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INTRODUZIONE

1. Rischi ordinari e straordinari di contaminazione

La contaminazione di un sistema idrico puo essewaitd ad un avvenimento che
non sia volontario e in questo caso si parleraistihio ordinario, oppure puo
essere dovuta ad un evento doloso e in tal cgsarlgira dirischio straordinario.
In entrambi i casi il rischio pud essere considerptoporzionale sia alla
frequenza di accadimento dell’evento indesider&ip ghe alla magnitudo del
danno cagionato (D): R=F*Ddove il coefficiente k (k > 0) tiene conto della
percezione della societa civile di un dato eveh#.necessita di introdurre il
coefficiente k nasce dal fatto che un evento negataratterizzato da una
frequenza di accadimento altissima ma da un damassad) si pensi ad esempio
agli incidenti automobilistici, puo avere un rischiguale al crollo di una diga che
ha una frequenza bassissima ma comporta un danmenchiaramente il crollo
di una diga sarebbe percepito dalla societa cndigme un rischio inaccettabile
anche se di fatto uguale al rischio di morte indeati automobilistici e quindi
necessario introdurre il suddetto coefficiente k.
| rischi ordinari possono essere distinti in risdhicontaminazione della risorsa
idrica e rischi di contaminazione lungo la ret@adduzione e distribuzione.
I rischi di contaminazione della risorsa idrica possono ad esempio essere
dovuti a:

» Infiltrazioni da serbatoi contenenti sostanze inquoii

» Utilizzo di pesticidi

e Perdite da impianti di trattamento dei reflui
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Sversamenti da attivita industriali

Reflui da allevamenti intensivi

Sversamenti domestici accidentali

Gli esempi riportati e molti altri casi ancora pmss comportare 'immissione di

inquinanti nelle falde acquifere con conseguentdarinazione delle acque che

vengono poi captate per il consumo umano.

| rischi di contaminazione dela rete idrica di adduzione e distribuzione

possono, ad esempio, essere dovuti alla:

rottura di una condotta o semplicemente alla pEsengiunzioni in stato
di obsolescenza, che puo comportare ritorni in detacque esterne, ad
esempio a causa di una temporanea riduzione ldedkepressione;
presenza di vecchie tubazioni deteriorate in ceoantianto che
comportano la possibilita di dispersione di fibreohianto nell’acqua; allo
stato delle conoscenze attuali non e certo I'effdtll’ingestione di fibre
di amianto ma pare che esse aumentino notevolmanpeobabilita di

formazione di polipi.

| rischi straordinari sono invece dovuti ad evedilosi che consistono

essenzialmente nell'introduzione di una sostansaid¢a in un punto della rete

idrica; gli agenti tossici utilizzabili possono ess classificati in:

Agenti chimici
Agenti biologici

Agenti radioattivi

| rischi straordinari ( CBR Attack), caratterizzdt valori del coefficiente k molto

elevati, possono dar luogo a fenomeni di vero @nwgpanico nella collettivita,
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anche in conseguenza di atti dolosi caratterizdativalori della frequenza di

accadimento e del danno normalmente accettatigpenieni diversi.
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2. La contaminazione accidentale

La rottura di una condotta, come gia accennato,qoumdportare un ritorno in rete
di acque esterne a causa di una temporanea riduzomale della pressione.
Sebbene episodi di questo tipo abbiano bassa phtdath accadimento in
sistemi idrici gestiti correttamente, in quanto etidono da piu cause che
dovrebbero contemporaneamente verificarsi, ciasadeiée quali relativa al
malfunzionamento di uno o piu componenti e/o allanoanza di componenti
strutturali, tuttavia lI'insorgere del fenomeno garovocare danni non trascurabili
alla salute umana. Tali episodi si possono classii fra quelli a bassa frequenza
e ad alto rischio.

Il fenomeno dei ritorni in rete ha origine secomtiee modalita differenti:

» sifonaggio di sostanze inquinanti all'interno dedee;

* errata connessione della rete di distribuzione potabile con reti o
serbatoi contenenti sostanze inquinanti o0 acquegpée o con apparecchi
utilizzatori che determinano l'alterazione dellalia dell'acqua a causa di
riflussi d'acqua gia consegnata all'utenza.

In entrambe le modalita il fenomeno si rende paesidpuando le sostanze che
entrano in contatto con l'acqua potabile hannospzas maggiore di quella di
esercizio della rete.

Il sifonaggio di sostanze inquinanti all'interndldeete si rende possibile, quindi,

quando queste sono presenti nell'ambiente circiestancondotta e si realizzi
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pressione pari a quella atmosferica o addirittnferiore all'interno della rete. Cio

puo verificarsi per cause di tipo accidentale stigaale.

Le cause accidentali sono riconducibili alla ratdella condotta o alla perdita di
tenuta di giunti o di organi di manovra e controllo

Le cause gestionali, a loro volta, possono essarduwsali 0 occasionali: le cause
strutturali sono riconducibili allinadeguato dinseanamento della rete che si
traduce in insufficienza di portata e/o pressiolee;cause gestionali di tipo

occasionale, che si traducono sempre in insuffededi portata e/o pressione,
sono invece riconducibili a carenza di risorsaerninizione dell'alimentazione,

consumi di punta (per presenze turistiche, fluttiuarper incendi) superiori alle

previsioni progettuali.

La errata connessione della rete di distribuziar@potabile a reti o serbatoi
contenenti sostanze inquinanti o acque non potghib essere causata da
allacciamento accidentale, mentre il collegamemt@pparecchi utilizzatori che

determinano l'alterazione della qualita delllacqgpad essere causato da
allacciamento accidentale o da connessione perrteaadrapparecchi idroesigenti
senza inserimento di valvola di protezione o cdaala malfunzionante.

Questa seconda modalita in cui si manifesta il feg@o di ritorno in rete e

maggiormente riscontrabile nelle aree industriali,cui sussistono spesso le
possibilitd di connessione della rete idropotalsibe impianti tecnologici (sia

termici che utilizzanti sostanze inquinanti) conauseconda rete convogliante
acqua di qualita non potabile e destinata aglitesnologici, con condotte di

scarico di acque usate, con serbatoi non idoneipdato di vista igienico-

by

sanitario. Dalle suddette modalita di accadimengb fédnomeno €& possibile
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rilevare come, dal punto di vista temporale, quefossa avere una
manifestazione episodica oppure avere carattepemistenza, specie se l'entita
della contaminazione & modesta.

La stessa diffusione della contaminazione e legl¢amodalita di accadimento e
al punto della rete in cui si realizza il fenomenonché al livello di protezione
esistente nel sistema di distribuzione. Ovviamesitgpassa da un'estensione
coincidente con lintera rete, nel caso di inquieata dall'alimentazione, alla
contaminazione di una singola sottorete, a servigés esempio, di agglomerati
industriali, alla contaminazione della rete di digizione privata all'interno degli
edifici.

Sotto l'aspetto igienico-sanitario il problema d&rni, oltre ai disagi gestionali
dovuti all'interruzione dell'erogazione idrica diagterventi di disinquinamento e
di disinfezione della rete, pud comportare a vo#eri pericoli per la salute
umana.

La normativa vigente nel campo della qualita delleque destinate all'uso
idropotabile (D.P.R. 31/2001) indica i valori mamssie i valori guida dei
parametri organolettici, chimico-fisici e microbagjici, delle concentrazioni delle
sostanze indesiderabili e tossiche. In tale noraatono fissati anche i criteri per
la tutela delle aree interessate da opere di cap&zper |'approvvigionamento
idrico, mentre per le reti di distribuzione soncsshti i criteri per il
campionamento e il controllo della qualita dellgwe distribuite. La necessita di
riferirsi nei controlli a punti singolari della eete di temporizzare i controlli con
cadenze variabili in funzione della popolazionevéarcomporta, soprattutto per

le reti di distribuzione dei piccoli centri che perotivi economico-gestionali
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risultano spesso carenti di manutenzione, che irallinvengano effettuati con
cadenza mensile. E' evidente, quindi, come diffieihte un sistema di controllo
base possa garantire con queste modalita, la skaurd poter individuare una
contaminazione dell'acqua di rete. In realta iltoalio capillare € effettuato dagli
stessi utenti, nella misura in cui la contaminagigmoduce un'alterazione delle
caratteristiche organolettiche tanto da sconsigiiduso o comunque da segnalare
al gestore I'anomalia qualitativa.

Le cause gestionali di tipo strutturale si possoscontrare in corrispondenza di
allacci e collegamenti tra condotte di una stes$a ovvero tra condotte di una
rete di distribuzione collettiva e di impianti paitv. Per impianto privato s'intende
la rete di distribuzione interna di una utenza, hencollettiva, su cui sono
installati gli apparecchi di utilizzazione per upobblico e per uso privato.
Pertanto le utenze si differenziano solo per ldiska risorsa, entita e funzione, e
solo in piccola parte per le caratteristiche defpianto interno di distribuzione. E'
possibile, quindi, riguardare i possibili schemi abllegamento dell'impianto
interno alla rete collettiva indipendentementeal@iffologia dell'utenza.

Seguendo la differenziazione delle modalita di auvwento del fenomeno, i
ritorni in rete per sifonaggio di sostanze inquinan un qualsiasi punto della
distribuzione cittadina si rendono possibili in t@amporanea presenza di
insufficienti valori di pressione nelle condotte rattura di tubo o di giunti non a
tenuta, e di presenza di sostanze inquinanti tiles del tubo. E' possibile,
inoltre, che si verifichino ritorni in rete di aoguwia immesse in impianti di
distribuzione privati per inversione del gradiediepressione in assenza, 0 per

cattivo funzionamento, delle valvole di ritegnoesie in presenza di autoclave.
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Sempre per inversione del gradiente delle pressianete cittadina e rete privata
si possono verificare ritorni di acqua gia conségria occasione di interventi
antincendio per attingimenti dalla rete cittadin@nncompatibili con le
caratteristiche del sistema di distribuzione pealfta antincendio.

Infine, bisogna considerare che, con modalita ds&fconnection, € possibile che
si realizzino contaminazioni dovute alla presenza adque non potabili
provenienti da doppia rete.

Il fenomeno dei ritorni in rete negli impianti imte € strettamente legato alla
tipologia dell'impianto, alle protezioni strutturahstallate, al consumo e agli
accorgimenti impiantistici condominiali e singolreglisposti per garantire il
soddisfacimento dei fabbisogni in periodi di caeedzalimentazione.

Le fonti interne potenziali di inquinamento per orito in rete sono
sostanzialmente costituite dagli elettrodomesticidagli apparecchi per la
produzione di acqua calda. L'entitd del potenziatpiinamento va valutata in
funzione dei consumi idropotabili domestici.

Per cido che riguarda la protezione dai fenomeniitdino in rete, una corretta
metodologia di controllo e contenimento non puo spidere, per le
caratteristiche evidenziate, dall'integrazionentieiventi strutturali e gestionali di
natura ingegneristica con interventi sistematicsadtuari di natura igienico-
sanitaria.

Gli interventi sistematici devono riguardare, oltggrevisti controlli di normativa,
I'impiego di ulteriori protocolli di controllo inociato igienico-sanitario e
ingegneristico che, a fronte di anomalie qualigtisebbene ancora nei livelli di

accettabilita, attivino una maggiore sorveglianznico-ingegneristica sul
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funzionamento del sistema di distribuzione. In ipatare, ad essi devono
correlarsi gli adeguamenti delle metodologie dirdezione ordinaria dell'acqua
immessa nella rete, individuando oculatamente exadintecessita di disinfezione
mirate in particolari punti della rete, evitando ificorso a sistematiche
superdisinfezioni ai serbatoi di alimentazione.

Gli indicatori di anomalie possono essere individoalla scomparsa del residuo
del disinfettante, in modifiche dei parametri orgittici, in aumento della carica
batterica e nella comparsa di indicatori fecali.

La gestione della rete di distribuzione deve, neglprioritariamente considerare
la necessita di assicurare una pressione minimiz mehdotte, in modo da
garantire un'adeguata quota di soggiacenza agérapghi utilizzatori, limitando
la possibilita di contaminazione dell'acqua in prese.

Gli interventi strutturali, in primo luogo, devondguardare il sistema di
distribuzione idropotabile che deve essere comedtde individuabile in ogni sua
componente, in modo tale da escludere la gia rassilplitd che si realizzino
cross-connection accidentali.

Le singole condotte devono trovare opportuna digpose relativamente alle
altre canalizzazioni, evitando che possano verdicaondizioni di ristagno di
liquidi inquinanti a contatto con le tubazioni (cemad esempio, liquami
provenienti da fognature) nell'ambiente circostante

Le reti di distribuzione con caratteristiche di ayeaeita di utenza (e comunque
guelle private) devono essere munite, a valle deuratori volumetrici, di

apparecchiature automatiche atte ad impedire atmit dell'acqua gia immessa
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all'utenza in caso di condizioni anomale di pressi@ dotate di vasche di
disconnessione idraulica poste tra la rete estnaterna.
| singoli impianti di sollevamento e gli impiantednologici con utilizzazione
idraulica devono essere anch'essi disconnessi lichmente dalla rete di
distribuzione mediante opportuni disconnettori.
Ai vari livelli di distribuzione, quindi, i ritorniin rete possono essere controllati
mediante:

» vasche di disconnessione;

* valvole automatiche: valvole di non ritorno, vakolrompi-vuoto,

disconnettori a zona di pressione ridotta contraltacontrollabile.

Le valvole di non ritorno (o di ritegno), in padiare, sono di norma utilizzate al
fine di garantire gli organi meccanici delle pongtee riflussi, provenienti dalla
condotta di mandata, dovuti ad interruzione delziomamento della pompa
stessa. La possibilita di impedire, con una meceamolto semplice, l'inversione
del flusso rende tale organo molto impiegato anghgaranzia di problemi di
qualita [Frega et al., 1993].
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3. La contaminazione intenzionale

La contaminazione intenzionale di una rete idrioastste nell'immissione di un
agente tossico in un punto della rete stessa eypugnire mediante 'uso di agenti
chimici, agenti biologici o agenti radioattivi. ®i ritenuto necessario, quindi,
esaminare in dettaglio i possibili agenti, sia iarito alla facilta di reperimento
che in merito all’efficacia dei diversi tossici #oluzione acquosa. Si e proceduto
inoltre procederemo ad una disamina dei punti in potrebbe avvenire
I'introduzione del contaminante lungo la rete, fab@ riferimento sia alla facilita
di accesso che ai quantitativi necessari per aen@ effetto dannoso sulla
popolazione. E stata, altresi, sviluppata un'dtiivéperimentale (metodiche
analitiche di identificazione e quantizzazione cmitaminanti capsicina e ricina),
allo scopo di definire una procedura generale ‘patividuazione di un qualsiasi
contaminante e la valutazione della sua conceninaziSono stati, infine, presi in
esame i fenomeni di diffusione di un contaminanten sistema idrico, al fine di
procedere alla valutazione della vulnerabilitda dn sistema idrico a

contaminazioni indotte.
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Cap. 1 Contaminagione intenzionale

CAPITOLO 1

CONTAMINAZIONE INTENZIONALE

1. La contaminazione intenzionale

In una fase storica caratterizzata da forti tensioternazionali e dal ricorso
sistematico ad attentati terroristici come struroehtlotta armata, il rischio di atti
di contaminazione intenzionale e decisamente redl@. contaminazione
intenzionale dei sistemi acquedottistici ovviameateebbe un notevole impatto
mediatico per il loro fondamentale ruolo a servigia dei cittadini che dei
processi industriali e produttivi. L'uomo é spesgmrso alla distruzione o alla
contaminazione delle risorse idriche dei propri meémel corso della storia. In
epoche recenti si & pensato che il livello di tvilaggiunto fosse tale da poter
escludere tali tipologie di aggressione e sono igdatti atti quali il Protocollo di
Ginevra del 1925 o la Convenzione sulle armi bimlog e tossiche del 1972 o
ancora la Convenzione sulle armi chimiche del 1988la realta & che il concetto
stesso di guerra non ha nulla a che fare con i#teci che, inoltre, quando un
popolo in guerra &€ consapevole di non poter affm@nil nemico in campo aperto,
si sente in diritto di ricorrere a qualsiasi mepzo di difendersi. | Governi di tutti
I Paesi occidentali stanno prendendo tutte le raigarecauzionali possibili in
previsione di attentati terroristici. Gia dall’otte del 2001 'EPA (Enviromental
Protection Agency, I'agenzia di protezione ambiknémericana) ha cominciato a
lavorare in sinergia con le altre agenzie govevead i gestori di acquedotti per
assicurare una maggiore protezione delle risordehel da potenziali attacchi
terroristici [Coleman, 2005]. Alcuni dei protocofliu importanti e articolati in tal

senso sono stati approvati dal governo statuniterede 2002: si puo fare
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riferimento in particolare alle Direttive Presidalzper la Sicurezza Nazionale
(HSPDs - Homeland Security Presidential Directives)lla legge speciale per il
bioterrorismo (Public Health Security and Bioteisar Preparedness and
Response Act o semplicemente Bioterrorism Proteciict).
Questi decreti assegnano al’lEPA compiti relativi a

» valutazione delle vulnerabilita dei sistemi idrici;

* sviluppo di strategie di prevenzione e rispostacaso di emergenze e

incidenti;
* promozione di rapporti tra gli enti interessati;
* sviluppo ed applicazione dei progressi nel camplladgcurezza dei
sistemi idrici.

Tali leggi indicano esplicitamente la necessitasdliluppare strategie di gestione
del rischio al fine di proteggere e mitigare ghetti di potenziali attacchi a risorse
idriche” e di “individuare e stimare le vulnerahili attraverso uno specifico
Piano Nazionale di Protezione delle Infrastruttevduppato dalla Divisione di
Sicurezza Idrica. Queste recenti direttive sonoatndd aggiungersi alla gia
significativa legislazione statunitense del seftm@me il Safe Drinking Water
Act (1976, aggiornata nel 1996) e il Clean Watet @974, aggiornata nel 2002),
fino a quel momento il riferimento per gli scopisdilvaguardia dell'integrita delle
risorse idriche nazionali [EPA (b)]. Un’altra impante azione dellEPA
finalizzata alla salvaguardia delle risorse idricl@ parte dei governi a maggior
rischio di attacchi terroristici, e la pubblicazeonel dicembre del 2003 della vasta
relazione informativa che ha il nome di Respons#denl Toolbox (RPTB), in

cui, attraverso i sei moduli che la costituiscosbaffrontano le problematiche
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riguardanti la gestione del rischio di contaminaeimella fase di prevenzione e le
possibili azioni e risposte da operare durante godm accadimento del genere
[EPA (c), 2003]. Nello stesso periodo, inoltregdverno canadese ha approvato
una delle leggi piu severe nella lotta al terroosrta cosiddetta Legge C-36
[Canadian Security Intelligence Service, 2004].

In Europa, nel documento denominato Chemical, Bicll and Radiological
Terrorism del giugno 2004 [Documento A/1858 redaém conto del Comitato
della Difesa Europea], la Interparliamentary EusspeSecurity and Defence
Assembly ha affrontato il problema del rischio dntaminazione CBR, a partire
dai presupposti nati dopo I'11 settembre. Dopo amesso in luce i casi piu
importanti accaduti negli ultimi anni, dall'attettaalla metropolitana di Tokyo
nel 1995 con gas nervino fino all'emergenza antle2002, I'Assemblea ha
evidenziato come il potenziale utilizzo di tali ¢caminanti rappresenti un reale
problema di sicurezza che non pud essere minintzZitando un passo del
rapporto si legge'll rischio € massimo nel caso in cui gli agenti RBossano
essere ottenuti o prodotti industrialmente e siahigponibili sul mercato. La
contaminazione della catena alimentare o dell'acpotabile € un ovvio pericolo
[...]. Queste minacce e questi rischi sono moltohabili e non devono essere
minimizzati [...]. Devono percio essere predisposti@ategie appropriate per la
protezione e per fare i necessari passi al finafffontare tali eventualita.”

Il rapporto ricorda inoltre come gia nel dicembrel @001 la Commissione
Europea avesse pubblicato il Programme of CooperaRreparedness and
Response to Biological and Chemic Agent Attackslat® dal Comitato di

Sicurezza della Salute (Health Security Committeasjituito nell'ottobre 2001 e
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costituito dai maggiori rappresentanti dei Ministiglla Salute Pubblica dei paesi
della Comunitda Europea - che rappresenta il praleipstrumento di
collaborazione per la risposta ad eventuali attidoicthogici o chimici, i cui punti
principali ponevano l'accento proprio sulla nedéssili “organizzare un
meccanismo di scambio informativo, consultivo erdowtivo al fine di gestire le
problematiche riguardanti attacchi in cui agentldigici e chimici siano stati o
possano essere usati”. Inoltre il programma prexeedali aumentare
significativamente la capacita europea nella “alewene ed identificazione di
agenti biologici e chimici [...] per una rapida attendibile determinazione e
diagnosi di casi rilevanti”. In effetti proprio squesto punto il programma
auspicava l'elaborazione di una “lista aggiornafdédgli agenti biologici e chimici
che possano essere utilizzati in attacchi o in ogeali attacchi” e di metodi di
identificazione dei contaminanti. Tale lista é ate¢datta dal'EMEA (European
Agency for the Evaluation of Medicinal Productsgiascun contaminante é stato
classificato in base alla facilita di diffusion@ssicita, infettivita, persistenza e
disponibilita di vaccini e profilassi.

Un altro documento fondamentale per comprendereifirfondo lo sforzo che le
nazioni europee stanno sostenendo nella preveneiorala gestione del rischio
collegato alla contaminazione di agenti CBR, vielae uno studio redatto nel
luglio del 2004 dall' Institute for Security Stusljeun'agenzia autonoma
dell'Unione Europea. Tale rapporto, lo Chaillot &ap° 69, si presenta come una
vasta e completa monografia dal titolo “Protectimg European Homeland — The
CBR dimension” e affronta le problematiche connestae argomento, in primis

a scala continentale e in secundis analizzandgalozzazione delle singole
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nazioni. Le conclusioni a cui giunge sono moltaplio esso si afferma che

“sebbene la probabilitd di un attacco chimico, lugico e radiologico nel

continente europeo siano basse, le sue ramificaziotrebbero essere alte. |

recenti arresti in nazioni quali il Regno Unito adncia suggeriscono che le
probabilita di una minaccia di questo tipo aumerdanel tempo. [...] In
un'Europa priva di confini, le misure devono esseatisponibili a livello

comunitario per assicurare un coordinamento e uispasta adeguati nel caso di

un attacco di tipo CBR effettuato su larga scal&i evidenzia poi come i punti

piu importanti del Programma del 2001 siano stadpléati grazie al Programma
per I'ampliamento della cooperazione nell'Unioneolea per la prevenzione e la
limitazione delle conseguenze delle minacce diotesmo chimico, biologico,

radiologico e nucleare del dicembre del 2002.

Il rapporto esplica i suoi scopi attraverso alatapitoli fondamentali:

1. Rafforzare I'analisi e la gestione del rischioteéetorismo CBRN e la loro linea
di propagazione;

2. Ridurre la vulnerabilita della popolazione, dellldente, della catena
alimentare e delle proprieta rispetto ad attacctipd CBRN attraverso misure
preventive;

3. Assicurare una rapida rilevazione ed identificagiai un eventuale attacco e
la diffusione d'informazione (monitoraggio, allaremeomunicazione);

4. Rafforzare la base di ricerca scientifica del paogma,

5. Rafforzare la cooperazione tra gli stati e conrganizzazioni internazionali;

6. Assicurare la completa ed efficiente implementagialel programma e dei

sSuoi strumenti.
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Il rapporto continua analizzando i pregi ed i linmella situazione europea e
conclude riportando una serie di suggerimenti argpi@a vengano considerati ed
applicati quanto prima. Tra i piu importanti ci dae opportuno segnalare:

» Stabilire un coordinatore per la sicurezza teradera livello comunitario;

e« Formulare una strategia comune di sicurezza comrmigyt anche in

assenza del ruolo di coordinatore suddetto;
* Aumentare le possibilita di formazione di personpteparato a livello
comunitario;

» Stabilire una banca dati centralizzata per infonor@ziguardanti i CBR;

* Approntare una riserva di vaccini comune;

* Rivedere la quantita di fondi destinati alla preziene.
Su quest'ultimo punto ci sembra utile soffermarer pndare a evidenziare le
differenze in ambito europeo per cio che riguaalguantita di denaro pubblico
assicurata alle forze di difesa a livello nazion&& da osservare un costante
incremento, da parte di tutti i governi delle nazipiu esposte, delle risorse
finanziarie destinate alla prevenzione di attacehialla protezione delle
infrastrutture. Possiamo notare come ['ltalia figurterzo posto tra i 15 maggiori
paesi dell'Unione Europea per somma totale elaajitsettori di sicurezza, alle
spalle della Germania e Regno Unito, mentre pentguaguarda la percentuale
sul Pil essa e quarta con I'1,9% dietro al RegnioJalla Spagna (2,1 %) e al

Portogallo (2,0%) [tabella 1.1.1].
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Totale fondi
Percentuale sul o
Nazione stanzati
PIL
[milioni di €]
Regno Unito 2,1 34.140
Germania 1,6 34.020
ltalia 19 24.345
Francia 1,0 14.277
Spagna 2,1 13.980
Olanda 1,7 7.382
Belgio 1,6 4.109
Svezia 1,4 3.757
Austria 1,4 3.094
Portogallo 2,0 3.094
Finlandia 1,4 1.968
Irlanda 1,5 1.881
Danimarca 1,0 1.830
Grecia 1,1 1.515
Lussemburgo 1,1 252

Tab. 1.1.1Spesa pubblica per I'ordine pubblico e sicurezza

dell'Europa dei 15 per il 2002. Fonte: Eurostat (@ibigno 2004)

Per I'ltalia il giudizio € positivo per cio che vigrda I'adeguatezza organizzativa e

strutturale delle misure presenti per preveniratntare un eventuale attacco
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CBR. Si fa notare, infatti, la presenza di un piaaaionale di emergenza previsto
per questo tipo di minaccia. Esso descrive in dktta tipi di contaminanti che
possono essere utilizzati e il loro impatto potalezi Contiene, inoltre, alcune
informazioni non pubbliche sulle misure da prenderiévello locale, comprese
quelle di tipo operativo ed organizzativo. L'ISSti(uto Superiore di Sanita) e
I'ISPELS (Istituto Superiore per la Prevenzionei@i®zza del Lavoro) sono gli
enti individuati come i centri di supporto ed infeazione nel caso di un attacco di
tipo CBRN. In questo piano, espresso come partelaimentale del Piano
Sanitario Nazionale 2002-2005, sono definiti gliettivi strategici fondamentali
da adottare per fronteggiare in misura preventieminaccia di questo genere:

e programmare le misure preventive;

» definire le misure di sorveglianza, ovvero attivgmeventivamente le
funzioni specifiche e modellarle rispetto alla nucia;

» pianificare le misure di soccorso e trattamentofired di ripristinare le
condizioni di salute dei soggetti eventualmentepitiol bonificare gli
ambienti colpiti e/o i materiali contaminati nonat@ntenere e/o inattivare
il rischio residuo;

» diffondere la cultura dellemergenza e migliorare tapacita degli
operatori a risposte pronte ed adeguate;

* incrementare la capacita informativa a favore dplgolazione (anche
attraverso I'accesso al numero telefonico verdejina di accrescere la
fiducia del cittadino e la conoscenza dei compoetatinpiu opportuni da

adottare.
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Conseguentemente, le principali azioni da realesano:

e predisporre piani operativi regionali, articolatn iciascuna Azienda
Sanitaria, che individuino le funzioni da esperire specifichino le
modalita di svolgimento ed identifichino i divelisielli di responsabilita;

e approntare adeguate attrezzature, risorse e pitbtgmy affrontare |
diversi scenari di emergenza;

» adottare procedure operative standard per la fia@ofalsi allarmi;

* intensificare l'aggiornamento e la formazione diexgiori sanitari
[Ministero della Salute Pubblica, 2003].

Infine, & da sottolineare come il Dipartimento ¥agili del Fuoco, del Soccorso
Pubblico e della Sicurezza Civile abbiano adotiaiocostante programma di
addestramento in materia CBRN, mentre gia dal X8%tata fondata la Scuola
Interforze per la Difesa Nucleare, Biologica e Cicemal fine di addestrare
personale militare e civile. In Campania una prgsarcitazione interforze é stata
effettuata recentemente presso la Reggia di Casamtattimi risultati.

Le riserve idriche e il sistema integrato di dlsiizione rappresentano potenziali
obiettivi per l'attivita terroristica; anche unangdice sospensione del servizio
idrico pud colpire in maniera significativa una aamta e la contaminazione
intenzionale di un sistema acquedottistico comeepdr un attacco terroristico
comporterebbe soprattutto fenomeni di panico d@treonseguenze dal punto di
vista della salute e della sicurezza pubblica eshe@mico. La formulddiluition

is the solution”che veniva espressa con sicura soddisfazione miantagici ed
eccezionali eventi degli ultimi anni € pero oggstamtemente messa in dubbio. Il

Centro di Ricerca e Sviluppo Ingegneristico dedfedo americano ha



Cap. 1 Contaminagione intenzionale

evidenziato alcuni dei fattori da tenere in condéllanvalutazione della probabilita

di attacco: il basso costo di un‘operazione deégera necessita di conoscenza di

tecniche poco complicate e la sostanziale compdessdifficolta nelle eventuali

contromisure da adottare. Nella relazione Securéei\@upply [Ginsberg et al.,

2004] si segue un ragionamento di tipo strategieb aonfronti dei terroristi,

giudicando come principale scopo non il mero reolt quantitativo, ma

individuando come reale obiettivo la propagandaetrso il ruolo dei media. Per

questo motivo si giudica meno probabile un attaismdato ad un sistema di

distribuzione idrico, mentre si delineano due sdestgendibili:

1. Un attentato condotto come fase sinergica di umcedt di maggiori
dimensioni. La sospensione del servizio idrico @loibe essere effettuata come
prologo di una serie di incendi dolosi, in modetdh ostacolare gli interventi
e causare cosi una maggior quantita di danni. tleine possibile l'uso di
contaminanti in questo scenario per costringerautrita ad interrompere
I'erogazione di acqua.

2. Il secondo scenario prescinde dalle valutazioniiatmthe e valuta un attacco
mirato all'interruzione della distribuzione idrigqattraverso contaminanti o
danneggiando parti strutturali del sistema) comeznger limitare le risorse
difensive nei confronti di un attentato. Potenzualliettivi sono le strutture
militari di comando e controllo, le strutture lothe e quelle governative e
giudiziarie. Infine, si giudicano possibili anchbiettivi strategici connessi a
stati esteri come ambasciate e societd commedgipdirticolare importanza.

Secondo altri ricercatori del Centro di Ricerca wilUppo Ingegneristico

dell'esercito americano (ERDC) [Lory e al.] le oegsenze di un attacco

10
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terroristico di tipo CBR sono da giudicare peris@@anche perché, sebbene esse
si stima abbiano una durata limitata pari a poatee la decontaminazione di un
sistema idrico puo impiegare fino a diversi gigper contaminanti di tipo CB o
anche mesi o anni nel caso di agenti radioattivmmgortando I'inutilizzabilita
dell'infrastruttura per tutto questo intervallo t@émpo. Le diverse categorie di
potenziali contaminanti CBR di cui un'organizza&adwrroristica puo disporre

sono riportate nella tabella 1.1.2.

Agente CBR Gravita della
minaccia
Chimico
Agenti militari Significatival

Sostanze chimiche tossiche utilizzate in indugtrie o
Grande variabilit;

}S %

agricoltura (60000 stimate)

Biologico
Grande variabilita
Batteri o )
(alcuni di entita
molto seria
Virus Significatival
Protozoi Inferiore
Biotossine Massima
Radioattivo
Armi radioattive “bombe sporche” Molto sefia

Tab. 1.1.2Categorie agenti contaminanti CBR e relativa gravdella minaccia

11
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| fattori che possono ridurre I'efficacia di unantaiminazione CBR, sono:

%. la diluizione;

o

% la possibile interazione con cloro, clorammine, razce in genere con i
disinfettanti comunemente utilizzati;

%, la detossificazione che puo avvenire per cause ¢droksi, azione della luce;

o

%. la possibile degradazione dell'agente da partei@oin presenti nell'acqua;
% la poca quantita di acqua (stimabile nella quamtisssima di 3L/giorno) che

viene effettivamente utilizzata a fini alimentampeatabili;

o

% le turbolenze ed in genere il complesso regimeuidra presenti all'interno

delle condotte di distribuzione;

o

%. la presenza di misure di sicurezza interna edrestarsistema di distribuzione

per prevenire l'introduzione di agenti esterni.

D'altro canto, la pericolosita dei contaminanti esplica attraverso diverse
modalita. Infatti I'acqua contaminata rappresemtgericolo se ingerita, se viene
a contatto con la pelle o se inalata. In tal casogtan numero di persone
sarebbero contaminate allo stesso tempo con sirdionili e I'acqua sarebbe una
delle principali fonti sospette. Altri due poterlzizause potrebbero derivare dalla
contaminazione di acqua o di cibo. Le modalitaunst esplica la contaminazione
dipende da alcuni fattori: tipo di agente; concazitine e tossicita dell'agente;
volume d'acqua ingerito; contatto epidermico (isolul contatto con le mucose
della bocca o degli occhi); inalazione; sensibiliidividuale. Le biotossine e i

microorganismi sono probabilmente le forme primdiieontaminazione di acqua

potabile. Un'altro fattore da tenere in conto nabac di contaminazione di un

12
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sistema idrico e sicuramente la persistenza dgghta Alcune sostanze chimiche
idrolizzano in acqua in un breve periodo di tempd, esempio iimustard ha
un‘emivita (tempo di dimezzamento) di 15 minuti BZ idrolizza al passaggio in
microfiltri. Altre, invece, presentano un'emivitaolo piu estesa, come quella del
VX pari a 110-120 ore. Per cio che riguarda i comteanti biologici la loro
persistenza ha un ampio campo di variabilita, begtilenziare che mentre le
specie diVibrio cholerag Shigellg Escheria Colie Salmonellahanno un‘emivita
che varia tra le 7 e le 16 ore, peB#cillus anthracissi arriva anche a piu di 8
giorni. Gli agenti radiologici piu pericolosi daegto punto di vista sono invece lo
iodio-131 (emivita di 8 giorni), lo stronzio-90 (2¢hni) e il cesio-137 (emivita
fisica di 30 anni, emivita biologica variabile tr&0 e i 140 giorni). | prodotti
chimici industriali hanno anch'essi caratteristiofagiabili di persistenza e la loro
scomparsa dipendera dalle loro proprieta chimicheéakattenuazione indotta

dalla presenza di cloro nell'acqua.

13
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2. Identificazione dei contaminanti

La prima fase della ricerca é stata mirata ad woata disamina dello stato
dell'arte delle conoscenze esistenti su tale probtea; la ricerca bibliografica e

stata effettuata sia presso le biblioteche delt&wlico sia presso altre biblioteche
mediante l'ausilio di mezzi informatici. Necessarjunto di partenza é

l'individuazione degli agenti utilizzabili per unttentato ad un sistema idrico:
questi possono essere classificati come: agentiichiagenti biologici ed agenti

radioattivi.

Agenti chimici

Gli agenti chimici utilizzabili sono molteplici, dr essi se ne sono individuati
alcuni che spiccano per tossicita e per facile nibpi¢a. Si noti che per ottenere
risultati su vasta scala sarebbero necessarieitpuanbrmi di tali sostanze.

Agenti_Nervini: appartengono alla classe degli organofosforiond&Ssostanze

dall’elevato potere tossico che causano il decessglj uomini e negli animali,
paralizzandone la muscolatura. Al contrario delkeeasostanze chimiche, gli
Agenti Nervini non vengono in genere utilizzati gdtacchi localizzati ma per

colpire intere popolazioni [Chudler, 2001].

: ]
7
REO/ \><

Fig. 1.2.1 Formula di struttura comune agli Agenti Nervini

14
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La struttura degli Agenti Nervini varia a seconda l@kgami che si vengono ad
istaurare tra gli atomi. La formula di strutturaa4e” € evidenziata nella figura
1.2.1; nella tabella 1.2.1 sono state, invece, rigbe, nello specifico, le

combinazioni che si possono avere al variare;dRRe X [Chudler, 2001].

AGENTE X R1 R2
DFP F O-CH(CHa)2 CH(CHa3):
Tabun
CN N(CH3)2 CoHs
(GA)
Sarin
= CHs CH(CHs3).
(GB)
Soman CH(CHs)
F CHs
(GD) C(CH)s
Cyclosarin Cyclohex
F CHs
(GF) yl
VX SCH2CH2N[CH(CH3)2]2 CHs CzHs
Tab. 1.2.1

L’azione comune agli Agenti Nervini & di inibire processi di colinesterasi,
enzimi importanti perché provvedono al controlloll'dpparato nervoso.

Normalmente, quando un impulso nervoso raggiungecetiula, essa produce un
enzima noto col nome di acetilcolina, che viagdi@agerso lo spazio tra due
cellule nervose e stimola la cellula successivatétruzione di questa catena di
trasmissioni nervose per effetto degli Agenti Nervwrovoca la contrazione
incontrollata ed il bloccaggio della muscolaturasesyuito della contrazione dei

muscoli della cornea si ha la perdita momentandla dista, il corpo € preso da

15
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convulsioni e, infine, sopravviene la paralisi. &fine la paralisi del diaframma
da luogo al decesso per asfissia [ATSDR, 2002].

A seguito del contagio si possono manifestare i ueety sintomi,
indipendentemente dal modo in cui si € venuti aattm con uno qualsiasi degli
agenti nervini: pupille rimpicciolite, dolore agicchi, vista sfocata, sudorazione
eccessiva, tosse, affanno, diarrea, eccessiva sgspell di urina, stato
confusionale, sonnolenza, debolezza, mal di testasea, vomito e/o dolori
addominali, battito cardiaco lento o accelerat@naali sbalzi di pressione. Anche
una piccola goccia sulla pelle puo causare sudmmaze contrazioni muscolari
laddove e entrata a contatto con la cute.

L’esposizione ad una dose maggiore (con qualsiasiafitd) puo causare perdita
di conoscenza, convulsioni, paralisi, arresto respiio che porta alla morte

DFP

CsH14FO3P diisopropyl phosphorofluoridate

E stata la prima sostanza chimica ricavata comecjms sviluppata in Germania
intorno al 1930 (figura 1.2.2). A partire dallo Isygpo di questa sostanza hanno
poi avuto origine, nel tempo, altri composti orgimsborici. Essa ha un peso
molecolare pari a 184,2; & poco stabile e facilmemiscibile.

Il DFP risulta solubile in acqua e negli oli vedetaoco in quelli minerali. E
praticamente inodore e liquido dal colore giallogn& un potente inibitore della

colinesterasi e viene spesso utilizzato a scomsfico per studiare gli enzimi.
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0
Ha I
>CH 0—P—F
HL |
0
|
CH
HaLC CHa

Fig. 1.2.2Formula di struttura del DFP.

Anche se i valori della LE (dose letale nel 50% dei casi) risultano relatigata
bassi, la sua tossicita & elevata, qualsiasi siaddalita secondo cui avviene |l

contagio. E altamente volatile [Moreau, 2001; Cdhri®©87].

GA (Tabun)

CoHsOP(O)(CN)N(CH):

O-ethyl dimethylphosphoramidocyanidate

Il Tabun € una sostanza chimica prodotta a scofiadécome altri gas nervini &
possibile che sia stato utilizzato nella guerrdrfaa-Iraq nel 1980). Fu sviluppato
nel 1936 in Germania, come pesticida, dal chimed®$co Gerhard Schrader, che
lavorava presso la IG Farben, una compagnia chprpdusse anche lo Zyklon-B
(un gas utilizzato dai nazisti nei campi di concamiento durante la Seconda
Guerra Mondiale). La sua produzione risulta esperesemplice rispetto a quella

degli altri agenti nervini; la sua formula di sturg e riportata nella figura 1.2.3.

17
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Il Tabun e un liquido chiaro, incolore e insapoceha un lieve odore di frutta.
Puo diventare vapore se viene riscaldato. Paragoagli altri gas nervini, il

Tabun e piu volatile del VX, ma meno del Sarin.

1 0
C
N
N—P—CN
e’
Ch OC,H;

Fig. 1.2.3Formula di struttura del Tabun

Per queste proprieta, le persone possono esserfagionente infettate con i
vapori del Tabun; esso ha un’azione immediata maemmpo di persistenza
ridotto, senz’altro minore di quello del VX.

Allo stato gassoso, il Tabun e piu pesante dedl’a:i quindi, persiste negli strati
bassi aumentando il rischio di contagio.

A seguito del rilascio di Tabun nell'ambiente legmne possono essere esposte al
contagio attraverso il contatto con la pelle o gtinocchi oppure attraverso la
respirazione del velendzsso si mescola, altresi, semplicemente con l'agjua
quindi, puo essere utilizzato per contaminarlacdhtagio in questo modo puo
avvenire tramite il contatto o I'ingestione deldido contaminato. Si puo essere
infettati anche tramite l'ingestione di cibo infettPersiste sugli indumenti per

circa 30 minuti, per cui in questo modo posson@ressontagiate anche persone
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che non sono venute a contatto direttamente caneel Inoltre il Tabun si
decompone molto lentamente nell’organismo, perpmo dar luogo anche ad
effetti multipli.

| danni derivanti dall’esposizione dipendono datmfalttori (modalita, tempo...).
La LDsg nei topi, per via orale, € di 3.7mg/Kg [Fishma@02 (a)].

| sintomi per quanto riguarda il contagio a seguielingestione di acqua
contaminata si manifestano in un arco di tempowehda pochi minuti fino alle
18 ore. | gas nervini, come gia osservato, in gdaeeagiscono impedendo il
corretto funzionamento di ghiandole e muscoli,esotando questi ultimi fino a
che, a lungo andare, viene ostacolata la respirazice persone esposte in modo
lieve devono essere, comunque, ricoverate. Le perggposte in maniera piu
forte hanno poche possibilita di sopravvivere.

La guarigione dall’esposizione al Tabun e possibiia gli antidoti validi devono
essere usati rapidamente (entro pochi minuti) peere efficaci. In ogni modo, se
il Tabun viene ingerito, bisogna cercare di non iarme o bere altri liquidi. La
cura medica consiste nel rimuovere il Tabun dajmismo per quanto possibile

[CDC ,2003 (a); U.S. Army,1990 (azhemistry of GA (Tabun)].

GB (Sarin)

C4H1gFOP Isopropyl methylphosphonofluoridate

Il Sarin & una sostanza chimica prodotta dall'u@rszopo bellico (come altri gas
nervini, &€ possibile che sia stato utilizzato negjleerra fra Iran-lraq nel 1980; e
stato utilizzato, inoltre, in due attacchi terrdosin Giappone nel 1994 e nel

1995). Il Sarin e stato sviluppato nel 1938 in Gamia come pesticida ( nella
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figura 1.2.4 é riportata la sua formula strutturaleella figura 1.2.5 e proposta
una rappresentazione tridimensionale della molgcola

Il Sarin € un liquido chiaro, incolore e insaporaa ha odore nella sua forma
pura. Comunque puo evaporare e diffondersi nelliantb. L'esposizione al
contagio avviene attraverso il contatto con la el con gli occhi oppure
attraverso la respirazione del veleno se questova sotto forma di vapore.

Allo stato gassoso, il Sarin € piu pesante def’aiquindi persiste negli strati
bassi aumentando il rischio di contagio. Il Sarihu volatile dei gas nervini e,
quindi, € piu facile che evapori e si diffonda tagtibiente. Sempre per questo

motivo ha un’azione immediata ma di modesta durata.

HC &

Fig. 1.2.4Formula di struttura del Sarin

Il Sarin si mescola semplicemente con I'acqua @dijupuo essere utilizzato per
contaminarla. Il contagio in questo modo puo aweeriramite contatto o
ingestione del liquido contaminato. Si puO essamnéettati anche tramite
ingestione di cibo infetto. Poiché il Sarin si degmne molto lentamente

nell'organismo, puo anche dar luogo ad effetti mplilt
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| danni derivanti dall’esposizione dipendono datmfalttori (modalita, tempo...).
Una dose di appena 0,01mg/Kg di peso corporeo psere letale. La L{ nei

topi, per via orale, e di 550 pg/Kg [Fishman, 2002.

Fig. 1.2.5Rappresentazione tridimensionale

della struttura della molecola del Sarin

| sintomi, per quanto riguarda il contagio a semuiell'ingestione di acqua
contaminata, si manifestano in un arco di tempowehda pochi minuti fino alle
18 ore. Come tutti i gas nervini, il Sarin agisampedendo il corretto
funzionamento di ghiandole e muscoli, sollecitamg@sti ultimi fino a che, a
lungo andare, viene ostacolata la respirazione.pé&esone non si accorgono
dell’'esposizione al Sarin proprio perché esso gopdi odore. La guarigione é
possibile, ma gli antidoti validi devono esseretiusapidamente (entro pochi

minuti) per essere efficaci. In ogni modo, se iridaviene ingerito bisogna
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cercare di non vomitare o bere altri liquidi. Laaumedica consiste nel rimuovere
il Sarin dall'organismo per quanto possibile [CD@3 (b); U.S. Army,1990 (b);

Chemistry of GB (Sarin)].

GD (Soman)

CH3P(O)(F)OCH(CH)C(CHg)s Pinacolylmethylphosphonefluoridate

I Soman e un agente chimico creato dalluomo gadoellico (probabilmente
come altri agenti nervini e stato utilizzato negjtiacchi della guerra Iran-lraq nel
1980). Originariamente e stato sviluppato in Gelimael 1944 come insetticida;
nella figura 1.2.6 ne e riportata la formula stitdte. Il Soman € un liquido
incolore e insapore con un lieve odore di canfooan il Vicks Vaporub®) o di

frutta marcia. Puo diventare vapore se riscaldato.

HiC, O

,fp*\

(CHg}aC—CH—O" F
CHs

Fig. 1.2.6Formula di struttura del Soman

Comparato ad altri gas nervini, il Soman é piu tieglalel VX e meno del Sarin.
Piu elevata e la volatilita di una sostanza chimpta probabilmente esso passera

da liquido a vapore e si disperdera nellambieitata la sua alta volatilita, il
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Soman ha un effetto immediato ma breve, con tempgeisistenza modesto. A
seguito del rilascio di Soman nell’ambiente, 'uopu® venirne a contatto tramite
la pelle, gli occhi o per inalazione. La contaminae pud avvenire anche
ingerendo cibi infetti. Gli abiti contaminati possorilasciare i vapori del Soman
per circa mezzora cosi da infettare altre perséagsendo il Soman sotto forma di
gas piu pesante dell'aria, si pu0, inoltre, depmsit negli strati inferiori
dell'atmosfera, dando luogo, cosi, ad una maggesposizione. Il Soman si
miscela facilmente con l'acqua, per cui puo esseitezzato per contaminarla:
'uomo pud essere esposto al contagio o bevendogua contaminata o
venendone a contatto tramite la pelle. II Somandestompone lentamente
nell'organismo per cui possono aversi effetti cuamtivl anche con altri agenti
nervini. Il danno derivante dall’esposizione al Swmdipende dalla quantita
dell'inquinante, dalle modalita di contatto e daiipo di esposizione. La lspnei
topi e di 64 pg/kg. | sintomi appaiono a pochi settalall’esposizione al Soman
in forma di vapore; se il Soman ¢ in forma liquglaeffetti si riscontrano in un
arco di tempo che va da pochi minuti a 18 ore.

Anche se il Soman ha un odore di canfora o fruttacra, questo non viene
immediatamente individuato dalluomo come pericdle. persone che vengono
esposte al Soman in maniera moderata tramite ioakz ingestione o
assorbimento dalla pelle possono avvertire i sin@partire da pochi secondi o
ore dall’esposizione. Diversamente dai pesticidgas nervini possono essere
associati a problemi neurologici non prima di una doe settimane
dell'esposizione. La guarigione dall'esposizioneSaiman € possibile, ma gli

antidoti devono essere somministrati rapidameatgr¢ pochi minuti) perché
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risultino efficaci. Se il Soman viene, invece, inge non bisogna cercare di
vomitare o bere altri liquidi, ma cercare aiutootgendosi ad un medico

[CDC,2003 (c);U.S. Army,1990 (c); Chemistry of GD (Soman)].

GF (Cyclosarin)

C7H14FO,P Cyclohexyl methylphosphonofluoridate

E anche noto come Cyclosarin; in fase liquida haeampo di persistenza di circa
due giorni (dipende molto dalle condizioni clim&ig} e non ha un preciso odore.
Probabilmente fu sintetizzato durante la Secondar@uMondiale dai tedeschi
durante studi sui pesticidi organofosforici [GF]elM figura 1.2.7 e riportata la
formula di struttura del GF. Il suo peso molecolarg80.14 [Fishman, 2002 (c)].

E poco solubile in acqua.

