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 1 

PREMESSA 
 

 

 

Il lavoro svolto, per il conseguimento del Dottorato di Ricerca, ha avuto lo scopo di 

sviluppare una metodologia per l’esecuzione di piani di biomonitoraggio ambientale, 

valutando processi di bioaccumulo e mappando la distribuzione ambientale di 

contaminanti chimici al fine di identificare aree esposte a stress ambientali su cui 

focalizzare interventi di gestione. Sono stati utilizzati i molluschi terrestri, gasteropodi 

polmonati, per ottenere delle informazioni sulla qualità ambientale, in particolare sulla 

contaminazione del suolo superficiale e sulla qualità dell'aria atmosferica.  

La ricerca è stata impostata anche in termini di economia operativa, costi e 

semplicitàd’uso in quanto queste sono le caratteristiche fondamentali per la 

realizzazione di campagne di monitoraggio per la valutazione complessiva della 

contaminazione, in tempi relativamente brevi con costi contenuti e con vincoli di 

risorse umane. 

 

Le attività sono state svolte in stretta collaborazione con il Museo Civico di Storia 

Naturale di Trieste, il Dipartimento di Trieste dell’Agenzia Regionale per la Protezione 

dell’Ambiente del Friuli Venezia Giulia (ARPA, FVG), la Fondazione Callerio di Trieste e 

il Dipartimento di Scienze Agrarie e Ambientali dell’Università di Udine. 
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SCOPO DELLA TESI 
 

 

 

Questa tesi mira a fornire, attraverso dati di monitoraggio sul campo ed esperimenti 

effettuati in condizioni controllate, elementi per valutare se alcuni gasteropodi terrestri 

possano essere utilizzati come indicatori per la contaminazione da metalli pesanti ed 

idrocarburi policiclici aromatici del suolo e dell'aria con particolare riferimento a 

tipologie di contaminazione ambientale presenti nella Provincia di Trieste. 

L’impiego dei molluschi terrestri nel biomonitoraggio permetterebbe di avere evidenza 

di interazioni tra il contaminante e la sfera biotica, cosa che non può essere 

determinata dalla sola analisi chimica dei suoli e dell’aria ambiente, che identifica solo 

il quantitativo di inquinante eventualmente presente, fornendo dati puntuali sulla 

contaminazione. 

Le chiocciole, possono venire in contatto con inquinanti ambientali a seguito di 

contatto cutaneo col suolo, ingestione del terreno, della vegetazione, dell’acqua, 

inalazione dell’aria. Esse risultano sufficientemente stanziali per poter fornire 

informazioni legate alla contaminazione di un sito; in caso di bioaccumulo o alterazioni 

fisiologiche, si presterebbero a essere utilizzate per valutare in maniera integrata la 

qualità dei suoli e dell'aria in ecosistemi terrestri. La letteratura scientifica ha già 

evidenziato l’applicabilità di questo approccio in alcune situazioni ambientali, ma non 

risultano disponibili studi approfonditi sulle modalità di bioaccumulo e sulle diverse 

tipologie di contaminazione in prossimità di industrie siderurgiche e siti contaminati 

costieri. 

Un approfondimento sulle potenzialità di questo sistema d’indagine può consentire di 

inserire le chiocciole tra gli organismi bioaccumulatori in reti di sorveglianza allestite 

sul territorio europeo, come ad esempio, nel progetto GEMS (Global Environment 

Monitoring System), in cui sono utilizzate le proprietà accumulatrici di muschi e licheni 

per studiare l’impatto dei metalli pesanti sull’ambiente.  

Nel presente lavoro, è stata studiata la contaminazione di suoli superficiali e le 

ricadute di emissioni atmosferiche al suolo con i gasteropodi terrestri polmonati delle 

specie Cornu aspersus (O.F.Muller, 1774) ed Eobania vermiculata (O.F.Muller, 1774). 

In particolare, è stato affrontato lo studio della specie Eobania vermiculata in qualità di 
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bioaccumulatore di metalli e idrocarburi policiclici aromatici per la prima volta, non 

essendoci della letteratura a riguardo. 

