, M.; http://www.industriaeambiente.itvsde/valle_del_saccd013

15 Scavia, G.; Babsa, S.; Sala, M. IV Workshop NazmdaEpidemiologia Veterinaria, Epidemiologia:wstrenti per conoscere,
agire e decidere in Sanita Pubblica Veterinarial 2 flicembre2008,Universita degli Studi "Sapienza" Roma.

16 Mataloni, C.http://www.sinforma.smplhost.com/cittadin2Q13 Fusti tossici nella Valle del Sacco: anni di ordiizafollia.
YAmbiente e salute nelle attivita del Sistema Nazéeoper la Protezione del’Ambientesperienze, nuove sfide e proposte
operative XII Conferenza del Sistema Nazionale per la Piotee dell’Ambiente2014 Atti a Convegno, Brindisi.

8 Relazione attivita. Settemb2®11 Comune di Colleferro. Sito di Interesse Naziona@leBhcino del Fime Sacco.

19 Relazione tecnica delle attivita condotte nel qoatkl progetto “Salute della popolazione nell'adefla Valle del Sacco”
“Azioni di controllo, monitoraggio e informazionenbientale”. 2010-2013 Dipartimento di Epidemiologia della ASL Roma E.
20 pjrastu, R.; Gruppo di lavoro Sentigfirogetto Sentieri- Studio epidemiologico nazionddé territori e degli insediamenti
esposti a rischio da inquinamer2611 Dipartimento di Biologia e Biotecnologie Charles Wiar, Sapienza Universita di Roma.
2 Rapiti, E.; Fantini, F.; Dell'Orco, V.; Fano, V.; &letti, F.; Bracci, C.; Forastiere, F.; Comba, P. €anartalityamong
chimica workers in an Italianplariur. J. Epidemiol1997, 13, 281-285.

22 Blasetti, F.; Bruno, C.; Comba, P.; Fantini, F.; @dli, M. Studio di mortalita dei lavoratori addetlla costruzione di
carrozze ferroviarie a ColleferrMed. Lav199Q 81, 407-413.

Z palange, S.; Ascoli, V.; Carnovale-Scalzo, C.; Rass F.; D'lppoliti, D.; Lo Presti, E.; Di Domamntonio, R.; Pasetto, R.;
Perucci, C.A. Stime di incidenza del mesotelioeapco nel LazioMed. Lav.2004 95, 45-54.

2 Wrensch, M.; Bondy, M.L.; Wiencke, J. Environment@k factors for primary malignant brain tumors: review.
J.Neurooncol1993 17, 47-64.

25 Garabrant, D.H.; Held, J.; Langholz, B. DDT anditetl compounds and risk of pancreatic canteat. Cancer InstL992
84, 764-771.

%8 saracci, R. ;Kogevinas, M.;Bertazzi, P.A. Cancer aitétin workersexposed to chlorophenoxy herbiciaed chlorophenols.
Lancet.1991 338 1027-1032.

27 semchuk, K.; Love, E. Effects of agricultural woakd other proxy-derived case-control data on Radk’'s disease
riskestimatesAm. J. Epidemioll995 141, 747-554.

28 Rogan, W.J.; Gladen, B.C. PCBs, DDE, and child devetoprat 18 and 24 month&nn. Epidemioll991, 1,407-413.

2 gestini, P.; De Sario, M.; Bugiani, M.; Bisanti, Giannella, G.; Kaisermann, D.; Frasca, G.; Lordb&E.; Petronio, M.G.;
Dell'Orco, V. Indinnimeo, L.; Brunetti, L.; La Gratt S.; Gruppo Collaborativo SIDRIA-Epidemiologia & Prevenzio2905
29 (2 Suppl), 24-31.

%0 consiglio Nazionale delle Ricerche. Piano trienmtlattivita del CNR 2008-2011. Dipartimento di Biolaghgro-ambientale,
Roma.

31 Jones, K.C.; De Voogt, P. PersistentorganicpoltstdPOPs): state of the scienEaviron. Poll 1999 100, 209-221.

%2 Tanabe, S.; Iwata, H.; Tatsukawa, R. Global comation by persistent organochlorines and theiredoslogical impact on
marine mammalsSci. Total Environ1994 154 163-177.