CHa, n

N

D_CYRkO_CeHM

L
\

Fig. 1.2.7Formula di struttura del Cyclosarin (GF)

L’azione di questa sostanza e simile a quella dercéano gli altri composti

organofosforici, ossia inibisce i processi di cefiterasi. Il suo potere inibente €,
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pero, superiore rispetto agli altri composti. Quespotere € espresso
comunemente tramite —log della concentrazione raotahiesta per inibire al
50% l'acetilcolinesterasi in vitro (pI50). A titoldi confronto, nella tabella 1.2.2
sono stati riportati i valori dell’indice pl50 par composti organofosforici.
L’LD50, nelluomo, é stimato pari a 5 mg/Kg [Gratt&#998]. La solubilita di
guesto agente e simile a quella del Soman [U.SyAra90 (e)].

| sintomi sono: respiro corto, spasmi muscolartatosdi incoscienza. Nel tratto
gastrointestinale agisce provocando nausea, vordisoyea e anoressia. Puo

portare al decesso [Chemical Agents].

Agente Plso
Cyclosarin 10.1
Soman 9,2
Sarin 8,9
VX 8,8
Tabun 8,6
DFP 6,5

Tab. 1.2.2Potenza dell’acetilcolinesterasi

VX

CH3CH,0-P(O)(CH)-SCHCH;N(CsH7)2

S-2 (diisopropylamino) ethyl O-ethyl Methylphosplotinioate.
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I VX e una sostanza chimica prodotta dall'uomaap® bellico (é probabile che
sia stato utilizzato, come altri gas nervini, ngjleerra Iran-Iraq nel 1980).

E stato sviluppato nel 1950 in InghilterrRofton Down Chemical Weapons
Research CentreWiltshire) come pesticida; nella figura 1.2.8 @eiportata la
formula strutturale e nella figura 1.2.9 una rapprgazione tridimensionale della

molecola.

[] HaC CHas

|
Ha []

< CH2

CHs

Fig.1.2.8Formula di struttura del VX

Il VX & privo di odore e di sapore. E un liquidaeoso con un colore ambrato,
molto lento ad evaporare (in pratica evapora corefdezza di un olio per
motori).

Anche se non si miscela nell’acqua cosi facilmeotee gli altri gas nervini, puo
essere rilasciato in acqua ed esporre cosi le pemorischio di contaminazione.
Allo stato gassoso e piu pesante dell’'aria e, quipdrsiste negli strati bassi
aumentando il rischio di contagio. Infatti, la “\del VX sta ad indicare la sua

lunga persistenza nell’atmosfera.
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<

Fig. 1.2.9Rappresentazione tridimensionale

della struttura della molecola del VX

I VX é il piu potente dei gas nervini: il solo datto con la pelle, se non detersa
immediatamente, puo essere letale. |l fatto poiickeX sia il meno volatile fra i
gas nervini, comporta che la sua persistenza ndbiente &€ elevata. Se favorito
dal clima, il VX pud proseguire la sua azione p@rm €, in un clima molto
caldo, addirittura per mesi. Il danno derivantel'ésposizione al VX dipende
dalla quantita dell'inquinante, dalle modalita dontatto e dal tempo di
esposizione. Il contagio avviene attraverso il atiotcon la pelle o con gli occhi
oppure attraverso la respirazione del veleno dottoa di vapore. A causa della
lenta decomposizione nell’'organismo, si possonharavere effetti multipli. La
LDso €, nei topi, di 15 pg/Kg; per 'uomo € di circal®d,mg/Kg. | sintomi per
guanto riguarda il contagio, a seguito dell'ingaisé di acqua contaminata, si

manifestano in un arco di tempo che va da pochutnimo a 18 ore. Se il VX
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viene ingerito bisogna cercare di non vomitare i@ ladtri liquidi. La cura medica

consiste nel rimuovere il VX dall’organismo per gt@possibile [CDC ,2003 (d);

U.S. Army ,1990 (d); Chemistry of VX].

A conclusione dell’esame dei gas nervini, in tabél2.3 ne sono state riportate le

quantita che risultano letali per I'organismo dedfno, se I'esposizione avviene

tramite il contatto epidermico col veleno.

Nella tabella 1.2.4 sono stati invece riportati reqursori degli agenti

Vapore (CT) Liquido
Agente (mg-min/nT) ug/person || mg/k
Tabun 20,000-40,000,000-1,50050-70
Sarin 12,000-15,00@,000-1,70{)25-50
Soman 10,000 600 5-2
Cyclosarin 15,000 350
VX 600-700 3.4-6.0 | 0.1-0
Tab. 1.2.3

nervini con i loro utilizzi nel passato.
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Ritardanti di fiamm

PRECURSORE UTILIZZI CIVILI ARMI CHIMICHE
Tricloruro di fosforo | Sintesi organica SOMAN (GD)
Insetticidi TABUN (GA)
Additivi petroliferi SARIN (GB)
Plastificanti
Sintesi di tensioattivi
Catalizzatori
Colorant
Fosfito di dimetile Sintesi organica SARIN
Additivi per lubrificant SOMAN
Ossicloruro di fosforg Sintesi organica TABUN(GA)
Plastificanti
Additivi petroliferi
Insetticidi

Fluoruro di potassio

Fluorurazione composti orgaf8ARIN (GB)

Sterilizzazione alimenti
Produzione vetro e porcelle

SOMAN (GD)

Dimetilammina

Sintesi organica
Industria farmaceutica
Detergenti
Pesticidi
Additivi petroliferi
Combustibile per miss

TABUN

Fluoruro di idrogeno

Fluorizzazione in reazioni
chimiche
Catalizzatore in reazioni di
polimerizzazione
Additivi combustibili per missil
Processamento ural

SARIN (GB)
SOMAN (GD)

Bifluoruro di potassio

Produzione di fluoruro
Catalizzatore di alchilazione
Trattamento del carbone
Saldatura dell'araeni

SARIN (GB)

SOMAN

Bifluoruro di
ammonio

Produzione ceramiche
Sterilizzatore per app. aliment
Elettroplaccatura

Incisione del vetr

SOMAN
G B

Cianuro di sodio

Estrazione oro e argento

GA

Tab. 1.2.4
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Agenti Vescicanti

Gli Agenti Vescicanti sono composti citotossicikalanti, notoriamente indicati
come ‘Mustard’ o “Mustard Gas Di seguito vengono sinteticamente discussi i

quattro agenti che appartengono a questa categoria.

Sulfur Mustard (Iprite)

CI-CH2-CH,-S-CH-CH,-Cl 1,1-thiobis(2-chloroethane)

E stato sintetizzato per la prima volta da Fred#eBathrie nel 1860, che, facendo
reagire I'etilene con il G| ne noto gli effetti sulla sua pelle. Nel 1886\ictor
Meyer a pubblicare la sintesi; nella figura 1.2\vi@ne riportata la formula di
struttura e nella figura 1.2.11 la rappresentazioidémensionale della molecola

dell’'lprite. Ha un peso molecolare pari a 159.08.

CH2CH-:CI

CH2CH-:CI

Fig. 1.2.10Formula di struttura del Mustard Gas
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La Sulfur Mustard, che appartiene al gruppo degéndi alchilanti € un tipo di

agente chimico detto anche “agente vescicanteUaacdella sua forte azione sui
tessuti. E individuato anche, dalle forze militaon le sigle H, HD, HT. Quando
non si presenta inodore, assume il tipico aroméadéb, della cipolla o della

mostarda (Mustard Gas). Si puo presentare sotteefali vapore, come un liquido
dalla tessitura simile a quella degli olii, oppw@aido. Quando € liquido (alla
pressione di 1 atmosfera e alla temperatura di Ll&S6ume delle colorazioni che

vanno dal giallo al marrone.

Fig. 1.2.11Rappresentazione tridimensionale

della struttura della molecola della Sulfur Mustard

L’lprite & stata utilizzata per la prima volta comgente chimico bellico durante

by

la prima Guerra Mondiale; recentemente € stataidersta I'opportunita di
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utilizzarla per trattare la pelle soggetta a psori@omunque attualmente non e
impiegata nel campo medico.

Se il “gas mostarda” viene rilasciato in acquapd@olazione pud essere esposta
bevendo I'acqua contaminata oppure per contattdacpelle. Si pud anche essere
esposti direttamente all’azione del vapore o dglitlo. Persiste nellambiente per
due, tre giorni o, in particolari condizioni (tenmpwira bassa), per alcune
settimane. Si scinde lentamente nell’organismo adonche si possano verificare
anche effetti cumulativi per successive esposizignpitl pesante dell’aria e per
questo permane a basse quote. Gli effetti sonadiirefunzione delle modalita
tramite le quali si viene a contatto con l'agermtel, tempo di esposizione e della
quantita con cui si viene a contatto. Lasgk®alutata per 'uomo (per via orale) e
pari a 0.7mg/Kg [Blister Agent].

| danni consistono prevalentemente nel fatto clgasl attacca le cellule del corpo
danneggiando la struttura del DNA, in modo che a@agtrasmesse informazioni
errate e non si riescano a replicare le celluletenor

La popolazione pud non accorgersi del pericolo,ndamento che il gas pud non
avere odore o avere un odore che non crea alliismtomi dell’avvelenamento
possono non essere immediati; essi possono rivéhams tempo che va dalle 2
alle 24 ore. | sintomi possono essere irritazioaadpelle, dolori addominali,
febbre, nausea, vomito ecc., ed a lungo termitma si decesso. Nelle esperienze
in vitro si osservano effetti mutagenici e genaoitmssei linfociti dei ratti. Non
essendo sinora stati portati a termine studi toksiici su tale sostanza, non si &
ancora trovata una cura all'intossicazione [Holla@®C, 2003 (e); Mustard gas;

Mustard gas chemical and physical information].
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Lewisite

C, H, As CkDichloro-(2-chlorovinyl) arsine

La Lewisite € un tipo di agente chimico bellico grevoca vesciche sulla pelle e
sulle mucose delle membrane. E una sostanza obbesaella sua forma pura si
presenta priva di colore e che, se impura, assuaterazioni che vanno
dall’'ambra al nero. Contiene arsenico e ha un odbeericorda i gerani. Dalle
forze armate viene indicato con la lettera “L”. lLewisite non esiste in natura e la
sua scoperta risale al 1918: nella figura 1.2.12éngportata la formula di

struttura. Il suo peso molecolare e 207.32.

Fig. 1.2.12Formula di struttura della Lewisite

Le persone possono venire a contatto con la Leavest questa sostanza viene
rilasciata in aria (per inalazione o contatto campelle), in acqua (bevendola o
bagnandosi) o nel cibo (ingerendola).

Sotto forma di vapore la Lewisite € piu pesantd’'ate e di conseguenza

permane nelle parti basse dell’atmosfera. La Legvigi forma liquida permane
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per molto tempo in diverse condizioni ambiental: tdmperature prossime allo
zero fino a temperature elevatissime.

Le diverse modalita di azione di questo agente degate alle modalita e ai
quantitativi di assunzione. Avendo un elevato poterritante danneggia
immediatamente la pelle, gli occhi e le vie redpnia. Contenendo arsenico,
I'avvelenamento da Lewisite ha anche effetti simlliavvelenamento da arsenico
(come, per esempio, dolori allo stomaco e presdiassa).

La maggior parte delle informazioni relative alfetto della Lewisite sulla salute
derivano da studi fatti su cavie. | sintomi delValenamento sopraggiungono
immediatamente a seguito dell’esposizione. Sullke pessa provoca in breve
tempo irritazione e arrossamento e dopo pochi mawminciano a formarsi delle
vesciche che, quasi istantaneamente, ricoprore ltatea che & venuta a contatto
col veleno. Gli occhi si irritano e si gonfianodiad arrivare alla cecita; I'attacco
alle vie respiratorie si manifesta con tosse vi@agestarnuti e sangue dal naso fino
a comportare danni permanenti; I'attacco all’apfmachgerente si manifesta con
diarrea, nausea e vomito.

Se la Lewisite viene ingerita non bisogna introduattri fluidi nel corpo e non
bisogna vomitare. Sono attualmente disponibili dagtidoti contro questa forma
di avvelenamenti che, comunque, devono essere gsustrati nel minor tempo

possibile [CDC, 2003 (i); U.S. Army (z2)].
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Di seguito € riportata una tabella dove vengonacas i limiti tossicologici per

le Lewisite:

LCtso (inalazione, uomo) 1200-1500 mg mir/m
LCtso (vap. su pelle, uomo) 100,000 mg mif/m
LCtso (pelle, uomo) >1500 mg/min
ICtso (0cchi, uomo): < 300 mg minfm
LDso (orale, ratti) 50 mg/kg

LDs (Sottocutanea, ratti) 1 mg/kg
LDso (pelle, conigli) 6 mg/kg
LDso (sottocutanea, conigli) 2 mg/kg
LDso (intravena, conigli) 500 mg/kg
LDso (pelle, porcellini) 12 mg/kg
LDso (sottocut., porcellini) 1 mg/kg
LDso (pelle,anim. domest.) 15 mg/kg
LCtso (inalazione, ratti) 1500 mg minfm
(9 min)
LCtso (vapore su pelle, ratti) 20,000 mg miri/m
(25 min)
Tab. 1.2.5

*LCtso ;€ la concentrazione letale di un agente chimicorsinistrato sotto

forma di vapore che uccide il 50% degli individgpesti.
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Nitrogen Mustard

N(CH.CH.Cl); Tris(2-chloroethyl)amine

La Nitrogen Mustard, anche nota come HN3, fu prizdatscopo bellico intorno
al 1920. L'HN3 e un agente vescicante molto siralldprite. Si puo trovare sotto
diverse forme (liquido oleoso, vapore o solidi) ® mssumere diversi odori (di
pesce, di muffa, di frutta). A temperatura ambiesitigova sotto forma di liquido,
il cui colore puo essere ambrato o giallo. Le véorene di questo agente (HN1,
HN2 e HN3) furono realizzate al fine di utilizzarale prodotto come agente
chimico bellico. Nella figura 1.2.13 é riportataftamula di struttura del’HN3. ||

suo peso molecolare é pari a 204.54.

CH,CH,C!
CICH,CHp-N
CH,CH,CI

Fig.1.2.13Formula di struttura della Nitrogen Mustard (HN3)

Se I'HN3 viene rilasciato nellambiente come vapdtesposizione avviene per
contatto con la pelle, con gli occhi o respirangdaholtre essendo questo agente
piu pesante dell’aria, permane nelle parti basiatheosfera. Se viene rilasciato
in acqua, si puo essere contaminati sia ingereadqua infetta che venendone a
contatto tramite la pelle. Gli effetti sono divemiseconda delle modalita di

contatto con I'agente e del quantitativo assuntanfpotente irritante e attacca la
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pelle, gli occhi e le vie respiratorie. L'HN3 enfi@cilmente e velocemente nelle
cellule del corpo danneggiandole permanentemente.
Normalmente i sintomi non sono immediati e possamche sopraggiungere dopo
alcune ore. Gli effetti possono essere divisi inzione della parte del corpo
danneggiata:

0 Pelle rossore, seguito dalla formazione di vescicheoel2 ore

dall’esposizione;

0 Occhr irritazione, dolore, gonfiore e, in alcuni caperdita

della vista;

0 Apparato respiratoriodolore al naso, tosse, respiro corto e, a

lungo termine, danni permanenti all’apparato;

O Apparato digerentadolori addominali, diarrea, nausea e vomito

culminanti in alcuni casi con il decesso;

0 Cervella tremore, non coordinazione dei movimenti e

convulsioni.
Il valore dell'LCtso (concentrazione letale di un agente chimico sonstnato
sotto forma di vapore che uccide il 50% delle peesesposte) per contatto con la
pelle & di 10000mg-min/fm Attualmente non esistono antidoti per questo tpo

veleno [CDC,2003()J.S. Army (y)].

Phosgene Oxime

CHCIL,NOH Dichloroformoxime

Il Phosgene Oxime & un agente chimico bellico antie che produce un effetto

simile all’'ortica. Il Phosgene Oxime e anche notone agente corrosivo per il
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modo in cui attacca la pelle e i tessuti. Fu primpéer la prima volta nel 1929. Le
informazioni chimiche specifiche su questo agermrosmolto limitate: nella

figura 1.2.14 ne e rappresentata la formula ditstra.

Fig.1.2.14Formula di struttura del Phosgene Oxime

Fisicamente si presenta trasparente se solidolle-giarrone se liquido; ha un
odore sgradevole e irritante. Dalle forze armatneiindividuato con la sigla
“CX". La sua persistenza nell’ambiente e intenskengarti basse dell'atmosfera
(é piu pesante dell'aria) ma limitata nel tempa. édlletti sono diversi a seconda
delle modalita di contatto con l'agente e del gitatito assunto. Se viene
rilasciato nell'ambiente sotto forma di vaporepad essere contagiati tramite il
contatto con la pelle o l'inalazione. Se vienesgiato come liquido in acqua,
I'esposizione avviene toccando o bevendo I'acqdettan Inoltre, pud venire a
contatto con i cibi ed essere ingerito.

Gli effetti possono essere divisi in funzione deléate del corpo danneggiata:
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[0 Pelle i dolori giungono dopo pochi secondi accompagdatun
arrossamento della pelle; entro 15 minuti cominkiprurito; la
pelle in seguito diventa marrone e le cellule maoojo

0 Occht irritazione, dolore, gonfiore e, in alcuni cgserdita della
vista ;

0 Apparato respiratorio istantanea irritazione delle vie

respiratorie, dolore al naso, tosse, respiro ceyrta lungo termine,

danni permanenti all’apparato.
Il valore dell'LCtso (concentrazione letale di un agente chimico sonstnato
sotto forma di vapore che uccide il 50% delle peesesposte) stimato € di 3200
mg-min/nt; il valore che provoca irritazione entro 12 seda@ndi 0,2 mg-min/m
L’ LD s, per contatto con la pelle, & pari a 25 mg/Kg [CER
Attualmente non esistono antidoti per questo tipeeteno [CDC,2003(m); U.S.

Army (x)].

Agenti chimici derivati dalle piante

A questa categoria di agenti chimici bellici appagono: Ricina, Abrin,
Capsicina e Stricnina. Di seguito illustriamo leratteristiche di questi
guattro agenti, con una premessa per la Ricin&larih, specificando le
caratteristiche comuni a queste due tossine.

Ricina e Abrin

Molti organismi producono potenti prototossine chgaccano le altre
cellule, spesso con effetti letali. La Ricina el sonoparticolari tossine

capaci di sfruttare il trasporto intracellulare ggeando dalla superficie
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della cellula fino al substrato interno al citosdlli proteine tossiche
derivanti dalle piante appartengono al gruppo dditetossine, che
inibiscono la sintesi proteica delle cellule eusriSono composte da due
catene, delle quali la catena A ha una vera e @r@aione tossica, mentre
la catena B ha la funzione di facilitare il tragpadella catena A all'interno
della cellula [Patocka, 2003 (a); Patocka, 2003 (b)

Ricina
La Ricina € un veleno che puo essere prodottatagodai rifiuti derivanti

dal trattamento dei semi delcinus communiffigura 1.2.15)

Fig. 1.2.15Pianta e semi di ricino
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La Ricina € una prototossina composta da due catepgdiche indicate
comeA-chaine B-chain legate da un ponte disolfuro: in figura 1.2.16éne

riportata la struttura in forma tridimensionale.

Fig. 1.2.16Rappresentazione tridimensionale

della struttura della Ricina

La Ricina é l'unica tossina che esiste in naturgremde quantita. La semplicita
con cui si puo separare la tossina dall’'olio eai$¢p costo dei semi fanno si che
guesto veleno sia davvero alla portata di tuttip® ritenere, quindi, che questa
sostanza sia una reale minacqgi@rché facilmente utilizzabile come arma in
attacchi terroristici.

Abrin

E una tossina naturale che si pud ricavare dai sethiAbrus precatoriusnoto

anche come “albero del rosario”, in quanto se nézzdvano i semi per
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confezionare corone. Questi semi sono rossi cofe delacchie nere sulla

superficie. Nella figura 1.2.17 sono raffiguratglanta e i semi.

Fig. 1.2.17 Pianta e semi dell’ Abrus precatorius.

L’Abrin e simile alla Ricina, perdo € molto piu valeso (una dose di 0,04 ug/Kg
di Abrin ha un effetto equivalente ad una dose jdg&g di Ricina).

L’Abrin & una prototossina; esiste in due formelicgate comebrin-a e Abrin-b.
Entrambe le forme sono composte da due catenedpdyi indicate come\-
chaine B-chain legate da un ponte disolfato: in figura 1.2.18a#a riportata una
rappresentazione tridimensionale della strutturaud peso molecolare varia da

63000 a 67000.

42



Cap. 1 Contaminagione intenzionale

Fig. 1.2.18Rappresentazione tridimensionale

della struttura dell’Abrin

L’Abrin si pud realizzare sotto forma di polverei (dolore giallognolo),
nebbiolina o palline, e si pud sciogliere in acgbauna sostanza stabile, il che
significa che pud persistere nelllambiente per mditmpo nonostante forti
escursioni termiche. Non si hanno notizie dellimib di questa sostanza per
scopi offensivi. La pianta da cui si ricava € tgpielle zone tropicali ed é di solito
utilizzata come erba medicinale. | semi di quesaatp sono stati utilizzati anche
come monili ebraici, che potevano pero tramutansveleno qualora fossero stati
ingoiati.

L’Abrin viene utilizzato nel campo della medicinger sconfiggere le cellule del

cancro. Utilizzato come veleno, pud essere inalasigpud essere esposti alla

43



Cap. 1 Contaminagione intenzionale

sostanza tossica toccando superfici sulle qual saclute particelle o goccioline
di Abrin, oppure dal diretto contatto con queste.si. puo ingerire tramite cibo o
acqua. L’avvelenamento da Abrin non € contagiosore si puo trasmettere per
contatto tra persone. L’Abrin penetra all'internelld cellule del corpo umano e
inibisce la produzione delle proteine. | sintomi pnportanti dell’avvelenamento
dipendono dalla modalita di assunzione e dalla @odagli organi vitali colpiti.
Per i primi sintomi da avvelenamento per inalazishgevono attendere fino ad 8
ore. A seguito dell'ingestione, i sintomi compaianomeno di 6 ore, ma spesso
possono comparire anche dopo 3 giorni. Se viengritaguna grande quantita di
veleno, si possono riscontrare nel soggetto vomitdiarrea ed eventualmente
espulsione di sangue. Il soggetto si presentarfamée disidratato, con pressione
sanguigna molto bassa. Si possono avere allucmazionvulsioni e sangue nelle
urine. Nei giorni a seguire si interrompono le fiomz vitali e si arriva alla morte.
La morte si ha dopo 36-72 ore dall’esposizione. Esistono antidoti. Se avviene
'esposizione, bisogna cercare di espellere il m&lesi possono, inoltre,
prescrivere cure mediche che minimizzino i sintolntipo di cura dipende da
molti fattori, per esempio da come €& avvenuto ihtagio: le cure includono
respirazione assistita, liquidi per endovena e #&DC, 2003 (h); NIOSH, 2003

(a); Abrus precatorius].

Capsicina

C18H27NO3 trans-8-methyl-N-vanilly-6-nonenamide

La capsicina € un alcaloide derivato dal peperan¢@apsicum annujn detto

anchepepe di Cayennausato per la preparazione della paprica. Ha 80 pe
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molecolare pari a 305.42 [Chemical Data on Capsgian figura 1.2.19 ne é
riportata la formula di struttura. E’ una sostanzgrado di attivare tutti i fattori
di crescita delle cellule dello strato basale dellee. Svolge un’azione stimolante
e decongestionante, riducendo l'edema del cuoioeldap. Ha proprieta
antinfiammatorie, antiforfora, antipruriginose. [Rolito si usa il capsico
oleoresinaal 2,5-3% per preparare le lozioni, con I' avuezteper i preparatori di
essere particolarmente precisi nella misurazioresch& anche una piccola

quantita in pit causa un senso di bruciore eccessiv

0
CH, O WGH.
M i
H CH,
aH
Capsaicin

Fig. 1.2.19 Formula di struttura della Capsicina

La Capsicina € una sostanza cristallina priva dioreo Il Capsicumoleoresin

contiene 100 costituenti chimici volatili [OSHA]aLCapsicina € un alcaloide che
ha un elevato potere pungente, € stabile e apeanente non si degrada al
variare della temperatura. La quantita precisa dipsiina contenuta nei
peperoncini (figura 1.2.20) puO essere misuratao saftraverso specifiche
procedure di laboratorio (HPLC); € poco solubileatqua e molto solubile in
alcool, nei grassi e negli olii. P.A. Bucholtz A&16 scopri per la prima volta che

il costituente principale del peperoncino, quell@ pungente, poteva essere
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estratto dai bacilli essiccati con solventi orgariel 1846, L. T. Thresh riportava
nel Pharmacy Journalche questa sostanza poteva essere estratta ira form
cristallina, e fu lui a darle il nome di CapsicitNel 1878, lo scienziato ungherese
Endre Hogyes estrasse la Capsicina, che lui chizapsicol e scopri che questa
stimolava le mucose della bocca e dello stomaczrementava la secrezione dei
succhi gastrici. La Capsicina fu sintetizzata empfima volta nel 1930 da E.
Spath and F.S. Darling. Gli studiosi hanno idecdifd sei componenti naturali e
uno sintetico della famiglia della Capsicina; qogintetico viene utilizzato per

dare un valore relativo del potere pungente atte sbstanze.

Calyx —Pedicle

CfIESHE Cin
_Glands

Fig. 1.2.20 Peperoncino verde
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Nell'estratto cristallino troviamo Capsicina (69%l)idrocapsaicina(22%), e tre
componenti minori: nordiidrocapsaicina (7%), omocapsaicina (1%), e
omodiidrocapsaicina1%). Il capsacinoide sintetico VNA (vanillylamidg n-
nonanoic acid) fu ricavato da Anna Krajewska e JBlowers dell’'Universita
della Georgia. Il capsacinoide naturale meno mtéae il nordihydrocapsaicin
(NDHC); a seguire troviamdomodihydrocapsaicin(HDHC), un composto
descritto come “molto irritante” che “incendia |l@lg’ e provoca un bruciore
prolungato e difficile da sanare. | due composiiingenti sono leapsaicin(C)

e la dihydrocapsaicin(DHC), che producono inflammazioni in ogni partel d
corpo, in particolare nei confronti delle mucos€éunica differenza tra la
capsaicine ladihydrocapsaicire la presenza del doppio legame tra gli atomi di
carbonio. Se lacapsaicin € soggetta ad idrogenazione, si forma la
dihydrocapsaicin[Tod et al] Nella figura 1.2.21 si riportano, per confronte, |

strutture delle due molecole.

\O
HO
8]
/
C//N\‘N
H, H
\O
HO
8]
C//N\‘N
H, H

Fig. 1.2.21Struttura della Capsicina (immagine superiore) dale

Diidrocapsicina (immagine inferiore)

47



Cap. 1 Contaminagione intenzionale

Evidentemente i capsacinoidi hanno un effetto gigerpositivo tale da conferire
I'effetto “pungente” al peperoncino, ma la Capsicénritenuta la componente piu
potente.

La Capsicina pura e talmente irritante che i riggyg che lavorano su questa
sostanza devono proteggere il corpo integralmdintbimico farmaceutico Lloyd
Matheson, dell’Universita dello lowa, dichiaro, @o@ver inalato accidentalmente
la polvere, che, anche se non era altamente tossigzbbe preferito morire.

Al fine di determinare la tossicita letale dei cageoidi negli animali sono stati
condotti esperimenti su topi, ratti, porcellini engli. La Capsicina venne
introdotta per endovena, in dosi sottocutanee ettdmente nello stomaco. La
dose letale, misurata in milligrammi per chilogramui peso corporeo, andava
da 56 a 190 mg/Kg (endovena), fino a 512 mg/Kg doala cavia veniva
introdotta all'interno di una soluzione contene@@psicina. Comunque, la causa
principale di morte era la paralisi respiratorise[itt]. Per via orale I'L[3, €
stata invece valutata pari a 119-97 mg/Kg per i ¢0p61-148 mg/Kg per i ratti. Il
VN (capsacinoide sintetico) ha un peso molecolar29d,405. La tossicita del
VN, nelle cavie e di circa 8 milligrammi per chil@gnmo di peso corporeo; per la
Capsicina, tale valore €& di circa 120 milligramner pchilogrammo di peso
corporeo (circa 15 volte meno tossica). Il potemagente viene espresso tramite
la Scoville Heat Unit(tabella 1.2.6), in onore di Wilbur Scoville chel 1912
diede vita a questa unita di misura. Inizialmergriva attribuito il valore tramite
il gusto; successivamente, con lintroduzione dediPLC la scala é stata

perfezionata lasciando il nome precedente in odel® studioso. Quindi anche
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se il VN é piu tossico della Capsicina naturalegsga ultima ha un potere

pungente molto piu grande [VN].

Nome SHU Pungency
Capsaicin (natural) 16,000,000
Dihydrocapsaicin 16,000,000
Nordihydrocapsaicin 9,100,000
Homocapsaicin 8,600,000
Homodihydrocapsaicin 8,600,000
N-Vanillyl Octanamide 8,000,000

N-Vanillyl nonanamide (VN) 9,200,000

N-Vanillyl decanamide 4,500,000

N-Vanillyl undecanamide 3,500,000

N-Vanillyla paaiperic acid amig#,500,000

Tab. 1.2.6

Stricnina

Co1H2oN>0, Strychnidin-10-one

La stricnina € una polvere cristallina bianca evgrdi odore che pud essere
ingerita, inalata o pud essere assunta miscelatana soluzione anche per

endovena.
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E un veleno molto potente: anche una piccola dageppovocare seri danni alla
salute o addirittura il decesso. La fonte prinapadil tale veleno si trova in natura
ed € una pianta (Strychnos nux vomica) che si tnosiAsia del sud e in

Australia (figura 1.2.22). La Stricnina fu scopemal 1818 da Pelletier e
Caventou nella noce vomica. La sua struttura, itaida R.Robinson nel 1947, fu
confermata dalla sintesi totale eseguita da R.BodMard (figura 1.2.23). Il peso

molecolare della Stricnina & 334.

0a

Loganiaceae

Strychnos nux-vomica L.

Fig. 1.2.22Strychnos nux vomica

Nel passato era utilizzata sotto forma di pillolar pcurare alcuni disturbi;
attualmente é utilizzata come pesticida e, in paldr modo, contro i ratti. In casi
eccezionali, si puo trovare anche miscelata achalcnoghe come I'LDS, I'eroina

e la cocaina.
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Fig. 1.2.23Formula di struttura della Stricnina

A seguito della diluizione di stricnina in acquapsao essere esposti al contagio
bevendo I'acqua contaminata.

| danni causati da questo tipo di veleno dipendtaita quantita e dal modo in cui
questo viene assunto, nonché dalle condizionihiésidel soggetto esposto al
contagio. La stricnina ostacola il corretto funaorento degli organi che inviano
impulsi nervosi ai muscoli. | muscoli, in assenzdate sistema, si contraggono
violentemente, fino a che, stanchi, non garantisqan il corretto funzionamento
dell'apparato respiratorio. La dose letale di sina € difficile da determinare
(alcuni autori sostengono che questa sia infe@ofe10mg). LLD s (indice del
dosaggio letale nel 50% dei casi) e di circa 5mgi patti. | sintomi appaiono in
un arco di tempo che va dai 15 ai 60 minuti. Lespee esposte a dosi basse o
medie di stricnina possono riscontrare i seguesdnali o sintomi: agitazione,
apprensione o paura, irrequietezza, spasmi, feldbeoni ai reni, flessioni
incontrollate del busto e del collo, arti rigidgsse, indolenzimento e dolore ai
muscoli, difficolta respiratorie, urina scura, peaddi coscienza. Se si viene

esposti ad una dose maggiore il rischio e una otaadifficolta respiratoria e la
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morte celebrale. Le persone colpite da Stricnimamante sopravvivono, per cui
non sono noti effetti a lungo termine di tale foraiaavvelenamento, se non il
coma. A seguito del contagio, occorre recarsi ipedale e cercare di non
vomitare o ingerire altri liquidi. Le cure mediclwensistono nel rimuovere il
veleno dall’organismo, somministrare liquidi al gego per endovena, fornire
cure per le convulsioni e gli spasmi ed infine eeecdi far scendere la
temperatura del corpo [CDC, 2003 (f); Stricnina]tithlo di confronto, in tabella
1.2.7 é stato riportato il “potere letale” di Skiiga, Ricina e Abrin prendendo

come riferimento il Sarin, il cui potere e statsfmpari a 1000.

Potere letale Sostanza
1000 Sarin
10-100 Ricina, cristallina
10-100 Abrin, cristallina
100-1000 Ricina, amorfa
1000-10000 Stricnina
Tab. 1.2.7

Agenti chimici derivati da organismi marini

Palitoxina

C120H22dN3054

La Palitoxina € considerata uno dei prodotti ndituda struttura piu
complessa. A causa della sua struttura e dellacssicita, la Palitoxina

puod essere comparata alla Stricnina. E la tossinatdra non proteica che
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ha il piu alto potere mortale, caratterizzata daazione 50 volte piu

potente rispetto a quella della Saxitoxina. Il sneccanismo di azione ha
risvegliato un notevole interesse in campo farmagiob per trattare le

cellule malate.

| primi rapporti sulla Palitoxina furono pubblicada Paul J. Scheuer nel
1964 e ne descrivevano la natura velenosa a pddifanimale da cui fu

isolata, un zoantideo (un tipo corallino) del genealythoa (figura 1.2.24).
In quei trattati, Scheuer mostra la suscettibdiéila tossina ad acidi e basi,
la difficolta nell'ottenere dati corretti dall'arslelementare ed ancora il

fatto che lo stesso animale presenta variazioih weimposizione.

Fig. 1.2.24Palythoa toxica

Nel 1971, Scheuer e Richard E. Moore pubblicaronaarticolo nel periodico
Scienza, spiegando le modalita di isolamento détaitoxina, effettuata

basandosi su una leggenda delle Hawaii che narrava:
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“A  Muolea, nel distretto di Hana, si svilupp0 umuschio velenoso in una
piccola piscina di acqua salata vicina all'oceaniale muschio fu usato come
esca nella pesca, e divento fatale. ... Il muséha colore rosso, ed ancora puo
essere trovato, comunque in un solo luago”

La leggenda narra ancora che, ogni qualvolta ghinodi quella zona uscivano a
pesca, almeno uno di loro scompariva. Nel temp@tii non riuscivano a capire
quello che accadeva. | pescatori cominciarono fddie di un contadino che
viveva in quella zona, ed un giorno, lo ucciseritizaindo la mascella di uno
squalo. Fatto cio gettarono le ceneri delluomomare. Secondo la leggenda,
I'alga velenosa fu denominata “l'alga mortale dnéfa

Quando e stata isolata, la Palitoxina e stata deraia la sostanza non-proteica
piu velenosa al mondo. Sono passati 10 anni dallaapraccolta dell'alga per
ottenere la Palitoxina nella sua forma pura, ad al0 anni per la determinazione
strutturale e completa del Palitoxina, pubblicaamente nel 1981.

La vera origine é batterica, apparentemente dakfatdel genere Vibrio; la
Palitoxina possiede 64 atomi di carbonio asimmieffigura 1.2.25). il suo peso
molecolare € 2700 [Franz David] ed € molto soluinilacqua [Palytoxin].

In seguito all'isolamento, si & osservato che lidXaa risultava velenosa per
cani, conigli, scimmie, criceti e topi in dosi 92033 e 0,45 mg/Kg. Il tempo di
manifestazione dei sintomi &€ molto basso: pochiuthitdashimoto isold anche la
Palitoxina di Palythoa tubercolosa, e porto a teema determinazione strutturale

della stessa in parallelo agli autori americani.
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Palitoxina

Fig. 1.2.25Formula di struttura della Palitoxina

La determinazione strutturale & consistita fondaaierente in esperimenti con
periodato od ozono. | lavori di scoperta, isolarneatdelucidazione strutturale
della Palitoxina sono raccolti in due pubblicaziewi opera di Moore [Moore],
commentati da Shimizu. La Lgp nei topi e stata stimata pari a 0,15 pug/Kg. |
sintomi di avvelenamento da Palitoxina includonaxatisi crescente, contrazioni
ventrali, dilazione e paralisi delle membra, diarreonvulsioni e morte per
collasso respiratorio. A causa della sua tossid#taPalitoxina ha poca utilita
pratica come medicinale (ne & stato esaminato lbaspe anestetico locale nel
campo della chirurgia maxillo-facciale) ma possiegglande versatilita come

attrezzo biochimico, perché colpisce innumerevabcpssi, principalmente il
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trasporto di ioni di calcio. Non esistono ancordidwmii per questo veleno

[Berlinck; Palitoxinal.

Saxitoxina

[C10H1oN7O4] % 2,6-Diamino-4-[[(aminocarbonyl)oxy]methyl]-3a,498,

tetrahydro-1H,10H-pyrrolo[1,2-c]purine-10,10-diol.

La Saxitoxina € un prodotto dei batteri che crescam alcuni organismi,
compresi i dinoflagellatiGonyaulax catenellee Gonyaulax tamarensigfigura
1.2.26). Il suo nome deriva dal mollusco, all'imerdel quale e stata riscontrata

per la prima voltagaxidomus giganteus)

Fig. 1.2.26Gonyaulax catenella

La prima sintesi della Saxitoxina fu completatakdshi e dai suoi collaboratori
ad Harvard nel 1977. Successivamente, una secamtdaigu effettuata ad opera
di Jocobi ed i suoi collaboratori, nell'universith Wesleyan, nel Connecticut
(figura 1.2.27). La Saxitoxina €& solubile in acquai pud trovare anche sotto
forma di aerosol. L’'US Military ha indicato questssina con la sigla SS, ma e
anche nota comBblytilotoxin. Ha un peso molecolare pari a 299 [Saxitoxin]. La

natura polare della molecola la porta ad esseldaagnte solubile in acqua ed
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insolubile nei solventi organici. E stabile neltduzioni con un pH neutro oppure

un po’ acidulo, anche ad alte temperature.

Hxf
]
—===N
HO NH
Ho H
N\TF_/__,-*N
Hxfl

Fig. 1.2.27 Formula di struttura della Saxitoxina

Esperimenti sui topi hanno portato alla compilagi@h una tabella (Tab.1.2.8)
nella quale si riportano i valori della kP per i topi per diverse modalita di

somministrazione del veleno.

Toxicity in Mice

H Via LD s¢(mg/kg) %

H Intravenoso 3-9 M

H Intraperitonale 10 M

H Orale 263 M

H Inalazione <2 (in hamsters) M
Tab. 1.2.8
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I meccanismo d'azione della Saxitoxina €& quellb kdoccare in modo
irreversibile la trasmissione dei neuroni, iniberideasporto di ioni sodio.

Nel 1987 un gruppo di scienziati marini presentarana serie di disturbi tipici
delle balene e di altri organismi marini. Nel casdle balene la causa della morte
fu attribuita allinquinamento, fino a che, a ségudi esampost-mortemsi rilevo
che nessuno di questi animali presentava segnpatessero attribuire il decesso
a questa causa. Alla fine dello stesso anno dicemdno altri due incidenti molto
piu gravi, che coinvolgevano un gruppo di uominsiritomi registrati furono:
stati confusionali, diarrea e vomito, perdita dentamento, affanno respiratorio e
irritazione agli occhi. Alla fine morirono tre perse ed un centinaio riportarono
seri danni.

La causa di questi incidenti fu attribuita ad uostanza naturale; nei fatti, furono
identificate diverse fonti: una serie di organisalgali che producevano una
potente biotossina. Una di queste prese il nomeairgppdi Saxitoxina, definita
come una delle piu potenti tossine non-proteichesoiute. Queste specie algali
non attaccano direttamente l'organismo umano; esstituiscono fonte di
nutrimento per alcuni molluschi, che concentransi ¢@ tossina nel loro interno.
Quando le persone consumano i frutti di mare comatm rapidamente risentono
dell'effetto della tossina. La sindrome e nota tasigla PSP (paralitic shellfish
poisoning). La morte sopraggiunge in un arco digerche va dalle 2 alle 12 ore:
solo un tempestivo intervento di cure mediche @udst che nella maggior parte

dei casi di intossicazione non si arrivi alla morte
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In condizioni adatte questi organismi algali crescaolto rapidamente, portando
ad uno spettacolare fenomeno visivo, noto careeé tides(onde rosse Si tratta
di un problema in continua crescita, responsakgiinguinamento delle fasce
costiere. La maggior parte delle coste orientdliNterd America ed alcune zone
della costa occidentale sono affette da questolgmab Queste alghe si trovano
anche in Australia ed in molti allevamenti di frudt mare. Alcune persone che
camminavano in riva al mare, durante il fenomenlorel@ tides, hanno accusato
problemi di respirazione, per inalazione delle pdalvtossiche [Saxitoxina;

Edwards; ARET].

Agenti biologici

Si definisceagente biologicoqualsiasi microrganismo, anche se geneticamente
modificato, coltura cellulare ed endoparassita wnahe potrebbe provocare
infezioni, allergie o intossicazioni.

L’esame degli agenti biologici ha avuto come puttpartenza la tabella riportata
nel D.Lgs. 626/94 [allegato XI (ELENCO DEGLI AGENTBIOLOGICI
CLASSIFICATI)]. Un attacco con tali agenti potreblessere particolarmente
pericoloso in quanto sono sufficienti modeste qjtearger ottenere infezioni su
vasta scala; si noti perd che la maggior partei daginti biologici sono attaccati
dal cloro residuo presente nelle reti idriche (adnepio il Vibrio cholerae) con la
sua conseguente rapida diminuzione che, a seguiton@hitoraggio, puo
rapidamente rendere edotti dell’esistenza di urblproa. Si definisce agente
biologico del gruppo 3: un agente che pud causalattie gravi in soggetti umani

e costituisce un serio rischio per i lavoratogénte biologico pud propagarsi
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nella comunita, ma di norma sono disponibili efficanisure profilattiche o
terapeutiche.

Si definisce agente biologico del gruppo 4: un égéiologico che puo provocare
malattie gravi in soggetti umani e costituisce endasrischio per i lavoratori e puo
presentare un elevato rischio di propagazione nebtaunita; non sono
disponibili, di norma, efficaci misure, profilattie o terapeutiche. La maggior
parte degli agenti biologici puo essere immessdangdbiente sotto forma di
aerosol ed attaccare direttamente le vie respieatSe introdotti pero all'interno
delle acque, alcuni batteri vengono annientati, tneesitri resistono a trattamenti
come la clorazione (vedi Cryptosporidium) [Burrogisal,1998].

Gli eventi associati alla contaminazione di tipolbgico possono generalmente
essere raggruppati in: inadempienze del sistemantiecatastrofici e atti
intenzionali. | metodi tradizionalmente utilizzater la rilevazione delle sostanze
biologiche in acqua [Moe,1999] seguono tre steps:

> Recupero e Concentrazione: si basa sulle rilevazialh basse
concentrazioni di microrganismi in acqua tramiteltrdzione,
centrifugazione o precipitazione. Tali metodi none rapidi.

» Purificazione e Separazione: in questo caso ci siiverse tipologie di
intervento che includono metodi fisici (variaziode densita), metodi
chimici (cromatografia) e metodi immunochimici (segzione
immunogenetica).

> Rilevazione e Identificazione: questo passo €& mokpesso

accompagnato dalla cultura intenzionale dei mi@oigmi per
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aumentare la rilevabilita. | metodi di identificame includono analisi

biochimiche, immunologiche e analisi sugli acidclsici.

| sistemi di rilevazione tradizionali offrono l'idéficazione di una singola
tipologia di microrganismo con tempi di attesa mote(24 ore per i metodi che
utilizzano la cultura dei microrganismi). Per ldevazione in qualche ora del
microrganismo €& necessaria la crescita di colomibadkeri per poter rendere
visibile la contaminazione. Per superare questonmeniente, le singole cellule
dovrebbero essere etichettate con un segnale cheonsenta la rapida
rilevazione. In alternativa, il DNA o I'RNA di ogncellula devono essere
amplificati utilizzando tecniche molecolari di réaze. | metodi risulterebbero
guantitativi o semiquantitativi pefornire anche un’idea della grandezza del
fenomeno di contaminazione. Altri metodi in fasestlidio consentirebbero la
rilevazione del contaminante in 30 minuti attravefsiso di laser ottici; altri
ancora studiano il problema con l'impiego di tdoge ottiche come la

fluorescenza, la luminescenza ed altre ancora [EVI88)].

BATTERI e organismi simili

Agente biologico Classificazione || Rilievi
Bacillus anthracis 3 -
Brucella abortus 3 -
Brucella canis 3 -
Brucella melitensis 3 -
Brucella suis 3 -
Burkholderia mallei (pseudomonas maller) 3 -
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Burkholderia pseudomallei (pseudomonas pseudomallei) 3 -
Chlamydia psittaci (ceppi aviari) 3 -
Coxiella burnetii 3 -
Escherichia coli, ceppi verocitotossigenici (es.O157:H7 oppure 3 T
0103)
Francisella tularensis (Tipo A) 3 -
Mycobacterium africanum 3 v
Mycobacterium bovis (ad eccezione dei ceppo BCG) 3 v
Mycobacterium leprae 3 -
Mycobacterium microti 3 -
Mycobacterium tuberculosis 3 v
Mycobacterium ulcerans 3 -
Rickettsia akari 3 -
Rickettsia canada 3 -
Rickettsia conorii 3 -
Rickettsia montana 3 -
Rickettsia typhi (Rickettsia mooseri) 3 -
Rickettsia prowazekii 3 -
Rickettsia rickettsit 3 -
Rickettsia tsutsugamushi 3 -
Salmonella typhi 3 v
Shigella dysenteriae (Tipo 1) 3 T
Yersinia pestis 3 v
VIRUS
Agente biologico Classificazione Rilievi

LLCM-Lassa Virus complex (Arenavirus del Vecchio Mondo) :

Virus Lassa

Virus della coriomeningite linfocitaria (ceppi
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neurotropi)

Virus complex Tacaribe (Arenavirus del Nuovo Mondo) :

Virus Guanarito

Virus Junin

Virus Sabia

Virus Machupo

Virus Flexal

Virus Oropouche

Hantavirus:

Hantaan (febbre emorragica coreana)

Seoul-Virus

Sin Nombre (ex Muerto Canyon)

Nairovirus:

Virus della febbre emorragica di Crimea/Congo

Phlebovirus:

Febbre della Valle del Rift

Caliciviridae :

Virus dell’epatite E

Filoviridae :

Virus Ebola

Virus di Marburg

Flaviviridae :

Encefalite d’Australia (Encefalite della Valle
Murray)

Virus dell’encefalite da zecca dell’Europa Centrale

Absettarov

Hanzalova

Hypr

Kumlinge
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Virus della dengue tipi 1-4 3 B
Virus dell'epatite C 3 D
Virus dell’epatite G 3 D
Encefalite B giapponese 3 \%
Foresta di Kyasanur 3 \%
Loupingill 3 B
Omsk (a) 3 \%
Powassan 3 B
Rocio 3 B
Encefalite verno-estiva russa (a) 3 \%
Encefalite di St. Louis 3 B
Virus Wesselsbron 3 B
Virus della Valle del Nilo 3 B
Febbre gialla 3 \%
Hepadnaviridae:
Virus dell'epatite B 3 V,D
Virus dell'epatite D (Delta) (b) 3 V,D
Herpesviridae:
Herpesvirus simiae (B virus) 3 B
Poxviridae:
Monkeypox virus 3 \%
Variola (mayor & minor) virus 4 \%
Whitepox virus (variola virus) 4 \%
Retroviridae
Virus della sindrome di immunodeficienza umana 3 D
(AIDS)
Virus di leucemie umane a cellule T (HTLV) tipi 1 3 D
e2
SIV (h) 3 -
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Rhabdoviridae: - -
Virus della rabbia 3 \Y

Alfavirus:
Encefalomielite equina dell'’America dell'est 3 \Y,
Virus Chikungunya 3 B
Virus Everglades 3 B
Virus Mayaro 3 B
Virus Mucambo 3 B
Virus Ndumu 3 )
Virus Tonate 3 )
Encefalomielite equina del Venezuela 3 \Y,
Encefalomielite equina dell'’America dell'Ovest 3 \%

Virus non classificati:

Virus dell'epatite non ancora identificati 3 D

Morbillivirus equino 4 -

Agenti non classici associati con le encefaliti spongiformi trasmissibili (TSE) (i) :

Morbo di Creutzfeldt-Jakob 3 D

Variante del morbo di Creutzfeldt-Jacob 3 D

Encefalite spongiforme bovina (BSE) ed altre TSE 3 D

degli animali a queste associate

Sindrome di Gerstmann-Straussler-Scheinker 3 D

Kuru 3 D

PARASSITI
Agente biologico Classificazione || Rilievi

Echinococcus granulosus 3 -
Echinococcus multilocularis 3 -
Echinococcus vogeli 3 -
Leishmania braziliensis 3 -
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Leishmania donovani 3 -
Naegleria fowleri 3 ;
Plasmodium falciparum 3 -
Taenia solium 3 ;
Trypanosoma brucei rhodesiense 3 -
Trypanosoma cruzi 3 -
FUNGHI
Agente biologico Classificazione || Rilievi
Blastomyces dermatitidis (Ajellomyces dermatitidis) 3 -
Cladophialophora bantiana (es. Xylohypha bantiana, 3 -
Cladosporium bantianum o trichoides)
Coccidioides immitis 3 A
Histoplasma capsulatum var. capsulatum (Ajellomyces 3 -
capsulatum)
Histoplasma capsulatum duboisii 3 -
Paracoccidioides brasiliensis 3 -
Tab 1.2.9

A: possibili effetti allergici;

D: I'elenco dei lavoratori che hanno operato con detti agenti deve essere conservato pet almeno dieci anni dalla
cessazione dell'ultima attivita comportante tischio di esposizione;

T: produzione di tossine;

V: vaccino efficace disponibile.

