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PRESENTAZIONE 

Il29 ottobre 1991 si è tenuto a Milano un incontro di 
lavoro tra specialisti che operano nel settore dell'analisi 
e del controllo dell'inquinamento delle acque con metodi 
biologici e, in particolare, con saggi di tossicità. 

Durante tale incontro è stata riconosciuta unanima
mente la necessità di sopperire agli inconvenienti che 
presenta il saggio di tossicità previsto dalla tabella A 
della legge 319/76, con l'adozione di un saggio alterna
tivo che, insieme ad una maggiore facilità di esecuzione, 
assicuri il necessario livello di protezione ambientale. 

L 'organismo più idoneo per tale saggio è stato identi
ficato nel crostaceo Daphnia magna, già previsto o 
adottato in altre metodologie di controllo di contami
nanti, e già noto ai biologi che operano presso gli enti 
addetti ai controlli ambientali, grazie al preliminare 
lavoro di informazioni del CISBA e di talune Universi
tà. 

Si tratta ora di procedere alla modifica della legge 
perché la proposta diventi norma dello Stato. 

Si auspica che tale modifica, che spetta al Parlamen
to, possa avvenire con la sollecitudine che . i problemi 
dell'ambiente esigono per una loro soluzione, alla quale 
ci si augura possa contribuire questo quaderno, che 
raccoglie i principali interventi dell'incontro di Milano. 
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Il Direttore 
Roberto Passino 
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IL SAGGIO DI TOSSI CITA' DELLA 319/76: 
PREGI, DIFETTI E ALTERNATIVE 

L. Guzzella e R Marchetti 
Istituto di Ricerca sulle Acque, C.N.R. -Brugherio (MI) 

Riassunto 
A quindici anni dall'entrata in vigore della 

legge 319/76 per le acque di scarico vengono 
riesaminati i vantaggi e gli svantaggi che compor
ta l'esecuzione del saggio di ittiotossicità previsto 
dalla legge. Viene inoltre presa in considerazione 
la possibilità di modificare l'attuale procedura, 
proponendo l'introduzione di un saggio di tossici
tà acuta con dafnia. 

Summary 
The advantages and disavantages of carrying 

out the acute toxicity test with Salmo gairdneri 
for the evaluation ofwaste water toxicity accord
ing to the bill 319/76, were considered. Succes
sively the possibility of adopting a different type 
of test (i.e. the acute toxicity test with Daphnia 
magna) in alternative to the one established by 
the present bill was evaluated. 

L l Introduzione 

I saggi di tossicità richiesti dalla legge 319/76, 
sono stati inseriti nelle tabelle che fanno patte 
integrante della legge per una serie di ragioni, 
riconducibili sinteticamente alle seguenti: 

i saggi di tossicità assicurano una copettura 
dal punto di vista della protezione ambientale, 
anche nei riguardi dei contaminanti non con
siderati nelle tabelle della legge e di quelli di 
difficile determinazione chimica; 
consentono di individuare effetti semplicemen
te additivi e più che additivi tra i vari fattori di 
tossicità, effetti non altrimenti valutabili; 
danno una risposta diretta al quesito se il 
campione in esame possa essere dannoso per 
la vita acquatica. 
Quest'ultima caratteristica dei saggi di tossici

tà assume patticolare rilevanza se si considera 
che la maggior patte dei parametri ripottati nelle 
tabelle, è stata formulata (Marchetti e Coli., 1973) 
proprio in funzione della protezione della vita 
acquatica, considerata come 1' «utente» che, per 
ragioni di ubiquitarietà e sensibilità, dava le mag
giori garanzie ai fini della tutela dell'ambiente. 

Nella logica di un progressivo adeguamento 
dei limiti ad obiettivi di qualità sempre più eleva
ti, la legge 319/76, in origine, si poneva un primo 
traguardo transitorio, delineato dai limiti della 
tabella C, ed uno più avanzato, rappresentato da 
quelli della tabella A ulteriormente riducibili in 
funzione degli obiettivi dei piani regionali di risa
namento o di particolari esigenze locali (Direttiva 
del Comitato Interministeriale per la tutela delle 
acque dall'inquinamento, G.U. n. 9 de110/1/81). 
In questa logica di transitorietà, anche i saggi di 
tossicità sono stati formulati con criteri progres
sivamente restrittivi, utilizzando due specie, il 
Carassius auratus e il Salmo gairdneri (oggi de
nominato Onchorhynchus mykiss), la prima delle 
quali, il pesce rosso, è dotata di una resistenza ai 
tossici generalmente superiore a quella dell'altra. 

1.2 Vantaggi della scelta 
della trota iridea 

Come è noto, la condizione di transitorietà è 
stata superata e, con l'eccezione degli scarichi in 
fognatura sprovvisti di depuratori o di limiti di 
accettabilità al depuratore, per i quali vale ancora 

IRSA (1991): Alti della Giornata di studio "Presentazione del Saggio di Tossicità con Daphnia", 
Milano, 29 ottobre 1991; Quad. Ist. Ric. Acque, 93. 
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la tabella C, l'organismo attualmente richiesto 
per il saggio di tossicità dalla 319/76 per lo scarico 
di effluenti in corpi idrici superficiali, è la trota 
iridea. 

n motivo della scelta di un vertebrato, come 
organismo ideale per il saggio, è stato in primo 
luogo di ordine logico, ponendosi i pesci allivello 
più elevato del sistema trofico acquatico. L'indivi
duazione della specie, invece, è guidata, in primo 
luogo da ragioni tossicologiche concernenti l'alto 
livello di sensibilità della trota iridea e, in secondo 
luogo dal fatto che, fin dall'epoca della scelta, le 
conoscenze sulle risposte di questa specie ai tossi
ci erano notevolmente più numerose ed appro
fondite che per qualsiasi altro organismo acquati
co. La situazione oggi non è diversa, essendo stati 
effettuati con questa stessa specie, gli studi più 
approfonditi di tossicologia acquatica ed il più 
grande numero di saggi per la valutazione della 
tossicità di sostanze pure e di effluenti. Oltre che 
per questi motivi la scelta è stata effettuata anche 
perché in altri Paesi nei quali la tossicologia ac
quatica negli anni '70-'80 ha avuto il maggiore 
sviluppo (Gran Bretagna, USA, Svizzera), la spe
cie in questione, si è vieppiù imposta come orga
nismo idoneo ad essere impiegato sia in saggi di 
tossicità da effettuare in condizioni standard per 
ragioni di sorveglianza ambientale, sia per la com
pilazione di liste di dati di tossicità per le nuove 
sostanze chimiche. 

L3 Svantaggi del saggio 
con la trota iridea 

N ella realtà italiana, nonostante l'impostazio
ne della legge, il saggio di tossicità, salvo casi 
particolari, non ha, per contro, ricevuto molta 
attenzione o è stato applicato con difficoltà e in
successi. Queste difficoltà e i motivi degli insuc
cessi possono essere individuati a vari livelli. 

Al livello che si potrebbe definire "storico", 
esiste tutt'oggi la tendenza generale a fare riferi
mento più alle analisi chimiche tradizionali che a 
quelle biologiche, le cui potenzialità sono ignote 
ai più, nonostante questo tipo di saggi sia oramai 
ampiamente riconosciuto nei più importanti testi 
di analitica delle acque (basterebbe a questo pro
posito citare lo Standard Methods che, nella sua 
ultima edizione, le sedicesima, riserva ai saggi 
biologici ben 134 pagine) . 

Esiste poi un motivo di tipo "culturale" che 
potrebbe giustificare il rifiuto di una metodologia 
analitica che introduce concetti non abituali (quale 
è quello di variabilità biologica, che comporta un 
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determinato grado di incertezza nell'esito del
l'analisi) e che richiede una diversa operatività 
(per l'allevamento degli organismi in buono stato 
di salute, per la scelta delle condizioni alimentari 
ottimali, per il rilevamento delle risposte nel cor
so del saggio, ecc.) da quella che altri tipi di 
analisi, di norma, richiedono. 

Ancora a livello culturale, un probabile moti
vo del ritardo è da ricercare in una sottovalutazio
ne di fondo del significato per cui si è introdotto 
nella normativa di legge, il saggio di tossicità, che 
viene ritenuto interessante dal punto di vista 
della tutela della vita acquatica, ma non degli altri 
usi. A questo proposito già è stato ricordato, inve
ce, che il saggio ha una funzione più ampia sul 
piano della protezione ambientale, in quanto 
un'acqua giudicata idonea per la vita acquatica, 
può ritenersi in larga misura tale anche per altri 
usi, con la riserva dei contaminanti microbici nel 
caso dell'uso potabile o di quello balneare. E' 
questo, probabilmente, il motivo per cui molte 
Unità Sanitarie Locali, non riconoscendo questa 
funzione più generale dei saggi di tossicità, non 
ne richiedono l'applicazione ai laboratori dei Pre
sidi Multizonali incaricati dei controlli. 

Allivello "pre-operativo", inoltre, va ricono
sciuto che il saggio con i pesci pone non poche 
oggettive difficoltà. Queste si presentano in qual
che caso addirittura sul piano della reperibilità 
degli animali necessari per le prove e spesso su 
quello dell'ottenimento di una taglia costante 
durante tutto l'anno. Prima ancora di iniziare il 
saggio, problemi si presentano inoltre per la con
servazione degli animali in condizioni metaboli
che e sanitarie idonee, il che implica, tra l'altro, 
recipienti di grandi dimensioni per la stabulazio
ne e per il ricambio continuo con acque di buone 
caratteristiche ed esenti da cloro. 

Al livello di esecuzione del saggio, infine, le 
difficoltà non sono minori sia sul piano operativo, 
che su quello dell'equipaggiamento richiesto che 
non è usuale per un laboratorio convenzionale di 
controllo dell'inquinamento e, in taluni casi, an
che di difficile reperimento sul mercato. 

Se un certo numero di laboratori ha superato 
queste difficoltà e fa regolare uso del saggio di 
tossicità previsto dalla legge, altri, per contro, 
hanno riconosciuto che questa serie di inconve
nienti è stata determinante nell'esclusione del 
saggio stesso. 

Da un'inchiesta condotta di recente dall'IR
SA, su un campione limitato di 32 laboratori dei 
Presidi Multizonali, di cui il60% al Nord, il34% al 
Centro e il6% al Sud (Tab. 1.1), è emerso quanto 
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segue: dei laboratori intervistati 10 (31 %) posseg
gono le attrezzature per lo svolgimento del test e 
le utilizzano tutte le volte che questo viene richie
sto dalle rispettive Unità Sanitarie Locali; 4 (13%) 
hanno a disposizione le attrezzature, ma non le 
utilizzano; 18 (56%) non dispongono di alcuna 
attrezzatura per il saggio di ittiotossicità. 

La metà dei laboratori che si sono attrezzati 
per il saggio lo hanno fatto negli anni '70, quando 
entrò in vigore la legge 319/76. L'altra metà ha, 
invece, acquistato l'attrezzatura solo di recente, 
negli ultimi cinque anni ed intende avviare ora, o 
lo ha già fatto, i primi saggi di ittiotossicità. 

Mediamente vengono saggiati dai laboratori 
attrezzati il seguente numero di campioni all'an
no: 
Campioni analizzati 
% dci laboratori 

< 10 
40 

10-50 50-100 > 100 
30 20 10 

In tutti i casi considerati i saggi vengono con
dotti secondo la Metodica IRSA (IRSA, 1978) con 
la sola eccezione di due laboratori che non utiliz
zano acqua standard per la diluizione del campio
ne. 

Le maggiori difficoltà incontrate da chi esegue 
il test ittico sono riassunte nella tabella 1.2, dalla 
quale risulta che i problemi di tipo organizzativo 
ed alcuni di quelli metodologici, potrebbero ripro
porsi anche nell'ipotesi di una eventuale sostitu
zione del saggio con i pesci con altri saggi di 
tossicità. Altre difficoltà incontrate dai laboratori 
potrebbero, invece, essere in pa1te superate im
piegando saggi biologici che richiedano un minor 
volume d'acqua, un costo più contenuto per il 
mantenimento degli animali, una ridotta disponi
bilità di spazio e che siano più standardizzati per 

Tab.l.l 
Risultati relativi all'indagine svolta dall'IRSA per 
verificare quali laboratori dei Presidi Multizonali 
utilizzino il saggio di ittiotossicità 

Laboratori intervistati 32 
Nord 60% 

Distribuzione Centro 34% 
Sud 6% 

Eseguono il saggio 31% 
Dispongono di attrezzature, 
ma non eseguono il saggio 13% 

Mancano di attrezzature 56% 

No di campioni 
l < 10 

10-50 
40%1 
20% N" LABOR. 

analizzati per anno 150-100 10%1 
> 100 30% 
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quanto riguarda le caratteristiche degli organi
smi. 

La maggior pa1te delle difficoltà incontrate 
sono state, comunque, affrontate e risolte con 
successo dai laboratori dei Presidi Multizonali 
che eseguono il test di ittiotossicità con regolarità. 
Più interessante è, invece, la valutazione delle 
problematiche affrontate, e non risolte, da quei 

Tab. 1.2 
Difficoltà incontrate per l'esecuzione del saggio di 
ittiotossicità nei Presidi Multizonali (alcuni labo
ratori hanno fornito più di una risposta) 

PROBLEMA 

ORGANIZZA TIVO 
carenza di personale 
difficoltà di collaborazione 

% 

16 

col laboratorio chimico 12 

ECONOMICO 
temperatura costan'te e consumi d'acqua 16 

METODOLOGICO 
allevamento a temperatura costante 16 
allevamento in acqua standard 12 
eccessivo volume del campione per l'analisi 12 

taglia costante dci pesci 8 
spazio necessario 8 

Tab. 1.3 
Difficoltà che hanno determinato l'inapplicabilità 
del saggio di ittiotossicità nei Presidi Multizonali 
(alcuni laboratori hanno fornito più di una rispo
sta) 

PROBLEMA % 

ORGANIZZATIVO 
carenza di personale 27 

mancanza di richiesta 16 

difficoltà di collaborazione 
col laboratorio chimico 11 

ECONOMICO 
costo delle attrezzature 11 

METODO LOGICO 
allevamento a temperatura costante 13,5 

mancanza di stabulario 13,5 

impossibilità reperimento acqua di 
buona qualità 8 
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laboratori che ancora non si sono attrezzati per il 
saggio (Tab. 1.3). La maggior parte di queste 
difficoltà (il 54%) sono di tipo organizzativo (ca
renza di personale, poca collaborazione con i labo
ratori di chimica, mancata richiesta di esecuzione 
del saggio) e dovrebbero, comunque, essere risol
te per poter effettuare un qualsiasi saggio biologi
co di tossicità sulle acque. 

Altro elemento emerso dal censimento si rife
risce all'utilizzo, già in parte avviato o in corso di 
attivazione, di altri saggi tossicologici. n 44% dei 
laboratori, infatti, alleva o intende allevare la 
Daphnia magna per saggi di tossicità acuta. n 
19% dei laboratori ha acquistato, o intende farlo 
al più presto, la strumentazione per il saggio 
batterico di bioluminescenza. n 3% si è rivolto, 
invece, all'utilizzo di un saggio algale di inibizione 
della crescita. 

Di rilevante interesse è, infine, il fatto che il 
22% dei laboratori sarebbe fin d'ora favorevole 
all'esecuzione di un saggio multispecie con i pe
sci, crostacei e batteri; il 9% ad un saggio in 
parallelo con pesci e crostacei. 

Questo è il quadro che emerge dalla valutazio
ne dei risultati dell'indagine svolta dall'IRSA, 
quadro che non si discosta molto da quello rileva
to nel1986 (Viganò e Coli., 1987). In tale occasio
ne il 24% dei laboratori intervistati aveva dichia
rato di essere in grado di svolgere il saggio di 
tossicità con il carassio, il 28% di aver utilizzato 
soltanto in passato le attrezzature e il 48% di non 
avere alcuna attrezzatura. 

3 

~ 

u"' 
...J 

0.1) 
o • ...J • ·;: -4 • -2 • ~ 

~ • • • "' ~ • t..5 -2 

• • • -3 

• 
-4 

D. magna Log LC50 

7 

• 

1.4 Proposte altemative 

Considerato il rilevante significato che il sag
gio di tossicità ha ai fini della sorveglianza am
bientale, per superare le difficoltà che si sono 
frapposte alla adozione generalizzata del metodo 
con la trota iridea, l'IRSA, l'istituto indicato nella 
legge 319/76 come ente cui compete di proporre 
modifiche ai limiti e di predisporre i metodi di 
analisi, ha ritenuto opportuno vagliare la possibi
lità di individuare alternative al saggio attual
mente previsto nella tabella della legge. 

Le alternative prese in esame, tenuto conto 
delle condizioni operative in cui si trova in Italia 
la maggior parte dei laboratori addetti ai control
li, sono state le seguenti: 

eliminazione del saggio di ittitossicità; 
sostituzione della trota iridea con altro organi
smo analogo (pesci); 
sostituzione della trota iridea con invertebra
to; 
sostituzione della trota il·idea con un organi
smo appartenente ad altri livelli trofici. 
La prima alternativa è stata scartata conside

rato il ruolo, più volte riconosciuto, dei saggi 
biologici come strumento ideale di protezione 
ambientale. 

Anche la seconda alternativa è stata scartata 
in quanto altre specie di pesci avrebbero compor
tato problemi analoghi a quelli del saggio con la 
trota iridea, senza assicurare altrettanta sensibi
lità e, quindi, grado di protettività nelle risposte. 

l! 

2 

• 

3 4 

Fig. 1.1 
Confronto dei valori di LC

50 

ottenuti eseguendo test di 
tossicità acuta con trota 
iridea e dafnia per 49 ele
menti e composti ( 41 pre
visti dalla legge 319/76 e 9 
non previsti da tale legge). 
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1.5 Guzzella, Marchetti - Il saggio di tossicit.à della 319/76: pregi, difetti e alternative 

Un'analisi delle possibilità offerte dalla terza 
alternativa (invertebrato) ha portato ad indivi
duare in Daphnia magna la specie più idonea. La 
dafnia infatti presenta un buon livello di sensibi
lità ai tossici, confrontabile con quello della trota 
(Fig. 1.1) e offre notevoli facilitazioni sul piano 
operativo (gli organismi in questione sono abba
stanza piccoli da non creare problemi "logistici", 
ma abbastanza grandi da non costituire un incon
veniente dal punto di vista delle osservazioni). La 
Daphnia è stata scelta, inoltre, in quanto già 
richiesta per altri saggi di controllo ambientale 
(Direttiva CEE n. 67/658 per le nuove sostanze 
chimiche) e raccomandata dalle principali orga
nizzazioni (OCSE, AFNOR, U.S.EPA, ISO) che si 
occupano di problemi di sorveglianza ambientale 
e che hanno già proceduto ad impostare le proce
dure con cui effettuare il saggio (ISO, 1982; AF
NOR, 1983; OECD, 1984; Peltier e Weber, 1985). 
Un motivo della scelta, infine, è da ricercare nel
l'ipotesi di adozione, per omogeneità, di un analo
go organismo da destinare ai controlli di legge in 
acque salmastre e marine. 

L'ultima delle alternative prese in esame, è 
stata quella di considerare come organismi per il 
saggio, alghe e batteri, e cioè organismi appaite
nenti a livelli trofici molto differenti da quelli 
considerati in precedenza. Fermo restando l'obiet
tivo di ottenere una semplificazione della meto
dologia in uso in Italia, onde favorirne una più 
ampia diffusione, il saggio con dafnia è stato ante
posto a quello con le alghe in quanto quest'ultimo 
presenta alcune difficoltà a livello procedm:ale 
(mantenimento di colture axeniche, tempi mag
giori per la prova); è più costoso in fatto di stru
mentazione (contatori elettronici di pa1ticelle); è 
più soggetto a interferenze (da patte delle condi
zioni nutrizionali o delle variazioni chimiche del 
mezzo indotte soprattutto dal processo di fotosin
tesi) è dà risposte difficilmente comparabili a 
quelle ottenibili con il test con la trota iridea. 

Anche se questo tipo si saggio si è dimostrato 
molto utile per la valutazione della tossicità di 
sostanze pure e, in taluni casi, adatto anche al 
rilevamento di contaminanti presenti in scarichi 
civili e industriali (Joube1t, 1981; Walsh e Coli., 
1982), si può in altri termini concludere che, di 
per sè, la metodologia di sorveglianza ambientale 
basata sulla risposta delle alghe non può essere 
proposta come sostitutiva del saggio con la trota 
iridea. 

Il saggio con dafnia è stato preferito, infine, 
anche a quelli che utilizzano i batteri. I batteri in 
generale sono meno sensibili di altri organismi in 
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valutazioni tossicologiche con composti singoli, 
mentre sembrano in grado di dare risposte para
gonabili a quelle ottenute con altri saggi quando 
si opera con effluenti (Gucci e Coli., 1991). Le 
procedure sono inoltre in generale piuttosto sem
plici, tanto da essere disponibili, in qualche caso, 
in forma di "kit" (Microtox, Lumistox, Toxi-chro
mo test, ATP test, Dipstick, ecc.) e i tempi di 
esecuzione sono brevi. Inoltre, alcuni di questi 
saggi sono stati sottoposti a verifiche dell'U.S.EPA 
(1987), dal Californian Regional Water Analysis 
Contro! Board (1987), dal Bureau de Normaliza
tion dello Stato del Quebec (1987) con risultati 
promettenti. N ella scelta tra saggio con dafnia e 
saggi con batteri, allo stato attuale delle cono
scenze si è ritenuto, tuttavia, che il quadro tossi
cologico offetto dalle procedure che fanno ricorso 
ai batteri non fosse ancora del tutto soddisfacente 
dal punto di vista delle garanzie affette sul piano 
della protezione ambientale. 

L5 Soluzioni, ottimali e 
scelte di necessità 

Se, a conclusione di questa analisi delle possi
bili alternative, l'organismo più idoneo, nell'ipo
tesi di una sostituzione della trota iridea, è risul
tato essere la dafnia, va precisato che tale indica
zione è da considerare, allo stato attuale, transito
ria e determinata, come è stato già ricordato, 
dalla necessità di facilitare le operazioni di sorve
glianza ambientale sempre più irrinunciabili e 
urgenti. 

Fatta questa precisazione, va però anche ri
cordato che, se l'obiettivo è quello della tutela 
della salute dell'uomo e dell'ambiente, il saggio 
con dafnia non può essere considerato che una 
risposta parziale alle necessità che tale obiettivo 
pone. Tali necessità possono essere risolte solo 
adottando una ulteriore alternativa, che è quella 
dei "saggi multispecie" e dei "battet-y test" che 
già vengono utilizzati per la valutazione delle 
nuove sostanze chimiche (Direttiva CEE 67 /658), 
ma ai quali si guarda con sempre maggiore inte
resse anche ai fini del controllo tossicologico di 
effluenti (Svanberg e Coli., 1988; Dutka e Coli., 
1990; Vasseur e Coli., 1991). E' nel contesto di un 
approccio multispecifico che i saggi con singoli 
organismi (batteri, alghe, invettebrati e pesci) 
acquisiscono il loro massimo significato, consen
tendo di controllare possibili effetti negativi dei 
tossici sui diversi livelli della rete trofica (dal 
produttore primario al decompositore) e di verifi
care l'eventuale presenza di tossici "specifici", 
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quali sono, ad esempio, gli erbicidi per le alghe, gli 
insetticidi fosforati per gli artropodi e gli antibat
terici per le popolazioni microbiche. 

Questo tipo di saggio, inoltre, con la misura 
dell'effetto basata sulla crescita di una popolazio
ne (è il caso delle alghe, che potrebbe essere 
esteso anche ai batteri e ad altri organismi), in
troduce un criterio nuovo che consente di supera
re la risposta tossicologica convenzionale (% di 
vivi o morti) e di prendere in esame risposte più 
complesse (riproduzione e crescita) che consento
no di trarre, in molti casi, indicazioni di carattere 
previsionale più rispondenti alla realtà. 

I saggi multispecie costituiscono, perciò, la 
soluzione ottimale alla quale occorre guardare 
nella prospettiva di una sempre maggiore garan
zia di tutela ambientale; questa soluzione sareb
be però consentita a pochi laboratori nell'attuale 
situazione italiana, nella quale è invece più reali
stico per ora limitarsi a proporre un saggio sem
plificato, quale è quello della dafnia, nella convin
zione che esso debba trovare la sua generale ap
plicazione a livello nazionale. 
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METODI PER LA DETERMINAZIONE DI EFFETTI 
TOSSICI ACUTI CON DAPHNIA MAGNA 

R. Marchetti e L. Viganò 
Istituto di Ricerca sulle Acque, CNR . Brugherio {MI) 

Riassunto 
Vengono proposti due metodi per la determi

nazione di effetti tossici acuti sul crostaceo Daph· 
nia magna. Il primo risponde al quesito di accet
tabilità di un effluente di scarico ed, in accordo 
con tale finalità e con la normativa vigente, viene 
proposto in una metodologia essenziale e di facile 
applicabilità. Il secondo dei due saggi permette la 
quantificazione degli effetti tossici acuti sia di un 
effluente di scarico che di una sostanza pura e 
quindi di ottenere informazioni più precise sul 
loro grado di pericolosità. In questo caso la tossici
tà viene espressa come EC50 ; in appendice sono 
descritti tre metodi per il calcolo del suo valore. 

Premessa essenziale ad entrambi i saggi di 
tossicità è il successo dell'allevamento dell'orga
nismo per la cui conduzione è allegata una meto
dologia molto dettagliata e dai risultati ampia
mente confermati. 

Summary 
Two acute toxicity test methods with the crus

tacean Daphnia magna are proposed. The first 
one is a legai test which has been designed to 
decide whether a discharge passes or fails Italia n 
water pollution law. In accordance to this aim, 
this method is direct and easily applicable. The 
second test is used to measure the acute toxic 
effects of either an effluent discharge or a pure 
compound providing a more accurate informa
tion of their hazard. In this case, results are 
expressed as EC50 and three methods for calcu
late this parameter are reported in the appendix. 

A successful culturing of the organism is the 
essential prerequisite for both the toxicity tests. 
Therefore a detailed and thoroughly tested cul
ture method is also presented. 

2.1 Introduzione 

Vengono presentati nel seguito due metodi 
per la determinazione di effetti tossici acuti su 
Daphnia magna aventi lo scopo: 
a) di verificare il rispetto delle condizioni poste 

dalla normativa vigente per il controllo degli 
effluenti liquidi (319/76), nell'ipotesi che la 
proposta (Viganò e Coll., 1987) di modifica del 
saggio di tossicità richiesto dalla legge citata 
(parametro 48 di Tabella A) venga accettata 
con la sostituzione del Salmo gairdneri con la 
Daphnia magna 

b) di valutare per un dato prodotto (composto 
puro, effluente di scarico) la EC50 e, cioè, la 
concentrazione che arresta la motilità del 50% 
degli animali usati per il saggio in un tempo 
determinato. 
Questo secondo metodo viene proposto anche 

allo scopo di soddisfare la specifica richiesta in 
merito alla "misura della tossicità acuta per la 
Daphnia" che compare nel Decreto del Ministero 
della Sanità, 6 dicembre 1988, relativo al "Proto
collo informativo sulle caratteristiche di sosti
tuenti del fosforo in preparati per lavare e coadiu
vanti del lavaggio" (G.U. 306 del31.12.1988) . 

Il metodo a) tiene conto delle condizioni at
tualmente imposte dalla legge e, cioè, si limita ad 
effettuare valutazioni degli effetti negativi (im
mobilizzazione degli animali) provocati da effiuen
ti diluiti in parti uguali con acqua standard. Non 
è da escludere che in sede di modifica del metodo 
vengano riviste anche le condizioni operative, evi
tando ad esempio la diluizione del campione e 
prolungando i tempi della prova, allo scopo di 
assicurare al parametro "saggio di tossicità" un 
maggiore livello di protezione. 

La semplice sostituzione del Salmo gairdneri 
con laDaphnia magna comporterebbe le seguenti 
modifiche minime nelle indicazioni operative che 
compaiono nella legge: 

"Il campione diluito 1:1 con acqua stan
dard deve permettere la motilità di almeno 
il 50% degli animali usati per il saggio per 
un periodo di 24 ore a 20 oc di temperatu
ra". 
Nel caso invece che, oltre alla sostituzione 

dell'organismo usato per il saggio, fosse possibile 
riformulare anche le condizioni operative indica
te dalla legge, le specifiche al parametro 48 po-

IRSA (1991): Atti della Giornata di stud io "Presentazione del Sagb>io di Tossici là con Daphnia", 
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tt·ebbero essere le seguenti: 
"n campione tal quale deve permettere la 
motilità di almeno il 90% degli animali 
usati per il saggio per un periodo di 24 ore 
a 20 oc di temperatura". 
N elle specifiche metodologiche indicate nel 

seguito si è considerata la prima delle due possibi
li riformulazioni del parametro. 

La metodica qui descritta fa riferimento a 
quelle di maggior rilievo proposte a livello inter
nazionale (ISO, 1982; AFNOR, 1983; ASTM, 1984; 
OECD, 1984; APHA, 1985; EPA, 1985) e, in par
ticolare, a quella dell'ASTM. 

n successo dell'allevamento e la disponibilità 
di organismi in buone condizioni di salute sono da 
considerare tra i requisiti essenziali per la condu
zione di entrambi i saggi di tossicità. Questa è la 
ragione per cui nella presente proposta viene dato 
ampio spazio alle condizioni di allevamento di 
Daphnia magna privilegiando quelle soluzioni 
che fossero contemporaneamente pratiche ed ef
ficaci. 

In sede di revisione della metodologia indicata 
dalla legge 319/76 potrebbe, infine, essere consi
derato e risolto anche il problema dei saggi "per 
gli scarichi di acque salmastre, marine e a salinità 
superiore a quelle del mare" per i quali alcune 
possibilità sono state a suo tempo esaminate (Mar
chetti e Calamari, 1983) e quello della "tossicità 
prolungata su Daphnia magna" pure richiesto 
dal Decreto del 6 dicembre 1988 del Ministero 
della Sanità. 

2.2 Metodo per la valutazione 
della tossicità acuta con 
Daphnia magna 

2.2.1 Obiettivi del metodo 

Il metodo è articolato secondo due criteri che 
consentono di valutare: a) l'idoneità di un ef
fluente ai fini della sua immissione in acque su
perficiali e b) la EC50 e cioè la concentrazione di 
un prodotto o la diluizione di una soluzione che 
provocano in un tempo dato l'immobilizzazione 
del 50% degli organismi usati per il saggio, rap
presentati da crostacei della specie Daphnia ma
gna Straus (dafnia) descritta nell'appendice 2 A. 