 

Inizialmente si sono svolte le seguenti indagini: 

1. valutazione delle specie di chiocciole presenti in regione Friuli Venezia Giulia 

(dalle Alpi orientali all’Adriatico settentrionale) per capire quale specie fosse adatta a 

questa ricerca. E 'stata riorganizzata e sistemata la collezione di molluschi terrestri del 

Museo Civico di Scienze Naturali di Trieste. Il lavoro ha comportato la sistemazione e 

ricollocazione di 1500 specie di chiocciole nell'archivio malacologico del Museo; la 

creazione di un data base dal quale si sono individuate le chiocciole presenti sul 

territorio regionale meglio rappresentate nella collezione; 

2. indagini bibliografiche sull'attitudine dei gasteropodi terrestri ad accumulare 

metalli pesanti ed idrocarburi policiclici aromatici; 

3. determinazione delle specie presenti nel sito contaminato oggetto di studio. 

 

Dopo queste valutazioni le attività sono state articolate in due filoni complementari tra 

loro, come illustrato in figura 1, con delle indagini in campo su chiocciole autoctone di 

alcuni siti contaminati e successivamente mediante l'immissione in sito di chiocciole di 

allevamento, presupposte "pulite", allo scopo di capire la ripartizione dei contaminanti 

in diversi organi della chiocciola e i tempi di accumulo. In particolare, si è analizzata la 

concentrazione presente nella ghiandola digestiva, detta anche epatopancreas, dovuta 

all'ingestione di materiale vegetale e suolo, quella presente nel piede, assunta per 

contatto dermico col suolo ed infine nella parte del corpo rimanente. Si è anche 

valutata la presenza di metalli nel guscio per capire se esso potesse essere un 

eventuale sito di stoccaggio per i metalli pesanti. Infine, per avere una visione globale 

sul meccanismo di accumulo degli IPA e dei metalli si è escluso il contatto con il suolo 

e l’ingestione della vegetazione per valutare l'eventuale quantitativo di inquinanti 

assimilato attraverso la respirazione. In questo caso, in un contesto di conclamato 

inquinamento, le chiocciole sono state esposte unicamente all'aria ed è stato valutato 

il relativo danno al tessuto olfattivo in quanto è noto che sostanze urticanti o irritanti 

possano aumentare lo spessore dello strato muciparo del tessuto e alterarne quindi le 

funzionalità.  

 

Nella seconda parte della ricerca si è voluto approfondire lo studio sull'accumulo degli 

IPA. E' stato allestito un esperimento in laboratorio in cui le chiocciole della specie 
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Cornu aspersus sono state esposte ad un suolo contaminato con del biochar, 

carbonella di origine vegetale, che studi su lombrichi indicano poter cedere IPA 

bioaccumulabili. E’ stato utilizzato del biochar in quanto alcuni agronomi propongono 

l’incorporazione nei suoli ai fini di un miglioramento della fertilità del suolo e una 

mitigazione degli incrementi della CO2 atmosferica. Questo composto, essendo il 

derivato di un processo pirolitico, può avere un elevato contenuto di idrocarburi 

policiclici aromatici che verrebbero quindi rilasciati sui campi agricoli. Siccome, ad oggi 

non sono ancora disponibili studi estesi sul biota, abbiamo deciso di esporre le 

chiocciole della specie Cornu aspersus, che comunemente si trova nei campi agricoli 

ad una concentrazione di biochar corrispondente a 100t/ha in quanto questa è la 

concentrazione utile per cambiare la capacità cationica del suolo e quindi far sì che il 

biochar funzioni come sequestratore di CO2 (Steinbeis et al., 2009). 
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Figura 1: organizzazione della tesi. 
 

Obiettivo della tesi: capire se i gasteropodi terrestri sono 
bioaccumulatori di metalli pesanti e IPA 

1. valutazione delle specie presenti in regione FVG 
2. indagini bibliografiche sulla capacità di accumulo 
3. determinazione delle specie presenti nei siti 

contaminati 

ESPERIMENTI IN CAMPO: bioaccumulo di metalli pesanti e IPA 

SUOLO: 
1. Analisi chiocciole raccolte in siti contaminati 

Scopo: valutare la concentrazione dei contaminanti nelle 
chiocciole 

2. Esposizione di chiocciole "pulite" ai siti contaminati 
Scopo: conoscere la ripartizione dei contaminanti in 
epatopancreas, piede e corpo della chiocciola; tempi di accumulo 

 
ARIA: 

1. Esposizione di chiocciole "pulite" ad emissioni atmosferiche di un 
impianto industriale 
Scopo: valutare se attraverso l’inalazione accumulano gli 
inquinanti 

2. Studio dell'alterazione del tessuto olfattivo 
Scopo: valutare il possibile danno al tessuto in funzione 
dell'inquinamento atmosferico  

 
CHIOCCIOLE (in appendice): 

