
UNIVERSITA' POLITECNICA DELLE MARCHE

DIPARTIMENTO DI SCIENZE DELLA VITA E DELL’AMBIENTE
Corso di Laurea Triennale in Scienze Biologiche

Studio delle risposte biologiche in My#lus galloprovincialis
per la valutazione dell’impa7o ambientale delle pia7aforme off-shore nell'Adria=co centrale

Biological responses in mussel My#lus galloprovincialis for assessing the environmental 
impact of off-shore pla?orms in the Central Adria=c Sea

Tesi di Laurea di: Docente Referente:
Andrea Evangelis8 Do:.ssa Maura Benede=

Sessione Autunnale
Anno Accademico 2019-2020-18 Dicembre 2020



In questo lavoro di tesi mi sono occupato di andare a valutare alcune risposte biologiche in mi=li My#lus

galloprovincialis preleva= nei piloni di due pia7aforme ENI del medio Adria=co, al fine di iden=ficare lo stato di

qualità ambientale in prossimità delle pia7aforme off-shore.

Le risposte biologiche considerate sono state:

- accumulo di lipofuscina, indica=vo di aumenta= fenomeni di perossidazione lipidica e compromissione

lisosomiale;

- accumulo di lipidi neutri insaturi, spesso associato a fenomeni di lipidosi indo7a dalla esposizione a

xenobio=ci organici;

- analisi delle difese an=ossidan=, a7raverso la valutazione di singole difese an=ossidan= (aNvità dell’enzima

catalasi);

- livelli di metallo=oneine, proteine citosoliche indo7e dall’esposizione ad alcuni metalli pesan=;

I risulta= o7enu= indicano l'assenza di stress ambientale nei mi=li provenien= dai diversi piloni delle due

pia7aforme off-shore.

Abstract



Introduzione

Oil spill

A'vità di perforazione 
a4raverso fanghi di 

perforazione (oli minerali, 
sinte:ci e addi:vi)

Scarico a mare o alla 
iniezione/re-iniezione delle 

acque di produzione (acque di 
formazione e di processo)

A'vità di trasporto

Possibili pericoli per le acque, gli ecosistemi 
acqua=ci e gli organismi marini con possibilità di  

risalire le catene alimentari 

Lo scopo della tesi è quello di valutare la possibile insorgenza di un disturbo ambientale 
legato alla presenza e all’aJvità delle piaLaforme off-shore nell’AdriaQco centrale 

aLraverso lo studio di alcune risposte biologiche nel miQlo My#lus galloprovincialis.



My#lus galloprovincialis
Bioaccumulatore

OTTIMO BIOINDICATORE

Organismi sessili

Presentano una 
distribuzione globale

Mancano di meccanismi 
biochimici o fisiologici in grado 
di regolare le concentrazioni 
Qssutali dei contaminanQ

ü Valutazione del grado di
contaminazione dell’area cos=era
secondo una misura “integrata nel
tempo” e non riferibile, quindi, al
solo momento in cui è stato
effe7uato il prelievo

ü Possibilità di evidenziare facilmente
gradien= di inquinamento sia in
senso spaziale che temporale,
nonché di effe7uare confron= tra
aree geograficamente distan=

ü S=ma della “biodisponibilità” delle
sostanze tossiche presen=
nell’ambiente marino e valutazione
del rischio legato al trasferimento di
ques= elemen= a7raverso le catene
alimentari.

Facilità di raccolta



Piano sperimentale
RACCOLTA MITILI  

Risposta an/ossidante (a2vità della catalasi)

RISPOSTE BIOLOGICHE ANALIZZATE
NELLA GHIANDOLA DIGESTIVA

Colleziona/ da popolazioni naturali in 2 
piloni differen/, in prossimità dell’anodo e 
lontano l’anodo sacrificale,  della 
pia@aforma Bonaccia NW situata a 60 km 
dalla costa anconetana

Colleziona/ da popolazioni naturali in 2 
piloni differen/, in prossimità dell’anodo e 

lontano l’anodo sacrificale, della pia@aforma 
Clara NW che dista 45 km dalla costa 

anconetana 
Preleva/ da mi/licoltura di Senigallia 

(Controllo)