33 Willett, K. L.; Ulrich, E. M.:Hites, R. A. Differetial toxicity and environmental fates of hexachlyrdohexane isomers.
Environ. Sci. Technol998 32, 2197-2207.

% Buser, H.; Muller, M.D. Isomer and enantioseleciilegradation of hexachlorocyclohexane isomers wege sludge under
anaerobic condition&nviron. Sci. Technoll995 29, 664-672.

35 Chessels, M.J.; Haweker, D.W.; Connell, D.W.; Pagiljd.A. Factor influencing the distribution ofitlane and isomers in
soil of an africultural environmen€hemospher&988 17, 1741-1749.

% Malaiyandi, M.; Shah, S.MFactors Influencing the Distribution of Lindane afdher Hexachlorocyclohexanes in the
EnvironmentJ. Environ. Sci1984 Al19, 887-910.

86



%" Deo, P.G.; Hansan, S.B.; Majumder, S.K. Isomeoretif b-HCH in aqueus solutiod. Environ. Sci. Health198Q 15, 147-
164.

38 Benezet, H.J.; Matsumura, F. Isomerizatioy-bfCH to 3-HCH in the environmentNaturel 973 243, 480-481.

39 vonk, J.W.; Quirijns, J.K. Anaerobic formation afhexachlorocyclohexane froyhexachlorocyclohexane in soil and by
Escherichia coliPest. Biochem. Physidl979 12, 68-74.

40 5mith, A.G. Chlorinated Hydrocarbon Insecticiddand. Pesti. Toxicoll997, 2, 731-915.

4l Traina, M. E.; Urbani, E.; Rescia, M.; Mantova#, L'insetticida lindano: identificazione dei riscpossibili per la
riproduzione umandapporti Istisan2001, 3-6.

42 \Walker, K.; Vallero, D. A.; Lewis, R. G. Factordlirencing the distribution of lindane and other &detMorocyclohexanes in
the environmentEnviron. Sci. Technol999 33, 4373-4378.

41, Y. F.; McMillan, A.; Scholtz, M. T. Global HCHisage with 1° x 1° Longitude/Latitude ResolutEmviron. Sci. Technol.
1996 30, 3525-3533

4 Breivik, K.; Pacyna, J. M.; Miinch, J. Use of alpHaeta- gamma- esachlorocyclohaxane in EurSge. Tot. Envirorf.999
239 151-163.

4 Li, Y. F. Satial Distribution of Hexachlorocyclohexanes inriggltural Soils in Zhejiang Province, China, and @tations
with Elevation and Temperatur&ci.Tot. Envirorl999 232, 121-158.

8 i, Y.F. Global technical hexachlorocyclohexanagss and its contamination consequences in thecemaint: from 1948 to
1997.Sci. Tot. Environ1999 232, 121-158.

47 Barrie, L.A.; Gregor, D.; Hargrave, B.; Lake, R.; MuD.; Shearer, R.; Tracey, B.; Bidelman, T. Arctiotminants: sources,
occurrence and pathwaysci. Tot. Environ 1992 122, 1-74.

48 Bossi, R.; Larsen, B.; Premazzi, G. Polychlorinatgehényl congeners and other chlorinated hydrocashbionbottom
sediment cores of lake Garda (Italggi. Tot. Environ. Poll.992 121, 77-93.

49 Kalajzic, T.; Bianchi, M.; Muntai, H.; Kettrup, ARolychlorinated biphenyls (PCBs) andorganochlorirgigides (OCPs) in
the sediments of an Italian drinking water resarv@hemospher998 36, 1615-1625.

50 poletti, A.; Proietti, G.; Murgia, S.M.;Selvag@t,; Poletti; L.; Ludovisi, A. Interference from suifin chlorinated pesticides
gas chromatographic analysis in lake sedimentsaldnChimica.200Q 90, 503-507.

! Galassi, S.; Vigano, L.; Sanna, M. Bioconcentratadnorganochlorinepesticides in rainbowtroutcagaedthie river Po.
Chemospherk996 9,1729-1739.

%2 Breivik, K.; Pacyna, J. M.; Miinch, J. Use of alpHaeta- gamma- esachlorocyclohaxane in EurSge. Tot. Environ1999
239 151-163.