2.2.2 Generalità del metodo 

Neonati di dafnie allevate con la procedura 
indicata nell'appendice 2 B, vengono esposti in 
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gruppi di numero prestabilito a diverse concen
trazioni di una sostanza a tossicità ignota o a 
diluizioni date di acque di scarico. A tempi deter
minati viene rilevato per ciascun gruppo il nume
ro di dafnie immobili e, cioè, non più in grado di 
nuotare, e tale numero viene utilizzato per giudi
care sulla accettabilità di un effluente o per deter
minare la EC50• 

La procedura è in parte comune ad entrambi i 
metodi che nel seguito sono denominati "saggio 
A" (valutazione dell'accettabilità di un effluente) 
e "saggio B" (valutazione della EC50). 

2.2.3 Materiali e strumenti per il saggio 

I materiali si riducono di fatto ad una serie di 
recipienti aventi un volume utile di 50 mL. Per la 
valutazione della tossicità di sostanze volatili i 
recipienti devono poter essere ermeticamente 
chiusi. Come ogni altro oggetto destinato ad en
trare in contatto con l'acqua di allevamento o con 
i campioni da saggiare, non devono dar luogo a 
processi di adsorbimento o di rilascio di sostanze 
che possono interferire con il saggio. A questo 
fine vengono utilizzati recipienti in vetro borosili
cato o in plastiche fluorurate. 

Durante il saggio non è infrequente che alcuni 
animali si portino in superficie e, per ragioni di 
tensione superficiale o di adesione di bollicine 
d'aria alle strutture corporee, non possono ridi
scendere nel liquido sottostante. Se l'inconve
niente dovesse porsi con sistematicità, si potrà far 
ricorso a reti celle in teflon di circa l mm di maglia 
mantenute sommerse a qualche mm sotto il pelo 
del liquido mediante un anello di teflon ·o altra 
struttura della forma interna dei recipienti usati 
per la prova. 

Le soluzioni poste in questi recipienti devono 
essere mantenute a temperatura costante (20 °C) 
e, a tal fine, può essere utilizzato un bagno termo
statico o altra soluzione idonea (camera termo
statica) che consenta il mantenimento della tem
peratura dei liquidi in esame nell'ambito di 20 ± 
2 °C. 

n saggio viene eseguito in condizioni alterne di 
luce (16 ore) e di buio (8 ore) e, a tal fine, occorre 
disporre di una camera oscura bile e di un sistema 
di lampade fluorescenti (resa cromatica > 90) che 
dia una illuminazione attenuata (circa 300 lux) al 
piano di lavoro. E' opportuno che il sistema sia 
fornito di temporizzatore per il controllo del foto
periodo. 

Oltre a questi materiali, l'esecuzione del sag
gio richiede la disponibilità della normale appa
recchiatura di laboratorio. Richiede inoltre un 
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misuratore di ossigeno disciolto il cui sensore 
abbia dimensioni tali da permettere il rilevamen
to nei contenitori utilizzati per il saggio. 

2.2.4 Reagenti e acqua di diluizione 

La preparazione delle soluzioni e la diluizione 
vengono effettuate con acqua che deve rispondere 
alle seguenti caratteristiche: pH 7,5-8,5; alcalini
tà 110-120 mg CaC03/L e durezza 140-160 mg 
CaCO)L e che si prepara nel seguente modo: a 
un litro di acqua deionizzata o distillata passata 
su colonna di carbone attivo vengono aggiunti, 
nell'ordine, lO mg di KCl, 192 mg di NaHC03, 53 
mg di MgS0

4 
e 183 mg di CaS0

4
•2Hp. Questa 

soluzione presenta le caratteristiche di pH, alcali
nità e durezza sopra indicate e deve essere areata 
per 24 ore prima del suo impiego, alla temperatu
ra di 20 oc, con aria compressa priva di contami
nanti. 

2.2.5 Organismi per il saggio 

L'organismo utilizzato per il saggio è il crosta
ceo cladocero della specie Daphnia magna Straus 
che può essere ottenuto da laboratori di idrobiolo
gia o di tossicologia acquatica. Per i saggi vengono 
utilizzati i neonati di età inferiore alle 24 ore. A 
questo scopo, prima dell'allestimento del saggio 
viene individuato nelle vasche di allevamento e 
isolato in acqua di diluizione, un numero adegua
to di femmine adulte (4-5 mm di lunghezza corpo
rea) prossime al pa1to, riconoscibili per il colore 
aranciato delle uova presenti nella camera di in
cubazione (cfr. Appendice 2.A sulle caratteristi
che m01fologiche e biologiche dellaDaphnia). Sono 
da sca1tare colture in riproduzione sessuata, con 
elevata mo1talità, bassa natalità o con altri sinto
mi evidenti di condizioni colturali non adeguate 
(Appendici 2.A e 2.B). Queste femmine, quando 
rispondono ai suddetti requisiti di idoneità, po
tranno deporre un numero di neonati ciascuna, 
generalmente compreso tra 20 e 50. 

2.2.6 Procedura 

2.2.6.1 Saggio A:. valutazione della 
accettabilità di un effluente 

a) n campione di circa 300 mL di effluente di cui 
deve essere valutata l'accettabilità, va utilizza
to entro le 24 ore dalla raccolta e conservato 
alla temperatura di 4 °C. Si consiglia l'utilizzo 
immediato del campione in quanto la conser-
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vazione comporta modificazioni di entità non 
prevedibile. In ogni caso è oppo1tuno che il 
campione venga suddiviso in due aliquote di 
almeno 150 mL di cui una verrà utilizzata per 
il saggio e l'altrà potrà tornare utile per ulte
riori prove (paragrafi 2.2.6.1.i e 2.2.6.1.1). 

b) Eventuali solidi galleggianti vanno rimossi per 
filtrazione su lana di vetro o su rete di teflon a 
maglie di circa l mm. 

c) Si procede quindi alla regolazione della tem
peratura del campione prima del suo trasferi
mento nei recipienti per il saggio (20 ± 2 °C). 

d) Per il saggio si predispongono sei recipienti di 
cui tre contenenti ciascuno 25 mL di effluente 
più 25 di acqua di diluizione e tre 50 mL di sola 
acqua di diluizione utilizzata come controllo. 

e) In ciascuno dei sei recipienti vengono trasferi
ti 10 neonati di dafnia ottenuti secondo la 
procedura indicata al paragrafo 2.2.5. Questa 
operazione va condotta in modo da non dan
neggiare gli animali e, a questo scopo, si utiliz
za una pipetta di vetro del diametro interno di 
circa 3-5 mm provvista di bulbo elastico per 
l'aspirazione. I trasferimenti devono essere 
effettuati immergendo la pipetta sotto la su
perficie e rilasciando lentamente il liquido con
t enente gli animali . L'operazione deve essere 
condotta riducendo al minimo il volume d'ac
qua aspirato con le dafnie al fine di non diluire 
in modo significativo il campione in esame. 
Allo scopo di rispettare alcune esigenze di 
distribuzione casuale degli animali, è consi
gliabile che il trasferimento ai recipienti delle 
prove venga effettuato ponendo alternativa
mente le dafnie pipettate nei sei recipienti fino 
a raggiungere il numero di dieci, anziché com
pletare un recipiente per poi passare ai succes
sivi. 

f) A trasferimento avvenuto, si registra l'ora di 
inizio della prova e questa viene condotta sen
za modificare i tempi di illuminazione ai quali 
gli animali sono stati allevati. 

g) Durante le 24 ore della prova gli animali non 
vengono alimentati. 

h) Al termine del saggio e, se necessario, anche 
con l'aiuto di una lente, si contano gli organi
smi immobili e cioè incapaci di attività natato
ria anche dopo leggera agitazione del conteni
tore. 

i) n saggio va ripetuto se nelle soluzioni di con
trollo gli organismi immobili o galleggianti 
superano complessivamente il lO%. 

l) Il ·saggio dovrà essere ripetuto anche quando 
dopo le 24 ore della prova, in presenza di casi 
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di immobilizzazione, la concentrazione di ossi
geno disciolto risulterà inferiore a 2 mg/L. In 
questo caso il nuovo saggio dovrà essere alle
stito ricambiando il liquido in esame durante 
le 24 ore della prova oppure equipaggiando i 
recipienti con sistemi di aerazione che non 
diano luogo a turbolenze o ad altri inconve
nienti dannosi per gli animali. 

m) Il giudizio di accettabilità del campione in esa
me viene dato quando al termine delle 24 ore 
la somma degli organismi immobili dei tre 
recipienti contenenti il campione in esame, 
risulta inferiore o uguale al 50%; se è superio
re il campione viene giudicato inaccettabile. 

2.2.6.2 Saggio B: valutazione della EC
50 

(per prodotti puri o effluenti) 

a) La soluzione del prodotto da esaminare va 
preparata utilizzando come solvente l'acqua 
standard di cui al paragrafo 2.2.4 debitamente 
areata. Ai fini di una corretta conduzione del 
saggio è consigliabile acquisire alcune infor
mazioni essenziali sui prodotti in esame, quali 
la solubilità in acqua e la tensione di vapore. 
Nel caso di tossici poco solubili sono da privile
giare i metodi di dispersione meccanica rispet
to all'impiego di sostanze solubilizzanti. Qua
lora l'impiego di queste ultime si renda neces
sario, sono da utilizzare quelle a minore tossi
cità per la dafnia. In ogni caso nella valutazio
ne dei risultati va tenuto conto che questi 
possono essere dovuti all'azione combinata 
della sostanza in esame e dell'agente solubiliz
zante. 

b) Per la valutazione della EC
50 

di effluenti oc
corre disporre di un volume di almeno l L di 
campione. Se la prova viene allestita entro 6 
ore, il campione non va refrigerato a 4 oc, 
necessità che invece si pone se la prova viene 
effettuata entro 48 ore dal prelievo. Si consi
glia, tuttavia, l'utilizzo immediato del campio
ne in quanto la conservazione comporta modi
ficazioni di entità non prevedibile. 

c) Il prodotto o l'effluente in esame vengono sag
giati in un primo momento con una prova 
preliminare e successivamente con una prova 
definitiva. La prova preliminare si effettua 
operando con 5 diverse concentrazioni o dilui
zioni e una sola replica per ciascuna di esse. Il 
numero di contenitori necessari in questo caso 
è quindi sei, di cui uno di controllo con il solo 
liquido diluente. Queste concentrazioni di pro
dotto in esame o diluizioni di effluente, vengo-
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no scelte in progressione geometrica. N el caso 
di effetti tossici del tutto ignoti, si può procede
re secondo un fattore 10 e la serie delle 5 
concentrazioni o diluizioni può essere indica
tivamente la seguente: 0,01 - 0,1- l- lO- 100 
mg/L di prodotto o % (v /v) di effluente. 

d) Individuato l'ambito di tossicità, viene allesti
ta la prova definitiva effettuata con quattro 
repliche e secondo una serie ad intervalli meno 
ampi (ad es. 0,1- 0,2- 0,4- 0,8- 1,6). n numero 
di contenitori necessari in questo caso è 24, di 
cui 20 verranno usati per saggiare in quadru
plo le 5 concentrazioni o diluizioni e 4 per la 
prova di controllo con la sola acqua di diluizio
ne. N el caso di tossici volatili dovranno essere 
usati contenitori a chiusura ermetica e com
pletamente riempiti. Il volume di questi reci
pienti deve essere tale che l'ossigeno disciolto, 
al termine della prova, non risulti inferiore a 2 
mg/L. 

e) In tutti i casi in cui sia possibile, è consigliato il 
controllo analitico delle concentrazioni del tos
sico in esame. Se lo scostamento tra la concen
trazione misurata e quella nominale è supe
riore al 20%, i risultati del saggio dovranno 
essere basati sulla concentrazione misurata. 

f) In ogni contenitore vengono trasferiti 50 mL 
della soluzione in esame. 

g) In ciascuno dei 24 recipienti vengono quindi 
trasferiti 5 neonati di dafnia ottenuti con la 
procedura indicata al paragrafo 2.2.5. Questa 
operazione va condotta in modo da non dan
neggiare gli animali e, a questo scopo, si utiliz
za una pipetta in vetro del diametro interno di 
circa 3-5 mm provvista di bulbo elastico per 
l'aspirazione. I trasferimenti devono essere 
effettuati immergendo la pipetta sotto la su
perficie e rilasciando lentamente il liquido con
tenente gli animali. L'operazione deve essere 
condotta riducendo al minimo il volume d'ac
qua aspirato con le dafnie al fine di non diluire 
in modo significativo il campione in esame. 
Allo scopo di rispettare alcune esigenze di 
distribuzione casuale degli animali, è opportu
no che il trasferimento ai recipienti delle pro
ve venga effettuato ponendo alternativamente 
le dafnie pipettate nei diversi recipienti fino a 
raggiungere il numero di 5, anziché completa
re un recipiente per poi passare ai successivi. 

h) A trasferimento avvenuto, si registra l'ora di 
inizio della prova e questa viene condotta sen
za modificare il fotoperiodo al quale gli anima
li sono stati allevati. 

i) Durante questo periodo agli animali non vie-
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ne somministrata alcuna alimentazione. 
l) Al termine del saggio e, se necessario, anche 

con l'aiuto di una lente, si contano gli organi
smi immobili e cioè incapaci di attività natato
ria anche dopo leggera agitazione del conteni
tore. 

m) Se nelle soluzioni di controllo gli organismi 
immobili o galleggianti superano complessi
vamente il lO%, il saggio va ripetuto. 

n) n saggio dovrà essere ripetuto anche quando 
dopo le 24 ore della prova, in presenza di casi 
di immobilizzazione, la concentrazione di ossi
geno disciolto risulterà inferiore a 2 mg/L. In 
questo caso il nuovo saggio dovrà essere alle
stito ricambiando le soluzioni in esame duran
te le 24 ore della prova, oppure equipaggiando 
i recipienti con sistemi di aerazione che non 
diano luogo a turbolenze o ad altri inconve
nienti dannosi per gli animali. 

o) Con i dati raccolti nella prova a 24 ore può 
essere calcolata la 24hEC50 (in mg/L oppure 
in% di diluizione) e i rispettivi limiti fiduciali, 
secondo le indicazioni di cui all'Appendice 2.C. 
La condizione necessaria per questi calcoli è 
che vi siano almeno due casi di parziale immo
bilizzazione (diversi cioè da O e 100%) e prossi
mi, possibilmente, al 50%: se questa condizio~ 
ne non è raggiunta si può fare ricorso ad altri 
metodi di calcolo (Appendice 2.C) oppure si 
può ripetere la prova operando in un ambito 
più idoneo di concentrazioni o di diluizioni. 

p) Il saggio può essere prolungato per la valuta
zione della EC50 a 48 ore. A tal fine si procede 
al rinnovo delle 24 soluzioni con soluzioni 
fresche (ricorrendo, nel caso di un effluente, al 
campione refrigerato) nelle quali vengono tra
sferiti gli animali che già hanno soggiornato 
per 24 ore nelle soluzioni a concentrazione o 
diluizione corrispondente. 

q) La procedura, le cautele ed i criteri per la 
seconda pa1te della prova sono gli stessi già 
descritti nei paragrafi da 2.2.6.2.f a 2.2.6.2.n. 

r) Al termine della prova può essere calcolata la 
24hEC50 seguendo i criteri indicati nel para
grafo 2.2.6.2.o. 
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0 l APPENDICI 

2.A 
NOTE SULLE CARATTERISTICHE 
MORFOLOGICHE E BIOLOGICHE 
DI DAPHNIA MAGNA 

2A1 Morfologia e biologia 

La Daphnia magna è un crostaceo d'acqua 
dolce di piccole dimensioni (non supera i 5 mm di 
lunghezza) con forma ovalare, compressa lateral
mente. Esso è caratterizzato da una struttura 
bivalve saldata dorsalmente (carapace) che rac
chiude l'intero organismo ad eccezione del capo. 
Quest'ultimo presenta un singolo occhio compo
sto, fortemente pigmentato, un ocello di dimen
sioni minori e due paia di antenne di cui le secon
de, biramose e molto sviluppate, hanno funzione 
natatoria. 

La trasparenza del carapace permette di os
servare alcuni organi all'interno del corpo del
l'animale quali il cuore, capace di 300 pulsazioni 
al minuto, localizzato dorsalmente nella regione 
postcefalica, l'intestino medio, chiaramente visi
bile quando contiene materiale alimentare, e gli 
avari, situati lateralmente allo stesso. 

La regione toracica, anch'essa racchiusa nel 
carapace, è dotata ventralmente di una serie di 
appendici (atti toracici) provviste di setole a fun
zione filtrante deputate alla raccolta delle parti
celle alimentari disperse nell'acqua. Queste ulti
me, rappresentate da alghe, protozoi, batteri, come 
pure da detrito, una volta filtrate, vengono trasfe
rite alla apertura orale, triturate dall'apparato 
boccale e quindi passate all'intestino per la dige
stione, che avviene in tempi variabili da 30 minuti 
a 3 ore. 

L'accrescimento della dafnia avviene per stadi 
(mute), in modo discontinuo, con rigetto ad ogni 
stadio del vecchio esoscheletro che viene sostitui
to con uno di nuova formazione. Nella femmina 
sessualmente matura l'esoscheletro viene abban
donato dopo ogni parto. 

Tra i maschi e le femmine esistono fmti diffe
renze di forma (dimorfismo sessuale), tra cui la 
più evidente è rappresentata dalla taglia: le fem
mine presentano maggiori dimensioni raggiun
gendo allo stadio adulto i 4-5 mm di lunghezza 
corporea. I maschi invece non superano i 2-3m m. 

Nel ciclo vitale della dafnia (60-100 giorni a 20 
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°C) possono essere descritte due modalità ripro
duttive che dipendono dalle condizioni ambienta
li. Quando queste sono favorevoli il popolamento 
è costituito, quasi esclusivamente, da individui di 
sesso femminile dalle cui uova schiudono, senza 
fecondazione, altre femmine in grado di riprodur
si a loro volta con lo stesso meccanismo (patteno
genesi). Viceversa in condizioni sfavorevoli si ha 
la riproduzione sessuata con l'intervento di indi
vidui di sesso maschile. 

2Al.l Riproduzione partenogenetica 

Le uova maturate nei due ovari situati lateral
mente all'intestino passano nella camera di incu
bazione, localizzata dorsalmente, nel cui interno 
completano lo sviluppo. Quest'ultimo può essere 
frazionato in almeno cinque fasi di diversa dura
ta, corrispondenti ad altrettanti livelli di differen
ziazione degli embrioni. A 20 oc lo sviluppo si 
completa in un arco di tempo compreso fra 2 e 3 
giorni con la schiusa di individui già sostanzial
mente identici all'adulto. Poco dopo il rilascio dei 
neonati la femmina muta e depone un nuovo 
gruppo di uova nella camera di incubazione, riat
tivando il ciclo descritto. 

Entro 7-10 giorni dalla nascita la dafnia dà 
luogo alla prima schiusa, composta in media da 
una decina di individui. TI numero di neonati 
aumenta nelle schiuse successive, generalmente 
non oltre la quinta, collocandosi fra 20 e 50 o più, 
in dipendenza delle condizioni ambientali e dello 
stato nutrizionale della madre. 

2A1.2 Riproduzione sessuata 

In condizioni ambientali sfavorevoli, da alcu
ne delle uova pattenogenetiche si sviluppano in
dividui di sesso maschile e contemporaneamente 
alcune femmine producono un diverso tipo di 
uova (a corredo aploide) in numero massimo di 
due che vengono fecondate dai maschi. A fecon
dazione avvenuta il carapace della femmina "ses
suata", in corrispondenza della camera di incuba
zione si scurisce e si inspessisce avvolgendo le 
uova fecondate in una struttura protettiva detta 
efippio, che verrà abbandonato alla successiva 
muta unitamente all'esoscheletro. Dall'efippio 
potranno schiudere l o, più raramente, 2 indivi
dui di sesso femminile. 

Gli individui che hanno pa1tecipato alla fase 
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sessuata possono riprendere la normale riprodu
zione partenogenetica in condizioni ambientali 
favorevoli. 

2.B 
ALLEVAMENTO DI 
DAPHNIAMAGNA 

2.B.l Strumentazione 

Oltre alla normale strumentazione di labora-
torio sono necessari: 

un sistema di illuminazione che consenta di 
ottenere 1000 lux a livello delle vasche (lam
pade fluorescenti con indice di resa cromatica 
~ 90) fornito di temporizzatore per il control
lo del fotoperiodo; 
un sistema di termoregolazione atto al mante
nimento della temperatura nell'ambito di 20 
± 2 oc; 
un sistema di aerazione a bassa portata e 
pressione fornito di diffusori a pietra porosa 
del tipo da acquario; 
un misuratore di ossigeno disciolto; 
una camera di conta e microscopio o contatore 
automatico di particelle; 
vasche in tutto vetro con una capacità di circa 
5L. 
Tutti gli accessori destinati ad entrare in con

tatto con l'acqua di allevamento non devono rila
sciare sostanze tossiche. Vetro borosilicato e pla
stiche fluorurate sono da preferire in tutti i casi in 
cui sia possibile. 

2.B.2 Acqua 

Per l'allevamento della dafnia le acque di rete 
non clorate, di falda o di un corpo idrico superfi
ciale sono tutte potenzialmente utilizzabili pur
ché non contaminate. Sono da preferire quelle 
che presentano una sufficiente stabilità delle ca
ratteristiche chimico fisiche. 

Qualunque sia l'acqua prescelta, l'aerazione 
per 24 ore ed un trattamento con carbone attivo, 
preceduti nel caso di acque superficiali da filtra
zione su membrane di 0,22 f.J.m, assicurano un 
netto miglioramento della qualità. Se necessario, 
l'acqua trattata va corretta in alcuni dei suoi 
costituenti maggiori per ottenere approssimati
vamente una durezza di 150 mg CaCOiL, un 
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rapporto Ca/Mg= 4 e Na/K= 10. La diluizione 
viene effettuata con acqua deionizzata o distillata, 
filtrata su carbone attivo, o con acqua Milli Q, 
mentre gli aumenti di concentrazione si ottengo
no per aggiunta di sali di grado analitico (es. 
CaC1

2
, MgS04, NaHC03, KCl, ecc.). 

L'acqua così preparata va saggiata per verifi
carne l'idoneità all'allevamento di Daphnia ma
gna. A questo scopo si utilizza un gruppo di alme
no dieci organismi, di età inferiore alle 24 ore, 
mantenuti in 500 mL di acqua ed alle condizioni 
previste per l'allevamento. Ogni 48 ore si provve
de al trasferimento in altri 500 mL di mezzo 
fresco, all'aggiunta di cibo nelle quantita indicate 
(cfr. paragrafo 2.B.6) ed alla conta, previa rimo
zione, dei dafnidi prodotti. 

La prova ha una durata di circa 14 giorni, 
corrispondenti a. tre schiuse. Le condizioni di 
idoneità dell'acqua di allevamento si hanno se: 

la prima schiusa avviene entro il nono giorno; 
il numero medio complessivo di neonati per 
femmina dopo tre schiuse è superiore a 20 e 
preferibilmente prossimo a 60; 
se la mortalità non supera il 20%. 
Il prolungamento della prova oltre la terza 

schiusa è comunque consigliabile offrendo mag
giori garanzie di idoneità. 

2.B.3 Tcrmoregolazione 

La temperatura per il mantenimento di Daph
nia magna è di 20 ± 2 °C. 

2.B.4 illuminazione 

Le vasche di allevamento vengono illuminate, 
con un fotoperiodo di 16 ore di luce e 8 di buio. 

2.B.5 Ossigenazione 

Nelle vasche di allevamento viene mantenuta 
una concentrazione di ossigeno disciolto superio
re a 6 mg/L insuffiando aria mediante dei diffuso
ri. Quest'aria può contenere contaminanti che 
vanno rimossi per passaggio su ca1tuccia di car
bone attivo o di altro materiale adsorbente. 

2.B.6 Alimentazione 
e mantenimento 

La dieta per il mantenimento in coltura di 
Daphnia magna è costituita da due organismi 
unicellulari; un'alga verde Selenastrum capricor
nutum ed un lievito Saccharomyces cerevisiae 
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(cfr. paragrafi 2.B.7 e 2.B.8). Sia la sospensione 
algale che quella di lievito vengono somministra
te quotidianamente in quantità tali da assicurare 
una densità nelle vasche di allevamento di circa 
300.000 cellule/mL per ciascuno dei due organi

. smi. La somministrazione può avere luogo a gior
ni alterni e, in questo caso, i volumi delle sospen-
sioni cellulari vanno raddoppiati. n permanere 
della torbidità del mezzo acquoso può costituire 
un indice visivo in base al quale rinviare la som
ministrazione del cibo. 

Il rinnovo parziale e bisettimanale dell'acqua 
delle vasche come pure il controllo della densità 
ad un massimo di circa 100 individui/L costitui
scono condizioni necessarie per una corretta con
duzione dell'allevamento. A questo fine occorre 
inoltre effettuare il trasferimento periodico (15-
20 giorni) di alcuni organismi, in attiva riprodu
zione partenogenetica, ad una vasca contenente 
cibo e mezzo freschi. 

E' consigliabile mantenere contemporanea
mente almeno due vasche, evitando in tal modo 
che un qualsiasi inconveniente comporti la perdi
ta dell'organismo. L'allestimento di queste va
sche è utile che sia sfalsato di alcuni giorni al fine 
di disporre in modo pressoché continuo dei dafni
di necessari alla sperimentazione. 

2.B.7 Coltura algale 

La cloroficea Selenastrum capricornutum vie
ne allevata in un mezzo di coltura allestito con le 
seguenti modalità. Si preparano quattro soluzio
ni in acqua bidistillata o Milli Q filtrata su mem
brana da 0,22 ,u m dei sali di seguito indicati: 

1- NaN03 25,500 gjL 
MgCl2 ·6H20 12,164 gjL 
CaCl2 •2H

2
0 4,410 gjL 

H 3B03 185,520 mg/L 
MnCl2 ·4HzO 415,380 mg/L 
ZnCl2 3,270 mg/L 
CoCl2 ·6H20 1,428 mg/L 
CuCl2 ·2HzO 0,012 mg/L 
Na2Mo04·2H20 7,260 mg/L 
FeCl3 ·6H20 160,000 mgjL 
Na2EDTA·2H20 300,000 mg/L 

2- MgS0
4
·7H

2
0 14,700 gjL 

3- ~HP04 1,044 gjL 

4- NaHC03 15,000 g/L 
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Il mezzo di coltura è ottenuto diluendo 2 mL di 
ciascuna soluzione al volume finale di 1litro, con 
acqua bi distillata o Milli Q filtrata su 0,22 ,um. Il 
mezzo viene inoculato in modo da ottenere una 
densità iniziale di circa 200.000 cellulejmL. Le 
alghe vengono incubate a 20 ± 2 oc e con una 
illuminazione di circa 4000 lux fornita da lampa
de fluorescenti cool-white con fotoperiodo di 16 
ore di luce. 

La sospensione algale è mantenuta in agita
zione continua insufflando aria filtrata e, dopo 5-
6 giorni di incubazione, raggiunge di norma una 
densità prossima ai 9-10 milioni di cellulejmL. 
La biomassa algale viene separata dai residui del 
mezzo di coltura mediante centrifugazione (400 
RCF per 5-1 O m in). Il soprana tante viene scartato 
e le alghe ridisperse in acqua di allevamento con 
durezza ridotta a 30-50 mg CaC0

3
/L. Si fa segui

re una seconda centrifugazione e quindi si proce
de alla raccolta delle alghe. 

Le cellule, risospese nello stesso tipo di acqua 
usata per i lavaggi in modo da ottenere una densi
tà d'impiego che è di circa 100 milioni di cellule/ 
mL, sono conservabili al buio ed alla temperatura 
di 4 °C. In tali condizioni le cellule algali si man
tengono vitali per oltre 30 giorni e potranno esse
re utilizzate per inoculare la coltura successiva. 

2.B.8 Sospensione di lievito 

Il lievito Saccharomyces cerevisiae, reperibile 
in confezioni commercializzate per la panificazio
ne, viene disperso in acqua di durezza 30-50 mg 
CaC0

3
/L ottenuta per miscelazione dell'acqua di 

allevamento con bidistillata o Milli Q. La densità 
di impiego è di circa 100 milioni di cellule/mL. 
Anche la sospensione di lievito è conservabile al 
buio ed alla temperatura di 4 °C. 

2.B.9 Idoneità degli organismi 

E' oppo1tuno verificare periodicamente le con
dizioni generali di allevamento. A questo fine si 
può ricorrere all'esame visivo del contenuto lipi
dico degli organismi, indice lipidico (Tessier e 
Goulden, 1982), come pure ad una sostanza tossi
ca di riferimento. Per quest'ultima si propone il 
bicromato di potassio di cui si determina la 
24hEC

50 
nelle condizioni sperimentali indicate 

dal metodo. 
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,2.C 
CALCOLO DELLA EC

50 

2.C.1 Introduzione 

Vengono proposti tre metodi per il calcolo 
della EC50 e dei relativi limiti fiduciali. La corretta 
applicazione del primo metodo richiede che i ri
sultati del saggio comprendano almeno due effet
ti parziali, diversi cioè da immobilizzazione O e 
100%, quantunque esso possa fornire una stima 
della EC50 e dei limiti di confidenza anche con un 
solo risultato parziale. n secondo metodo viene 
utilizzato in assenza di effetti intermedi fra O e 
100% e quando non siano necessarie pa1ticolari 
informazioni sulla relazione concentrazione/ef
fetto del tossico in esame. E' proposto infine un 
terzo metodo di calcolo, disponibile come pro
gramma per personal computer, la cui applicabi
lità necessita di almeno due risultati parziali. 

2.C.2 Metodo 1: Litchfield e Wilcoxon 
(metodo semplificato) 

2.C.2.1 Retta concentrazione/effetto 

Si tabulano le concentrazioni di sostanza o le 
percentuali (v /v) di effluente saggiate e le corri
spondenti percentuali cumulative di organismi 
immobilizzati ( = 100 • n/20). Non si considerano 
più di due concentrazioni consecutive che hanno 
causato la completa immobilizzazione (100%) e 
parimenti non più di due che hanno determinato 
effetto nullo (0%). 

Tab. 2.C.l 

Escludendo gli effetti O e 100%, si rappresen
tano su carta logaritmo-probabilistica le percen
tuali di organismi immobilizzati in funzione delle 
concentrazioni corrispondenti. Queste ultime sono 
riportate sulla scala logaritmica e gli effetti sulla 
scala delle ordinate. Si traccia la retta che meglio 
approssima i punti ottenuti, privilegiando quelli 
compresi fra il40 e il 60% di effetto. Utilizzando la 
retta si leggono e si tabulano gli effetti attesi per 
ciascuna delle concentrazioni saggiate, scartando 
quelle il cui effetto atteso risulti inferiore a 0,01 o 
superiore a 99,99. n grafico viene completato rap
presentando anche le concentrazioni che hanno 
prodotto effetto O e 100%. A questo scopo si legge 
sulla retta tracciata l'effetto atteso per tali con
centrazioni e si riporta in grafico il corrisponden
te valore corretto secondo le indicazioni della 
Tab. 2.C.l. 