1. Studio della morfologia della mandibola 
Scopo: valutare possibili alterazioni in funzione della 
contaminazione ambientale 

2. Analisi del guscio 
Scopo: verificare la presenza di metalli pesanti nel guscio 

 

ESPERIMENTO IN LABORATORIO: bioaccumulo di IPA 

SUOLO: 
1. Esposizione di chiocciole "pulite" a suolo contaminato con 

biochar  
Scopo: valutare il rilascio di IPA dal biochar e accumulo nelle 
chiocciole 
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1 INTRODUZIONE 
 

 

 

1.1 Il monitoraggio dei siti contaminati 
 

 

Con il termine “sito contaminato” si intende un’area in cui, a seguito di attività umane 

svolte o in corso, è stata accertata un'alterazione delle caratteristiche qualitative dei 

terreni, delle acque superficiali e sotterranee, le cui concentrazioni superano quelle 

imposte dalla normativa. In Italia, a seguito dell’emanazione della Legge n.426 del 9 

dicembre 1998, recante “Nuovi interventi in campo ambientale”, si sono stabiliti i primi 

interventi per un programma nazionale di bonifica e di ripristino ambientale dei siti 

inquinati. Mediante il D.M. n.471 del 25 ottobre 1999 si definì il “Regolamento recante 

criteri, procedure e modalità per la messa in sicurezza, la bonifica e il ripristino 

ambientale dei siti inquinati ai sensi dell’Art. 17 del Decreto Legislativo n.22 del 5 

febbraio 1997 e successive modifiche ed integrazioni”. Questo regolamento in seguito, 

è stato sostituito dal Titolo V della Parte Quarta del Decreto Legislativo n.152 del 2006 

“Testo Unico in materia ambientale”. Il D.Lgs. n.152 del 2006 è noto come Testo Unico 

Ambientale e prevede che vengano effettuate delle indagini (sondaggi, piezometri, 

analisi chimiche etc.) per la caratterizzazione del sito per definire l’assetto geologico e 

idrogeologico, verificare la presenza o meno di contaminazione nei suoli e nelle acque 

al fine di sviluppare un modello concettuale del sito. In particolare, il Testo Unico 

prevede l’applicazione della procedura di analisi di rischio sanitario-ambientale per la 

definizione delle Concentrazioni Soglia di Rischio (CSR), che costituiscono i limiti oltre i 

quali è necessario procedere con il risanamento del sito contaminato, a mezzo di 

bonifica o di messa in sicurezza. Perciò, i criteri di caratterizzazione di un sito 

contaminato sono inseriti nel contesto di una analisi del rischio ambientale sanitario, 

volto alla tutela della specie umana, e non si considerano organismi diversi dall’uomo. 

Il biomonitoraggio, integra queste informazioni mediante indagini su organismi viventi 

e parametri biologici, che permettono di valutare gli effetti ecologici della 

contaminazione di una o più sostanze inquinanti presenti nel sito (Manning e Fender, 

1980). 
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Solo col biomonitoraggio, mediante organismi viventi e parametri biologici, si riescono 

a conoscere gli effetti della contaminazione di una o più sostanze inquinanti presenti in 

un sito (Manning e Fender, 1980). Infatti, valutando lo stato ambientale degli 

ecosistemi, si stimano i disturbi che alterano l’attività (spesso la vitalità) dell’indicatore 

preso in esame, evidenziando le deviazioni da situazioni “normali” o di base (Epifani, 

2009). 

Gli effetti di una contaminazione si possono manifestare a diversi livelli mediante: 

− accumulo delle sostanze inquinanti negli organismi; 

− modificazioni morfo-fisiologiche dell’indicatore biologico scelto; 

− modificazione nella composizione delle comunità animali e vegetali. 

L’entità dei danni provocati può variare a seconda dell’esposizione e della 

concentrazione dell’inquinante. 

Nel caso di un sito con il suolo contaminato la pericolosità per gli organismi animali 

dipende dalle molteplici vie di esposizione come: ingestione di acqua di falda 

contaminata, contatto dermico con terreno inquinato, inalazione di polvere o vapori 

tossici o consumo di prodotti cresciuti su aree inquinate (Nathanail e Earl, 2001), 

figura 1.1. Il suolo, infatti, può agire sia da recettore che da sorgente secondaria di 

contaminanti (Birch e Snowdon, 2004). I suoli contaminati, inoltre, possono 

promuovere un effetto fitotossico nei confronti della vegetazione (Chaineau et al., 

1997; Siddiqui et al., 2001) o incidere negativamente sul naturale ciclo biologico dei 

nutrienti (Belyaeva et al., 2005; Scullion, 2006).  