3 Hayes, W.J.; Laws, E.R., Eds.; Academic PressBego, CA,1991, pp 731-745.

* Rosa, R.; Rodriguez-Farre, E.; Sanfeliu, C.J. Cytotiyxiof hexachlorocyclohexane isomers and cyclogiemn primary
cultures of cerebellar granule cells. Pharmacol. Exp. Thet996 278 1930-1933.

% Pomes, A.; Rodriguez-Farre, E.; Sunol, C. Lindartetoyicity in cultured neocortical neurons is arogdited by GABA and
flunitrazepamDev. Brain Res1993 73, 85-89.

%8 Srinivasan, K.; Ramesh, H.P.; RadhakrishnamurtykdRtors responsible for increased excitability eftate gyrus granule
cells during exposure to lindand.Environ. Sci. Health1984 19,456-466.

5Van Velsen, F.L.; Danse, L.H.J.C.; Van Leewen, R.XDormans, J.A.M.A.; Van Longten, M.J. The subciicmral toxicity
of thep-isomer of hexachlorocyclohexane in rd&tandam. Appl. Toxicoll986 6, 697-712.

58 Ceron, J.J.; Panizo, C.G.; Montes, A. Toxicologefécts in rabbits induced by endosulfan, lindeered methylparathion
representing agricultural byproducts contaminatiurl. Environ. Contam. Toxicol995 54, 258-265.

%9 Kumar, A.; Dwivedi, P.P. Relative induction of maldar forms of cytochrome P-450 yrhexachlorocyclohexane exposed rat
liver microsomesArch. Toxicol 1988 64, 479-481.

€0 Agrawal, D.; Sultana, P.; Gupta, G.S. Influencéeachlorocyclohexane on phosphoinositides irngthrocyte membranes
and brainFood. Chem. Toxicol 991, 29, 459-462.

®1 prasad, A.K.; Pant, S.C.; Kumar, R.; Srivastava, Bdproductive toxicity and tissue concentrationsrafdne in adult male
ratHuman Exp. Toxicoll995 14, 484-488.

62 Alm, H.; Tiemann, U.; Torner, H. Influence of orgechlorine pesticides on development of mouse easbity vitro. Reprod.
Toxicol 1996 10, 321-326.

63 | oeber, J.G.; Van Velsen, F3tructure-Activity Relationships of Chemicals Causirgocrine, Reproductive, Neurotoxic,
and Oncogenic Effectood. Addit. Contaml984 1, 63-66.

® Bigsby, R.M.; Caperell-Grant, A.; Madhukar, B.V. Comipan of Short-Term Estrogenicity Tests for Identfion of
Hormone-Disrupting Chemical€ancer Re499757, 865-869.

8 Sumpter, J.P.; Jobling, S.Vitellogenesis as a hiter for estrogenic contamination of the aquatiginmentEnviron.
Health Perspect995 103,173-178.

6 Lazier, C.B.; MacKay, M.E. Vitelloginin gene expriessin telost fish.Biochemistry and molecular biology of fish&®l.2
Hochachka, Mommsen, Eds; Elsevier Science Pubfis#ensterdam1993 pp 391-405.

7 Steinmetz, R.; Young, P.C.M.; Camperell-Grant, A.ze5iE.A.; Madhukar, B.V.; Ben-Jonathan, N.; BigsbyMRNovel
estrogenic action of the pesticide residdleexachlorocyclohexane in human breast cancer. cediacer Res1996 56, 5403-
5409.

8 Mallatou, H.; Pappas, C.P.; Kondyli, E.; AlbanisAT Pesticide residues in milk and cheeses froraeGe.Sci. Tot.
Environ1997, 196, 111-120.

87



8 Brasssow, H.; Baumann, K.; Lehnert, G. Occupatierpbsure to hexachlorocyclohexane: II. Health comat of chronically
exposed workerkt. Arch. Occup. Environ. Heal981, 48, 81-87.

0 Walsh, L.P.; Stocco, D.M. Effects of lindane omrstdogenesis and steroidogenic acute regulatoigiprexpressionBiol.
Reprod 200Q 63, 1024-1033

n Jung, D.; Becher, H.; Edler, L.; Flesch-Janys, Gurn, P.; Konietzko, J.; Manz, A.; Papke, O.J. Hiation of -
hexachlorocyclohexane in occupationally exposedqrexToxicol. Environ. Heal997, 51, 23-34.