Se la retta ottenuta risultasse insoddisfacente 
si traccia una nuova retta e si ripetono i passaggi 
descritti. 

2.C.2.2 Test del Chi2 

Si calcolano e si tabulano le differenze tra i 
valori osservati (o corretti) ed i valori attesi. Me
diante il nomogramma di Fig. 2.C.l, per ciascuna 
differenza vien determinato e tabulato il corri
spondente contributo al Chi2 • Si sommano poi i 
singoli contributi e si moltiplica il totale per il 
numero medio di animali saggiati per concentra
zione, calcolando a questo scopo, il rappo1to fra il 
numero complessivo di organismi usati per le sole 
concentrazioni rip01tate in grafici e il numero 
delle medesime ( = K). 

Valori corretti per effetto O e 100%: Es.: Ad un valore atteso di 98,6% corrisponde un valore corretto di 99,5% 

Atteso o l 2 3 4 5 6 7 8 9 

o - 0,3 0,7 1,0 1,3 1,6 2,0 2,3 2,6 2,9 
lO 3,2 3,5 3,8 4,1 4,4 4,7 4,9 5,2 5,5 5,7 
20 6,0 6,2 6,5 6,7 7,0 7,2 7,4 7,6 7,8 8,1 
30 8,3 8,4 8,6 8,8 9,0 9,2 9,3 9,4 9,6 9,8 
40 9,9 10,0 10,1 10,2 10,3 10,3 10,4 10,4 10,4 10,5 
50 - 89,5 89,6 89,6 89,6 89,7 89,7 89,8 89,9 90,0 
60 90,1 90,2 90,4 90,5 90,7 90,8 91,0 91,2 91,4 91,6 
70 91,7 91,9 92,2 92,4 92,6 92,8 93,0 93,3 93,5 93,8 
80 94,0 94,3 94,5 94,8 95,1 95,3 95,6 95,9 96,2 96,5 
90 96,8 97,1 97,4 97,7 98,0 98,4 98,7 99,0 99,3 99,7 
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n dato così ottenuto rappresenta il valore del 
Chi2 della retta in esame. n numero dei gradi di 
libertà è dato dal numero di concentrazioni rap
presentate in grafico diminuito di due unità 
(G.L.=K-2). Se il ChF della retta è inferiore al 
valore riportato in Tab. 2.C.2 per n gradi di liber
tà, significa che la retta tracciata approssima in 
modo soddisfacente i risultati sperimentali. In 
caso contrario si traccia una nuova retta che pos
sa approssimare meglio i dati ottenuti e si ripete 
l 'esame descritto. 

EFFETTO EFFETTO OSSERVATO 
ATTESO IN% MENO ATTESO 

50 50 50 
70 30 40 
80 20 30 

20 
90 lO 

95 6 10 

96 4 

97 3 
5 

98 2 4 

3 

99 1,0 2 

99,5 .5 

99.6 .4 

99.7 .3 
.5 

99.8 .2 
.4 

.3 

99.9 . l .2 

99.95 .05 .l 

99.96 .04 

99.97 .03 

99.98 .02 
.05 

19 

Tab. 2.C.2 
Valori di ChF (P=0,05) 

Gradi di libertà (G.L.) Chi2 

l 3,84 
2 5,99 
3 7,82 
4 9,49 
5 11,1 
6 12,6 
7 14,1 
8 15,5 
9 16,9 
lO 18,8 

Chi2 
2.0 

1.0 

.50 

.40 

.30 

.20 

.10 

.05 

.04 

.03 

.02 

.01 Fig. 2.C.l 
Nomogramma dei 
contributi al ChF. La 

.005 retta che congiunge il 

.004 
valore ottenuto dalla 

.003 
differenza tra l'effet-

.002 to osservato e quello 
atteso con il corri-

.001 
spandente effetto at-
teso indica, nel punto 
di intersezione con la 
scala del Chi2, il con-
tributo cercato. 
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2.C.2.3 EC
50 

e limiti fiduciali 

n valore della EC50 (24 o 48 h) è letto sulla 
scala logaritmica del grafico della retta, in corri
spondenza all'effetto del 50%. 

Mediante il grafico della retta si individuano le 
concentrazioni ad effetto 16 e 84% (EC

16
; EC

84
) e 

si calcola il valore della funzione S secondo la 
seguente espressione: 

Si determina il valore di N che rappresenta il 
numero complessivo di organismi saggiati alle 
concentrazioni il cui effetto atteso è compreso fra 
16 e 84% e si procede al calcolo del fattore "f' 
mediante la seguente espressione: 

f = s (2,77/../N) 
E C 50 

dove Se N hanno il significato già illustrato. I 
limiti fiduciali della EC50 al 95% di probabilità si 
ottengono come segue: 

limite superiore = EC50 • fEcso 
limite inferiore = EC50 / fEcso 

Biologia Ambientale no 5/1992 

2.C.3 Metodo 2: media geometrica 

2.C.3.1 Calcolo della EC60 

In assenza di risultati parziali la EC50 può 
essere calcolata come segue: 

EC =/(A· B) 50 

dove A è la massima concentrazione che non 
ha causato immobilizzazione (effetto 0%) e B è la 
minima che ha determinato la completa immobi
lizzazione degli organismi saggiati (effetto 100%). 

2.C.3.2 Limiti fiduciali 

La due concentrazioni A e B rappresentano i 
limiti fiduciali della EC50 con un livello di proba
bilità che dipende dal numero medio di organismi 
utilizzato per concentrazione (N). n livello di pro
babilità associato ad A e B è calcolato con la 
seguente espressione: 

p = 100 • [1-2(1j2)NJ 

Con 20 organismi per concentrazione, come 
previsto dalla presente metodologia di saggio, il 
livello di probabilità associato ai limiti fiduciali di 
A e B è superiore al 99,99%. 

2.C.4 Metodo 3: analisi dei probits 

Questo terzo metodo è proposto come pro
gramma per personal computer con sistema ope
rativo DOS versione 3.0 o successiva (Puddu, 
1989). 

Partendo dai risultati sperimentali, che devo
no comprendere due effetti intermedi tra O e 
100%, il programma fornisce la EC50 e la EC1 con 
i relativi limiti fiduciali più una serie di informa
zioni sulla retta di regressione probit e sull'anali
si statistica effettuata. 

Il programma è disponibile presso IRSA, via 
Reno l, 00198 Roma. 
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0 l L'ALLEVAMENTO DI DAPHNIA 

R de Bernardi 
Istituto Italiano di Idrobiologia, C.N.R. - Pallanza 

Riassunto 

Il problema dell'allevamento di popolazioni di 
Daphnia in condizioni di laboratorio controllate 
ha visto spesso l'utilizzo di metodologie empiri
che, a volte non completamente idonee. Poiché i 
risultati che si ottengono da esperimenti di labo
ratorio sono in larga misura influenzati dalle con
dizioni di allevamento è evidente che si debba 
arrivare ad operare in condizioni il più possibile 
standardizzate, così da poter ottenere una loro 
maggiore raffrontabilità. 

In questo lavoro, dopo aver delineato una bre
ve sintesi delle caratteristiche della biologia di 
Daphnia si analizzano e si discutono i principali 
fattori che vanno controllati fornendo altresì indi
cazioni pratiche per un corretto allevamento di 
questi organismi. 

Summary 

The culture of Daphnia in laboratory condi
tions presents a series of problems frequently 
solved on an empirica] experience, so that often 
they differ substantially from one lab to another. 
However, as the culture conditions can greatly 
influence the results obtained in the experiment 
with laboratory cultured ani mals, i t becomes more 
and more important to define standardized cul
ture techniques in arder to achieve a better com
parability. 

In this paper, after a sh01t description of the 
main biologica! characteristics of Daphnia genus, 
the most impoltant environmental factors that 
determine the success of a culture of Daphnia are 
analyzed and discussed owing to specific sugges
tion fora standardized methodology. 

La verifica sperimentale degli effetti che gli 
elementi tossici esercitano sugli organismi ac
quatici può essere convenientemente realizzata 
utilizzando organismi del genere Daphnia sia in 
prove di tossicità acuta sia in prove di effetti 
cronici. 

Questi piccoli crostacei, infatti, oltre ad essere 
presenti nella quasi totalità degli ambienti di 
acqua dolce, sono anche uno dei nodi chiave per il 
funzionamento delle reti trofiche e risultano più 
sensibili di altre specie animali o vegetali acquati
che anche a basse concentrazioni di inquinanti. 

3.1 Generalità sul genere Daphnia 

La posizione sistematica del genere Daphnia 
può essere così schematicamente riassunta (Scour
field e Harding, 1958): Classe Crustacea, Sotto
classe Brachiopoda (Entomostraca), Ordine Cla
docera, Sottordine Calyptomera, Famiglia Daph
nidae. 

Le strutture esterne che caratterizzano la mor
fologia di una Daphnia (Fig. 3.1) sono il capo e il 
carapace che racchiude il corpo e termina gene
ralmente in una spina. Sulla pa1te distale del 
capo sono inserite le seconde antenne che rappre
sentano l'organo locomotore e le prime antenne 
che hanno funzione sensoria. Il carapace è costi
tuito da due valve aperte ventralmente e protegge 
tutto il corpo, vale a dire organi ed apparati e il 
postaddome. Per quanto riguarda le dimensioni 
che i Dafnidi possono raggiungere, si ha una forte 
variabilità sia tra specie diverse sia all'interno di 
una singola specie. All 'interno di una singola 
specie, infatti, le dimensioni che l'adulto raggiun
ge dipendono dalla disponibilità di cibo: se questa 
disponibilità è scarsa, l'individuo cresce soltanto 
fino alla maturità riproduttiva; se la disponibilità 
è elevata l'accrescimento è continuo per tutta la 
sua esistenza. Indipendentemente dalle dimen
sioni, le variazioni morfologiche che si possono 
avere tra una specie e l'altra riguardano soprat
tutto le dim ensioni relative dell'area del capo 
rispetto all 'area del corpo. Infatti, il rappo1to area 
capo/ area corpo può variare da 1,4 di Daphnia 
cephalata a 0,1 diDaphnia nivalis (Herbert, 1977). 

Gli organismi appattenenti alla famiglia dei 
Dafnidi sono tutti filtra tori. Il loro cibo è costitui
t o da alghe, batteri, protozoi e pa1ticelle di detrito 
organico. Il movimento degli arti determina un 

IRSA (1991): At ti della Giornata di studio "P resentazione del Sag1,>io di Tossicità con D aphnia", 
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flusso di acqua verso la regione cefalica; questo 
flusso è portato ad un filtro, posto sulle appendici 
toraciche, costituito da strutture a pettine forma
te da setole che trattengono le particelle in so
spensione nell'acqua. Le dimensioni delle parti
celle trattenute non sono note con esattezza. Al
cuni autori (Burns, 1968; Nadin-Hurley e Dun
can, 1976) hanno prospettato che la dimensione 
delle particelle ingerite sia direttamente propor
zionale alla dimensione della Daphnia. L'assimi
lazione varia notevolmente a seconda dei tipi di 
alghe ingerite. Si passa, ad esempio, dal 90-100% 
per Cryptomonas eAnkistrodesmus all'll-15% di 
Gloeocystis e Oocystis (Schindler, 1970). L'effi
cienza con la quale un particolare cibo è assimila
to dipende dalla sua abbondanza: alle alte concen
trazioni l'efficienza di assimilazione diminuisce, 
probabilmente perché il cibo passa troppo rapida
mente nel canale intestinale e la digestione non è 
completa (Schindler, 1970). 

I Dafnidi abitualmente si riproducono per par-

Fig. 3.1 
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setole - ---\ 
addominali 

3.2 

tenogenesi e le popolazioni sono quasi esclusiva
mente costituite da femmine. Diventano ripro
duttivi dopo 5-8 stadi giovanili in rapporto alle 
disponibilità alimentari (Hrbackva, 1974) e, una 
volta diventati adulti, dopo ogni muta, producono 
una nuova covata di uova. Le uova vengono depo
sitate e si sviluppano in una camera incubatrice 
dorsale e i giovani neonati sono molfologicamen
te simili agli adulti. 

n numero di uova per covata è molto variabile 
da specie a specie e dipende direttamente dalle 
dimensioni della madre e dalla quantità di cibo a 
sua disposizione. 

Se il cibo a disposizione possiede solo l'energia 
necessaria al mantenimento metabolico di base, 
l'animale non produce uova. Ciò è stato constata
to in popolazioni sperimentali allevate in condi
zioni di cibo limitate (Slobodkin, 1954; Corigliano 
e de Bernardi, 1978; de Bernardi, Lacqua e Salda
vini, 1978). 

In condizioni normali, le uova partenogeneti-

margine dorsale 
del carapace 

o vario 

processi addominali 

Rappresentazione schematica della struttura anatomica di una femmina partenogenetica di Daphnia 
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che danno luogo ad una progenie femminile, ma 
quando una femmina è in condizioni di stress o di 
affollamento essa può produrre maschi (Banta e 
Brown, 1929). Dopo la produzione di maschi le 
femmine adulte della popolazione producono uova 
che di norma devono essere fecondate per potersi 
sviluppare. Queste uova sono rinchiuse in una 
struttura protettiva e il tutto viene detto efippio. 
Le uova durature restano allo stato di efippio per 
lunghi periodi depositate nei sedimenti litorali o 
profondi e si schiudono quando le condizioni am
bientali permettono ai neonati una vita tollerabi
le. n significato delle uova efippiali è pertanto 
quello di permettere alla specie di superare perio
di di difficile sopravvivenza, quali bassa tempera
tura, siccità, insufficienza di cibo a causa del so
vraffollamento, ecc., ma anche quello di permet
tere un rimescolamento del patrimonio genetico. 

Per le peculiari caratteristiche della biologia 
dei singoli individui e della struttura delle popola
zioni da essi formate, i Cladoceri appa1tenenti 
alla famiglia dei Dafnidi sono molto adatti a studi 
di laboratorio su dinamica di popolazione o in 
ecotossicologia. Slobodkin (1954) indica una serie 
di motivi per cui i Cladoceri sono da preferire ad 
altri animali per quanto riguarda la sperimenta
zione nel campo della dinamica di popolazione o 
per test ecotossicologici: 
a) la riproduzione pa1tenogenetica consente di 

ottenere popolazioni composte da individui 
con materiale genetico praticamente identico, 
il che permette di eliminare i fattori legati a 
riproduzione sessuata e a fenomeni genetici, 
che complicano l'analisi della struttura della 
popolazione nel tempo e possono sovrapporsi 
alle variazioni legate ai fenomeni biologici ed 
agli ambienti che costituiscono l'oggetto di 
indagine; 

b) non esistono serie difficoltà per ottenere popo
lazioni sperimentali perché richiedono un eco
sistema abbastanza semplice; 

c) producono le uova in una camera incubatrice 
dorsale trasparente e si può quindi, attraverso 
il loro conteggio al microscopio, stimare il po
tenziale riproduttivo della popolazione; 

d) ad eccezione della comparsa di efippi, peraltro 
poco incidente sulle variazioni di densità e di 
composizione della popolazione, e comunque 
legata ad eventi da considerarsi eccezionali, 
non ci sono stadi !arvali che rendono difficile la 
tecnica di conteggio della popolazione; 

e) si nutrono filtrando il materiale sospeso nel 
mezzo di coltura e quindi non sono obbligati a 
spostamenti per la ricerca del cibo; 

f) le loro dimensioni sono tali da permettere di 
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ottenere popolazioni sufficientemente nume
rose (1000-1500 individui) in un volume d'ac
qua relativamente modesto (500 ml). 
La coltura di Daphnia in laboratorio anche in 

grandi quantità, come detto, non presenta parti
colari difficoltà operative, tuttavia occorre tenere 
presenti alcune essenziali precauzioni. Queste 
precauzioni, ovviamente, diventano ancora più 
restrittive quando si passi dall'allevamento di 
colture madre alla realizzazione di piani speri
mentali specifici. 

3.2 Recipiente 

L'allevamento di colture madre o di manteni
mento degli stocks può essere realizzato molto 
semplicemente in comuni acquari. Al fine di evi
tare che il materiale costituente l'acquario possa 
rilasciare nell'ambiente sostanze tossiche è op
pottuno e preferibile usare acquari in vetro o 
ancora meglio in pirex o comunque di materiali 
plastici per i quali si sia accettata l'innocuità nei 
confronti degli organismi che si devono allevare, 
quali ad esempio teflon, polietilene e plexiglas 
mentre acquari in PVC e nylon possono risultare 
tossici. 

Le dimensioni degli acquari possono essere 
molto variabili e vanno calibrate in rapp01to al 
numero di individui che si vogliono allevare. Tut
tavia, in colture di massa è oppottuno tenere 
presente che la densità di popolazione tende a 
crescere col tempo dando quindi luogo ad una 
riduzione del volume a disposizione di ogni indi
viduo e di conseguenza anche ad una diminuzio
ne delle disponibilità alimentari. 

Anche la forma del recipiente può risultare di 
una celta imp01tanza; infatti, in recipienti ret
tangolari le condizioni di luce e turbolenza del
l'acqua possono determina re l'aggregazione degli 
animali in aree ristrette. In generale sono quindi 
da preferire vasch e a sezione circolare. 

Nella maggior patte dei casi l'aerazione del
l'acqua di coltura non si rende necessaria, ma, se 
del caso, questa deve essere realizzata, dopo op
portuna filtrazione su carbone attivo, con un flus
so molto modesto per evitare la cattura di bollici
ne nel carapace che provocherebbe il galleggia
mento degli individui incapaci di rompere la ten
sione superficiale e quindi destinati a m01te. Per 
lo stesso motivo si dovrà anche curare il rapp01to 
superficie libera/volume del contenitore mante
nendolo quanto più basso possibile. E' da rileva
re, al proposito, che non esistono indicazioni spe
cifiche, ma che la scelta si è spesso basata su 
esperienze empiriche. 
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3.3 Acqua 

Come liquido di coltura si potrà utilizzare 
dell'acqua proveniente da ambienti naturali o, in 
mancanza di questa, della comune acqua di rubi
netto. In entrambi i casi è comunque indispensa
bile accertarsi che l'acqua usata non contenga 
inquinanti che possano danneggiare gli organi
smi che si vogliono allevare. N el caso si disponga 
di acqua di lago o di stagno è necessaria una sua 
preventiva filtrazione su filtri con apertura di 
luce massima di 0,4-0,5 f.1.m, così da eliminare 
altri organismi che potrebbero svilupparsi negli 
acquari e competere con le Dafnie per spazio e 
alimento. N el caso normalmente più frequente 
che si debba far ricorso ad acqua di rubinetto è 
opportuno che questa venga lasciata stabulare 
per circa 24-48 ore onde ridurre fortemente la 
presenza di cloro abitualmente impiegato per la 
potabilizzazione. 

Durante la realizzazione di esperimenti speci
fici e in caso di dubbi sulla qualità dell'acqua 
disponibile è comunque opportuno utilizzare "ac
qua artificiale" a composizione ionica nota (Tab. 
3.1) . 

Tab. 3.1 
Composizione ionica di "acqua artificiale" idonea 
per colture di Daphnia e di altri organismi 
acquatici (da Vollenweider e Saraceni, 1964) 

Ioni mgjl 

Ca 53,7 
Mg 15 
N a 3,75 
K 3,1 

HC03 152,5 
S04 59,23 
Cl 1,8 
N 5 
p 0,45 
Si 2,3 
Fe 0,09 
M n 0,002 

Conducibilitàf.l.S/18 oc 390 
p H 8,45 

E' impattante sottolineare che gli organismi 
appartenenti al genere Daphnia sono particolar
mente sensibili a cambiamenti dell'acqua nella 
quale vengono allevati. E' quindi raccomandabile 
che i cambi d'acqua, quando necessari, avvenga
no in maniera graduale e parziale, così da permet-
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tere un adattamento degli individui in coltura. 
Secondo Peters (1987) non esiste una compo

sizione dell'acqua di coltura che possa definirsi 
ottima per l'allevamento di Daphnia; tuttavia, 
acque ad elevata durezza sembrano essere prefe
ribili (Murphy, 1970; Levis and Maki, 1981), cosi 
pure povere in potassio che sembra avere effetti 
negativi sul potenziale riproduttivo. 

3.4 Temperatura 

La temperatura influenza in maniera rilevan
te i tassi di crescita, sviluppo e riproduzione delle 
Dafnie. Così è oppottuno operare un corretto 
controllo delle temperature di allevamento. Abi
tualmente il range ottimale di temperatura alla 
quale allevare Daphnia varia da 15 a 24 °C. A 
seconda della specie utilizzata e a seconda del 
fatto che essa, negli ambienti in cui vive compia o 
meno migrazioni verticali, la temperatura am
bientale potrà essere fluttuante o costante. 

La maggior parte degli autori sembra, tutta
via, concordare nel fatto che temperature costan
ti attorno ai 20 oc siano generalmente preferibili 
anche perché più facilmente ottenibili in maniera 
controllata. 

3.5 Luce 

Le colture possono essere mantenute illumi
nate con luce naturale indiretta, evitando che i 
raggi del sole incidano direttamente sulla vasca. 
In questo caso anche il fotoperiodismo sarà quello 
naturale. 

La maggior patte degli autori sembra comun
que preferire condizioni di illuminazione attifi
ciale ottenuta per mezzo di lampade a fluorescen
za a luce bianca e fredda. Nel caso di illuminazio
ne attificiale si dovrà dare preferenza a lampade 
di tipo "daylight" (Philips TL 33-bianca) che pre
sentano uno spettro di emissione molto simile a 
quello della luce naturale. 

Anche nel caso di illuminazione attificiale è 
preferibile una sorgente diffusa ad una sorgente 
puntiforme che potrebbe causare un aggregarsi 
di individui in aree ristrette dell'acquario (Paf
fenhofer, 1970), con una intensità che può variare 
da 0,5 a 5 W m·2 ma comunque sempre inferiore a 
5,5 W m·2 (Vijverberg, 1989). 

Anche la durata del fotoperiodo può risultare 
imp01tante in quanto ad esso è spesso legata nei 
Cladoceri la produzione di uova efippiate. Un 
fotoperiodo di 10 ore di buio e 14 di luce sembra 
essere il più adeguato ad una buona crescita delle 
popolazioni. 
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3.6 Alimentazione 

Uno dei punti più importanti per assicurare la 
continuità delle popolazioni in allevamento è quel
la di garantire loro una costante disponibilità di 
alimento. Poiché le Dafnie sono organismi filtra
tori ad ampio spettro alimentare, sia un alimento 
basato sul detrito che un alimento a base di alghe 
planctoniche uni cellulari possono risultare ugual
mente appropriati. 

Nella scelta dell'alimento più idoneo per la 
specie che si intende allevare si deve comunque 
tener conto del fatto che la selezione del cibo nei 
Cladoceri è generalmente basata su una combi
nazione di una selezione attiva in base al gusto 
delle particelle (De Mott, 1986), e di una selezione 
passiva in rappotto alle loro dimensioni (Persson, 
1985), quest'ultima in larga misura influenzata 
dalle dimensioni delle ape1ture dell'apparato di 
filtrazione e quindi variabile con l'età e la specie. 

In generale, si considera che le dimensioni 
massime delle patticelle alimentari che possono 
essere ingerite non sono superiori ad 1/50 delle 
dimensioni corporee dell'individuo (Hrbacek, co
municazione personale). 

Un metodo per la preparazione di un terreno 
di coltura per Daphnia essenzialmente basato 
sulla catena del detrito è quello descritto da Banta 
(1937). Molto succintamente il metodo consiste 
nel preparare 10 litri d'acqua nei quali vengono 
fatti macerare per 3 giorni a 15-20 oc l kg di 
terreno di giardino e 200 g di stallatico di cavallo. 
Dopo oppottuna filtrazione l'acqua così ottenuta 
diventa una buona soluzione base che diluita 
serve ottimamente quale terreno per colture di 
Daphnia. 

La maggior patte degli autori, tuttavia, prefe
risce oggi usare metodi di produzione di alimento 
per Daphnia basati su colture monospecifiche 
non axeniche di alghe planctoniche. General
mente si fa uso di alghe verdi appattenenti ai 
generi Scenedesmus, Ankistrodesmus, Selena
strum o ad alghe flagellate come Chlamydomonas 
ed Euglena. Queste ultime hanno il vantaggio di 
presentare una elevata capacità di mantenersi in 
sospensione e di non sedimentare rapidamente 
sul fondo dell'acquario. 

L 'alimentazione, a base di colture algali mo
nospecifiche, può essere convenientemente inte
grata con sospensioni di lievito di birra, al fine di 
fornire uno spettro alimentare più completo da 
un punto di vista energetico. 

Quando si usano alghe provenienti da colture 
è oppottuno che queste vengano fornite alle Daf
nie dopo una centrifugazione che le separi dal 
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terreno di coltura che può contenere cataboliti 
algali o altri composti indesiderati. Inoltre, per lo 
stesso motivo, è indispensabile che si faccia uso 
sempre di alghe provenienti da colture mantenu
te in fase esponenziale di crescita e mai da colture 
senescenti. 

Quando non determinata direttamente dalle 
necessità sperimentali la quantità di cibo nelle 
colture di Daphnia deve essere tale da non limita
re pesantemente la possibilità riproduttiva della 
popolazione e, per quanto possibile, mantenuta 
su valori costanti nel tempo. 

Uno degli errori nei quali molto spesso si in
corre per evitare che l'alimento sia scarso è quello 
di eccedere nella quantità; un eccesso di alimento 
può, infatti, tra l'altro, provocare un intasamento 
degli apparati di filtrazione e determinare la mor
te delle Dafnie. Come regola generale l'alimento 
aggiunto alle colture dovrà non superare le 100 
cal · 1·1 o 105-106 cellule ml·1 che corrisponde ad 
imprimere all'acqua una appena accentuata opa
lescenza verdognola. 

Diversi sono i metodi che possono essere uti
lizzati per valutare la quantità di cibo da fornire 
alla Daphnia: dalla misura della concentrazione 
di clorofilla, al conteggio diretto delle cellule alga
li, alla determinazione del carbonio organico par
ticellato, ecc. Un metodo semplice molto rapido e 
sufficientemente preciso è quello della combu
stione umida o micro-C.O.D. che permette di 
esprimere le disponibilità alimentari direttamen
te in cal · 1·1• Data la sua versatilità si ritiene utile 
fornire le procedure per il suo impiego in appen
dice 3.A. 

3. 7 Sistemi automatizzati di coltura 

Accanto ai metodi sopra descritti esiste la pos
sibilità di utilizzare sistemi in continuo che ridu
cono fottemente la necessità di intervento ester
no e permettono di ottenere una buona crescita 
delle popolazioni di Daphnia. Tali metodi si basa
no in generale su sistemi strumentali automatici 
che ricostruiscono per certi versi una catena ali
mentare attificiale che va dai nutienti algali allo 
zooplancton erbivoro e volendo anche ad anelli 
gerarchicamente superiori. 

Di rilievo sono quelli proposti da Kersting 
(1985) che permettono la realizzazione di tre am
bienti (uno con autotrofi, l'altro con detritivori ed 
il terzo con Daphnia) che possono automantener
si con il solo imput di luce; quello proposto da 
Lampett (1975, 1976) che avendo alla base un 
chemostato può nutrire diverse colture di Daph
nia con livelli costanti di alimento; il terzo, infine, 

Biologia Ambientale no 5/1992 



De Bernardi - L'allevamento di Daphnia 

quello messo a punto da Manca, Piazza e de 
Bernardi (1988) che permette, a partire da una 
riserva di terreno di coltura per alghe, di ottenere 
una serie parallela di colture di Daphnia che 
possono essere sottoposte a diversi trattamenti 
contemporanei quali spesso si utilizzano in test 
ecotossicologici. 

Molto schematicamente il sistema strumenta
le approntato (fig. 3.2) consiste in un serbatoio 
per il terreno di coltura delle alghe, di una pompa 
peristaltica temporizzata ed a flusso variabile, di 
un sistema elettronico di controllo di una serie di 
elettrovalvole e di bottiglie di coltura di alghe e 
Daphnia poste in cascata. In particolare, l'appa
recchiatura elettronica permette la realizzazione 
di catene alimentari artificiali a più stadi e con 
rifornimento costante di alimento. n sistema con
sente, inoltre, la realizzazione contemporanea di 
più trattamenti a lungo termine in condizioni 
controllate per quanto riguarda le disponibilità 
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alimentari e, se necessario, per quanto riguarda 
sostanze tossiche, permettendo una facile realiz
zazione di test di tossicità in condizioni croniche. 

3.8 Raccomandazioni conclusive 

Una pulizia effettuata ad intervalli regolari 
degli acquari è essenziale per assicurare la bassa 
mortalità. N ella maggior parte dei casi è suffi
ciente pulire gli acquari con una spugna umida. 
Tuttavia, se si vuole allungare l'intervallo tra una 
pulizia e l'altra, è opportuno che negli acquari 
dove vengono coltivate le Dafnie venga anche 
lasciata crescere una popolazione mista di Ciliati 
e di Flagellati eterotrofi che possono contribuire 
con la loro attività a mantenere le superfici sgom
bre da popolazioni che potrebbero danneggiare la 
crescita di Daphnia. La frequenza di rinnovo del
l'acqua di coltura è in larga misura influenzata 
dalla densità delle popolazioni coltivate e quindi 

Fig. 3.2 
Schema generale di fun
zionamento: 
l - alimentatore 220 V ca: 
V cc; 
2 - orologio programmato
re; 
3 - temporizzatore regola
bile da l'a 15'; 
4- circuito sequenziale per 
la selezione dei nove cana
li; 
5 - terreno di coltura; 
6 - pompa peristaltica con 
regolazione della velocità; 
7 - elettrovalvole; 
8 - colture algali; 
9- colture zooplanctoniche 
(da Manca, Piazza e de 
Bernardi, 1988) 
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dall'accumulo nell'ambiente di cataboliti, nonché 
da una riduzione dell'ossigeno contenuto nell'ac
qua. Questo, in larga misura, dipende dall'inten
sità di grazing delle Dafnie presenti e dalla tem
peratura. E' evidente che più alta è la temperatu
ra e più alta è la densità degli individui più fre
quente dovrà essere il ricambio dell'acqua. 

La qualità dell'acqua e l'alimento fornito sono, 
infatti, gli elementi di maggiore rilievo per la 
coltivazione di Daphnia. E' raccomandabile, quan
do possibile, usare acqua proveniente da ambien
ti naturali preventivamente filtrata su un filtro 
da 0,45-0,50 flm di luce. 