La disamina degli agenti biologici ha portato aentificare un gruppo di agenti di
particolare interesse:

Brucella
La Brucellosi € una malattia infettiva provocata da batterio del genere

Brucella Questo batterio inizialmente si trasmetteva traugmali e provocava

disturbi in molti vertebrati. LaBrucella pud essereabortus canis melitensise
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suis Le diverse specie delBrucella colpiscono le pecore, le capre, i bovini, i
cervi, le alci, i maiali, i cani e molti altri aneth. Gli esseri umani possono essere
infettati venendo a contatto con gli animali contzati 0 i loro prodotti. Nel
genere umano i sintomi della malattia sono svaeatpesso simili a quelli
influenzali (febbre, emicrania, debolezza). L'infe® si puo poi estendere al
sistema nervoso centrale o alle arterie principalialcuni casi la Brucellosi
provoca anche patologie croniche che includono riebizorrente, dolori alle
articolazioni e stanchezza.
La Brucellosi si puo trovare facilmente in quei giagove gli animali non sono
tenuti sotto controllo: in particolare se non easist standard che riguardano la
salute delle specie animali. Le aree considerataltadrischio sono il bacino del
Mediterraneo (Portogallo, Spagna, Grecia, Nord c&fyi 'America Centrale e
Meridionale, 'Europa dell’Est, I'Asia, I'Africa d Medio Oriente.
Le modalita con cui le persone possono venire gattoncol batterio sono:
ingestione di cibi e bevande contaminati: sicurammen la piu
comune, soprattutto se riferita all'ingestioneatté non pastorizzato;
respirazione di aria dove risiede il batterioisthio di inalazione e
elevato soltanto se ci riferiamo ad impiegati indieatori dove avviene la
coltivazione dell8rucellg

introduzione del batterio nel corpo tramite undder

Il contagio diretto tra due persone e estremamearte Una donna incinta puo

trasmettere il batterio al feto; si pud venire iont@tto tramite un rapporto

sessuale non protetto. La diagnosi del contagioevieffettuata in laboratorio
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analizzando campioni di sangue o di midollo os$eagni caso per il genere
umano non € disponibile un vaccino ed il trattamepud essere molto
difficoltoso [CDC,(n)]. La dose effettiva che geaer contagio nel 50% dei casi
(EDso) per assunzione orale di Brucella & df afganismi. L’assunzione di acqua
contaminata da una concentrazione di 100 orgarisnmfettiva se si ingeriscono
5l/giorno di acqua per 7 giorni. La Brucella meies pud sopravvivere in acqua

per 20-72 giorni [Burrows et al, 1998].

Francisella tularensis

La Tularemia & un’infezione provocata da un pedsol batterio, l&rancisella
tularensis trovato negli animali (in particolare nei roditonei conigli e nelle
lepri).

La Tularemia e una delle armi biologiche che furauzumulate dalle forze
armate statunitensi intorno al 1960; furono poitrdite nel 1973. L’Unione
Sovietica continuo fino al 1990 la produzione dicsiai e antibiotici, che
resistessero al virus.

La Francisella tularensi® un organismo cheesiste alle basse temperature. Si
divide in due specie: tipo-A, isolato nel Nord Ameare molto pericoloso per gli
uomini e gli animali; tipo-B, che e relativamenteemo pericoloso del tipo-A,
diffuso in Asia e in Europa.

Si puo essere infettati in diversi modi, come psnapio attraverso la puntura di
un insetto, toccando carcasse di animali infettgngiando cibo infetto, per

inalazione oppure bevendo acqua contaminata.
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| sintomi della tularemia sono: improvvisa febbritgaamal di testa, muscoli
indolenziti, dolore alle articolazioni, tosse seadebolezza, polmonite. | soggetti
con polmonite presentano dolori al petto ed espuésdi sangue con la saliva, e
spesso difficolta di respirazione. Altri sintomipdndono dalla modalita di
infezione: ulcere sulla pelle e sulla bocca, ghedjonfie e con presenza di
liquidi, occhi gonfi e gola inflammata.

| sintomi appaiono solitamente dopo 3 giorni dalesizione, ma in alcuni casi si
possono riscontrare anche dopo 14 giorni.

Per quanto si sa, il contagio non puo avvenire iteaihcontatto tra persone. Le
persone contagiate richiedono cure immediate mesdiutilizzo di  particolari
antibiotici [CDC, 2002; Dennis et al, 2001]. Pefeittare una persona per via
orale occorrono forganismi. La concentrazione di®i@rganismi/l & infettiva se
si assumono 5l/giorno per 7 giorni. Il virus peisign acqua per mesi e alcuni
studi mostrano che trattamenti con il cloro soneffinaci contro laFrancisella

tularensis[Burrows et al, 1998].

Salmonella

La Salmonellosi € un’infezione provocata del baiteoto comeSalmonella ll
batterio dellaSalmonellaé presente in diverse tipologiarigonae, enteritidis,
typhimurium, paratyphi A,B,@ typhi) e si trasmette tramite le feci. Fu scoperto
dallo scienziato americano Salmon da cui ha pilasanme.

La maggior parte delle persone che contraggondrilsvmostrano i seguenti
sintomi: diarrea, febbre e crampi addominali emPoore dal contagio. In alcuni

casi il contagio comporta anche irritazione agktoce alle vie urinarie e dolori
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alle ossa che possono persistere per anni e pogsonocare artriti croniche
difficili da curare. La malattia generalmente duta/ giorni e le persone
contagiate possono essere ricoverate anche senzatedttamento specifico: solo
in alcuni casi lo sviluppo della malattia generatutibi che necessitano di cure
intensive. In questi casi l'infezione puo passaad’idtestino al sangue e porta
alla morte se non viene curata con antibiotici.

La Salmonellavive nei tratti intestinali del’'uomo e degli aratiy compresi gli
uccelli. Si trasmette generalmente ingerendo cibtgua contaminati dalle feci.
Generalmente i cibi contaminati non presentanoazarni di gusto e di odore
rispetto a quelli non contaminati. La contaminagioiguarda sia i cibi di origine
animale (carne, latte , uova) che di origine vdgetaa cottura di questi cibi puo
determinare il decesso del batterio. La contamorezpuo avvenire anche se non
si provvede ad una corretta igiene personale n@antiosi le mani con sapone.

Le persone piu a rischio sono i bambini che nonnbaancora sviluppato gli
anticorpi necessari e che, quindi, hanno piu prititalehe il virus si sviluppi in
modo tale da portare al decesso.

Non esiste un vaccino per prevenire la Salmon€l©biC,(0)].

L’EDso per la Salmonella & stimato *16rganismi. Mediamente una dose df 10
organismi corrisponde ad una concentrazione delsvin acqua pari a 100
organismi/l assumendo per 7 giorni 15l/giorno djwc La Salmonella permane
per circa 8 giorni in acqua. geguito di trattamenti con il cloro il virus scompa

(esperienze statunitensi in reti idriche cittadifig)rrows et al,1998].

Vibrio cholerae
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Il Colera € una malattia provocata dall'infezioméestinale ad opera d¥librio
cholerae L’infezione spesso si presenta senza sintomiiedgin forma lieve; in
altri casi puo essere molto piu intensa. Approssuamente una persona su venti
contrae il virus in maniera intensa con manifestaizdi diarrea, vomito e crampi
alle gambe. In questi casi, la perdita rapida deidif corporei porta alla
disidratazione e provoca shock. Senza cure adeguateva al decesso in poche
ore. Le persone possono venire a contatto comus\bevendo acqua contaminata
o ingerendo cibi contaminati. Generalmente duramtepidemia la forma piu
semplice di contrarre il virus € venire a contata le feci di esseri infetti.
Il batterio vive anche nelle acque salmastre eermhe costiere, per cui mangiare
frutti di mare crudi puo portare il contagio. llrs non si trasmette tramite
semplice contatto con una persona infetta.
Il contagio avviene anche viaggiando in zone ahrsdPer questo ai turisti viene
raccomandato di:

bere solo acqua che e stata bollita o trattatactmo o iodio;

mangiare solo cibi ben cotti quando sono ancowdi;cal

evitare cibi crudi e frutti di mare;

evitare di comperare cibi dai venditori ambulanti.

Recentemente sono stati preparati dei vaccini cheupano una certa immunita
dal virus. Comunque il Colera viene trattato ripniando i fluidi e i sali persi a
causa della diarrea. | casi critici vengono trattan fluidi per endovena ed un

pronto intervento riduce la probabilita di decegSDC, (p)].
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Una dose di 1D organismi risulta infettiva per un individuo sarll'interno
dell’acqua potabile una concentrazione di 10 omgaiil puo essere infettiva se si
consumano 5l/giorno di acqua per 7 giorni. Il vided colera permane circa per
16 giorni all'interno dell'acqua. Il virus vieneiglinato facilmente con il cloro

[Burrows et al,1998].

Febbre Emorragica Virale

La febbre emorragica virale (VHFS) si riferisce ad gruppo di malattie
provocate da diverse famiglie di virus. | virus@sati alla VHFs sono di origine
zoonotica (risiedono negli animali): per la maggparte roditori e artropodi. In
generale con il termine “febbre emorragica viraé¢"indica una sindrome che
attacca diverse parti del corpb.virus della febbre emorragica si trasmette
tramite il contatto con materiale fecale, urinajveao altri fluidi corporei. Si
sviluppa inizialmente nei roditori ed il contagievéene anche tramite il contatto
tra una persona infetta e una sana. Inizialmentsiniomi sono: febbre,
affaticamento, capogiri ed altro. Alcuni soggettistrano emorragie ed in alcuni
casi si presentano malfunzionamenti del sistemaoser e renale e si puo
giungere al decesso dell'individuo.

| principali virus che provocano questa malattincGsArenavirus e Filovirus.

Arenaviruses

L’ Arenaviridae € una famiglia di virus a cui appartiene I'Aremasgi |
componenti di questa famiglia sono generalmentecass alla trasmissione del

virus tramite roditori (nei quali si sviluppa il ras). L'Arenavirus si sviluppa
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comunemente anche negli esseri umani in alcune gelrimondo. La particelle
del virus sono sferiche con un diametro di 110-13@n sono racchiuse in una
membrana di grasso. Il nome “Arenavirus” derivafd#to che viste in sezione le

particelle mostrano dei grani (in latino “arengjrgfica “sabbia”).

Filoviruses

Il Filovirus appartiene alla famiglia di virus chiata ‘Filoviridae” e provoca
febbre emorragica in diverse specie umane.

Di questa famiglia sono stati individuati due viriarbug viruse Ebola virus.
Ebola virus

La febbre emorragica provocata dal virus del’Eb®la genere molto intensa e
porta alla morte degli organismi umani e dei prim@cimmie, gorilla e
scimpanze). Esistono quattro tipologie di virud’Bébla che attaccano gli esseri
umani: Ebola-Zaire, Ebola-Sudan, and Ebola-lvoryasio Il quarto, Ebola-
Reston, e causa di decesso solo per i primatiaNglura 1.2.28 e riportato il
virus dell’Ebola visto al microscopio.

L’infezione da Ebola & molto intensa: le modalitégsdluppo del virus non sono
ancora note, ma si puo dire che il contagio di ssee umano avviene tramite il
contatto con un animale infetto, in particolarertite il contatto con il sangue o
con le secrezioni degli animali. Una volta contagian essere umano, il virus
attacca anche le persone a stretto contatto cqgmefdsona infetta, facilmente
esposte alle secrezioni del malato o comunque tattorcon oggetti toccati dal

malato.
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Fig. 1.2.28Virus Ebola visto al microscopio

Il periodo di incubazione del virus va da 2 a 2drgi. La malattia si sviluppa con
febbre, diarrea, vomito, dolori allo stomaco, occbssi ed emorragie. Non
esistono delle cure standard per il trattamentgueista malattia: di solito la cura
consiste nel ripristinare i fluidi corporei persalkindividuo ed indurre una

corretta respirazione.

Marburg virus

La febbre emorragica provocata dal virus Marbugha forma rara ma potente
che colpisce uomini e primati. Fu scoperto perrleng volta nel 1967 quando la
febbre emorragica si manifestd contemporaneameitialmoratori di Marburg e
Francoforte in Germania ed a Belgrado nell'ex Yil@ada. La malattia contagio
sia coloro che lavoravano nel laboratorio sia Imifdie di queste persone. Le
persone infettate vennero a contatto con il viramite le scimmie africane che
erano state portate nei laboratori per ricerche.

Attualmente non si conosce ancora bene la modedita cui il virus entra a

contatto con gli esseri umani, ma & noto che lesqmer contaminate possono
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trasmettere il virus ad altre persone tramite mtatio tra i fluidi corporei o il
sangue.

Il periodo dell'incubazione dura 5-10 giorni; la letéia si manifesta con febbre,
brividi e mal di testa. Sopraggiungono poi doldlo atomaco, vomito e diarrea.
Successivamente si puo avere perdita di conoscehpak, emorragie e perdita
della funzionalita di alcuni organi. Il ricovero ospedale puo essere prolungato
anche a causa di inflammazioni degli occhi, deltegagdole e della colonna
vertebrale. La malattia € fatale nel 25% dei c&@DC,(q)]. Alcuni autori
suggeriscono che la dose infettiva nel 50% dei @Bsb) € di 1 ug, che equivale
a 10-10" particelle. Ingerire una dose di*lébrrisponde a bere circa 5l/giorno di

acqua con una concentrazione di 3000 particeftefBurrows et al,1998].

Cryptosporidium

La Cryptosporidiosi € una malattia provocata da agente patogeno
(Cryptosporidiuny che vive all’interno dell’intestino degli animadidegli uomini.

Il sintomo piu comune di questa malattia € la @arinoltre si possono presentare
anche dolori addominali, nausea, febbre, disidrat@z e perdita di peso. |
sintomi si sviluppano generalmente in 4-6 giorni.i@ividui che presentano un
sistema immunitario sano abbattono il virus in pteoopo. Altre persone, che per
esempio gia soffrono di determinate patologie, ssit@no, invece, di un ricovero
prolungato e cure adeguate. La Cryptosporidiosi éeemplice da diagnosticare
ed occorrono esami specifici. Le persone possomure/ea contatto con il
parassita in modo molto semplice se, per esempitamo a contatto con la bocca

mani sporche che sono venute a contatto con feamidiali 0 esseri umani infetti.
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Il parassita si trasmette anche al contatto traquer infetta e persona sana ed e
molto facile il contagio all'interno di gruppi s@di. La Cryptosporidiosi puo
essere contratta anche ingerendo acqua o ciborncati. Per quanto riguarda
I'acqua, si puo essere contaminati bevendo acqodratata (di ruscelli e fiumi)
0 acqua di piscina nuotando. Per quanto concertibadl il parassita si trasmette
con cibi non cotti, frutta e ortaggi non lavati a@amente ed altre cose.

Il Cryptosporidiumfu scoperto all'interno del corpo umano per la@&ivolta nel
1976. Dal 1982 il numero di casi di persone comtiggda questo parassita €
aumentato notevolmente anche a seguito dello olueIl’AIDS. Nel 1987, in
Georgia, 13000 persone si ammalarono a seguit@ dalhtaminazione del
sistema idrico cittadino di Carrollton. Nella privesa del 1993 nel Wisconsin, a
Milwaukee, 400000 persone si ammalarono a seguiemmpee della
contaminazione del sistema idrico cittadino. Py la disinfezione per
clorazione non risolve il problema della presenz@rgptosporidiunfBurrows et

al,1998; Cryptosporidium; Cryptosporidiosis]

Agenti radioattivi
In linea generale, I'attacco mediante agenti ratiioger un attentato ad una rete
idrica appare abbastanza improbabile; infatti sembdifficile potersi
approvvigionare delle quantita necessarie per cerapin simile atto. Inoltre tali
materiali possono piu facilmente essere utilizpati altre tipologie di attacchi
terroristici.
Gli atomi che si trovano in natura possono esstgliso instabili. Un atomo si
dice stabile se le forze tra le particelle, chetittiscono il nucleo, si bilanciano.

Sono instabili, e quindi radioattivi, se tali formen si bilanciano e, quindi, nel
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nucleo & presente un eccesso di energia interna. Lirdggalel nucleo di un
atomo puo derivare da un eccesso di protoni o oeuttn atomo radioattivo
cerca di raggiungere la stabilita espellendo dalewle particelle subatomiche o
rilasciando energia sotto diverse forme. Un nunmienitato di atomi, come per
esempio Uranio-235 e Plutonio-239, hanno nuclei mt®sono facilmente essere
destabilizzati tramite collisione di neutroni. Qtiesiclei si dividono (fissione) in
due parti approssimativamente della stessa dimesasidasciando una quantita di
energia superiore a quella rilasciata in un normaiecesso di decadimento

radioattivo e che causa fissioni a catena neghatacini (figura 1.2.29).

LY
% e
L
g-.‘w .
%
Un neutrone viene |l nucleo Il nucleo si Vengono rilasciati
assorbito da un diventa meno divide in due  neutroni che vanno a
atomo di U-235 stabile. parti uguali.  colpire atomi vicini

Fig. 1.2.29Fissione dell’'Uranio

In termini di “effetto sulla materia” le radiaziomengono classificate in ionizzanti
e non-ionizzanti (ultravioletto, visibile e infra®o, microonde, onde radio e
radar). Le radiazioni ionizzanti sono quelle in dgadi produrre energia
sufficiente a rimuovere un elettrone dall'atoma@acosmici, raggi-X, radiazioni

emesse durante il processo di decadimento radiopatti
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Il fenomeno della radioattivita fu scoperto nel @8%a H. Becquerel che ebbe
occasione di osservare che un sale di Uranio, puol® in una carta opaca,
emette radiazioni capaci di impressionare unadaftiografica posta nelle sue
vicinanze. Le modalita di decadimento piu comumicsalassificate in base alla
modalita con cui i nuclei si diseccitano, e sono:

+» Radioattivita alfa(o)): consiste nell’emissione di nuclei di elio (pedlie o),

costituiti da due neutroni e due protoni; la masiseduce di 4 unita e la
carica elettrica di due (fig. 1.2.30). Le partieellfurono scoperte da Ernest

Rutherford, uno scienziato inglese, nel 1899 mdatrerava con I'Uranio.

oy T @
@
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particle

+

Fig.1.2.30Particelle alfa

% Radioattivita betgp): consiste nell’emissione di una particella negaijo

positiva) e di un antineutrino (neutrino); il nurmedi massa non cambia,
mentre si altera di una unitd la carica del nucfBgura 1.2.31). La
radioattivita beta fu scoperta da Henri Becqueedl1®00, che noto che le
particelle emesse erano identiche agli elettromipedi poco prima da

Joseph John Thompson. Hanno una massa pari cirt&@d0 della massa
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dei neutroni o dei protoni. Le particelle beta rsmmo radioattive in sé, ma

sono emesse da atomi che sono radioattivi.

Beta
particle
(electron)

Fig.1.2.31Particelle beta

+ Radioattivita gammdy): consiste nell’emissione di un quanto di radiagio

elettromagnetica (figura 1.2.32). Questo proceagmatsare un nucleo che si
trova in uno stato eccitato ad uno stato di edcatez inferiore o allo stato
fondamentale: tale transizione non comporta vasiazili massa e di carica

elettrica del nucleo. L’'emissioneaccompagna spesso I'emissiane 3.

Fig.1.2.32Raggi gamma
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In tabella 1.2.10 sono stati riportati i tipi didiazione associabili a diversi

elementi.
Numero Tipo di radiazione
Nome .
Atomico | alfa | beta gamma
Americio-241 95 -] ]
Cesio-137 55 o o
Cobalto-60 27 ] ]
lodine-
129e131 53 ] ]
Plutonio 94 -] ] ]
Radio 88 o <]
Radon 86 -]
Stronzio-90 38 o
Technetium-99 43 ] ]
Trizio (H3) 1 o
Torio 90 ] o
Uranio 92 -] ]
Tab.1.2.10

E fondamentale definire, per avere un'idea deglifetéf provocati
dall’esposizione, il tipo di radiazione emessa;lguborgano che principalmente
viene attaccato; il tempo di dimezzamento. Nelfarfa 1.2.33 viene sintetizzata

la diversa capacita delle ondgP ey di attraversare i materiali.

Concrete
wall

Aluminum Lead

Fig.1.2.33 Diversa capacita delle onde alfa, beta e gamma
di attraversare i materiali.

Il tasso di decadimento nei materiali viene misuraamite il Becquerels, che

equivale a un atomo decaduto al secondo (facerfdamiento al numero di
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disintegrazioni di un atomo di Radio al secondal passato, si € utilizzata come

unita di misura il Curie: 1C e originato dall'ait&v di un grammo di Radio-226 e

rappresenta 3,710 disintegrazioni per secondo (1Bg). La misura delle

radiazioni in termini di energia depositata nel pmoravviene tramite il

Millisieverts o il Microsieverts. Un Millisievert eapprossimativamente la

radiazione rilasciata da cinque macchine per leogadfie (raggi-X). Per esempio

in Cornovaglia, dove ci sono rocce granitiche reed Uranio che rilascia Radon

nel processo di decadimento, la dose totale annueuiae sottoposta la

popolazione € di circa 7,8 Millisievert. Negli Statniti la dose media annua

totale e di circa 2,5 Millisievert. La quantita rdidiazioni ionizzanti assorbite dai

tessuti viene espressa in gray. Un gray di paltideéta o radiazioni gamma

equivale ad un Sievert, in termini di effetti bigioi; un gray di particelle alfa

equivale a 20 Sievert. L'immissione di 1Sv con aa@hni gamma porta la nhausea;

5Sv possono uccidere circa la meta delle persgmests nel tempo di un mese;

10Sv sono fatale per qualsiasi tipo di materia.tdbella 1.2.11 sono state

sintetizzate le unita di misura citate in prece@denz

Nuova Unita

Vecchia Unita

1 gray

100 radgradiation absorbed dose)

1 sievert

100 rerfradiation equivalent man)

1 becquerel

27piC (picocurie)

Tab. 1.2.11

Nella tabella 1.2.12 vengono riportate le varigaidi misura citate in precedenza

evidenziando le quantita di energia relative.
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dove viene

: figura simbolica vecchia unita nuova unita
applicata

misura il numero di particelle ionizzate ch
lasciano la fonte

L \ / Bequerel Bq

U

font.e Qella o Curie Ci 1Bg=1
radiazione Ta k o .
/ 1 Ci=3.71010 disintegrations
disintegrations (realmente si usano |
GBQ)

misura I'energia adsorbita/unita di massa.| Gli
oggetto L — effetti dipendono dalla quantita di energia

i(rra(;jiat_o et depositata
radiazione
chimica —— = Gray Gy
) 1rad=100ergs/g | ; Gy= 1 j/Kg

Si utilizza un fattore Q per indicare I'effetto
che & funzione dell'energia adsorbita

persone
irradiate
(salute Sievert S
fisica - " Sv=Q I
) 1 rem= 100*Q ergslglssz JIKg

0,1 mSv = 1 chest X-ray; 6 Sv ->morte
Tab. 1.2.12

Di seguito riportiamo, in ordine crescente, alcdosi di radiazioni annue:

1,5 mSv/anno: radiaz. medie a cui € esposto I'equigi un aereo;
2 mSv/anno: radiazioni medie in Australia;

2,9 mSv/anno : radiazione media a cui sono espglistimpiegati
nelle industrie nucleari degli Stati Uniti;

3 mSv/anno: radiazioni medie nel Nord America;

5 mSv/anno: radiazione media a cui sono esposiimgliegati nelle
miniere di Uranio in Australia;

10 mSv/anno: dose massima attuale per gli impiegdle miniere
di Uranio in Australia;

20 mSv/anno: limite per gli impiegati nelle industnucleari;

50 mSv/anno: limite formale per gli impiegati nelledustrie

nucleari e nelle miniere di Uranio
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350 mSv/anno: limite a vita per coloro che furoraggetti alle
radiazioni a Chernobyl, e che ora vivono altrove;
1000 mSv: dose assunta in breve tempo che provasen temp.;

10000 mSv: dose assunta in breve tempo e che g@ttanorte.

In tabella 1.2.13 €& stata riportata la radioativit alcune sostanze.

Un uomo adulto (100 Bg/kg) 7000 Bq

1 kg di caffe 1000 Bq

1 kg di fertilizzanti 5000 Bq

1 rilevatore di fumo domestico (con Americid) 000 Bq
Radioisotopi per diagnosi mediche 70 million Bq
Radioisotopi per terapie mediche 100 000 000 omlBo
1 segnale luminoso di uscita (1970s) 1 000 00bBamiBq

1 kg Uranio 25 million Bq

1 kg di minerale Uranio (Canadese, 15%) 25 milBap
1 kg di minerale Uranio (Australiano, 0.3%) 50® X

1 kg di rifiuti a bassa radioattivita 1 million Bqg
1 kg di ceneri di carbone 2000 Bq
1 kg di granito 1000 Bq

Tab.1.2.13 Radioattivita in alcune sostanze naturali e artdic.

In tab.1.2.14 sono riportati i tempi di dimezzanoeditdiversi elementi.

tempo di

tempo di Nome | dimezzamento

dimezzamento

Am-241 432, 7 anni | Ra-224 3,66 anni
Cs-137 30 anni Rn-222 3,8 giorni
Co-60 5,27 anni Rn-220| 54,5 secondi.
[-129 | 15,7*10"6 anni Sr-90 29,1 anni

Nome

[-131 8 giorni Tc-99 | 212*10"3 anni
Trizio
Pu-238 87,7 anni (H3) 12,3 anni

Pu-239 24100 anni | Th-232| 14*1079 anni

Pu-240 6560 anni Th-230 75400 anni

Ra-226 1600 anni Th-228 1,9 anni

Ra-228 5,76 anni U-238 | 4,47*10"9 anni
Tab.1.2.14

83



Cap. 1 Contaminagione intenzionale

Le radiazioni ionizzanti emesse dai radionucleidiratite il processo di

decadimento sono note per essere cancerogene rededfetti nocivi sul fegato e

su altri organi. Negli Stati Uniti, 'EPA ultimam&n ha revisionato i limiti,

definiti tramite il Maximum Contaminant LevgMCL), con riferimento alle

sostanze presenti nelle acque potabili (tabelld%)2

contaminante

MCL

Fonte

Effetto sulla Salute

combinazione
Ra-226/-228

5pCilL. (1976)

naturalmente
presente nelle
acque potabili

se l'esposizione supera I'M(
per un tempo prolungato
aumentano le probabilita d
ammalarsi di cancro

emissioni alfa

15pCi/L
(esclusi Rn e
U) (1976)

naturalmente
presente nelle
acque potabili

se l'esposizione supera I'M(

per un tempo prolungato

aumentano le probabilita d
ammalarsi di cancro

particelle beta
e radioattivita
dei fotoni

4mrem/anno
(1976)

utilizzo e
produzione di
materiale
radioattivo

se l'esposizione supera I'M(

per un tempo prolungato

aumentano le probabilita d
ammalarsi di cancro

30microg/L
(2000)

naturalmente
presente nelle
acque potabili

I'esposizione all'Uranio risult
tossica per il fegato. Le
persone che assumono tran
acqua patrticelle alfa in
guantita superiori al MCL
hanno piu probabilita di

ammalarsi di cancro

Americio (Am)

Tab.1.2.15

L

L

L

ite

E un metallo radioattivo che non esiste in natufa. scoperto dal chimico

nucleare Glenn Seaborg e dai suoi collaboratofUmiNersita di Chicago nel

1944, nel corso di ricerche sull'energia nuclegper bombardamento del

Plutonio. Fra gli isotopi radioattivi dell’Americiib pit importante € ’Am-241.
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E un metallo bianco-argento, cristallino, che imdiaioni normali si trova allo
stato solido. L'Am-241 emette particelle alfa spesscompagnate da raggi
gamma. E usualmente commerciato perché viene aaitiz in comuni
applicazioni (diagnosi mediche, ricerche), comeicaibre del livello della
densita dei fluidi, come componente fondamentalé nievatori di fumo
domestici, ecc. Nell'industria, mescolato con ilriBe, fornisce una valida
tecnica di monitoraggio della qualita dei proddfier esempio lo spessore del
vetro). La maggior parte dellAmericio-241 nell'absfera e presente a causa di
esperimenti nucleari avvenuti fra il 1950 e il 1960

Durante il processo di decadimento, si ottiene @riNeptunio-237, anch’esso
radioattivo, e poi Bismuto-209, stabile e non rattigo.

Le persone possono essere esposte alle radiazioaittraversando zone
contaminate, oppure bevendo acqua contaminata.Vidita entrato nel corpo,
I’Americio tende a concentrarsi nelle ossa, nebfege nei muscoli, e permane

nell'organismo; si possono avere effetti multipli seguito di un’ulteriore

esposizione.

Cesio (Cs)

Il Cesio e un metallo che si puo trovare sia inmfarstabile e, quindi, non
radioattiva, che in forma instabile. La forma radiva piu comune € il Cs-137;
esiste poi anche il Cs-134, ma e molto meno siatifio del Cs-137. Fu scoperto
nel 1860 da Gustav Kirchhoff e Robert Bunsen, nelfena non radioattiva, nelle
acque minerali della Germania. Nella forma radieatfu scoperto piu tardi da

Glenn T. Seaborg e dai suoi collaboratori. Talemiorradioattiva deriva
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dall'assorbimento di neutroni dall’'Uranio e dal ®lio nei reattori nucleari e

nelle armi nucleari. Il Cs-137 € uno dei prodotila fissione piu conosciuti.

E un metallo bianco-argento, malleabile e tenerolighido a temperatura

ambiente, decade, per emissione di particelle dedggi gamma, in Bario-137.

E’ molto utilizzato nell'industria e nel campo dellricerca medica, per il

trattamento del cancro. La fonte principale di Gasell'atmosfera e legata agli
esperimenti nucleari (1950-1960). | prodotti dirszadei reattori nucleari e gli

incidenti ambientali, come Chernobyl, hanno conitip alla presenza di Cesio
nellambiente. Le persone sono normalmente espaleradiazioni da Cesio:

esse aumentano nelle aree contaminate, entrandontatto con prodotti di

scarto, respirando aria o bevendo acqua contaminata

Una volta entrato nell’organismo, il Cesio si dlatiisce in modo uniforme; forse
una concentrazione leggermente piu alta si regretranuscoli e una piu bassa

nelle ossa e nei grassi. Con I'esposizione aumkensahio di cancro.

Cobalto (Co)

Il Cobalto € un metallo che si pud trovare sia amfa stabile e, quindi, non
radioattiva, che in forma instabile. L'isotopo radlitivo piu comune é il Co-60.
Nel 1735 uno scienziato svedese, Gorge Brandt, stnmahe il comune colore
blu dei vetri colorati era causato da un elemeritoCobalto. Nella forma
radioattiva, fu scoperto da Glenn T. Seaborg eoti@ Livingood nell’'Universita
della California-Berkeley nel 1930.

Nella sua forma non radioattiva € presente in matar molti minerali e da

~

centinaia di anni e utilizzato per colorare di bletri e ceramiche. Il Co-60 &
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prodotto, per uso commerciale, in acceleratoridine nelle operazioni dei
reattori nucleari, quando | materiali sono espali radiazioni.

E un metallo grigio, duro ma fragile: in condiziamdrmali & solido e simile al
ferro ed al nichel nelle proprieta. In particolarene magnetizzato come il ferro.
Viene utilizzato in alcuni processi industriali elle radioterapie in ospedale ed e
usato anche per la sterilizzazione di alcuni cibrché le potenti radiazioni
gamma uccidono i batteri e gli altri patogeni sedaaneggiare i prodotti. Al
termine del processo di decadimento, si ottiendhel.

Una forte esposizione puo avvenire durante le diasina terapia, anche sotto
stretta osservazione del personale medico. Acatteente si puo essere
contaminati ingerendo cibo o0 acqua in cui € presantelevata concentrazione di
Co. Una volta nell'organismo, parte viene espulamite le feci e parte permane
nel sangue, nelle ossa e nei tessuti dei reni gedato. || Cobalto assorbito viene
pian piano rilasciato tramite le urine.

Un’esposizione ai raggi gamma aumenta il rischioadticro.

lodio (1)

E un elemento solido non-metallico. Esistono sitojsi radioattivi che non-
radioattivi di questo elemento. Lo [-129 e [-13Thaali isotopi radioattivi piu
importanti presenti nell’ambiente. Alcuni isotopelld lodio, come lo 1-123 e I-
124, sono utilizzati nel campo della medicina, eegalmente non comportano

problemi perché hanno un tempo di dimezzamentoawidicolo.

87



Cap. 1 Contaminagione intenzionale

Nel 1811, Bernard Courtois scopri lo lodio naturélésotopo radioattivo 1-131
fu scoperto invece da Glenn T. Seaborg e John ¢§ood nell’Universita della
California-Berkeley nel 1930.

Lo 1-129 e 1-131 sono prodotti tramite fissioneathmi di Uranio nelle operazioni
dei reattori nucleari, e dal Plutonio (o Uranio) peocesso di detonazione delle
armi nucleari. Gli isotopi radioattivi hanno le s$e proprieta dello lodio in forma
stabile che, in condizioni normali e allo stato idwol cristallino con una
colorazione scura. Inoltre gode della particolam@peta di passare direttamente
dallo stato solido a quello gassoso (sublimazioQejesto vapore ha un colore
violaceo e risulta irritante per gli occhi, il nasda gola. Lo lodio si dissolve in
alcool ed in acqua e reagisce facilmente con te alistanze chimiche. Inoltre si
combina facilmente con la materia organica presesitéerreni.

Lo lodio ¢ il radionucleide usato piu di frequerdeprattutto nel campo medico, e
grazie al suo breve tempo di dimezzamento ed afissséoni beta, lo I-131 e
utilizzato largamente nella medicina nucleare.

Lo lodio radioattivo pu0 essere inalato o ingedttraverso il cibo o l'acqua. La
popolazione viene esposta continuamente allo lodadioattivo presente
nell’atmosfera, sia per effetto degli esperimenticleari che per le continue
radiazioni emesse dalle industrie e dai presidiionednche se viene immesso
sotto forma di gas pud contaminare i liquidi ealidi. Inoltre I'esposizione puod
avvenire anche per contatto con i fluidi corporeipdrsone che hanno subito
trattamenti con 1-131.

Lo lodio radioattivo pud provocare problemi alleotile. Una esposizione cronica

a tale sostanza puo provocare noduli e cancro.
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Plutonio (Pu)

E un metallo radioattivo. Anche se alcuni sciefiianno rilevato la presenza di
Plutonio in natura, proveniente da particolari @8t geologici, € considerato un
elemento artificiale. | radioisotopi piu comuni sorPu-238, Pu-239, Pu-240. I
Plutonio fu scoperto dal chimico nucleare Glen &al$rg e dai colleghi Joseph
W. Kennedy, Edwin M. McMillan e Arthur C. Wahl, n&B41 nell’'Universita
della California-Berkeley, pero la scoperta fu amiata solo nel 1948, alla fine
della guerra. Il Plutonio viene creato dall’'Uramei reattori nucleari. Quando U-
238 assorbe neutroni, diventa U-239, il quale wtidecade diventando Pu. |
diversi isotopi di U e le diverse modalita di assorento di neuroni e di
decadimento danno vita a differenti isotopi di Pa.maggior parte del plutonio
fu prodotta in reattori tra il 1944 e il 1988 dullS., allo scopo di poter utilizzare
tale prodotto come arma nucleare.

Il Plutonio € un metallo dal colore grigio-argentbe diventa giallognolo a
contatto con I'ambiente. In condizioni normali dido e chimicamente reattivo.
Presenta 15 diversi isotopi, tutti radioattivi. Fu-239 € stato, per esempio,
utilizzato per la produzione della bomba lanciatadNegasaki nel 1945. Il Pu-238
viene utilizzato per ricavare energia, grazie aef@alore che emana nei processi
di decadimento.

La popolazione puo venire in contatto col Plutocie permane nelllambiente a
seguito dei test nucleari, oppure ingerendo acqudaminata. Esso permane
nell'organismo e si possono avere effetti multipli seguito di un’ulteriore

esposizione.
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Radio (Ra)

E un metallo radioattivo presente in natura. Gitégi pil comuni presenti sono
Ra-226, Ra-224 e Ra-228. E un radionucleide formad#b decadimento
dell’'Uranio e del Torio nel’lambiente. E’ presemepiccole quantita nelle rocce,
nei terreni, nelle acque, nelle piante e negli atinfu scoperto nel 1898 da
Marie Curie nel pechblenda (minerale connesso ahib e al Radio): c’e circa 1
grammo di Radio in 7 tonnellate di pechblenda.

E di colore bianco-argento e diventa nero a camtath I'aria. E chimicamente
reattivo. Il Ra-226 deriva dal decadimento dell'B82il Ra-228 e il Ra-224 dal
decadimento del Th-232; il piu comune ¢ il Ra-2@te emette particelle alfa e
radiazioni gamma. Il Ra-228 e principalmente untéitoee di particelle beta.

Nel 1900, quando fu scoperto, gli scienziati noanera conoscenza della sua
pericolosita ed, anzi, erano affascinati dalle misteriose proprieta, specialmente
la luminescenza (per questo venne utilizzato ne@uzione di strumenti visibili
anche di notte). Le industrie cominciarono a proglunanufatti contenenti il
Radio. Attualmente viene impiegano nel trattametgbtumori (impiantando dei
piccoli semi che uccidono le cellule malate), patiografie e tecniche di analisi
simili. Quando viene mescolato con il Berillio, dita una fonte di neutroni, che
vengono utilizzati nel campo della ricerca. Viemgltre, aggiunto in punta ai
lampioni migliorando l'effetto di ionizzazione daltia.

La popolazione € piu 0 meno esposta alle radiaziooprio per la presenza del
Radio nell’ambiente; tuttavia le radiazioni sonoggiari se c’'eé presenza proprio

nel terreno di una forte concentrazione di taletasws®. Inoltre anche i pozzi
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d’acqua utilizzati a scopo privato possono presentan aumento della
concentrazione di Radio, soprattutto se posti irete particolarmente ricchi di
tale sostanza. La concentrazione nell'acqua p@&abielativamente bassa, ma ci
sono specifiche regioni geografiche dove questaawmnazione puod aumentare,
proprio a causa della litologia.

La maggior parte del Radio ingerito (circa I'80%)pandona I'organismo tramite
I'espulsione di feci e di urine, mentre il rimaner@0% segue il flusso sanguigno
accumulandosi principalmente nelle ossa.

Le particelle alfa emesse sono nocive se emes3pteatio dell’organismo.
Un’esposizione ai raggi gamma e dannosa sia daliimo che dall’esterno.
L’esposizione comporta cancro alle ossa, dannipnetesso di formazione dei

componenti del sangue, ecc..

Radon (Rn)

E un gas naturale radioattivo, presente nei terresilie rocce e nell’acqua. Fra gli
isotopi, i piu comuni sono Rn-220 e Rn-222. L'iqgmioRn-222 fu scoperto dal
chimico tedesco Friedrich E. Dorn nel 1900, meRa-220 fu scoperto nel
1899 dagli scienziati britannici R.B. Owens e EtriRgtherford.

I Rn-222 é un prodotto del decadimento del Radi6:Zntrambi sono legati al
processo di decadimento dell’'Uranio-238.

Il Radon € un gas nobile (essenzialmente inertgesante e si accumula nelle
parti basse dell'atmosfera. Non ha colore, nond@ee non ha sapore e tende a
concentrarsi in ambienti chiusi, aumentando ilmsdi esposizione.

Ha un uso pratico limitato a qualche applicazioneampo medico.

91



Cap. 1 Contaminagione intenzionale

Si dissolve facilmente in acqua e altrettanto faeiite la lascia se esposto
all'aria. Quindi la concentrazione nei fiumi e laghi € bassa, ma nelle acque
sotterranee puo essere alta. Anche se e piu fatie venga inalato, la
contaminazione pud avvenire anche ingerendo cibt@ua. La maggior parte
della quantita immessa nell’organismo, viene esptriamite feci o urine. Per le
acqua potabili altamente contaminate il danno esggerché il Radon decade nei

tessuti e provoca il cancro ai polmoni.

Stronzio (Sr)

E un metallo grigio-argento che a contatto conid’assume subito un colore
giallognolo. Lo Stronzio si trova in natura comemento non radioattivo; di
questo elemento si € a conoscenza di almeno 16pisdiversi, dei quali 4 si
trovano in natura in forma stabile (Sr-84, -86,,-888) ed i rimanenti sono
radioattivi. Tra questi ultimi, il piu importantpresente nell’ambiente, e lo Sr-90.
Nel 1790 Adair Crawford e William Cruikshank rileeao per la prima volta un
elemento non radioattivo in un minerale present&dozia. Lo stronzio come
elemento fu isolato nel 1808 da Sir Humphrey Dalg. Sr-90, come altri
radionucleidi, fu scoperto nel 1940 durante gliegspenti connessi con la bomba
atomica. Si tratta di un prodotto della fissiondl’'deanio e del Plutonio nei
reattori nucleari e nelle armi nucleari che, speesatamina parti del reattore ed i
fluidi. La maggior parte dell’'Sr-90 presente ndlesfera risale al 1950 quando
venivano condotti test sulle armi nucleari.

Nel processo di decadimento emette particelle batanon radiazioni gamma,

divenendo infine Ittrio-90 (radioattivo). In talegeesso viene generata una forte
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quantita di calore che viene convertita in energj@gsso utilizzata in stazioni
molto lontane come le navicelle spaziali. In campedico viene utilizzato per il
trattamento delle ossa malate di cancro. Lo Stmnehimicamente, € molto
simile al Calcio e per questo tende a concentreglée ossa e nei denti.

La popolazione é costantemente esposta a piccalgitpudi Sr-90 per il fatto che
e largamente diffuso nellambiente e nella catelmemtare. Di conseguenza
l'introduzione di Sr-90 all'interno dell’organism@uo avvenire sia tramite
inalazione che ingestione: quest’ultima rappreséntaodalita piu nociva. Della
quantita ingerita circa il 70-80% attraversa I'argano; il 20-30% viene assorbita
e si deposita sulle ossa; circa I'1% si distribeiscel sangue, nei fluidi
extracellulari, nei tessuti molli e sulla supesiaielle ossa, causando in alcuni

casi il cancro o la leucemia.

Tecnezio (Tc)

E un metallo radioattivo grigio-argento. La maggparte del Tecnezio & prodotta
artificialmente anche se, in natura, € present@i@ole quantita nella crosta
terrestre. Tra gli isotopi del Tecnezio (tutti r@atitivi) il piu comune e il Tc-99m
(metastabile). Il Tc-97 fu scoperto nel 1937 da lEmbegré e Carlo Terrier
nell’'Universita della California-Berkeley; il Tc-89 fu sviluppato da Glenn T.
Seaborg e Emilio Segré. A temperatura ambiente metallo molto denso ed ha
un peso circa 11.5 volte maggiore del peso di wmlgolume di acqua. Il Tc-
99m decade prima in Tc-99 emettendo radiazioni gamoon un tempo di
dimezzamento di circa 6 ore; il Tc-99 decade ineRiat-99 emettendo particelle

beta e radiazioni gamma. Il suo utilizzo nell'inttiss € limitato a qualche
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applicazione, ma principalmente viene impiegato resttori nucleari, negli
ospedali e nei laboratori di ricerca.

La presenza del Tecnezio nelllambiente e legateapeatemente ai test sulle armi
nucleari. Piccole quantita di Tecnezio sono presesite acque, nei terreni, nelle
piante e negli animali, di conseguenza si e espmsiantemente anche se le
guantita sono piccole. La fonte principale di comtaazione e I'ingestione di cibo
0 acqua. Una volta che questa sostanza e entrdltargaismo umano, Si
concentra in prossimita delle ghiandole tiroidegeetratti intestinali. Una prima
meta della quantita ingerita viene espulsa entr@r@) un quarto viene espulso
nelle successive 60 ore. Alla fine delle 120 dreuarto rimanente permane nel
corpo e, come gli altri elementi radioattivi, aurteete probabilita che le cellule si

ammalino di cancro.

Trizio (H-3)

Il Trizio viene prodotto sia naturalmente nelletpalte dell’atmosfera, quando le
radiazioni cosmiche colpiscono le molecole di atiz artificialmente a seguito
di esplosioni di armi nucleari. Anche se si puovamre sotto forma di gas, piu
comunemente e presente nelle acque perché, codregédno non-radioattivo,

reagisce con gli atomi di Ossigeno formando mokecali acqua. La

concentrazione di Trizio nellatmosfera ha subito imcremento notevole a
seguito di esperimenti sulle armi nucleari nel @&oi compreso tra il 1950 e |l
1960. In particolare nel 1963 si & avuto un picassmo della concentrazione di
tale sostanza, che poi e andata decrescendo ngbtéinTrizio viene largamente

utilizzato in diversi campi, rivestendo un ruolomflamentale nell’attivazione dei
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meccanismi e nella manutenzione delle centrali eeunleari e nucleari. La
popolazione viene, quindi, esposta quotidianamanpécole quantita di Trizio:
I'esposizione aumenta per le persone che vivono pnessi dei centri dove
vengono condotti test nucleari e per coloro cheraro nei laboratori di ricerca.
Una volta che il Trizio entra nell’organismo (p@aiazione o per ingestione) si
distribuisce in maniera uniforme e viene poi espulamite le urine entro un
mese dall'ingresso. L'eccessiva esposizione alidraumenta il rischio di
sviluppo del cancro. Esso, comunque, e consideitat@dionucleide meno
pericoloso perché emette delle radiazioni moltootled abbandona I'organismo

in un tempo relativamente piccolo.

Torio (Th)

E un metallo che si trova in percentuali molto eassl suolo, nelle rocce e
nell'acqua. Presenta molti isotopi, alcuni dei qumeturali, altri artificiali, tutti
radioattivi. Quello piu comune € il Th-232, chetrgiva in natura, scoperto nel
1828 dal chimico svizzero Jons Jakob Berzeliusudl colore € bianco-argento.
Se € puro, a contatto con l'aria permane brillgmee mesi; se presenta delle
impurezze assume, invece, un colore scuro, quagi 8¢ dissolve lentamente in
acqua. Gli isotopi piu comuni sono: Th-232, Th-230h-228.

Il Torio ha proprieta coloranti e per questo eizaéto per la produzione di
ceramiche; € anche usato per rivestire le lantgmogyrio per la sua brillantezza; é
usato, inoltre, nell'industria aerospaziale e, paksato, € stato utilizzato per
costruire macchine per radiografie. L’esposizionepgncipalmente legata

all'ingestione e all’inalazione. Una volta ingerippo essere espulso tramite le
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feci e le urine; se permane, viene a contattoloskb del sangue e si deposita in
prossimita delle ossa, dove permane per molto tenmpprincipali effetti

dell’esposizione sono legati all’laumento delle @tbta di contrarre il cancro.

Uranio (V)

E’ un elemento radioattivo che si trova in natuedlenrocce, nei terreni, nelle
piante, nelle acque e negli animali. L'utilizzo ldéfanio, nella sua forma
naturale, risale almeno al 79 a.C., quando vensadouper colorare le ceramiche.
Venne scoperto nel 1789 dal chimico tedesco M&taproth nella pechblenda e
isolato nel 1841 da Eugene-Melchior Peligot. Le guaprieta radioattive furono
scoperte dal fisico francese Henri Becquerel n@61®ato il suo elevato tempo
di dimezzamento, permane sulla terra in quantibilst E un metallo bianco-
argento di notevole densita (molto piu elevata miembo). Naturalmente sono
presenti tre isotopi: U-238, U-235 e U-234, mengie altri possono essere
sintetizzati (tabella 1.2.16). In figura 1.2.34 ntetizzato il processo di

decadimento dell’Uranio 238 (U238).

isotopo U-238 U-235 | U-234

Presenza in natura(%) 99,27 0,72 0,0055

Tempo di dimezzamento(anni)| 4,47*1F | 0,7*10 | 0,246*16

Tab. 1.2.16

Viene utilizzato per la produzione di proiettilngssili, come propellente nucleare

per le navi e i sottomarini, per le armi nucledricombustibile utilizzato nei
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reattori & tipicamente arricchito di U-235. Alcuertilizzanti contengono anche
Uranio naturale e le persone che collezionano roeceminerali sono
costantemente a contatto con Uranio naturale,ccope quantita.

Si e esposti per inalazione o ingestione di acquabe. La dose giornaliera
ammissibile e di circa 0,07-1,1 pg. L'esposiziomantite la pelle di questa
sostanza e poco nociva perché le particelle alfahenno I'energia sufficiente

per attraversare la cute.