2 Feldmann, R.J.; Maibach, H.I. Toxicol.Percutanesisetration of some pesticides and herbicides in. ippl. Pharm 1974
28, 126-132.

3 Bigazzi Grasso, C.; Capei, R.;Marottini, E.Aspettualit del problema dei residui di insetticidinnali di Igiene Medicina
Preventiva e di Comunitd989 1, 741-752.

" Wania F.; Mackay D. Measurament of the vapor pressf several low volatilyorganochorine chemicatisow temperature
with a gas saturation meto@fiemospherk993 22, 10-18.

S Kar, S.; Singh P. K. Detoxification of Pesticid&arbofuran and Hexachlorocyclohexane by blue grakyae
Nostocmuscorum and Wolleabharadwa)dizrob. Lett1979 32, 115-120.

Macholz, R. M.; Kujawa M. Recent state of lindaneabetism.Res. Rei985 119-149.

" Ngabe, B.; Bidleman, T. F.; Falconer, R. L. Base Hlydis of alpha- and gamma- Hexachlorocyclohexdtresron. Sci.
Technol.1993 27, 1930-1933.

® MacRae, I. C.; Raghu, K.; Castro, T. F.J. Persistandebiodegradation of four common isomers of beazexachloride in
submerged soilAgric. Food Chem1967, 15, 911-914.

™ sahu S.K.; Patnaik K.K.; Bhuyan S.; SethunatharMideralization of alpha-isomer, gamma-isomer anthiisomer of
hexachlorocyclohexane by a soil bacterium undestaerconditionsSoil Biol. Biochemi993 25, 387-391.

80 Heinisch, E.; Jonas K. Klein S. HCH isomers inl soid vegetation from the surroundings of an indaistandfill of the
former GDR.Sci. Tot. Envirorl993 134, 151-159.

81 ju, X.: Peng, P. A;; Fu, J.; Huang, W. Effectd=&S on the transformation kineticsydfiexachlorocyclohexan&nviron. Sci.
Technol2003 37, 1822-1828.

82 Baber, J.L.; Kurt, P.B.; Thomas, G.O.; Jones, K.G-skle and plant-side resistances influence thakepbf airborne PCBs
by evergreen plant&nviron. Sci. TechnoR002 36, 4282-4287.

8 Miur, D.C.G; Segstro, M.D.; Welbourn, P.M.; Toom,; [Eisenreich, S.J.;Mecdonald, C.R.; Whelpdale, DRdtners of
accumulation of airborne organochorine contaminamtéchens from the upper great lakes region ota@in. Environ. Sci.
Technol.199327,1201-1210.

8 Simonch, S.L.; Hites. R.A. Vegetation: atmospheagifioning of polycyclic aromatic hydrocarborBnviron. Sci. Technol
1994 28, 939-943.

8paterson, S.: Mackay, D.; Bacci, E.; Calamari, Dvimmental behaviour and pathways of human exmostwartharrad.
Environ. Sci. Techndl991, 25, 886-871.

8 Schreiber, L.; Schénherr, J. Leaf surface micrafimay significantly affect studies on foliar uptadf chemicalsEnviron. Sci.
Technol 1992 26, 153-159.

87 Welsch-Pausch, K.; McLachlan, M.S.; Umlauf, G.Det@ation of the Principal Pathways of Polychlotith Dibenzo-p-
dioxins and Dibenzofurans to Loliummuiltiflorugnviron. Sci. Technol995 29, 1090-1098.

88Calvelo Pereira, R.; Camps-Arbestain, M.; Rodriguezi@arB.; Macias, F.; Monterroso, @nviron. Poll2006 144, 210-
217.

8Abhilash, P. C.; Jamil, S.; Singh, V.; Singh, Aingh, N.; Srivastava S. ©Chemosphere2008 72, 79-86.

% Calvelo Pereira, R.; Monterosso Martinez, M.C.; Mt Cortizas, A.; Macias, F. Behaviour of a-, b-,apd d-
hexachlorocyclohexane in the soil-plant systerthefcontaminate sit&ci. Tot. Enviror201Q 408 5583-5591.