Come alimento per colture di mantenimento 
possono essere usati sia detrito in sospensione 
che colture algali monospecifiche ma non axeni
che. Patticolare cura dovrà essere, inoltre, posta 
nel non eccedere nella quantità di cibo fornita 
perché questa può diventare un fattore di morta
lità per la popolazione. Nel caso si usino alghe 
vive da colture è importante che queste alghe 
provengano da popolazioni mantenute in fase 
esponenziale di crescita e comunque mai da popo
lazioni senescenti. Nel caso di utilizzo di colture 
monospecifiche di alghe come fonte alimentare le 
Cloroficee in generale rappresentano una buona 
sorgente di alimento, soprattutto con i generi 
Scenedesmus, Ankistrodesmus e Selenastrum. 

E' indispensabile che in occasione di tutte le 
manipolazioni delle colture e in fase sperimentale 
si ponga la necessaria cura per evitare che le 
Dafnie vengano a contatto con l'aria. Quando 
questo avviene, infatti, può verificarsi l'ingloba
mento nel carapace di bollicine di aria; gli animali 
verranno così costretti a galleggiare sulla superfi
cie dell'aria, incapaci di vincere la tensione super
ficiale, andando incontro a morte sicura. 
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APPENDICE 

3A 
METODO DELLA COMBUSTIONE 
UMIDA (MICRO C.O.D_) PER MISU
RARE LA CONCENTRAZIONE DI 
CIBO PERDAPHNIA, PROVENIEN
TE DA COLTURE ALGALI MONO
SPECIFICHE 

Rispetto al consueto metodo C.O.D., il micro 
C.O.D. presenta il vantaggio di una maggiore 
rapidità e dell'uso di un campione con volume 
molto più piccolo, anche se la sua precisione è 
lievemente inferiore. La sostanza organica non 
è bruciata da una sorgente esterna di calore, ma 
da una sorgente interna di calore (soluzione di 
~Cr207 in H2S04). Il metodo permette di espri
mere la concentrazione di alimento direttamente 
in cal• L-1

• 

Reagenti 

Soluzione 0,05 N di ~Crp7 in acqua distillata; 
H 2S04 per analisi (densità= 1,75) leggermen
te diluito 0/5 H20 e 4/5 H 2S04); 

10 mg di Ag2S04 in 50 mL + H 2S04 (da con
sel-vare in frigorifero in bottiglia scura per un 
massimo di due giorni); 
H 20 bidistillata; 
Soluzione standard. E' una soluzione di albu
mina e di glucosio in proporzioni tali che il suo 
contenuto calorico sia dato per il 60% dalla 
albumina e il40% dal glucosio. La sua concen
trazione deve essere tale che un mL di questa 
soluzione venga ossidata da 0,5 mL di ~Cr207 
0,05N. 
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Modo di operare: 

Un mL di campione, un mL di soluzione di 
~Crp7 , tre mL di Ag2S04 in H 2S04 si mettono 
in una provetta per analisi e si mette la provetta 
per 20 minuti nel polistirolo espanso. Si raffredda 
quindi con acqua a temperatura ambiente e si 
misura l'assorbanza a 420 nm in celle da 5 mm. 

Prima di ogni determinazione si fa un "bian
co" (determinazione dell'assorbanza senza ag
giunta di soluzioni contenenti carbonio organico) 
e uno standard (determinazione dell'assorbanza 
con aggiunta di soluzione standard). 

Per la taratura dello strumento occorre deter
minare l'assorbanza di una soluzione completa
mente ridotta di ~Cr207 , H

2
SO 

4
, Ag

2
SO 

4
, uno o 

due mg/mL di glucosio. 
Si costruisce quindi un grafico sulle cui ascisse 

sono riportate le calorie e sulle ordinate l'assor
banza. Si traccia una retta dal punto corrispon
dente al "bianco" al punto corrispondente alla 
soluzione di ~Crp7 completamente ridotta. L'as
sorbanza della soluzione standard deve cadere 
sulla retta; altrimenti bosogna dividere il valore 
teorico per quello ottenuto e moltiplicare per que
sto fattore i risultati ottenuti, che sono attendibili 
solo per i punti entro i 3/4 del grafico (Fig. 3.A.l) . 
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PROBLEMI RELATIVI AI SAGGI DI TOSSICITA' 
CONDAPHNIA 

Garbi G.", Manfredi E." e Moroni F."" 
• Istituto di Ecologia, Università- Parma 
•• IND.ECO. - Parma 

Riassunto 

Il cladocero Daphnia magna è uno degli orga
nismi maggiormente utilizzati in tossicologia am
bientale. Diversi autori hanno tuttavia sottolineato 
l'importanza di alcune fonti di variazione che 
compromettono la ripetibilità del saggio biotossi
cologico con Daphnia. Il presente lavoro analizza 
alcune delle cause di variazione del dato tossicolo
gico (eterogeneità genetica e alcune variabili dei 
metodi di allevamento). Sulla base dei dati dispo
nibili, si suggerisce che anche la densità di popo
lazione rientri fra i parametri definiti nelle meto
diche standard. 

Summary 

The cladoceran Daphnia magna is one of the 
organisms widely used in a qua tic toxicology. Var
iations in the response of this test organism to 
toxic stresses have been pointed out by many 
Authors. The influence of different variation 
sources (gene tic heterogeneity an d cultural meth
ods) on the life hystoty and toxicological respons
es of Daphnia is discussed. On the basis of the 
available data, population density should be con
sidered among the parameters to be kept con
stant in the culture of test organisms. 

4.1 Introduzione 

Nella legislazione di molti Paesi compare il 
test biotossicologico su diverse specie come stru
mento per il controllo e la prevenzione ambienta
le. Una prerogativa dei saggi biotossicologici, con 
finalità legali, è la riproducibilità che può venire 
meno a causa di alcune fonti di variazione non 
controllate così riassumibili: 

diversa sensibilità degli organismi dovuta a 
diversità genetica; 
metodiche di produzione del materiale biolo
gico; 
scarsa standardizzazione delle metodiche di 
conduzione del test. 
Tra le specie più usate o proposte nella tossico

logia ambientale vi è il cladocero Daphnia magna. 
Esiste un'ampia letteratura sulla biologia di que
sto organismo e sull'influenza che numerosi fat
tori (temperatura, fotoperiodo, concentrazione 0 2, 

composizione dell'acqua di diluizione) hanno sul
la sua dinamica di popolazione e sui test tossicolo
gici (Buikema e Coli., 1980; Baudo, 1987; Lam
pett, 1987; Peters, 1987; Viganò, 1989; Vijver
berg, 1989). 

Meno conosciuta è l'influenza della diversità 
genetica e, per alcuni aspetti, delle condizioni di 
allevamento sulla risposta di questo organismo 
agli stress ambientali (fisici o chimici). 

n fatto che organismi geneticamente diversi, 
appattenenti alla stessa specie, abbiano differen
te sensibilità agli agenti esterni è cosa ben nota. 
La questione assume patticolare importanza nel 
caso di organismi che, riproducendosi pattenoge
neticamente, danno origine a cloni. Potrebbe in
fatti essere relativamente facile che l'allevamento 
prolungato nei diversi laboratori porti col tempo 
alla selezione di popolazioni monoclonali geneti
camente diverse e con diversa sensibilità. 

Ci si è quindi posti i seguenti quesiti: 
in quale misura cloni geneticamente differenti 
possono divergere ecologicamente; 
genotipi diversi hanno sensibilità diverse alle 
sostanze tossiche e in quale misura; 
che conseguenze hanno le condizioni di alleva
mento delle femmine partenogenetiche sulla 
fitness e sulla sensibilità ai tossici degli orga
nismi da esse prodotti. 

IRSA (1991): Atti della Giornata di studio "Presentazione del Saggio di Tossicità con Daphnia", 
Milano, 29 ottobre 1991; Quad. Ist. Ric. Acque, 93. 
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4.2 Divergenza ecologica tra cloni 
geneticamente diversi 

Le ricerche di Loaring e Hebett (1981) su 
Daphnia pulex hanno dimostrato che cloni gene
ticamente differenti possono non essere analoghi 
ecologicamente. I diversi cloni elettroforetici ana
lizzati dagli Autori hanno infatti presentato, nelle 
medesime condizioni colturali, differenze signifi
cative nel tasso intrinseco di crescita, nella durata 
media della vita, nella produzione di efippi e nella 
capacità com peti ti va: la loro fitness differiva quindi 
significativamente (Tab. 4.1). In particolare negli 
esperimenti in cui è stata studiata la competizio
ne interclonale, il continuo vantaggio di un clone, 

dovuto alla fitness maggiore, portava alla esclu
sione di tutti gli altri: Loaring e Hebert (1981) 
hanno pertanto attribuito alla eterogeneità spa
ziale e/o temporale dell'ambiente la diversità clo
nale riscontrata negli habitat naturali. Al contra
rio, in laboratorio l'ambiente è rappresentato da 
spazi limitati ove viene mantenuta una omoge
neità ed una costanza delle condizioni chimico
fisiche che potrebbero in breve selezionare popo
lazioni monoclonali. 

Gli esperimenti da noi effettuati su cloni di 
Daphnia magna, geneticamente diversi, hanno 
confermato l'esistenza di differenze nell'accresci
mento e nella attività riproduttiva anche in que .. 
sta specie. I disegni sperimentali adottati ed il 
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Fig. 4.l.a: 
Tasso di produzione di neonati e di uova abortive osservati in Daphnia magna dopo 33 giorni di mantenimento con 
i seguenti trattamenti: l-la sospensione algale (Scenedesmus acutus) è stata somministrata tal quale (alghe + mezzo 
colturale); 2-le alghe sono state somministrate dopo centrifugazione (2000 rpm per 15 mi n) e separazione dal mezzo 
colturale; 3-la sospensione algale è stata somministrata tal quale (alghe + mezzo colturale) con aggiunta di Vit B 12 
(l mg/L); 4-le alghe sono state somministrate, dopo centrifugazione e separazione dal mezzo colturale, con aggiunta 
di Vit B12 (l mgjL). Condizioni sperimentali comuni per tutti i trattamenti: temperatura 20 ± l ·c, fotop eriodo di 
12 h luce, ricambio del mezzo colturale (acqua naturale) e alimentazione a giorni alterni (1,2 · 105 celljmL). Lettere 
minuscole diverse contrassegnano valori significativamente diversi tra trattamenti entro ciascun clone; lettere 
maiuscole diverse indicano differenze significat ive tra cloni (*p < 0,20; **p < 0,05; ***p< 0,01). 

Biologia Ambientale no 5/1992 30 



4.3 Garbi, Manfredi, Moroni - Problemi relativi ai saggi di tossicità con Daphnia 

Tab. 4.1 
Differenze clonali nel tasso intrinseco di crescita, 
nella durata media di vita e nella produzione di 
efippi (efippidafnié • ggfertili-1) diDaphniapulex; 
le lettere diverse indicano valori significativamen
te diversi, P< 0,05 (Loaring e Hebert, 1981) 

Cloni r Vita media Efippi 
(gg) (20 oc) 

l 0,224A 35,1A 0,017AB 
4 0,2028 26,38 0,0058 

13 0,1908 25,58 0,027A 
6 0,175c 21,98 0,026A 

confronto statistico delle risposte osservate ai di
versi trattamenti (ANO VA e test di Scheffé) han
no messo in evidenza la maggiore capacità di 
sfruttamento della risorsa alimentare del clone S 
rispetto agli altri cloni studiati e la maggiore 
sensibilità alla carenza di vitamina B

12 
dei cloni P 

ed L (Fig. 4.1 a e b). Infine sono state osservate 
differenze interclonali nella percentuale di neo
nati di sesso maschile prodotti in determinate 
condizioni colturali (clone S 0%; clone P 1,02%; 
clone L 40, 7%) (Gorbi e Coli., 1991). Poiché la 
comparsa di maschi nella popolazione è spesso 
considerata un indice di stress, una differenza 

clonale molto marcata per questo parametro po
trebbe comportare confusione nel giudizio della 
qualità dell'allevamento. I dati da noi rilevati 
sono comunque relativi ad esperimenti effettuati 
con un unico fotoperiodo (12 h luce): la nostra 
ipotesi a questo riguardo è che i cloni analizzati 
differiscano nella sensibilità alla durata della fase 
di illuminazione e verrà quindi ulteriormente 
approfondito questo aspetto. 

Le risposte dei cloni di D. pulex e D. magna ai 
singoli trattamenti, per quanto quantitativamen
te diverse, sono comunque risultate qualitativa
mente analoghe. 

4.3 Differenze clonali nella sensibilità 
alle sostanze tossiche 

Differenze molto elevate nella sensibilità a 
cadmio e 3,4-dicloroanilina sono state osservate 
da Baird e Coli. (1990) in cloni di D. magna: le 
LC50 del Cd risultavano infatti distribuite entro il 
range 0,06- > 100 mg/L, mentre per DCA varia
vano di circa un fattore 10. Non è stata riscontra
ta inoltre concordanza nell'ordine relativo della 
sensibilità dei genotipi alle diverse sostanze tossi
che. Questo, secondo gli Autori, implica che la 
tolleranza agli stress acuti non è dominata da una 
risposta generalizzata, ma dipende dalla capacità 
specifica dei singoli genotipi di reagire ai tossici. 

I saggi da noi effettuati su D. magna non 

5 r-----------------------------------------------------------------------------~ 

m m 

4 

A - - - • - - - clone L 

8**. ·· O··- clone P 

3 ~------------~--------------~--------------~----------------------------~ 
2 3 4 Trattamenti 

Fig. 4.l.b: 
Lunghezza media del carapace rilevata in Daphnia magna dopo 33 giorni di mantenimento con i seguenti 
trattamenti: l-la sospensione al gale (Scenedesmus acutus) è stata somministrata tal quale (alghe+ mezzo colturale); 
2-le alghe sono state somministrate dopo centrifugazione (2000 rpm per 15 min) e separazione dal mezzo colturale; 
3-la sospensione algale è stata somministrata tal quale (alghe + mezzo colturale) con aggiunta di Vit B12 (l mg/L); 
4-le alghe sono state somministrate, dopo centrifugazione e separazione dal mezzo colturale, con aggiunta di Vi t B12 
(l mg/ L). Condizioni sperimentali comuni per tutti i trattamenti: temperatura 20 ± l oc, fotoperiodo di 12 h luce, 
ricambio del mezzo colturale (acqua naturale) e alimentazione a giorni alterni (1,2 · 105 celljmL). Lettere minuscole 
diverse contrassegnano valori significativamente diversi tra trattamenti entro ciascun clone; lettere maiuscole 
diverse indicano differenze significative tra cloni (*p< 0,20; **p< 0,05; ***p< 0,01). 
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Tab. 4.2 
Valori IC60 (mgfL ~Crz07) a 24 h calcolata per gli organismi (età< 24 h) nati nelle diverse condizioni di 
allevamento. Lettere diverse contrassegnano valori significativamente diversi entro ciascun clone (P= 0,05; 
AL"\I"OVA e test di Scheffè). V: 1,5 · 105 celljmL di Scenedesmus acutus, pari a 0,700 mgjind (peso secco, 
densità individui = l ind/100 mL. 1: 1,2 · 105 celljmL, pari a 0,51 ± 0,040 mgjind, densità individui = 
l ind/100 mL. IV: 6,0 · 104 celljmL, pari a 0,250 mg/ind, densità individui = l ind/100 mL. 
I test sono stati effettuati a 20 ± l oc e fotoperiodo di 12 h di luce; come acqua di diluizione è stata utilizzata 
l'acqua naturale usata nell'allevamento (durezza = 200 ± 20 mg/L come CaC0

3
; pH= 7,6 ± 0,2). 

TRATTAMENTI v I IV IC60 media 

IC50 clone P 0,72b 0,83• 0,87" 0,82 
s = 0,06 s = 0,05 s = 0,06 s = 0,075 
n=4 n=5 n=5 n= 17 

IC50 clone L 0,72b 0,89• 0,94• 0,84 
s = 0,10 s = 0,10 s = 0,13 s = 0,134 
n=6 n=8 n=3 n= 17 

Tab. 4.3 
Valori di alcuni parametri biometrici osservati in organismi di taglia diversa Ounghezza alla nascita) 
allevati a due differenti livelli di cibo (cell/m.L diAnkistrodesmus falcatus) 
(da Tessier e Consolatti, 1989) (•••p < 0,001; ••p < 0,10; •p < 0,11). 

Concentrazione algale (cell/m.L) 5. 104 3. l<fl 

Lunghezza alla nascita (mm) 0,49 0,57 0,49 0,56 
Lunghezza alla maturità (mm) 0,99 1,01 0,86 0,93*** 
Peso alla maturità (mg) 7,53 8,04 3,75 4,56*** 
Dimensioni delle covate 3,80 3,96 1,36 1,62* 
Tempo alla maturità (h) 123 108*** 184 171** 

Tab. 4.4a 
Lunghezza media (mm) alla nascita di organismi prodotti ai diversi trattamenti. 
I: 1,2 · 105 celljmL di Scenedesmus acutus, pari a 0,514± 0,040 mgjind (peso secco), densità individui = l 
ind/lOOmL. Il: 1,2 · 105 cell/mL, pari a 0,103 mg/ind, densità individui = l ind/20mL. m: 2,4 · 104 

cell/mL, pari a 0,103 mgjind, densità individui = l ind/lOOmL. IV: 6,0 · 104 cell/mL, pari a 0,250 mg/ 
in d, densità individui= l ind/lOOmL. V: 1,5 · 105 celljmL, pari a O, 700 mg/ind, densità individui= l in d/ 
lOOmL. 
Condizioni sperimentali per tutti i trattamenti: temperatura 20 ±l oc, fotoperiodo 12 h luce, ricambio del 
mezzo colturale (acqua naturale) e alimentazione a giorni alterni. Lettere diverse contrassegnano valori 
significativamente diversi (ANO VA e test di Scheffé; P< 0,05). 

TRATTAMENTI I II m IV v 

mm alla nascita 0,886• 0,983b 0,965b 0,914< 0,896" 
s = 0,035 s = 0,037 s = 0,034 s = 0,032 s = 0,033 
n= 267 n= 119 n= 65 n= 99 n= 140 
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hanno evidenziato differenze nella sensibilità al 
bicromato di potassio tra cloni geneticamente di
versi che pure avevano presentato differenze si
gnificative per alcuni parametri biometrici (Tab. 
4.2). 

4.4 Influenza delle condizioni di 
allevamento sulla sensibilità 
degli organismi 

E' noto che, in Daphnia, la qualità dell'ali
mento influisce sulla sensibilità ai tossici: in par
ticolare i neonati di organismi alimentati con 
alghe verdi mostrano una sensibilità inferiore 
rispetto ai neonati di dafnie mantenute con cibi 
sintetici, es. cibo per trota, alfalfa, cerophyl (Cow
gill, 1987). Più scarse sono le informazioni sulle 

Tab. 4.4b 

differenze nella fitness e nella sensibilità ai tossici 
dei neonati di dafnie allevate con livelli di cibo 
differenti. 

In alcune specie del genere Daphnia le dimen
sioni e/ o la massa dei neonati variano in relazione 
alla concentrazione di alimento somministrato 
alle madri. Una discreta variabilità della taglia è 
stata comunque osservata anche fra i nati da 
diverse covate di uno stesso organismo ed entro 
una stessa covata (Tessier e Consolatti, 1991). 
Questi autori hanno dimostrato che i neonati di 
Daphnia paruula, galeata, mendotae e pulicaria 
di taglia maggiore sopravvivono più a lungo al 
digiuno e presentano fitness più elevata in condi
zioni di scarsità di cibo rispetto ai neonati di taglia 
inferiore (Tab. 4.3). 

N egli esperimenti condotti su Daphnia ma
gna, è stato osservato che le dafnie alimentate con 

Lunghezza media (mm) dei neonati prodotti dagli stessi organismi in condizioni di bassa quantità di 
alimento (trattamento n: 1,2 · 105 cell/mL, pari a 0,103 mgjind, densità individui = l ind/20mL e dopo 
trasferimento a elevate quantità (trattamento V: 1,5 · 105 cell/mL, pari a O, 700 mg/ind, densità individui 
= l ind/100mL). 
Lettere diverse contrassegnano valori significativamente diversi (ANO VA e test di Scheffé; P< 0,05). 

TRATTAMENTI 

mm alla nascita 

Tab. 4.5 

n 

0,9838 

s = 0,037 
n= 119 

v 

0,858b 
s = 0,029 
n= 126 

Tasso di produzione di neonati, lunghezza del carapace (ANO VA e test di Scheffé) e% di progenie di sesso 
maschile {X-2 test) in D. magna (clone L) dopo 36 giorni di mantenimento nei diversi trattamenti. 
1: 1,2 · 105 celljmL di Scenedesmus acutus, pari a 0,514± 0,040 mg/ind (peso secco), densità individui = l 
ind/lOOmL. n: 1,2 · 105 cell/mL, pari a 0,103 mgjind, densità individui = l ind/20mL. ID: 2,4 · 104 cell/ 
mL, pari a 0,103 mg/ind, densità individui = l ind/100mL. 
Condizioni sperimentali per tutti i trattamenti: temperatura 20 ±l °C, fotoperiodo 12 h luce, ricambio del 
mezzo colturale (acqua naturale) e alimentazione a giorni alterni. Lettere diverse contrassegnano valori 
significativamente diversi (ANOVA e test di Scheffé; P=0,05) . 

TRATTAMENTI I n m 

neonati • dafnie·1
• giorni·1 3,34" 0,325b 0,509< 

s = 0,313 s = 0,033 s = 0,049 
n= 7 n=6 n= 6 

lunghezza (mm) 4,058 3,05b 3,14b 
s = 0,142 s = 0,093 s = 0,095 
n= 31 n= 32 n= 25 

%maschi 148 33b 35< 
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quantità di alghe discretamente elevate produce
vano neonati di taglia inferiore rispetto ai tratta
menti con quantità di cibo più basse (Tab. 4.4a). 
Le prove effettuate trasferendo a condizioni di 
elevate quantità di alimento (0, 700 mgjind) orga
nismi allevati per 36giorni a basse quantità (0,103 
mg/ind) sembrano confermare questo dato (Tab. 
4.4b). E' da sottolineare che la lunghezza media 
del carapace, la percentuale di progenie di sesso 
maschile e la lunghezza dei neonati sono risultate 
analoghe in trattamenti che prevedevano concen
trazioni algali e densità degli individui molto di
verse ma una identica quantità di alimento in 
termini di mg/ind (Tab. 4.4a e 4.5: trattamenti II 
e III). 

I neonati, prodotti nelle differenti condizioni 
alimentari, hanno mostrato variazioni nella sen
sibilità al bicromato di potassio: in generale, per i 
cloni analizzati e nelle condizioni sperimentali 
adottate, si è osservata una tendenza all 'aumento 
della sensibilità all'aumentare della concentra
zione algale utilizzata nell'allevamento degli or
ganismi genitori (Tab. 4.2). Una risposta analoga 
è stata osservata da Baird e Coll. (1989) in Daph
nia magna alimentata con differenti concentra
zioni di Chiarella (Tab. 4.6). Questi risultati pon
gono diversi interrogativi sulle strategie ripro
duttive messe in atto dagli organismi apparte
nenti al genere Daphnia. Tessier e Consolatti 
(1991) ipotizzano che questi organismi possano 
modificare sia quantitativamente che qualitati-

Tab. 4.6 
LC50 di 3,4-dicloroanilina per organismi prodotti a 
differenti concentrazioni di cibo 
(da Baird e Coli. , 1989) 

Quantità di cibo (mg C /L) 
0,5 0,05 

104±4,2 195±6,3 

vamente le risorse investite per ciascun neonato 
in funzione della quantità di cibo disponibile. 
L'influenza di questo comportamento sulla fit
ness e sulla sensibilità ai tossici degli organismi 
prodotti non è tuttavia del tutto chiarita: l'appro
fondimento di questi aspetti della biologia di Daph
nia ci sembra particolarmente interessante an
che per l'utilizzazione di questo organismo in 
tossicologia. 

4.5 Conclusioni 

I dati rip01tati, per quanto scarsi, dimostrano 
che cloni geneticamente diversi, oltre a non esse
re ecologicamente analoghi, possono presentare 
diversa sensibilità ai tossici; tuttavia la sensibilità 
relativa dei cloni e l'ampiezza dell'intervallo di 
variazione delle LC50 possono essere diverse per 
le singole sostanze tossiche. 

In base alle informazioni disponibili, si ritiene 
opp01tuno suggerire che anche la densità degli 
individui nell'allevamento rientri fra i parametri 
da mantenere entro limiti definiti nelle metodi
che standard. Le variazioni di densità della popo
lazione provocano, come noto, variazioni dello 
spazio vitale e della quantità di cibo disponibile 
per ciascun individuo. Poiché i valori di alcuni 
parametri biometrici sembrano collegabili a que
st'ultimo fattore e la sensibilità dei neonati può 
variare al variare del livello di cibo usato nell'alle
vamento, un'ampia fluttuazione della densità della 
popolazione potrebbe compo1tare la produzione 
di organismi con diversa sensibilità. 

Con questa indagine, oltre a sottolineare alcu
ni aspetti della biologia di Daphnia non completa
mente chiariti, si è voluto evidenziare l'impoitan
za di una rigida standardizzazione dei metodi da 
adottare anche nell'allevamento degli organismi 
test e la necessità di una rigorosa applicazione 
degli stessi. Secondo Baird e Coll. (1989) anche il 
genotipo degli organismi utilizzati in tossicologia 
dovrebbe essere specificato. 
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RISULTATI DELL'ESERCIZIO DI INTERCALIBRAZIONE 
SUL SAGGIO DI TOSSI CITA' CON DAPHNIA MAGNA 

L. Viganò 
Istituto di ricerca sulle Acque, C.N.R.- Brugherio (MI) 

Riassunto 

Vengono discussi i risultati ottenuti da un 
esercizio di intercalibrazione sul saggio di tossici
tà acuta con Daphnia magna, cui hanno palteci
pato undici laboratori. Il cromo esavalente è stato 
scelto come tossico di riferimento ed ogni labora
torio ne ha determinato la 24hEC

50 
in tre diffe

renti saggi condotti secondo il metodo proposto 
dall'IRSA. Il valore medio di 24hEC

50 
è risultato 

di 456,9 ,ug Cr/L mentre le stime della variabilità 
inter- e intralaboratorio hanno fornito un coeffi
ciente di variazione rispettivamente del 12,2 e 
9, 7%. I risultati di questo studio dimostrano che il 
test di tossicità con Daphnia magna può essere 
ben riproducibile purché venga condotto secondo 
una metodica che sia adeguatamente dettagliata 
in tutte le sue componenti, dall'allevamento del
l'organismo all'elaborazione dei risultati. 

Summary 

The results of an eleven-laboratory round rob
in study ofthe Daphnia magna acute toxicity test 
are presented. Hexavalent chromium was chosen 
as a reference toxicant an d each laboratory deter
mined the 24hEC50 for three tests which were 
conducted according to the IRSA method. The 
mean 24hEC50 value was 456.9 ,ug Cr/L and the 
analysis of the inter an d intralaboratory variabil
ity gave coefficients of variation of 12.2 and 9. 7% 
respectively. The results of this study show that 
Daphnia magna toxicity test data are well repro
ducible when the method is clearly defined in ali 
its pa1ts, from the culture of the organism to the 
analysis of results. 

5.1 Introduzione 

La capacità di produrre dati che siano simili 
tra diversi laboratori, è la premessa essenziale 
alla adozione di un metodo che si propone come 
strumento legale. La letteratura riguardante il 
saggio di tossicità con Daphnia magna ha ormai 
evidenziato come le diverse fasi della conduzione 
del saggio possono contribuire in vario grado alla 
variabilità del dato finale. In base a queste osser
vazioni è stato investito particolare impegno nella 
stesura della metodica IRSA affinché tutte le sue 
componenti, dall'allevamento dell'organismo al
l'elaborazione dei risultati, fossero chiaramente 
definite. 

Il passo successivo è stato quello di verificare 
la riproducibilità dei risultati ottenibili con tale 
metodo e a questo scopo è stato indetto un primo 
esercizio di intercalibrazione cui hanno palteci
pato 11 laboratori dei 16 interpellati (Allegato 
5.A.). Il tossico scelto per il confronto è stato il 
cromo esavalente. I risultati furono soddisfacenti 
ma ce1tamente migliorabili poiché influenzati da 
una serie di problemi che per alcuni dei parteci
panti sono riassumibili in ritardi organizzativi, 

· inesperienza, nonché violazioni delle prescrizioni 
metodologiche. 

Si è reso pe1tanto necessario organizzare un 
secondo esercizio di intercalibrazione con lo scopo 
di avere una misura più realisti ca della variabilità 
propria del metodo in esame permettendo anche 
agli stessi pa1tecipanti di confrontarsi in un qua
dro che fosse parimenti più attendibile. Sebbene 
in questo secondo esercizio l 'impegno richiesto ai 
pa1tecipanti sia stato superiore al precedente, 
l'invito a mantenersi nel più rigoroso rispetto 
della metodologia è stato ampiamente raccolto e 
ciò ha avuto un evidente effetto positivo sulla 
qualità dei risultati. Anche in questo secondo 
esercizio i laboratori pa1tecipanti sono stati solo 
11 e nelle seguenti note vengono riassunti i dati 
relativi a ciascuno di essi. 

5.2 Risultati 

Il laboratorio n. l ha condotto i tre saggi previ
sti nel pieno rispetto della metodologia. n control
lo analitico delle concentrazioni di saggio come 
pure i valori ripo1tati per il mezzo sintetico con
fermano la corretta procedura sperimentale. La 
media delle tre 24hEC50 è pari a 513,3 ,ug Cr /L. 

IRSA (HJD1) : Atti della Giornata di studi o "Presentazione del Saggio di Tossici là con Daphnia", 
Milano, 29 ottobre 199 1; Quad. l sl. Ric. Acque, 93. 
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n laboratorio n. 2 ha operato conformemente 
al metodo in esame. I risultati dell'analisi chimica 
concordano ampiamente con le concentrazioni 
attese di cromo mentre non vengono riportate 
durezza e alcalinità del mezzo sintetico. La media 
delle tre EC50 è di 461,1 p.g Cr/L. 

n laboratorio n. 3 a causa di ritardi organizza
tivi, non ha potuto garantire la termostatazione 
nè dell'allevamento nè dei saggi. L'ambito di tem
peratura entro cui è stato condotto il secondo dei 
due test presentati non soddisfa l'intervallo am
messo di 20 ± 2 °C. E' stato pertanto considerato 
soltanto il primo saggio la cui EC

50 
è stata calco

lata essere di 265,3p.g Cr/L, peraltro non confer
mata dai dati analitici. n mezzo sintetico si con
ferma rispondente all'atteso. Per quanto detto il 
dato tossicologico è stato accettato con riserva. 

