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| msultats ottenuti da ciascun saggio ecotossicologico che costtuisce la
batteria di saggi biologici vengono indicizzati secondo criteri di integrazione
ponderata che considerano le seguenti variabili:

percentuale di effetto misurata (E%). al netto del controllo negativo
(Correzione di Abbott):

significativita statisuca della differenza tra campione e controllo
mediante test-t per campioni con varianza disomogenea (Fattore di
Correzione Statistica, FCS):

nlevanza ecologica della tipologia di matrice esaminata (M);

severita dell'effetto [S);

rappresentativita ecologica dellorganismo test utilizzato rispetto
allambiente indagato e importanza rispetto alla rete trofica (0).



Tabella 3.7 - Caratteristiche principali dei saggi biologici utilizzabili nella

Endpoint

Matrice ambientale
compatibile

allungamento radicale

caratterizzazione ecotossicologica dei sedimenti fluviali e/ o lacustri.

Organismo

Endpoint

Matrice ambientale
compatibile

Salmonelis typhimurium
(Test di Ames)

Mutagenicita, genotossicita  estratto

Lepidium satvum Germinazione/ sedimento tal quale
allungamento radicale
Snapis albs Germinazione/ sedimento tal quale
allungamento radicale
Vicia fabe Mutagenicita, genotossicita  sedimento tal quale
Brachionus cslycifiorus Inibizione della crescita elutriato/acqua
interstiziale
Dsphnis magns Immobilizzazione elutriato/acqua
interstiziale
Cerwodsphnig dubis Riproduzione, mortalita elutriato/acqua
interstiziale,/ sedimento
tal quale
Heterocypns incongruens Mortalita, riproduzione sedimento tal
quale/sedimento umido*
Thamnocephslus plstyrus Mortalita elutriato/acqua
interstiziale

Ssimonelis typhimurium — Genotossicita elutriato

(umutest)

Arthrobscter giobiformys  Inibizione enzimatica elutriato/sedimento tal

[deidrogenasi) quale

Vibrio fischery Inibizione bioluminescenza  elutriato,/sedimento tal
quale/acqua
interstiziale /sedimento
umido*

Pseudokirchnerella Inibizione della crescita elutriato/acqua

subcspitats interstiziale

Uiva pertuss Inibizione riproduzione elutriato/acqua
interstiziale

Lemna minor Inibizione della crescita elutriato/acqua
interstiziale

Ceenorhabditis elegans

Mortalita, crescita,
fertlita, rproduzione

sedimento tal quale

Lumbriculus vanegstus

Mortalita, riproduzione

sedimento tal quale

Myriophyllum squaticum

Inibizione della crescita

sedimento tal quale

Sorghum saccharatum

Germinazione/

sedimento tal quale

DOsnip renio adulti Mortalita elutriato
Dsnio renio uova Schiusa delle uova elutriato
Dsnio renio_ embrioni Mortalita elutriato
Oncorfiynchus mykiss Inibizione della crescita elutriato
_ Oypninus carpio Inibizione della crescita elutriato

*sadimento umido: sedimento privato di acqua interstiziale (ad esempio, per cantrifugazions,

filtrazione, ecc.).




L'effetto (E%) rappresenta la variazione percentuale dell'end-point misurato
in almeno 3 repliche tra Il campione e il controllo negativo e viene
espresso come valore medio. Tale percentuale di effetto e calcolats

indipendentemente dalla significativita statistica che rappresenta il livello di
significativita (p) per cui le risposte del controllo e del campione possono
considerarsi statisticamente diverse (FCS; Tabella 3.2).

Tabells 3.2 — FPeso sttriburto al livello di significativite della differenza tre
campione e controllo [FCS).
Peso ] Significativita statistica
0.2 ' p>0.1
0.95 0.1z p>0.05
1.0 p=0.05




Tabells 3.3 - Pesi attributi slla nlevanze ecologice della tpologis di

matrice esaminata (M) nel caso di sedimenti lacustri e fluvial [rielaborati
dal Manusle ISPRA 88/2013).

Sedimenti lacustri Sediment fluvnali
Peso Descrizione Peso Descrizione
1 elutriato 1 sedimento tal quale
0.8 acqua interstiziale 0.8 elutmato
0.6 sedimento tal quale 0.4 acqua intestiziale
04 sedimento umido® ' sedimento umido *
0.2 estratto organico 0.2 estratto organico

*sedimento priveto d scgus \ntersnzisle (ed esempilo, per centnfugazione,
fitrazione, ecc.)