URAHIUA 238 (U238}
RADIOACTIVE DECAY

typeof nuclide half-lifie
radiation
? uranium-238 447 billion years
o

|3 thorium-234 24.1 days
protactinium-234m 117 minutes
|3 uranium-23d 245000 wears
thorium-220 2000 years
rad ium-22@ 1600 years
radon-222 3.823 days

polonium-218 3.05 minutes

®
D+-O+-0-0+-8-O9

.
lead-214 208 minutes
|3 bismuth-214 19.7 minutes
& polonium-214 0.000164 seconds
18
Y lead-z10 22.3 years
bismuth-210 5.01 days
B polonium-210 132 .4 doys
18

lead-206 stable

Fig.1.2.34Decadimento dell'Uranio
Se, invece, le particelle alfa vengono inalate gerite, entrano a contatto

direttamente con gli organi e provocano un aumesétle probabilita di
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ammalarsi di cancro. L’'organismo nella maggior @atéi casi espelle I'Uranio
tramite le feci e le urine; se invece, esso permeoipisce principalmente i reni
(essendo un metallo tossico). La sua radioattpitdvoca il cancro alle ossa e al
fegato e, in alcuni casi, la leucemid. conclusione di questo excursus, nelle
tabelle 17, 18 e 19 sono stati riportati i tempiddnezzamento per i nucleidi

primordiali (tab. 1.2.17), cosmogenici (tab. 1.3.&8 artificiali (tab. 1.2.19).

, _ Tempo di .
Nucleide Simbolo . attivita in natura
Dimezzamento

Uranio 235 2y 7.04 x 18 anni| 0.72% dell'Uranio naturals

D

99.2745% dell'Uranio
naturale; 0.5+4.7 ppm
dell'Uranio totale nelle

Uranio 238 238y 4.47 x 168 anni| rocce comuni

1.6+20 ppm nelle rocce
comuni con una media
Torio 232 232Th 1.41 x 1&° anni| nella crosta di 10.7 ppm
0.42 pCi/g (16 Bg/kg) in
limestone and 1.3 pCi/g
Radio 226 *Ra 1.60 x 1banni| (48 Bg/kg) in igneous rocl

Gas Nobile concentrazione

7\

media annuale negli US
che va da 0.016 pCi/L (0.
Bg/m°) a 0.75 pCilL (28

Q)

Radon 222 2Rn 3.82 giorn| Bg/m®)
suolo - 1-30 pCi/g (0.037-
Potassio 40 0K 1.28 x 18 anni| 1.1 Bg/g)

Tab.1.2.17Nucleidi Primordiali
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tempo di
Nucleide | Simbolo dimezzamento Fonte Attivita naturale
6 pCi/g (0.22
Carbonio interazione con i raggi Bq/g) nei
14 4c 5730 annjcosmici,“N(n,p)C; materiali organici
interazione dei raggi cosmici
con N and O;
attraversamento dei raggi, | 0.032 pCi/kg (1.2
Trizio 3 *H 12.3 annj°Li(n,alphafH x 10° Ba/kg)
interazioni dei raggi cosmici0.27 pCi/kg (0.01
Berillio 7 Be 53.28 giorn[ con N and O; Bg/kg)

Tab.1.2.18Nucleidi Cosmogenici
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tempo di
Nucleide Simbolo] dimezzamento fonte

prodotto dai tests sulle armi e

dai reattori; produzione di arm
Trizio *H 12.3 annj nucleari

prodotto derivante dalle prove

sulle armi e reattori;utilizzato

nelle cure mediche per i
lodio 131 134 8.04 giorni| problemi di tiroide

prodotto derivante da prove s
lodio 129 129 1.57 x 16 anni| armi e reattori;

prodotto derivante da prove s
Cesio 137 137cs 30.17 anrjiarmi e reattori;

prodotto derivante da prove s
Stronzio 90 Osr 28.78 annjiarmi e reattori;

prodotto del decadimento del

%Mo, usato nelle diagnosi
Tecnezio 99 %Tc 2.11 x 18 anni| mediche

prodotto dal bombardamento

neutroni def**U

(238U +N>28Y-> 239Np +R--
Plutonio 239 2Py 2.41 x 16anni| > 2%Pu+R)

Tab.1.2.19Nucleidi Artificiali

[EPA; ENGRI 119, 2002; Hall; Factsheet-UnderstagdRadiation and

Radioactivity; Seventh edition, 2003]
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3. Esperienze di laboratorio

La fase sperimentale della Tesi - sviluppata presd@boratorio di Chimica
Farmacologica e Tossicologica della Facolta di Eaien dell’Universita di
Napoli Federico Il - e stata dedicata all'analisi di metodiche aitdlé di
identificazione e quantificazione dei contaminardi, fine di consentire la
definizione di un “protocollo” da sottoporre alfanhzione degli enti gestori dei
sistemi idrici in modo da poterne valutare la ¢ifet “sostenibilita” gestionale ed
economica. | test sperimentali hanno consetditefinizione di una procedura
per la preliminare individuazione del contaminante e per la successiva
immediata valutazione della sua concentrazionelLa scelta della tecnica
sperimentale piu opportuna va ovviamente effettaat® per caso analizzando le
caratteristiche del singolo agente contaminanfenaldi identificare la soluzione
piu efficace. Nel seguito vengono descritte le metogie attualmente piu
avanzate per la rilevazione dei contaminanti restigue.

La Cromatografia
La cromatografia € un metodo analitico largamente ftilizzato per la
separazione, l'identificazione e la determinazioneei componenti chimici in
miscele complessell metodo presenta una grande varieta di siseetecniche,
che si basano sull'utilizzo di una fase staziortagadi una fase mobfle |

componenti della miscela sono trasportati lungttraeerso la fase stazionaria dal

I La fase stazionaria, in cromatografia, € una faseefissa in una determinata
posizione: o in una colonna o su una superficiagia

2 La fase mobile, in cromatografia, € una fase chawive lungo o attraverso la
fase stazionaria, trasportando con sé la sostanaaalizzare.
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flusso di una fase mobile gassosa o liquida, eelpamzione e basata sulle
differenti velocita di migrazione dei componentilldemiscela. | metodi
cromatografici si distinguono in:

a. Cromatografia su colonng in cui la fase stazionaria € essenzialmente
contenuta in un tubo sottile e la fase mobile &dta a passare
attraverso il tubo sotto pressione o per gravita;

b. Cromatografia su strato sottile in cui la fase stazionaria & supportata
Su una superficie piana o nei pori della carta,tneda fase mobile si
muove per azione della capillarita o sotto I'infhza della gravita.

I metodi cromatografici si suddividono in tre caigg basate sulla natura della
fase mobile: liquida, gassosa e fluido supercritifer la fase mobile liquida

esistono cinque tipi diversi di esame, mentre pexllg gassosa ne esistono tre:
tali sottotipi di esame differiscono per la natdedla fase stazionaria e per i tipi di
equilibri che si stabiliscono tra le fasi.

La cromatografia liquida (LC) si effettua su colanm planare; la cromatografia
gassosa (GC) si effettua solo su colonna.

GC

| gas di trasporto devono essere chimicamentei,inet cui si sceglie tra Elio,

Argon, Azoto, Biossido di Carbonio e Idrogeno. leelta € legata al detector
usato. In figura 1.3.1 é riportato lo schema digas-cromatografo mediante il
quale, a seguito dell'iniezione della sostanza it@arta siringa e del trasporto

effettuato dal gas, si perviene all’analisi dethatanza tramite il rilevatore.
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Esistono poi, imetodi combinati,nei quali la GC e accoppiata a tecniche
spettroscopiche (come la spettrométdamassa, MS), che offrono al chimico un

potente mezzo per identificare i componenti di omscela complessa.

Fluzzlmetra o haollo
dl =sopong

Rlvelntore

2lrlnge.

iplitter di flusss
Rotometra

Flauttore dl \\T L

L

presclong \ ; _* . _‘

LFA

Colarng ‘
lztena dl ‘
controllo cel | |
flusso

Erogotore o gos
di trazparto
Tnletto Fornetto per la

colanng,

Fig. 1.3.1Schema di una GC

LC
E una tecnica utilizzata per la separazione digomiolecole presenti in soluzione.
La cromatografia liquida semplice impiega una cobbdove alla base si pone la

fase stazionaria in equilibrio col solvente. Laefatazionaria puo essere di diversa

natura (solida, un gruppo ionico posto su una asat..). La miscela da separare

3 La spettrometria € una tecnica utilizzata per neiglimssorbimento, emissione e
fluorescenza
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viene posta nella colonna dall’alto; poi si ponesolvente, sempre in testa alla
colonna. | componenti della miscela si muovonoirda#rno della colonna con
velocita diverse, in funzione della maggiore o ménaffinita con la fase mobile. |
componenti vengono suddivisi in funzione del terape impiegano a fuoriuscire

dalla colonna.

HPLC

La LC ad alta prestazione impiega una fase molgjléda e una fase stazionaria
finemente suddivisa. Per ottenere velocita di fussifficientemente alte, il
liquido deve essere sottoposto a pressioni elevatégura 1.3.2 € riportato lo
schema di funzionamento di un HPLC nel quale, ttremina siringa, si inietta la
soluzione da esaminare che viene portata a cortattda fase mobile e la fase
stazionaria; in base all’affinita che la soluzidree con le due sostanze, la stessa
verra rilevata in tempi differenti, dando cosi loogd una curva rappresentativa
del contaminante da esaminare.

Un cromatogramma, quindi, € un diagramma di un parametro funzionale
della concentrazione del soluto in funzione del tepo di eluizione (processo
mediante il quale i soluti sono dilavati attraversauna fase stazionaria da una
fase mobile in movimento)Se si pone all’'uscita della colonna cromatogratfica
rivelatore e se ne riporta il segnale in funzioeétdmpo, si ottiene una serie di
picchi.

La posizione dei picchi sullasse dei tempi & utiler l'identificazione dei
componenti del campione; inoltre le aree sottes@idahi forniscono una misura

quantitativa del contenuto di ogni specie [Skodif)Z.
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A | Sorgente di elio con B | Contenitori per i solventj
riduttore di pressione

C | Degassatore D | Filtro di ingresso

E | Valvola per solvente F | Pompa

G | Valvola di controllo H | Valvola di controllo
in uscita in ingresso

| | Smorzatore di impulso L | Valvola di drenaggio

M | Siringa N | Filtro

O | Regolatore di contropression® | Trasduttore di pressiong

Q | Valvola di iniezione R | Colonna

Fig. 1.3.2Schema di un HPLC
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Tramite le tecniche cromatografiche €, quindi, folesrilevare la presenza nelle
acqua convogliate nei sistemi idrici di sostanzelizaate come agenti

contaminanti chimici o biologici.

Applicazioni di tecniche cromatografiche con rifermento ad alcuni agenti

contaminanti

Nel passato sono stati effettuati diversi studpsssibili contaminanti basati sulle
tecniche precedentemente esposte. In particoluaita militari che partecipano
alle azioni di disarmo nel mondo sono costantemesp®ste all’azione di agenti
chimici bellici. L'analisi dei campioni, ovviamentegichiede I'uso di metodi
analitici sensibili e specifici, al fine di rilevarla presenza di queste sostanze
anche a bassissime concentrazioni.

Ad esempio, il Tabun (dimethyl-ethyl estere deikiac fosfoamidocianidrico) é
uno dei componenti della classe degli esteri orfymforici (OPs) che inibisce sia
I'azione delle colinesterds{ChEs) ed altre esterasia quella di alcuni reagenti
alchilantP (come il 4-nitrobenzilpiridina). La capacita aleite di tali
organofosforici fa sorgere la questione sul lorerguale potere mutagenico

[Garrett et al, 1986].

+Enzimi che intervengono nella regolazione degliufspnervosi.

5 Gruppo di enzimi che catalizzano I'idrolisi degbteri degli acidi inorganici e
organici.

s Composti chimici che introducendo nel DNA gruppchalici (es. metilici)
agiscono come agenti mutageni provocando mutamorario modo.
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Alcune ricerche riguardano gli effetti genotosdicitale agente chimico, usato
come aggressivo bellico, relativamente alla sadliteoloro che sono costretti ad
operare nelle imprese di demilitarizzazione.

Gli effetti vengono evidenziati mediante saggi faowlogici effettuati sulla
Salmonella typhimuriumsu un linfoma di ratto, sulla sintesi di un DNA non
preordinato e saggi vitro ein vivo sugli scambi reciproci tra i cromatidi (SGE

Il saggio sulla Salmonella ha messo in evidenzaamaomi per scambi che
provocavano variazioni della struttura.

Il saggio sul linfoma di ratto ha utilizzato unada cellulare di linfoma per
determinare il momento di mutazione e distruzioakadimidina chinasi (enzima
risultante dalla combinazione del ribosio e deilairta, che costituisce il DNA)
all'azione della trifluorotimidina.

Il test di sintesi del DNA non strutturato era lbasaulla capacita di non
suddivisione delle culture primarie di epatocitralito adulto alla risposta chimica
che provoca un danno diretto sul DNA mediante unADBintetico non
strutturato.

Il saggio sugli scambi dei cromatidi determinavaréeiproche variazioni tra
cromatidi con il risultato di un errore di repliceze del DNA, dovuto alla
modifica dell'informazione trasportata dai cromosd¢ircromatidi sono infatti le

meta longitudinali del cromosoma).

71l processo che va sotto il nome di SCE, Sisteio@fatid Exchange, consiste in
scambi reciproci di DNA tra le due molecole di DAl processo di duplicazione
dei cromosomi.
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| risultati mostrano che il Tabun presenta debfféte mutageni nel saggio della
Salmonella e che alti livelli di Tabun sono tosseerr le cellule di linfoma nel
ratto. Inoltre I'incorporazione diH-timidina nel DNA nucleare di epatociti di
ratto con concentrazioni di Tabun superiori ai 2§/0p, mette in evidenza che,
aumentando la concentrazione di Tabun, si inibisgcduzione della sintesi del
DNA non strutturato, mentre lo stesso DNA non $mato aumenta
positivamente nei gruppi di controllo. Dagli espeenti riportatiin vitro sulle
SCE risulta che il Tabun, oltre la dose di 50ug/pnggressivamente inibisce la
divisione cellulare, senza totale citotossicitayivo, ratti iniettati con 700ug/Kg
di Tabun mostravano effetti tossici con il risuttathe un ratto su dieci decedeva
nell'arco temporale di 6 minuti.

In conclusione, il Tabun € mutagenico nella Saliane un diretto agente
mutante per le cellule del linfoma del ratto, esle attivita mutagenica aumenta
progressivamente alla dose di 100pg/ml.

Uno studio precedente mostrava che anche altri agenti nervini (Sarin e
Soman) inibivano I'induzione della sintesi del DMWN strutturato, senza totale
tossicita. L'estrema tossicita del Tabun per i maf@mpuo essere preventivata
testando il livello piu alto fino a rilevare il sypmtere mutagenicim vivo. La dose
letale nel 50% dei casi (Lg) stimata nelluomo e dell’ordine di 10pg/Kg, molto
inferiore ai 100pg/Kg che certamente induce mutazio

Il passato interesse sulla potenziale mutagenidégli organi fosforici era
focalizzato sulla capacita di alcuni agenti orgasédrici (ad esempio |l

dichlorvos) di alchilare reagenti come la 4-benaiiina.
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E stato osservato che la fosforilazifn@iuttosto che I'alchilazione, era la
reazione predominante. La velocita della reaziome le colinesterasi era molto
piu elevata che la velocita di alchilazione, ricdude la concentrazione di
composti simili disponibili per I'alchilazione a s livelli.

Sono state riportate poche notizie sulla mutagenidi agenti chimici usati a
scopo bellico (organofosforici) o altri organi fosti paragonati sulla base di
studi di genotossicita di altre classi di compaoati;esempio il Soman, ma non il
Sarin, aumentava le variazioni cromatiche nellutztelle ovaie dei criceti.

Molti studi sono focalizzati sui prodotti chimiag@coli e relativi organofosforici.
Benché alcuni autori non evidenzino nessun effattatagenico per 26
organofosforici nel saggio della Salmonella, ditnno ottenuto risultati positivi:
per esempio Corbett [Corbett et al, 1987] ha pmwdte il nitroso fenitrotione,
era mutagenico per i alcuni ceppi di Salmonelldidgando che la nitroriduttasi dei
batteri potrebbe non metabolizzare il fenotrionema&tabolita mutagenico,
risultando in mancanza di questa protezione lailpidita di predire la potenziale
genotossicita di questo pesticida.

In aggiunta al gruppo fosforico, il Tabun contiesreche il gruppo cianuro, che
potrebbe contribuire alla sua tossicita verso |Buleee forse anche alla sua
mutagenicita. Lambotte ed altri [Lambotte-Vandepastr al, 1985] hanno
dimostrato che Iattivita mutagenica in animalitiaé con acrilonitrilé era
evidenziata da metaboliti nell'urina: tiocian&tcacido idrossietilmercapturico ed

acido cianoetilmercapturico.

s Reazione che porta all'attacco di un gruppo fostbe un composto organico.
» CH,=CHC=N liquido incolore, volatile e molto tossico.
1 Sale o estere dell’acido solfocianico (HS\Q.
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L’induzione di geni che provocano mutazioni da @adi questi insetticidi
organofosforici e stato dimostrato in maniera inegecabile tramite provan
vitro. Gli esperimenti di mutagenesi su cellule mammirigitro, spesso hanno
dato risultati incerti a causa della citotossicitaguesti composti; le esperienre
vivo sulle cellule mammarie non sono possibili a cads#’acuta attivita
colinergica.

E stato poi condotto uno studio per rilevare sallizione a scambi cromatici puo
essere ritenuta una proprieta comune a tutti gletiicidi organofosfati e se
possono rilevarsi differenze negli effetti citogecidra i diversi pesticidi.

Nello studio sulle cellule delle ovaie dei cricedi, stato evidenziato che una
concentrazione di pesticidi che va da 0,03 a 0,1nmduce scambi cromatici
[Wilson et al. ,1994; Kumar et al. ,2003; Nishicagt1981].

I metodi analitici per i composti organofosfati (Offanno un grande interesse a
causa del loro vasto utilizzo nell’agricoltura, laghedicina e nell'industria. Tra i
composti organofosforici ci sono anche dei compdsitnici altamente tossici ed
utilizzati a scopo bellicol metodi cromatografici a fase mobile liquida
utilizzati per I'analisi dei componenti di quesegticidi e dei relativi composti,
hanno sempre sofferto per la mancanza di rilevaafficientemente sensibili e
selettivi. Il detector UV, utilizzato largamenterga determinazione dei residui,
non puo essere utilizzato nel caso di queste swestger la mancanza di
appropriati gruppi cromofori. Inoltre, sono necemsgrima dell’analisi matrici
campione caratteristiche che contengano molti catnpo grado di assorbire i

raggi UV. Si utilizzano, percio, i rilevatori “pasblumn” che si basano su una
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specifica reazione chimica e offrono metodi altéwmacon un’eccellente
selettivita e sensibilita, che forniscono diagrancom ampi picchi.

L'inibizione dell'enzima della colinesterasi & stdfrgamente applicata per la

rilevazione di tracce di pesticidi OP tramite craommafia su strato sottilé\lcuni

studiosi hanno determinato, mediante LC, residupelticidi organofosfati e
carbammati in un estratto di foglie di prugne. iAdtudiosi hanno sviluppato una
rivelazione fluorimetrica dell'inibizione enzimatic per standard di pesticidi
carbammati ed applicato il sistema analitico spentale su campioni di varia
origine. Il problema piu grande e ricercare la fasebile che porti alla

separazione analitica dei composti desiderati eatlbestesso tempo non inattivi
gli enzimi.

L’obiettivo era trovare un sistema enzimatico parrilevazione di tracce di
composti di OP in campioni ambientali. | compostidallo scelti per questi studi
non erano, pero, rilevabili in tracce con le tebeiconvenzionali di cromatografia
liquida. In particolare, e stata scelta la posibilli impiegare solventi organici
nella fase mobile. Dopo la scelta di un’adeguatee fanobile e del modo di
eluizione, sono stati determinati i limiti di rilexione per questi composti. In
particolare €& stato sviluppato un metodo quantibatlineare e ripetibile.

L’acetilcolinesterasi delle anguilleElectrophorus electricus(AChE) e la

pseudocolinesterasi del siero umano (ChE) sono iizzati come enzimi. |

vantaggi di tale sistema sono stati verificati satérso la rilevazione di questi
composti in campioni di aria prelevati in un’aredana. Un rilevatore UV e stato

utilizzato on-line con un sistema di rilevatori anatici per ottenere informazioni

comparative tra i composti che assorbivano i rajgipresenti nell’area urbana.
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L’AChE é stato ottenuto dalla Sigma; 'ChE dal Resé Center of Finish
Defence Forces. Il preparato liofilizzato e statmléo in una soluzione tampone
di idrogenofosfato 52 mM a pH 7.2 contenente 0.1iMlaruro di sodio e 0.1% di
gelatina (PBSG). Questa soluzione si mantenevalestadr alcune settimane, se
conservata ad una temperatura di 4°C e riparafa tlade. Il composto con |l
quale questa soluzione deve reagire € lo ioduracdihylthiocholine. Questo
viene sciolto in acqua distillata ad una concemraz di 100mM, e si divide poi
la soluzione in due parti uguali che vengono caaitged -25°C. Prima di essere
utilizzato viene diluito in 1/10 di acqua distilat

| tre componenti modello erano il GA, il GB e il Gbhe vennero ottenuti dal
Research Center of Finish Defence Forces, con urezpa che variava dal 70 all’
85%. Il solvente era acetone o etere etilico, ediacentrazione era determinata
tramite un GC equipaggiato con un rilevatore teonimio alcalino e con tri-n-
butyl phosphonate e diisopropyl methylphosphonaigiuato come standard
interno. | solventi in fase mobile nellLC, invecerano metanolo e acqua
distillata.

Prima dell'uso il solvente veniva filtrato attraseruna filtro-membrana con fori
di 0.5 um. In figura 1.3.3 € riportato un esempiordmatogramma.

Campioni d’aria vennero prelevati sui tetti di edifici commerciali di Helsinki. |
tempi del campionamento furono di 24 ore ed i volypnelevati variavano da

1100 n? a 1600m,
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Fig. 1.3.3 Cromatogramma ottenuto dall’analisi di un campionentenente
Tabun, Sarin e Soman in acetone, utilizzando AGHEe (ChE (b); Condizioni:
gradiente lineare da 15 a 65% metanolo in acquandbuti; flusso 0.7ml/min;

colonna LiChrosorb RP-18 (5mm),250X4mm.

Nei campioni furono poi iniettate soluzioni contetiet.1ug di Sarin, 3.5ug di
Soman e 3.6pg di Tabun, distribuite uniformementaawerso il filtro
dell’'apparato di campionamento dall’inizio del peld di campionamento.

| campioni furono preventivamente esaminati pavale la presenza di pesticidi
o altri componenti che potevano avere effetti moibisulla colinesterasi. Alla fine
un volume di 7ul di campione concentrato veniveettato all'interno del
cromatografo.

La sensibilita dei rilevatori dipende in manierauaiale dalla capacita del

composto di inibire gli enzimi. L'analisi mostraagdi differenze nel potere
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inibente degli OP verso gli enzimi colinesteragjaie fondamentalmente al tipo
di animale utilizzato. Un incremento del tempo riiubazione del soluto con gli
enzimi, aumenta la sensibilita.

Uno studio sulla linearita della risposta e stafetiato sotto I'ipotesi che gli

inibitori fossero in eccesso e che la reazionel'&azima e linibitore potesse

essere espressa tramite la seguente equazione:

2.303l0g(L00CE, / E,) = —k; It

dove: i e E sono le attivita enzimatiche prima e dopo il pgoiai incubazione;

ki € una costante; | € la concentrazione dell’iniieito

In figura 1.3.4 é stato riportato un diagrammadad per il Soman.

Il cromatogramma di figura 1.3.5, ottenuto utilimda i campioni di aria e di aria
contaminata, mostra come il Sarin, il Soman e ibufa siano chiaramente
evidenziati dai picchi. I limiti di rilevabilita pa composti nell’aria sono gli stessi
che si ottengono per i composti puri; questo dinaokeccellente selettivita del

rilevatore.
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Fig. 1.3.4 Determinazione dell’attivita enzimatica inizialep,Ee dell’attivita
enzimatica dopo lincubazione,R]; Diagramma standard per il Soman

ottenuto tramite I'utilizzo di AChE.

L’alto numero di composti presenti nell’aria ches@abono i raggi UV é

chiaramente indicato dai cromatogrammi. | tre piqutesenti in entrambe gli

scenari sono attribuibili alle impurezze nella camicazione di dietiletere,

distillato due volte.

Nella figura 1.3.5, la parte alta del cromatogran@mappresentativa di un’analisi
svolta utilizzando come rivelatore enzimatico iersi umano; la parte bassa,

invece, e rappresentativa di un’analisi svoltaza##ndo il rivelatore UV a 254nm.
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Fig. 1.3.5 Cromatogramma ottenuto dall’analisi dell'aria (a) dall’ analisi
dell'aria con Tabun, Sarin e Soman (b).

“I” sono le impurezze presenti nella concentrazodi dietilestere; Condizioni:
gradiente lineare da 15 a 65% metanolo-acqua innd8uti; flusso 0.7ml/min;

colonna LiChrosorb RP-18 (5mm),250X4mm.

La presenza di inibitori della colinesterasi ndveati organici € stata riportata gia
in studi passati: Vicedo ed altri trovarono ftalgdsteri dell’acido ortoftalico) e
composti OP che mostravano l'attivita di inibitoiélla colinesterasi nei residui
del processo di distillazione di esano ed altrveoti industriali. L'identita delle

impurezze dei solventi e di altri composti inibitgrero, non fu determinata.
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Gli enzimi della colinesterasi possono esserezatli con successo in un sistema
di reattori post-column per la rilevazione di traati composti organofosfati. Il
progetto descrive come poter utilizzare solvengaaici. L’alta sensitivita e la
buona ripetibilita sono ottenuti per basse coneeni di componenti organici.
L’applicazione su campioni di aria pulita mostrefficacia della colinesterasi per
la determinazione selettiva dei composti OP. Ditimgri cromatogrammi UV dei

campioni ambientali non sono molto attendibili [Eypen, 1987].

Recentemente, una squadra canadese e stata maredéEst Europeo per
prelevare sacchetti e campioni di terreno per teffee delle analisi sugli agenti
chimici bellici. | risultati, a cura del Defence $&arch Establishment Suffield,
non hanno rivelato I'esistenza di tali sostanzénédirno dei campioni prelevati,
ma i tipi differenti di suolo sono stati utilizzaier lo sviluppo di nuovi metodi di
analisi che riguardano proprio i terreni.

La gas cromatografia €& stata largamente utilizze¢s la separazione e
I'identificazione degli agenti chimici bellici; lgas cromatografia accoppiata alla
spettrometria di massa (MS) e, invece, stata upatwalentemente per la
caratterizzazione dei composti. | composti orgasiofioci sono stati studiati
mediante la MS per bombardamento di elettroni ézaazione chimica, perché
'uso complementare di questa tecnica di ionizaaidacilita I'acquisizione di
informazioni sulla molecola e la frammentazione ldegni, utilizzata per
I'identificazione. Va precisato che la separazidremite GC, che e utilizzata

prevalentemente per analizzare organofosforicstraéti organici, non € di solito

utilizzata nell’analisi di campioni o estratti imlgzioni acquose, che richiedono
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trattamenti preventivi. | campioni di acqua cheteogono agenti chimici bellici
sono, invece, generalmente analizzati tramite GC-MSseguito di una
microestrazione della fase solida oppure tramigttrefforesi capillare e LC. La
ricerca, in effetti, ha portato allo sviluppo dito@ analitici che utilizzano la LC-
MS per I'analisi dei composti liquidi contenenpriodotti non-volatili dell’idrolisi
delle sostanze chimiche belliche organofosforicheno state sviluppate anche
tecniche di MS e ionizzazione a pressione atmasfeper I'analisi di questi
prodotti dell'idrolisi. Per esempio ESI (Electrospray mass Spectrometry
recentemente e stata utilizzata per analizzaretiqgaapioni in fase liquida.

In particolare, 'LC-ESI-MS é stata utilizzata pardeterminazione degli agenti
chimici, dei loro prodotti di idrolisi e dei relaticomposti in campioni liquidi,
tutto nellarco di una singola analisi. Questo agpio risulta essere
un’alternativa alla GC-MS per queste analisi anpbeché, in questo modo, i

composti non devono essere precedentemente trattati
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Fig. 1.3.6 Cromatogramma GC-FID ottenuto tramite estratto dilarometano
nei tre tipi di suolo a, b e c iniettati con 10ugdy Sarin (1), Soman (2),

trietilfosfato (3) e senape (4).

Allora, a partire da tre varieta di suolo, sonaesteffettuate analisi sull’acqua
estratta da questi terreni con e senza l'iniezdirffoman, Sarin e Tabun (10ug in
ogni grammo di suolo). | campioni sono stati armdtz sia tramite GC-FID (gas

cromatografia con flame ionisation detection) chenite LC-ESI-MS.
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Fig. 1.3.7Cromatogramma LC-ESI-MS ottenuto tramite estrattquaso nei tre
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tipi di suolo a, b e c iniettati con 10ug/g di agitsopropyl-methyl-phosphonic

(1), Sarin (2), acido pinacolyl- methyl- phospho(8 e Soman (4)

| tre tipi di terreno sono stati individuati neioonatogrammi delle figure 1.3.6 e
1.3.7 con le lettere “a” (argilla rossa), “b” (digisabbiosa rossa) e “c” (argilla
sabbiosa scura).

Il rilevamento del Soman, della senape e del liesfato con l'utilizzo della
tecnica GC-FID ha superato il 50%. Il Sarin e std&vato in maniera efficiente
dall’'argilla sabbiosa rossa (circa il 60%), mentregli altri due tipi di suolo

I'efficienza e stata di circa il 20-30%.
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| cromatogrammi ottenuti invece con la tecnica LEHMS hanno mostrato, per i
tre suoli, una rilevazione della maggior parte @@nponenti, contenuta nei primi

cinque minuti della prova [D’Agostino et al., 2001]

Le procedure sviluppate per la determinazione dmgnti nervini organoforforici

e i prodotti di degradazione polare in soluzioruwmse, si basano sulla GC, sulla

cromatografia liguida su microcolonna (u-LC) e sullS-LC-MS Queste

procedure possono essere utilizzate per individeaentuali presenze di agenti
chimici in caso di conflitto militare. Nella proceih GC, I'agente viene isolato
dallacqua tramite estrazione con fase solida, dsato XAD-4 (resina
polimerica), a seguito dell’'estrazione con etilat®t In seguito, per incrementare
la concentrazione dell’analita, si trasferisceuittd in un tubo Tenax (tubo con
all'interno polimeri che adsorbono i composti), ciene poi analizzato. Con
gueste procedure, utilizzando poi un rilevatorentgonico, € possibile rilevare il
Soman, il Sarin e il Tabun in concentrazioni detlioe dei pg/l. Il passo piu
delicato, e difficile da riprodurre, ¢ il trasfe@mto dell’'estratto di etilacetato nel
tubo Tenax. E stato analizzato, tramite GC, un mewli 200 pl iniettato con

circa 0.4 ng di Sarin, di Soman di Tabun e di D&B,8ng di VX (fig. 1.3.8).
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Fig. 1.3.8 Cromatogramma ottenuto iniettando 200ug di solwzi@ontenente

Sarin, Soman, Tabun, VX e DFP nel solvente n-pentagthanol (95:95).

Queste esperienze su campioni di acqua hanno ddosenrilevare il Sarin, il
Soman e il Tabun al 30-50% e il DFP e il VX all'@00%.

Gli agenti nervini subiscono rapidi processi dioltsi in acqua in funzione del
pH e della presenza di altri ioni. Questo signifatee i campioni possono essere
analizzati subito dopo il campionamento e, perrrigllfidrolisi, € consigliabile
acidificare i campioni portando il pH a 4-5 a seégudel prelievo. Comunque, il
pH deve essere riportato a 6-7 a seguito dell’estna perché per valori bassi il

VX permane nell’acqua [C.E.A.M. et al., 1996].
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Il VX, grazie al suo potere di inibire l'acetilcolingsis, € ritenuto un agente
chimico utilizzabile a scopo bellico ed il suo izt come tale é stato vietato dal
Protocollo di Ginevra nel 1925. L'utilizzo nellagua tra Iran e Iraqg e il presunto
proliferare di questa sostanza hanno fatto sorigenecessita di proporre metodi
di identificazione e rilevazione per tutti i comgoshimici che possono essere
ritenuti agenti bellici. Una prova inequivocabilelldutilizzo di queste sostanze
chimiche puo essere fornita tramite un’analisi petetrica. Grazie alla sua
sensibilita e sensitivita, la spettrometria di naassla tecnica piu adatta a tale
scopo, specialmente quando si devono analizzare cdeipioni prelevati
dall’ambiente.

La determinazione del VX e il numero di impurezeagono studiate in dettaglio
tramite GC-MS. Utilizzando tecniche di bombardamendi elettroni e
ionizzazione, possono essere identificati nel VX gii venti componenti. Il VX e
un composto che, a seguito del rilascio, riesceessigtere nell’ambiente,
diffondendosi nel suolo e nelle acque superficlatiestino di tale agente e legato
alla natura del suolo in esame. In terreni umidi,goncimi e nella torba, il 90%
del VX permane per due giorni.

Nellacqua risulta essere molto piu stabile. Con pati ad 8, il processo di
idrolisi & facilmente visibile a 25°C ed il tempd dimezzamento in queste
condizioni é di circa 184 ore. A differenza dedtriaagenti nervini organofosfati,
non vengono, per il VX, riportati studi esauriemélla rilevazione in campioni di
acqua. Verweij ed altri studiosi [1985], isolarah8arin, il Soman ed il Tabun da
campioni di acqua tramite assorbimento su resin®-4Aseguito dal rilascio con

etilacetato e dal trasferimento della soluzionaimntubo Tenax, che veniva poi
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analizzato attraverso metodi di rilascio tramitealzamento di temperatura.
Comunque, questo metodo di estrazione risulto uhistatente. Grazie al fatto
che il VX si lega fortemente a qualsiasi superfidwler e Smith [1989]
convertirono il VX in un composto maggiormente Vidda di etil-
metilfosfonofluoridate, tramite I'utilizzo di unanna riempita con Chromosorb
106 al fine di determinare basse concentrazione ¥l nell'aria per
evaporazione.

Invece di isolare il VX dalla fase liquida, furoperfezionate analisi dirette su
campioni di acqua tramite 'HPLC. Sipponen [198pprto la determinazione del
Sarin, del Soman e del Tabun tramite HPLC mettemd@videnza la loro
furono ottenuti dai 10 ai 200pg. Comunque il VX rfaranalizzato e non furono
effettuate applicazioni in campioni di aria urbar&ccome il VX mostrava
un’assorbanza non selettiva relativamente debofe wwo massimo a 210nm, e
risultato limitato I'utilizzo di rivelatori ultrawletti. Negli ultimi anni sono stati
pubblicati diversi studi riguardanti i pesticidi ganofosfati legati al VX e i
prodotti dell'idrolisi dei pesticidi e degli agentiervini nellacqua attraverso
termospray liquid chromatography-mass spectron(@®p-LC-MS).

Tramite I'utilizzo di questa tecnica, non e necesska fase di isolamento per la
determinazione dei composti in campioni di acquam@nque, al fine di ottenere
limiti di rilevabilita bassi, € necessaria una m@oentrazione.

Recentemente si € dimostrata I'efficacia delldéuzae Sep-Pak C18 per isolare i

pesticidi organofosfati. In questo modo si € aralia anche il VX.
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I VX e stato ricavato in laboratorio e posto inllsmwone acquosa, con una
concentrazione di 4ug/ml. E stato conservato adtemgeratura di 4°C con un
pH pari a 6 per due settimane. In queste condiziwn Si SONO osservati processi
di idrolisi. I campioni di terreno sono stati preg@ durante un progetto
coordinato dal Finish Research Project for ChimiBarefare Verification. |
campioni sono stati iniettati con 100mg/Kg di VX atri prodotti della
degradazione.

La TSP-LC-MS del VX dipende dalla composizionelaléase liquida. Il peso
atomico della molecola é stato ricavato in manieeguivocabile con un picco a
268, utilizzando la ionizzazione da un tamponecaita@o di ammonio in miscela
con un elevato contenuto di metanolo o acetonititammenti di minore entita si
notano a 145,146 e 188m/z. Si e cercato, poi, fthide la struttura dei frammenti
trovati, soprattutto quando si utilizza la soluzodi acetato di ammonio 0.1M.
L'intensita relativa degli ioni dipende fortementalle condizioni in cui si

svolgono gli esperimenti (fig. 1.3.9).
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Fig. 1.3.9 TSP-MS del VX in fase liquida con acetonitrile-meta-0.089M

acetato di ammonio (50:14:36)(A) e con 0.1M di atetli ammonio (B).

Sfortunatamente, le analisi in soluzioni acquos&0&l% possono essere eseguite
solo quando il VX viene direttamente introdottanite I'iniezione. Questo tipo di
analisi pud essere limitata qualora la concentrezidi VX sia estremamente

elevata rispetto agli altri componenti.
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Fig. 1.3.9bis Cromatogramma del VX utilizzando una colonng €acetonitrile-

metanolo-0,25 M di acetato di ammonio (70:20:10).

Per la determinazione degli agenti nervini orgasfafioci o pesticidi mediante
I'HPLC a fase inversa, viene utilizzata acqua corelevato contenuto di solventi
organici. Condizioni simili vengono stabilite péniX. A pH 5, i picchi rivelati
utilizzando colonne ¢ e metanolo-0,1M acetato di ammonio (50:50) come
eluente, probabilmente sono legati ad una reaziibseambio tra il VX e la sua
forma protonata (fig. 1.3.9bis). E stato quindi essario cambiare la
composizione dell’eluente, utilizzanddii-n-butyl phosphate.

Siccome questo eluente e un inquinante che si adixeelli relativamente alti nei
fiumi europei, si puo realizzare una separaziooenetografica. In aggiunta, oltre

ad essere presente nelle acque fluviali, e diffieiite eliminabile da tali acque.
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Probabilmente la sua presenza e legata a solvegyahici o tubazioni in plastica.
Alla fine e stata valutata un’altra composizion#’eleiente, ottimizzata al fine di
separare il VX datri-n-butyl phosphateacetonitrile-metonolo-0,25M acetato di
ammonio (70:20:10). Questa combinazione fa si ¢hedgcano anche i tempi
dell'analisi.

Al fine di rilevare I'applicabilita di queste prodere, sono stati prelevati campioni
d’acqua da due importanti fiumi europei, il RenaéVosa, ed é stato introdotto
in questi campioni il VX.

Nel cromatogramma del campione d’acqua non contmiffigura 1.3.10) sono
evidenti tre picchi, dei quali quello centrale ¢gponde al tri-n-butil fosfato.

Nella figura 1.3.11, invece, e stato riportato ibrmatogramma del campione
contaminato iniettando 0.1ng/ml di VX.

Il VX é stato anche determinato con successo mellia estratta da campioni di
suolo. In particolare sono stati estratti campdirsuolo argilloso contaminati col
VX, ed i risultati sono stati descritti da Verwad altri [Verweij et al, 1985]
attraverso il mescolamento a temperatura ambiest& pra o con una miscela di
solventi organici (cloroformio-metanolo) o con aaqudemineralizzata.
L’estrazione di campioni di suolo con acqua e leeeinazione del VX tramite
TSP-LC-MS ha condotto a risultati migliori rispetitt’estrazione con la miscela

di solventi organici seguita dalla determinazioee\dX tramite GC.
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Fig. 1.3.11 Cromatogrammalel campione d’acqua contaminato

129



Cap. 1 Contaminagione intenzionale

In tre campioni di suolo é stata rilevata una cotregione media di 3mg/Kg di
VX nellacqua, mentre nella miscela di solventi amgi sono stati rilevati solo
0,4 mg/Kg. Siccome poi non si sono trovate interfiege fra i componenti del
terreno, l'analisi basata su TSP-LC-MS pu0 essergsiderata una buona

alternativa alla GC [Wils et al, 1990].

Le esperienze descritte, relative all’analisi dinpgoni di armi chimiche belliche
hanno sempre indicato che i campioni esaminati g@s£ontenere un numero
significativo di altri composti, legati al processth degradazione dell’agente
originale. In alcuni casi questi predominavano amaentrazione all'interno delle
soluzioni, al punto che non era piu rilevabile Eate chimico di partenza. In
queste condizioni, la tecnica piu utilizzata é I@-8@S per rilevare ed identificare
questi composti addizionali. La GC-MS viene accefmpiper la caratterizzazione
del VX e dei composti relativi, al’El (Electron jpact) e alla Cl (Chemical
lonization).

Un campione di VX, noto per contenere numerosi pitbdella degradazione, e
stato selezionato per caratterizzare la sostaamaiter I'LC-ESI-MS. L'ESI-MS
fornisce ampie informazioni sugli ioni presenti @& loro struttura molecolare
tramite l'utilizzo della CAD (Collisionally Activaad Dissociation). | dati forniti
tramite questa tecnica sono utili, durante le canpadi distruzione controllata
delle armi chimiche approvate dal Chemical Weapgdosvention, per verificare

la presenza di queste sostanze nei prodotti sagpditessere stati contaminati.
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Un campione degradato di VX e stato ottenuto ddadoer di vetro, conservati

per circa 15 anni. L'analisi preliminare del cammece stata effettuata tramite la

GC-MS, ed indicava la

(questa tecnica non é

presenza del VX al 10% nstlatanza organica volatile

utile per l'analisi dei congrai non volatili). Questo

campione fu sciolto in acqua in concentrazione wigAnl prima di essere

analizzato tramite LC-ESI-MS. Un secondo campion&Xl relativamente puro,

sintetizzato in laboratorio, € stato sciolto inpsmpanolo in concentrazione di

0,05mg/ml e analizzato tramite ESI-MS.

100%

W17 E

iy _—q.t'

25:00 2 Time

Fig. 1.3.12 Cromatogramma LC-ESI-MS ottenuto per un campionédi

degradato.
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Sono state preparate due soluzioni per separaaenpioni nell'LC: solvente A
(0,1% di acido trifluoroacetico in acqua) e soheeBt(0,1% acido trifluoroacetico
in acetonitrile (ACN)-acqua, 95:5). La separazioowmatografica e stata
effettuata utilizzando una concentrazione variadlilsolvente B dall’l al 75% in
30 minuti.

Tramite 'ESI-MS sono stati ottenuti i dati relati@lla massa molecolare di 38
componenti (figura 1.3.12), dei quali i due terang stati identificati, 0 almeno se

ne é tentata I'identificazione (tab. 1.3.1).

n°Picco | Mr | Nome composto Struttura
o] o]
1 202 Ethyl hydrogen I 1
dimethylpyrophosphonate EtO _F|’ —0 _ll:’ —OH
Me Me
8]
Ethyl hydrogen |
2 124 YITYEres EtO —P — OH
methylphosphonate |
Me
3 101 | Diisopropylamine H—N {iPp 2
0
S-[2-
4 255 | (Diisopropylamino)ethyl] HO —'T— SCHzCH:N (iPr)2
methylphosphonothiolate Me
S-[2-(D |X|
5 255 | Diisopropylamino)ethyl] HX —T— SCHzCH:zN (iPr)2
methylphosphonodithiolate Me X=0,8
6 235 | Sconosciuto
7 304 | Sconosciuto
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0

S-[5-(Diisopropylamino)-3- I

8 299 | thiapentyl] HO —P — { SCHzCH2):N (iPr),
methylphosphonothiolate I'-..|-19
Bis [2-

9 288 | (diisopropylamino)ethyl] (iPr 3N CHz2 CH2 S CHz2 CHz N (iPr);
sulfide

0 0

Diethyl || |l

10 230 EtO—P—0—P — EtO
dimethylpyrophosphonate | |

Me Me

Bis[2-

11 320 | (diisopropylamino)ethyl] (iPr);N CH2 CH2 S S CH2 GHz N (iPr);
disulfide

12 3ag | 8 BIS(ANISOPrOPYIAMINO)- | (iPr), N CH; CH:2 8 GHz CH: S CH2 CHz N (iP1);
3,6-dithiaoctane
Bis[2-

13 352 | (diisopropylamino)ethyl] (iPri;NCHz CHz S SS CHz CHzN (iPr);
trisulfide

1,8-Bis(diisopropylamino)-| - (ipr),N CHz CHz $ § CHz CH2 CH2 CH2 N (iPr);
3,4-dithiaoctane

14 348

1,8-Bis(diisopropylamino)-

15 366 o (iPr) ;N CHz CHz S SSCH2 CH2 CH2 N (iPn;
3,4,5-dithiaoctane

16 233 | Sconosciuto
O-Ethyl S-[5- 0

17 397 (diisopropylamino)-3- EtO —lFl— (SCH2GH4 2 N (iPr),
thiapentyl] |

Me
methylphosphonothiolate

1,9-Bis(diisopropylamino)- | = (iPp,N GHz GHz S § CHz CH2 § GHz CHz N (iPr),
3,4, 7-trithianonane

18 380

19 374 | Sconosciuto
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1,11-Bis(diisopropylamino): ,
20 408 (iP ;N GHz GHz SCHz CHz S GH2 GH2 § GHz CHz N (1P
3,6,9-trithiaundecane
01 408 1,11-Bis(diisopropylamino)r  (ipr),N GH. CHz CHz CHz 88 CH2 CHz S CH2 CHz N (iP#),
3,6,7-trithiaundecane
22 306 | Sconosciuto
93 41 | LLO-BIS(IISOPropYIAMINO): (ipr), N GH, CHz § GH2CHz §'S CH2 CHe N (iP1
3,4,7,8-tetrathiadecane
24 458 | Sconosciuto
o5 412 1,10-Bis(diisopropylamino); (iPr,N CHz CHz § CH2CHz2 8§58 CHz CH2 N (iPr);
3,4,5,8-tetrathiadecane
X
S-oppure  O-Ethyl  S-[2+ ||
26 283 | (diisopropylamino)ethyl] Etx _T — 8§ CH2CHz N (iPrp
methylphosphonodithioate
yiphosphonodi Me  x=03
O-Ethyl S-[8- 0
- . } ) | |
07 287 (diisopropylamino)-3,6 EtO P (SCH2GH3 aN (PP,
dithiaoctyl] |
o Me
methylphosphonodithiolate
08 440 1,12-Bis(diisopropylamino)r (iPr,N GHz GHz § GHzCHz 88 GH2 GH2 S CHz CHz N (iPr),
3,6,7,10-tetrathiadodecaneg
O-Ethyl S-[8- 0
(diisopropylamino)-3- |
29 387 EtO —P — 8 (CHz2CH2J 2 8 S CH2CHz N {iPr),
thyapentyl] |
M
methylphosphonodithiolate ©
30 372 | Sconosciuto
31 427 | Sconosciuto
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S-oppure  O-Ethyl  S-[5¢ X
(diisopropylamino)-3- ||
32 343 EtX —P — ({SCH2CH3 2N (iPr.
thiapentyl] |
methylphosphonodithioate - X=035
0
||
33 224 | N,N’-Dicyclohexylurea CsHi1— N— ¢ — N — CeH11
|
H H
34 268 | Sconosciuto
35 291 | Sconosciuto
5
_ _ ||
36 240 | N,N’-Dicyclohexylthiourea CeHi1— N— G — N — CeHi
H H
37 307 | Sconosciuto
38 305 | Sconosciuto

Tab 1.3.1 Composti identificati in un campione di VX degradat

| composti identificati nella degradazione del VXdsvidono in due categorie:
qguelli che appartengono alla prima (che occupanoprimo terzo del

cromatogramma di Fig.1.3.12) contengono ancoraosifoio legato a gruppi
metilenici, mentre quelli che appartengono allaosda sono costituiti da lunghe
catene di idrocarburi come il bis(diisopropylamihigalkane.

Nella figura 1.3.13 sono stati riportati i datiesttiti dal’ESI-MS per due prodotti
di degradazione non-sulfurei, ethyl hydrogen dimktyrophosphonate e ethyl
hydrogen methylphosphonate, che si formano a seglgl’idrolisi del diethyl

methylpyrophosphonate e del VX, rispettivamente.
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La massa molecolare dell’ethyl hydrogen dimethydpyrosphonate e
chiaramente stabilita dalla presenza di ionpNisl)", (MoH)*, (MNa)" e (MH)
rispettivamente a m/z 427, 405, 225 e 203. Gli ianm/z 216 e 175 sono
probabilmente dovuti alla perdita dildy da ioni (MH+ACN) e (MH)", mentre
lo ione a m/z 281 & dovuto probabilmente aHIMCHsP(O)(OH)OEL]. La massa
molecolare dell’ ethyl hydrogen methylphosphonastada stabilita dalla presenza
di ioni a m/z 373, 271, 249, 166, 143 e 125 doautMsH)", (MoNa)', (MoH)",
(MH+ACN)*, (MH+H,O) e (MH). Gli ioni a m/z 327, 138 e 115 sono

rispettivamente dovuti a (M-CoHgO)", (MH+ACN-C,H,) e (MH+H,O-CH,)".