Il laboratorio n. 4 ha presentato i dati di quat
tro saggi dei quali il primo, in accordo col parteci
pante, è stato scartato in quanto lo scostamento 
tra concentrazioni misurate ed attese era insoli
tamente elevato ed imputabile ad una micropi
petta starata. Il laboratorio ha operato conforme
mente al metodo di saggio ed i risultati analitici 
relativi sia al mezzo sintetico che alle concentra
zioni di tossico attestano la buona conduzione dei 
test. Il valore finale di E C 50 è pari a 523,7 p.g Cr /L. 

Dei tre saggi condotti dal laboratorio n. 6, il 
terzo è stato scartato perché ha fornito risultati 
significativamente dispersi (G .L.= 4; ChF = 9, 99). 
I due restanti sono conformi al metodo sebbene 
solo una parte delle concentrazioni dì esposizione 
siano state verificate analiticamente. n dato fina
le della 24hEC50 è dì 424,8 p.g Cr/L. 

Per il laboratorio n. 7, il primo dei tre saggi ha 
fornito delle percentuali di immobilizzazione in
solitamente modeste e tali che anche alla massi
ma concentrazione saggiata non veniva raggiunto 
il 50% di effetto; ciò ha reso inattendibile il corri
spondente valore dì EC50• I dati analitici relativi 
sia al mezzo sintetico che alle concentrazioni dì 
cromo confermano la buona conduzione dei sag
gi. La 24hEC50 è risultata dì 491,7 p.g Cr/L. Un 
caso di neonato immobile, l'unico di questo eser
cizio di intercalibrazione, è indicato per il terzo 
test. 

Il laboratorio n. 9 ha registrato anche gli effetti 
a 48 h di esposizione sebbene non richiesti. Per 
contro, ha utilizzato 40 neonati per concentrazio
ne e ha accomunato i risultati di repliche allestite, 
interamente o in parte, a tempi diversi. Si rileva
no per il primo ed il terzo saggio degli scostamenti 
tra le concentrazioni misurate e quelle attese che 
superano la soglia comunemente accettata del 
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20%. Relativamente al mezzo sintetico, lo scosta
mento dai valori attesi lascia supporre che i due 
valori non siano stati riportati nell'unità richiesta 
e tuttavia l'originale non è dichiarata. Cospicua è 
infine la presenza di neonati galleggianti. L'unica 
informazione citabile deriva dal primo saggio per 
il quale si ottiene una 24hEC50 di 540,9 p.g Cr/L, 
dato da considerare comunque con cautela. 

n laboratorio n. 13 dichiara dati di alcalinità e 
di durezza del mezzo sintetico che si discostano 
dal range di valori atteso. Una incompleta solubi
lizzazione dei sali sembra la causa più attendibile. 
Viceversa, l'analisi delle concentrazioni di cromo 
totale, conferma il corretto allestimento dei saggi. 
n valore finale di E C 50 è pari a 454,4 p.g Cr /L. 

Il baboratorio n. 14 ha condotto i tre saggi 
conformemente al metodo proposto e l'accuratez
za del lavoro sperimentale è confermata dai risul
tati analitici. La media dei tre valori di EC50 è di 
524,8 p.g Cr/L. Commento analogo vale per i 
laboratori n . 15 e n. 16 i cui risultati finali sono 
rispettivamente di 506,0 e 333,2 p.g Cr/L. 

5.3 Discussione 

L'impressione generale che si ricava da questo 
secondo esercizio di intercalibrazione è che i labo
ratori partecipanti hanno adottato il metodo in 
esame in modo pressoché completo e ciò vale 
anche per il mantenimento degli organismi. Que
ste considerazioni derivano dalla constatazione 
che le 24hEC50 sono molto meno disperse attorno 
al valore medio e dal fatto che il valore di quest'ul
timo mostra una tendenza in aumento rispetto al 
corrispondente valore medio ottenuto dal primo 
ring test, il che lascia supporre che anche gli 
organismi saggiati fossero mediamente in miglio
ri condizioni. Gli undici dati di 24hEC50 ottenuti 
da altrettanti laboratori, hanno un valore medio 
di 456,9 p.g Cr/L con un coefficiente di variazione 
del19%, risultato che di per sé testimonia il netto 
miglioramento già anticipato. I dati corrispon
denti del primo saggio di intercalibrazione sono 
infatti 388,7 p.g Cr/L e 34% (tab. 5.1). 

La verifica di normalità delle distribuzioni 
delle 24hEC

50
, ha permesso di sostituire le medie 

aritmetiche a quelle geometriche che sono comu
nemente impiegate nell'analisi di questo tipo dì 
dati. A causa della diversa impostazione dei due 
saggi ed in patticolare al diverso numero di repli
che disponibili per ogni laboratorio, ulteriori con
fronti tra le due serie dì dati sarebbero poco 
attendibili. Per questo secondo rìng test è stato 
invece possibile approfondire l'esame dei risultati 
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Tab. 5.1 
Sintesi dei valori di 24hEC50 (,ug CrfL) ottenuti 
nei due saggi di intercalibrazione per i diversi 
partecipanti 

Laboratorio n. 1° Ringtest 2° Ringtest 

l • 513,3 
2 499,7 461,1 
3 • 265,3 
4 • 523,7 
5 • • 
6 • 424,8 
7 473,0 491,7 
8 441,5 • 
9 307,4 540,9 
lO 448,8 • 
11 208,2 • 
12 • • 
13 390,2 454,4 
14 602,9 524,8 
15 174,6 506,0 
16 381,3 333,2 

• Dati non presentati o non accettati 

mediante l'analisi della varianza (ANOVA a l 
criterio di classificazione). Da questo esame sono 
stati esclusi i due dati di 24hEC50 che per diverse 
motivazioni sono da considerare con cautela (la
boratorio n. 3 e n. 9). Ciò premesso, i risultati 
dell'analisi della varianza sono riportati in Tab. 
5.2. La varianza tra i laboratori supera quella 
interna ai medesimi (P< 0,00) e i valori medi di 
24hEC50 sono pertanto significativamente diver
si. Sono state poi quantificate queste due compo
nenti della varianza dei risultati. 

Tenendo presente che i valori medi sono signi
ficativamente diversi e che il numero di repliche 
per laboratorio non è costante pur differendo di 
poco, è stato possibile stimare la deviazione stan
dard tra i gruppi che è risultata pari a 57,2 cui 
corrisponde un coefficiente di variazione del12,2%. 
Similmente, dalla varianza entro i gruppi è stata 

Tab. 5.2 

calcolata una deviazione standard di 45,6 alla 
quale corrisponde un coefficiente di variazione 
del9, 7%. Questi due coefficienti ci forniscono una 
stima della precisione del saggio con Daphnia 
magna tra laboratori e all'interno dei medesimi, 
rispettivamente. 

Si tratta di risultati molto buoni la cui qualità 
può essere ulteriormente apprezzata consideran
do due dati tratti dalla letteratura ed ottenuti da 
saggi di intercalibrazione per i quali è stato usato 
il cromo come tossico di confronto; il primo ha 
verificato un coefficiente di variazione del 23% ed 
il secondo del 39% rispettivamente su 3 e 47 
laboratori (Buikema e Cabridene, in Dorn e Coli., 
1987). Si conferma dunque la necessità di una 
metodologia dettagliata e della sua corretta appli
cazione a tutto vantaggio della precisione del sag
gio che può così raggiungere livelli molto soddi
sfacenti. 

Ancora una osservazione, infine, circa un tema 
di crescente attualità e cioè il genotipo degli orga
nismi di saggio. In base alle informazioni fornite 
dai pa1tecipanti sull'origine degli organismi im
piegati, si è potuto accertare che due sono le fonti 
originarie, ovvero lo I.R.CH.A. francese per gli 
organismi usati e distribuiti da I.R.S.A. di Bru
gherio (MI) e la McGill University canadese per 
gli organismi usati e distribuiti da Istituto di 
Idrobiologia di Pallanza (NO). In accordo con le 
indagini di Baird e Coli. (1991), i primi dovrebbe
ro appa1tenere al genotipo A o Al mentre per i 
secondi non sono disponibili ulteriori informazio
ni. Confrontando i dati di tossicità ripa1titi nei 
due gruppi di appa1tenenza, si osserva che le loro 
medie sono significativamente diverse (P= 0,045) 
e pari rispettivamente a 433,6 e 492,5 fi.g Cr/L 
con una maggiore sensibilità a favore delle dafnie 
di origine I.R.CH.A. E' evidente che tale analisi 
presuppone che le due fonti citate identifichino 
altrettanti genotipi; in caso contrario si trattereb
be solo di casualità alla quale, peraltro, non sem
bra abbiano contribuito altre possibili fonti di 
variazione quali la natura dell'acqua di alleva
mento o le modeste differenze di durezza del 

Analisi della varianza dei risultati tossicologici del secondo saggio di intercalibrazione 

Fonte di variazione SSq GL Sq medio F p 

Tra gruppi 89234,56 8 11154,32 5,364 0,0021 
Entro gruppi 33269,92 16 2079,37 
Totale 122504,48 24 
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mezzo di saggio. Al di là di queste considerazioni, 
la problematica sollevata in merito alla scelta del 
genotipo non sembra prossima a conclusione in 
quanto la graduatoria della sensibilità dei genoti
pi sinora studiati varia al variare del tossico stu
diato (Baird e Coli., 1991). La standardizzazione 
delle condizioni sperimentali e di quelle di alleva
mento dell'organismo, che non sono assoluta
mente da disgiungere da un corretto approccio 
metodologico, restano pertanto gli obiettivi prio
ritari da conseguire. 
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USO DI DAPHNIA MAGNA NEL CONTROLLO 
IDROPOTABILE D'EMERGENZA 

Amodei M. e Azzoni R 
Presidio Multizonale di Igiene e Prevenzione, USSL 
75/III- Milano 

Riassunto 

Daphnia magna è stata eccezionalmente uti
lizzata per il controllo giornaliero di eventuali 
manipolazioni dolose delle acque potabili. 

L'affidabilità del sistema d'allarme è stata veri
ficata mediante la ricerca della 24hEC50 di para
thion, cianuro ed arsenico, ed il confronto di que
ste con concentrazioni cautelative calcolate se
condo uno scenario arbitrario. 

Vengono discussi i risultati della sperimenta
zione tossicologica propriamente detta; il saggio 
Daphnia magna non sembra utilizzabile per sal
vaguardare la popolazione umana dall'esposizio
ne acuta a tossici contenuti nell'acqua potabile. 

Summary 

A daily survey using Daphnia magna have 
been exceptionally planned in order to prevent 
drinking water poisoning. 

To assess alarm system reliability, parathion, 
cyanide and arsenic 24hEC50 were determined 
and compared with water guideline values elicit
ed from arbitraty assumption. 

Toxicity testing data w ere discusse d; Daphnia 
magna bioassay seems to be useless in protecting 
man from toxic acute exposures. 

6.1 Introduzione 
In occasione dello scoppio della "Guerra del 

Golfo", la Prefettura di Milano richiese l'attiva
zione di un sistema di controllo giornaliero per la 
rilevazione di eventuali manipolazioni dolose del
le acque potabili cittadine. 

Essendo il P.M.I.P. impossibilitato ad effet
tuare analisi tossicologiche meglio mirate, si de
cise di procedere al controllo delle acque potabili 
utilizzando l'organismo di saggio Daphnia ma
gna. 

Immediatamente si pose il problema di verifi
care se un invettebrato come Daphnia magna 
possieda sistemi enzimatici passibili di essere dan
neggiati quanto quelli dei Mammiferi e, soprat
tutto, se il metodo abbia una sensibilità tale da 
consentirne l'utilizzo come sistema di salvaguar
dia per la vita umana. 

L'ipotesi di manipolazione dolosa delle centra
li acquedottistiche, infatti, prevede come obietti
vo l'uomo che utilizza l'acqua a scopo alimentare 
e, presumibilmente, compatta l'uso di sostanze 
patticolarmente tossiche e di rapida azione. Fra 
le sostanze più note si annoverano il cianuro, 
l'arsenico, i pesticidi organofosforici e la tossina 
botulinica per la quale -pur essendo la più tossica 
per l 'uomo- non è stato possibile effettuare alcu
na sperimentazione a causa delle norme di sicu
rezza che ne escludono la movimentazione e la 
commercializzazione. 

Questa nota descrive sia l 'esperienza condotta 
sulle acque potabili cittadine sia quella relativa 
alla ricerca di 24hEC50 per sostanze pure. 

6.2 Materiali e metodi 

Per il controllo giornaliero delle acque potabili 
è stata utilizzata l'esposizione per 24 ore di 10 
neonati in 50 mL di acqua tal quale; in caso di 
presenza di cloro libero, l'acqua veniva trattata 
con carbone attivo fino a scomparsa della reazio
ne calorimetrica. 

Per l'allevamento dell'organismo test e per la 
conduzione dei saggi in condizioni standard si è 
fatto riferimento alla metodologia proposta dal
l'Istituto di Ricerca sulle Acque, CNR (cfr. Cap. 2). 

I test di tossicità acuta in 24 ore sono stati 
coqdotti in condizioni statiche alla temperatura 
di 20 ± 2 oc e con un fotoperiodo di 16 ore di luce 
e 8 ore di buio. 

IRSA (1991): Atti della Giornata di s tudio "Presentazione del Saggio di Tossici là con Daphnia", 
Milano, 29 ottobre 1991; Quad. Ist. Ric. Acque, 93. 
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Per ogni concentrazione e per il controllo sono 
state utilizzate quattro repliche, ciascuna costi
tuita da 50 mL di soluzione e 5 organismi di età 
inferiore alle 24 ore. 

Come acqua di diluizione è stata utilizzata 
un'acqua sintetica avente le seguenti caratteristi
che: durezza = 14.0-160 mg CaCOafL; alcalinità 
= 110-120 mg CaC03/L; pH = 7,8-8,4. 

Altri parametri come pH, ossigeno disciolto e 
temperatura sono stati misurati estemporanea
mente nelle soluzioni test all'inizio e alla fine di 
ogni sperimentazione e sono risultati sempre nel
la norma. 

n riscontro analitico delle concentrazioni no
minali di tossico è stato effettuato sulle soluzioni 
madri e su almeno una replica per ogni concen
trazione utilizzata. 

I risultati della sperimentazione tossicologica 
sono stati elaborati mediante l'analisi dei Probits 
utilizzando un programma di calcolo computeriz
zato (Puddu, 1989). Nei controlli non sono mai 
state registrate mortalità inattese o altre anoma
lie. 

6.2.1 Parathion 

Gli insetticidi organofosforici sono sostanze 
anticolinesterasiche poiché inattivano gli enzimi 
colinesterasici fosforilandone il sito attivo con un 
meccanismo di tipo competitivo (Cima e Ferrari, 
1971). Essi sono pertanto dei potenziatori del
l'acetilcolina ed intelferiscono nel normale mec
canismo di trasmissione dell'impulso nervoso a 
livello delle sinapsi colinergiche. 

Colinesterasi ed esteri colinici sono presenti 
sia nei Vertebrati che negli Invertebrati (Metcalf, 
1955): è presumibile, quindi, che i composti orga
nofosforici possano risultare tossici anche per i 
Crostacei. 

Per le prove tossicologiche è stato utilizzato 
0,0-dietil 0-4-nitrofenil fosforotioato, n. CAS 56-
38-2 (parathion), commercializzato dalla Prodot
ti Gianni con un grado di purezza superiore al 
98%. 

n parathion viene lentamente idrolizzato in 
soluzione acquosa con formazione di 4-nitrofeno
lo e di acido 0,0-dietil fosforotionico (t1 2 = 120 
giorni a 25 °C); poiché la reazione è accelerata in 
presenza di alcali, si è ritenuto necessario calcola
re la percentuale di idrolisi nelle condizioni ope
rative adottate (p H medio = 8) secondo l' equazio
ne: K = 0,047 [OR] + 4·10·6 min·1 a 25 oc 
(Metcalf, 1955). 

Solo lo 0,6% della sostanza iniziale viene idro
lizzato in 24 h (tl /2 = 119 giorni a 25 °C); tale 
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valore è stato considerato ampiamente accettabi
le e cautelativo anche nelle condizioni di tempera
tura adottate per la conduzione dei saggi. 

Sono stati condotti quattro esperimenti in tem
pi diversi, distribuiti in un periodo di circa due 
mesi; l'ambito di concentrazione in cui si è opera
to è compreso tra 0,4 e 10,7 fi.g/L. 

Per ogni saggio è stato utilizzato un numero di 
concentrazioni compreso tra 9 e 15, in progressio
ne geometrica e con un rapporto tra le diluizioni 
di 1,25. 

Per garantire una completa solubilizzazione 
nelle soluzioni acquose, il parathion è stato ini
zialmente disciolto in un piccolo volume di aceto
ne, corrispondente a 9 fl.g/L nella massima con
centrazione utilizzata; una prova effettuata in 
parallelo ai saggi ha permesso di escludere tossi
cità acuta in 24h di tale solvente alle concentra
zioni risultanti dall'impiego. 

Per ogni saggio è stata ricavata la 24hEC50 ed 
il relativo intervallo fiduciale, P= 0,05 (T ab. 6.1). 

Tab. 6.1 
Tossicità acuta del parathion 

24hEC50 (~Jg/L) Limiti fiduciali (P= 0,05) 

3,1 2,8. 3,4 
4,2 3,9-4,8 
3,3 3,0. 3,6 
2,1 1,9- 2,3 

media 3,2 1,8. 4,6 

Le rette concentrazione/effetto ottenute nelle 
quattro sperimentazioni possono considerarsi gra
ficamente parallele; è stata calcolata la EC50 24h 
media, risultata pari a 3,2fl.g/L con un intervallo 
fiduciale di 1,8-4,6 fl.g/ L (P= 0,05). 

Tale valore medio di 24hEC50 è risultato circa 
100 volte inferiore a quello misurato per il bicro
mato di potassio (espresso come cromo), compo
sto segnalato dalla letteratura come sostanza di 
riferimento per il controllo del materiale biologi
co utilizzato (Afnor, 1974; ISO, 1982); il para
thion deve pertanto essere ritenuto una sostanza 
molto tossica per l'ambiente acquatico. 

6.2.2 Cianuro 

L'avvelenamento da cianuri si realizza con 
una fulminea azione sui chemiorecettori dell'arco 
amtico e del seno carotideo, che svolgono un 
impo1tante ruolo nella regolazione della pressio
ne a1teriosa e della respirazione (Rocha e Silva, 
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1974). 
A livello cellulare l'azione tossica si esplica con 

il blocco della catena respiratoria: il cianuro, in
fatti, inibisce la citocromo ossidasi, in pa1ticolare 
il citocromo a3 (Karlson, 1971). 

Per le prove tossicologiche è stato utilizzato 
cianuro di potassio di purezza analitica; al fine di 
garantire una buona stabilità del KCN, la soluzio
ne madre è stata preparata sciogliendo il sale in 
acqua milli Q e NaOH (pH 10): le soluzioni da 
saggiare presentavano un pH compreso fra 8,1 e 
8,5. 

I cianuri alcalini e alcalino-terrosi sono solubi
li, ma a pH inferiore a 9 liberano acido cianidrico 
(Charlot, 1963); per limitare al massimo la perdi
ta di cianuro durante l'esposizione, i saggi sono 
stati condotti in provettoni a chiusura ermetica e 
completamente riempiti. 

Sono stati condotti cinque esperimenti in circa 
quaranta giorni operando in un ambito di concen
trazione compreso tra 49,9 e 1708,6 fi.g CN/L. 

Per ogni saggio è stato utilizzato un numero di 
concentrazioni compreso tra 6 e 11 in progressio
ne geometrica e con un rapporto tra le diluizioni 
compreso tra 1,25 e 2. 

Per ogni saggio è stata ricavata la 24hEC50 ed 
il relativo intervallo fiduciale, P=0,05 (Tab. 6.2); 
le rette concentrazione/effetto non sembrano po
ter essere considerate parallele, almeno grafica
mente. 

Tab. 6.2 
Tossicità acuta dello ione cianuro 

24hEC50 (p.gfL) Limiti fiduciali (P= 0,05) 

430,0 333,6 - 558,3 
639,0 563,9- 720,7 
492,9 404,1- 610,4 
353,9 304,0- 410,5 
666,8 590,8- 747,9 

media 516,5 349,8 - 683,2 

La 24hEC50 media è risultata pari a 516,5 flg 
CN /L con un intervallo fiduciale di 349,8-683,2 
fi.g/L (P= 0,05); questo valore medio risulta dello 
stesso ordine di grandezza di quello misurato per 
il bicromato di potassio nel test di intercalibrazio
ne (IRSA-CNR, 1990), 388,7 flg Cr /L (Marchetti e 
Viganò, 1990). 

Viste le difficoltà di mantenimento del cianuro 
in soluzione acquosa a cielo libero, eventuali pro
ve tossicologiche su acque usate nelle quali si 
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sospetti la presenza di questa molecola vanno 
predisposte in tempi e modo molto accurati. 

6.2.3 Jlrsenico 

Tutti i composti dell'arsenico sono tossici ma 
mentre quelli organici sono per lo più responsabi
li di intossicazioni iatrogene, a quelli inorganici 
va imputata la maggior parte delle intossicazioni 
accidentali o intenzionali. 

L'azione tossica viene espletata dalla forma 
trivalente: con questo stato di ossidazione, sia in 
forma organica che inorganica, gli arsenicali sono 
in grado di interagire con i gruppi -SH di enzimi a 
gruppi sulfidrilici -indispensabili al metabolisno 
cellulare- bloccandone le specifiche funzioni (Cima 
e Ferrari, 1971). 

Per le prove tossicologiche è stata perciò utiliz
zata anidride arseniosa di purezza analitica. Al 
fine di facilitare la solubilizzazione del composto 
in acqua, esso è stato inizialmente disciolto in un 
piccolo volume di NaOH al20%; dopo correzione 
con H

2
SO 

4 
la soluzione madre presentava p H= 8. 

Sono stati condotti quattro esperimenti in cir
ca quindici giorni, operando in un ambito di con
centrazione compreso tra 2,1 e 12,0 mg As20 3/L. 

Per ogni saggio è stato utilizzato un numero di 
concentrazioni compreso tra 5 e 9 in progressione 
geometrica, con un rapporto tra le diluizioni di 
1,25. 

Le quattro 24hEC50 (espresse come As3+) ed i 
relativi intervalli fiduciali (P= 0,05) sono riporta
te in tabella 6.3. 

Tab. 6.3 
Tossicità acuta dello ione arsenioso 

24hEC50 (mgfL) Limiti fiduciali (P= 0,05) 

4,5 4,2-4,8 
4,4 4,2-4,7 
4,5 4,2-4,8 
4,2 3,9- 4,5 

media 4,4 4,2-4,6 

Anche in questo caso le rette concentrazione/ 
effetto ottenute nelle quattro sperimentazioni 
possono considerarsi graficamente parallele; la 
24hEC

50 
media è risultata pari a 4,4 mg As3 + /L 

con un intervallo fiduciale di 4,2-4,6 mg/L 
(P=0,05) . · 

Questo valore, circa 10 volte superiore a quel
lo misurato per il cromo e 1300 volte superiore a 
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quello misurato per il parathion, sembra porre 
l'arsenico in una posizione di relativa minore 
pericolosità per l'ambiente acquatico. 

6.3 Discussione dei risultati 

La derivazione di valori guida per le sostanze 
tossiche presenti nelle acque potabili parte dal-
l'assunto che il consumo giornaliero di acqua pro 
capite sia di due litri (World Health Organisation, 
1984). Per verificare l'efficacia dell'utilizzazione 
di Daphnia magna come organismo di saggio nel 
controllo di manipolazioni dolose delle acque de
stinate al consumo alimentare si è viceversa rite
nuto idoneo individuare uno scenario del tipo: 

A: uomo del peso di 70 kg che assume 0,5 L 
d'acqua in dose unica 

B: uomo del peso di 70 kg che assume 2 L d'acqua 
in un giorno 

C: bambino del peso di 15 kg che assume 0,5 L 
d'acqua in dose unica 

D: bambino del peso di 15 kg che assume 2 L 
d'acqua in un giorno. 

Utilizzando le dosi fatali riportate in letteratu
ra per ognuna delle sostanze precedentemente 
citate, sono state ricavate le ipotetiche concentra
zioni letali da ottenere nell'acqua distribuita dal
l'acquedotto (Dreisbach e Robertson, 1990). 

Tab. 6.4 

Affinché il metodo presenti un 'utilità pratica è 
necessario che sia in grado di evidenziare anche 
concentrazioni sensibilmente inferiori a quelle 
letali: applicando a queste ultime un fattore di 
protezione 100 (popolazione adulta) o 1000 (po
polazione infantile per la quale sono risultate 
sconosciute le dosi fatali), sono state individuate 
le concentrazioni con le quali condurre i primi 
saggi con Daphnia magna; solo successivamente 
è stata ricercata la 24hEC50• 

Queste informazioni sono riassunte in tabella 
6.4. 

Le prove condotte giornalmente sulle acque 
delle centrali cittadine hanno generalmente dato 
esito favorevole all'utilizzo dell'acqua; nei cam
pioni trattati con carbone attivo per eliminare la 
presenza di cloro libero non si sono verificati 
decessi. 

Molto raramente, ed in modo non ripetitivo, si 
sono registrate percentuali di mottalità fino al 
50% degli organismi esposti, fatto che andrà inda
gato per fugare anche il più lontano sospetto della 
presenza estemporanea di molecole indesiderabi
li nelle acque cittadine. 

Dalle esperienze di ricerca della E C 50 24h sono 
emersi alcuni spunti di riflessione da valutare con 
attenzione per migliorare la qualità del lavoro 
tossicologico svolto in laboratorio. 

La riproducibilità dei test, in termini di coeffi
ciente di variazione fra le 24hEC50, si è rivelata 

Verifica del sistema d'allarme contro le intossicazioni acute 

Parathion CN As203 

Dose fatale uomo (mg/Kg) 1,714 l 1,714 
Dose fatale bambino (mg/Kg) 0,1 

Concentrazione letale { A 240 140 240 
uomo (mgjL) B 60 35 60 

Concentrazione letale { c 3 30 51,4 
bambino (mg/L) D 0,75 7,5 12,8 

{ 
A 2,4 1,4 2,4 

Concentrazione B 0,6 0,35 0,6 
cautelativa (mg/L) c 0,03 0,03* 0,05* 

D 0,075 0,075* 0,01* 

EC
50 

24h (mg/L) 0,0032 0,516 5,8 
Daphnia magna 

A, B, C, e D = scenari adottati * = fattore di protezione 1000 
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bassa per il parathion e il cianuro, e buona per 
l'arsenico. 

n coefficiente di variazione è risultato: 
parathion: 27,6% 
cianuro: 26,0 % 
arsenico: 2,9 % 

Questi valori, cui va aggiunto il valore del 
5,9% ottenuto per il cromo in altra sperimenta
zione, se da un lato potrebbero segnalare un vizio 
di fondo nella conduzione dei saggi, dall'altro 
potrebbero essere giustificati dalle differenti ca
ratteristiche fisico-chimiche dei composti utiliz
zati. 

Sembra, infatti, che il tipo di composto esami
nato influenzi in una certa misura la variabilità 
dei risultati, almeno nei confronti fra differenti 
laboratori. Il coefficiente di variazione maggiore 
si può registrare quando i composti selezionati 
per i test circolari hanno le seguenti caratteristi
che: a) bassa o nulla solubilità in acqua, b) elevata 
tossicità, c) elevato peso molecolare, d) più di un 
atomo di cloro, e) punto di ebollizione alto (Cow
gill, 1987). 

Il fatto che le rette concentrazione/effetto ot
tenute mediante l'analisi dei Probits non sempre 
potessero essere considerate graficamente paral
lele ha determinato, inoltre, non poche incettezze 
nella valutazione dei risultati. 

6.4 Conclusioni 

La sperimentazione tossicologica p.d. ha dato i 
seguenti risultati (tra parentesi sono indicati i 
limiti fiduciali per P=0,05): 

- Parathion 24hEC50 : 3,2 flgfL (1,8-4,6 flg/L) 
- CN- 24hEC50 : 516,5 flgfL (349,8-683,2 flg/L) 
- As3 + 24hEC50: 4,4 mg/L (4,2-4,6 mg/L) 

Come immaginabile, il saggio Daphnia magna 
-predisposto per studi di tossicologia ambientale
non sembra attendibile come allarme contro 
l'esposizione acuta della popolazione umana a 
tossici contenuti nell'acqua potabile. 

Esso, infatti, da un lato può rilevare sostanze 
nocive agli organismi acquatici in concentrazioni 
inefficaci per scatenare manifestazioni acute nel
l'uomo, come nel caso del parathion; dall'altro 
lato, come nel caso dell'arsenico, ha una sensibili
tà troppo bassa per fungere da allarme. N el caso 
del cianuro, infine, la 24hEC50 può essere ritenu
ta utile per uno solo degli scenari individuati, 
proteggendo la sola popolazione adulta che assu
me 0,5 litri d'acqua in dose unica. 
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D DETERMINAZIONE DEGLI EFFETTI TOSSICI SU 
DAPHNIA MAGNA DI ELUATI OTTENUTI DA RIFIUTI 
SPECIALI, TOSSICI E NOCIVI 

F. Moroni, M. Rozzi, R Spaggiari, C. Lazzaretti e 
R Messori 
Presidio Multizonale di Prevenzione, USSL 9- Reggio 
Emilia 

Riassunto 

Nel comprensorio delle ceramiche, tra le pro
vincie di Modena e Reggio Emilia, nella vallata del 
fiume Secchia, si genera oltre il 60% della produ
zione nazionale di piastrelle con enormi problemi 
nello smaltimento dei rifiuti. 

Lo studio, preliminare, è stato condotto per 
valutare l'eventuale effetto tossico di eluati, otte
nuti dai vari rifiuti ceramici con tecniche di estra
zione diverse, sull'indicatore biologico Daphnia 
magna, come complemento alle indagini tradizio
nali chimiche, previste dalla normativa in materia 
di rifiuti (DPR 915/82). 

Si è proceduto alla determinazione della dose 
di non effetto dei reattivi utilizzati nelle prove di 
cessione dei metalli tossici, determinando quanti
tà e tempi di contatto per soluzioni a diversa 
concentrazione di acido acetico in acqua aitificia
le. 

Individuate le procedure idonee alla conduzio-
ne del test si sono effettuate le prove di cessione su \ 
un campione di fango ceramico tossico e nocivo e 
su rottami di piastrelle cotte considerati dalla 
normativa inerti. 

Sugli eluati ottenuti con le diverse tecniche di 
estrazione sono stati condotti i test di tossicità 
acuta ed i test di tossicità cronica (28 giorni) 
utilizzando Daphnia magna. 

Summary 

In the Ceramics District, between Modena an d 
Reggio emilia, in the valley ofthe river Secchia, is 
produced above 60% ofthe national production of 
ti l es, with huge problems forthe rejecting ofwaste 
materials. 

This preliminary studywas conducted to eval
uate the toxicity of extracts, resulting from differ
ent precedures of extraction of tile wastes, on 
Daphnia magna, suchas complement oftradition
al chemical analyses provided by law for waste 
materia! (DPR 915/82). 