La severita della risposta (S] rappresenta la gravita della tipologa
dell'effetto biologico misurato (es. mortalita, crescita., bioluminescenza.,
immobilizzazione, ecc.). Nella Tabella 3.4 sono riportati | pesi attributi ai

differenti end-point misurabili in una batteria di saggi per sediment: delle
acque interne.

Tabells 3.4 - Pesi sttribuibili al tipo di end-point (5] misurato (Manusle
ISPRA 88/2013).

Peso Descrizione

1 Alterazioni comportamentali (es. nuoto, movimento, capacita di

infossamento, ecc.)
Mutagenicita e genotossicita
Fecondazione e sviluppo [riproduzione, schiusa uova, fecondazione,
metamorfosi, ecc., fissazione larve, ecc.)

1.9 Crescita [taglia. peso. divisione cellulare. ecc.)
2.4 Bioluminescenza e crescita algale

3  Mortalta - Immobilita

1.2
1.5




La rappresentativita dell'organismo test utilizzato rispetto allambiente
indagato e limportanza rispetto alla rete trofica (0) sono ststi introdott
come fattori ponderali ex novo rispetto allindice proposto da Manzo e
collaborstori (2008). In effetti la scelta di considerare anche la
rappresentativitd dell'organismo come ulteriore varisbile nasce dalla
necessitd di offrire un numero maggiore di test utilizzabili in fase di
studio/monitoraggio.

Nella Tabella 3.5 sono riportati i pesi attribuiti agli organismi consigliati.

Tabella 3.5 - Pesi surbuiti al tipo di organismo (0] in funzione della
rappresentstivits rispetto sllambiente indsgato e dellimportanzs rispetto
slls rete trofica.

Ruolo Livello Peso
Organismo regno/ phylum : » Distribuzions Rappresentativita ; @
Salmonsils
, i iquitari ! 1.

e vphimu batzario D ubiquitario 2 08 6

tobiform batzario D suolo 08 08 064
Vibrio fischeri batzario D mare 08 08 064
I ES—
subospiest elge P ecquedoki 2 1 2
capnicormnutum)]
Uhvs partuss alga P acque dolci 2 1 2
Lemna minar pianta P acque dolci 2 1 2

Ruolo Livello Peso
Distribuzions Rappresentativita
Organismo regno/phylum o @
b lA ) pianta P acque dolci 2 1 2

- pianta P suolo 08 1 08
Lepidium sstivum pianta P suolo 08 0.8
Singpis albs pianta P suolo 08 0.8
Vicia faba pienta P suolo 08 0.8
Brachionus

foifh rotifero Co acque dolci 2 09 18
Dgphnis megns artropode Co acque dokci 2 09 18
Cariodaphnia dubis artropode Co acque dolci 2 09 18
. artropode Co acque dolci 2 09 18
lemopleds o odn Cp e daki 2 09 18
C"’"‘""”"‘*"i nemetode  Gp suolo 08 08 072

. : anellide Co suolo 08 089 072
Danio renio pesce Cs acque dolci 2 06 12
Onhcorhynchus mykiss pesce Cs acque dolci 2 06 12
Gyprinus carpio pesce Cs acque dolci 2 06 12
"D = De yosiore; P = Prodk =; Cp = Cor = primano; Cs = Consumatore secondano




In generale la ponderazione dei fattori M, S, O ed FCS riportata nelle
tabelle precedenti (Tabelle 3.2 -3.5) € stata attributa secondo giudizio
esperto.

Naturalmente il peso di ciascun fattore € suscettbile di modifiche ed
adattamenti in funzione delle specificita locali.