-;:j l!'EuH' a~

BO.:
S~ ] il
7o i EX0=P=-0=P=0H

o L} L]
603 ' Me Me
504 L
% | IMAH-CHL |
1‘-4; 17% I

304

M, H- G H,0,P) Na®

M,
MH" 2
= [ nana® 281 s Y
204 | 225 { [
Uk
ol | I. i ‘ " l
140 150 200 250 3o 350 400 m
100% 125 .
i N M H* b:
90.; MH i _

: -1
BO:

EQ

i
L 2=11]

245

703 n E
] EO—-P-0OH |
603 i

1 E
503 E
40 E
m_; I
-'..'Dir M,H’ E-

R IMH + ACN}Y IM,H-CH D1 599 i

| 141 166 327 | 3
il | | i !
100 150 200 250 300 50 409 450 ms &

Fig 1.3.13 ESI-MS acquisito per I'ethyl hydrogen dimethylpyrogphonate e per

ethyl hydrogen methylphonate.
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Questo tipo di analisi e utile perché, pur nonlaado direttamente la presenza

del VX, ne individua i prodotti della degradazidim@Agostino et al, 1999].

La USEPA (U.S. Environmental Protection Agency)eff@ttuato una distinzione
tra i VOCs (composti organici volatili come per esempio ilnBene e il Toluene)
e gli SVOCs (composti organici semi-volatili come i pesticidiper quanto

riguarda l'individuazione dei VOCs, si effettuannaéisi GC “intrappolando” i

composti tramite 'impiego di membrane semipermigagter quanto concerne dli
SVOCs gli studi non sono ancora terminati e vengomadotti prevalentemente
tramite I'impiego di HPLC [Guo et al, 2000].

L’obiettivo dello studio condotto da Guo ed altraedi pervenire all'estrazione
degli SVOCs da una miscela acquosa tramite memlaaralizzare in continuo
la soluzione tramite HPLC. Dalla miscela acquos&ylOCs venivano introdotti

nello strumento di analisi con un solvente chelifava la separazione della
miscela dalla sostanza organica. Lo studio ha dnatos la possibilita di

un’analisi in continuo simulando il flusso dell’acy

La strumentazione comprendeva dei filtri per I'estone e un HPLC con un
detector UV, sei porte di ingresso ed una pompdapaistribuzione del solvente e

del campione d’acqua che venivano a contatto itrgoorrente (fig.1.3.14).
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HPLC Mobie

Cirganic
Exfractant

Fhaso

Exil

Pump Injection Valve

Analyte

Laden W
Sodwent .::| > Exil

Hollow Fiber
Membrane Module

——F

HPLL Column I

¥

Waker
Sample L Detecton

Pump

Fig.1.3.14HPLC con sistema di miscelazione e

separazione delle sostanze analizzate

Il meccanismo di estrazione liquido-liquido che i@me all'interno del tubo-

membrana, rappresentato in fig. 1.3.15, compremdpie fasi diverse:

1.

miscelazione dell'analita con acqua e trasporto fatla linea di
confine dell’acqua,;

dissoluzione nella membrana;

la soluzione attraversa la membrana,

desorbimento dalla membrana e dissoluzione traspiiente;

trasporto fino alla linea di confine del solvente.
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|C51
C=a
Water Flow
Solvent Flow
Cwi __
Gz
/ Membrane \
Agueous Boundary Layer Solvent Boundary Layer

Fig. 1.3.15 Processo di estrazione tramite membrang.eda concentrazione di
sostanza organica in acqua; Cm la concentrazionesaditanza organica nella

membrana e {Ja concentrazione di sostanza organica nel sokent

Dall’analisi in continuo dei campioni otteniamo wexie di picchi cromatografici

riportati in fig. 1.3.16.
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LUy |. Phenol 2. Aniline 3. Nitrobenzene

Retention Time (minutes)

Fig. 1.3.16 Serie di cromatogrammi ottenuti dal
monitoraggio continuo del flusso di acqua

contenente Phenol, Aniline e Nitrobenzene.
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L’'Elettroforesi

Il termine elettroforesi descrive la migrazione di particelle cariche sotto
I'influenza di un campo elettrico. Molte molecolertteresse biologico, come gli
aminoacidi, i peptidi, le proteine, i nucleotidigh acidi nucleici, possiedono
gruppi ionizzabili e, quindi, ad ogni valore di @dno presenti in soluzione come
specie elettricamente cariche sia come cationicf¥ come anioni (-). Sotto
I'influenza di un campo elettrico queste molec@dahe migrano verso il catodo
o I'anodo, a seconda che possiedano una cariciveaegaositiva.
L'apparecchiatura per l'elettroforesi € compostadémnentalmente da due parti:
un alimentatoree una cella elettroforeticalLa cella elettroforetica puo essere di
due tipi: per elettroforesi sgel verticaleo orizzontale.Celle elettroforetiche per
separazioni su gel verticali, come quella mostratafigura 1.3.17, sono
acquistabili sul mercato e vengono normalmentezaéite per la separazione di
proteine su gel di poliacrilammide. Il gel vienerf@to tra due lastre di vetro che
sono mantenute parallele e separate da sspiziatoridi plastica. Le normali
dimensioni di un gel sono 12 cm x 14 cm, con uresspre di 1-2 mm. Upettine

di plastica viene sistemato nella soluzione chémmizzando diventera un gel e
viene tolto a polimerizzazione ultimata, in modo astituire i pozzetti per il

caricamento dei campioni.
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Pettine

Pozzetti per [~
I'applicazione

del campione \: LAl p

Iy

[~ Lastre di vetro
/

] —— Spaziatori
Morsetto el e

Vaschetta superiore
per il tampone

Elettrodo
superiore

Vaschetta inferiore
L per il tampone

=

Fig. 1.3.17Apparato verticale per elettroforesi utilizzatorpa

Elettrodo
inferiore

Supporti per il gel

separazione di proteine su gel di poliaclilammitd@&a volta che
il gel & polimerizzato, lo spaziatore inferiore e rimosso

prima di effettuare la corsa elettroforetica sul.ge

Una volta che l'apparato per elettroforesi vierseawlato, la vasca elettroforetica
inferiore, riempita di tampone, fornisce, attravets sistema di raffreddamento
opportuno, la termostatazione delle lastrine caménl gel che in essa pescano.
In figura 1.3.17 viene mostrato un tipico appana¢o elettroforesi orizzontale. Il
gel € montato su una lastra di vetro o di plastida® appoggiato su una piastra
refrigerante (una superficie isolata attraversoqlsle viene fatta circolare

dell'acqua fredda per dissipare il calore proddtitante I'elettroforesi).
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Gel

—_——

Coperchio ——r
/ | Ponte

Elettroda
— + va

\ RS BEE Elettrodo

Piastra di
Scomparti raffreddamento
contenent il

tampone

Fig. 1.3.18Apparato orizzontale per elettroforesi utilizzaer

immunoelettroforesi, isoelettrofocalizzazione exttabforesi

di DNA e RNA su gel di agarosio.

Il gel viene connesso al tampone nel quale sonoeirsingli elettrodi attraverso
sottili strisce di carta da filtro (figura 1.3.18):noti, tuttavia, che nell'elettroforesi
su gel di agarosio del DNA, il gel € immerso totahte nel tampone.
L'alimentatore fornisce unacorrente diretta tra gli elettrodi nella cella
elettroforetica. Tutti i tipi di elettroforesi veago condotti in un tampone
appropriato, che é essenziale per mantenere cestastato di ionizzazione delle
molecole che devono essere separate. Infatti, ogamiazione del pH
provocherebbe una alterazione della carica totaleqeindi cambierebbe la
mobilita (cioé la velocita di migrazione in un campo eiettrapplicato) delle
molecole da separare.

Per capire meglio come le specie cariche si sepagimecessario ricordare alcune
semplici relazioni. Quando tra due elettrodi vieagplicata unadifferenza di
potenziale(voltaggio), si genera ugradiente di potenziale elettrico (Ethe

corrisponde aVoltaggio applicato (VHiviso la distanza (d) tra i due elettrodi. In
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presenza di un gradiente di potenziale applicatépriza su una molecola di carica
g (coulomb) equivale &g (misurata in newton). Questa € la forza che spimge
molecola carica verso un elettrodo. Tuttavia, esssiche unéorza frizionaleche
rallenta il movimento della molecola. Questa fofzaionale dipende dalle
dimensioni idrodinamiche della molecola, dalla $miana, dalle dimensioni dei
pori del mezzo nel quale avviene l'elettroforesdala viscosita del tampone.
Quindi, la velocita (v) di una molecola carica disposta in un campo elettrico e

data dalla seguente equazione:

v = Eq/f (1)

dovef rappresenta il coefficiente frizionale.

Piu comunemente viene utilizzato il termin@bilita elettroforetica(«) dello
ione, che equivale alla velocita dello ione divisotensita del campo elettrico
(V/E). Pertanto, quando si applica una differenza di puéd®, molecole con
carica elettrica totale differente inizieranno gaarsi in funzione della loro
mobilita elettroforetica. Anche molecole con carieettrica uguale, ma con
dimensioni molecolari differenti, si separeranna p#etto di forze frizionali
diverse. Come descritto piu avanti, alcuni tipi edéttroforesi sfruttano quasi
esclusivamente la differente carica elettrica dell@lecole per ottenere la loro
separazione, mentre altri metodi utilizzano le afd#hze nelle dimensioni
molecolari e si basano, quindi, principalmenteestdtze frizionali.

Se il campo elettrico viene tolto prima che le naole abbiano raggiunto gli elet-

trodi, si ha una separazione dei singoli componientbase alla loro mobilita
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elettroforetica. Per questo motivo, l'elettrofor@siuna forma incompleta di
elettrolisi.

Nella soluzione tra gli elettrodi la corrente viec@ndotta principalmente dagli
ioni del tampone, mentre gli ioni del campione paducono una piccola parte.
La legge di Ohnesprime la relazione tra l'intensita di correnjeilloltaggio (V)

e la resistenza (R):

R=V/I )

In base a questa equazione appare chiaro che ibifgosslinea di principio, ac-
celerare una separazione elettroforetica sempliceam@umentando il voltaggio
applicato; cio determina un corrispondente aumealgioflusso di corrente. La
distanza di migrazione degli ioni sara proporziensia all'intensita di corrente
che al tempo. Tuttavia questo semplice ragionamemo tiene conto della
possibilita disviluppo dicalore, problema, questo, della maggior parte dei tipi di
elettroforesi.

Infatti, durante I'elettroforesi la poten@&/, misurata in watt) generata nel mezzo

in cui passa la corrente é data dall'equazione:

W = IR (3)

La maggior parte della potenza sviluppata viensipia sotto forma di calore. Il

calore sviluppato nel mezzo durante una elettrgfquao avere i seguenti effetti

negativi:
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1. aumento della velocita di diffusione dei canmpi® degli ioni del tampone, che
determina la formazione di bande meno definite;

2. comparsa di correnti convettive, che portanonatcolamento dei campioni
separati;

3. denaturazione di quei campioni che sono padalsalle alte temperature;

4. diminuzione della viscosita del tampone e, dyidiminuzione della resistenza
del mezzo.

Se durante una elettroforesi viene applicato umaggio costante, l'intensita di
corrente, per effetto della diminuzione della resiga (si veda la legge di Ohm,
equazione 2), aumenta, determinando un aumentccalete sviluppato. Per
questo motivo, si utilizzano alimentatori stabiéfiz in grado di fornire una

corrente costante. In questo modo si eliminanolléutzioni di calore e si

limitano gli effetti negativi sopra descritti.

Il costante sviluppo di calore rimane comunque enosproblema. Una possibile
soluzione potrebbe essere quella di eseguire saparaelettroforetiche

utilizzando intensita di corrente applicata moltasse. In questo modo si
otterrebbero, pero, separazioni limitate come agumseza dellaumento della
diffusionedei campioni dovuto al maggior tempo richiestolpeseparazione.

Una volta terminata la separazione dei campiongstjuvengono visualizzati
mediante opportuni metodi di colorazione o, nelocamno radioattivi, tramite

l'autoradiografia.

Materiali di supporto
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Gli studi pionieristici di Tiselius e dei suoi catloratori sull'elettroforesi furono
condotti in soluzione libera. Fu chiaro fin daltiio che i problemi associati con
guesta metodica, in particolar modo gli effetti adg della diffusione e delle cor-
renti convettive, potevano essere limitati stabdizdo il medium dove avviene
I'elettroforesi. Cio fu realizzato facendo avveniidettroforesi su un supporto
meccanico poroso, che veniva opportunamente bagrettampone di corsa e
all'interno del quale si aveva I'elettroforesi deéghi del tampone e del campione.
Il medium di supporto eliminava le correnti coniadte limitava la diffusione,

cosicché i campioni separati erano contenuti iettgtrzone. | primi supporti

utilizzati erano costituiti da carta da filtro o d&isce di acetato di cellulosa,
imbevute nel tampone di corsa. Attualmente, qusggiporti sono poco usati
anche se per certe applicazioni trovano ancora egmpi (ad esempio

nell'elettroforesi diagonale). In particolare, peolti anni molecole piccole, come
aminoacidi, peptidi e carboidrati, sono stati sapagd analizzati per mezzo di
elettroforesi su supporti quali carta, lastrinetrate sottile di cellulosa, silice o
allumina. Al giorno d'oggi, benché questa tecni@a ssata occasionalmente,
gueste molecole vengono analizzate per mezzo diictee piu moderne e

sensibili, quali ad esempio I'HPLC. Comunque, neemtsupporti di carta o a
strato sottile danno buoni risultati con molecolecple, la separazione di
macromolecole, quali proteine e acidi nucleicitausupporti € scarsa.

L'utilizzo dei gel come materiale di supporto péeteoforesi ha portato a un ra-
pido miglioramento nei metodi di analisi delle rr@oolecole. Il primo gel ad

essere usato come supporto fu quello di amido, ggaper la maggior parte delle

tecniche elettroforetiche si utilizzano gel di aggo o di poliacrilammide.
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Gel di poliacrilammide. L’elettroforesi su gel di poliacrilammide viene spe

chiamata PAGE (abbreviazionemblyacrylamide gel electrophoresis).

0
(l_lz— NH, 0 0
CH;=CH F CH,—CH ¢ NH— CH,—NH {! CH = CH.
Aerylamide N,N'- Methylenebisacrylamide
l’ S0, *
O 0] ) 5]
Pl ‘NH, (l'_:—L\'Hz G NH (I% NH,
CH,—CH [".Hi—(l_‘,]-{—(_fl-lz---(lil-I CHy— CH—CH;—CH—CH,;—CH
0=C-NH 0=0C-NH
CH 0 ' 0 0 CH,
O=0(-NH tl'_::—.\‘-H2 (ll NH, (lzl_‘.—NHZH O-NH
CHy—CH— CHs—CH—CH,—CH ('JH.z--(|711—{?I12—(I'_‘-i-l—1'||._ CH
C—NH
I
1)

Fig. 1.3.19Formazione di un gel di poliacrilammide a partola

acrilammide e bis-acrilammide

I gel di poliacrilammide vengono preparati facemadpolimerizzare monomeri di
acrilammide in presenza di piccole quantita di MNytilenbisacrilammide
(chiamata normalmente bis-acrilammide) (figura 193. La struttura della bis-
acrilammide e costituita essenzialmente da dueculdali acrilammide legate da
un gruppo metilene. La bis-acrilammide viene utdita come agente in grado di
formare legami crociati(cross-linking agent).] monomeri di acrilammide

polimerizzano nel senso testa-coda e occasionagngeriégano ad una molecola

148



Cap. 1 Contaminagione intenzionale

di bis-acrilammide. Cio fa si che nella catena @eimyodotto un secondo sito per
I'estensione della catena. In questo modo si foume matricecon dei legami
crociati a struttura ben definita (figura 1.3.20)processo di polimerizzazione
dell'acrilammide € un tipico esempio ditalisi radicalicae inizia con l'aggiunta
di ammonio persolfato e della base N,N,N’,N'-tetetitandiammina (TEMED). I
TEMED catalizza la decomposizione dello ione pdasolcon la produzione del
corrispondente radicale libero (cioe una molecaa an elettrone spaiato), nel

modo seguente:

S,05” + e— SO + SQF

Se rappresentiamo il radicale libero con R (il puaippresenta I'elettrone spaiato)
e il monomero di acrilammide con M, possiamo schenare la polimerizzazio-

ne nel modo seguente:

E .

R +M->RM
R .

RM + M - RMM

~
RMM + M — RMMM " ecc.

Fig. 1.3.20

In questo modo si formano lunghe catene di acrilafanQueste sono tenute in-
sieme tra loro da legami crociati derivanti dal@mnzione occasionale all'interno
della catena di molecole di bis-acrilammide. Dalhmeato che I'ossigeno rimuove

i radicali liberi dalla soluzione, tutte le solumioper la preparazione del gel
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vengono degassate prima dell'uso (le soluzioni gmsie in beute da vuoto e
poste per breve tempo sotto vuoto per allontanassigeno disciolto).

La fotopolimerizzazioné un metodo alternativo per la polimerizzazionegéidi
acrilammide. Con questa tecnica, al posto delllammpersolfato e del TEMED
si utilizza riboflavina. Una volta preparata lasobne e versata nell'apposito
spazio dove deve avvenire la polimerizzazione Ihusnina per 2 o 3 ore con una
luce intensa. La fotodecomposizione della riboflavproduce radicali liberi che
danno inizio alla polimerizzazione del gel.

I gel di acrilammide vengono definiti in base alfgercentuale totale di
acrilammide presente, e le dimensioni dei pori gel sono in relazione alle
concentrazioni di acrilammide e bis-acrilammide. Pertanto gel a perede
bassa (ad esempio 3%) possiedono pori di grossendioni e sono utilizzati, ad
esempio, nell'elettroforesi di proteine dove la mnargpone delle molecole deve
avvenire senza l'effetto delle forze frizionalino® nellisoelettrofocalizzazione a
letto piatta Gel di acrilammide a bassa percentuale sono asatie per gel di
impaccamento (stacking gelglla SDS PAGEe per separare DNA. Gel con una
percentuale compresa tra il 10% e il 20% di acnifade vengono utilizzati in
tecniche quali la SDS PAGE, dove le dimensioni piccole dei pori del gel
introducono un effetto di filtrazione che contribce a separare le proteine in base

alla loro dimensione.

Elettroforesi di proteine
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Elettroforesi su gel di poliacrilammide con sodio ddecilsolfato(SDS-PAGE).
Questo tipo di elettroforesi su gel di poliacrilamde € uno dei metodi di piu
largo impiego per l'analisi qualitativa di misce proteine. E un metodo
particolarmente utile per valutare la purezza dempgioni durante una
purificazione e, dal momento che e basato sullarsgpne delle proteine in base
alle loro dimensioni,pu0 essere utilizzato per la determinazione delEssa
molecolare relativa. Il sodio dodecilsolfato (SO8Hz-(CH,)15-CH,OSO-N4) &
un detergente anionico. | campioni da separardD8-BAGE vengono dapprima
bolliti per 5 minuti in un tampongsample buffer)contenente SDS -
mercaptoetanolo.

Il B-mercaptoetanolo riduce i ponti disolfuro eventuaite presenti nelle proteine
e quindi destabilizza la struttura terziaria, men®®DS, legandosi fortemente alle
proteine, le denatura. La carica netta della pmateilenaturata viene quindi
completamente mascherata dalle molecole di SDSarhple buffer contiene
anche uncolorante tracciante ionizzabil@olu di bromofenolo), che permette di
seguire l'andamento della corsa elettroforeticanoSgresenti inoltre del
saccarosio o del glicerolo, che hanno la funzidnmemtlere piu densa la soluzione
del campione. Cio permette di stratificare senzablpmi il campione sul fondo
del pozzetto di caricamento del gel dove e presétampone di corsa. Una volta
terminato il caricamento dei campioni, attravers@el viene fatta passare la
corrente elettrica. | campioni da separare non eeogcaricati direttamente sul
gel di separazione (running gelna su ungel di impaccamento (stacking gel).
Per preparare il gel si opera nel seguente mode: woita che il gel di

separazione, generalmente di 10 cm di lunghezgalimerizzato all'interno delle
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due lastrine di vetro, uno stretto gel di impaccatogapprossimativamente 1 cm)
viene versato alla sommita del gel di separazibpezzetti per il caricamento dei
campioni vengono formati alla sommita del gel dpancamento. Lo stacking gel
ha la funzione di impaccare le proteine contenwgk campione in una sottile
banda prima che le proteine entrino nel gel di sEgp@ne. Cio viene ottenuto
utilizzando forza ionica e pH differenti nel tampgomli corsa e nel gel di
impaccamento: questo fenomeno € noto casoéacoforesi Grazie a questo |

complessi SDS-proteina si concentrano in una bandko sottile tra gli ioni

glicinato presenti nel tampone di corsa e gli iQti del sample buffer e dello
stacking gel. La separazione dei complessi SDS®pmtavviene quindi in base
agli effetti di setaccio molecolarelovuti alle dimensioni dei pori del gel. Le
proteine piu piccole passano piu facilmente adllind dei pori del gel, mentre le
proteine piu grosse vengono ritardate dalle forizeohali. Il blu di bromofenolo,

essendo una molecola molto piccola, non subisaeaéfetto frizionale per cui

rappresenta iffronte di migrazione.L'elettroforesi termina quando il blu di
bromofenolo raggiunge il fondo del gel. Dopo awatat la corrente, il gel viene
rimosso dalle due lastre di vetro e messo a caosatto agitazione in una
soluzione colorante adatta (normalmente si usa @esm@ Brilliant Blue) per

alcune ore. Il gel viene quindi decolorato con wwduzione che rimuove il

colorante non legato dal gel lasciando le bandee gebteine colorate di blu. Una
elettroforesi di questo tipo prevede circa 1 -1r® per la preparazione dei gel,
circa 3 ore per la separazione utilizzando unaeocterdi 30 mA, circa 2-3 ore per
la colorazione e 1 notte per la decolorazionel&#&8DS-PAGE vengono utilizzati

apparati per elettroforesi verticale, in quantaneagia descritto in precedenza, si
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possono far correre fino a 20 campioni su un ugieb Tipicamente, per i gel
separatori si utilizzano percentuali di acrilammidel 15%. Cio determina
dimensioni dei pori del gel tali per cui si poss@eparare proteine con una massa
molecolare relativa compresa tra 10000 e 10000thdQwna proteina con massa
molecolare relativa di 150000 non € in grado digbeare in un gel al 15%. In
questo caso si utilizzano gel a pori piu larghi%il0 anche 7.5%), in modo che la
proteina entri nel gel e possa essere coloratamifetata. Appare quindi ovvio
che la scelta del gel dipende dalle dimensioniedelioteine che si vogliono
studiare.

La massa molecolare relativa JMli una proteina puo essere determinata in SDS-
PAGE confrontando la sua mobilita con quella di sede di proteine standard,
delle quali si conosce la massa molecolare relagieparate sullo stesso gel.
L’'SDS-PAGE spesso viene utilizzata dopo ogni siogg@assaggio di un
protocollo di purificazione per verificare la purazdel campione. Infatti in questo
tipo di elettroforesi a una proteina pura corrigg@mna singola banda. Proteine
multimeriche, costituite quindi da diverse subungeoducono invece piu bande,

ognuna corrispondente ad una singola subunita.

Rilevazione della proteina da gelll colorante piu comunemente utilizzato per
evidenziare le proteine nei gel e il colorante Cassie Brilliant Blue R-250
(CBB). Per la colorazione di solito si utilizza usaluzione di CBB allo 0.1%
(w/v) in metanolo, acqua e acido acetico glaciab:45:10, in volume). La
miscela di metanolo e acido agisce come denatupantprecipitare, dissare,le

proteine nel gel. In questo modo si impedisce ehprbteine vengano lavate via
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durante la colorazione del gel. Per la maggiorepdei gel la colorazione richiede
circa 2 ore e la decolorazione, di solito dellaadardi una notte, viene condotta
tenendo in leggera agitazione la soluzione contiéged, costituita da metanolo e
acido, ma senza il colorante. La colorazione coantassie € molto sensibile; una
banda poco intensa in un gel di poliacrilammideisponde a circa 0.kg (100
ng) di proteina. Questa colorazione non viene iggi@ per I'acetato di cellulosa
(e quindi per le proteine dopo Western blot) perdh&lorante si lega molto
fortemente alla carta. In questi casi, le proteieargono denaturate immergendo
preventivamente la striscia di supporto in unazdohe di acido tricloroacetico al
10% e quindi colorate immergendo il supporto in solzione con un colorante
che non si leghi al materiale di supporto, ad eserRpocion Blue, Amido Black
o Procion S.

Benché la colorazione con Coomassie sia molto Isésmsquando € richiesta una
sensibilita maggiore si utilizza la cosiddettdorazione ad argento (silver stain).
Il silver stain sfrutta sia le tecniche sviluppatr le colorazioni istologiche che i
metodi impiegati nei processi fotografici. In emttai i casi gli ioni argento (AQ
vengono ridotti ad argento metallico sulla proteictze da una colorazione scura.
Il silver stain pud essere impiegato subito doptettroforesi oppure dopo aver
colorato il gel con Coomassie. In quest’ultimo casobande principali del gel
sono rivelate con il Coomassie mentre le bandespmmndenti a proteine presenti
in quantita inferiore, non visibili con questa aalpione, vengono risolte con la
seconda colorazione. Il silver stain possiede umasibilita circa 100 volte
superiore rispetto al Coomassie Brilliant Blue, per si possono identificare

proteine presenti in quantita dell'ordine di 1 ng.
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Elettroforesi capillare

Questa tecnica analitica sfrutta la mobilita deglaliti in un campo elettrico per
operare separazioni ad alta efficacia. Una picqakmntita di soluzione contenente
il campione (solitamente 5-30 nl) viene introdo#iiestremita anodica di un

capillare in silice fusa contenente una differedzpotenziale tra le due estremita

del capillare stesso (figure 1.3.21 e 1.3.22).

Parete del capillare

» Gruppi silanolici acidi danno una carica negaliva alla parete

« | contraioni migrano verso il catodo, provocando una spostamento del salvente

Fig. 1.3.21Flusso elettroendoosmotico

all'interno di un capillare di vetro.

Le molecole del campione cominciano quindi a migreon velocita differenti
lungo il capillare. La migrazione elettroforeticaopoca il movimento delle
molecole della soluzione con carica positiva vdislettrodo di carica opposta.
Le molecole di carica positiva, negativa o neutigramo con velocita differenti
per effetto di questo flusso tampone. Tuttavia,chéngli analiti siano separati in

base alle diverse velocita di migrazione elettrefica, essi vengono spinti verso |l
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catodo per il fenomeno dell’eletroendoosmosi. Dahmanto che questo flusso e
piuttosto elevato, essendo la velocita del flussttreendoosmotico molto piu
elevata della velocita di migrazione degli anatititi gli ioni, indipendentemente
dalla loro carica, si spostano verso il catodo.nm@lecole con carica positiva
raggiungono il catodo piu velocemente perché larazigne elettroforetica e |l
flusso elettroendoosmotico sono diretti nello siegsrso e, quindi, si sommano.
In vicinanza del catodo le molecole attraversana finestra dove ne viene
rivelato il passaggio attraverso varie tecnichealdeparazione tipica dura in

genere tra i 10 e i 30 minuti. [Delaurenti, 1999]

Acquisizione
dati

Capillare

\ Rivelatore
Entrata del Uscita del

capillare capillare

— Tampone elettrolita Tampone elettrolita

Anodo Serbatoio Serbatoio Catgjo

&) .
Generatore di
corrente

Fig. 1.3.22Schema di un apparato per elettroforesi capillare

La CE ha trovato particolare applicazione nell'@ialei peptidi e delle proteine.

La precisione e la facilita operativa abbinata afigie tipologie di metodiche

come la CGE (elettroforesi capillare su gel) sorabesda sprone allo sviluppo di

numerose applicazioni che sfruttano la CE nell'msnali aminoacidi, peptici e
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proteine. Le proteine sono facilmente analizzateatrso un rilevatore UV a
200 nm. L’analisi CE per le proteine puo presentdide aggiuntive come la
microeterogeneita del campione dovuta a variaziefia struttura carboidratica,
impurita provenienti dall'isolamento o dalla premeone del campione di
proteina ed altre cause ancora. Cido puo provoeaprdsenza di picchi multipli,

un significativo allargamento del picco o finandagerdita della stessa proteina.

Applicazione di tecniche elettroforetiche con rifermento ad alcuni agenti

inquinanti

Tra le tecniche elettroforetiche I'elettroforesipdiare (CE) ha trovato largo
impiego nell’analisi di un'ampia gamma di compasdiin particolare dei prodotti
solubili in acqua derivanti dalla degradazione gerati chimici e delle sostanze
chimiche incluse nella Convenzione sulle Armi Claha (CWC),

Questa metodologia rappresenta uno strumento ianertper una rapida
rilevazione e una univoca identificazione dei canpi

La degradazione dei prodotti o delle impurita puortgre all'indicazione
dellagente CW introdotto. L’identificazione del€@lo isopropil-metilfosfonico e
metilfosfonico, in quanto prodotti derivanti datlagradazione Sarin (GB), é stata
effettuata nel corso di analisi condotte in Iragiadopo una contaminazione. Piu
recentemente l'acido isopropil-metilfosfonico é tstailevato nelle urine di
individui esposti all'attacco terroristico in Giage in cui fu utilizzato il Soman.
Allo stesso modo il VX come gli altri S-dialchillanoetil-alchilfosfonotiolati ha

tra i prodotti di decomposizione in acqua l'acidetifiosfonico.
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Uno studio di Camille Boulet del 2000 ha mostratetilizzo di tecniche
elettroforetiche ad alcuni agenti inclusi nella CWQ@lcuni composti
organofosfati, ed in particolare gliacidi alchilfosfonici, alchilfosfonati e
metilfosfonotioici sono stai studiati grazie all’elettroforesi cagiéd con
rilevazione indiretta ultravioletta a 254 nm. Inbéda 1.3.2 sono indicati i

composti oggetto dell’analisi.

Structure Ry R, Name CAS No.
Alkylphosphonic acids [CH3, CH3CH,, CH3CH,, (CH3),CH]:
: H CH; MPA 363-06-7
R;~P-OR, H CH;CH, EPA 1782-26-4
OH H CH;CH,CH, nPPA 4672-38-2
H (CH3),CH iPPA 4721-37-3
O-Alkyl (<C,, including cycloalkyl) alkylphosphonates:
CH; CH; MMPA 1066-53-1
0 CH;CH, CH; EMPA 1832-53-7
Ry-T-OR, (CH3),CH CH; IMPA 1832-54-8
O Cyclohexyl CHj CHMPA  1932-60-1
(CH3),CHCH, CH; iBMPA 1604-38-2
Pinacolyl CH; PMPA 616-52-4
(CH3),CH(CH3)CH CHj DMPA  151299-67-1
Cyclopentyl CH; CPMPA  73207-99-5
2-Ethylhexyl CH; EHMPA  13688-82-9
CH;CH, CH;CH, EEPA 7305-61-5
(CH3),CH CH;CH, iPEPA 170135-50-9
(CH3),CH(CH;3)CH CH;CH, DEPA 195158-11-3
Cyclohexyl CH;CH, CEPA 170424-87-0
Methylphosphonothioic acids:
0 CH;CH, H EMPSA 18005-40-8
H;C-P-OR:  (CH;),CHCH, H IBMPSA  20626-99-7
SRz H (iPr),CH,CH,N  EA 2192  73207-98-4

Tab. 1.3.2Composti organofosforici analizzati tramite CE
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Il limite della rilevazione di questi composti eatst sperimentata nell’ordine dei
nanogrammi. E’ possibile vedere, come mostratoangfjura 1.3.23, che la
tecnica utilizzata e riuscita efficacemente a alev tutti gli 8 anioni

alchilfosfonici con una eccellente definizione.

0.0025
o

45 8

Absorbance
0.0015

0.005

WWJJNLMJWW

7.83 9.50 11.16 12.83 14.50
Migration time (min)

Fig. 1.3.23CE di otto acidi alchilfosfonici (concentrazionel deluto 20 mg/l:
CEPA (1), PMPA (2), CMPA (3), DMPA (4), EEPA (3)PA (6), EMPA (7),

MPA (8).

Altra famiglia presa in considerazione dallo stuéliquella decomposti fosforici
relativi alla decomposizione delfulfur mustarde riassunti nella tabella 1.3.3.
Tale analisi € stata condotta attraverso l'utiliziouna tecnica combinata di
elettroforesi e cromatografia chiamata MEKC (Miaell Electrokinetic
Chromatography). Il vantaggio principale di questgnica € la capacita di

separazione dei soluti sia neutri sia carichi. Quesdovuto all’'aggiunta di sodio
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dodecilsolfato (SDS) a concentrazioni superiori Lelig critica della micella.
Anche se la MEKC puo essere utilizzata sia perispsriche che neutre, le sue
applicazioni includono analisi di aminoacidi, nuwaidi, vitamine, idrocarburi

aromatici e costituenti esplosivi.

Structure Name CAS No.
Sulfur mustard-related compounds:
HOCH,CH,SCH,CH,0OH TDG 111-48-8
HOCH,CH,S(0)CH,CH,OH TDGO 3085-45-8
HOCH,CH,8(0),CH,CH,OH TDGO, 2580-77-0
[Oj 1,4-Thioxane 15980-15-1
S
S
[ 1,4-Dithiane 505-29-3
S
g
E 1,4-Dithiane-1-oxide = 19087-70-8
S
Lewisite-related compounds:
CICHCHASs(O) CVAOA 3088-37-7
Schedule 2B precursors
(CH3CH,),NCH,;CH,OH DEAE 100-37-8
[(CH3),CH],NCH,CH,OH DIPAE 96-80-0
[(CH3),CH],NCH,CH,SH DIPAESA 1439-97-5

Tab. 1.3.3Prodotti della degradazione di composti di Sulfungtard, Lewsite ed

altri composti analizzati tramite CE

Grazie a questa tecnica possono essere analizratiotti neutri di degradazione
dellamustarde degli altri agenti vescicanti attraverso unavalzione ultravioletta
diretta. E’ stata quindi effettuata l'analisi suhiodiglycol (TDG) 2,2'-

sulfinyldiethanol (TDGQ) 1,4-dithiane, 1,4-thioxane, O-isobutil
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methylphosphonothioic acid (IBMPSA&) O-ethyl methylphosphonothioic acid
(EMPSA)
Questi composti sono stati separati in meno di@uthin un run-buffer di borato

10 mM e SDS 100 mM a pH9 (figura 1.3.24).
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Figura 1.3.24MEKC di sei composti contenenti zolfo associat digradazione
della Sulfur mustard e di altri agenti vescicaiDGO (1), TDG (2), thioxane

(3), IBMPSA (4), dithiane (5), EMPSA (6)

Infine un’altra importante applicazione della CHI'aebito della rilevazione di

contaminanti CB riguarda lo studio delle tossine. dtudio infatti analizza la
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neurotossina saxitoxina attraverso [I'elettroforesi capillare associata a all
rilevazione tramite fluorescenza indotta da laskelF); Questo metodo di
rilevazione e estremamente sensibile e si basarsutipio che i peptidi e le
proteine contenenti residui di lisina o i prodottaturali che contengono
aminoacidi primari possono essere derivatizzati oesgenti fluorescenti. Nel
caso della saxitoxina sono stati utilizz#ftiorescaming o-phathaldialdehyde
(OPA) e dansyl chloride Purtroppo i metodi di qualificazione richiedono
concentrazioni micromolari dell'analita, limitandlatilita nell’analisi di tracce di
contaminante. L'analisi CE con assorbenza ultratialUV a 200 nm permette di
rilevare la saxitoxina e la neosaxitoxina (presentenolluschi). Questo tipo di

analisi riesce ad avere un limite di rilevabiliial@ nM per la saxitoxina.

Metodi di rilevazione istantanea

Dopo aver preso analizzato tecniche convenzionatnec la cromatografia e

I'elettroforesi, efficaci ma non sempre rapide fgerilevazione di contaminanti,

sono state prese in considerazione altre metodoltiganalisi istantanea, o quasi,
dei campioni d’acqua.

Queste tecniche si possono suddividere in metaglutifizzano biosensori e altri

che si basano sul cambiamento cromatico di ca#girs®luzioni a contatto con

alcuni agenti chimici.

Biosensori
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Il termine biosensore generalmente include un msidi tecniche analitiche che
comprendono fasi immobili biologiche (tessuti, roiganismi etc.) e producono
un segnale elettrico digitale proporzionale allldaao al gruppo di analiti.
Analogamente al biosensore, il sistema di monigiagrapido biologico
(Biological Early Warning System) rileva la presandi sostanze tossiche in
continuo mediante la risposta degli organismi.

Da circa 30 anni si sta pensando all'utilizzo dgamismi acquatici per la
rilevazione di sostanze tossiche in acqua. La noagmarte delle applicazioni di
questi organismi € stata fatta in Europa e in Séiic#& L'utilizzo di sistemi
automatizzati € finalizzato alla rilevazione di ieaioni delle proprieta fisiche
delle acque e dell'incremento di tossicita. Un pato per la rilevazione e il
movimento dei pesci. Molto frequente e anche I'mhalell’'ossigenazione delle
specie utilizzate. Il segnale elettrico generatibatsigenazione e recepito in tal

caso da sistemi di rilevazione posti all'interntlelgasche dynamic fish tes).

L'US Army Center for Environmental Health Resear(dSACEHR) ha

sviluppato unsistema di controllo BEWS Si tratta di un sistema di tipo non
invasivo, che fornisce il monitoraggio in tempoleedei parametri fisici ricavato
dall’analisi dell’ossigenazione délepomis macrochirugpesce d’'acqua dolce).
Questo sistema é stato inizialmente impiegato pemonitoraggio delle acque
profonde; successivamente sono state effettuate dlplicazioni anche nel
campo delle acque superficiali. |1 pesci utilizzagll'applicazione hanno una
lunghezza di 4-8 cm con un peso di 1,2-13,3 graniinsistema di controllo

BEWS e rappresentato in figura 1.3.24.
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Fig. 1.3.24 Schema rappresentativo del campo-prova: la lineattéggiata
mostra il percorso del segnale derivante dall'andsto dell'ossigenazione dei
pesci; la linea continua indica il percorso delfleiente suggerito dal processore

a sequito dell’analisi dei parametri
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Il segnale derivato dall’ossigenazione dei pescieeepito da elettrodi. Nella
figura 1.3.25 e riportato I'andamento dei tipicigsali recepiti dagli elettrodi

[Schalie et al,2001].

A,

Ventilatory Frequency Whole Body Movement

!! I High Fregquency
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Ventilatory Depth Gnugh Frequency

Fig. 1.3.25Parametri di ossigenazione dei pesci. Tipico andamelel segnale
elettrico generato dai pesci. Il processore analizim continuo il segnale
derivante dall'ossigenazione (ventilatory), dallasse (coughs), dall'intensita
dellossigenazione (ventilatory depht) e dal mowvitoe del corpo (body

movement).

Un altro sistema di monitoraggio dei pesci € stigtortato da Steinberg et al nel
1994. La sperimentazione consiste nell’analizzéareomportamento di alcuni
pesci della specieBrachydanio rerio posti all'interno di un acquario con
concentrazioni variabili di atrazina (2-chloro-4vgdamino-6-isopropylamino-
1,3,5-triazine), un erbicida molto comune. La vasilluminata e una meta era

rivestita al fondo con un foglio di carta scuro rnmaniera tale da riprodurre
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I'habitat naturale dei pesci. | pesci furono sobistp per quattro settimane
all'atrazina che veniva posta nella vasca in cotregioni di 5, 25, 125, 625 e
3125 ugl/l senza essere solubilizzata. L'analisimata dell’atrazina veniva
effettuata tramite HPLC. Nella figura 1.3.26 e ripto lo schema utilizzato per

queste applicazioni.

Fig. 1.3.26 Unita per I'applicazione della concentrazione draina. 1) flusso
dal serbatoio d’acqua; 2) siringhe per il dosaggibimico; 3) serbatoio per la
sostanza chimica; 4), 5) magnete e miscelatore;7p)istema di distribuzione
dellacqua contaminata; 8) vasche contenenti 10 cpesiascuna con il

rivestimento di carta nera alla base
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Nella figura 1.3.27 e riportata la distribuzionefdéquenza registrata dai pesci
prima dell'introduzione dell’atrazina. Le 12 speegaminate venivano divise in 2

gruppi da 6 posti in parallelo.

0,350

0,300 A

0,250

e
P\

0,100 A

Frequenza Relativa
in proiezione orizzontale

0,050 AH
0,000 . . . . . . . .
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250
parte scura parte chiara

proiezione orizzontale

Fig 1.3.27. Frequenza di distribuzione standard in funziondadphrte chiara e

della parte scura in assenza del contaminantergggstrazioni).

Durante la condizione di pre-esposizione, i 2/3s#gnale registrato dal nuotare

dei pesci si ha nella parte scura dell’acquaridlaNfggura 1.3.28 € mostrata la

preferenza dei pesci dopo una settimana di espogizi
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0.350 —e— control
—e— 5microg/|
0,300 25microg/l
125microg/I
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5 N 0,200 | Serie7
T35
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Fig. 1.3.28Frequenza di distribuzione standard in funziondadphrte chiara e
della parte scura durante la prima settimana di espione alle diverse

concentrazioni del contaminante.

Circa il 65% delle specie preferisce la parte sclallacquario. Al crescere della
concentrazione di atrazina, i pesci preferisconmpse di piu la parte scura.
Anche se non si rilevano differenze significatived nomportamento al crescere
della concentrazione del contaminante, queste aiarianel “nuotare” possono

essere interpretate come “effetto”.

Altre applicazioni sono state effettuate monitoi@mibn solo il comportamento
dei pesci ma anche di alghe, molluschi e piccojaarsmi. Nel seguito sono

riportate sintetiche osservazioni.
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Dynamic Daphnia TestLa Daphnia (pulce d’acqua) € un organismo che nuota in
colonne d’acqua. Un tipico sistema di monitoragghm la Daphnia € quello di
rilevare all'infrarosso questi organismi. QuandoDiaphnia nuota lungo queste
colonne un segnale rileva la presenza dell’orgamisnconta il numero di
organismi in transito. Un contaminante nell’acqueneralmente provoca un
innalzamento dellattivita seguito da un bruscolidecdelle pulsazioni dovuto
alla morte degli organismi. Nella figura 1.3.29 estmato un tipico sistema che

sfrutta appunto la Daphnia.

Inflow ‘
Infrared Infrared
Detectors l Emitters

Impulses/ Time

=

Outflow

345 3

(i
~o| [
-, .'“"'l--".-

L

11 1 1 | | 5

DIPSOOO®

Traces of Impulses

Sc |'(|*cy

Test Chamber

Fig. 1.3.29Sistema che sfrutta la Daphnia come rilevatore

(Dynamic Daphnia Test)
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Mussel Monitor. Negli ultimi anni l'utilizzo dei molluschi come g$e&ma di
monitoraggio si € andato incrementand®eneralmente i molluschi vengono
posizionati in canali in cui effluisce I'acqua, nimmandone il movimento del
guscio. Quando nella corrente é presente un congantd, i molluschi chiudono il
guscio oppure -se la concentrazione del contangnanilevata- muoiono e
aprono completamente il guscio. La percentuale udicgaperti o chiusi € un
indicatore che puo essere monitorato.

Il sistema originariamente utilizzato era molto péoe: il guscio del mollusco
veniva incollato da un lato ad un muro e sull'alato del guscio veniva posto un
magnete. Il movimento del magnete era un segnaésorse indicava la chiusura
o I'apertura totale del guscio. | sistemi di moragiggio attuali sfruttano, invece,

un segnale elettromagnetico che indica lo stat@astio.

Delayed Algal FluorescenceAlcuni esperimenti hanno recentemente portato a
misurare la fluorescenza delle alghe che pud essmpressa dalla presenza di
alcune tossine in acqua. | test si basano sul ipimache un ritardo della
fluorescenza dell'alga €& legato alla concentrazioeé contaminante [Stoks,
1994].

Luminescent Bacterialn alcuni casi & stato impiegato un sistema on-tihe
sensori biologici: batteri luminescenti. La tossicdel campione € stimata in

funzione della perdita di luce del batterio esp¢EiyM, 1999].
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Il Dr Robert S. Marks, della Ben-Gurion Universita sviluppato un biosensore
che potrebbe essere applicato per la rilevaziorageinti chimici bellici e tossine
nelle acque potabili. Questo sistema utilizza lbiast@luppati dal Prof. Shimshon
Belken, della Hebrew University, nelllambito di yrogetto appoggiato dal
Ministero delle Scienze Israeliano. Una sonda Ionbhescente a fibre ottiche
utilizza celle di batteri che sono state geneticgamenodificate al fine di reagire
in presenza di sostanze tossiche, come i pestiGidiesperimenti condotti nel
2001 hanno identificato la presenza di agenti atiinm acqua utilizzando
strumenti molto sofisticati: i batteri erano posti un involucro di sostanza
gelatinosa con fibre ottiche. Quando questo sengeme/a inserito all'interno di
un campione di acqua i batteri emanavano un bagl@gni test durava circa 60-
90 minuti e si poteva svolgere in sito, senza pertacampioni in laboratorio

[Biosensor, 2001; Marks].

Detection Papers

Le cartine di rilevazione si basano sulla possébitii un cambiamento della tinta
della cartina a contatto con campioni d’acqua aoirtati. Normalmente vengono
utilizzate due colori e un indicatore di pH, misahicon fibre di cellulosa
all'interno di una cartina. Quando una goccia dagente chimico viene assorbita
dalla cartina, si evidenziano dei pigmenti. Ad egem Mustard Agents mostrano
pigmenti rossi; i Nerve Agents mostrano pigmenallgi il VX provoca una
reazione che si esprime con una colorazione bluiokEme col giallo, fornisce

una colorazione finale verde. Purtroppo, pero, samzhe altre sostanze in grado
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di colorare le cartine, per cui € necessario tetmrano dal campione, e dalle
cartine, solventi, olii e grassi. Una goccia di@gura non fornisce reazioni.
Altri tipi di rilevamento, come Detection Tubes etBction Tickets, funzionano

in maniera analoga fornendo sempre variazioni ldiredDetection].

Spot Test: reazioni colorimetriche

Lo spot test € una metodica di analisi immediata & affidamento sulla
variazione di colore provocata dalla reazione cbarthe avviene tra la sostanza
chimica analizzata ed un reattivo. Il reattivo \@eeterminato per tentativi sulla
scorta di uno studio della molecola della sostaazesta metodica puo essere
applicata anche su campioni piccoli e senza trattaimpreliminari [Kluiber,
1998]. Questo tipo di analisi € stato utilizzat,esempio, da Guilbault e Kramer
per la determinazione di cianuro in acqua [Guilbatial, 1966]. Sviluppando un
metodo colorimetrico basato su una prima reazigweilt cianuro e lap-
nitrobenzaldeidee poi una successiva reazione tra la soluziorenuth e b-

dinitrobenzenell risultato era un’intensa colorazione porpora.
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3.1 Metodiche analitiche di identificazione e quantizazione del
contaminante Capsicina

E’ stata individuata una metodica analitica in grdddeterminare la Capsicina in
soluzione acquosa; la Capsicina - come gia spatific € una sostanza che si
estrae dal peperoncino, ha un colore bianco diistaéd € molto irritante, risulta
poco solubile in acqua ma molto solubile in alcoolji e grassi. La
sperimentazione, come gia precisato, & stata ctngwoesso il laboratorio di
Chimica Farmaceutica e Tossicologica della FadtiltRarmacia dell’'Universita
“Federico II” di Napoli con l'assistenza della detta Francesca D’Alia, della
Prof. Lydia Ferrara e del dott. Domenico Montesano.
Spot test

Queste esperienze sono state condotte al finelaediare istantaneamente la
presenza di Capsicina in soluzione. Per tentao stati usati diversi reattivi

cercando di ottenere una variazione cromatica dedlazione immediata e

visibile ad occhio nudo. Nella tab 1.3.4 sono rigbralcuni dei reattivi utilizzati.

Miscela base Reattivo Esito
Capsicinat+ HO Blu di Bromot negativo
Capsicina+ HO Bromofenolo negativo
Capsicina+HO Rosso timolo negativo
Capsicina+HO Verde Malachite negativq
Capsicina+HO Cloruro ferrico negativo

Tab. 1.3.4
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SPOT TEST con sali di DIIAZONIO

Preparazione dei sali di Diiazonio

La preparazione dei sali di Diiazonio e stata cttadeeguendo le indicazioni del
Manuale di Chimica Organica [Vogel].

Si prelevano 25ml di acido cloridrico (HCI) 12 Nsediluiscono a 100ml con
H.O, ottenendo una soluzione 3 N. Si mettono in urkée2g dip-Anisidine
(ammina aromatica primaria). Si agita e si riscaddiamma, per facilitare la
solubilizzazione della sostanza, per circa 5 mirdilla figura 1.3.30 € riportata

la struttura dellg-Anisidine.

MHz

DCHa

Fig. 1.3.30Struttura della para-Anisidine.