The NOEC was evaluated for the reagents 
used in the extraction procedures of the toxic 
metals, determining quantity an d ti m es of contact 
for different conccntration oftest 0.5 N aceti c aci d 
in the sintetic watcr. 

Afterthe suitable procedure to conduct the test 
was individuated, the extraction procedure were 
done with a sample of ceramic toxic and harmful 
sludge and with scrap-tiles defined "ine1t waste 
materia!" by law. 

Acute tests and 28-day life-cycle chronic tests 
were made for each extract with the test organ
ism. 

IRSA ( 1991): Atti della Giornata di studio "Presentazione del Saggio di Tossicità con Daphnia", 
Milano, 29 ottobre 1991; Quad. lsL Ric. Acque, 93. 
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7.1 Introduzione 

In seguito al progressivo sviluppo della società 
tecnologica e col crescere del livello medio di vita 
sono enormemente aumentati, sia dal punto di 
vista qualitativo che quantitativo, i problemi di 
raccolta, traspo1to e smaltimento dei rifiuti. In 
pa1ticolare, è diventato sempre più problematico 
lo smaltimento degli stessi in quanto comporta 
implicazioni igienico-sanitarie ed ecologiche. 

Nel1982 è stata emanata la normativa sullo 
smaltimento dei rifiuti (DPR 915/82) che prevede 
la valutazione del potenziale effetto tossico di un 
rifiuto classificandolo sia in base ai processi pro
duttivi che lo generano, che alla concentrazione 
delle sostanze i vi contenute, elencate nell'allegato 
dello stesso DPR. 

In pa1ticolare la norma per lo smaltimento in 
discarica prevede discipline diverse in relazione 
alla classificazione del rifiuto in urbano, speciale, 
tossico-nocivo. 

Le disposizioni del Comitato Interministeriale 
(C.I.) del1984 prevedono, limitatamente ai rifiuti 
tossici e nocivi che contengono metalli, la possibi
lità di un loro smaltimento in discariche di secon
da categoria tipo B purché l'eluato, proveniente da 
determinate prove di cessione, rispetti la tabella A 
allegata alla legge 319/76 (Norme per la tutela 
delle acque dall'inquinamento). La preoccupazio
ne del legislatore è quindi rivolta al potenziale 
impatto che queste tipologie di rifiuto possono 
esercitare sulle acque superficiali e profonde. 

Un approccio utile per definire il grado di 
tossicità di tali eluati potrebbe essere quello di un 
uso appropriato dei test biologici di tossicità, che 
potrebbero fornire indicazioni complementari al
l'analisi chimica. 

Le indagini tossicologiche che ricorrono ai test 
biologici hanno fornito metodologie che, per la 
sensibilità delle specie impiegate, la praticità di 
applicazione e l'adeguato livello di standardizza
zione, sono entrate nell'uso comune costituendo 
un valido suppo1to all'analisi chimica per il con
trollo e la prevenzione del rischio ambientale 
(OCDE, 1987). 

Alla luce di queste considerazioni e di esempi 
di letteratura è stato condotto uno studio sulla 
tossicità di eluati di rifiuti attraverso l'adozione di 
test biologici con l'organismo planctonico Daph
nia magna (Crustacea: Cladoceri). 

7.2 Obiettivi dellavoro 

N ella vallata del fiume Secchia, tra le provincie 
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di Modena e Reggio Emilia, esiste il comprensorio 
delle ceramiche dove si genera oltre il 60% della 
produzione nazionale di piastrelle, creando enor
mi problematiche ambientali anche nello smalti
mento dei rifiuti. 

L'obiettivo di questo studio preliminare è quel
lo di valutare l'effetto tossico degli eluati, ottenuti 
da rifiuti ceramici con tecniche di estrazione diver
se, sull'indicatore biologico Daphnia magna come 
complemento alle indagini chimiche previste dal
la normativa in materia di rifiuti. Le prove di 
cessione sono state effettuate su un campione di 
fango ceramico classificato come tossico e nocivo e 
su rottami di ceramiche cotte ritenuti secondo la 
normativa un rifiuto ine1te. 

N o n esistendo indicazioni per l'applicazione di 
saggi biologici sugli eluati ricavati dai test di ces
sione, lo studio è stato progettato a partire dal 
confronto di alcune metodiche adottate nei test 
chimici di cessione sui rifiuti (IRSA, 1986; EPA, 
1980) e su sedimenti contaminati (Borgmann e 
Coll., 1989; Daniels e Coli., 1989; Fred Lee, 1976; 
Lee e Coll., 1987; Malins, 1989; Moore e Coll., 
1984; Munawar e Coll., 1989; Reynoldson e Coll., 
1989; Sloterdijk e Coll., 1989) cercando di indivi
duare tra queste la più idonea per ottenere eluati 
da sottoporre ai test biologici con Daphnia magna. 

7.3 Materiali e metodi 

7.3.1 Trattamento dei campioni 

I rifiuti utilizzati erano costituiti da un campio
ne di fango ceramico derivante da processi di 
depurazione e da un campione di rottami di cera
miche cotte (piastrelle). 

Entrambi i campioni sono stati sottoposti ad 
un trattamento di macina tura ed omogeneizzazio
ne, al fine di ottenere una granulometria del 
campione di dimensioni tali da aumentare il con
tatto con la porzione liquida e facilitare il rilascio 
di contaminanti durante la cessione. 

I rifiuti sono stati essiccati in stufa a 105 oc per 
24 h. 

7.3.2 Test di cessione e 
preparazione degli eluati 

Gli eluati sono stati ottenuti sottoponendo i 
rifiuti a diverse modalità di estrazione che sono 
servite per simulare l'effetto lisciviante delle ac
que meteoriche su rifiuti posti in discarica. Secon
do la legislazione italiana, se il rifiuto viene collo
cato in discarica di tipo 2 B, atta ad accogliere i 
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rifiuti speciali e tossici e nocivi di cui alla delibera 
e.I. 1984, viene impiegato come agente estraente 
una soluzione acquosa di acido acetico, mentre se 
il rifiuto è compreso nella tipologia prevista dalla 
delibera C.I. 1986 (fonderie, acciaierie e marmi) 
viene utilizzata una soluzione acquosa satura di 
C02• 

Le diverse procedure di estrazione, riportate in 
tabella 7.1, si differenziano per: 

rapporto rifiuto e acqua di diluizione (rapporto 
R:A); 
agente estraente; 
pH di estrazione; 
tempo e modalità di contatto. 

La quantità di rifiuto utilizzata in ogni tipo di 
estrazione è stata opportunamente scelta tenendo 
conto dei rapporti R:A previsti nei diversi metodi 
e del volume finale di fase liquida necessario per 
i test di tossicità a breve e lungo termine. 

Le. acque di diluizione impiegate sono state 
scelte al fine di individuare fra le soluzioni a 
chimismo diverso, quella che consentisse una 
estrazione migliore, ma nello stesso tempo non 
comportasse causa di mortalità per Daphnia ma
gna indipendentemente dalla reale tossicità del
l'eluato. 

Le acque saggiate sono state le seguenti: 
acqua distillata: secondo i metodi ufficiali per le 
analisi chimiche è utilizzata come acqua stan
dard di diluizione nei test di cessione dei rifiuti; 
quest'acqua però non rappresenta il medium 
più idoneo alla sopravvivenza degli organismi 
della specie Daphnia magna e può costituire 
una delle fonti che potrebbero viziare il risulta-

Tab. 7.1 

to dei test di tossicità; 
acqua a1tificiale (Tab. 7.2): acqua sintetica di 
diluizione utilizzata per i test biologici di tossi
cità acuta; quest'acqua potrebbe sosti tu ire l' ac
qua distillata nei test di cessione di rifiuti in 
quanto non produce effetti negativi nel saggio 
di tossicità con Daphnia magna; 
acqua allevamento: acqua di sorgente (pH= 
7,5± l, durezza= 150-180 mg/L di CaC03) im
piegata nel nostro laboratorio per il manteni
mento degli allevamenti di Daphnia magna; 
quest'acqua è stata saggiata in quanto potreb
be costituire il medium più idoneo nel caso di 
allestimento di test di tossicità a lungo termine 
(Cowgill e Coli., 1986). 

Tab. 7.2 
Formula per la preparazione dell'acquaartificiale 
usata come acqua di diluizione 
(Marchetti e Viganò, 1990) 

NaHC03 

CaS04 
MgS04 

KCl 

192 mg 
183 mg 

53 mg 
10 mg 

l per litro di 
J acqua distillata 

Areare per 24 h, per il raggiungimento del 100% di 
saturazione di ossigeno disciolto, lasciare stabilizza
re, quindi aggiustare il p H a 7,5 ±l, la durezza a 140-
160 mg/L di CaC03 

I tempi di agitazione delle miscele di rifiuto e di 
acqua sono stati definiti secondo le metodiche 
consultate. Per ciascuna estrazione è stato utiliz
zato uno strumento con pale a rotazione continua 

Sommario dei trattamenti e delle procedure usate per ottenere i diversi eluati (*cfr. Tab. 7.2) 

Procedura Rapporto Acqua di Agente Tempo 
R:A diluizione estraente di agitazione 

A 1:4 Artificiale* l h 
B 1:4 Allevamento l h 
c 1:20 Artificiale* 6h 
D 1:20 Allevamento 6h 
E 1:20 Distillata C02 

6h 
F 1:20 Artificiale* C02 6h 
G 1:20 Allevamento C02 

6h 
H 1:20 Distillata 0,5 N Ac. Acetico 24 h 
I 1:20 A1tificiale* 0,5 N Ac. Acetico 24 h 
L 1:20 Allevamento 0,5 N Ac. Acetico 24 h 
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(120 rpm) immesse in beakers contenenti i cam
pioni. Questo meccanismo è in grado di impartire 
alla miscela solido-liquido un'agitazione tale da 
assicurare il continuo rinnovamento della super
ficie di contatto. 

La soluzione acquosa satura di C02 impiegata 
nelle procedure E, F e G è stata ottenuta facendo 
gorgogliare nelle diverse acque anidride carbonica 
per almeno 15 minuti a temperatura ambiente. 

Meritano un discorso più approfondito le pro
cedure di estrazione H, I e L in cui è stato impie
gato l'acido acetico 0,5 N come agente estraente. 

In lavori precedenti, nei quali erano stati stu
diati eluati di sedimenti lacustri contaminati da 
metalli pesanti ottenuti con estrazioni all'acido 
acetico nelle quantità previste dalla metodica IRSA 
(1986), si era riscontrata la loro non idoneità, a 
causa della elevata conducibilità e della concentra
zione di acido acetico, ai saggi biologici con Daph
nia magna (Zanetti e Coli., 1990). 

Per tali ragioni sono stati effettuati i test di 
tossicità acuta con soluzioni di acido acetico 0,5 N 
in acqua a1tificiale al fine di definirne la IC

50 
e la 

NOEC (concentrazione di acido che non produce 
effetto sugli organismi saggiati). 

In base al valore della concentrazione di non 
effetto da noi rilevata è stata definita la quantità di 
acido acetico da utilizzare come estraente nelle 
cessioni (mL di acido acetico per grammo di rifiu
to). 

Per l'allestimento dei test di cessione con acido 
acetico si è operato inizialmente miscelando una 
quantità di rifiuto con un volume di acqua di 
diluizione in un rappo1to iniziale R:A pari a 1:19; 
si è provveduto quindi, agitando per 24 h, al 
controllo ed al mantenimento del pH a valori di 
5± 0,2, aggiungendo acido acetico 0,5 N in quanti
tà tale da non superare la dose calcolata di non 
effetto in ragione di 2 mL per grammo di rifiuto. 

Le estrazioni in acido acetico per il fango hanno 
richiesto il quantitativo massimo di acido per 
mantenere il p H ai valori di 5 ± 0,2. L'esaurimento 
della quantità massima è avvenuto nell'arco delle 
prime 4 h dall'inizio della cessione e, al termine 
delle 24 h, il valore del p H rilevato era compatibile 
con la sopravvivenza di Daphnia magna e peltan
to non è stato necessario appo1tare correzioni. 

Per i rottami non si è esaurito il quantitativo 
massimo di acido acetico a disposizione in quanto 
il p H rimaneva stabile a valori di 5 ± 0,2. Al termi
ne delle 24 h si è provveduto alla correzione del pH 
con NaOH 6N. Questa operazione ha compo1tato 
la precipitazione, anche rilevante, di alcuni metal
li e quindi l'alterazione dell'eluato ottenuto con 
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l'estrazione. 
Al termine di ogni estrazione si è provveduto 

alla separazione della fase liquida dalla fase solida 
mediante centrifugazione e successiva filtrazione 
del surnatante su filtro da 0,45 ,um; gli eluati così 
ottenuti sono stati conservati al buio a -18 oc in 
attesa del loro utilizzo per i saggi biologici. 

7.3.3 Determinazioni chimico-fisiche 

Sia sui fanghi che sui rottami si è determinato 
il contenuto dei metalli mediante mineralizzazio
ne con acqua regia, senza attacco della porzione 
silicea (T ab. 7 .3). La misurazione della concentra
zione dei metalli è stata effettuata anche sugli 
eluati filtrati e sulle acque di diluizione (T ab. 7 .4) 
attraverso spettrometria ad assorbimento atomi
co con la fiamma e con il fornetto di grafite. 

7.4 Test di tossicità 

7.4.1 Condizioni sperimentali generali 

I test di tossicità acuti e cronici sono stati 
allestiti con organismi di età 12h± 12h, ottenuti 
pa1tenogeneticamente da madri precedentemen
te isolate dalle vasche di allevamento e acclimatate 
per circa 10 giorni alle condizioni standardizzate 
utilizzate per i test (Gorbi, 1987): temperatura 
termostatata a 20 ± 2 oc e fotoperiodo di 18 h di 
luce e di 6 h di buio. 

7.4.2 Test di tossicità acuta 

I test di tossicità acuta sono stati condotti sulla 
soluzione di acido acetico 0,5 N e sugli eluati 
ottenuti con le diverse estrazioni. 

I test sono stati organizzati in due fasi distinte 
costituite dal "test preliminare" e dal "test defini
tivo", condotte nelle medesime condizioni speri
mentali. 

Sulla base dei risultati del test preliminare a 24 
h sono stati individuati gli intervalli per i test 
definitivi con cui poter determinare la concentra
zione o la percentuale di eluato che provoca l'im
mobilizzazione del 50% degli organismi saggiati, 
calcolata secondo il metodo statistico di Litchfield 
e Wilcoxon (1949). 

Per ~iascun test sono stati saggiati 10 organi
smi, mantenendo costante il rappo1to tra organi
smo e volume a disposizione pari a 1:10 mL, per 
una durata di 24 h senza alimentazione. Quando 
si è protratto il test fino a 48 h, non sono state 
rinnovate le soluzioni contenenti gli organismi. 
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Tab. 7.3 
Determinazioni chimiche sul contenuto di metalli nel fango di ceramiche e nei rottami di ceramiche cotte 
utilizzati per le estrazioni (*valori superiori ai limiti del DPR 915/82) 

Determinazione Fango di ceramica Rottami di ceramiche cotte 
mgfKgd.w. mgfKg d. w. 

N a 22080 2892 
K 3795 1446 
Ca 12570 10604 
Mg 8450 3253 
Pb 8280* 1241 
Cu 59 10 
Zn 690 624 

ci!+ 40 23 
cz-5+ <3 <3 
Cd <5 <5 
B 1600 692 
Fe 16840 8073 

Tab. 7.4 
Caratterizzazione delle acque di diluizione utilizzate per le estrazioni (le concentrazioni dei metalli sono 
espresse in pgjL) 

Acqua di p H Conducibilità 
diluizione ~<Sfcm 

Distillata 6,5 7,7 
Artificiale 8,2 566 

Allevamento 8,2 245 

7.4.3 Test di tossicità acuta 
su acido acetico 0,5 N 

M n Pb 

<30 <3 
<30 <3 
<30 <3 

Come soluzione diluente è stata utilizzata l'ac
qua artificiale e per ciascuna concentrazione sag
giata si è effettuata, prima dell'immissione degli 
organismi, la correzione del pH a valori tra 6,8-7 
con aggiunta di NaOH 6 N. 

La NOEC è stata determinata dall'estrapola
zione della retta di tossicità fino alla concentrazio
ne a cui corrispondeva mortalità di 0,02% (Giesy 
e Graney, 1989). 

7.4.4 Test di tossicità acuta su eluati 

I test sono stati condotti utilizzando acqua 
mtificiale o di allevamento in armonia con l'acqua 
impiegata per le cessioni. Dove era stata utilizzata 
acqua distillata per la cessione, nel test di tossicità 
è stata utilizzata acqua attificiale. 
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Cu Zn Cr Cd B Fe 

<20 <0,5 <0,1 <50 < 100 
<80 <20 <0,5 <0,1 50 < 100 
<80 <20 <0,5 <0,1 320 < 100 

I test di controllo consistevano in: 
organismi esposti all'acqua distillata, attificia
le e allevamento; 
organismi esposti ad acqua attificiale, alleva
mento e distillata nelle quali è stata aggiunta la 
quantità di acido acetico corrispondente a quella 
presente nella più elevata percentuale di estrat
to saggiato. In tali controlli il p H delle soluzioni 
saggiate è stato corretto con NaOH 6 N, ripor
tandolo ai valori rilevati per le percentuali di 
eluati saggiati. 
La percentuale di mmtalità nei controlli è stata 

ritenuta accettabile, ai fini della validità del test, se 
non eccedeva il valore del 10%. 

Per evidenziare sensibilità diverse degli orga
nismi al variare delle acque utilizzate, è stata 
calcolata la I C 50 del bicromato di potassio, sostan
za di riferimento a tossicità nota, usando come 
acque di diluizione l'acqua artificiale e l'acqua di 
allevamento. 
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Tab. 7.5 
pH, conducibilità e concentrazioni (mgjL) dei metalli ricercati degli eluati ottenuti dalle estrazioni con il 
fango della ceramica (*valori superiori ai limiti di legge 319/76) 

Procedura di p H Conducibilità M n Cu 
estrazione JJS/cm 

Acqua distillata 
E 7,8 506 0,421 <0,08 
H 7,0 2910 5,703* <0,08 

Acqua artificiale 
A 8,2 630 0,051 <0,08 
c 8,0 468 <0,03 <0,08 
F 7,7 673 0,152 <0,08 
I 7,1 3010 5,504* <0,08 

Acqua allevamento 
B 8,1 518 0,041 <0,08 
D 7,9 344 0,039 <0,08 
G 7,4 706 0,396 <0,08 
L 7,0 2940 5,622* < 0,08 

A,B 
C, D 
E,F,G 
H, I, L 

= estrazioni con R:A = 1:4 senza agente estraente 
= estrazioni con R:A = 1:20 senza agente estraente 
= estrazioni con R:A= 1:20 con CO? 
= estrazioni con R:A= 1:20 con cH;cooH 

Tab. 7.6 

Zn Cr Cd B Fe 

0,143 <0,08 <0,02 14,9'" <0,05 
1,983* <0,08 <0,02 10,1 * <0,05 

0,025 <0,08 <0,02 9,3* 0,22 
<0,02 <0,08 <0,02 11,4* 0,14 
0,049 <0,08 <0,02 18,7* <0,05 
1,540* <0,08 <0,02 10,1* <0,05 

<0,02 <0,08 <0,02 12,7* 0,09 
<0,02 <0,08 <0,02 9,5* <0,05 
0,239 <0,08 <0,02 11,5* 0,06 

2,565* <0,08 <0,02 18,9* <0,05 

pH, conducibilità e concentrazioni (mgjL) dei metalli ricercati degli eluati ottenuti dalle estrazioni con i 
rottami di ceramiche cotte (*valori superiori ai limiti di legge 319/76) 

Procedura di p H Conducibilità M n Cu 
estrazione JiS/cm 

Acqua distillata 
E 7,4 86,8 0,085 <0,08 
H 5,4 120 0,319 < 0,08 

Hl 6,7 132 0,170 <0,08 

Acqua artificiale 
A 8,6 564 <0,03 <0,08 
c 8,4 519 <0,03 <0,08 
F 7,4 525 0,11 <0,08 
I 5,5 603 0,240 <0,08 

I l 6,5 638 0,243 <0,08 

[Acqua allevamento 
B 8,3 412 <0,03 <0,08 
D 7,9 341 0,040 <0,08 
G 7,2 364 0,051 <0,08 
L 5,5 399 0,124 <0,08 

L l 6,6 430 0,125 <0,08 

A,B 
C, D 
E,F,G 
H, I, L 

= estrazioni con R:A= 1:4 senza agente estraente 
= estrazioni con R:A= 1:20 senza agente estraente 
= estrazioni con R:A= 1:20 con C02 
= es trazioni con R:A= 1:20 con CH3COOH 

Zn Cr 

<0,02 <0,08 
l, 190* <0,08 
0,328 <0,08 

< 0,02 <0,08 
<0,02 <0,08 
0,100 <0,08 
0,474 <0,08 
0,454 <0,08 

<0,02 <0,08 
<0,02 <0,08 
<0,02 <0,08 
0,264 <0,08 
0,247 <0,08 

H l, I l, L l = estrazioni con R:A= 1:20 con CH3COOH dopo la correzione del pH 
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Cd B Fe 

<0,02 0,140 <0,05 
<0,02 1,39 
<0,02 0,625 0,27 

<0,02 0,135 <0,05 
<0,02 0,135 0,09 
<0,02 0,135 <0,05 
<0,02 0,29 
<0,02 0,580 0,10 

<0,02 0,250 <0,05 
<0,02 0,290 0,06 
<0,02 0,495 <0,05 
<0,02 0,22 
<0,02 0,770 0,13 
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7.4.5 Test di tossicità cronica 

I test di tossicità cronica sono stati condotti su 
tutti gli eluati ottenuti da cessioni in acqua artifi
ciale (A, C, F) e acqua di allevamento (B, D, G). 
Sono stati allestiti contemporaneamente i con
trolli sia con acqua artificiale che con acqua di 
allevamento. 

N o n sono stati effettuati i test cronici sugli 
eluati con acqua distillata in quanto si è ritenuto 
che tale solvente potesse costituire una causa di 
mortalità non controllabile che poteva viziare i 
risultati dei test a lungo termine. Per la stessa 
ragione non si sono effettuati i test di tossicità 
cronica neppure sugli eluati con acido acetico. 

Gli esperimenti sono stati condotti simulta
neamente sugli eluati dei fanghi ceramici e dei 
rottami di piastrelle. Per ciascuna prova si sono 
utilizzati un numero di organismi, di età 12h ± 12h, 
non inferiore a 8 mantenuti singolarmente per 28 
giorni in beakers contenenti un volume da saggia
re di 50 mL. 

Gli organismi sono stati allevati somministran-

Tab. 7.7 
Concentrazioni del piombo (pg(L) negli eluati 
ottenuti dalle estrazioni con il fango della cerami
ca e coi rottami delle ceramiche cotte 

Procedura Fango di Rottami di 
di estrazione ceram1ca ceramiche cotte 

Acqua distillata 
E 37 3 
H 10200* 36 

Hl 18 

Acqua artificiale 
A 93 3 
c 84 3 
F 370* 4 
I 8100* 22 

I l 15 

Acqua di allevamento 
B 30 2 
D 30 2 
G 349* 3 
L 10500* 30 

L l 15 

A, B = estrazioni con R:A= 1:4 senza agente estraente 
C, D = es trazioni con R:A = 1:20 senza agente estraente 
E, F, G = estrazioni con R:A = 1:20 con C02 
H, I, L = estrazioni con R:A= 1:20 con CH3COOH 
H l, I l, L l = estrazioni con R:A= 1:20 con CH3COOH 

dopo la correzione del pH 
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do a giorni alterni (3 volte alla settimana) una 
quantità al gale di Selenastrum capricornutum e di 
Saccharomyces cerevisiae, entrambi ad una con
centrazione di 300.000 cellule per mL (Marchetti 
e Viganò, 1990) e provvedendo anche al rinnovo 
dell'eluato saggiato. 

Durante i 28 giorni sono stati effettuati dei 
controlli giornalieri su: 

mortalità; 
età alla prima deposizione di uova, considerata 
inizio dell'attività riproduttiva degli organi
smi; 
frequenza e regolarità della produzione di uova; 
conteggio e rimozione dei neonati per ciascun 
individuo; 
conteggio e rimozione di eventuali piccoli mor
ti e uova abortive per ciascun individuo. 

Dai dati ottenuti, è stato possibile calcolare per 
ciascun eluato e per ciascun rifiuto i seguenti 
valori: 

età media all'inizio della riproduzione; 
numero medio di neonati per dafnia per giorno 
(no totale di neonati per dafniajgg di sopravvi
venza); 
numero medio di uova abortive per dafnia per 
giorno (n° totale di uova ab01tive + no totale di 
neonati mo1ti per dafnia/ gg di sopravvivenza). 
Le differenze significative tra gli eluati per 

ciascun rifiuto, nel numero medio di neonati e di 
uova abo1tive per dafnia per giorno e nell'età 
media alla riproduzione, è stata saggiata mediante 
l'analisi della varianza. N el caso di significatività 
dei valori di F è stato utilizzato il test di Scheffé 
(Morrison, 1976) per testare quali valori differis
sero significativamente dagli altri rispetto ad un 
errore di I tipo (a). 

7.5 Risultati e discussione 

7.5.1 Analisi dei metalli negli eluati 

Sia per il fango che per i rottami la concentra
zione dei metalli negli eluati è risultata superiore 
nelle estrazioni con acido acetico rispetto a quelle 
in cui si è impiegato C02 o nessun agente estraente 
(Tab. 7.5, 7.6 e 7.7). 

7.5.2 Test di tossicità con acido acetico 

I valori di IC
50 

dei test di tossicità acuta con 
acido acetico 0,5 N (Tab. 7.8) sono in accordo con 
i dati ritrovati in letteratura (McKee e Wolf, 1971). 

Dai valori diNOEC calcolati si è potuto definire 
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che la quantità massima di acido acetico che non 
produce effetto sugli organismi diDaphnia magna 
per un'esposizione di 24 h è di 2,62 mL per gram
mo di rifiuto e per un'esposizione di 48 h è di 2, 74 
mL per grammo di rifiuto. 

Queste quantità calcolate sono inferiori rispet
to alla quantità prevista dalla metodica IRSA che 
utilizza un massimo di 4 mL di acido per gr di 
campione. 

Una cessione con acido acetico secondo le me
todiche IRSA, che richieda l'impiego di tutto il 
quantitativo massimo di acido a disposizione, com
porta un eluato che contiene una concentrazione 
di acido acetico (in forma indissociata o di acetato) 
che potrebbe risultare tossica alla dafnia. 

Per operare in sicurezza si è convenuto di 
utilizzare un quantitativo massimo di 2 mL di 
acido per grammo di rifiuto. 

7.5.3 Test di tossicità acuta con eluati 

E' stata rilevata l'assenza di immobilità, sia a 
24 h che a 48 h dall'inizio dei test, per tutti gli eluati 
ottenuti dai rottami di ceramiche cotte. 

Gli eluati A, B, C, D, E, F, provenienti dalle 
estrazioni del fango, senza l'utilizzo di agenti estra
enti o con C02, non sono risultati tossici agli 
organismi, indifferentemente dall'acqua di dilui
zione impiegata. 

La presenza di tossicità è stata invece riscon
trata per gli eluati ottenuti dal fango con le estra
zioni in acido acetico (Tab. 7.9). La percentuale di 
eluato che provoca l'immobilizzazione del 50% 
degli organismi saggiati a 24 h e a 48 h non è 
risultata significativamente diversa per gli eluati 
provenienti dalle estrazioni H e I (acqua distillata 
e acqua artificiale entrambe con acido acetico). 

La percentuale di eluato tossica per il 50% degli 
organismi a 24 h è risultata significativamente più 
bassa per gli eluati ottenuti nella procedura L 
(acqua di allevamento con acido acetico). 

Nei risultati con il test con il bicromato di 
potassio (Tab. 7.10) non si è riscontrata una mag
giore sensibilità degli organismi in presenza di 
acqua di allevamento e per tali ragioni si è ritenuto 
che la immobilità superiore osservata per gli elua
ti in acqua di allevamento con acido acetico potesse 
essere imputabile alla quantità di metalli, rilascia
ti dal fango in tali condizioni, superiore rispetto 
agli altri estratti (T ab. 7 .5), in pa1ticoìare per lo Zn 
e per il B. 

Le risposte di tossicità, rilevate con i test di 
tossicità acuta, sono in accordo con ciò che ci si 
attendeva in base alla classificazione dei rifiuti e ai 
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Tab. 7.8 
Valori della IC50 e della NOEC (mgjL) calcolate 
per organismi (età 12 ± 12 h) saggiati in test di 
tossicità acuta con acido acetico 0,5 N 

Valori Tempo di esposizione 
24 h 48 h 

I C so 5575 5308 
S= 355 S= 375 
N =6 n= 6 
CV%= 6,4 CV%= 7,1 

NOEC 3925 4117 
s= 669 S= 545 
n= 6 n= 6 
CV%= 17 CV%= 13,2 

Tab. 7.9 
%di eluato che immobilizza il 50% degli organismi 
saggiati (% eluato di immobilizzazione mediana e 
intervalli fiduciali al 95% ottenuti nel test defini
tivo di tossicità acuta a 24h e a 48h con gli eluati 
provenienti dalle estrazioni con acido acetico con 
il fango della ceramica) 

Procedura di estrazione Test a 24 h Test a 48 h 

H o/o di eluato 34 28 
int. fid. 31-37 21-37 

I o/o di eluato 42,5 21 
int. fid. 32,9-54,8 16,3-27,1 

L o/o di eluato 20,5 
int. fid. 14-30 

H = estrazione con acqua distillata e CH3COOH 
I = estrazione con acqua artificiale e CH3COOH 
L = estrazione con acqua allevamento e CH3COOH 

Tab_ 7.10 
V al ori di I C 5

0 
(mgjL di Cr) ed intervalli fiduciali al 

95%deitestdefinitividitossicitàacutacon~Cr207 
con l'acqua artificiale e con l'acqua di allevamento 

Acqua di diluizione 24 h IC50 
95% intervallo fiduciale 

Acqua artificiale 0,500 
0,446-0,561 

Acqua allevamento 0,420 
0,389-0,454 
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risultati delle analisi chimiche degli eluati, confer
mando l'ipotesi di un utilizzodiDaphnia magna in 
saggi biologici su eluati di rifiuti a complemento 
alle analisi chimiche. 