I punteggio di ciascun saggio biologico (Psi) costituente la batteria
applicata a ciascun campione viene guindi calcolato come:

Ps;= (FCS M =5 *0);
In Appendice 1 € riportato un quadro riepilogativo dei pesi e il punteggio
complessivo attribuibile a ciascun saggio. al fine di agevolare gli operatori

nel calcolo dell'indice di tossicita della batteria di test.
Il msultato del singolo saggio biologico (Epi) viene quindi cosi ponderato:

Ep; = (E%); * Ps,



APPENDICE 1 - PARAMETRI PER IL CALCOLO DEL TBI
Tabella A.1 - Caratteristiche generali dei saggi biclogici utiizzabik e pesi attribuiti alle variabli considerate nellindice TBI
madificato [0 = tipokgia di Organmmo; S = endpoint; MF = Spologia di matrice per fiumi; ML = Spologia di matrice per

13ghi]
Fumi Laghi
Organismo Durats test | Ambiente | Matrice testats Endpoint 0 S |MF| ML -
O"S"MF | O"S™NL
foAmunLT 48, 72 h| ubiquitario estrateo | TUEIENGES. 18 |12|o2|02| 04 0.4
Temt & frres genctosscita
Salmoneic
typhrmunium 4 h| ubiqutario chutriato genctoascta 18 |12|08]| 1 1.5 1.8
umuEst
pr— - P
. - Bh sucio chtriato - . 0B4|24|08B| 1 1.2 15
globdorrres deidrogenas
i = o
gbbiforms Bh sucio = quale Mﬂg‘-"‘ﬂ’ 0oBsa|24| 1 |08 1.5 08
Virio fischen’ S. 15'"::') mare ehutriato biokurminescenza 0B4|24|08B| 1 1.2 15
Vitrio fischeri 2153 e e |poooe  [osaf24f 1 |oe| 15 0.9
[ Paeudbbrchnerela [wqua . = oo -
. 72h ok shutriato inbmone grescta 2 |24|08B| 1 38 48
Subcopiats : e
Wa 28 h mare ehutriato S 2 |15|08| 1 4 30
pertusg Ac 2,
Lermna mnor 168 h “' shutriato inbmone grescta 2 |18|08B| 1 30 38
Adyricphyum g oy -
- 10d ol = quale inbmone grescta 2 |18 1 |08 38 23
Sorghum saccharatum 72h sucio = quale germinazione/ 08 |18| 1 |08 15 08

10



Di conseguenza il punteggio complessivo dei saggl biologici costituent la
batteria (Eb) sara dato dalla sormmatoria dei singoli punteggi relativi a
ciascun organismo:

N
Eb = Z Ep;
=1

Gh Eb calcolati possono essere riportati ad una scala relativa tra O e 1.
utilizzando come fattore di normalizzazione |'espressione (Fn):

1

Fn =
"= 100 + YL, Ps,

Lindice integrato per la batteria di test ecotossicologici (TBl) sara
determinato da:

r=l Epl
100 * Y, Ps;

TBI =Eb =Fn =

| valori di TBIl possono essere suddwisi in 4 raggruppamenti corrispondent:
a gudizi di pericolo ecotossicologico crescente. La scala di tossicita
proposta € riportata nella Tabella 3.6.
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Tabells 3.6 - Scala di pericolo ecotossicologico definito in base allindice
integrato 15/

TBI . Scala di per'ioolo ecouossicologico
1Bl = 0.1 Assente/relativamente trascurabile
0.1<TBl=0.30 Moderato
03<TBI=0.)5 Elevato
Bl = 0.5 Severo

Tabells 3.7 — Raggruppamenti del TBI e livelli chimici associati.
Livello chimico di pericolo

T8I _ ecotossicologico (*)
1Bl =0.1 A
0.1 <TBI=0.30 B
03<TBI=05 C
1Bl > 0,5 D

*90° percentile dei dati chimici sppartananti al reggruppamento ottenuto dalla classificazions
dei TBI
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chimica [X]

Categorie di azioni da intraprendere

< A

Qualta del sedmento in comspondenza del
quale il ivello di pericolo ecotossicologico risulta
sufficientemente basso o0 “accettabile” da non
gustificare interventi di alcun tipo.

A<[X]l=B

Qualta del sedmento in comspondenza del
quale si registra un pericolo ecotossicologico
tale da suggerire I'sttuazione di monitoraggi
ambientali

B<[XI=C

Qualta del sedmento In comispondenza del
quale si regiara un pericolo ecomesicologico
tale da suggenire I'sttuazione di azioni mirate di
approfondimento conosctivo.

C<[Xl=D

Qualta del sedmento In comispondenza del
quale si registra un perioolo ecomssicologico
significativo, tale per cui Sono necessarie azioni
conoscitive € interventi di messa in sSicureza
temporanea, Incluse restizioni duso del

XI>D

Qualta del sedmento In comspondenza del
quale si registra un pericolo ecotossicologico
grave per il quale sono resi necessan rapidi
nterventi di mmozione delle pressioni e di
messa in sicurezza € risanamento ambientale
permanente.