Si aggiunge alla soluzione NaMdl colore della soluzione diventa viola. Si
aspetta che l'ammina diazotata cristallizzii Doparcac 10 minuti la
cristallizzazione non avviene. Ad una provetta enophte Capsicina e.8 si

aggiungono poche gocce del sale di Diiazonio e ilsva un’istantanea
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colorazione rosa che svanisce in circa 10 secétigetendo il procedimento in
H.O, priva di Capsicina, la colorazione non avviene.

Per ottenere una maggiore stabilita dei sali diafwnio si procede con
un’ammina diversa. Si prelevano 25ml di HCI 12 i eliluiscono a 100ml con
H.O ottenendo HCI 3 N. Si mettono nel becker 2@ ,8-Diaminonaphthalene
Agitiamo, introduciamo NaN@e aspettiamo la formazione dei cristalli. Si mette
il becker sotto ghiaccio per mantenere una tempexati 0-5°C. Dopo circa 30
minuti avviene la formazione di un precipitato chdiltra e si solubilizza in una
soluzione HCI e BD 1:1 (50ml di volume). La colorazione della sotum e
giallina ma non si apprezzano variazioni cromatisigmificative tra la provetta
contenente kD e Capsicina e quella contenente sojOH

Si ripete la reazione con Iaaftilammina cloroidrata(sale cloridrico della
naftilammina) per formare dei sali di Diiazonio.r&ealmente i sali di Diiazonio
formati con questo sale sono molto piu stabili etsp ai sali formati con
I'anilina.

Si sciolgono a freddo 5g di naftilammina in HCIN3 con I'aiuto di un agitatore
metallico per circa 10 minuti. Prepariamo una soloe di nitrito di sodio
acquosa sciogliendo 2g di nitrito di sodio (NajNGn 10ml di acqua.
Aggiungiamo 1ml di tale soluzione alla naftilammiclaridrata precedentemente
preparata. Si sviluppa un’intensa colorazione véalaro (fig 3.31).

La soluzione deve essere poi conservata in un iemtg scuro ad una
temperatura di circa 2°C: in queste condizionili sano stabili per circa un

mese.
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Fig. 1.3.31Soluzione contenente naftilammina

cloroidrata ed 1ml di nitrito di sodio acquaso

Facendo reagire tale soluzione con la Capsicinatt@ne una variazione di
colore dal viola al rosso di intensita variabilefimzione della concentrazione
dalla Capsicina. Di seguito riportiamo i saggi consali di Diiazonio

evidenziando i limiti di sensibilita del saggio éado variare la concentrazione

della Capsicina in metanolo.

Provetta zero

Sciogliamo 2mg di Capsicina in 10ml di metanolo

Provetta 1
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Preleviamo 1ml dalla provetta zero e poniamolona provetta trasparente con
una goccia di soluzione di sali di Diiazonio. Sitanana violenta colorazione

viola (concentrazione 0,2mg/ml).

Provetta 2

Preleviamo 1ml dalla provetta uno e portiamolo amilCcon metanolo.
Preleviamo ancora 1ml di tale soluzione e ponianmlana provetta trasparente
con una goccia di soluzione di sali di Diiazonion8ta una violenta colorazione
viola un poco piu chiara rispetto a quella dellaovettal(concentrazione

0,02mg/ml).

Provetta 3

Preleviamo 1ml dalla provetta due e portiamolo amll@on metanolo.
Preleviamo ancora 1ml di tale soluzione e poniantolaena provetta trasparente
con una goccia di soluzione di sali di Diiazonion8ta una violenta colorazione

viola tendente al rosso (concentrazione 0,002mg/ml)

Provetta 4

Preleviamo 1ml dalla provetta tre e portiamolo enlléon metanolo. Preleviamo

ancora 1ml di tale soluzione e poniamolo in unaveita trasparente con una
goccia di soluzione di sali di Diiazonio. Si notaaLcolorazione tendente al rosso

(concentrazione 0,0002mg/ml).

Nella figura 1.3.32 sono state raffigurate le quatrovette.
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Fig. 1.3.32Provette contenenti metanolo e Capsicina in divexsgcentrazioni

in cui é stata inserita una goccia di soluzionesdlii di Diiazonia

Il bianco (ossia la provetta di riferimento) & ottenuto pu® una goccia della

soluzione di sali di Diiazonio in 10ml di metandfigura 1.3.33).

Fig. 1.3.33Provetta contenente metanolo e una goccia di sohezidi sali di
Diiazonio (bianco)
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Confrontando le provette 1, 2, 3 e 4 con il biarfigura 1.3.34) si nota la
variazione di colore in funzione della concentragioPossiamo asserire che |l

limite di rilevabilita della prova é di 2pug/ml.

: A
7 i

Fig. 1.3.34Confronto tra le varie provette.

Per la quantificazione del contaminante si e fatii@rimento all’analisi
cromatografica, al fine di determinarne la curvaalibrazione.

Analisi HPLC

L’ottimizzazione dei parametri di separazione crtogeafica e stata effettuata
scegliendo acetonitrile ed acqua come solventplaeglo la lunghezza d’onda a
281nm ed utilizzando come colonna cromatografiaa@h8 Ultracarb Phenomex
4.6x25, 5um i.d. Nella figura 1.3.35 é riportatauntografia dello strumento e
nella figura 1.3.36 é riportata una fotografia aediringa tramite la quale avviene

I'iniezione nella macchina. La separazione e seffe@ttuata utilizzando un

sistema isocratico acetonitrile-acqua 70:30; il cpiccromatografico della
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capsicina in queste condizioni analitiche ha unperdi ritenzione (Rt) di 8,2

minuti, come verra messo in evidenza in dettaglisdguito.

Fig. 1.3.36Dettaglio della siringa dellHPLC
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Curva Area-Volume iniettato

Una prima serie di test € stata effettuata pewaieala curva area (sottesa dal
cromatogramma)/volume iniettato, al fine di verdfie la linearita del processo
del processo di dilavamento del soluto al variaiéedjuantita immesse.

E stata preparata una soluzione solubilizzando Bim@apsicina in 10ml di
metanolo utilizzando un matraccio tarato. Mantewoendstante il valore della
concentrazione, sono state effettuate 5 inieziormlame crescente (effettuando,
inoltre, per ciascun volume 3 prove, in modo dafieare la presenza di eventuali

fenomeni aleatori):

iniezione 1 10ul; il corrispondente cromatogramma e riportatbgura 1.3.37;

5 10 tempo (minuti)
Fig. 1.3.37 Cromatogramma relativo
all'iniezione 1; il picco a €

rappresentativo della Capsicina e |l

picco b della diidrocapsicina

iniezione 2 20ul; il corrispondente cromatogramma e riportatbgura 1.3.38;

181



Cap. 1 Contaminagione intenzionale

tempo {minuti}

Fig. 1.3.38 Cromatogramma relativo
all'iniezione 2; il picco a €
rappresentativo della Capsicina e |l

picco b della diidrocapsicina

iniezione 3 30ul; il corrispondente cromatogramma e riportatbgura 1.3.39;

0 3 10 tempo (minuti)

Fig. 1.3.39 Cromatogramma relativo
all'iniezione 3; il picco a €
rappresentativo della Capsicina e |l

picco b della diidrocapsicina
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iniezione 4 40ul; il corrispondente cromatogramma e riportatbgura 1.3.40;

tempo (minuti)

Fig. 1.3.40 Cromatogramma relativo
all'iniezione 4; il picco a € rappresentativo
della Capsicina e il picco b della

diidrocapsicina

iniezione 5 50ul; il corrispondente cromatogramma e riportatbgura 1.3.41;

tempo {minuti)

Fig. 1.3.41Cromatogramma relativo all'iniezione
5; il picco a e rappresentativo della Capsicind e i

picco b della diidrocapsicina
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E stato quindi costruito un diagramma riportandéia@se delle ascisse il volume
iniettato e sullasse delle ordinate il valore noediell’'area sottesa dal
cromatogramma relativo (figura 1.3.42). Nella tébdl.3.5 sono stati riportati i

valori medi delle aree sottese dai cromatogrammiegpearie iniezioni.

Area

14000000

13000000 7%

12000000

11000000
10000000 *

9000000

8000000

7000000 ¢

6000000

5000000

4000000 *
3000000

2000000

1000000

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50

Volume (microlitri)

60

Fig. 1.3.42Curva rappresentativa del rapporto

Area-Volume iniettato
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Volume Area
Iniezione

iniettato (ul)| (media)
stl 10 1566540
st2 20 3801971
st3 30 6867247
st4 40 10237306
st5 50 12853478

Tab. 1.3.5

Si puod notare che la curva di figura 1.3.42 hanolaaento marcatamente lineare
che individua, quindi, la proporzionalita tra il lume iniettano all'interno del

cromatografo e I'area sottesa dalla relativa cereanatografica.

Curva di Calibrazione

Nella fase successiva dell'indagine sperimentalstagéa costruitda curva di
calibrazione della Capsicina sulla base di 5 punti corrispondeat 5
concentrazioni crescenti di Capsicina standard .plba standard e stato
solubilizzato ancora in metanolo puro (grado HPLL®)yente in cui tale sostanza
e solubile al 100% (in tali prove la solubilita rsellvente deve essere quasi totale
altrimenti 'apparecchiatura non € in grado divdee la sostanza analizzata).

La soluzione madre e stata preparata ponendo 5@gpubicina in un matraccio
da 10ml e portata a volume con metanolo {OH). Dalla soluzione madre sono
stati preparati per diluizione 5 campioni di volurpari a 10ul. Lo schema

prescelto per le diluizioni e il seguente:
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campione 1la soluzione madre viene diluita 1:1 con metan@quivalente a

2,5ug/ul); il corrispondente cromatogramma e rigorin figura 1.3.43;

tempo {minuti}

Fig. 1.3.43Cromatogramma del campione 1; il picco a e rappnéatvo della

Capsicina e il picco b della diidrocapsicina

campione 2 la soluzione madre viene diluita 1:2 con metan@quivalente a

1,6pg/ul); il corrispondente cromatogramma é rignorin figura 1.3.44;

0 4 10 tempo (minuti)

Fig. 1.3.44Cromatogramma del campione 2; il picco a € rappnéatvo della
Capsicina e il picco b della diidrocapsicina

campione 3la soluzione madre viene diluita 1:3 con metan@lancentrazione

pari a 1,25ug/ul); il corrispondente cromatograngmmgoortato in figura 1.3.45;
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1]
3 10 tempo (minuti)

Fig. 1.3.45Cromatogramma del campione 3; il picco a e rappnéatvo della
Capsicina e il picco b della diidrocapsicina

campione 4la soluzione madre viene diluita 1:4 con metan@lancentrazione

pari a 1,00ug/ul); il corrispondente cromatograngmgoortato in figura 1.3.46;

L
g 10 tempo {minuti}

Fig. 1.3.46Cromatogramma del campione 4; il picco a & rappnéstivo della

Capsicina e il picco b della diidrocapsicina

campione 5la soluzione madre viene diluita 1:5 con metan@lancentrazione

pari a 0,83ug/ul); il corrispondente cromatograngmmgoortato in figura 1.3.47;
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tempo (minuti)

Fig. 1.3.47Cromatogramma del campione 5; il picco a € rappnesivo della

Capsicina e il picco b della diidrocapsicina

Di ogni campione sono stati iniettati 10ul. La curdi calibrazione e stata
costruita sull’asse delle ascisse la concentrazmll'asse delle ordinate il

valore dell'area sottesa dal cromatogramma reldfigara 1.3.48).

800000
700000 - A//////,//i
600000

500000 -

Area

400000

300000

200000 -

100000

o T T T T T
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00

Concentrazione

Fig. 1.3.48Curva di Calibrazione della Capsicina

Anche per questa serie di test sperimentali i puportati nella figura 1.3.48

rappresentano ciascuno la media di tre determinaz{tabella 1.3.6); la
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deviazione standard e risultata sempre inferiof&%) garantendo, quindi, un

ottimo accordo interno dei dati.

Determinazione della Capsicina in acqua

Concentrazione Area
Campione Diluizioni
(Hg/ul) (media)
s-1 11 2,50 6933845
s-2 1:2 1,60 564260
s-3 1:3 1,25 380672
s-4 1:4 1,00 3468815
s-5 1:5 0,83 2796772
Tab. 1.3.6

Il campione acquoso é stato preparato ponendo 5i@gpmbicina pura in 10ml di

acqua distillata. La soluzione €& stata agitata sortex per 60 secondi

evidenziando la natura poco solubile della Capaigmnacqua. Sono stati iniettati

50ul dello standard in acqua nelle stesse condizpalitiche utilizzate per la

costruzione della curva di calibrazione. Il cronggonma relativo € mostrato in

figura 1.3.49. L'area sottesa dal diagramma é pd84673.

10

tempo {minuti}

Fig. 1.3.49Cromatogramma ottenuto iniettando 50uI dello

standard (5 mg di Capsicina in 10ml di acqua distd).
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La concentrazione della Capsicina nel campione@smpuo essere desunta dalla
curva di taratura precedentemente elaborata, imispondenza del valore
dall'area sottesa dal cromatogramma (464673). thcodare, essa e risultata pari

a 1,48mg/ml (figura 1.3.50).
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I/
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300000
]
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100000
poodl 0202 040506 0F 020 1D A1 1212 1415 158 171218 202122 222425 28 17

Concentrazione

Fig. 1.3.50 Curva di Calibratura della Capsicina
(procedimento grafico per la determinazione della
concentrazione della Capsicina in acqua).

Considerando che la quantita di Capsicina nel noétaper un’iniezione di un
volume pari a 50ul] nell'ambito delle esperienze effettuaterisulta essere pari
a 254, possiamo concludere che la solubilita della Gapaiin acqua & risultata

pari al 5.92%.

1 Se in 10ul di soluzione madre abbiamo 5ug di Cagssien 50l avremo 25ug
14

2
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Interazione con il Cloro

In base alla Normativa Italiana la quantita di clogsiduo, al punto di prelievo da
parte dell'utenza, deve essere almeno pari a 0|2@gn riferimento a tale dato e
stata testata l'interazione tra la Capsicina imzohne acquosa e il cloro, ponendo
in provetta la soluzione acqua-Capsicina ed intteddo un quantitativo di
dicloroammina in eccesso rispetto al parametroilgtaldalla legge. Purtroppo
I'esito e risultato negativo, in quanto non si scantrato alcun effetto nella

soluzione.
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3.2 Metodiche analitiche di identificazione e quamtzazione del
contaminante Ricina

La sperimentazione, come gia precisato, e statdottanpresso il laboratorio di
Chimica Farmaceutica e Tossicologica della FaatiltRarmacia dell’'Universita
Federico Il di Napoli con l'assistenza del dott.dkea Senatore, della Prof. Lydia
Ferrara e del dott. Domenico Montesano.

Forse a causa delle recenti notizie di ritrovaméntilevanti quantita di ricina in
mano ad esponenti di fazioni politiche estremisté&ran Bretagna, Stati Uniti e
Canada, o del sospetto che questa sostanza poesa wensiderata quale
strumento di offesa da parte di organizzazioniotéstiche, la ricina ha ottenuto
attenzione e visibilita dai media e dagli organisaofie si occupano della
protezione e della sicurezza nazionale di variipd&lsnondo occidentale.

In effetti, la ricina € considerata una delle tosgpiu potenti tra quelle conosciute,
a tal punto che il Center of Disease Control (CB@junitense, uno degli enti piu
autorevoli al mondo per cio che riguarda lo studida classificazione delle
sostanze tossiche, I'’ha inserita al secondo livéillpriorita quale possibile agente
terroristico [Franz].

I motivi di tale interesse e preoccupazione sont e facilita di produzione e
I'enorme disponibilita della pianta da cui provienaite alla stabilita in acqua e al
calore e alla elevata tossicita per 'uomo, fanedadricina I'oggetto di attente
valutazioni al fine di prevenire possibili attacaila popolazione e di specifici

studi atti a determinare in maniera chiara lo gplu della sua azione tossica.
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Cenni storici
L’'utilizzo della pianta diRicinus Communig antica e risale gia all'antico Egitto
in cui essa veniva coltivata al fine di sfruttaeeproprieta lubrificanti e lassative
dell’'olio. Sia I'olio che i semi sono stati usatipassato per fini curativi in diverse
parti del mondo. Durante la seconda guerra mondjilStati Uniti decisero di
insediare vaste coltivazioni di ricino nellareaAn Joaquin Valley in California
al fine di sopperire alla carenza dell’olio sul c&D e di avere adeguate riserve di
lubrificante per la propria aviazione.
Le scoperte scientifiche sulla ricina comincianda aine del 1800 quando
Stillmark scopri che i semi di ricino contenevama proteina tossica, a cui egli
diede il nome di ricina. In particolare Stillmarkogri che la ricina provocava
I'agglutinazione degli eritrociti e la precipitane delle sieroproteine. Dopo di lui
Paul Ehrilch studio la ricina e I'abrin durantelfima decade del secolo. | suoi
studi su queste lectine sono considerati un fondé&melellimmunologia
moderna. Sebbene la tossicita delle tossine siarmiper via orale piuttosto che
per iniezione, Elrich riusci ad indurre immunitai ne@pi somministrando loro
piccole quantita di semi. Questo lavoro seminalestndioanche che durante la
gravidanza la specifica attivita antitossica vigrasferita dalla madre al figlio
attraverso il sangue e durante l'allattamento kess# componenti protettive
migrano attraverso il latte. La prima esperienza dimostro la capacita della
ricina nativa di inibire tumori risale al 1951. k@ssina fu testata in vari modi —
applicazione locale, intratumorale e introarterialén pazienti afflitti da tumori

con vari risultati. Piu recentemente, con l'avventh nuove tecniche
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immunoterapiche, la ricina si € ancora ritagliate wolo di nicchia nelle
metodologie cliniche della professione medica. Esesatata studiata quale
componente di agenti antitumorali chiamati immusseioe, o, piu in particolare,
tossine chimeriche.

La ricina nativa, o solamente la catena A dellmacstessa, viene coniugata agli
anticorpi monoclonali delle specifiche cellule twiao Sebbene i risultati ottenuti
siano stati promettenti, esistono due fattori clétota sembrano limitare
I'efficacia di questa immunotossina: la mancanzapgicificita dell’anticorpo e la
significativa immunogenicita della catena, che radtice in una relativamente
rapida nascita di immunita refrattaria all’agerepeutico.

A causa della sua relativamente alta tossicita l& deia estrema facilita di
produzione, la ricina fu presa in considerazionegdaerno degli Stati Uniti per
la produzione di armi con il nome in codice “CompduW” durante la sua
offensiva nel programma per la guerra biologica. LS. Chemical Warfare
Service comincio a studiare armi basate sulla aigia verso la fine del primo
conflitto mondiale, dopodiché l'intensa collabo@® con il governo britannico
si risolse nello sviluppo di una bomba W durant&ézgonda Guerra Mondiale. Si
hanno notizie di test effettuati con questa mi¢edarma, ma non del suo effettivo
impiego in battaglia.

Forse, pero, il caso piu famoso in cui la ricinatéta adoperata contro I'uomo
rimane l'assassinio del dissidente bulgaro Gorgek®a nel 1978. Venne in
quella circostanza iniettata nel suo corpo una tapari a 0,5 mg di ricina
attraverso una punta posta all’estremita di un eitdor Questa azione porto |l

politico alla morte in qualche giorno e pubblicizlsd tossina quale pericoloso
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agente terroristico. Negli ultimi anni, la ricinadéventata uno degli strumenti
preferiti da estremisti individuali o gruppi terigtici, 0 anche governi come
quello di Saddam Hussein in Irag che nel 1989 csseltest per la dispersione del
contaminante in forma aerosolizzata. Nel 1995 quetéstatori” furono giudicati
colpevoli negli Stati Uniti per possesso illegaleadni biologiche. Questo fu il
primo caso di condanna a seguito del Biological pdea Anti-terrorism Act
promulgato nel 1989.

La pianta

Di origine tropicale (Africa, India), la pianta dicino (Ricinus Communis L.)
appartiene alla famiglia delle euforbiacee (fig3.21), ed € diffusa nell’emisfero

australe, dal quale ancora oggi proviene la drogstjtuita dai semi.

Fig. 1.3.51Fiori della pianta di ricino
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Mentre da noi & impiegata soltanto quale piantamentale, in giardini e talvolta
in interni, per via delle sue grandi foglie palmateun verde-rossastro, viene
coltivata nel bacino del Mediterraneo sin dall'ahtia: al Nord (pianura padana)
e un arbusto erbaceo frondoso di circa due mdtri8ual (Calabria, Sicilia), €
legnoso ed alto fino ad otto metri; ai tropici, da¥ una pianta perenne, raggiunge
anche i 20 metri.

| piccoli semi, lunghi 1-2 centimetri, sono lucidruni e di aspetto marmorizzato,
appariscente; sono costituiti da un tegumento eigite avvolge una polpa bianca

molle ed oleosa, quasi insapore, non amara néegyked(fig. 1.3.52).

Fig. 1.3.52Semi di ricino

La pianta di ricino € comunemente coltivata peelnsin quanto da questi Si
ricava un olio che ha caratteristiche tali da ess#ilizzato in svariati modi, da
essiccante usato nell'industria e nella produzidinfarmaci, a purgante, o anche
come componente per rivestimenti edili, per inctiipper tinture tessili, nei

processi di conservazione dei pellami e di produzidi fibre poliammidiche
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come il Reflon. Inoltre un utilizzo classico € daodli lubrificante di alta qualita.
Grande utilizzo e stato e viene tuttora fatto déth’ nella medicina popolare come
ingrediente in cure per numerosissime malattie.

Come medicamento, I'olio di ricino va consideratouso a tutti gli effetti. La
dose unica efficace raccomandata, dunque valagesi il bambino quanto per
I'adulto, varia da 5 a 10 grammi con effetto dopor& ma puo essere elevata fino
a 30 grammi per un effetto piu rapido.

L’olio non comporta pericoli per la salute o effetbllaterali se assunto nei
dosaggi indicati a scopo terapeutico.

Per cio che interessa i semi, essi contengonorszestassiche per il 2,8-3 % e cio
comporta che la dose letale minima di semi cornpesi somministrazione orale
nell'uomo adulto sia ritenuta pari a 2,5-20 semilitrédve si identifica la stessa
dose minima con una quantita pari a 0,179 grammicpdogrammo di peso
corporeo. Cio significa che per uccidere un uoma@ilikg, si debbono ingerire
13,425 (0,179 x 75) grammi di semi. Tali valoriJateramente elevati, sono
certamente dovuti alla presenza dell'olio ed atred effetto evacuante.

In condizioni similari i bambini appaiono estremanteepiu sensibili. Un dato di
difficile interpretazione riportato nel “Dangerouproperties of industrial
materials” (Sax Irving N., Van Nostrand Reinhold.Cb999) e che gli autori
sottolineano come ‘esclusivamente indicativo’, & che la dose letale minima
di semi contusi per somministrazione orale nel bami§da 1 sino a 13 anni e
sino a 20 kg di peso) é ritenuta pari a 0,5 méligmi per chilogrammo di peso

corporeo.
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L’azione tossica e certa e piu rapida quando i seemgono masticati e non
inghiottiti interi (cosa che spesso fanno i bampbini

L’agente tossico

La ricina € una proteina contenente due emoagglugindue polieptidi della
tossina. Le catene polipeptidiche della tossinabostimeri con peso molecolare
valutato in 66 KDa. Le due catene, chiamate cafemacatena B, rispettivamente
con peso molecolare di 32 KDa e 34 KDa, sono udéeun ponte disolfuro.
Questo lega I'aminoacido 259 della catena A allfawmaicido 4 della catena B.
Entrambe le catene sono glicoproteine contenentipmr carboidratici di
mannosio, e devono essere associate affinché Bchesfa tossicita [Winder,
2004, Franz].

In figura 1.3.53 € riportata la struttura dellamné

La ricina rientra nella famiglia delle lectine tmdse. In particolare, essa
appartiene alla famiglia A-B delle tossine che caange altre tossine batteriche
come difterica, psedomonas, colera, Shiga e anttacessine di questo gruppo
consistono in due parti funzionalmente differentina meta A attiva
enzimaticamente nella quale risiede l'attivita tiita e una meta B che ha il
compito di legarsi ai carboidrati presenti sullgesdicie della cellula. Questo

legame € una condizione fondamentale affinchétlneaA penetri nella cellula.
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Fig. 1.3.53Struttura della ricina

La presenza della catena B facilita in questa fhgesporto della catena A
all'interno del cytosol che avviene per endocitogidiata dal Golgi. Una volta nel
citoplasma, la catena A attacca enzimaticamentsulzunita ribosiomale 28s
inattivando quindi il ribosoma. Questa fase poitalacco della sintesi proteica.
A livello cellulare, quindi, la ricina uccide attrage l'inibizione della sintesi

proteica.
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L’azione della catena A e molto efficiente e unalenola ha la capacita di
inattivare alcune migliaia di ribosomi al minutox guesto modo una singola
catena A riesce ad inattivare i ribosomi piu vetoeate di quanto una cellula ne
riesca a produrre ex novo. Una sola catena A thaiba la capacita di uccidere

una cellula animale [Franz, Olsnes et al., 2001].

La tossicita

| segni clinici, i sintomi e le manifestazioni pltgiche della tossicita della ricina
variano a seconda della sua quantita e delle ntaddii esposizione. Studi
sperimentali su animali indicano che i segni clieid decorso patologico sono in
gran parte differenti secondo il tipo di esposiepmad esempio, l'inalazione
provoca problemi respiratori e lesioni polmonariake vie di respirazione;
l'ingestione causa sintomi all'apparato gastroititede nel quale si presentano
emorragie con necrosi di fegato, milza e reni; aacan’intossicazione per via
intramuscolare produce forti dolori localizzati,cnesi muscolari e dei linfonodi
periferici e un moderato interessamento degli argecerali.

La dipendenza della patologia dalle specifiche ritaddi esposizione € dovuta
probabilmente alle proprieta di lectina della ra&irthe permettono di legarsi in
tempi brevi ai complessi galattosidici dei carbatdrpresenti sulla superficie
cellulare. Una caratteristica costante nelluommiz@ essere una temporanea
leucocitosi nel caso in cui l'intossicazione siavawta per iniezione o per
ingestione orale. La presenza di un numero di leitic-6 volte maggiore dei
valori normali & una caratteristica che si ritrova casi di cancro, oltre a essere

stato riscontrato nel caso di George Markov [Franz]
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Ingestione

La tossicita della ricina assunta per ingestiorevige orale e la meno elevata tra
tutte, probabilmente a causa del basso assorbineepén una qualche digestione
enzimatica presente nel tratto digerente.

Nell'intossicazione orale (e parenterale) le cellokl sistema reticuloendoteliale,
come le cellule di Kupffer e i macrofagi, sono matarmente sensibili a causa
del recettore mannoso presente esclusivamente aerofagi. Nel 1985 A.
Rauber e J. Heard raccolsero gli studi di 751 diasigestione dei semi di ricino,
riportando un tasso di mortalita pari all’ 1,9% (dabki sul totale), molto piu basso
rispetto a quanto si credesse secondo tradizionqué&sti 14, ben 12 risultavano
essere accaduti prima del 1930. Anche nei casiiigicsono stati pochi interventi
medici, 0 addirittura nessuno, la percentuale dedsi nei pazienti sintomatici e
stata bassa, attorno al 6% circa. Il numero di Segeriti da pazienti deceduti
varia sensibilmente. Dei due casi di intossicaziorae avvenuti dopo il 1930 di
cui abbiamo documentazione, uno riguardava un udm®4 anni che aveva
ingerito una quantita pari a 15-20 semi, mentedondo un ragazzo di 15 anni
che aveva assunto 10-12 semi.

Tutti i casi documentati riguardanti ingestione séimi di ricino presentano la
stessa storia clinica generale: rapido manifesthrattacchi di nausea (in alcune
ore 0 anche meno), vomito e dolori addominale, iseda diarrea, emorragia
intestinale, anuria, crampi, dilatazione delle Hapfebbre, sete, mal di gola, mal
di testa, collasso vascolare e shock. Il decess®re dal terzo giorno in poi. |

risultati autoptici piu comuni di intossicazionel@ sono ulcerazioni multifocali
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ed emorragie della mucosa gastrica e dell'intestermue che possono essere
anche piuttosto gravi; inoltre si presentano necrhooidi nei linfonodi
mesenterici, tessuti linfoidi del tubo digerenteA(3) e milza, necrosi del fegato

e delle cellule di Kupffemefrite e splenite diffuse.

Iniezione

In un ampio esperimento clinico & stato rilevate cim basso dosaggio di ricina
per via endovenosa (18-2@/m?) somministrata a pazienti malati di cancro era
ben tollerata. Sintomi simil-influenzali associatli affaticamento (in alcuni casi
molto pronunciato) e a dolori muscolari sono rieatr nei pazienti e talvolta si
sono manifestati nausea e vomito. | sintomi conaingcia manifestarsi 4-6 ore
dopo la somministrazione per continuare per 1-2ngio

Due morti per tossicita sono state documentate eegkrimenti clinici della fase

| sull’abrin, una proteina strettamente correlaaesti pazienti hanno avuto una
crisi generale e altri sintomi di tossicita nei fronti del sistema nervoso centrale.
Nel caso di George Markov, il cui assassinio eostetordato in precedenza, in
seguito all'iniezione letale di ricina, la cui doSestata stimata in piu di 5Q@, Si

e riscontrata una quasi subitanea manifestazione daliore locale, e
successivamente una sensazione di debolezza matle p ore. Nelle 15-24 ore
successive si osservo temperatura alta, nausea nd@tovoDopo 36 ore
dall'incidente fu ricoverato in ospedale in quaptesentava febbre, tachicardia e
pressione del sangue nei normali valori. | linfonagella zona affetta
presentavano gonfiore ed irritazione. Si poté esserun’area di indurimento ed

inflammazione del diametro di 6 cm intorno al pumteliniezione sulla sua
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coscia. Dopo soli due giorni dall’attentato egiretine improvvisamente ipoteso e
tachicardico; le pulsazioni arrivavano a 160 hatdt minuto, mentre si

presentarono collasso vascolare e shock. | sudiufildianchi arrivarono a

26.300/mm. Allinizio del terzo giorno dopo l'attacco eglirgsentd anuria e

comincio a vomitare sangue. Con un elettrocardiogna si dimostro il completo

blocco del condotto atrio ventricolare. Markov maai li a poco. Al momento del
decesso i suoi globuli bianchi erano arrivati aGBehn.

L’iniezione per via intramuscolare o sottocutandaddsi alte della tossina

nell'uomo, com’e accaduto nel caso dell’attentataisa gravi necrosi linfoidi,

emorragia gastrointestinale, necrosi al fegatoritee¢ splenite diffuse. Nel caso
di Markov si osservo che il leggero edema polmonehne si presentdo fu

successivo alla crisi cardiaca. Risultati similingostati riportati negli studi

sperimentali sugli animali.

Inalazione

Sebbene dati riguardanti la tossicita per 'uomouda eventuale esposizione
all’aerosol non siano disponibili, i danni provdcd un’esposizione orale e
parenterale sono in armonia con quelli visti negidi sperimentali sugli animali,

suggerendoci cosi una possibile analogia per idideBsicita.

Le uniche informazioni che abbiamo riguardanti azéne di ricina per 'uomo e

una sindrome allergica riguardante alcuni lavorasposti alla polvere di semi di
ricino durante il processo di produzione dell’olloquadro clinico € caratterizzato
da un improwviso attacco di congestione al nastlaegala, irritazione gli occhi,

orticaria e dolori al torace. In casi piu seri mggiungersi anche affanno fino ad
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arrivare all'asma bronchiale, che puo protrarsi gleune ore. Individui affetti
rispondono positivamente a terapie sintomatich#’alantanamento dalla fonte
di tossicita.

Esperimenti condotti sui topi hanno dimostrato Limalazione di ricina porta ad
una polmonite necrotizzante delle vie respiratassociata ad inflammazione ed
edema interstiziale e alveolare. Non avviene nessgmificativo cambiamento
nelle lesioni polmonari prima di 8 ore dall'espagie. Dopo 12 ore il numero di
cellule inflammatorie e il numero totale di proteiaumenta, mentre dopo 30 ore
si presentano ipossemia arteriale e acidosi e thveignificativa la presenza di
liquidi nella zona alveolare. Sono stati recentemmercompletati studi
immunoistochimici sui topi esposti alla ricina \aarosol e i risultati mostrano
che la ricina aerosolizzata si lega alle cellulgliaie bronchiali, ai macrofagi e
alle cellule alveolari.

In un recente studio su primati, la tossicita pealazione e stata definita
attraverso un periodo pre-clinico in funzione desajggio di 8-24 ore, seguito da
anoressia e da un progressivo calo dell'attivisicé. || decesso € sopraggiunto
dalle 36 alle 48 ore dopo I'esposizione, anche tpuaseconda della quantita di
tossina assunta. | cambiamenti istorpatologici glievanti sono confinati alla
cavita toracica. Tutte le scimmie presentavano palte fibrinopurulenta, con
vari gradi di necrosi diffusa e inflammazione acalie vie respiratorie, oltre ad
una diffusa e grave presenza di liquido nella zoamaeolare, edema
peribroncovascolare, tracheite acuta e una linfisl’lemediastinica purulenta

catalogata come grave. Due scimmie, infine, pres@amo un’acuta adrenalite.
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Cause di decesso

L’esatta causa di morte dovuta alla ricina é scomts e probabilmente e
funzione del tipo di intossicazione. | risultati stiudi clinici sull’'utilizzo della
catena A della ricina come immunotossina hanno sirato che la detta catena
provoca una lesione alle pareti vascolari caraizata da ipoalbuminemia e
edema. Studi in vitro basati su osservazioni diutelendoteliali di vene
ombelicali umane hanno mostrato che la ricina &fnente provoca danni alle
cellule endoteliali. In topi, ratti e primati unt@ldosaggio effettuato per inalazione
sembra produrre danni abbastanza gravi ai polmeanicausare il decesso,
probabilmente dovuto all'ipossemia causata dallomgnte edema polmonare e
dalla presenza di liquido nella zona alveolare. $t&® dosi somministrate per
via endovenosa in studi sperimentali su animaliosassociate a una diffusa
coagulazione introvascolare. Si € notato che lespatocellulari e renali sono il
risultato di disturbi vascolari indotti dalla tosai piuttosto che da un effetto
diretto della tossina stessa. Uno studio pubblicesib1987 da Bingen et al. ha
dimostrato in maniera evidente che la somminisbraziper via endovenosa di
ricina nei topi provoca danni diffusi alle cellute Kupffer, ed in seguito alle
cellule endoteliali, formazione di emboli nel sregevascolare del fegato ed infine
necrosi epatocellulare, confermando alcuni stutbpoati nel 1976 da Derenzini
et al.

Diagnosi, gestione medica, immunizzazione e protenie passiva

Diagnosi

Come altre intossicazioni potenziali su campi ditdgdia non convenzionali, le

scoperte epidemiologiche giocheranno un ruolo aéntrnella diagnosi.
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Sarebbero, ad esempio, estremamente significasisergazioni di molteplici casi
di problemi polmonari molto gravi in una popolazoai giovani soldati in origine
sani, legati tra loro dall’essere stati nello stek®go e momento in presenza di
condizioni climatiche adatte ad un attacco biologic

Le diagnosi differenziali di un’esposizione all'asol di ricina possono includere
I'enterotossina B dello stafilococco, esposizionsatoprodotti della pirolisi dei
polimeri organofluorati (ad es. Teflon, Kevlar) ioadtri organoalogenatossidi di
nitrogeno, fosgene. Insetticidi come il paraquat-raftiurea (ANTU), sebbene
non attesi in uno scenario di battaglia, possomserespropagati nell’aria su vaste
aree geografiche e sono oltretutto potenti ageigiragenici.

Una conferma di una presunta intossicazione daarioccorsa per inalazione puo
venire da un esame che preveda un’analisi di tipdSE (enzyme-linked
immunoassorbent assay) su un campione di mucosdends ricina puo essere
rilevata, con questo metodo, per almeno 24 ore dlagacco. Poiché la ricina é
estremamente immunogenica, gli individui che sopkeno ad un attacco del
genere hanno verosimilmente anticorpi in circolagioper 2 settimane
dall’esposizione.

Analisi di tipo ELISA (per sangue e altri fluidi qmorali) o tecniche
immunoistochimiche (per analisi dirette su tessgissono essere utili alla
conferma di intossicazioni da ricina.

Ad ogni modo, poiché la ricina e trattenuta moledocemente a prescindere dal
tipo di esposizione e metabolizzata prima dell’escne, l'identificazione nei
fluidi corporali o tessuti e difficoltosa. Nei riagtsposti a ricina tracciata con iodio

125 per iniezione endovenosa il tracciante radigaté stato individuato, 30
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minuti dopo I'esposizione, nel fegato (46%), muis¢€b3%) e milza (9%). La
ricina e stata rapidamente rimossa dagli animatieo per un 11% che e rimasto
dopo 24 ore. Il 70% e stato espulso attraversinBucome metabolica dal basso
peso molecolare.

| tentativi di identificazione della tossina possadncludere anche lintroduzione
di materiali per autopsia biologica in topi o ctlcoltivate e neutralizzazione

attraverso I'utilizzo di specifici anticorpi.

Gestione medica

Gli scenari piu probabili in cui I'intossicazionea dicina puo essere osservata da
personale medico militare sono un campo di batiagliscala ristretta o la
propagazione di un aerosol a scopi terroristich admministrazione parenterale
della tossina usata come strumento assassino. h@&iada ricina agisce
rapidamente e irreversibilmente, una terapia ssocesall’esposizione € piu
difficile che per altri agenti caratterizzati daopessi lenti e da azioni periferiche,
come il botulino o gli agenti batterici, che possomrssere affrontati con
antibiotici. Di conseguenza l'immunizzazione delrgmmale a rischio di
esposizione da ricina € addirittura piu importactie per altri potenziali agenti

biologici.

Immunizzazione e protezione passiva

Studi su animali hanno mostrato che né I'immuniizaz attiva, né la profilassi

passiva, né una terapia (se avviene in poche am) ®fficaci in maniera
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completa nei confronti dell’intossicazione da r&irse avvenuta per via
endovenosa o intraperitoneale.

D’altro canto, I'esposizione per inalazione e castata al meglio attraverso una
immunizzazione attiva o attraverso la somministiaei profilattica di uno
specifico anticorpo aerosolizzato anti-ricina. Laofpassi attiva ottenuta
attraverso I'immunizzazione e l'unica contromisunadica efficace nelle nostre
mani in questo momento.

L’immunizzazione profilattica di topi, ratti e preti subumani con due o tre dosi
del tossoide (3-ug per dose), con o0 senza adiuvante (idrossidolaimatio),
protegge dalla morte e dall'inabilitazione che smumseguenti all’esposizione
per inalazione a molteplici dosi letali di riciraia il tossoide della tossina nativa
sia un preparato della catena A purificata prodacoma ragionevole risposta di
anticorpi che si correla alla protezione dall’espiosne da aerosol. Il tossoide e
stato microencapsulato in particeflactide-glycolidee nei topi provvede ad una
effettiva protezione dopo una immunizzazione. Lk gmwtenziali contromisure
mediche approvate per utilizzi sull'uomo sono gdoide trattato con formalina,
testato in esperimenti pre-clinici e presentata &bod and Drug Administration
americana come Investigational New Drug, e la @tandeglicosilata, che ha
anche mostrato la promessa di essere usata comgersnin esperimenti pre-
clinici. Il tossoide si & dimostrato sicuro ed edite nel reagire all’esposizione da
ricina con aerosol per inalazione nei roditori enati non umani, considerando
che questa é la tipologia di attacco piu probabileuna potenziale strategia
offensiva. Nel ricercare un approccio alla protaeeipassiva di soldati sprovvisti

di immunizzazione, studi sugli animali hanno comoloh laboratorio a valutare
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I'efficacia a breve termine di un’inalazione di uspecifico anticorpo in modo
profilattico. Dati preliminari suggeriscono che iswpi vengono esposti per 20
minuti allimmunoglobina G aerosolizzata (circa 2¢ di anticorpi per topo, la
quantita minima testata), essi vengono ad essemgpletamente protetti da
minacce di aerosol 1 ora dopo; inoltre, gli stesgerimenti hanno rilevato che
piu del 95% di loro sono protetti da lesioni polradn Queste scoperte rivelano
anche che la somministrazione endovenosa o limalaz di uno specifico
anticorpo dopo I'esposizione alla ricina aeros@tazvarra poco se si cerca di

bloccare o di invertire gli effetti patologici deltossina.

Analisi sperimentale

Estrazione

La fase di estrazione € stata sviluppata ex noviema@o da una quantita di 5g di
semi di ricino interi. Essi vengono pestati e sgiaggono 100 ml di etere di
petrolio; dopo 30 minuti a temperatura ambienteaiinpione avra perso i lipidi
contenuti. In seguito alla delipidizzazione essenei macerato con 25 ml di
soluzione tampone fosfato a pH=7, ottenuta misdelall,62 ml di KHPO, e
13,38 ml di NaHPO,. Il materiale macerato ottenuto viene filtrat@mondo una
garza,; il filtrato viene centrifugato per 10 minati3000 rpm. Addizioniamo a
guesto punto diverse gocce di acido tricloroaceticb0% al surnatante al fine di
far precipitare la proteina. Dopo 12 ore centrifiagio nuovamente per 15 minuti
a 5000 rpm. Eliminiamo il surnatante e conservidhmampione a temperatura
ambiente. Effettuiamo sul campione un’analisi sp&itometrica che ci permette

di ricavare il contenuto proteico del campione.dE8sstato analizzato grazie allo
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spettrofotometro Beckman DU-62. | risultati ci darun contenuto proteico pari a

2,35ug/ul.

Identificazione attraverso I'analisi elettroforetica

Il tipo di procedimento scelto € quello dell’elefresi denaturante di tipo SDS-
PAGE. Su questa base sono state effettuate duésiaddderenti: una prima

riducente e una seconda non riducente. Le duecteemifferiscono nell’'uso del

B-mercaeptanolo presente nella prima ma assenta seltonda. Per questo
motivo nell’elettroforesi non riducente, mancandoesto agente, la nostra
proteina risultera integra poiché i ponti disolfuche legano i due monomeri

costituenti la molecola non verranno ridotti.

Elettroforesi denaturante riducente

Il gel utilizzato contiene una percentuale di ammide pari al 12%. Le

componenti del gel di separaziomen(ning sono elencate in tabella 1.3.7.

Gel di Running (per un volume di 10 ml)

H.0 3.3 ml
Mix acrilammide al 30% 4.0ml
Tris HCI pH 8.8 25m
SDS 10% 10Qul
Ammonio per solfato (APS) 10x 1Q0
TEMED 10l

Tab. 1.3.7Composizione del gel di separazione (running)
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La scelta di tale percentuale é stata studiataumzibne della dimensione dei
monomeri della nostra proteina di cui si vuole aada rilevare la presenza. In

tabella 1.3.8 é stata riportata la composizionegeéldi impaccamentacsiacking

gel) utilizzato.

Gel di Stacking (per un volume di 4 ml)

H.0 2.7 ml
Mix acrilammide al 30% 67l
Tris HCI pH 6.8 50Qul
SDS 40 pl
TEMED 4l

Tab. 1.3.8Composizione del gel di impaccamento (stacking)
Le analisi sono state effettuate su 3 campioniesaante contenuto proteico: 30
ug, 60 pg, 100 ug. La preparazione e stata effettuata miscelandanipioni
ottenuti dalla fase di estrazione con relative gteardi sample buffer Nelle

tabelle 3.9 e 3.16sono state riportate rispettivamente queste qaargitla

composizione dedample buffeutilizzato.

Preparazione campioni

Contenuto proteicqu@) | Volume estrattod]) | Volume sample buffenlj
30 12,8 3,2
60 25,5 6,4
100 42,5 10,6

Tab. 1.3.9Composizione dei campioni per la corsa elettroficeet
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Sample buffer 4x (per un volume di 1 mi

H,O 150l

40 % glicerolo 4000l
20% p-mercaeptanolo 200!
0,250 M Tris HCI pH=6,8 4l
SDS 80 mg
Blu di bromofenolo gualche granello

Tab. 1.3.10Composizione del sample buffer. La dicitura 4xdadi

il rapporto tra i volumi del sample buffer e defiteatto

Si rimarchi che i separatori utilizzati all'interrdella cella elettroforetica hanno

dimensione pari a 1,5 mm.

La tabella 1.3.11 illustra la composizione del tamp di corsa utilizzato nella

vaschetta inferiore della cameretta elettroforetica

Tampone di corsa 10x

Tris HCI 30,2 g
Glicina 188 g
SDS 10% 100 m|

Tab. 1.3.11Composizione del tampone di corsa. Questa soluzione

viene poi diluita fino ad ottenere il volume diittd (da cui la

dicitura 10x). Inoltre il pH viene portato a 8,3rc¢iCl
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La fase di separazione impiega 30 minuti per l& fdisstacking e 1 ora per la
corsa (unning) e viene impiegata una corrente pari a 30 mA p@rima e 70 mA
per la seconda.

Successivamente a questa si passa alla fase agdissnella quale il gel viene
incubato per 4-12 ore a temperatura ambiente insoh&ione di etanolo, acido
acetico e acqua in proporzione 30:10:60, assicatangl un agitatore a leggera
velocita. Quindi si allontana la soluzione di figge e si lava due volte con una
soluzione al 30% di etanolo lasciandola agire @emButi ad agitazione lenta.
Affinché la rilevazione sia piu efficace si e optaper la fase di colorazione, per
una tecnica a base di sali d’argensilver stain$, La soluzione colorante e
preparata utilizzando una concentrazione pari@lés di AQNQ e viene lasciata
agire per circa 30 minuti su un agitatore a leggeetocita. Il gel viene
successivamente lavato con acqua distillata eosiegle alla fase di decolorazione
ottenuta con una soluzione acquosa contenente rebali sodio (2,5%) e
formaldeide (0,02%), lasciandola agire fino al #aggimento del contrasto
voluto delle bande. Si procede poi al lavaggiogleuni minuti con una soluzione
all'1% di acido acetico e in seguito altri lavageila durata ciascuno di 10 minuti
con acqua distillata.

Il gel viene poi posto su carta 3M e coperto cortacaelina per essere seccato
mediante il Gel Dryier per la conservazione deifinait

Lo standard sceltowgeight markeyr € il Full Range Rainbow RPN 800 della
Amersham che é ottimale nel campo in cui attenditamrdevazione, avendo due

bande distinte a 30 KDa e 35 KDa.
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Elettroforesi denaturante non riducente

La procedura ed i materiali utilizzati per questetodo ricalcano in gran parte
quelli dell'analisi precedente. Si evidenziano qertanto, i soli scostamenti da
essa.

La prima differenza consta nella presenza nel ge¢plarazione dell’acrilammide,
qui ridotto alla percentuale del 10%, essendo Ieleonte da rilevare di
dimensione piu importante. Per questo motivo lamasizione del gel diunning

viene opportunamente modificata e viene riportati@bella 1.3.12.

Gel di Running (per un volume di 10 ml

H.0 4.0 mi
Mix acrilammide al 30% 3.3ml
Tris HCI pH 8.8 25m
SDS 10% 10Qul
Ammonio per solfato (APS) 10x 1Q0
TEMED 4l

Tab. 1.3.12Composizione del gel di separazione (running)

Quindi, come gia sottolineato in precedenza, nalgarazione del sample buffer
viene esclusa la presenza delmercaeptanolo in quanto non si vuole qui
innescare il processo riducente attivo nell’esperdeantecedente. Resta percio
valida, a meno del componente suddetto, la composzdel sample buffer

riportata in precedenza.
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Infine é stato qui utilizzato comeeight markeril Coloburst Electrophoresis
Marker C 4105 della Sigma. Esso é stato utilizzatquanto produce una banda
di colore blu in corrispondenza di un peso moleeoldi 65 KDa, valore molto
prossimo a quello atteso.

Risultati delle fasi di estrazione e identificazion

La fase di estrazione si distingue rispetto allgeesnze presenti in letteratura per
molteplici aspetti. Essa e del tutto originale eigp ad esse, potendo contare su
una maggiore facilita operativa, oltre che su ubi@vole rapidita esecutiva.

Per quanto riguarda questi due aspetti, € impdssimn richiamare il noto
brevetto n. 3,060,165 [H. L. Craig et al., 1952ja glescritto in precedenza.
Rispetto alla procedura di Craig, la procedura ppaposta impiega solo una
frazione del tempo necessario, includendo inoltrexumero di fasi di gran lunga
minore. Altre procedure che vengono utilizzate coeraente in fase estrattiva
non possono contare sulla stessa facilita ed imaertia, come ad esempio
guelle che prevedono I'utilizzo di procedure diotiiELISA con anticorpi
monoclonali anti-RTA, presupponendo tecniche spemiali specifiche.