%1 Heinisch, E.; Jonas, K.; Klein, S. HCH isomers dfl and vegetation from the surroundings of an stdal landfill of the
former GDR, 1971-198%ci. Tot. Envirorl993 134, 151-159.

9 Simonich, S. L.; Hites, R. A.Organic Pollutant Aomuiation in VegetationEnviron. Sci. Techndl995 29, 2905-2914.

% Simonich, S. L.; Hites, R. A. Global distributiohpersistent organochlorine compoun8sienc&995 269 1851-1854.

% Macrae, I.C.; Raghu, K.; Bautista, E.M. Anaerobicrddgtion of the insecticide Lindane Bjostridium sp Nature 1969
221, 859-860.

%Heritage, A.D.; Macrae, I.C. Identification of inteediates formed during the degradation of hexaohimohexane by
Clostridium sphenoide#\ppl. Environ. Microbiol 1977,33, 1295-1297.

% Jangow, G.; Haider, K.; Ellwardt, P. Anaerobic detption and degradation of hexachlorocyclohexaomérs by anaerobic
and facultative anaerobic bactedach. Microbiol 1977, 115, 285-292.

% Ohisa, N.; Kurihara, N.; Nakajima, M. ATP syntlsesissociated with the conversion of hexachlorotystane related
compoundsArch. Microbiol1982 131, 330-333.

% Maule, A.; Plyte, S.; Quirk, A.V. Dehalogenatichasganocholine insecticides by mixed anaerobicrafil population. Pest.
Biochem. Physiol1987, 27, 229-236.

“Deo, P.G.: Karanth, N.G.; Karanth, N.G.K. Biodegtama of hexachlorocyclohexane isomers in soil anoldf environment.
CRCCrit. Rev. Microbiol1994 20, 57-78.

100 5ahu, S.K.; Patnaik, K.K.; Bhuyan, S.; SethunatianDegradation of soil-applied isomers of hexaohtgclohexane by
Pseudomonas s@oil Biol. Biochem199325, 387-391.

11 |mai, R.; Nagata, Y.; Senoo, K., Wada, H.; Fukudd,; Takagi, M., Yano, K. Dehydrochorination of-
hexachlorocyclohexang-HCH) byy-HCH-assimilating°seudomonas pneumobacillégric. Biol. Chem1989 53, 2015-2017.

88



102 Nagasawa, S.; Kikuchi, R.; Nagata, Y.; Takagi, Mlatsuo, M. Aerobic mineralization of-HCH by Pseudomonas
paucimobilisUT26.Chemospherk993 26, 1719-1728.

103 Nagata, Y.; Ohtomo, R.; Miyauchi, K.; Fukuda, M.ano, K.; Takagi, M. Cloning and sequencing of a dighoro-2,5-
cyclohexadiene-1,4-diol dehydrogenase gene whoseéupt is involved in degradation of gamma-hexadtgclohexane by
bacteriumSphingomonaspaucimobili$T 26.J. Bacteriol1994 176, 3117-3125.

104 Miyauchi, K.; Lee, H.S.; Fukuda, M.; Takagi, M.ajata, Y. Cloning and charatterization of linR, imeal in regulation of
downstram pathway foy-hexachlorocyclohexane degradationSphingomonaspaucimobilldT 26. Appl. Environ. Microbial
2002 68, 1803-1807.

105 Kumari, R.; Subudhi, S.; Suar, M.; Dhingra, G.; Raid.; Dogra, C.; Lal, S.; Van der Meer, J.R.; HdligC.; Lal, R. Clonig
and charatterizzation oflin genes responsible for the degradation of hexaotyolohexane isomers by
Sphingomonaspaucimobgigrin B90Appl. Environ. Microbiol2002 68, 6021-6028.

108 | angenhoff, A.A.M.; Staps, J.J.M.; Pijls, C.; Alptaar, A.; Zwiep, G.; Rijnaarts, H.H.M. Intrinsic astimulatedin situ
biodegradation of hexachlorocyclohexane (HONater Air Soil Pollut2002 2, 171-181.

107 Manzano, M.A.; Paeale, J.A.; Sales, D.; Quroghl. Enhancement of aerobic microbial degradatiorpolychlorinated
biphenyl in soil microcosmé&nviron. Toxicol. Chen003 22, 699-705.