13



Esempio
applicativo di
calcolo di indici
su batteria

Criterio Tabellare
approccio cautelativo

Criterio ponderato
approccio WOE

Acqua Sedimento
Daphnia 24h Tossioita trascurabille Tosskoita trascurabile
Daphnia 48h Tossicita Media Tossicita media
Vibrio 15 Tossioita trascurabile NP
Vibrio 30 Tossicita trascurabile Tossicita trascurabile
Selenastrum 72h Tossioita trascurabile
Lepidium sativum 72h Tossioita trascurabile
Tosskoita media

Acqua Ep Eb T8I
Daphnia 24h 4.3
Daphnia48h 129.0
Vibrio 15min 4.7
Vibrio 30min 0.8
Alga72h 257.7
Crescione 107.7
504.17 0.43
Raggruppamenti del TBI e Fvelli chimic associati
Scala di pericolo ecotossicologico definito in base all'indice integrato TBI Elevato
Sedimento Ep Eb TBI
Daphnia 24h 8.6
Daphnia48h 30.1
Vibrio 30min 21.6
Alga72h 3.5
Crescione 29.6
93.40 0.22
Raggruppamenti del TBI e Fvelli chimic associati B
Scala di pericolo ecotossicologico definito in base all'indice integrato TBI Moderato
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Un esempio di integrazione chimica ecotossicologica: il DM
173/2016, Regolamento recante modalita e criteri tecnici

per l'autorizzazione dell'immissione in mare dei materiali
di escavo dei fondali marini

Tabella 2.3 - Saggi biologici utili per I'allestimento della batteria. Con la “x” vengono indicati i possibili saggi alternativi per ciascuna tipologia

Gruppo Batteri Alghe Crostacei Molluschi Bivalvi Echinodermi
Dunaliella
tertiolecta
; ; . Mytilus
Vibrio fischeri Pheodactylum | Amph /'l:alanus Corophium Acartia tonsa 'ﬁgrllopus Crassosirea Paracentrotus lividus
Specie . tricornutum amphitrite spp fulvus gigas galloprovincialis .
(Bacteria) Skeletonema | (Crustacea) | (Crustacea) {Crestacea) (Crustacea) (Bivalvia) (Bivalvia) (Echénodeindta)
costatum
(Algae)
fase fase Sed.
Matrice liquida solida fase liquida fase liquida Sed. intero | fase liquida e fase liquida fase liquida fase liquida fase liquida
Endpoint Bioluminescenza | Crescitaalgale | Mortalita | Mortalita | Vo't | Mort. Mortalita | Sviluppo larvale | Sviluppolarvale | Fe®™ | Sviluppo
& (48 h) | (7gg) | Sviluppo ppo PP dazione larvale
larvale
1" tipologia XA XA XC
2° tipologia XA XC XA XA XA XA
3" tipologia Xc Xc Xc XC

A = saggio acuto
C = saggio cronico/a lungo termine/subcronico/risp. subletale




mean sample (i)

mean control(i) * 100

Effect(i) = |1 -

Data Check _

Statistical comparison between sample and control
(test-t for uneven variance)

Sample replication < 3 and

14 Control replication < 3
Sample replication 2 3 and

Control replication > 3

0.5+
Z=0.20r0.50r1
02+ N
0.35 0.08 ; P 1 0 <p <0.05
Z=14135-50%*p 0.05<p <£0.06
02xp70325%7 006 <p <1
] ) z(@@) mean sample(i) z(i)
Effectw(® = Effect(® limit(@Q) ~ ’1 " ‘mean control(i) limit (i)
1 For assay refered to the same sample
N
HQpattery = Z Effecty(k) x w,
k=1
HQgattery Hazard Level
10|
B Tutti i sagei hanno £C20 > 100% o Effetto < 20% o effetto ormetico < 100% <1 Absent
21.0-<1.5 Low
Solo un saggio presents uns EC20 < 100% ma ECS0 > 100% o un effetto netto compreso 1 R
— tra 20 e 50% o un effetto ormetico > 100% 215-<3.0 Middle
= Due o pii saggl presentane EC20 < 100% ma ECS0 »100% o effett| compresi trm 20 ¢ 50 %, > 23.0-<6.0 High
oppure un solo saggio con ECS0 < 100% o effetto > 50% Battery Max effost 26.0-<10.0 Very High
limit m'{l“'“
|| Due o pill saggi con EC50 < 100% o effetto > 50%
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Caratterizzazione ecotossicologica dei sedimenti