Altro aspetto che permette di ritenere estremamemnlala la procedura di
estrazione illustrata e la grande efficacia nellaifgazione, come messo in
evidenza dai risultati delle analisi elettroforbgc

Dalla letteratura infatti sappiamo che la ricinar& molecola avente un peso che
pud essere valutato in 66 KDa. D’altra parte, essgostituita da due catene,
chiamate catena A e catena B, del peso rispettineerdi 32 KDa e 34 KDa. |
risultati dell’elettroforesi denaturante riducenteostrano in maniera molto

evidente la presenza di questi due monomeri (64.)3.
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Fig. 1.3.54 SDS-PAGE denaturante riducente. | tre pozzetti rasisa
contengono soluzioni aventi contenuto proteico cegate (30-60-10@9)
mentre a destra e stato riportato lo standard. Ssevvano le due bande

corrispondenti alle due catene RTA e RTB

L’elettroforesi denaturante non riducente, dalttanto, ha dato risultati
ugualmente efficaci, presentando bande molto margatcorrispondenza del
riferimento dello standard posto a 65 KDa, cheotiferma in maniera totalmente
soddisfacente le nostre attese nei confronti dalésenza della molecola nello

stato integro. Tali risultati sono esposti nelgufia 1.3.55.
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Fig. 1.3.55 SDS-PAGE denaturante non riducente. Come nellardigu
precedente i tre pozzetti a sinistra contengonazohi a contenuto proteico
crescente, mentre a destra lo standard. Le tre bamdinistra, di intensita

crescente sono allineate al riferimento di 65 KDa

Si puo altresi notare dai risultati mostrati latangiale assenza di altre sostanze
che ci porta ad osservare anche la valida aziornitgamte ottenuta sull’estratto.
Questi risultati sottolineano molto chiaramentdtifono e forse piu importante
pregio della tecnica estrattiva adottata, ossisuka efficienza di isolamento e di

purificazione dei campioni contenenti la lectinacsata.
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Metodologie di identificazione della ricina in acqa

Spot test con Ninidrina

Lo spot test proposto per la rilevazione istantadela ricina si basa sulla

ninidrina (GH4COCOCO) di cui in fig. 1.3.56 € riportata la stant.

O
ninhydrin

Fig. 1.3.56Formula di struttura della ninidrina

Si e rilevato che una soluzione contenente riciretata con un test a base di
ninidrina, da una colorazione che va dal blu allageo in funzione della
concentrazione. In figura 1.3.57 é riportata I'ingime di una provetta in cui e

stato aggiunto il test di ninidrina al campioneaa&sb dai semi di ricino.
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Fig. 1.3.57Provetta contenente estratto dei semi di ricin@sive

stato effettuato il test con ninidrina.

Purtroppo questo spot test € solamente una condizitecessaria, ma non

sufficiente, alla presenza di ricina in acqir#atti la ninidrina reagisce con tultti

gli aminoacidi, pertanto bisogna considerare cheuwentuale risultato positivo di
guesto test potrebbe essere solo un falso posieo.l'identificazione univoca
della tossina occorre, quindi, fare riferimentoegniche meno rapide ma piu

precise come l’elettroforesi.

Analisi HPLC

Le analisi tramite cromatografia liquida ad altagtazione non hanno fornito dati
sufficienti per giungere agli stessi risultati rigtenti metodologici descritti per la
capsicina. Cio e probabilmente dovuto alla maggieensibilita che le

strumentazioni di rilevazione cromatografica hannorapporto, ad esempio,
all’elettroforesi. La separazione, pertanto, siivelata impossibile, soprattutto
considerato il grado di impuritd comunque presesienostri campioni estratti dai

semi di ricino.
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D’altro canto, neanche nella vasta letteratura ésa#mn sono state individuate
tecniche di separazione cromatografica utilizzade la quantificazione della

ricina in acqua.

Altre metodiche di identificazione

Un metodo utile all'identificazione della ricina imodo rapido consiste
nell'utilizzare saggi immuno-cromatografici altresi chiamatia flusso laterale’

0 semplicemente ‘strip assay. La procedura prevede l'uso di anticorpi
monoclonali (Mabs) e delle loro proprieta in mo@betda avere un rapido ed
efficace rilevamento della tossina. | vantaggi 'adbttare questa metodologia
sono fondamentalmente quattro: facilita operatstabilita a lungo termine in un
ampio campo di condizioni, grande rapidita nelBogre i risultati ed un costo
relativamente contenuto. Queste caratteristichearm il test adatto ad essere
effettuatoin situ anche da operatori poco esperti.

Nello specifico il metodo prevede che un Mab aateoa B della ricina (1G7)
venga immobilizzato in una zona di identificaziatedinita sulla superficie di una
membrana porosa di nitrocellulosa, mentre I'altral\Vanti-catena A (5E11) viene
coniugato alle particelle di oro colloidale che laafunzione del reagente che
permette il riconoscimento.

Il campione contenente ricina viene unito alla meanh e lasciato reagire con le
particelle rivestite dal Mab (5E11). In tal modsse viene fatto passare attraverso
la membrana per capillarita oltre il Mab (1G7) aetbna di riconoscimento, che

leghera le particelle che sono unite alla ricinapndendo un colore rosso
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all'interno della zona detta con un’intensita praponale alla concentrazione

della tossina.
100 50 10 | 0.1 0.01 PBS control
= | ! i i -
C - - - s r""I - -
r o - ‘_' o = |
JoBdoEnt

Fig. 1.3.58 Rilevazione immunocromatografica della ricina comtilizzo di
argento. Sono state preparate una serie di diluiz{@,01 - 100 ng/ml) di ricina
in PBS. Il saggio di controllo consiste nell'analts una proteina diversa dalla

ricina.

L’analisi descritta termina in meno di 10 minutipa0d annoverare un limite di
rilevabilita di 50 ng/ml di ricina anche se si ponigliorare quest’ultimo risultato
attraverso I'uso dell'argento per arrivare finoG®0Jg/ml (fig. 1.3.58).

Altra interessante metodologia di identificazionella ricina in acqua e
I'elettroforesi capillare che trova gia altre applicazione nellambito della
contaminazione, come descritto nel capitolo 3. bedizioni analitiche per la
ricina utilizzate sono state studiate da Hines eeBgemann. Le colonne non
impaccate(uncoated) usate con sali zwitterionici o putrescina, danmoigliori
risultati. In queste condizioni sono stati ris@icchi multipli. Le analisi eseguite
mediante una colonna nuda in silice fusa con urpter@ 0.03M di borato di
sodio danno un picco singolo, largo e caudato alne gssere originato dalle
iterazioni proteina-colonna, da componenti supplaarg o da entrambe le cause.

| migliori risultati si hanno pero con [l'utilizzoid.03M di putrescina in un
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tampone 0.02M di KSO, ed in questo modo vengono risolti sia la formapieto
che i picchi multipli, indicando cosi possibili inmita e microeterogeneita nel
campione di ricina [Boulet et al., 2000]

Altri metodi piu complessi e con finalita diversa duelle di questo studio sono
state sviluppati, ad esempio, al fine di migliorereilevazione di piccole quantita
di ricina a fini di laboratorio o nell'utilizzo tapeutico della tossina.

Le due metodologie piu usate nella rilevazionedapli piccole quantita di ricina
sono leanalisi radioimmunologiche e quelle di tipoELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) Gli svantaggi di questi due metodi sono: periino, la
necessita di un tempo di incubazione lungo che Ipuibare I'uso applicativo;
d’altro canto, per le analisi di tipo ELISA, sebbkeih limite di rilevabilita sia
comparabile agli esami radioimmunologici, esse iedbno la presenza di
personale qualificato e spesso i tempi sono piattosghi (4-6 h).

| suddetti limiti di rilevabilita variano a seconddelle specifiche modalita
analitiche scelte e sviluppate, e vanno dai 100np@i 10 ng/ml per quanto
riguarda gli studi piu recenti.

Per questi motivi Narang et al. [1997] hanno préepasy metodo che utilizza un
saggio immulogico con un biosensore a fibra ottma un’efficacia rilevativa pari
a 100 pg/ml.

Oltre a questi bassi valori di concentrazione atevquesta tecnica ha come
vantaggio la trasportabilitd dello strumento, ds@e&ompreso tra 1 e 2,5 kg, ed
interfacciabile ad un computer portatile. Il limitke concentrazione rilevabile e,
come si puo notare, paragonabile agli altri dueodiatitati in precedenza, mentre

la maggiore differenza consiste nel tempo di anpéis qui a 20 minuti.
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Al fine di valutare l'efficienza del test, gli autchanno analizzato campioni di
acqua da fiume inquinati con diverse concentrazdiniicina. | risultati di tale
esperimento portano a valutare il limite di rileNiad in queste condizioni
nell'ordine di 1 ng/ml, ed in tal modo si € dimadtr che non sussiste alcuna
inibizione da parte dellacqua di fiume nei confiomel saggio. Queste
considerazioni suggeriscono, dunque, [I'applicabilidella tecnologia al
monitoraggio sperimentale per inquinamento daaicin

Interazione con il cloro

L’ipoclorito di sodio € un disinfettante utilizzatodla molto tempo nella
disinfezione delle acque destinate ad uso potabil@ppresenta un possibile
strumento di decontaminazione.

Lo studio di Mackinnon et al. [2000] si é focalimzasull'interazione che tale
composto puo avere nei confronti della ricina, aeenonsiderato concentrazioni
giudicate indicative di una possibile decontamioaei

E’ stata fatta agire la ricina (in concentrazion®,d ug/ul in 50 mM di fosfato di
sodio a pH 7.0) con l'ipoclorito di sodio in contexzioni che vanno da 2QM
(0,0035% wi/v) fino a 40 mM (0,7% w/v) per 2 oreemnperatura ambiente. La
reazione termina per aggiunta di un eccesso deiost2M oltre liniziale

concentrazione di ipoclorito.
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Fig. 1.3.59SDS PAGE (a) e attivita citotossica (b) di campidniricina
trattata con ipoclorito di sodio.

(@) L’elettroforesi & stata condotta in gel al 18% con ricina (0,4ug/ul)
trattata con le concentrazioni di ipoclorito di sodindicate (in mM). |
campioni sono stati ridotti cofi-mercaeptanolo e sono stati utilizzati g
per pozzetto. | campioni sono stai visualizzati oitrato d’argento.

(b) Attivita citotossica della ricina degradata: Ik ascisse € riportata la
concentrazione dellipoclorito utilizzata per ilattamento della ricina, sulle
ordinate il livello del rosso metile delle celludep?2 € stato misurato con una
assorbanza di 540 nm. L'aumento dell’assorbanzacanduna maggiore
ritenzione del rosso metile da parte delle cellelequindi una maggiore

proporzione di cellule vitali.
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L’elettroforesi SDS PAGE (figura 1.3.59a) ha dintatt che all’aumentare della
concentrazione dellipoclorito di sodio le bandes dpparivano ben definite nel
caso di sola ricina diventano progressivamentediffiise e meno definite. Si
nota, inoltre, una riduzione di mobilita della @ioia per cui risulta che la ricina
trattata con il disinfettante ha un peso molecolgyparente maggiore di quella
non trattata. La formazione di composti di pesoaunolare maggiore puo essere
causata dalla composizione tra gruppi carboniliggroyenienti dalla
decomposizione delle cloroammine prodotta dalldassione degli amino gruppi
da parte dell'ipoclorito dei gruppi di amino acidi) aminogruppi non ossidati.
Quando la concentrazione dell’ipoclorito usato tpattare la ricina € stata portata
a 10 mM od oltre c’e’ stata una progressiva perd@lintensita delle tracce di
argento. Per concentrazioni dell'ipoclorito supgreo 20 mM si riesce a rilevare
solamente una piccola quantita di sostanza. Prédumente la perdita € causata
dall'ossidazione dell'ipoclorito e dalla decompasie delle ammidi dei peptidi.

E’ stata, inoltre, analizzata la capacita citotossdella ricina trattata con
I'ipoclorito di sodio prendendo spunto dal metodoBbrenfreund e Puerner
[1985], utilizzando la reazione da parte delle dellHep2 esposte alla ricina (4
ug/ml per 48 ore a 37°C) trattata con concentrazayascenti di ipoclorito di
sodio. La figura 1.3.59b mostra come la ricinatétatcon un minimo di 3 mM di
ipoclorito non possiede un’apparente citotossititguanto le cellule assumono
un colore rosso naturale di intensita simile afibute di controllo. La SDS PAGE

(figura 1.3.59a) rivela che i campioni aventi residattivita citotossica presentano
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ancora bande corrispondenti alle catene dellaainativa, mentre i campioni che
hanno presentano una maggiore diminuzione di ttgsiimostrano una quasi
insignificante presenza di bande in questa zonaossicita di questi campioni
probabilmente dovuta alla presenza di ricina residei campioni trattati con

ipoclorito di sodio.

Successivamente € stata effettuata un’analisi ‘mEmtificazione immunologia
della ricina trattata attraverso lipoclorito attemso il metodo di Cevenini et al.
[1991] opportunamente modificato, in cui a dellieavengono somministrate
inoculazioni peritoneali di lug di campioni contenenti ricina trattata con
concentrazioni di ipoclorito di sodio di 5, 10, #520 mM. Le analisi Western
Blot sulla ricina degradata (18)/pozzetto) sono state effettuate con il fluido di
ascites dei topi cosi prodotto (figura 1.3.60b) a @nticorpi policlonali di
coniglio presenti in commercio fatti reagire conrildna nativa (figura 1.3.60a).
Entrambi i tipi di anticorpi legano con la diffuse dell'alto peso molecolare
indotto dall'attivita dell'ipoclorito. D’altro camt, i livelli di legame per entrambi
diminuiscono delle stesse percentuali allaumentdefla concentrazione di

ipoclorito di sodio.
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Figura 1.3.60.(a, b) Western Blot e ELISA della ricina degraddteampioni

di ricina (0,4 ug/ul) sono state trattate con le concentrazioni indecali

ipoclorito (mM). Sia per il Western Blot che peELLISA sono stati utilizzati
IgG policlonali anti-ricina di coniglio (diluizionel:10000) (A e CVY)) e

ascites di topo nei confronti della ricina trattateon NaOCI (diluizione
1:10000) (B e C «)).I legami degli anticorpi sono stati identificadal

cambiamento cromatico (OD 405 ELISA (C) o direttataesul filtro Western
Blot (A e B) catalizzato dalle fosfatasi alcalinenagato all’anti rabbit e
all'anti mouse
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Gli sperimenti di tipo ELISA (figura 1.3.60c) sostate condotte modificando il
metodo di Engvall e Perelmann [1971] utilizzandticampi monoclonali di topi
nei confronti delle ricina trattata e anticorpiatiniglio con la ricina nativa per
rilevare i campioni di ricina legati direttamentéaasuperficie del filtro. E’ stato
osservato un livello di sensibilita analogo al VéestBlot e anche qui si nota che
entrambi gli anticorpi scompaiono quando vengontizzate concentrazioni di
ipoclorito superiori a 20 mM.

Questi risultati inducono all’ottimismo sulla gualidella disinfezione attraverso
'uso di composti del cloro. Le concentrazioni diima e di ipoclorito di sodio
prese in esame dallo studio, comparate alle qaadititpoclorito ed in genere dei
disinfettanti costituiti da cloro, inducono a riege valida I'azione detossificante
del processo. Il solo dubbio che andra verificag prosieguo della ricerca
riguarda il tempo di contatto necessario alla dgtieazione, che nel caso delle
ricerche di Mackinnon et al. € pari a 2 ore, il goérebbe risultare eccessivo per i
nostri sistemi idrici. Infatti, sebbene il tempoadintatto diretto con il disinfettante
si limiti a poche decine di minuti, il cloro (defia “residuo”) continua ad operare
la disinfezione anche all'interno del sistema disitivo, con concentrazioni
sempre maggiori di 0,2 mg/l, standard fissato dallmmativa italiana (DPR
31/2001) come valore minimo di cloro libero al m#tito. Per questi motivi, nel
caso venisse confermata la durata efficace di tondall’ipoclorito, la clorazione
potrebbe non essere efficace in tutti i casi e atpto nell’eventualita di
contaminazione a valle dell'impianto di trattamentaddirittura all'interno della

rete idrica cittadina.
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4. Procedura generale per l'individuazione del contanmante e

la valutazione della sua concentrazione

La ricerca di una procedura generale per lI'indiazione di un contaminante e la
valutazione della sua concentrazione ha avuto esigativo.

Per la Capsicina € stata preliminarmente definiia metodica di identificazione
attraverso uno spot test (sali di diiazionio) goticolorimetrico. Successivamente
si sono applicate le tecniche cromatografiche ad ptecisione (HPLC) per
I'identificazione e la quantificazione del contaiie in acqua, individuando il
tempo di ritenzione della Capsicina e costruendocdava area rilevata dal
cromatogramma — volume di soluzione iniettato eulava di calibrazione relativa.
Infine, si & valutata l'azione decontaminante d&ra nei confronti della
Capsicina, che purtroppo ha dato esito negativo.

Per la Ricina I'analisi ha portato alla definiziodieun efficace e rapido processo
estrattivo dai semi di ricino, che ha permesso autare nell’elettroforesi la
metodologia identificativa piu efficace per queagente. L'analisi HPLC, infatti,
forse a causa dei residui impuri che i campionradst presentavano, si é
dimostrata troppo sensibile per operare la sepanazdella ricina e definire il
protocollo sperimentale approntato nel caso dedpsitina. Inoltre si & indicato
una metodica di rilevazione istantanea tramite $g&itcolorimetrico, utilizzando
la ninidrina come reagente. Grande rilievo, infiaestato dato alla individuazione
di altre possibili metodologie identificative presen letteratura per la Ricina ed
alla reattivita del contaminante in presenza diposti del cloro. Pur rinviando ad

ulteriori verifiche di laboratorio, esso presenta’efficace interazione con la
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tossina, sia perché agisce degradando la sostaizg@erché riduce in misura

notevole la sua attivita tossica.
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CAPITOLO 2

FENOMENI DI DIFFUSIONE E DISPERSIONE DI UN CONTAMINANTE IN UN
SISTEMA IDRICO A PRESSIONE

1. Vulnerabilita di un sistema acquedottistico alla cataminazione
intenzionale

La maggiore difficolta nel difendere un sistemaiddr distributivo da una
contaminazione intenzionale e nel fatto che esso genere molto esteso. Ad
esempio, se un contaminante viene iniettato atimt delle condotte all'estremita
della rete con una pressione maggiore di quell&sdircizio esso pud essere
introdotto anche in presenza di un dispositivo rditgzione dai “ritorni” in rete.
Ufficiali dell'esercito americano credono che qaesia uno dei piu probabili
metodi che possono essere utilizzati per la comanwne delle risorse potabili
[De Young et al., 2002]. Il Laboratorio di Ricerad Ingegneria Civile
dell'esercito americano (U.S Army Civil EngineersBarch Laboratory — CERL)
ha condotto una simulazione per dimostrare la valibta rispetto ad un agente
CBR introdotto attraverso un idrante posto allatatiza di mezzo miglio
dall'edificio-obiettivo. Lo schema ed i risultatitenuti sono descritti in figura

2.1.1 [Lory et al.].
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Il contaminante é introdotto qui ad
un tasso di 100 gpm per 5 minuti

1/2 miglio

ﬁ g

1l livello massimo di concentrazione arriva dopo 9 minuti
La concentrazione massima all'edificio é del 95%

Fig. 2.1.1Modello generalizzato di immissione di un contaanie presso un

idrante posto ad una distanza di mezzo miglio edillicio obiettivo

Gli agenti CBR possono essere introdotti alle fatitipresa dell'acqua grezza,
presso gli impianti di trattamento e le strutturstdccaggio, attraverso sistemi di
distribuzione di acqueaon- o off-base o in punti particolari della rete di
distribuzione. In tabella 2.1.1 sono stati elencaitenziali luoghi suscettibili di

un attacco terroristico che massimizzerebbero lent’ali conseguenze per
I'interruzione del regolare funzionamento del sistadrico. Un mezzo dotato di
sistema di pompaggio (quale un’autopompa dei Vgl Fuoco) puo facilmente
vincere la pressione di esercizio di una rete siridiuzione idrica municipale al
fine di introdurre agenti contaminanti al suo inter Allo stesso modo é
facilmente ipotizzabile anche l'uso di veicoli conaaitobotti nel caso di

contaminazione a larga scala presso le riserveqiia
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Potenziali punti di contaminazione

Alle fonti (pozzi, riserve, laghi e fiumi e trasrsisne attravers

acquedotti, tunnel, tubazioni, ecc.)

Presso gli impianti di trattamento delle acque ¢pssi d
2 |coagulazione/flocculazione, letti filtranti, sistandi disinfeziong

ecc.)

3 | Presso le strutture di stoccaggio (serbatoi) ecc.

Presso i sistemi ausiliari dell'acquedotto (idravaivole diblow-off,

4
stazioni di pompaggio, ecc.)

. Nel sistema idrico interno dell'edificio (tubazipeerbatoi, sistemi
addolcimento dell'acqua, ecc.)
Attraverso attacchi informatici diretti al centra dontrollo e

5 supervisione e allaete di acquisizione dati (strumenti di contr(
delle stazioni di pompaggio, filtri, sensori, regiolri di flusso e g
pressione)

. Attraverso connessioni interdipendenti (dosatori dostanz

chimiche, linea elettrica, ecc.)

Tab. 2.1.1Potenziali luoghi vulnerabili ad un attacco intemzale

L'ERDC dell'esercito statunitense, insieme allERAal’lECBC (Edgewood
Chemical Biological Center), ha progettato e caosirwn complesso presso
l'arsenale di Edgewood nel Maryland col fine digarge il comportamento di
reali agenti contaminanti CB in una rete di tubagidi diversa lunghezza.
Attraverso questo sistema, chiamato Water SecuRBsearch Test Loop

(WSRTL), si possono simulare svariati metodi draduzione di contaminanti
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allinterno della rete, avendo a disposizione unbema flessibile che ha la
possibilita di implementare nuovi sensori e commbingi trattamento a seconda
delle necessita, un sistema di monitoraggio SCADPagerso il quale si ha la
capacita di controllare i parametri critici e diglementare I'automazione delle
misure e una sezione attrezzata per la sostituzibeegmenti di tubazioni in cui
possono essere inserite e verificate tratte di atedutilizzate in linee di
distribuzione idrica esistenti. Grazie a questo [@i@$s0 poSSONO essere provate
strategie di decontaminazione prima ancora che arem@dottate dai piani di
emergenza da parte dei gestori dei sistemi idBaigberg et al., 2004].
Un'appropriata risposta alla potenziale minaccia attacchi e sabotaggi e
sicuramente un insieme di misure che comportinonihovamento dei sistemi
idrici. Negli Stati Uniti & stata documentata umescita percentuale di 9 punti nei
consumi civili di acqua nei soli anni '90, valoteecsi assesta sull'80% se si va a
considerare il periodo dal 1950 ad oggi. Inoltee pltevisioni che riguardano il
numero di utenti degli acquedotti americani doveephssare dai 270 milioni del
2000 a piu di 390 milioni nel 2050. A riguardo wetente rapporto federale stima
in circa 250 miliardi di dollari la spesa da sostennei prossimi 30 anni per la
sola sostituzione delle componenti usurate. Qusgstama non comprende il costo
di rinnovamento della struttura di distribuziones@sato ad un possibile
innalzamento degli standard qualitativi delle acqeregate e dei livelli di
sicurezza. Il Water Infrastructure Network ha pid#ib uno studio in cui si é
calcolato che saranno necessari 23 miliardi diadiollfanno per il prossimo
ventennio solo per mantenere inalterati gli stathadpralitativi [De Young et al.,

2002].
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L'attuale ed urgente problema della sicurezza pializzare gli sforzi dei governi

verso un rinnovamento delle strutture acquedattisti Nel caso in cui i sistemi

siano ricostruiti o aggiornati il fattore di prewaone e la valutazione del calcolo

del rischio e della vulnerabilita possono entramme parti integranti del progetto

sin dalla fase preliminare. L'obiettivo da perseguton una priorita piu alta e

I'adozione di misure di sicurezza a basso cosioado tale che tali interventi non

vadano a sottrarre risorse al rinnovamento de#istfuttura base.

In generale possiamo suddividere le contromisuriengie in tre tipologie

diverse:

1. evitare la contaminazione attraverso l'adozioneainponenti di protezione
alle strutture;

2. utilizzare strumenti e tecniche di rilevazione, ung e identificazione dei
contaminanti CBR;

3. implementare i trattamenti delle acque considerarine la loro efficacia nei

confronti dei contaminanti (ad es. la filtrazionkegéecniche disinfettive).

Spesso in verita non c'é la necessita di partireada in questo campo, poiché
tutti i sistemi idrici di maggiore entita e moltiimori hanno implementato o
stanno predisponendo piani di risposta alle emegeanche se gran parte di
guesti protocolli prevedono solamente sversamatidantali o disastri naturali
tra le cause di una possibile contaminazione. Bdanalisi della contaminazione
intenzionale é sicuramente un altro dei piu impurtabiettivi da tenere in agenda

per adeguarsi alla crescente minaccia.
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Protezione delle strutture

Al fine di valutare i punti della rete piu esposii potenziali attacchi e
indispensabile prendere in esame le componenthise di processo del sistema
idrico:

%. Opere costituenti il sistema,;

%. Procedure operative;

%. Processi di trattamento;

%. Metodologie e capacita di accumulo;

o

%. Uso e stoccaggio delle sostanze chimiche;
%. Sistema di distribuzione;

%. Sistema informatico e di telecontrollo/telemisura.

o

Quest'analisi sintetica e strategica deve esséiee dadando a valutare per ogni
singolo settore del sistema le dipendenze dagii @imponenti, le preesistenti
misure protettive, i protocolli previsti nei piadi manutenzione straordinaria in
caso di interruzione o rottura. In questo modo passibile valutare in ogni punto
dell'infrastruttura idrica il valore di criticita €i vulnerabilita esistente e le
potenzialita di un eventuale attacco mirato ad .eSsmcessivamente potranno
essere prese in esame le opportune misure pregentibase al rischio e alla

vulnerabilita esistente.
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Sistemi di monitoraggio rapido dei contaminanti

Uno degli approcci piu efficaci per evitare o naiig gli impatti della
contaminazione in un sistema di distribuzione mircdi adottare usistema di
monitoraggio rapido (Early Warning System — EWS) La finalita di un sistema
di questo tipo e di identificare in maniera attdyildi gli eventi di contaminazione
nell'acqua presente nella rete idrica o alla fantein tempo tale da permettere
una risposta locale efficace che possa ridurreoaguarare totalmente gli effetti
negativi che possono realizzarsi.
Benché i sistemi di monitoraggio rapido siano fegfemente considerati
equivalenti alla strumentazione di monitoraggiolizgata per riconoscere i
contaminanti in acqua, un reale EWS € in realtaistema integrato per gestire la
tecnologia di monitoraggio, analizzare e interpeeta risultati e utilizzare
guest'ultimi per prendere decisioni al fine di mwgere la salute pubblica,
minimizzando falsi allarmi e inconvenienti all'imte® di una comunita.
Idealmente un EWS dovrebbe essere parte integdmitsistema idrico. Esso,
difatti, dovrebbe essere capace di rilevare noo lsotontaminazione intenzionale
ma anche tutti quei contaminanti che possano iotsddaccidentalmente
all'interno delle condotte (ritorni in rete).
Un recente studio della American Water Works Assiimn Research Foundation
(AWWARF) ha determinato le cinque componenti fondatali da cui un sistema
di monitoraggio rapido dovrebbe essere composto:

1. Un meccanismo di rilevazione della presenza di wmtaminante

nell’acqua distribuita;
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2.

4.

Un mezzo per confermare la presenza del contangndeterminare la sua
natura e intensita (concentrazione) e stimaremipte in cui esso puo
raggiungere l'utenza finale;

Sistemi di comunicazione per trasferire informaziaelative alla

contaminazione;

Vari meccanismi per rispondere alla presenza detiataminazione
nellacqua distribuita al fine di mitigare gli effe nei confronti

dell’'utenza;

Una struttura istituzionale, generalmente cos#tuitla una unita
centralizzata di coordinamento degli sforzi relatiglla gestione

dell’evento.

Sul mercato e in letteratura esistono numeroseotegie e sistemi, ma in linea

generale si possono sintetizzare le caratteristiebheiche di un EWS in questi

punti:

e Produrre allarmi in un tempo sufficiente per lgpasta;

* Avere un costo accessibile;

* Richiedere un basso livello di addestramento ergsps;

» Coprire tutti i potenziali pericoli;

» Identificare la fonte della contaminazione;

» Dimostrare sensibilita nei confronti delle variazidi qualita;
* Dare il minimo numero di false risposte positiveegative;

» Avere robustezza;

« Permettere operazioni attraverso il controllo reanot
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* Essere longevo.

Allo stato attuale un EWS con tutte le carattesisti esposte non esiste. Esistono,
pero, le tecnologie adatte per assemblare un sastkrmuesto genere, che possa
assicurare determinati punti chiave come la raiditrisposta, la possibilita di
controllare un sostanzioso numero di contaminamntenendo nel contempo la
sensibilita e la capacita di funzionare come utesia automatico controllabile da
remoto. Queste possono essere considerate leecmtathe minime affinché un
sistema possa essere considerato effettivamenteE\MS. Sebbene molta
importanza sia da dare a questi tre punti, gli alie sono stati sopra menzionati
non possono essere ignorati nel progetto di un EXASesempio, deve essere
data grande considerazione all’'affidabilita deltegisa in termini di ricorrenze
nelle false risposte positive/negative e alla duslitsi del metodo
nell'interpretazione dei risultati. Successivameliteprogetto deve includere
I'analisi dei costi strutturali e delle tecnologidottate e delle analisi necessarie.
Il progetto di un EWS, quindi, non € semplice inagip esiste una grande
variabilita di costi e tecnologie. Sommariamentegi@mo ricapitolare i principali
elementi da considerare nella fase progettuale:

Pianificazione e comunicazionePrima di affrontare un programma di
monitoraggio rapido devono essere definiti chiamat@egli obiettivi del
programma e si deve sviluppare un protocollo petdipretazione, I'utilizzo e la
comunicazione dei risultati. Inoltre il programmavcebbe essere sviluppato in
sinergia con il gestore, le agenzie sanitarie loealregionali, le unita di

emergenza, i corpi di polizia e le strutture pohg locali.
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Caratterizzazione del sistemt primo passo della progettazione e la completa
caratterizzazione del sistema da monitorare, daare ponendo in rilievo i
punti di accesso, I'andamento della disponibilitadella richiesta d’acqua,
'andamento delle pressioni all'interno della redel caso in cui non fosse gia
disponibile, & necessario approntare un modellauidro di simulazione del
funzionamento delle infrastrutture. Infine devorssexe identificate e classificate
le vulnerabilita del sistema. La comprensione dscuna di queste caratteristiche
rappresenta la base del progetto e dello sviluppo &WS.

Contaminanti Un EWS ideale dovrebbe essere in grado di moméotatti i
potenziali contaminanti. Ma anche il piu complessiema di monitoraggio non
puo coprire tutto lo spettro degli agenti che possmappresentare pericolo per la
salute pubblica se presenti in acqua. Detto ciprabetto di un EWS dovrebbe
concentrarsi sui contaminanti che possono pormmdggiori minacce. Ci sono
diverse valutazioni da fare in questa fase: la entrazione tossica minima del
contaminante, la disponibilita e I'accessibilita, persistenza e la stabilita in
soluzione acquosa e le difficolta di rilevazione @cqua. Inoltre sono da
considerare anche le vulnerabilita del sistema edpacita dei processi di
trattamento delle acque di neutralizzare o rimuele specifico agente.

La sfida che ci si trova ad affrontare nel progettan sistema di monitoraggio
rapido € riuscire a bilanciare la funzione di indag(cioe la possibilita di
affrontare il maggior numero di agenti) e la suacHicita (cioé la capacita di
identificare e quantificare un dato contaminant#).approccio che puo risolvere
questi obiettivi contrapposti € l'adozione din sistema di monitoraggio

gerarchizzato. In una metodica di questo tipo a due livellipiimo provvede ad
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un monitoraggio continuo in tempo reale per un wasampo di potenziali
contaminanti, utilizzando tecnologie di analisiadpio raggio capaci di rilevare
cambiamenti nella tossicita presente in acqua. isultato positivo dal primo
livello attiva una serie di analisi specifiche daggiore sensibilita che, se positive
anche dopo le analisi di conferma, possono awiigmetocollo di risposta.

E’ da sottolineare che un EWS efficacemente pragetiovrebbe includere tutti
gli elementi di un programma di monitoraggio neeaeésper informare delle
decisioni gli enti interessati. Infine devono esseadottate nel progetto
preliminare tutte le analisi di conferma successlle analisi automatiche e la
modellazione idraulica o gli studi sul posizionaneetiei punti di analisi.

Scelta della tecnologia EW®&na volta che i contaminanti-obiettivo sono stati
determinati, si rende necessario selezionare umaltegia di monitoraggio per lo
specifico contaminante o per una classe di espacea di interfacciarsi a
complesse matrici acquose. Cio pud richiedere uwse fdi estrazione per
rimuovere il materiale dalla matrice acquosa e/a fase di concentrazione della
soluzione per aumentare la rilevazione e la quaasione. Sebbene varie
tecniche per isolare, concentrare e purificareaszgt chimiche e biologiche siano
state sviluppate per metodologie di laboratorisegsotrebbero non essere adatte
ad indagini di campo da parte di questi compondtdicio la scelta tecnologica
va fatta anche in considerazione della necessarmattezza di tutte le operazioni.
Il passo successivo all'identificazione della tdoga adatta ai processi di campo
previsti € la valutazione degli obiettivi di qualidei dati che devono essere
stabiliti in fase progettuale: specificita, senéidj accuratezza e precisione, oltre

alle percentuali di false risposte positive e niegat

241



Cap. 2 Fenomeni di diffusione e dispersione di un contaminante in un sistema idrico a pressione

Se la tecnologia destinata al monitoraggio nonefasgpace di raggiungere dli
obiettivi premessi, sara necessario che vengat@tstcon una piu adeguata. Se,
pero, non fosse possibile identificare alcuna tkxgia adatta agli scopi, sarebbe a
questo punto necessario ripensare la possibilitéadbttare un sistema di
monitoraggio rapido o, in alternativa, gli obiettim termini di risultato dovranno
essere rivisti.

Livello di allarme e rispostaUna volta che la tecnologia dellEWS sia stata
definita, € necessario identificare le concentmaiziper le quali gli agenti
contaminanti costituiscono un rischio per la saldegli utenti, in modo tale da
identificare quali livelli di allarme del sistembae fondamenta su cui si basa la
scelta dei livelli di allarme dipendera dalle cteastiche e dalla qualita dellEWS
progettato. Si vuole segnalare, inoltre, che Iratla deve derivare dalla
combinazione di diversi eventi e non da una singdd&azione che puo portare
ad un falso positivo. Quando un sistema di monygi@ rapido produce un
allarme sono possibili molteplici risposte: le nsge possono includere modifiche
al sistema di distribuzione idrica (ad es. sosmemesidel servizio, aggiunta di
disinfettante, ecc.), notifiche sia all'intera comita sia alle singole utenze
interessate, raccolta o monitoraggio ulteriore ali,drichieste di sorveglianza e
studi epidemiologici, semplicemente I'assenza dordzo una combinazione di
questi. Il tipo di risposta adottata dipende eviderente dall’entita del pericolo e
dalla natura del sistema idrico, compreso il tipautgnza servita. In presenza di
un sistema EWS la credibilita della minaccia puees giudicata dalle
performance dellEWS stesso nel caso in cui essa siffidabile

nell'identificazione dei contaminanti interessdt. aggiunta potrebbe accadere
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che i rappresentanti delle agenzie di protezionglecie sanitarie possano
intervenire nel giudizio sulla pericolosita dellduazione. Se un falso positivo
porta alla decisione di consigliare la popolaziahenterrompere I'utilizzo del
servizio idrico, cio potrebbe inficiare sia la dalypubblica che la fiducia della
gente.

Comportamento e trasporto di agenti patogeni e ain@li agenti biologici e
chimici possono avere comportamenti molto vari dteal trasporto all'interno
del sistema idrico. La loro concentrazione e @ lcaratteristiche possono essere
influenzate da molti fattori, quali le condiziomhaientali, la presenza di ossidanti
o delle sostanze chimiche utilizzate nei trattamelelle acque. Se esistono
informazioni sulle caratteristiche degli agenti chafluenzano il loro
comportamento e trasporto, esso dovrebbe esseseewato nella progettazione
dellEWS. Ad esempio, nel caso in cui un contamiaaubisca una degradazione
per la presenza di una certa concentrazione do ditdero, potrebbe essere
possibile utilizzare un modello idraulico qualitatidella rete idrica per prevedere
il profilo di concentrazione all'interno del sistamQuesta informazione, a sua
volta, potrebbe essere usata per progettare 'EW& @osizione ottimale dei
sensori.

Posizionamento e densita dei sensha posizione e la densita dei sensori in un
EWS é dettata dai risultati della caratterizzazidaksistema, dal riconoscimento
delle vulnerabilita, dalle analisi di rischio e l@atonsiderazioni sul suo utilizzo.
La grandezza, la complessita e la natura dinamé&asidtemi di distribuzione
complicano la scelta del posizionamento. La caiaigzione della rete

distributiva, inclusa la zonizzazione di utilizzd'iedividuazione dei nodi critici
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(ad es. ospedali, agenzie di sicurezza e di puotezicivile, istituzioni
governative, ecc.) € necessaria per permetterdficace progetto della rete di
monitoraggio. A causa, come sopra detto, della ¢esspa e della natura
dinamica di un sistema idrico, si rende utile ldugppo di un modello idraulico in
modo da aiutare nella scelta del posizionamentcséesori. Anche se, pero, la
posizione dei sensori dovesse risultare ottimdliatairno della rete, potrebbe non
esserci sufficiente tempo per evitare che la comanone colpisca una parte
dell'utenza. Nel miglior caso il monitoraggio puard il tempo per limitare
I'esposizione, isolare 'acqua contaminata e daveialle azioni di mitigazione e
rimedio.

Gestione e interpretazione dei daliinfrastruttura informatica di un medio-
grande sistema idrico comprende generalmenteeinsisti gestione finanziaria, di
gestione delle risorse umane, di gestione dellerimézioni dei laboratori, di
gestione della manutenzione automatica, di acdorsz dati e controllo
(SCADA), ecc. | primi quattro di questi sono coresti parte dell’infrastruttura
di tecnologia informatica del servizio utilizzatagl uffici informatici dei gestori
con cicli di 8-10 ore. Un attacco informatico a sigecomponenti (ad es. un
attacco da un singolo computer ad un singolo coengglla rete informatica che
determini I'accesso a informazioni riservate o afiai la sua integrita) potrebbe
essere la causa di danni economici o dell'inteaneidi procedure interne, ma
non é credibile che possa determinare la sospansieinservizio di distribuzione
idrica. D’altro canto, un attacco robusto al sisteBCADA potrebbe causare un

immediato e grave impatto sulle funzionalita detkro sistema.
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Uno dei problemi relativi alla gestione dei dati aih sistema continuo di
monitoraggio e I'accumulo di un’ingente quantitadditi generati. L'utilizzo di
software di acquisizione dati ed un centro di gestidati da luogo ad una certa
complessita. Cio significa che ciascun sensore amphtato nel sistema di
monitoraggio deve essere dotato di trasmittentidenm cablaggio o qualunque
altro metodo adatto alla trasmissione dei datistéma di gestione dati. Inoltre il
sistema adottato deve necessariamente avere unlonddanalisi dei dati, in
modo da riconoscere se le informazioni sono comgrug meno ai livelli di
allarme previsti. Si preferisce usare a questo caig sistemi detti “intelligenti”
che riescono a minimizzare la possibilita di faldlarmi distinguendo le
escursioni verosimili dal “rumore” dei dati.

Un’ulteriore decisione va presa a proposito detliera previste nel caso in cui il
sistema di gestione e interpretazione dei dathosoca un’escursione dei valori al
di sopra della soglia di allarme. Ad un livello nmo, il sistema dovrebbe
informare gli operatori, le agenzie sanitarie pudttd e/o i corpi di protezione e
sicurezza civile. Se possibile, sarebbe utile effge comunicazioni ridondanti
(ad es. attraverso diverse modalita di trasmisdiati come fax, email, ecc.). In
alcuni casi sarebbe appropriato programmare ikemsiat gestionale al fine di
automatizzare una serie di risposte preliminarmeda chiusura di valvole o
l'avvio di analisi supplementari. In ogni caso ce8po di risposte preliminari
vanno considerate esclusivamente come misure mecali mentre le vere

decisioni sono demandate ai responsabili dell’esrezg [Hasan et al., 2004].
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Altri sistemi di monitoraggio dei contaminanti

In Inghilterra € stato messo a punto un sistemanainitoraggio delle aste del
River Trent, mirando a definire la posizione ottiemadelle stazioni di
monitoraggio lungo il corso del fiume ed una pragadanalitica standard in grado
di fornire dati operativi che, in tempo reale, diann quadro della qualita del
corso d'acqua. In questo modo, avendo dei datvailein continuo, si puo
intervenire prontamente allorché si verifichinole@nomalie dei valori.

Strumenti utilizzati per I'analisi automatica ondi

Il sistema di monitoraggio multi-parametrico in gaiee stato sviluppato in maniera
tale da misurare le variazioni dei parametri chiingeono la qualita. | parametri

letti da questo sistema sono in genere il pH, 'amiaca, la conducibilita, la

torbidita, la temperatura ed i nitrati. Inoltrepgio determinare la presenza di olii
in superficie, tramite un rilevatore che lavora canpo infrarosso.

Il sistema di monitoraggio delle sostanze organietstato sviluppato nel 1994.
Questo sistema si basa sull'utilizzo di LC e pudsees programmato per

I'identificazione di 40 sostanze pericolose (tald..2), con limiti di rilevabilita di

lugll.
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Carbendazim Bromacil Terburyn
Dimethoate Metoxuron Chioridazon
Benzothiazole Aftrazine * Aldicarb
2-Nitrophenol Isoproturon * Cyanazine
Chlorotoluron * Propazine Simazine *
Diuron 2,4-Dichlorophenol * Monolinuron
Metazachlor MCPE * Metobromuron
Linuron 24-DB * Warfarin
Sebuthylazine 2,4.6-TCP * Terbuthlyazine
Chlorobromuron 3.3"-Dichlorcbenzidine  2.4,3-Trichioroaniline
Dinoseb Prometryn Alachlor
Phoxim Barban Pentachlorophenol *
Metanutron Dinoterb Trifluralin
2,6-Dimethylamline

Tab. 2.1.2

*composti utilizzati per la calibrazione degli sinenti.

II sistema SAMOS LC (System for the Automated Monitg of Organic
Substances in surface water using Liquid Chromafugy) rileva anche la
presenza di altri composti non elencati nella fab&.1.2, con la seguente
procedura: inizialmente si concentra la sostanza woa filtro-membrana; in
seguito, tramite eluizione, si analizza la sostamzan’HPLC; se il composto
analizzato risulta sconosciuto, si invia il tuttbwn laboratorio di ricerca.

Questo sistema e stato ulteriormente modificato Ip@entificazione di acidi
diserbanti e composti fenolici che si sono aggiumita lista delle sostanze
pericolose. Tale monitoraggio richiede campiortrdii sovrapponendo 2 filtri a
diversa magliatura e analizzando singolarmenteottasze (estraendole tramite
eluizione) che si depositano sulle due cartine iteaecniche cromatografiche. Il

limite di rilevabilita per queste sostanze € dcaifpg/l.
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Monitoraggio Aguascan

E un sistema di monitoraggio tramite GC che utdizzome gas di trasporto
I’Argon. Tramite questo sistema si identificanoanmgposti organici volatili. Le

sostanze rilevabili tramite questa tecnica sonortgte in tab 2.1.3.

Dichloromethane Benzene * Ethylbenzene

1,1-Dichloroethane Trichloroethylene * meta-Xylenc

Chloroform * Dichlorcbromomethane  para-Xylene *

1,1,1-Trichloroethane -Toluene * ortho-Xylene *

Carbon Tetrachloride Tetrachlorocthylene * Styrenc

1,2-Dhchloroethane Chlotodibromomethane  Bromoform
Tab. 2.1.3

*composti utilizzati per la calibrazione degli sinenti.

Oltre a questi sistemi in continuo, si € pensatchana delle indagini che
richiedono la presenza di maestranza specializegta stazioni di monitoraggio,
come quelle che si basano sull'analisi olfattivil’ @equa (bypassata e portata a
60°C).

Una combinazione di sistemi di monitoraggio in eomb, eventuali analisi di
laboratorio e rilevazione anche da parte degli ajoerr in sito, consentono una
riduzione del rischio di contaminazione. In quesdso si e fatto riferimento ad un
corso d’acqua, ma il problema € in sostanza anatogaello di una rete idrica

[Drage et al, 1998].
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Un esempio di come puo essere effettuato il maosgigio di una rete idrica e
fornito da Lee et al [1992], suggerendo una rotaziadella stazione di

campionamento nei vari nodi della rete.

Efficacia delle tecniche di trattamento delle acque

La maggiore difficolta nella gestione del rischio l& prevenzione delle
vulnerabilita. In questo campo assume grande imapgéla valutazione del

livello di prevenzione presente nel sistemaNel campo delle risorse idropotabili
questa funzione € demandata alla fase di trattamemlisinfezione delle acque,
che puo comprendere una varieta di trattamentiriderche in tal senso stanno
conducendo alla definizione dei rapporti tra i eoninanti e le tecniche
decontaminanti ad oggi gia presenti negli impiadti potabilizzazione e

trattamento, ma le incertezze sono ancora note@ali.€ dovuto anche al grande
numero di agenti riconosciuti quali potenzialmemtericolosi ed alla stessa
incertezza nel chiarire I'intera gamma delle pafistause di contaminazione.
Nella tabella 2.1.4 si e cercato di assegnare scam dei processi di cui puo
essere composto un ciclo di trattamento delle aogaevalutazione orientata sulla
sua efficienza nella rimozione delle principalieggdrie contaminanti. Un’analisi
di questo tipo e utile nella definizione delle pbgsmisure correttive applicabili.

[Lory et al.]
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g o |2
% = ) " g 3 % ke
5 12 |5 |28 |S | |
= 3 %) S 2 it S ©
g, - 12 |m 5
< &) <
Strippaggio, | g | g S S S S S S
aerazione
Coagulazione
Sedimentazione S B-E B-E B-E B-E B S B
Filtrazione
Carboni Attivi B* D D D D D VS S
Microfiltrazione S E E S E E E**
Addolcimento VS B-E | B-E B-E S
Scambio lonico| S S S S S S S E
Osmosi inversa| E E E E E E E E**
Ultra S E E E E E Exr
Filtrazione
Disinfezione VS E E S VS S
(Cloro)
Disinfezione VS E E S
(Ozono)
Disinfezione | E E E S
(UV)
NOTE: S — Scarsa (0-20% rimosso) VS — Variazioni sigatfie
D — Discreta (20-60%) | — Dati insufficienti
B — Buona (60-90%) * - Richiede pretrattamenti
E — Eccellente (90-100%) ** - Particelle rimosse

Tab. 2.1.4Efficienza relativa di rimozione di agenti containi delle tecniche

di trattamento delle acque potabili
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Dalla lettura della tabella si pud notare come wmessdei trattamenti puo
rimuovere I'insieme di agenti CBR. Solo il procesBmsmosi inversa riesce ad
assicurare un alto livello di sicurezza: pur seo@s sottolineare che questa
ricerca non ha preso in considerazione l'intero exondi possibili contaminanti,
Si puod comunque osservare come essa sia la soiaaeshe riesca ad operare in
tutte le classi considerate. Ci sono, infatti, alaontaminanti che resistono anche
ad alte concentrazioni di cloro e che quindi rermdomntile una disinfezione con
tali composti. La ricerca in tal senso € ancoralffifgente per avere un quadro
completo del comportamento dei singoli agenti irespnza dei processi di
purificazione delle acque ad uso potabile. Riportde informazioni disponibili
sull’efficacia dei composti utilizzati nella faseé disinfezione delle acque in

relazione agli agenti contaminanti CB piu rapprést@ri [Burrows et al., 1998]:

Antrace La forma vegetativa deB. anthracis & inattivata al 99,2% con
concentrazioni di 5 mg/l di FAC (cloro attivo litlmgr con tempo di contatto di 20
minuti e a temperatura ambiente. La spora € ina#feenente resistente e viene

rimossa dal cloro o dalla formaldeide solo su sligigrontaminate.

Botulino: Questa tossina e resa inattiva da 3 mg/l di FACO minuti con

un’efficacia maggiore del 99,7%. Nel caso dellandezione con cloro si arriva

all'84% con 0,4 mg/l di FAC in 20 minuti.
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Brucella e inattivata da ipoclorito di sodio all'1% ma nesistono informazioni
sul comportamento dell’agente in condizioni disitive nei trattamenti delle

acque.

Colera V. choleraee facilmente distrutto dal cloro ed € virtualmeagsente in

tutti i sistemi che adottano sistemi di disinfedon

Febbre emorragica virale (VHF)la gran parte dei virus VHF sono rimossi da

percentuali di ipoclorito di sodio dell’'1l-2% e/odio all'1%. Purtroppo non
esistono riferimenti sul comportamento di tali a@gen condizioni comuni di

disinfezione delle acque.