 

 

Figura 1.1: vie di esposizione per la specie umana a contaminanti sversati nei suoli  
(U.S-EPA, 1996). 
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In parte, il suolo grazie alla sua capacità di autodepurazione, è in grado di smorzare 

gli effetti negativi derivanti dall’immissione di sostanze inquinanti. Questo può 

avvenire grazie al suo potere assorbente, alla capacità tampone e dall’ attività biotica 

che in esso si svolge. 

Grazie all’assorbimento del suolo gli inquinanti, con meccanismi di tipo fisico e 

chimico, possono essere parzialmente sottratti alla soluzione circolante. Tuttavia, la 

capacità autodepurativa del suolo ha un limite oltre il quale i danni divengono 

irreversibili. Infatti, l’eccessivo accumulo dei contaminati, oltre a provocare una 

perdita di qualità del suolo stesso, costituisce un pericolo potenziale per gli altri 

comparti ambientali.  

Il rilascio degli inquinanti avviene quando questi superano la capacità di ritenzione del 

terreno o a seguito di variazioni delle condizioni ambientali (come variazione della 

solubilità dovuta a una variazione di pH) o a dilavamento a carico delle piogge o delle 

falde presenti nel sottosuolo, che possono attribuire ai contaminanti diverse 

destinazioni finali. 

Il biomonitoraggio consente di indicare la “salute” degli ecosistemi, soprattutto di 

quelli in cui si sospetta che sia stata rilasciata una concentrazione biologicamente 

significativa di un inquinante.  

Gli organismi utilizzati come strumenti di indagine nel biomonitoraggio devono 

presentare una specifica sensibilità verso determinati fattori di disturbo ambientale e 

vengono definiti nel complesso “biosensori”. Un biosensore, a seconda delle specifiche 

caratteristiche, può essere impiegato come bioindicatore o come bioaccumulatore 

(APAT, 2004). 

Attraverso l’utilizzo di organismi bioindicatori è possibile effettuare una valutazione 

precoce dello stress ambientale ed anticipare eventuali interventi prima che si 

manifestino problemi ad ampia scala. Di conseguenza risultano un ottimo strumento di 

indagine per il monitoraggio. E' importante ampliare lo studio dei bioindicatori o 

bioaccumulatori per affrontare con maggiore approfondimento e consapevolezza 

situazioni di pericolosità in siti contaminati. 
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1.2 Indicatori biologici 
 

 

Nel biomonitoraggio si possono considerare organismi che fungono da bioindicatori e/o 

da bioaccumulatori. 

Un bioindicatore è un organismo o un sistema biologico usato per valutare una 

modificazione della qualità dell’ambiente. Secondo la necessità il bioindicatore può 

essere una comunità, un gruppo ecologico, una specie sentinella, oppure una porzione 

di organismo come un tessuto, un organo, delle cellule o una soluzione di estratti 

enzimatici (Iserentant e Sloover, 1976). Affinché un organismo possa essere definito 

un buon bioindicatore deve possedere alcune caratteristiche fondamentali (Zhou et al., 

2008), quali: 

− facile reperibilità stagionale e ampia distribuzione nell’area di studio, per 

effettuare numerosi campionamenti e confronti tra i siti; 

− lungo ciclo vitale, per poter confrontare fra loro diverse classi d’età; 

− sessilità o scarsa mobilità; 

− area abituale d’attività nota; 

− capacità di bioaccumulare notevoli concentrazioni di inquinanti; 

− omogeneità genetica. 

Inoltre, risultano necessarie adeguate conoscenze sull’anatomia, fisiologia ed ecologia 

della specie sia per la gestione dello studio che per la valutazione corretta delle 

risposte che un organismo ha nei confronti dei composti inquinanti. Ad esempio, i 

pesci e i molluschi possono essere a tutti gli effetti dei bioindicatori perché nei loro 

tessuti si possono riscontrare residui di fitofarmaci, pesticidi e altri contaminanti che 

inducono una modificazione nell’espressione di specifici geni o provocano alterazioni 

dell’omeostasi fisiologica e, addirittura, la morte degli animali (Van der Oost et al., 

1996; Timbrell, 1998; Vainio, 1998). 

Si definiscono, invece, bioaccumulatori gli organismi che riescono ad assorbire 

dall’ambiente determinate sostanze che vengono trattenute all’interno dei loro tessuti. 