108 Baker, A.J.M.; Brooks, R.R.Terrestrial higher plantdal hyperaccumulatemetallic elements: A reviewheir distribution,
ecology and phytochemistrBiorecoveryt989 1, 81-126.

109 pickmann, D.I.; Stuart, K.W. The culture of pordan Eastern North AmericMichigan State University Publications, East
Lansing, Michigarl983

MOpertty K.L. (1999). Environmental and hygienicextp of willow coppice in SwedeBio. Bioen.16 291-97.

111 pj Baccio, D.; Tognetti, R.; Sebastiani, L.; Vitagib C. Responses of PopulusdeltoidesP.nigra (P.ameuicana) clone I-
214 to high zincconcentrationdew PhytoR003 159, 443-452.

12 Bernabucci, U.; Ronchi, B.; Lacetera, N.; Nardone].Mairy Sci, 2002 24, 300-302.

113 Carai P. Tesi di Laurea in Scienze Ambientali, @réitd degli Studi della Tuscia, AA 2012/2013. Deti@azione gas-
cromatografica degli isomeri dell’esaclorocicloesan campioni di suolo della Valle del fiume Sac&elatori: Dott.ssa R.
Bernini; Prof. B. Ronchi.

114 Spencer, W.F.; Cliath, M.M. Pesticide volatilizoatias related to water loss from sdilEnviron. Qual1973 2, 284-289.

115 Glotfelty, D.E.; Schomburg, C-J. Volatilizzatiofipesticide from soil. Soil Science Society of Amna and America Society
of Agronomy,1989 Madison, WI.

116 £| Beit, 1.0.D.; Wheelock J.V.; Cotton, D.E. factaffecting soil residues of diedri, endosulfgrHICH, dimethoate, and
pyrolan.Environ. Safety981, 5, 135-160.

17 Deo, P.G.; Karanth, N.G.; Karanth, N.G.K. Biodegtimh of hexachlorocyclohexane isomers in soil foudl environment.
Crit. Rev. Microbiol 1994 20, 57-78.

118Malaiyandi, M.; Shah, S.M.; Lee, P. Fate of alplwiad gamma hexachlorocyclohexane isomers underaiediénvironmental
condition.J. Environ. Sci. Healtt982 17, 283-297.

U%ereira, C.; Monterosso, C.: Marcias, F.; Camps-AdiresM. Distribution pathways of hexachlorocyclohagr isomers in a
soil-plant-air system. A case study witynarascolymud.. and Erica sp. Plants grown in a contaminate sEgviron. Poll
2008 135, 350-358.

120Ahmed, M.T.; Ismail, S.M.M.; Mabrouk, S.S. Residusssome chlorinated hydrocarbon pesticides in wedter, soil and
ground water, and their influence on some soil a@oganismsEnviron.Int. 1998 24, 665-670.

21 vverma, A.; Pillai, M. K. K. Bioavailability of soiboundresidues of DDT and HCH to certain pladsil Biol. Biochem
1991, 23347-351.

221 H.; Sheng, G.; Sheng, W.; Xu, O. Uptake diurialin and lindane from water by ryegra€hemosphere002 48, 335-
341.

128 Kooistra, L.; Wehrens, R.; Leuven, R.S.E.W.; Buyddns).C. Possibilities of visible—near-infrared spestcopy for the
assessment of soil contamination in river floodmaiAnal. Chim. Acta2001, 446, 97-105.

12pgresti, G.; Bonifazi, G.; Calienno, L.; Capobian; Lo Monaco, A.; Pelosi, C. et al. Surface inwgstion of photo-
degraded wood by colour monitoring, infrared spestopy and hyperspectral imagidgSpectr20131, 1-13.

125 pelosi, C.; Agresti, G.; Calienno, L,; Lo Mopad\.; Picchio, R.; Santamaria, U. et al. Applicatiof spectroscopic
techniques for the study of the surface changgmpiar wood and possible implications in conseoratf wooden artifacts.
Proc. SPIE 8790, Optics for Arts, Architecture, akrdhaeology 12013 Vol. 8790, 879014/1-14.

126 Rianna, M.; Rozos, E.; Efstratiadis, A.; NapolitaRo Assessing different levels of model complefdythe Liri-Garigliano
catchment simulation. EGU General Assembly 201lopBgsical Research Abstracts, vol. 13. European ¢&aes Union
Vienna, http://itia.ntua.gr/en/docinfo/1118/. Acsed 27 February 2015.