Salmonellosi dall'introduzione dei trattamenti con cloro neghpianti di
potabilizzazione questo agente e praticamente sa@mS. typhimuriunviene
inattivato con un’efficacia del 99,9% dopo una aaitine UV a 15,2 mW sec/ém

a 253,7 nm.

Saxitoxina La saxitoxina e insensibile ad esposizioni di FAConcentrazioni di
10 mg/l per 20 minuti, mentre in presenza di 100l ehig=AC la sua rimozione ha
un’efficacia maggiore del 99%. Non risultano effett parte dello iodio in

concentrazioni fino a 16 mg/I.
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Tularemia Francisella tularensisiene inattivata al 99,6-100% da concentrazioni
di 0,5-1,0 mg/l di FAC a 10°C e pH 7 in circa 7 woin Altri studi invece hanno

mostrato I'inefficacia del cloro (0,5-2,0 mg/l) renfronti della tularemia.

Vaiolo: Questo virus e reso inattivo dall’ipoclorito dodso all’'l1%, ma é
sconosciuta la sua tolleranza nei confronti deltiprito in condizioni di

disinfezione.

Virus enterici L’efficacia riportata in letteratura, pari al 996°C da parte del

cloro in concentrazioni di 0,01-0,5 mg/Il, lasciggarre che i comuni processi di

disinfezione riescano a fronteggiare questa caiegoale.
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2. Il software EPANET

In pratica si € ritenuto opportuno esaminare céerimmento ad una rete idrica
reale, le possibili conseguenze di una contamim&zintenzionale, effettuata con
un generico contaminante. Le simulazioni quali-quaiive sono state effettuate
utilizzando il software EPANET che all'uopo vienerefminarmente e

sinteticamente descritto.

EPANET é un programma realizzato dall’Agenzia par Rrotezione dell’

Ambiente (EPA) degli Stati Uniti d’America. La véyee utilizzata nella Tesi € la

numero 2.0 sviluppata dalla Divisione Water Supphd Water Resources del

National Risk Managment Research Laboratiry di imati — Ohio. EPANET

lavora in ambiente Windows ed e liberamente schaiteeadal sito internet

dellEPA.

EPANET permette di effettuare simulazioni di retrauliche in pressione con

riferimento sia ai fenomeni idraulici che alla gtealdell’'acqua. Le capacita di

EPANET rappresentano lo stato dell’arte nell'idrealle comprendono:

* Reti di dimensioni illimitate.

o Utilizzo delle formule di Hazen-Williams, Darcy-Wsiach o Chezy-
Manning per il calcolo delle perdite di carico itigodalle resistenze al moto.

» Calcolo di perdite di carico concentrate.

* Velocita delle pompe costante o variabile.

» Calcolo di consumi energetici e costi di pompaggio.

» Modellazione di svariati tipi di valvole.

* Serbatoi di stoccaggio di qualsiasi forma.

* Richieste d’acqua ai nodi di varie tipologie, copg® quelle variabili nel
tempo.

* Pu0 basare le operazioni del sistema sia sul divedll serbatoio che con un
timer.

Il modello di simulazione idraulica di EPANET contpu carichi ai nodi e le

portate sui tratti per un fissato set di livelli derbatoi, di livelli degli invasi e di
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domande idriche in una successione di punti nepterda uno step al successivo
I livelli degli invasi e le domande ai nodi sonogagnati secondo i prescritti
andamenti temporali mentre i livelli nei serbatons aggiornati con riferimento
alla portata corrente. L'output dei carichi nei neddelle portate nei tratti al
variare del tempo viene desunto dalla risoluzioe¢ st di equazioni della
conservazione della portata in ogni nodo e dekéstenze al moto in ogni tratto
della rete. Questo processo, conosciuto come lilaigdcaulico, richiede una
tecnica iterativa per la risoluzione delle equazian lineari coinvolte. EPANET
a tale scopo utilizza l'algoritmo del gradientesicehiamato da Todini e Pilati
(1987) e successivamente da Salgado et al. (1988).
Il Metodo del Gradiente

Assumiamo di avere una rete con N nodi e NF vindalrelazione tra portata e
perdite di carico per un tratto tra i nodi i e ppessere scritta come:

Hi—H=hj=r(Q)"+m(Q)* EQ.2.21
in cui H € il carico al nodo, h € la perdita diicar r € il coefficiente di resistenza,
Q e la portata, n e I'esponente della portata bavefficiente delle perdite minori.
Il valore del coefficiente di resistenza dipenddladdormula utilizzata per il
calcolo delle perdite di carico indotte dalle remmge al moto. Per i gruppi di
sollevamento le perdite di carico possono essqrpreaentate da una legge del
tipo:

hj = ©° (ho- 1 (Q / ®)")

dove h € il carico di shutoff della pompa, € la velocita relativa settata, e r e n
sono i coefficienti della curva caratteristica dgdompa.
Il secondo set di equazioni da soddisfare e quigia continuita delle portate nei
nodi:

Y Q-D=0 peri=l,..N EQ.222
in cui D, & la domanda di portata al nodo i (per convenziammortata entrante in
un nodo € assunta positiva). Per un set di cacmhosciuti ai nodi fissati, occorre
individuare una soluzione per tutte le ¢1Q; che soddisfi le equazioni 2.2.1 e
2.2.2.
Il Metodo del Gradiente inizia con una prima stidhaentativo delle portate in

ogni tratto che potrebbe anche non soddisfare dazqgni di continuita. Ad ogni
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iterazione del metodo, i nuovi carichi ai nodi sdravati risolvendo la seguente
equazione matriciale:
AH=F EQ.2.2.3

in cui A=an (NxN) e la matrice Jacobiana, H=an(N¥lun vettore di carichi
incogniti ai nodi e F=an(Nx1) & un vettore di eletéel lato destro. Gli elementi
della diagonale della matrice jacobiana sonp=A; p; mentre gli elementi non
nulli non della diagonale sono;j A - p; in cui p; € la derivata dell'inverso delle
perdite di carico nel tratto tra i nodi i e | risfgealla portata. Per i tubijp=1/ (nr
Qi | ™"+ 2m |Q | ) mentre per le pompg p=1/ (N” r ( Q; / ®) ™). Ogni
elemento del lato destro consiste nel bilancioondtlla portata al nodo piu il
seguente fattore correttivo;=F(Z; Q; — D)+ % y;j + X¢ pr Hf dove ['ultimo
termine si applica ad ogni tratto che collega itlmo ad un fissato nodo f ed il
fattore correttivo per la portata ¢y p; (r|Q; |"+ m |Q |2)sgn(Q) per i tubi, e y
=-pj o’ (ho-r (Qj /w)") per le pompe; dove sgn(x) e 1 se x>0 altrimeale v1.
Dopo che i nuovi valori dei carichi sono stati canagti risolvendo I'equazione
2.2.3, i nuovi valori delle portate sono desuntdmaate le equazioni:

Qi =Qj—(-p (H-H)) EQ.224
Se la somma delle portate assolute cambia relagmgeralla portata totale in tutti
i tratti piu di una tolleranza fissata, allora lguazioni 2.2.3 e 2.2.4 sono risolte
una volta ancora. La formula di aggiornamento dpbtaata (EQ 2.2.4) risulta
sempre nella continuita della portata attorno adhi agpdo dopo la prima

iterazione.

EPANET implementa il metodo del Gradiente attraweérseguenti passaggi:

1. Il sistema lineare di equazioni 2.2.3 € risoltolizeando il metodo della
matrice rada basato su una riorganizzazione ddi (@@ebrge e Liu, 1981).
Dopo aver riordinato i nodi per minimizzare la gti@ndi tappabuchi per la
matrice A, viene effettuata una fattorizzazione I®ifica cosi che solo gli
elementi non nulli di A necessitano di essere cwmagein memoria. Per
simulazioni su periodi prolungati questa riorgaazione e fattorizzazione e

effettuata solo una volta all'inizio dell'analisi.

256



Cap. 2 Fenomeni di diffusione e dispersione di un contaminante in un sistema idrico a pressione

2. Per la prima iterazione, la portata in un trattscelta uguale alla velocita
corrispondente ad 1 ft/s, mentre la portata attev@ina pompa € assunta
uguale alla portata di progetto della pompa in tigge

3. |l fattore di resistenza per un tubo, r, € calaleame descritto nella seguente

tabella:

Formula Coefficiente di resistenza Esponente peprtat
Hazen-Williams 4.727C%2 gL 1.852
Darcy-Weisbach 0.0252¢fd,q)d’L 2
Chezy-Manning 4.6670°>%L 2

Dove C ¢ il coefficiente di rugosita di Hazen-Wltis,e € il coefficiente di
rugosita di Darcy-Weisbach, f e il fattore di dtir{dipendente dad,q), n € il
coefficiente di rugosita di Manning, d é il diantettel tubo (in feet), L e la
lunghezza del tubo (in feet) e g € la portata {&).c
Per I'equazione di Darcy-Weisbach il fattore dritdtf e:
f=64/Re se Re<2000 (Bhave,1991)
f=0.25/[Ln((/(3.7d))+5.74/(R&%)]? se Re>4000 (Bhave,1991)
f=(X1+R(X2+R(X3+X4))) SE 2000<Re<4000 (Dunlop,1991
dove:
R=Re/2000,
X1=7FA-FB, X2=0.128-17FA+2.5FB, X3=-0.128+13FA-2FR4=R(0.032-
3FA+0.5FB),
FA=(Y3)? FB=FA(2-(0.00514215/(Y2)(Y3)),
Y2= (e/(3.7d))+5.74/R&°, Y3=-0.86859 Ln[¢/(3.7d))+5.74/40007,
¢ e la rugosita del tubo e d il diametro del tubo.

4. 1l coefficiente m delle perdite concentrate e catiige nel coefficiente K
basato sulla velocita secondo la seguente relanm@02517K/d.

5. Le emissioni ai nodi sono modellati come trattifittra il nodo ed un bacino
d’acqua fittizio. | parametri delle perdite di caridei tubi sono n = (§),
r=(1/C)', e m=0 dove C & il coefficiente di scarico dellissione ey &

I'esponente della pressione. Il carico al bacitiizio € la quota del nodo. La

257



Cap. 2 Fenomeni di diffusione e dispersione di un contaminante in un sistema idrico a pressione

portata misurata attraverso il tubo fittizio divent& portata associata con
I'emissione.

6. Alle valvole aperte € assegnato un valore r assdmehe esse si comportino
come un tubo liscio (f=0.02) la cui lunghezza éi padue volte il diametro
della valvola. | collegamenti chiusi sono assuntidisfare una relazione di
perdita di carico lineare con un elevato fattoreedistenza.

7. 1l controllo dello stato delle pompe, delle valvaliella portata nelle valvole di
controllo e nei tubi connessi con serbatoi pienuoti e effettuato dopo ogni
iterazione fino alla decima iterazione; dalla uedima iterazione i controlli
sullo stato sono effettuati solo al raggiungimeshdtia convergenza.

8. Durante il controllo dello stato le pompe sono skise vi € il rischio di
inversione del flusso, le valvole sono chiuse spdalita di carico attraverso
esse e negativo, i collegamenti ad un serbatoidoveono chiusi se vi é
richiesta di acqua da quest’ultimo e i collegameadtiun serbatoio pieno sono
chiusi se vi e invio di acqua a quest’ultimo.

9. Un’apposita procedura provvede ad un test sullo stalle valvole di ritegno
(Check Valves):
if |h|> Htol then

if h< -Htol then status = CLOSED
if Q< -Qtol then status = CLOSED

else status = OPEN
else

If Q<-Qtol then status = CLOSED
else status = unchanged

dove Htol=0.0005 [feet] e Qtol=0.001 [cfs]

10.Se il test sullo stato chiude una pompa, una Ché&dite o un tubo aperti,
allora la sua portata & fissata uguale & [d¥s]. Se una pompa & riaperta, la
sua portata e calcolata con riferimento alla susecoaratteristica. Se un tubo
0 una valvola sono riaperte la portata € calcaiatdvendo I'equazione 2.2.1
per Q con riferimento alla perdita di carico coteeh e trascurando le perdite

concentrate.
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11.1 coefficienti della matrice per le Pressure BreaWalves sono settati nel
seguente modo: p=1@ y= 16 Hset, dove Hset & la caduta di pressione settata
per la valvola (usando come unita di misura i piede Throttle Control
Valves sono trattate come tubi con r come indiat@unto 6 e m come
indicato al punto 4.

12.1 coefficienti della matrice per le Pressure RedgcWValves, le Pressure
Sustaining Valves e le Flow Control Valves son@afti alla fine.

13.La logica per i tests ad una Pressure Reducingegadv
if current status = ACTIVE then

if Q<-Qtol then new status=CLOSED
if Hi<Hset +Hml-Htol then new status=OPEN
else new status=ACTIVE
if current status = OPEN then
if Q<-Qtol then new status=CLOSED
if Hi>Hset +Hml-Htol then new status=ACTIVE
else new status=OPEN
if current status = CLOSED then
if Hi>Hj +Htol e

Hi<Hset-Htol then new status= OPEN
if Hi>Hj +Htol e
Hj<Hset-Htol then new status=ACTIVE

else new status=CLOSED

Dove Q ¢ la portata attuale attraverso la valvdia il carico a monte, hj € il
carico a valle, Hset e la sua pressione settataséebita in carico), Hml e la
perdita concentrata quando la valvola e aperta.

14.La portata attraverso una Pressure Reducing Vahwa @ mantenuta per
forzare la continuita al suo nodo di valle, mernaeportata attraverso una
Pressure Sustaining Valve fa lo stesso per il riodwmnte. Per una PRV attiva
dal nodo i al nodo j: =0 F=F+1CPHset A=A;+1C".

15.Per una Flow Control Valve attiva dal nodo i al agaon la portata settata a
Qset, Qset & aggiunta alla portata che lasciadbnad entra nel nodo |, ed é

sottratta da Fe aggiunta a;FSe il carico al nodo i € minore di quello al nodo
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j, allora la valvola non puo consegnare la portatee trattata come un tubo
aperto.

16.Dopo il raggiungimento della convergenza inizialeffettuato un altro test su
pompe Cv, FCV e collegamenti ai serbatoi. Se gealeriabile cambia allora
si effettuano almeno altre due iterazioni.

17.Per simulazioni su intervalli di tempo estesi (ERS)mplementata la seguente
procedura in tre passi:

a) dopo che e stata trovata una soluzione per liatervdi tempo
corrente, I'intervallo di tempo per la soluzionesessiva € il minimo
tra: il tempo fino all'inizio di un nuovo intervalldi richiesta; il minor
tempo per svuotare o riempire un serbatoio; il mbempo tale che il
livello in un serbatoio raggiunga il punto che niadhi lo stato di un
collegamento; l'intervallo di tempo piu piccolo pkeé scatti un timer;
I'intervallo di tempo piu piccolo perché un contmolcomporti un
cambiamento di stato nella rete.

b) 1l tempo & avanzato in base all'intervallo deterabinal punto a), sono
trovate le nuove richieste, i livelli dei serbasmno corretti in base
alla soluzione corrente della portata, ed i collegati sono testati per
evidenziare cambiamenti negli stati.

c) Un nuovo set di iterazioni delle equazioni 2.23242¢ iniziato con i

valori correnti delle portate.

Oltre alla modellazione idraulica, EPANET ha le smgfi capacita di

modellazione della qualita delle acque:

* Modella il movimento di un tracciante non reattattraverso la rete idraulica.

* Modella il movimento di un reagente, la sua cresoiil suo decadimento nel
tempo.

* Permette di valutare il tempo di permanenza dejliacin una rete.

 Permette di seguire la percentuale della portateavarso un nodo che
raggiunge gli altri nodi.

* Modella le reazioni nel seno del fluido e alle pare
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* Permette di considerare reazioni nel seno deldladn cinetica di n-esimo
ordine.

* Permette di considerare reazioni alle pareti caetaa di ordine zero o uno.

» Considera le limitazioni sul trasferimento di maejuando modella reazioni
alle pareti.

 Permette di considerare crescita o diminuzione edigenti fino ad una
concentrazione limite.

* Permette di considerare velocita di reazioni globheé si differenziano poi
tratto per tratto.

» Consente di correlare la velocita di reazione pHeete con la scabrezza del
tubo.

* Permette di avere concentrazioni variabili nel tengpintroduzione di una
quantita definita di reagente in ogni punto dediter

* Modella i serbatoi di stoccaggio come di tipo CST#po a completo
mescolamento) o PFR (tipo a pistone).

L’approccio utilizzato per seguire il moto dellerjpeelle discrete d’acqua nella

rete ad intervalli di tempo fissati e di tipo Laggéano; nello studio degli aspetti

qualitativi delle acque si utilizzeranno pero intdh di tempo generalmente piu

piccoli di quelli usati nella modellazione idrawicTale approccio consiste, come

e noto, nel fissare un sistema di riferimento iiedez e nel descrivere il

movimento delle singole particelle di liquido inlgasistema di riferimento. I

mescolamento nei serbatoi € schematizzato secouodtira tipologie: CSTR

completamente mescolato, PFR flusso a pistone caéstio orizzontale, e

mescolamento a due compartimenti che hanno singelde un comportamento

analogo ad un CSTR.

EPANET permette di seguire la crescita o la dimiowme di una sostanza per

reazione attraverso il suo moto nella rete unaavitdsate la velocita di reazione e

come essa dipenda dalla concentrazione; inoltragtée di distinguere le reazioni

che avvengono nel seno della fase liquida da qublkeavvengono alle pareti. Le

rezioni che avvengono nel seno della fase liquidaspno essere considerate

come reazioni con cinetica di ordine n, in cui édocita istantanea di reazione R

data daR=K,C" dove K, & il coefficiente di reazione, C & la concentragiael
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reagente (massa/volume) e n é l'ordine di reazidled.caso in cui vi sia una
concentrazione limite Caffinché la reazione avvenga allora:

R= Ky(CL-C)C"* per n>0 e >0

R= Ky(C-C)C"* per n>0 e K<0

Se si utilizza un ordine di reazione negativo viarata I'equazione di Michaelis-
Menton:

R= K,C/(C_-C) per reazioni di decadimento,

0 R= K,C/(C_+C) per reazioni di crescita. Tale equazione équdarmente utile
nello studio di reazioni di crescita microbiologica

La dipendenza dalla temperatura del coefficienteedzione & calcolata usando
I'equazione di Van't Hoff-Arrehnius:

K bo= KbleTZ—Tl

doveb e una costante.

Le reazioni che avvengono alle pareti sono, inveaeatterizzate dalla seguente
espressione della velocita istantanea di reazione:

R=(A/V)KyC"

dove Ky € il coefficiente di reazione alla parete e A/\faea di contatto per
unita di volume. Le reazioni alle pareti possongees modellate solo se di ordine
0 oppure 1, inoltre il coefficiente di reazione deassere inserito dall’operatore
cosi come nel caso di reazione nel seno della ligseda. Ky € corretto
automaticamente da EPANET tenendo conto delledirioni ai trasferimenti di
materia di reagenti e prodotti tra il seno dellsefliquida e le pareti: la correzione
e basata sulla diffusivita molecolare delle sostaimz oggetto e sul numero di
Reynold. Ky puo dipendere dalla temperatura e dall’'eta dedleetp di tubi o
recipienti, infatti I'incremento della rugosita din tubo metallico con il tempo
comporta un aumento della reattivita delle pareti alcune sostanze quali ad
esmpio il cloro. La dipendenza diwKdalla rugosita dipende dalla formula

utilizzata per il calcolo delle perdite di carico:

Kw =F/C Hazen-Williams
Kw =-F/log(e/d) Darcy-Weisbach
Kw =Fn Chezy-Manning
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Dove C ¢ il fattore di Hazen-Williams, e é la ruiggsli Darcy-Weisbach, d e il
diametro del tubo, n e il coefficiente di rugosiidManning e F un coefficiente
che deve essere calcolato mediante misure di campo.

EPANET, inoltre, permette di calcolaketa dell'acqua, cioé il tempo di
permanenza di una particella d'acqua nella rete.

Il moto dell’acqua nei tubi pud essere schematzar filetti fluidi paralleli,
trascurando la dispersione longitudinale e conamy quindi la seguente
equazione:

oCi/ot= -u (8Ci/dx)+r G

dove G € la concentrazione nel tubo (massa/volume), tunezdella distanza x e
del tempo t; yé la velocita del flusso nel tubo (lunghezza/tempe la velocita
di reazione funzione della concentrazione.

Il mescolamento di fluidi provenienti da piu tuhiun nodo e ipotizzato completo
e istantaneo. Quindi la concentrazione di un rei@gén uscita da un nodo e
semplicemente data dalla somma pesata delle coazemti in ingresso:

Ci=0= (Zjeik Qj Ciix=1j +QxexCr.exd/( Zjeik Q +Qext)

Dove i € il collegamento con il flusso che lasdianodo k, k € un set di
collegamenti con il flusso dentro k; & la lunghezza del collegamento j, &la
portata nel collegamento j, «@:€ la portata esterna entrante al nodok:¢@ la
concentrazione all'inizio del collegamento jx& € la concentrazione alla fine del
collegamento.

La concentrazione di un reagente in un CSTR é ssaralalla seguente
equazione:

O(VCo)/dt= (Zieis Qi Cirx=Li - ZjsosQj Cs+rCy)

dove \; e il volume nel serbatoio al tempo t €la concentrazione; é I'insieme
dei collegamenti che adducono acqua al serbatqie,l'sieme dei collegamenti
che prelevano acqua dal serbatoio.

Considerate le sue potenzialita EPANET puo essen@dg proficuamente

utilizzato per lo studio della propagazione di @@ninanti in una rete idrica.
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3. Esempio applicativo: analisi di un evento di contaminazione
dolosa

Allo scopo di mettere in evidenza le problematielaei pericoli connessi ad un
evento di contaminazione dolosa, e stato sviluppat@sempio applicativo con
riferimento ad una rete idrica reale. La rete presasame (fig. 2.3.1) € una
subrete del sistema idrico napoletano dellARINi@eda rete di distribuzione
idrica del Vomero Alto Servizio, alimentata dallentrale di sollevamento di San
Gennaro al Vomero e munita di un serbatoio di estee ubicato in Castel
SantElmo. La rete in oggetto si sviluppa da nordua, da via Bonito a via
Sanfelice e, da est a ovest da San Martino a pMamaitelli; altimetricamente si
va dai 174.50 m.s.m. della centrale di sollevamentoa San Gennaro al Vomero
ai 247.60 m.s.m. del piazzale del castello di &hmio per un dislivello totale pari
a 73.00 metri. La rete puo essere schematizzatandaunto di vista idraulico
come costituita da:

* una centrale di pompaggio,

* una rete di distribuzione,

* un serbatoio di estremita.
La centrale di pompaggio € costituita da 2 pompepdi centrifugo, la prima per
il normale esercizio e la seconda posta in pacligene utilizzata solo in
situazioni di particolare disagio per l'utenza.
Il serbatoio di estremita, sito nel fossato deteaSant ElImo, € una struttura in
cemento armato costituita da due vasche per umelotale di circa 380 il
serbatoio svolge funzione di compenso e preserdajuata media del pelo libero

di 251.8 m.s.m..
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Fig. 2.3.1 Rete Vomero Alto Servizio
La rete di distribuzione ha uno sviluppo complessilv circa 6300 metri ed &

costituita principalmente da condotte in ghisa atgthtamente elencate nella

seguente tabella 2.3.1:
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RETE DI DISTRIBUZIONE DEL VOMERO ALTO SERVIZIO
DISTINTA DELLE TUBAZIONI
TRATTA DIAMETRO LUNGHEZZA

[mm] [m]
VIA S.GENNARO AL VOMERO 250 80
VIA BERNINI 250 180
VIA BERNINI 100 120
VIA SOLIMENE 250 80
VIA KERBAKER 250 95
VIA KERBAKER 60 130
VIA KERBAKER 100 150
VIA SCARLATTI 100 300
VIA SCARLATTI 250 300
VIA PIRRO 100 120
VIA PIRRO 250 120
VIA CACCAVELLO 250 140
VIA CACCAVELLO 120 220
VIA CACCAVELLO 60 180
FINO AL FORTE S.ELMO 250 70

VIA MICHETTI 120 50

VIA MICHETTI 80 90
VIA CIMAROSA 120 120
VIA CIMAROSA 80 350
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PEDEMENTANA S.MARTINO 60 310
VIA DONIZETTI 40 95
VIA DONIZETTI 80 55
VIA PUCCINI 60 230
PIAZZA FUGA 60 40
VIA MANCINI 80 250
GRADINI PETRAIO 100 120
VIA MORGHEN 60 100
VIA MORGHEN 80 270
VIA MORGHEN 100 110
VIA MORGHEN 120 250
VIA D’AURIA 100 150
VIA D’AURIA 60 140
VIA ANGELINI 60 380
VIA ANGELINI 100 245
VIA DAL BONO 60 140
VIA COTRONEI 60 70
VIA COLANTONIO 60 105
VIA BONITO 100 340
PIAZZA VANVITELLI 100 240
Tab. 2.3.1

267



Cap. 2 Fenomeni di diffusione e dispersione di un contaminante in un sistema idrico a pressione

La rete del “Vomero Alto Servizio” e stata schernzadita come riportato in figura

2.3.2, essa e costituita da 52 lati, 16 maglieudil® reali ed una fittizia, 36 nodi

interni e 2 nodi esterni
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Fig. 2.3.2 Schematizzazione Rete Vomero Alto Servizio
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Una prima simulazione € stata ottenuta ipotizzandwa situazione di
funzionamento notturno in assenza di richiestechdrie, quindi, con una fase di
invaso nel serbatoio di estremita. La scelta d tandizione di funzionamento é
dovuta alla maggiore semplicita operativa, unitafato che effettivamente
durante le ore notturne le probabilita di una conmt@zione dolosa sono
sicuramente piu alte. La simulazione e stata efdt ipotizzando I'introduzione
di una generica sostanza tossica nel serbatoioadcoc della stazione di
pompaggio, in modo da valutare come e in quant@deihtossico si diffonde
nella rete. L'operazione e stata effettuata u@imo I'opzionemass booster
sourceprevista proprio per simulare I'introduzione di taminanti nella rete. Per
la sostanza introdotta, definita genericameos$sico,si € ipotizzata una reazione
nel bulk e alle pareti con una cinetica del 1° weclicon un global bulk coeff. di

0.1 ed un global wall coeff. di 0.2.

Riepilogo ipotesi simulazione

Formula utilizzata per le perdite di carico = Hazenlhédms
Cinetica di reazione 1° ordine
Unita di misura grandezze idrauliche LPS
Diffusivita relativa del tossico 1

Viscosita relativa 1

Tolleranza concentrazione 0.01

Il report allegato riporta tutte le condizioni detete nell’istante in cui avviene la

contaminazione e a step nelle due ore successive:
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Page 1

R S S S S S I I I I S R I S
* EPANET *
* Hydraulic and Water Quality *
* Anal ysis for Pipe Networks *
* Version 2.0 *

EE R R R I R I R R I I R R I R O R R R R I R I R R I R R R O

I nput File: vomeroAS6. NET

Li nk - Node Tabl e:

Li nk Start End Length Dianeter
I D Node Node m nmm
2 2 3 6 100
4 5 4 6 100
5 4 6 48 100
6 6 7 130 60
7 12 7 92 80
8 14 12 130 80
9 6 14 88 100
10 14 13 6 100
11 13 11 130 80
12 12 11 10 80
13 11 10 9 80
14 10 9 66 80
15 9 8 36 80
16 8 7 6 60
17 9 15 268 60
18 15 16 94 40
19 17 16 54 80
20 17 10 34 120
21 16 18 252 80
22 18 19 120 100
23 19 20 140 120
24 20 17 84 120
25 21 19 60 120
26 23 21 140 120
27 22 21 4 120
28 23 22 140 120
30 22 24 124 250
31 24 26 109 100
32 25 26 100 60
33 25 24 8 250
35 27 25 148 100
36 36 27 96 250
37 1 36 6 250
38 27 28 118 120
39 28 29 328 100
40 29 30 142 100
41 26 30 11 100
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(conti nued)

Avg.
Effic.

Page 2
Li nk - Node Tabl e:
Li nk Start
I D Node
42 30
43 31
44 23
45 32
46 31
47 23
48 34
49 29
50 1
51 38
3 4
29 24
34 13
52 23
1 5
54 37
Ener gy Usage:

Usage
Punp Fact or
54

COOOLOOO0O0ORO0O0O00OO0

Length Dianeter
m nm
72 60
69 60
180 60
67 60
129 60
26 60
84 60
206 100
47 250
441 250
178 100
118 100
154 100
71 250
48 100
#N A #N A Punp
Kw- hr Avg. Peak Cost
/8 Kw Kw / day
0. 33 48. 48 48. 61 0. 00
Demand Char ge: 0. 00
Total Cost: 0.00
ad Pressure Quality
m m ng/ L
86 65. 96 0. 00
71 263. 71 0. 00
70 263. 70 0. 00
49 67. 49 0. 00
82 67.82 0. 00
20 62. 30 0. 00
80 62. 20 0. 00
68 62.08 0. 00
54 61. 44 0. 00
.41 52.91 0. 00
. 68 255. 68 0. 00
.77 255. 77 0. 00
. 56 256. 56 0. 00
.71 256. 71 0. 00
.13 62. 83 0. 00
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Page 3

Node Results at 0:00 Hrs: (continued)

Node Demand Head Pressure Quality
I D LPS m m ng/ L
16 0.00 255. 11 57.01 0.00
17 0.00 255. 21 49.91 0.00
18 0.00 254. 58 61. 08 0.00
19 0.00 254. 50 36. 60 0.00
20 1.19 254. 86 44, 36 0.00
21 0.00 254. 24 32.84 0.00
22 0.00 254. 28 254. 28 0.00
23 0.00 250. 82 21.52 0.00
24 0.00 254. 46 254. 46 0.00
25 0.00 254. 46 36. 26 0.00
26 0. 00 254. 56 34. 96 0.00
27 0.00 263. 67 61. 27 0.00
28 1.10 262. 36 55. 56 0.00
29 0.00 255. 33 35.63 0.00
30 0.00 254. 58 34. 48 0.00
31 0.00 253. 32 32.32 0.00
32 0.00 252. 86 30. 86 0.00
33 0. 40 252.91 30. 11 0.00
36 0.77 263. 84 65. 94 0.00
38 0. 00 265. 97 91. 47 0.00
34 0.16 251. 50 23.00 0. 00
35 1.79 253. 98 29. 38 0. 00
37 -40. 66 174.50 0.00 0. 00 Reservoir
39 32. 39 250. 60 3.00 0. 00 Tank
Link Results at 0:00 Hrs:

Li nk Flow VelocityUnit Headl oss St at us
I D LPS ns m km

2 2. 07 0. 26 1.67 Open
4 13. 62 1.73 54. 87 Open
5 15. 34 1.95 68. 44 Open
6 2. 74 0. 97 33.88 Open
7 -0.42 0.08 0. 26 Open
8 2.53 0.50 7.23 Open
9 11. 42 1.45 39. 64 Open
10 8. 89 1.13 24.91 Open
11 2.46 0. 49 6. 82 Open
12 2.95 0.59 9. 60 Open
13 5.41 1.08 29. 43 Open
14 -1.26 0.25 1.98 Open
15 -1.78 0.35 3.75 Open
16 -2.05 0.72 19. 80 Open
17 0.52 0.18 1.56 Open
18 0. 06 0. 05 0.21 Open
19 1.23 0.25 1.90 Open
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Page 4

Li nk Results at 0:00 Hrs: (continued)

Li nk Flow VelocityUnit Headl oss St at us
I D LPS ns m km

20 -6.67 0.59 6. 02 Open
21 1.29 0. 26 2.08 Open
22 1.29 0.16 0.70 Open
23 -4.24 0. 38 2.61 Open
24 -5.43 0. 48 4,12 Open
25 -5.54 0. 49 4.27 Open
26 -14.21 1.26 24. 42 Open
27 8. 67 0.77 9.78 Open
28 -14.29 1.26 24. 69 Open
30 -21.02 0. 43 1.41 Open
31 -1.54 0.20 0. 97 Open
32 -0.41 0. 14 1.00 Open
33 14. 98 0.31 0.76 Open
35 14. 58 1.86 62. 24 Open
36 23. 87 0. 49 1.79 Open
37 24. 64 0.50 1.90 Open
38 9.29 0. 82 11.13 Open
39 8.19 1.04 21. 42 Open
40 3. 86 0. 49 5.32 Open
41 -1.95 0.25 1.50 Open
42 1.91 0. 68 17. 44 Open
43 1.15 0.41 6.77 Open
44 -1.51 0. 54 11. 29 Open
45 -0.37 0.13 0.81 Open
46 0.77 0. 27 3.20 Open
47 -2.38 0. 84 26. 14 Open
48 -2.54 0.90 29. 48 Open
49 4. 33 0.55 6. 58 Open
50 16. 02 0. 33 0. 85 Open
51 40. 66 0. 83 4. 80 Open
3 -1.73 0.22 1.20 Open
29 1.94 0.25 1.48 Open
34 6.43 0. 82 13. 69 Open
52 32. 39 0. 66 3.15 Open
1 2.41 0.31 2.21 Open
54 40. 66 0.00 -91. 47 Open Punp
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Node Results at 1:00 Hrs:

Node Demand Head Pressure Quality
I D LPS m m ng/ L
1 0.00 264. 15 66. 25 4.18
2 0. 34 264. 00 264. 00 4.32
3 0. 34 263. 99 263. 99 4.42
4 0.00 263.78 67.78 4. 38
5 0.00 264. 11 68.11 4,22
6 1.18 260. 55 62. 65 4. 49
7 0. 27 256. 22 62. 62 4. 69
8 0. 27 256. 10 62.50 4.57
9 0.00 255. 97 61. 87 4.48
10 0.00 255. 84 53. 34 4,22
11 0. 00 256. 10 256. 10 4.18
12 0.00 256. 19 256. 19 4. 46
13 0.00 256. 97 256. 97 4.43
14 0.00 257.12 257.12 4.62
15 0. 46 255. 55 63. 25 0.00
16 0.00 255. 54 57. 44 0.94
17 0.00 255. 64 50. 34 4.29
18 0.00 255. 02 61. 52 0.00
19 0.00 254. 94 37.04 0.00
20 1.19 255. 30 44. 80 0.98
21 0. 00 254. 69 33.29 2.51
22 0. 00 254.73 254.73 4.16
23 0.00 251. 33 22.03 3.21
24 0.00 254. 90 254. 90 4. 35
25 0.00 254.91 36. 71 4. 36
26 0.00 255. 00 35. 40 4.70
27 0.00 263. 97 61. 57 4. 26
28 1.10 262. 67 55. 87 4. 36
29 0.00 255. 76 36. 06 4.48
30 0.00 255. 02 34.92 4.59
31 0.00 253.78 32.78 4.79
32 0.00 253. 32 31.32 4. 05
33 0. 40 253. 38 30. 58 4.99
36 0.77 264. 14 66. 24 4,22
38 0.00 266. 23 91.73 4.10
34 0.16 252. 00 23.50 4.83
35 1.79 254. 42 29. 82 4.62
37 -40. 34 174.50 0.00 4.10 Reservoir
39 32.07 251. 11 3.51 0. 05 Tank
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Link Results at 1:00 Hrs:

Li nk Flow VelocityUnit Headl oss St at us
I D LPS nm s m km

2 2.05 0. 26 1.64 Open
4 13.51 1.72 54. 05 Open
5 15. 22 1.94 67. 40 Open
6 2.71 0. 96 33.33 Open
7 -0.41 0.08 0.25 Open
8 2.51 0.50 7.12 Open
9 11. 32 1.44 38.98 Open
10 8.81 1.12 24. 49 Open
11 2. 44 0. 48 6.71 Open
12 2.93 0.58 9. 43 Open
13 5.36 1.07 28. 95 Open
14 -1.25 0.25 1.94 Open
15 -1.76 0.35 3. 69 Open
16 -2.03 0.72 19.50 Open
17 0.52 0.18 1.54 Open
18 0. 06 0. 04 0.18 Open
19 1.22 0. 24 1.87 Open
20 -6.61 0.58 5.92 Open
21 1.28 0.25 2. 04 Open
22 1.28 0.16 0. 69 Open
23 -4.19 0. 37 2.55 Open
24 -5.38 0. 48 4. 05 Open
25 -5.47 0. 48 4. 17 Open
26 -14. 07 1.24 23. 97 Open
27 8.59 0.76 9. 62 Open
28 -14.15 1.25 24. 25 Open
30 -20. 82 0. 42 1.39 Open
31 -1.52 0.19 0.95 Open
32 -0.40 0.14 0. 97 Open
33 14. 85 0.30 0.74 Open
35 14. 45 1.84 61. 23 Open
36 23. 67 0. 48 1.76 Open
37 24. 44 0.50 1.87 Open
38 9.22 0. 82 10. 97 Open
39 8.12 1.03 21.08 Open
40 3.82 0. 49 5.21 Open
41 -1.92 0.25 1. 46 Open
42 1.90 0. 67 17. 16 Open
43 1.14 0. 40 6. 65 Open
44 -1.50 0. 53 11. 07 Open
45 -0. 36 0. 13 0.79 Open
46 0.76 0. 27 3.15 Open
47 -2.35 0. 83 25.55 Open
48 -2.51 0. 89 28. 86 Open
49 4. 30 0.55 6. 49 Open
50 15. 90 0. 32 0. 84 Open
51 40. 34 0. 82 4.73 Open
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Link Results at 1:00 Hrs: (continued)

Li nk Flow VelocityUnit Headl oss St at us

I D LPS ns m km

3 -1.71 0.22 1.18 Open

29 1.92 0. 24 1.46 Open

34 6. 37 0.81 13. 45 Open

52 32.07 0. 65 3.09 Open

1 2.39 0.30 2.19 Open

54 40. 34 0.00 -91.73 Open Punp

Node Demand Head Pressure Quality
ID LPS m m nmg/ L
1 0. 00 264. 44 66. 54 4.21
2 0.34 264. 29 264. 29 4.36
3 0.34 264. 28 264. 28 4.46
4 0. 00 264. 08 68. 08 4.41
5 0. 00 264. 40 68. 40 4.25
6 1.18 260. 89 62. 99 4.53
7 0. 27 256. 63 63.03 4.73
8 0. 27 256. 51 62.91 4.94
9 0. 00 256. 38 62. 28 5. 09
10 0. 00 256. 26 53.76 5.15
11 0. 00 256. 51 256. 51 4.97
12 0. 00 256. 61 256. 61 4.85
13 0. 00 257. 37 257. 37 4.78
14 0. 00 257.52 257.52 4.65
15 0. 46 255. 98 63. 68 6. 06
16 0. 00 255. 96 57. 86 5.41
17 0. 00 256. 06 50. 76 5.26
18 0. 00 255. 46 61. 96 5.74
19 0. 00 255. 38 37.48 5.59
20 1.19 255.73 45. 23 5.35
21 0. 00 255. 13 33.73 5.14
22 0. 00 255. 17 255. 17 4.68
23 0. 00 251. 84 22.54 5.03
24 0. 00 255. 34 255. 34 4.63
25 0. 00 255. 35 37.15 4.44
26 0. 00 255. 44 35.84 4.74
27 0. 00 264. 26 61. 86 4.30
28 1.10 262. 98 56. 18 4.39
29 0. 00 256. 18 36. 48 4.52
30 0. 00 255. 46 35. 36 4.63
31 0. 00 254. 24 33.24 4.83
32 0. 00 253. 79 31.79 5.13
33 0. 40 253. 84 31.04 5.15
36 0.77 264. 43 66. 53 4.25
38 0. 00 266. 49 91. 99 4.13
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Node Results at 2:00 Hrs: (continued)

Node Demand Head Pressure Quality

I D LPS m m ng/ L

34 0.16 252. 49 23.99 4.87

35 1.79 254. 86 30. 26 4. 66

37 -40.01 174.50 0.00 4.13 Reservoir
39 31. 74 251.62 4.02 0. 61 Tank

Link Results at 2:00 Hrs:

Li nk Flow VelocityUnit Headl oss St at us
I D LPS n's n km

2 2.03 0. 26 1.62 Open
4 13. 40 1.71 53. 23 Open
5 15. 09 1.92 66. 38 Open
6 2.69 0.95 32.79 Open
7 -0.41 0.08 0.24 Open
8 2.49 0.50 7.01 Open
9 11. 22 1.43 38.34 Open
10 8.73 1.11 24.08 Open
11 2.42 0.48 6. 61 Open
12 2.90 0.58 9. 26 Open
13 5.31 1.06 28. 47 Open
14 -1.23 0.25 1.90 Open
15 -1.75 0.35 3.62 Open
16 -2.02 0.71 19. 20 Open
17 0.51 0.18 1.52 Open
18 0. 05 0.04 0.16 Open
19 1.21 0.24 1.84 Open
20 -6.55 0.58 5.81 Open
21 1.26 0.25 2.00 Open
22 1.26 0.16 0. 67 Open
23 -4.14 0. 37 2.49 Open
24 -5.33 0. 47 3.98 Open
25 -5.41 0. 48 4.08 Open
26 -13.93 1.23 23.54 Open
27 8.52 0.75 9. 47 Open
28 -14.01 1.24 23.81 Open
30 -20.63 0.42 1.36 Open
31 -1.50 0.19 0.92 Open
32 -0. 40 0.14 0.95 Open
33 14.72 0. 30 0.73 Open
35 14. 32 1.82 60. 23 Open
36 23. 47 0. 48 1.73 Open
37 24. 24 0. 49 1.84 Open
38 9.15 0.81 10. 82 Open
39 8.05 1.03 20. 74 Open
40 3.78 0. 48 5.11 Open
41 -1.90 0.24 1.43 Open
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Li nk

Results at 2:00 Hrs: (continued)

Li nk Flow VelocityUnit Headl oss St at us

I D LPS nm s m km

42 1.88 0. 66 16. 88 Open

43 1.13 0. 40 6. 54 Open

44 -1.48 0.52 10. 84 Open

45 -0.35 0.12 0.76 Open

46 0.75 0. 27 3.10 Open

47 -2.32 0. 82 24. 98 Open

48 -2.48 0. 88 28. 26 Open

49 4,27 0.54 6.41 Open

50 15. 77 0. 32 0. 83 Open

51 40.01 0. 82 4. 66 Open

3 -1.69 0.22 1.16 Open

29 1.90 0. 24 1.43 Open

34 6.31 0. 80 13.21 Open

52 31.74 0. 65 3.03 Open

1 2.37 0.30 2.16 Open

54 40.01 0.00 -91.99 Open Punp
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| risultati della suddetta simulazione sono osdativaelle figure da 2.3.3 a 2.3.5
che mostrano I'andamento della concentrazione agdido nella rete al passare
del tempo. In particolare, la colorazione dei tratidei nodi della rete tende a
mutare dal blu al rosso in corrispondenza dell’atimali concentrazione. Nella
figura 2.3.3 € rappresentato il punto zero in ttwssico ancora non si e diffuso

nella rete.

Day 1, 12.00 AM

Serbatoio
S ELMO

Tosszico
0.20
0.40
0.60
0.0

il

Fig. 2.3.3 Al tempo zero la concentrazione delitmssella rete e nulla

Come si puo osservare dalla figura 2.3.4 gia dap@na la quasi totalita
della rete € stata contaminata raggiungendo vd&dka concentrazione che
per molte tipologie di veleni possono avere coneage sulla popolazione.
Nella figura 2.3.5 dopo due ore la totalita deigere stata contaminata con
concentrazioni di tossico che solo nel serbatoiestremita non hanno

ancora superato i 0.8 mg/lt.
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Day 1, 1.00 AM

i Serbatoio

i SELMO :

e ) =
]

Tosszico
0.20
0.40
0.60
0.0

7

il

Fig. 2.3.4 Concentrazione del tossico nella refgodm ora

Day 1, 2.00 AM

Serbatoio
S.ELMO

Tosszico

020
0.40 :
060 i
00 '

moiL

Fig. 2.3.5 Concentrazione del tossico nella refgodiue ore
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CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

1. Considerazioni conclusive

La prima parte del presente lavoro ha cercato atctare un quadro
generale sul rischio ordinario e straordinario dntaminazione di un
sistema idrico; in particolare si e definitigchio straordinario il rischio di
contaminazione di un sistema idrico dovuta ad wengydolosoGli agenti
tossici utilizzabili per un tale atto doloso poss@ssere classificati in:

» Agenti chimici
* Agenti biologici
* Agenti radioattivi

Il rischio pu0 essere considerato proporzionale aila frequenza di
accadimento dell’evento indesiderato (F) che allagmitudo del danno
cagionato (D): R=F*D dove il coefficiente k (k > 0) tiene conto della
percezione della societa civile di un dato eveht@schi straordinari (CBR
Attack), caratterizzati da valori del coefficiemtenolto elevati, possono dar
luogo a fenomeni di vero e proprio panico nellaletolita, anche in
conseguenza di atti dolosi caratterizzati da valieila frequenza di
accadimento e del danno normalmente accettatepenieni diversi.

Il lavoro & proseguito con una disamina sui pobsiiointaminanti di tipo
chimico, biologico e radioattivo. La ricerca si ®ipsoffermata sulle
problematiche di controllo ed identificazione dell@ntaminazione,
esaminando le tecniche di rilevazione che permettdn rilevare il
contaminante, quantificarlo e valutarne la reativin presenza di cloro
residuo in rete.

Nella parte sperimentale sviluppata presso il Latmwio di Chimica
Farmaceutica e Tossicologica sono state definitadeodiche sperimentali

di rilevazione su due contaminanti: la Capsicitha Ricina.
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La Capsicina deriva dal peperoncino e pur esseratonmritante, non puo
considerarsi un agente di elevata pericolosita. tBler sostanza e stata
preliminarmente definita una metodica di identificame attraverso uno
spot test (sali di diiazionio) di tipo colorimetnicSuccessivamente si sono
applicate le tecniche cromatografiche ad alta piece (HPLC) per
l'identificazione e la quantificazione del contarute in acqua,
individuando il tempo di ritenzione della capsicgimacostruendo la curva
area rilevata dal cromatogramma — volume di soh&imiettato e la curva
di calibrazione relativa.

Infine, si e valutata I'azione decontaminante defa nei confronti della
Capsicina, che purtroppo ha dato esito negativo.

La Ricina, invece, & considerata uno dei piu potagenti contaminanti
potenzialmente utilizzati per la contaminazioneled@cque. La scelta di
questa tossina e stata dettata dalla facilita cotacsi puo reperire, essendo
derivata dalla pianta di ricino, diffusa in moltenz del mondo. Per questo
motivo, a differenza della Capsicina si & dovutdiganon piu da campioni
commerciali puri ma dai semi della pianta, segueimdquesto modo un
percorso simile a quello che puo portare alla comtazione delle acque.
Nonostante le evidenti difficoltd sperimentali, n&isi sulla Ricina ha
portato alla definizione di un efficace e rapidogesso estrattivo dai semi
di ricino che hanno permesso di valutare nell'edétiresi la metodologia
identificativa piu efficace per questo agente. g1 HPLC, infatti, forse a
causa dei residui impuri che i campioni estrattesgntavano, si é
dimostrata troppo sensibile per operare la sepawaaiella ricina e definire
il protocollo sperimentale approntato nel casoad€lhpsicina.

Inoltre si € indicato una metodica di rilevaziostantanea tramite spot test
colorimetrico, utilizzando la ninidrina come reatggen

Grande rilievo, infine, e stato dato alla individieme di altri possibili
metodologie identificative presenti in letteratuypar la Ricina ed alla

reattivita del contaminante in presenza di compabsiticloro. Pur rinviando
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ad ulteriori verifiche di laboratorio, presenta efificace interazione con la
tossina, sia perché agisce degradando la sostai@agerché riduce in
misura notevole la sua attivita tossica.

Nel secondo capitolo della tesi si € esaminatailaerabilita di un sistema
acquedottistico alla contaminazione, accennanda plotezione delle
strutture, ai sistemi di monitoraggio rapido deintoninanti ed alla
efficacia delle tecniche di trattamento delle acduéne é stata effettuata
una prima analisi di un evento di contaminazionlesi mediante I'utilizzo
del software EPANET. Allo scopo di mettere in evida le problematiche
ed i pericoli connessi ad un evento di contaminaziaolosa, € stato
sviluppato un esempio applicativo con riferimentouma rete idrica reale.
La rete presa in esame €& una subrete del sistenw idapoletano

dell’ARIN e cioe la rete di distribuzione idricaldéomero Alto Servizio.

2. Ulteriori prospettive di ricerca

L’argomento oggetto del presente lavoro sara smarde oggetto di
ulteriori studi e sviluppi in tutto il mondo a caudell’elevata probabilita
che un atto doloso di questo tipo possa avvenirertaBente sara
necessario effettuare ulteriori simulazioni suctta dolosi a reti idriche in
modo da poter poi pensare alla realizzazione dieogerilevazione, difesa
e mitigazione. Probabilmente, almeno in una fasgaile, solo gestori di
grosse dimensioni potrebbero avere le risorse sagesa prendere in
esame la possibilita di approntare protocolli oiaiidra opere per la difesa
da contaminazioni intenzionali; ma gli investimemi questo campo

potrebbero essere I'unico modo per salvare moleeumane.
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