Pertanto, un organismo bioaccumulatore è in grado di accumulare nel tempo 

specifiche sostanze inquinanti in quantità proporzionali sia alle concentrazioni 

ambientali sia ai tempi di esposizione e la cui presenza può essere ricercata 

direttamente attraverso la determinazione analitica di tali organismi o di alcune loro 

parti. I bioaccumulatori sono quindi, organismi in grado di sopravvivere alla presenza 
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di un determinato contaminante, assimilato dalle matrici ambientali (aria, acqua, 

suolo), accumulandolo e permettendone una qualificazione e una quantificazione. 

Un buon bioaccumulatore deve possedere i requisiti di seguito indicati: 

− alta tolleranza agli inquinanti che sono oggetto della sperimentazione; 

− capacità di accumulare indefinitamente; 

− ampia distribuzione nell’area di studio; 

− scarsa mobilità; 

− lungo ciclo vitale. 

Nel manuale APAT 2000 “Indicatori biologici e indici tossicologici applicati al suolo” 

vengono riportati vari contributi sull’uso degli artropodi terrestri come bioindicatori 

dell’inquinamento del suolo. In particolare, è emerso che gli artropodi predatori sono 

in gradi di rilevare la presenza di fitofarmaci nell’ambiente. Nel caso specifico, in Gran 

Bretagna sono state impiegate trappole a caduta per studiare gli effetti di tali 

contaminanti sulle diverse specie di ragni e coleotteri carabidi. Si è riscontrato che, 

dalla complessità strutturale della vegetazione e dalla diversità floristica, dipendono 

direttamente diversità e abbondanza specifica di tali Artropodi. L’impiego di fitofarmaci 

ha un forte impatto negativo sui carabidi (soprattutto come intossicazione diretta) e 

sui ragni Inoltre, l’impiego di fertilizzanti e di tecniche colturali impattanti, come 

arature e movimenti del terreno, modificano profondamente le popolazioni viventi nel 

terreno.  

Un’altro studio consiste nei raccoglitori automatici di api morte negli alveari posizionati 

sperimentalmente nelle aree contaminate. L’analisi delle spoglie di questi insetti, 

effettuate nei pressi di Venezia, ha permesso di rilevare nel 1993 la presenza di vari 

prodotti pericolosi per la salute umana.  

Le prospettive più interessanti per lo sviluppo dei bioindicatori sono presentate nella 

proposta di “Guida tecnica di metodi di analisi per il suolo e siti contaminati” 

focalizzata sull’utilizzo di indicatori biologici ed ecotossicologici dell’APAT 2004. 

Recentemente, si è posta l’attenzione verso l’utilizzo di bioindicatori con il recepimento 

della direttiva 2008/50/CE, nota come CAFE - Clean Air For Europe e con il decreto 

legislativo 155/2010. Nel decreto, all’art. 5, comma 12 vengono disciplinate le 

modalità di utilizzo di bioindicatori per la valutazione degli effetti determinati sugli 

ecosistemi dei livelli di arsenico, cadmio, nichel, mercurio ed idrocarburi policiclici 

aromatici, per la valutazione della qualità dell’aria ambiente.  
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Si riportano alcuni organismi fin’ora utilizzati in letteratura per il biomonitoraggio di 

suoli contaminati: 

 

 

 

ARTROPODI 

Ordine Specie Tipo di contaminazione Autore 

Collembola Orchesella cincta Pb, Cd Joose e Buker (1979) 

Collembola Folsomia fimetaria nonylphenol Fordsmand e Krogh (2004)  

Coleoptera 

Ocypus tenebricosus 

Carabus coriaceus 

Carabus catenulatus 

Carabus caelatus 

Steropus melas 

Silpha obscura 

Aptinus bombarda 

Molops striolatus 

IPA Masarin (2006) 

Collembola 
Folsomia manolachei 

Lepidocyrtus lanuginosus 
fenantrene Gass et al. (2006) 

Collembola 

Folsomia candida 

Mesaphorura macrochaeta 

Mesaphorura yosii 

Parisotoma notabilis 

Arrhopalites caecus 

naftalene Boitaud et al. (2006) 

Isopoda 

Coleoptera 

Armadillidium sordidum 

Ocypus olens 
Pb Migliorini et al.(2004) 

Acarina 

Oppiella nova 

Nothrus silvestris 

Adoristes ovatus 

Cu Skubala e Kafel (2004) 

ANELLIDI 

Haplotaxida Eisenia foetida Pesticida Parathion Bustos et al. (2002) 

Haplotaxida Dendrobaena octaedra Cd, Pb Holmstrup et al. (2011) 

CROSTACEI 

Isopodi Porcellio scabre Cd, Zn Dallinger (1994) 

 
Tabella 1.1: organismi per il biomonitoraggio del suolo. 
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� Bioconcentrazione, bioaccumulo 
 

L'assorbimento di sostanze tossiche da parte di un organismo può avvenire o 

attraverso il processo di bioconcentrazione e/o attraverso il bioaccumulo e/o la 

biomagnificazione (Leeuwen et al., 2007).  