Biomarker di esposizione a metalli in 
traccia (metallo/oneine)

Risposta lisosomiale (accumulo di lipofuscina
e lipidi neutri)



PURIFICAZIONE

Asciugatura 
con flusso 

d’azoto

Livelli citosolici di metallo.oneine

OMOGENATO CENTRIFUGAZIONE

Lunghezza d’onda λ=412 nmAcido etanolo / 
cloroformio 

Tampone Tris-HCl, 
β-mercaptoetanolo, 

PMSF, Saccarosio, 
Inibitori di 

proteasi

NaCl, HCl
EDTA

Campione, DTNB, 
tampone Na-fosfato 

SAGGIO SPETTROFOTOMETRO
30.000 xg

45 min a 4°C 

Materiali e metodi

Livelli	citosolici di	metallotioneine



Analisi di accumulo di lipofuscine
Materiali e metodi

BACKER’S 
FIXATIVE

RISCIACQUO 
H2O 

DISTILLATA
COLORANTE

LAVAGGIO 
ACIDO 

ACETICO 2%

LAVAGGIO
H2O 

DISTILLATA

Accumulo	di	lipofuscine



Analisi di accumulo di lipidi neutri insaturi
Materiali e metodi

BACKER’S 
FORMOLO

COLORANTE:
OIL RED O

LAVAGGIO 
ALCOL 

ISOPROPILICO 
60%

LAVAGGIO
H2O 

DISTILLATA

LAVAGGIO 
ALCOL 

ISOPROPILICO 
60%

Accumulo	di	lipidi	neutri	insaturi



Analisi dell’a6vità enzima.ca della catalasi

CENTRIFUGAZIONE SAGGIO
Tampone 

K-fosfato, PMSF, 
NaCl 2.5%, 
inibitori di 

proteasi 

OMOGENATO SPETTROFOTOMETRO
Lunghezza d’onda λ=240 nmAliquote 

di campione, 
tampone K-fosfato, 

H2O2

100.000 xg
1 ora a 4°C 

Materiali e metodi

Attività	enzimatica	della	catalasi



Livelli di Metallo.oneine

Nonostante delle fluttuazioni abbastanza
evidenti, nessuna variazione
statisticamente significativa è stata
osservata per quanto riguarda i livelli delle
metallotioneine nei mitili provenienti dalla
piattaforma ENI Bonaccia NW; al contrario,
variazioni statisticamente significative
sono state osservate per i livelli di
metallotioneine nei campioni prelevati
nella piattaforma ENI Clara NW.

Risulta2



Valutazione del contenuto di lipofuscina

Nei campioni analizza= non si evidenziano
variazioni sta=s=camente significa=ve sia
nei mi=li provenien= dalla pia7aforma ENI
Clara NW che da quella ENI Bonaccia NW

Risulta2



Valutazione del contenuto di lipidi neutri 

Nei campioni analizza= le misurazioni di lipidi
neutri hanno rivelato scarsi livelli di accumulo nelle
ghiandole diges=ve dei mi=li registrando così una
differenza sta=s=camente significa=va rispe7o al
controllo (p<0.001); questo è visibile sia negli
organismi preleva= dalla pia7aforma ENI Clara NW
che da quella ENI Bonaccia NW

Risulta2



Attività della Catalasi

Seppur con qualche variazione, nessuna 
differenza sta=s=camente significa=va è 
stata misurata nelle ghiandole diges=ve 
dei mi=li preleva= dalle pia7aforme ENI 
Clara NW ed ENI Bonaccia NW

Risulta2



Conclusione

In conclusione, nessuna variazione dei parametri biologici considera= è da ricondurre alla presenza di

situazioni di impa7o ambientale determinato dalla presenza delle pia7aforme off-shore ma piu7osto

a flu7uazioni stagionali =piche di ques= organismi. Inoltre i valori misura= in ques= organismi, a

conferma dell’assenza di impa7o ambientale, sono comparabili con quelli misura= in organismi

preleva= da altri impian= offshore in Adria=co simili, e da aree di riferimento del medio Adria=co.
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