D as Ente: Copia n. 020
Latitudine RISULTAT] BATTERIA DEI SAGGI
Longitudine .
N. sager- 3 | scala1:10
Area Ladispoli 0,01
Sit
“ ! Soglia HQ batteria: 496 1
Data campionamento
Max HQ batteria: 36,5 | 10
Cod. campionamento 1
Contributo % elutriato 100
Cod. carota 1
) Classe di gravita del
Cod.livelio N pericolo ecotossicologico: ASSENTE
Cod. campione 1
Attenzicne & s1ato irderito us velore del campicne superiore o controllo del
Specie Phaeodactylum_tricommutu  Media controllo
Durata esposizione  Cronica Dev st controllo 0
Matrice Elutriato N. repliche controllo
Endpoint Crescita_algale Media campione 11898
Note Dev st campione 045
N. repliche @mpione 3
Risultati saggio phaeodactylum_tricornutu
Tipologia saggio: 2
Effetto: 1386 %
Effetto pesato: 0
Effetto * Z: 215 %
HQ (spedfico): (1]
Soglia HQ, (spedfico): 1,03 (Effetto=Soglia)
Max HQ, (specifico): 10,29 Effetto=100%




Caratterizzazione ecotossicologica dei sedimenti

Arwa

Ladhpol

Ladhipol

Ladhpol

Ladhipol

o

Cod. campilore

Carrpionaments

Soece

Eme. Copia n. 020
Bioscience Resessch Conter
MQ (pecics) M0 Datters O & gravks o
pericoio scotomkologics

=)+ ) ATINTT
a
[}
oo

a1 ATINTT
[}
43
a4

L=r b ATINTT
[*]
[}
20m

o2e ATINTT
"]
042
o



Caratterizzazione chimica dei sedimenti

Latitudine:
Longitudine:
Area:

Sito:

Data:

Cod. campionamento:

Cod. carota:
uvello:
Cod. campione:

% Pelite:

Indice HQC

Max % contr a HOC

N° param. non conformi

N°® param. con riferimento

N°® param. analizzati

v pmiiirrcte N —

[

]

P1

115

9,529

Ente:  Copia n. 020

Bioscience Research Center

1,162

Lists parametri standard non completa

(Tabella 2.4, Allegato tecnico)

29% (Benzo(a)pirene)

100% (As)

4

34
59

i

27




Caratterizzazione chimica dei sedimenti

Cod. Camplonamento

N. campion|

Cod. Campilone

Eme Cople n. 020

L e vty | W wlit & s cmgantn " abella 2 4
Mlegatns Wmsiad

L e ants | nlis & s cimgantn " abella ) 4,
Alegatss Wmisad

L g vt | nlis & s cmgantn " abella )4,
Alegatss Wmsiad

L e pnts | it & s cmgantn " abella ) 4,

L e vty | i & s cimngantn " abella ) 4
Al gatss bmisad

L e ants | nlin & s cmgantn " abella ) 4,
Plegatss iad



§ § T i Hra Eme Copia n. 020
Classificazione di qualita dei materiali di escavo e
Cod Camned cod. Camplonsssents Sho Classe di pericolo  Contributs Cleise di pericole % Pelite Clise di gualith Note
ecotossicologice % elutristo chimico del materide
1 1 1 ASSENTE 100 HOL2) <= Trascurabile 09 _
| e n et € nde C n rbets (| alele |
Aoyt s
2 1 1 ASSENTE 160 o) eTuscwatie 12 [N
Eu—--—-o
21 1 1 ASSENTE 100  HOL2) < Trascurabile 115 _mw-m
indicate per ripesciments
(e et (de s wsebels (| sl emerso (Alegeto tecnico, Fguwre
g ats tmsas, 7
M 1 1 ASSENTE 14 Ha2) = Tuscwntie 92 [N
et 4l el o rebets (| sl
Ayt s,
N. dassiScanone ecotossICOlOgIc: 4
N. dassicanone chamica: 4

N. dasse di qualith dei materialt 4