127 Kolatikova, K.; Von Tumpling, W.; Bartels, P. Bioaccuation of HCH isomers in selected macroinvertebrétes the
Elbe River: sources and environmental implicatidrssiron. Mon. Ass2013 185, 4333-4346.

128 Simonich, S.L.; Hites, R.A. Organic Pollutant aceiation in vegetatiorEnviron. Sci. Technoll995 29, 2905-2914.

128 Simonich, S.L.; Hites, R.A. Relationships betweeci@economic indicators and concentrations of ooghforine pesticides
in tree bark. Environ. Sci. Technd997, 31, 999-1003.

130 Burken, J.G.; Schnoor, J.L. Predictive relatiopstor uptake of organic contaminants by hybridlapfrees. Environ. Sci.
Technol.1998 32, 3379-3385.

B ju, J.; Schnoor, J.L. Uptake and translocatibtesser-chlorinated polychlorinated biphenyls (PCBsyhole hybrid poplar
plants after hydroponic exposufghemosphe2008 73, 1608-1616.

89



132 Trapp, S.; Miglioranza, K.B.; Mosbaek, H. Sorption lipbphilic organic compounds to wood and implicas for their
environmental fateEnviron. Sci. TechnoR001, 35, 1561-1566.

133 Zhou, W.; Zhai, Z.; Wang, Z.; Wang, L, Estimatiohn-octanol/water partition coefficients {i§ of all PCB congeners by
density functional theoryl. Mol. Struc2005 755, 137-145.

134 ATSDR. Toxicological profile for, B, y, and3-hexachlorocyclohexane. Agency for Toxic Substaraces Disease Registry.
2005 Atalanta, Georgia, USA.

135 Lambs, L.; Muller, E. Sap flow and water transfethe Garonne River riparian woodland, Francst fiesults on poplar and
willow. Ann. For. Sci2002 59, 301-315.

136 Ronchi B.; Danieli, P.P. Contamination by persistgremical pesticides in livestock production systetmpact of pollution
on animal products, in: Faye, B., Sinyavskiy, Y.d¢g, NATO science for peace and security serig&n@ironmental security.
Springer Netherland2008 pp. 147-162.

187 salthammer, T.; Klipp, H.; Peek, R.D.; Marutzky, Rormation of polychlorinated dibenzo-p-dioxins (P@)Dand
polychlorinated dibenzofurans (PCDF) during the costion of impregnated woo@hemospherk995 30, 2051-2060.

138 Sinkkonen, S.; Maikeld, R.; Vesterinen, R,.: Lah@p#/. Chlorinated dioxins and dibenzothiopheneffyimsh samples from
combustion of peat, wood chips, refuse derived dnel liquid packaging boardShemospheri995 31, 2629-2635.

139 Method ES 1SO 10382:2002. Soil quality- Deterrmimatof organochlorine pesticides and polychlorokipyls — Method
using capillary gas-liquid chromatography with &len-capture detection.

140 Method ES 1SO 8260:2012. Milk and milk productBetermination of organochlorine pesticides and gllyrobiphenyls —
Method using capillary gas-liquid chromatographyhvalectron-capture detection.

141 |RSA 5990:2003. Metodi analitici per le acque. Costp6Glorurati.

142 EpA Method 3550C: 2007. Ultrasonic extraction.

143 Barriada-Pereira, M.; Castro-Gonzales, M.J.; MugiaiteL.; Lopez, P.; Prada, D.; Fernandez, E. Deigation of 21
organochlorine pesticides in tree leafs using gaiidse extraction clean-up cartridgésChrom. A2004 1061, 133-139.

144UNI EN 15662:2009. Determinazione dei residui esticidi utilizzando GC-MS efo LC-MS/MS dopo estome/separazione
con acetonitrile e purificazione mediante SPE disipe - Metodo QUEChERS modificato con e senza isiraltalina.

181i H.; Deng, Z.; Liu, R.; Loewen, S.; Tsao, R. dHperformance liquid chromatographic separatiogemmetric isomers of
carotenoids and antioxidant activities of 20 tonmathivars and breeding lindSood Chemi2012 508-517.

90