Le differenze tra le risposte dei test di controllo 
con l'acqua distillata, artificiale e di allevamento 
(T ab. 7.11), sottolineano però la necessità di porre 
attenzione alla scelta dell'acqua di diluizione per 
le estrazioni i cui el uati vengano successivamente 
utilizzati per i saggi biologici. L'individuazione 
dell'acqua di diluizione rappresenta un passo de
licato nella standardizzazione dei saggi su eluati 
sia per garantire la ripetibilità dei risultati che per 
prevedere delle interazioni fra le sostanze in solu
zione negli eluati. 

7.5.4 Test di tossicità cronica 

Al momento dello scongelamento degli eluati 
utilizzati per i rinnovi del medium durante i test, 
sono stati osservati dei precipitati insolubili che 
rimanevano tali anche a temperatura ambiente. 

Pertanto i risultati ottenuti non rispecchiano 
presumibilmente la reale tossicità degli eluati 
originari, sono da ritenersi assolutamente preli
minari e possono però essere considerati di riferi
mento per lavori successivi. 

Sono state effettuate le osservazioni per i se
guenti valori: 

a) Sopravvivenza 
Ad eccezione del valore dell'eluato A per i 

rottami di ceramiche, non si sono riscontrate 
variazioni considerevoli delle percentuali di mor-

Tab. 7.11 
Mortalità (%) rilevata a 24h e 48h nei test di 
controllo in diverse condizioni 

%di mortalità 
Condizione a24h a48h 

1--

Acqua distillata 60 90 

Acqua artificiale o o 
Acqua allevamento o o 

Acqua distillata 100 
con acido acetico 

Acqua artificiale o o 
con acido acetico 

Acqua allevamento o o 
con acido acetico 
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talità al variare delle condizioni di estrazione dei 
rifiuti (Tab. 7.12). 

b) Età media alla prima deposizione 
Per ogni tipo di rifiuto e per ogni eluato è stata 

determinata l'età media alla prima deposizione 
degli organismi saggiati (Tab. 7.13 e 7.14). 

Per i rottami, l'analisi della varianza ad un 
fattore ha rilevato differenze significative solo tra 
gli el uati in acqua a1tificiale. Confrontando i valori 

Tab. 7.12 
Sopravvivenza a 28 giorni nei vari eluati del fango 
di ceramiche e dei rottami di ceramiche cotte 

Fango Rottami 
Trattamenti di di cer. 

ceraiiL cotte 

Controlli 
Artificiale no individui 10 10 

no sopravissuti 10 10 
% sopravissuti 100 100 

Allevamento no individui 10 10 
no sopravissuti 10 10 
% sopravissuti 100 100 

Procedure di estrazione 
A no individui 10 9 

no sopravissuti 8 7 
% sopravissuti 80 77,8 

B n° individui 9 10 
no sopravissuti 9 10 
% sopravissuti 100 100 

c no individui 8 10 
no sopravissuti 8 10 
% sop ravissut i 100 100 

D no individui 9 10 
no sopravissuti 9 9 
% sopravissuti 100 90 

F no individui 10 8 
no sopravissuti 9 8 
% sopravissuti 90 100 

G no individui 10 10 
no sopravissuti 10 10 
% sopravissuti 100 100 

A, B =estrazioni con R:A= 1:4 senza agente estraente in 
acqua artificiale e di allevamento 

C, D = estrazioni con R:A= 1:20 senza agente c traente in 
acqua artificiale e di allevamento 

F, G = estrazioni con R:A = 1:20 con C02 in acqua a1·tificialc 
e di allevamento 
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per l'acqua artificiale con il test di Scheffé è risul
tato che l'età media alla prima deposizione nel
l'eluato con co2 è significativamente più alta 
rispetto all'eluato senza co2 con lo stesso rappor
to R:A pari ad 1:20 (a=0,05) (Tab. 7.13). 

Per il fango, l'analisi della varianza ed il test di 
Scheffé hanno rilevato che l'età media alla prima 
deposizione nei controlli ed in particolare nell'ac
qua ài allevamento, è statisticamente più alta 
rispetto ai valori rilevati negli eluati con un rap
porto R:A pari ad 1:4 ed 1:20 (Tab. 7.14). 

c) Attività riproduttiva 
Per questo parametro, si sono ottenuti i risul

tati più contrastanti, probabilmente viziati dalla 
precipitazione dei sali avvenuta durante la conser
vazione dei campioni, in modo patticolare per il 

Tab. 7.13 

fango. 
Per i rottami, è emerso che il tasso di produzio

ne di neonati per gli organismi allevati negli eluati 
I ed L (estrazione con acqua attificiale ed acqua di 
allevamento con C0

2
) è statisticamente inferiore 

(a= O, 05) rispetto a quello rilevato per gli organi
smi allevati negli altri eluati (A, B, C, D) (Tab. 
7.15). 

Questo risultato sembrerebbe in accordo con i 
valori chimici in quanto le estrazioni con la co2 
hanno favorito un maggior rilascio di metalli dal 
rifiuto (Tab. 7.6). E' da rilevare che il tasso di 
produzione nel controllo in acqua a1tificiale risul
ta superiore rispetto a tutti gli altri valori (Tab. 
7.15). 

Per i rottami, i valori più alti nella produzione 
di uova abortive si sono avuti per gli organismi 

Età media alla prima deposizione degli organismi allevati nei controlli e negli eluati ottenuti con diverse 
procedure di estrazione dei rottami di ceramiche rotte 
(lettere minuscole differenti indicano valori significativamente diversi tra gli eluati; lettere maiuscole 
indicano valori statisticamente diversi tra le acque; *a= 0,05) 

ACQUA DI DILUIZIONE TRATTAMENTI 
Controlli Rapporto R:A Rapporto R:A Rapporto R:A Totali 

1:4 1:20 1:20 -C02 

Acqua artificiale età media 6,8 ab 6,7 ab 6,1 a 7,2 b* 6,7 A 
dcv. st. 1,1 0,7 0,3 0,9 
no indiv. 10 9 10 8 

Acqua allevamento età media 7,2 a 6,4 a 6,6 a o,2 a o,6A 
dcv. st. 0,9 0,5 1,3 0,4 
no indiv. 10 10 10 10 

Totali età media 7,0 a 6,5 a 6,3 a 6,7 a 

Tab. 7.14 
Età media alla prima deposizione degli organismi allevati nei controlli e negli eluati ottenuti con diverse 
procedure di estrazione del fango di ceramica (lettere minuscole differenti indicano valori significativamente 
diversi tra gli cluati; lettere maiuscole indicano valori statisticamente diversi tra le acque; *a= 0,06; **a= 0,05) 

ACQUA DI DILUIZIONE TRATTAMENTI 
Controlli Rapporto R:A Rapporto R:A Rapporto R:A Totali 

1:4 1:20 1:20 -C02 

Acqua artificiale età media 6,8 ab 6,4 a 6,1 a 6,1 a 6,4A 
dcv. st. 1,1 0,5 0,3 0,3 
no indiv. 10 10 9 10 

Acqua allevamento età media 7,2 a 6,2 b 6,2 b 6,7 ab 6,6A 
dcv. st. 0,9 0,4 0,4 0,9 
no indiv. 10 9 9 lO 

Totali età media 7 a** 6,3 b 6,2 b 6,4 ab 
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alì eva ti in eluati di estrazioni avvenute con C0
2

• In 
particolare, l'analisi della varianza ad un fattore e 
il test di Scheffé hanno evidenziato che la produ
zione di aborti per gli organismi allevati nell'elua
to con acqua artificiale e co2 è statisticamente 
superiore al valore rilevato per il controllo con 
acqua artificiale (Tab. 7.16). 

La produzione di uova abortive nei cont1~olli e 
negli eluati delle estrazioni con il fango è stata 
invece pressoché nulla. 

Anche per il fango il tasso di produzione dei 
neonati è risultato statisticamente inferiore per 
gli organismi allevati negli eluati con C0

2 
rispetto 

ai valori rilevati per gli altri eluati. In pa1ticolare 
però, il tasso di produzione nel controllo con acqua 
di allevamento è inferiore rispetto a tutti gli altri 

Tab. 7.15 

valori rilevati per questo parametro per il fango 
(Tab. 7.17) . Le ragioni per cui i valori rilevati per 
il controllo in acqua di allevamento sono inferiori 
rispetto ai valori rilevati per gli eluati che avrebbe
ro dovuto presentare una certa tossicità non sono 
state individuate, nonostante la standardizzazio
ne delle metodiche di alimentazione e del materia
le biologico utilizzato. Si fa osservare che tale 
evenienza è già stata osservata in letteratura e 
sembra essere correlata alla presenza di basse 
concentrazioni di sostanze tossiche che possono 
agire da stimolo (Viganò, 1990). 

I risultati così riassunti hanno rilevato una 
celta tossicità, non riscontrata a breve termine, 
negli eluati ottenuti da estrazioni con co2 che ha 
determinato un ritardo nell'inizio dell'attività ri-

Tasso di produzione di neonati (n° medio di neonati per dafnia per giorno) degli organismi allevati nei 
controlli e negli eluati ottenuti con diverse procedure di estrazione dei rottami di ceramiche cotte 
(lettere minuscole differenti indicano valori significativamente diversi tra gli eluati; lettere maiuscole 
indicano valori statisticamente diversi tra le acque; *a= 0,05) 

ACQUA DI DILUIZIONE TRA TI AMENTI 
Controlli Rapporto R:A Rapporto R:A Rapporto R:A Totali 

1:4 1:20 1:20 -C02 

Acqua artificiale neonati 6,08 a 5,67 a 5,29 a 1,52 b* 4,78A 
dcv. st. 1,09 2,56 1,29 0,63 
no indiv. 10 9 10 10 

Acqua allevamento neonati 4,73 a 5,73 a 5,70 a 0,67 b* 4,21 A 
dev. st. 0,59 1,27 2,30 0,27 
no indiv. 10 10 10 10 

Totali neonati 5,41 a 5,70 a 5,50 a 1,04 b* 

Tab. 7.16 
Tasso di produzione di uova abortive (n° medio di uova abortive+ no medio di neonati morti per dafnia per 
giorno) degli organismi allevati nei controlli e negli eluati ottenuti con diverse procedure di estrazione dei 
rottami di ceramiche cotte (lettere minuscole differenti indicano valori significativamente diversi tra gli 
eluati; lettere maiuscole indicano valori statisticamente diversi tra le acque; *a= 0,05) 

ACQUA DI DILUIZIONE TRA TI AMENTI 
Controlli Rapporto R:A Rapporto R:A Rapporto R:A Totali 

1:4 1:20 1:20 -C02 

Acqua artificiale uova ab. 0,05 a 0,13 ab 0,17 ab 0,28 b* 0,15 A 
dcv. st. 0,05 0,24 0,13 0,19 
no indiv. 10 9 10 8 

Acqua allevamento uova ab. 0,03 a 0,17 a 0,12 a 0,17 a 0,12 A 
dcv. st. 0,05 0,25 0,11 0,15 
no indiv. 10 10 10 10 

Totali uova ab. 0,94 a 0,16 ab 0,15 ab 0,22 b* 
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Tab. 7.17 
Tasso di produzione di neonati (n° medio di neonati per dafnia per giorno) degli organismi allevati nei 
controlli e negli eluati ottenuti con diverse procedure di estrazione del fango di ceramica (lettere minuscole 
differenti indicano valori significativamente diversi tra gli eluati; lettere maiuscole indicano valori 
statisticamente diversi tra le acque; ••a = 0,05; •a = 0,08) 

ACQUA DI DILUIZIONE TRATTAMENTI 
Controlli Rapporto R:A Rapporto R:A Rapporto R:A Totali 

Acqua artificiale neonati 6,08 a 
dcv. st. 1,09 
n• indiv. 10 

Acqua allevamento neonati 4,na 
dcv. st. 0,59 
n• indiv. 10 

Totali neonati 5,41 a 

produttiva e una diminuzione nelle capacità ripro
duttive (minore produzione di neonati e impossi
bilità allo sviluppo delle uova con aumento del 
numero di uova abottive) degli organismi esposti 
per lungo periodo in pmticolare agli estratti dei 
rottami. · 

Si è ipotizzato che l'assenza di tossicità a lungo 
termine degli eluati del fango rispetto ai controlli 
e rispetto a quella riscontrata per gli eluati dei 
rottami sia imputabile alla precipitazione dei 
metalli causata dalla "non corretta" conservazio
ne del campione. Infatti, anche se la congelazione 
del campione per la successiva analisi chimica è 
una prassi consolidata nel laboratorio chimico in 
quanto non comp01taalterazioni nel campione dal 
momento che quest'ultimo scongelato viene nuo
vamente sottoposto a mineralizzazione e solubi
lizzazione in ambiente acido prima dell'analisi, 
nelle prove tossicologiche considerato che queste 
ultime operazioni non sono possibili, non può 
costituire il metodo di conservazione più idoneo. 

La formazione di precipitati insolubili è stata 
probabilmente più rilevante per il fango in quanto 
i relativi eluati presentavano concentrazioni di 
metallo molto superiori rispetto a quelle riscon
trate negli el uati delle piastrelle cotte. Durante la 
conservazione a -18 oc sono state quindi favorite 
condizioni di soprasaturazione che hanno facilita
to la formazione di precipitati poco solubili (Saini 
e Libetti, 1980). 

7.6 Conclusioni 

L'aspetto più rilevante da un punto di vista 
dell'impatto ambientale non è tanto il contenuto 
totale di metalli in un rifiuto ma la quantità di 
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1:4 1:20 1:20 -C02 

6,99 ab 7,71 b* 7,40 ab 7,01 A 
1,44 1,12 1,28 
10 8 10 

8,18 b** 7,85 b** 5,02 a 6,36A 
0,92 1,07 0,54 

9 9 10 

7,55 b** 7,78 b** 6,21 a 

questi che viene rilasciata e che può quindi creare 
problemi di inquinamento delle acque superficiali 
e sotterranee. Diventa a tale proposito interessan
te ed auspicabile l'utilizzo di test biologici a breve 
e a lungo termine che possano costituire uno 
strumento complementare all'analisi chimica uti
lizzabile per lo smaltimento dei rifiuti. 

Nel lavoro condotto, da ritenersi preliminare 
ma propositivo ai fini di una metodologia, sono 
emerse alcune problematiche nell'applicazione 
del saggio biologico con Daphnia magna su eluati 
di rifiuti. 

Pettanto per l'applicazione del saggio biologico 
con Daphnia magna a fianco delle tradizionali e 
previste analisi chimiche per gli eluati di rifiuti, ci 
sembra impattante sottolineare le difficoltà che 
abbiamo incontrato: 

l'eluato di un rifiuto può presentare caratteri
stiche di per sé non idonee per il saggio biolo
gico che possono differire al variare della com
posizione del rifiuto e delle condizioni di estra
zione; 
necessità di app01tare modifiche all'eluato per 
renderlo compatibile col saggio biologico: la 
correzione, ad esempio, del pH può compatta
re delle alterazioni nel campione (precipitazio
ne del saluto), che possono in d urne la diminu
zione della reale tossicità; 
agenti estraenti: sono previsti dalle metodiche 
ufficiali per i test chimici di cessione, ma pos
sono risulLare tossici a Daphnia magna. E' 
indispensabile quindi conoscere la tossicità a 
breve e a lungo termine delle sostanze estraen
ti per stabilirne le quantità di non effetto per 
Daphnia magna da utilizzare nelle estrazioni; 
acqua di diluizione per i test di cessione: dai 
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nostri risultati è emersa la necessità di utilizza
re l'acqua attificiale come acqua di diluizione 
in sostituzione dell'acqua distillata, prevista 
dalle metodiche ufficiali di cessione. Le moti
vazioni di tale considerazione possono essere 
ricondotte alla impossibilità di allestire test di 
controllo in acqua distillata per i noti problemi 
di pressione osmotica e alla possibilità di ga
rantire una ripetibilità dei risultati utilizzando 
un'acqua standard come medium. Riteniamo 
però che sia opportuno verificare se la capacità 
di estrazione delle due acque nei confronti di 
un dato rifiuto è correlabile; 
conservazione del campione: questo problema 
si pone soprattutto nel caso di allestimento dei 
test a lungo termine. Dalla esperienza acquisi
ta si può affermare che la conservazione a -18 
oc di eluati particolarmente ricchi di sali può 
determinare alterazioni nella composizione dei 
campioni tali da inficiare i risultati dei test 
biologici. 
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8 TEST CRONICI DI TOSSI CITA' CON DAPH1VIAMAGNA SU 
SEDIMENTI FLUVIALI. Considerazioni sulla possibilità di 
confronto di due metodi biologici 

N. De Marco*, E. Barabas*, M. Lucchese*, R 
Loro** e M. Zanetti** 
*Presidio Multizonale di Prevenzione, USSL 11 -Por
denone 
**Bioprogram s.c.r.l.- Oderzo 

Riassunto 

Sono stati saggiati 13 sedimenti fluviali deri
vanti dai bacini del Sile e del Livenza (Veneto/ 
Friuli-Venezia Giulia) con Daphnia magna me· 
diante test acuti e test a lungo termine. I sedi
menti sono stati caratterizzati per il contenuto 
organico e il contenuto di alcuni metalli. I corsi 
d'acqua da cui i sedimenti provengono sono stati 
monitorati attraverso Indici Biotici (E.B.I. e CB?) 
nello stesso periodo in cui sono stati preleva t( i 
campioni per le analisi ecotossicologiche. I risul
tati ottenuti hanno permesso di trovare delle cor
relazioni fra due metodi biologici applicati per la 
valutazione dello stato di qualità delle acque su
perficiali. 

Summary 

Thirteen river sediments from Sile'sand Liven
za's basins (Regione Veneto/Friuli-Venezia Giu
lia) have been submitted to acute and long term 
Daphnia magna tests. Sediments were character
ized far their organic matter and metalic content. 
The river were monitored by means of E.B.I. an d 
CB2 Biotic lndex at the time of sampling far 
ecotoxicological analysis. Results ma de possible a 
correlation between the biologica} tests (E.B.I. 
and CB2) and Daphnia magna tests. 

8.1 Introduzione 

L'ecosistema "fiume" è stato oggetto di studio 
in tutte le sue componenti. E' ormai superato il 
concetto di concentrazione chimica di una sostan
za inquinante presente nell'acqua per la valuta
zione dello stato di salute di un corpo idrico. 
Attualmente l'approccio chimico-fisico viene pres
soché routinariamente affiancato dall'approccio 
biologico. Una metodica che quasi tutte le provin
cie italiane utilizzano per la classificazione biolo
gica delle acque superficiali è l'E.B.I. (Extended 
Bioticlndex) (W oodiwiss, 1978), modificato e stan
dardizzato da Ghetti nel 1986, per adattarlo alle 
diverse realtà ambientali italiane. E' importante 
studiare, infatti, l'effetto che eventuali sostanze 
tossiche eterogenee (sversate abitualmente o ca
sualmente) producono sulla "struttura" delle co
munità biologiche di un corpo idrico; è altrettanto 
importante verificare gli effetti funzionali su una 
comunità biologica di un determinato ecosistema 
fluviale. Per dare una valutazione delle condizio
ni di stress di un determinato ambiente, sono 
stati condotti dei test cronici con Daphnia magna 
(Straus) su sedimenti fluviali, monitorati in pe
riodo di magra e di morbida, nello stesso anno con 
i metodi E.B.I. e CB2 . 

I test acuti e cronici con Daphnia magna 
(Straus) (Cladocera: Crustacea) sono già stati usati 
con successo su sedim enti (Buikema e Coli., 1980; 
Voyer and Heltshe, 1984; Wentzel e Coli., 1977; 
Brannon e Coli., 1980). Le stesse prove tossicolo
giche (Butler, 1978) sono state usate da noi su 
sedimenti fluviali dove parallelamente sono stati 
applicati altri metodi di valutazione biologica. 
Infine, si è cercato di rilevare una eventuale corri
spondenza di vari metodi biologici. 

8.2 Materiali e metodi 

8.2.1 Campionamento 

l sedimenti da saggiare sono stati campionati 
in concomitanza al mappaggio biologico (metodo 
E.B.I.) condotto per la realizzazione della Carta 
Ittica della Provincia di Treviso (Loro e Coli. , 
1990) e si riferiscono ad alcuni punti appattenen
ti al bacino del Sile e al bacino del Livenza (fiume 
situato a confine tra la regione Veneto e Friuli-

IRSA (1 991) : Atti della Giorna ta di s tudio "Presentazione del Saggio di Tossici là con Daphnia", 
Milano, 29 ottobre 199 1; Quad. ! st. Ric. Acque, 93. 
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Venezia Giulia) (Figg. 8.1 e 8.2), scelti in base alla 
loro rappresentatività rispetto alla zonazione spa
ziale (Vannote e Coli., 1980) dei corsi d'acqua. I 
sedimenti sono stati prelevati con benna Ekmann 
e conservati a 4 oc prima dell'utilizzo. Si è scelto 
come controllo un sedimento di un corso d'acqua, 
Rio Castellana, per il quale le analisi chimiche e 
fisiche non avevano evidenziato presenza degli 
inquinanti saggiati routinariamente e presentava 
caratteristiche di contenuto organico simili agli 
altri campioni testati (Tab. 8.1). In laboratorio i 
sedimenti sono stati essiccati a 55-60 oc per 24 
ore, omogeneizzati e setacciati, per rimuovere le 
particelle più grossolane. La granulometria finale 
era di 80 mesh. Trenta grammi di campione sono 
stati addizionati a 270 mL di acqua milìiQ in 
beute di vetro della capacità di 300 mL. L'acqua 
milliQ era stata precedentemente saturata con 
C02 mantenendo il pH (di estrazione) a un valore 
di 5,5 come da metodo (delibera C.I., 1984). Le 
beute sono state poste in agitatore meccanico 
rotante per 6 ore: si è quindi prelevato il surna
tante per i test dopo decantazione. Su una aliquo-

Tab_ 8.1 
Tipologia:CaratterizzazionedeisedimentiC.On., 
NH4+ 

Corpo Codice C.O.D. NJI4 + 

idrico gjkg gjkg 

Bacino: Fiume Livenza 

Livenza 15 60,09 0,34 
34 24,35 0,40 

Restcggia 14 43,90 0,27 
20 59,09 0,42 

Monticano 24 21,54 0,35 
33 50,58 0,28 

Li a 28 87,61 0,38 
29 102,77 0,48 

Bacino: Fiume Sile 

Sile 41 56,50 0,39 
43 79,96 0,39 
45 78,13 0,42 
46 122,59 0,67 

49 a 70,85 0,27 
49 b 38,05 0,42 

Bianco 67,47 0,48 
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ta del campione liquido è stata condotta la ricerca 
di alcuni metalli, che solitamente si ritrovano 
nelle aree considerate, con ICP-AES (Perkin El
mer ICP 5500 equipaggiato con Data System 10 e 
Stampante PR 100). 

8.2.2 Test di tossicità acuta 
con Daphnia magna 

Su una aliquota del surnatante limpido, dopo 
estrazione del sedimento, sono stati effettuati i 
test acuti secondo le modalità indicate da Mar
chetti e Viganò nel1990. 

8.2.3 Test di fertilità 
con Daphnia magna 

E' stata saggiata la fertilità di Daphnia magna 
mediante test a 7 giorni, secondo metodo Ne
beker, 1988, utilizzando dafnie di 7 giorni, pro
dotte da femmine in fase di riproduzione palteno
genetica allevate singolarmente in condizioni stan
dardizzate, rispondenti alle metodiche indicate 
da Marchetti e Viganò, 1990. Per i test sono state 
utilizzate cinque dafnie per becker di 250 mL, 
contenenti 200 mL di campione non rinnovato 
giornalmente. I saggi sono stati condotti alla tem
peratura di 20 ± 2 oc e con fotoperiodo di 16 ore di 
luce; si è provveduto quotidianamente alla som
ministrazione di cibo costituito da una sospensio
ne di alga verde (Selenastrum capricornutum Prin
tz) e lievito (Saccharomyces cerevisiae) in quanti
tà di 300.000 celljmL ciascuno. Si è provveduto 
ad una leggera aerazione del mezzo. Il valore di 
pH non ha mai superato i 9,2 (Havas and Hu
tchinson, 1982) e l'ossigeno disciolto il 100% di 
saturazione. Giornalmente è stata controllata la 
sopravvivenza degli organismi e sono stati contati 
e rimossi i neonati. I dati così ottenuti hanno 
consentito il calcolo del tasso di fe1tilità totale 
(T.F.T.) usato per la stima degli effetti sulla felti
lità. 

8.2.4 Calcolo dell'E.B.L e del 
Coefficiente di Attitudine Biogena 

L'analisi del macrobenthos è stata condotta 
per il calcolo dell'E.B.I. e del Coefficiente di Atti
tudine Biogena (Verneaux e Tuffe1y, 1977; Ver
neaux e Coli., 1978) in un periodo di morbida 
(marzo) e magra (dicembre) idrologica. I dati 
fanno parte della Ca1ta Ittica della Provincia di 
Treviso (Loro e Coli., 1990) e in questo contesto 
sono utilizzati solo a scopo comparativo. 
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8.3 Risultati e discussione 

In tabella 8.2 sono rappresentati i valori dei 
test acuti. I test acuti non hanno evidenziato per 
nessun campione effetti tossici acuti. Nella tabel
la 8.3 è rappresentato il numero di dafnidi prodot
ti in totale, la percentuale di madri sopravvissute 
a fine test e i valori di T.F.T. Solo nel caso del 
campione 20 c'è stato un effetto su Ha fe1tilità. Nei 
campioni 43 e 15 il numero totale di neonati 
prodotti, inferiore rispetto al contro11o, è da attri
buirsi alla elevata mortalità nel gruppo di organi
smi; infatti il T.F.T. ha presentato in questi cam
pioni valori prossimi al contro11o. Un'alta morta
lità delle madri tuttavia deve essere considerata 
di per sé un effetto tossico. In generale sembra 
che vi sia una stimolazione de11e attività riprodut
tive. Nella tabe11a 8.4 sono rappresentate le con
centrazioni di metalli nei campioni dopo estrazio
ne, prima della conduzione dei test acuti e a lungo 
termine. Nella tabella 8.5 sono indicate le MATC 

Tab. 8.2 
Tipologia: Test acuti, percentuale di immobilizza
ti. Metodologia: Daphnia magna - 24 ore 

Corpo Codice Camp. Diluiz. Dilub•_ 
idrico tal quale 1-1 1-1 

100% 50% 50% 

Bacino: Fiume Livenza 

Livenza 15 NE NE NE 
34 NE NE NE 

Restcggia 14 NE 20 NE 
20 NE NE NE 

Monticano 24 NE NE NE 
33 NE NE NE 

Li a 28 NE NE NE 
29 NE NE NE 

Bacino: Fiume Sile 

Sile 41 NE 20 NE 
43 NE NE NE 
45 NE NE NE 
46 NE NE NE 

49 a NE NE 20 
49 b NE NE NE 

Bianco NE NE NE 

NE ; Nessun Effetto 
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e le NOEC riscontrate in letteratura per alcuni 
metalli (Viganò, 1987). n confronto fra i valori 
della tabella 8.5 e le concentrazioni dei metalli in 
tabe11a 8.4 sembra indicare che gli effetti osserva
ti su11a sopravvivenza e la fe1tilità in Daphnia 
magna non siano da attribuire alla presenza di 
quantità tossiche di metalli (Biesinger e Coli., 
1986; Baudouin e Scoppa, 1973; Be1tram, 1981; 

Tab. 8.3 
Tipologia: Test di fertilità su sedimenti fluviali. 
Metodologia: Daphnia magna a 7 giorni 

Corpo Codice Dafnie Dafnidi Tasso di 
idrico vive a prodotti Fertilità 

fine test Totale 
% n. T.F.T. 

Bacino: Fiume Livenza 

Livenza 15 20 63 21,03 
34 80 132 26,70 

Restcggia 14 100 139 27,80 
20 80 87 17,40 

Monticano 24 80 125 28,10 
33 100 154 30,80 

Li a 28 100 133 26,60 
29 100 186 37,20 

Bacino: Fiume Sile 

Sile 41 100 110 22,00 
43 o 88 27,20 
45 100 163 32,60 
46 100 183 43,54 

49 a 80 99 22,30 
49 b 80 158 39,00 

Bianco 100 113 22,60 

Tab. 8.5 
Concentrazioni Massime Accettabili (MATC) e 
Concentrazione di N o n Effetto (NOEC) riportate 
in letteratura per alcuni metalli. Concentrazioni 
espresse in mgfL. (Viganò, 1987) 

Elemento Daphnia magna 
MATC 

l 
NOEC 

Cadmio .0014-.0019 .00035-.0026 
Cromo VI .019 .0094 
Piombo .030 .018 
Rame .0025-.060 .016 
Zinco .074 .014 
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Tab. 8.4 
Tipologia: Determinazione di alcuni metalli nel surnatante limpido. Metodologia: ICP-AES 

Corpo Cod. Cr Cu Fe Mg M n Zn Cd P h 
idrico mgfL mgfL mgfL mgfL mgfL mgfL mgfL mgfL 

Bacino: Fiume Livenza 

Livenza 15 ND 0,011 0,020 11,1 0,025 ND ND ND 
34 ND ND ND 11,8 ND ND ND ND 

Rcstcggia 14 ND 0,011 0,020 13,4 0,010 0,010 ND ND 
20 ND 0,026 ND 17,3 0,062 ND ND ND 

Monticano 24 ND 0,014 ND 9,5 0,329 0,022 ND ND 
33 ND 0,025 ND 19,7 0,133 ND ND ND 

Li a 28 ND 0,036 0,130 17,9 0,013 ND ND ND 
29 ND 0,029 0,030 15,6 0,017 ND ND ND 

Bacino: Fiume Sile 

Sile 41 ND 0,015 ND 14,1 ND ND ND ND 
43 ND ND ND 20,0 ND ND ND ND 
45 ND 0,018 0,020 15,4 ND ND ND ND 
46 ND 0,017 0,020 21,4 ND ND ND ND 

49 a ND 0,018 ND 20,1 ND ND ND ND 
49 h ND 0,015 ND 14,8 ND ND ND ND 

Bianco ND ND ND 23,8 0,100 0,100 ND ND 

ND• <.010 <.010 < .020 <.2 <.010 <.010 <.0010 < .005 

• ND = Non Determinabile 

Tab. 8.6 
Tipologia: Qualità biologica delle acque correnti. Metologia: mediante indice biotico, E.B.I. 

Corpo idrico Codice Numero Unità E.BJ. Classe Qualità 
Sistematiche 
Mar. Di c. Mar. Di c. Mar. Di c. 

Bacino: Fiume Livenza 

Livenza 15 17 19 8 8 II II 
34 29 20 11 8-9 I II 

Resteggia 14 23 22 10 10 I I 
20 5 4 2-3 4 v IV 

Monticano 24 14 16 7 8-7 III II-III 
33 22 14 9 6 II III 

Li a 28 11 10 7-6 5-6 III IV-III 
29 19 14 8 6 II III 

Bacino: Fiume Sile 

Sile 41 15 15 7-8 7-8 II-III II-III 
43 25 18 9-10 7 II-I III 
45 24 19 9 8 II II 
46 18 18 7 7 III III 
49 16 14 6 7 III III 
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Taylor, 1981b; Sayrs, 1975; Winner and Farrell, 
1976). Si è osservata invece, per il solo campione 
20, unico della serie per il quale si è rilevata una 
situazione di elevato inquinamento (Classe di 
Qualità V e IV e CB2 1,0 e 1,5)* (T ab. 8.6, T ab. 8. 7) 
una significativa corrispondenza con i1 rispettivo 
valore di T.F.T .. Nel campione 43 in cui c'è una 
maggiore variabilità stagionale di E.B.I. e CB

2 
si è 

riscontrato un significativo aumento nel valore di 
T.F. T. Questo potrebbe essere messo in relazione 
ad un maggior apporto di nutrienti dal bacino 
idrografico. 

• Le Classi di Qualità (da I a V) e i valori di CB2 (1-10) 
definiscono in senso decrescente condizioni progressiva
m ente più deteriorate per un dato ambiente. 

Tab. 8.7 

8.4 Conclusioni 

I test cronici con Daphnia magna sugli estratti 
di sedimento sembrano essere un mezzo idoneo 
per lo studio della tossicità dei sedimenti fluviali 
(Giesy e Coll., 1988). L'analisi degli effetti sulla 
fertilità e sulla sopravvivenza consentono l'indi
viduazione di situazioni di stress non rilevabili 
con i test acuti sugli estratti. Da questa indagine, 
ancora da approfondire, sembra emergere una 
possibile corrispondenza fra gli effetti osservati 
sulla fertilità con test ecotossicologici e le indica
zioni degli Indici Biotici E.B.I. e CB

2
• 
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Tipologia: Calcolo dei coefficienti di attitudine biogena Metologia: CB
2 

- Vemeaux 

Corpo idrico Codice Numero Unità 
Sistematiche 

E.B.I. CB2 

Mar. Di c. Mar. Di c. Mar. Di c. 

Bacino: Fiume Livenza 

Livenza 15 11 17 9 13 5,0 4,5 
34 20 16 16 11 5,5 3,5 

Resteggia 14 17 19 16 16 5,5 6,5 
20 3 3 3 3 1,0 1,5 

Monticano 24 12 9 10 7 4,0 3,5 
33 18 13 14 11 5,5 4,0 

Li a 28 9 9 7 5 2,5 3,0 
29 16 11 11 6 4,5 4,0 

Bacino: Fiume Sile 

Sile 41 14 14 11 11 4,0 4,0 
43 19 13 13 11 4,5 7,5 
45 19 18 18 13 6,0 4,5 
46 12 13 9 12 3,5 4,0 
49 13 11 9 10 3,5 3,5 
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9 APPLICAZIONE DEL SAGGIO DI TOSSICITA' CON 
DAPHNIA MAGNA SUGLI EFFLUENTI DEI DEPURA
TORI CIVILI DELLA PROVINCIA DI PAVIA 

ABerri e G. Guarnaschelli 
Presidio Multizonale di Igiene e Prevenzione, U.O. 
Fisica e Tutela dell'Ambiente, USSL 77- Pavia 

Riassunto 

Vengono esaminati, utilizzando il test di tossi
cità con Daphnia magna, proposto dall'IRSA, gli 
effluenti di 84 impianti di depurazione civili della 
provincia di Pavia. 

Dall'analisi dei dati ottenuti possono essere 
fatte alcune ipotesi sull'accettabilità degli scari
chi, in funzione delle indicazioni operative che 
potrebbero essere assunte in sede di modifica 
legislativa. 

Dalla sperimentazione condotta emerge che il 
metodo per la determinazione di effetti tossici 
acuti con Daphnia magna proposto dall'IRSA, 
risulta una metodica chiara ed affidabile, di age
vole applicazione sia nell'allevamento degli orga
nismi, sia nella conduzione del saggio. 

Summary 

The effiuents from 84 civil treatment plants in 
Pavia province are examined using the IRSA
proposed Daphnia magna toxicity test. 

On the basis ofthe analysis ofthe data several 
hypotheses concerning the acceptability of dis
charges can be made with reference to operating 
indications that could be introduced in the form 
of legislative modifications. 

The tests performed show that the method for 
determining acute toxic effects using Daphnia 
magna as proposed by IRSA is straighfo1ward 
and reliable, as well as easy to apply as regards 
both breeding the organisms an d performing the 
actual testing. 

9.1 Introduzione 

n parametro "saggio di tossicità", così come 
compare nella Tabella A della legge 319/76, non 
ha mai avuto una vastissima applicazione: ciò 
nonostante esso riveste un ruolo di fondamentale 
importanza nella definizione dei limiti previsti 
per gli scarichi in acque di superficie (Viganò e 
Coll., 1987). Le due considerazioni fondamentali 
a favore del saggio di tossicità possono essere, in 
sintesi, così riassunte: 
a) il controllo effettuato per mezzo di limiti chimi

ci non potrà mai ritenersi completo, essendo 
impossibile, con tale approccio, assicurare 
un'esauriente copertura analitica e una corret
ta interpretazione dei dati ottenuti nei con
fronti di tutti gli inquinanti potenzialmente 
individuabili, compresi quelli per i quali non è 
previsto un limite allo scarico e che appalten
gono alla vasta schiera dei sintetizzati ex novo; 

b) il saggio di tossicità permette di rilevare l'azio
ne congiunta di più composti tossici presenti 
contemporaneamente nello scarico; mentre è 
impossibile rilevare tale circostanza per altra 
via. 

In opposizione a queste considerazioni favore
voli, occorre riconoscere che l'applicazione del 
saggio di tossicità è stata finora compromessa e di 
fatto vanificata dai seguenti ostacoli: 
a) il personale presente negli ex-laboratori pro

vinciali, ora laboratori delle USL, deputati al 
controllo degli scarichi, era costituito quasi 
esclusivamente da operatori di formazione 
chimica, poco inclini pe1tanto ad utilizzare 
saggi biologici; 

b) l'applicazione del saggio di tossicità con Salmo 
gairdneri Rich, oltre a richiedere spazi notevoli 
e apparecchiature di un ce1to costo, creava 
difficoltà nel reperimento e nella stabulazione 
degli organismi test; 

c) il campione di acqua di scarico da prelevare per 
l'attuazione del saggio era, come previsto dalla 
metodica, di alcune decine di litri; ciò risultava 
ovviamente poco agevole, anche perché i punti 
di scarico non sono sempre facilmente rag
giungibili. 

L'infittirsi dell'attenzione scientifica sia na-

IRSA (1 99 l ): Atti della Giorna ta di studio 'Presentazione del Saggi o di Tossicità con Daphnia', 
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zionale che internazionale nei confronti dei saggi 
di tossicità, con lo sviluppo di diverse metodiche e 
normative (CEE, ISO, OECD, ASTM, EPA, etc.), 
e l'accresciuto interesse per le metodiche a carat
tere biologico da parte degli operatori preposti al 
controllo, fanno ritenere che in futuro il saggio di 
tossicità incontrerà più vasta accoglienza. n suc
cesso del saggio potrà ulteriormente essere con
solidato se, grazie all'impegno profuso dall'IRSA, 
l'organismo previsto per il saggio legale verrà 
sostituito, passando cioè dalla trota, difficile da 
stabulare e da utilizzare, alla Daphnia, di più 
semplice impiego e facile da allevare. 

Sulla scorta di queste considerazioni, ab biamo 
incluso tra i diversi parametri del programma di 
lavoro "Indagine sulla funzionalità degli impianti 
di depurazione civile della provincia di Pavia" 
anche il saggio di tossicità con Daphnia magna 
come proposto dall'IRSA. 

Congiuntamente a tale saggio, sono pure state 
eseguite, su tutti gli effluenti di impianti di depu
razione civile in funzione nella provincia di Pavia: 
le determinazioni del COD globale dell'effluente, 
la determinazione del COD del surnatante, la 
determinazione di nitriti, nitrati e ammoniaca, 
della carica fecale e inoltre l'osservazione micro
scopica del fango in vasca di ossidazione. A com
pletamento dell'indagine sono stati pure raccolti i 
dati riguardanti lo schema essenziale del proces
so depurativo. 

Nella presente relazione verranno esposti 
esclusivamente i risultati relativi al saggio di tos
sicità o ad esso attinenti, e verranno tralasciate 
altre considerazioni scaturite dall'indagine, rela
tive allivello di efficienza e funzionalità depurati
va presenti nel territorio indagato. 

9.2 Materiali e metodi 

9.2.1 Campionamento 

Uno degli scopi dell'indagine era quello di 
realizzare in un tempo breve (5 mesi), e con 
risorse limitate, un quadro completo dello stato di 
fatto in materia di depurazione delle acque in 
provincia di Pavia. Perciò si è rinunciato al cam
pionamento delliquame in ingresso all'impianto, 
che avrebbe di fatto raddoppiato la mole di lavoro 
e prodotto dati poco attendibili, in quanto tutti i 
nostri campionamenti non potevano essere che 
istantanei. Il prelievo istantaneo del liquame in 
uscita, viceversa, non induce in grossi errori, poi
ché l'impianto si comporta come un elemento 
sufficientemente equalizzatore. Ad ogni impianto 
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sono stati effettuati diversi tipi di campionamen
to, funzionali alle diverse determinazioni da ese
guire. 

Un litro di effluente in bottiglia di vetro era 
prelevato per la determinazione del COD del sur
natante (senza agitazione) e del COD globale 
(dopo risospensione); sul surnatante (prima del
l'agitazione) veniva pure prelevata l'aliquota ne
cessaria per la determinazione dei coli formi feca
li, dei nitrati e dell'ammoniaca. 

Dal momento che i nitriti sono una specie 
chimica destinata a variare nel tempo in presenza 
di eventuali tracce di fango biologico, la loro de
terminazione era eseguita su un campione (20 
mL in una provetta) filtrato presso l'impianto con 
un filtro da siringa con porosità di 0,45 fim. Era 
infine prelevata dalla vasca di ossidazione e posta 
in una bottiglia di vetro da 200 mL un'aliquota 
(50 mL) di fango ~iologico: su tale campione era 
effettuata l'osservazione microscopica del fango e 
l'osservazione microscopica del fiocco e della mi
crofauna. 

9.2.2 Metodiche analitiche 

Le metodiche analitiche per le determinazioni 
di N-nitroso, N-nitrico, ammoniaca e COD sono 
quelle ufficiali di riferimento. La determinazione 
dei coliformi fecali è stata effettuata per filtrazio
ne su membrana di campioni diluiti (1:10, 1:100, 
1:1000, 1:10000) con successiva conta delle colo
nie dopo incubazione per 24 ore a 44 oc su terreno 
m F.C. Broth. 

n saggio di tossicità con Daphnia magna è 
stato eseguito secondo la metodica proposta dal
l'IRSA (Marchetti e Viganò, 1990). Al fine di 
verificare la qualità dell'allevamento (qualità del
l'acqua e qualità dell'alimentazione e della stabu
lazione) sono stati effettuati alcuni saggi di prova 
utilizzando una sostanza pura di riferimento. E' 
stato scelto, quale sostanza di riferimento, il bi
cromato di potassio, sia perché esso è stato propo
sto dall'IRSA per il test di intercalibrazione, sia 
perché esistono in letteratura numerosi dati spe
rimentali relativi a questo composto. 

Il programma di calcolo utilizzato per l'elabo
razione dei risultati del saggio di tossicità è quello 
proposto dall'IRSA (Puddu, 1989). I valori diECI' 
EC50 e i limiti fiduciali inferiore e superiore del
l'EC50 sono espressi come flg/L di cromo. l risul
tati ottenuti dalle diverse repliche in tempi diver
si sono riassunti in .Tab. 9.1. 

Oltre al saggio di tossicità così come indicato 
nella proposta IRSA, che prevede lo svolgimento 
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Tab. 9.1 
Valori di tossicità ottenuti con diversi saggi con
dotti con bicromato di potassio (le concentrazioni 
di tossico sono espresse come f.J.g/L di Cromo, il 
tempo di esposizione era di 24 ore) 

Replica Data E Cl E C 50 Linùtc fiducia! c 
EC50 (95%) 

l infcr. su per. 

l 11/04/90 164 460 403 558 
2 19/04/90 90 539 439 862 
3 19/11/90 234 452 415 498 
4 29/11/90 265 532 484 611 
5 5/12,190 251 398 371 426 

del test per un periodo di 24 ore diluendo lo 
scarico con acqua standard, in rappotto 1:1, è 
stata anche valutata la possibilità di operare sul
l'effluente non diluito e di protrarre la durata del 
test a 48 ore. n fatto di prolungare la durata del 
tempo di esposizione ai tossici aumenta, com'è 
prevedibile, la sensibilità del saggio di tossicità. 
Infatti, se il nostro valore medio di EC50 del bicro
mato di potassio per 24 ore di contatto è di 476 
j.).g/L espresso come cromo, prolungando l'esposi
zione a 48 ore, questo valore (48hEC

50
) si abbassa 

a1 valore medio di 261flg/L di cromo. Protrarre la 
durata del saggio, per quanto ci è stato dato di 
osservare, non compromette l'integrità dell'orga
nismo test. 

Infatti, sono stati attuati numerosi saggi di 
controllo, esponendo i dafnidi in acqua standard 
sia durante lo svolgimento dei saggi con bicroma
to sia durante lo svolgimento del lavoro vero e 
proprio: è emerso che, tanto con permanenza a 
digiuno per 24 ore, quanto prolungando tale pe
riodo a 48 ore, la percentuale di mortalità degli 
individui utilizzati come controllo si manteneva 
sempre inferiore allo 0,5%. 

Il saggio di tossicità sugli effluenti dei depura
tori civili della provincia di Pavia è stato quindi 
svolto, per ottenere la massima quantità di infor
mazioni, esponendo l'organismo test allo scarico 
tal quale con osservazione dell'immobilità a 24 e 
48 ore, e inoltre diluendo lo scarico in rapp01to 
1:1 con acqua standard, sempre con osservazione 
degli immobili a 24 e 48 ore. 

9.3 Risultati della ricerca 

Nell'ambito della ricerca da noi condotta sono 
stati censiti 96 impianti di depurazione biologica 
a fanghi attivi. Le tipologie impiantistiche pre-
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senti sono molto varie: la maggioranza degli im
pianti è di dimensioni medio-piccole e prevede 
l'aereazione prolungata, consentendo pertanto la 
nitrificazione. Altri impianti di grosse dimensioni 
prevedono solo la rimozione del carbonio organi
co; altri, in numero modesto, sono stati progettati 
per essere anche denitrificanti e dispongono quindi 
del comparto di pre-denitrificazione anossica; sono 
pure rappresentati, anche se in misura limitata, 
impianti a biomassa adesa costituiti esclusiva
mente da biodischi. 

Alcuni di questi impianti, all'epoca dell'inda
gine, non erano in esercizio a causa di avarie 
tecniche più o meno gravi, per tale ragione la 
patte sperimentale del lavoro ha riguardato solo 
quelli funzionanti, che sono risultati così ridotti al 
numero di 84. Al fine di rendere più sintetica 
l'esposizione dei dati, vengono di seguito confron
tati i risultati ottenuti per ogni singolo parametro 
con i valori limite previsti nella Tabella A della 
legge 319/76. 

COD: il limite di 160 mg/L di 0 2 previsto per il 
COD è superato in 10 casi (12%), se si effettua la 
misura sull'effluente globale, includendo quindi 
anche il fango che fuoriesce dal sedimentatore 
secondario; il numero dei casi si riduce a 4 (5%), 
se la misura del COD viene effettuata sull'ef
fluente dopo sedimentazione in bottiglia. Il fatto 
di differenziare queste due misurazioni di COD 
ha permesso di porre in evidenza, sia per impianti 
che superavano il limite ammesso, sia per im
pianti che invece non superavano mai tale limite, 
che molto spesso un cattivo funzionamento del 
sedimentatore secondario oppure dei fenomeni 
persistenti di bulking compromettono gravemen
te il rendimento complessivo di un impianto di 
depurazione. 

Nitriti: il limite dei nitriti nell'effluente è fis
sato in 0,6 mg/L espressi come N-nitroso. I casi in 
cui questo limite è stato superato ammontano a 
21 (25%). In genere il superamento del limite dei 
nitriti è associato a valori di COD medi, cioè 
compresi tra 80 e 40 mg/ L di 0 2 : in tali condizioni 
si può ipotizzare che il processo di nitrificazione o 
è iniziale o risulta comunque instabile, per cui è 
possibile una presenza di nitriti nell'effluente. 

Nitrati: il limite di N-nitrico, fissato in 20 mg/ 
L, è superato in 11 casi (13%) , e tuttavia si tratta
va di impianti funzionanti al meglio delle loro 
possibilità: i loro valori di COD sono sempre infe
riori a 40 mg/L di 0

2
. Il superamento del limite di 
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N-nitrico è dovuto alla notevole presenza di azoto 
nell'influente e, per rientrare nei limiti di legge, 
la quota pa1te di questo nutriente che viene sot
tratta all'affluente tramite l'incorporazione nella 
biomassa del fango attivo non risulta dunque 
sufficiente. 

Ammoniaca: il valore limite di ammoniaca di 
15 mg/L è superato in 20 casi (24%). In alcuni di 
questi casi si tratta di impianti progettati per la 
sola rimozione del carbonio organico: l'età del 
fango è quindi bassa, e tali impianti non sono 
perciò in grado di rimuovere concentrazioni di 
ammoniaca superiori a quelle che possono essere 
incorporate nella biomassa dei fanghi biologici. In 
altri casi il superamento del limite è dovuto ad 
impianti sovraccarichi o scarsamente efficienti: 
ciò è confermato dalla frequente presenza negli 
stessi impianti di valori di COD superiori a 80 
mg/L di 0 2• 

Coliformi fecali: il limite fissato per i coliformi 
fecali è di 120 ufcjmL, seguito dalla nota <<tale 
limite si applica quando, a discrezione dell'Auto
rità competente per il loro controllo, lo richiedano 
gli usi concomitanti del corpo idrico recettore». 
Con queste premesse è evidente che non si tratta 
di un limite imperativo o frequentemente impo
sto, tanto che è raro che questo parametro venga 
determinato sulle acque di scarico. Prendendo 
comunque come riferimento il limite di 120 ufc/ 
mL di coliformi fecali, ben 68 casi (81 %) risultano 
superiori al limite. Risultano inferiori soltanto 16 
effluenti (19%): si tratta di impianti che funziona
no decisamente bene, con valori di COD molto 
bassi, inferiori ai 30 mg/L di 0 2• A questo propo
sito occorre dire tuttavia che valori molto bassi di 
COD non consentono automaticamente di rien
trare nei limiti, e dunque, come si è potuto osser
vare, una bassa concentrazione di sostanza orga
nica nell'effluente è condizione essenziale, ma 
non sufficiente per avere una presenza di colifor
mi fecali inferiore a 120 ufc/mL. n valore medio 
di coliformi fecali riscontrato, considerando tutti i 
casi esaminati, è di 35.000 ufc/mL: questo solo 
numero basta a farci capire quanto questo para
metro vari di diversi ordini di grandezza, se, da 
un impianto ben funzionante si passa a conside
rarne uno scarsamente efficiente. 

Saggio di tossicità.: com'è precisato nel metodo 
IRSA, l'adozione del saggio con Daphnia magna 
appo1terà minime modifiche alle indicazioni ope
rative che compaiono nella legge: ,,n campione 
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diluito 1:1 con acqua standard deve permettere la 
motilità di almeno il 50% degli animali usati per il 
saggio per un periodo di 24 ore a 20 oc di tempe
ratura». 

Applicando questo limite al saggio di tossicità, 
si è potuto osservare che solo gli effluenti seguen
ti, provenienti da due impianti, hanno mostrato 
una motilità inferiore: 

A) Motilità 40%: si tratta di un refluo prove
niente da un impianto solo parzialmente realizza
to, attualmente costituito da un sedimentatore 
primario e da un digestore fanghi anaerobico. n 
liquame, non eccessivamente concentrato (COD 
106 mg/L, ammoniaca 3,2 mg/L), proviene in 
buona pa1te da un'area industriale. 

B) Motilità 40%: si tratta di un refluo prove
niente da un impianto assolutamente non funzio
nante (COD 271 mg/L, ammoniaca 36 mg/L), 
con bacino d'utenza misto civile e industriale 
(piccoli insediamenti). Protraendo il saggio a 48 
ore si aggiungono altri due casi C, Bai primi due. 

C) Motilità 10%: si tratta di un refluo prove
niente da un impianto all'apparenza ben funzio
nante (COD 46 mg/L, ammoniaca 12 mg/L), in 
cui l'unico dato anomalo è la concentrazione dei 
nitriti, equivalente a 5,25 mg/L. Il bacino d'uten
za di questo impianto è prettamente civile. 

D) Motilità 0%: si tratta di un impianto so
vraccarico e non funzionante (COD 700 mg/L, 
ammoniaca 10 mg/L). Il suo bacino d'utenza è 
prevalentemente civile. Ponendo invece il limite 
di accettabilità anziché sul campione diluito 1: l, 
sul campione tal quale, si è osservato che, per 
esposizioni a 24 ore, sono confermati essere fuori 
dal limite con motilità inferiore al 50% i casi A, B, 
D, mentre il caso C mostra una motilità del 90%. 
Ai casi A, B, D si vanno inoltre ad aggiungere, in 
queste condizioni, altri 3 casi E, F, G. 

E) Motilità 0%: si tratta di un refluo di un 
impianto nitrificante e denitrificante in apparen
za di sufficiente qualità (COD 60 mg/L, ammo
niaca 4,4 mg/L), in cui l'unico parametro chimico 
fuori dal limite sono i nitriti con 1,1 mg/L. n 
bacino d'utenza è costituito da una stazione ter
male con acque salso-bromo-iodiche. 

F) Motilità 40%: si tratta di un refluo prove
niente da un biodisco. Il bacino d'utenza è misto, 
civile e industriale, e le caratteristiche chimiche 
salienti dell'effluente sono: COD 140 mg/L e am
moniaca 45 mg/L. 

G) Motilità 40%: si tratta di un refluo con le 
seguenti caratteristiche: COD 150 mg/L e ammo
niaca 20 mg/L; nitriti e nitrati non dosabili. Pro
traendo il saggio di tossicità con liquame non 
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diluito a 48 ore (nelle condizioni quindi più re
strittive), viene confermata una motilità inferiore 
al 50% per i casi A, B, C, D, E, F, G e tre nuovi casi 
H, I, L vanno ad aggiungersi ai precedenti. 

H) Motilità 20%: si tratta di un refluo di un 
impianto scarsamente efficiente (COD 130 mg/L, 
ammoniaca 24,5 mg/L, nitriti e nitrati nei limiti). 
n bacino d'utenza è prevalentemente civile. 

D Motilità 10%: si tratta come sopra del re
fluo di un impianto scarsamente efficiente (COD 
140 mg/L, ammoniaca 20 mg/L, nitriti e nitrati 
inferiori ai limiti). 

L) Motilità 20%: si tratta del refluo di un 
impianto nitrificante e denitrificante con funzio
namento molto efficiente (COD 65 mg/L, nitriti 
non dosabili, nitrati 1,08 mg/L e ammoniaca 0,03 
mg/L). Il bacino d'utenza è misto, con un pesante 
apporto industriale; il refluo produttivo subisce 
un trattamento chimico-fisico prima di essere 
inviato al depuratore biologico. 

In tabella 9.2 vengono riportati in forma ag
gregata i dati fin qui esposti: da essi risulta evi
dente come, protraendo il saggio a 48 ore e ope
rando sul refluo tal quale, si può individuare un 
maggior numero di effluenti in grado di determi
nare una motilità degli organismi test inferiore al 
50%. In tabella 9.3 sono riportati per esteso i 
risultati ottenuti con i 10 effluenti (casi A-L), in 
cui in almeno una delle modalità di conduzione 
del test si sia verificata una motilità degli organi
smi inferiore al 50%. In tabella 9.4 sono ripo1tati 
i risultati della tossicità nelle diverse modalità di 
conduzione del saggio per tutti i reflui che non 
hanno in alcun caso determinato una motilità 
inferiore al 50%. 

N el caso invece che, oltre alla sostituzione 
dell'organismo usato per il saggio, fossero rifor
mulate anche le condizioni operative indicate dal
la legge, come ad esempio nel modo seguente: «il 
campione tal quale deve permettere la motilità di 
almeno il 90% degli animali usati per il saggio per 
un periodo di 24 ore a 20 oc di temperatura», il 
limite verrebbe superato dagli effluenti di ben 14 
impianti su un totale di 84 esaminati (16%). Pro
traendo il tempo di esposizione a 48 ore e mante
nendo sempre la soglia di motilità al 90%, gli 
effluenti con una tossicità superiore a questo li
mite sarebbero 19 (23%). Come ultima informa
zione occorre dire che un numeroso gruppo di 
reflui da noi esaminato (65 casi) non ha determi· 
nato alcuna immobilità, nemmeno nelle condizio
ni più restrittive per lo svolgimento del saggio 
(relative cioè al campione tal quale per un'esposi-

69 

Tab. 9.2 
Casi in cui si verifica una motilità inferiore al 50% 
degli organismi esposti nelle diverse modalità di 
conduzione del saggio 

Modalità del saggio Casi N" casi 

dil. 1: l per 24 ore A,B 2 
dil. 1:1 per 48 ore A,B,C,D 4 
tal quale per 24 ore A,B,D,E,F,G 6 
tal quale per 48 ore A, B, C, D, E; F, G, H, l, L lO 

Tab. 9.3 
Rappresentazione per esteso dei risultati ottenuti 
per i dieci reflui (casi A-L), in cui in almeno una 
delle modalità di conduzione del saggio si sia 
verificata una motilità degli organismi inferiore al 
50% 

Casi Modalità del saggio (motilità %) 
dil 1: l dil 1:1 

l 

t. q. t. q. 
24h 48h 24h 48h 

A 40 35 o o 
B 40 o o o 
c 100 lO 90 lO 
D 60 o 50 o 
E 100 80 o o 
F 100 100 40 20 
G 100 100 40 o 
H 80 80 50 20 
I 100 100 80 10 
L 100 70 70 20 

Tab. 9.4 
Esposizione dei risultati di tossicità ottenuti nelle 
diverse modalità di conduzione del saggio per i 
refluichenon hanno mai determinato una motilità 
inferiore al 50% 

Casi Modalità del saggio (motilità %) 
dil 1:1 dil 1:1 t. q. t. q. 
24h 48h 24h 48h 

M 80 80 70 70 
N 100 70 90 60 
o 100 100 90 90 
p 100 100 100 70 
Q 100 100 90 90 
R 100 100 100 90 
s 100 100 100 90 
T 100 100 100 80 
u 100 100 100 60 
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zione di 48 ore). Sono compresi in quest'ultimo 
gruppo reflui provenienti da impianti ben funzio
nanti, ma altresì reflui di qualità scadente, che 
presentano valori di COD anche superiori a 160 
mgjL, nitriti superiori a 5 mgjL, nitrati superiori 
a 70 mg/L e ammoniaca superiore a 60 mgjL. Da 
ciò si può dedurre che nessuno, da solo, dei para
metri chimici da noi determinato è correlabile in 
modo diretto e univoco con il risultato del saggio 
di tossicità. Forse il dato più correlabile con la 
tossicità può essere la presenza nel refluo di scari
chi di origine industriale. n saggio di tossicità 
appare quindi come un risultato autonomo, frut
to di molteplici interazioni, impossibile da valuta
re per altra via. 

9.4 Conclusioni 

Dall'indagine sperimentale da noi condotta è 
emerso che il12% degli impianti esaminati supe
ra il valore ammissibile per il COD, ma questa 
percentuale scende al 5% se il valore del COD è 
determinato sul surnatante; i valori limite per i 
nitriti, nitrati e ammoniaca sono invece superati 
rispettivamente nel 25%, 13% e 24% dei casi. 
Soltanto il 42% degli impianti esaminati rientra 
nei limiti per tutti questi quattro parametri; men
tre il restante 58% supera, per uno o più parame
tri, i valori limite fissati . n valore limite fissato per 
la contaminazione microbiologica da coli formi fe
cali, il quale peraltro non è tassativo, è superato 
nell'BI% dei casi e, se si include anche questo 
parametro con gli altri già considerati, la percen
tuale di impianti con tutti i parametri dell'ef
fluente inferiori ai limiti si riduce allO%. 

Se i risultati del saggio di tossicità venissero 
interpretati in modo analogo a quanto è già conte
nuto attualmente nella legge 319/76, sostituendo 
soltanto l'organismo test trota con l'organismo 
test Daphnia magna, sarebbero da considerare 
non rispondenti soltanto due (2,4%) reflui esami
nati nella nostra indagine; se poi il tempo di 
durata del saggio fosse, in sede normativa, pro
tratto a 48 ore, i reflui non rispondenti ammonte
rebbero a quattro (4,8%); se il saggio fosse previ
sto sul campione non diluito a 24 o a 48 ore, gli 
effluenti non rispondenti diventerebbero rispet
tivamente 6 (7%) e 10 (12%); se infine l'effetto 
osservato non fosse la motilità del 50% ma la 
motilità del 90%, per un tempo di esposizione di 
24 o di 48 ore, i reflui non rispondenti diventereb
bero rispettivamente 14 (16%) e 19 (23%). 

Alla luce di quanto osservato, e tenuto conto 
che il saggio di tossicità dovrà essere applicato 

principalmente agli scarichi degli insediamenti 
industriali, che presumibilmente potrebbero es
sere più problematici, appare equilibrato attener
si alle indicazioni operative della legge vigente. 
Ciò non esclude che si possa condurre il saggio 
anche in condizioni operative più restrittive, evi
tando cioè la diluizione e prolungando i tempi 
della prova, così da ricavarne le massime infor
mazioni. Con le attuali norme per la conduzione 
del saggio proposte dall'IRSA si dispone di una 
metodica affidabile, ampiamente sperimentata, 
chiara e dettagliata, sia nell'allevamento degli 
organismi, sia nello svolgimento del saggio. La 
maggior patte dei limiti che finora hanno grave
mente compromesso la diffusione del saggio di 
tossicità sono stati rimossi; non resta ora che 
attendere di poter valutare il ruolo che questo 
parametro, finora negletto, sarà in grado di svol
gere nel determinare un miglior livello di prote
zione delle acque di superficie. 
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Venturi L. PMIP, USSL 19 Vignola (MO) 
Verniani M.R. PMIP, USSL 31 Ferrara 
Veronesi Y. PMIP, USSL 9 Regboio Emilia 
Vicardi C. Azienda Municipale Srevizi Ambientali Milano 
Viganò L. CNR, IRSA Brugherio (MI) 
Volpi Ghirardini A. Università Venezia 
Zorzi G. Istituto Agra1·io S. Michele all'Adige (TN) 
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