Per bioconcentrazione si intende l’assorbimento di una sostanza chimica direttamente 

dal comparto ambientale in cui l'organismo vive (di solito l’acqua); più in generale, 

invece, si parla di bioaccumulo, quando le fonti espositive sono diverse (es. acqua, 

cibo, terreno, contatto epidermico e altro). La biomagnificazione è, invece, 

l’assorbimento attraverso l'ingestione lungo le catene trofiche. L’assorbimento consiste 

nell’acquisizione da parte di un organismo di una determinata sostanza dall’ambiente 

come risultato di processi attivi o passivi. 

A volte le molecole sono assorbite, accumulate e metabolizzate e i prodotti del 

metabolismo possono essere a loro volta nuove molecole che talora risultano più 

pericolose dei composti di partenza. 

In generale, un organismo può concentrare all’interno dei propri tessuti degli 

inquinanti mediante un equilibrio tra la fase di uptake e la fase di eliminazione. È 

spesso ragionevole assumere che ogni organismo assorba nell'unità di tempo una 

quantità di tossico proporzionale alla concentrazione del medesimo nell'ambiente. Si 

può paragonare il meccanismo ad una scatola la cui concentrazione interna dipende 

dal tasso di uptake e quello di eliminazione (modello a un comparto, equazione di 

bilancio, Dallinger, 1994): 

 

 

                                    Cm                                                    

 

 

dove Cm= concentrazione media, 

K1= coefficiente di assimilazione costante, 

K2= coefficiente di rilascio costante, 

Ci= concentrazione iniziale 

ovvero la variazione della concentrazione in un invertebrato è data dal quantitativo 

assunto per uptake meno quello eliminato. 

 

dCi/dt = k1 * Cm – k2 * Ci 

organismo invertebrato 
 

C1 

K1 K2 
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L’uptake dipende però dalla concentrazione nell’ambiente e da un tasso di 

assimilazione costante; l’eliminazione invece, dipende dalla concentrazione assunta e 

da un tasso di eliminazione costante. Per cui l’equazione diventa: 

 

Ci,t = Ci,∞ * (1-e –k2*t) 

 

       lim        (1- e –k2*t) = 1 
 t       ∞ 

 
Ci,∞ = a * Cm 

con a = k1 /k2  (fattore di bioconcentrazione) 

a > 2 macroconcentrazione 

2 > a > 1 microconcentrazione 

a < 1 deconcentrazione 

 

La concentrazione dell’inquinante nell’organismo al tempo t è proporzionale al 

rapporto tra il coefficiente di assimilazione costante (k1) e a quello di rilascio (k2). Con 

l’aumentare del tempo (t    ∞), quando la velocità di assorbimento e quella di 

detossificazione sono uguali, la concentrazione del tossico nell’organismo è in uno 

steady state, ovvero all’equilibrio. Ad una esposizione costante, il tempo richiesto per 

raggiungere l’equilibrio varia in funzione delle proprietà (strutturali o chimico-fisiche) 

della sostanza considerata. Ad esempio, alcune sostanze richiedono un tempo più 

lungo per raggiungere le condizioni di steady state tra i comparti ambientali (es. molti 

mesi per alcune sostanze idrofobiche), mentre altre raggiungono l’equilibrio 

abbastanza rapidamente (es. ore o giorni per certe sostanze idrofile). Il concetto di 

equilibrio è molto importante quando si valuta il bioaccumulo o la bioconcentrazione e 

quando si applicano questi principi alle situazioni del mondo reale. L’accumulo 

dell’inquinante nell’organismo dipende perciò da numerosi fattori, la fisiologia 

dell’organismo, le condizioni ambientali, i fattori ecologici, quali la catena alimentare, 

la quantità della sostanza e il tipo di fonte espositiva.  

Il rapporto tra il coefficiente di assimilazione e quello di detossificazione rappresenta il 

fattore di bioconcentrazione (BFC). 

Il BCF sarà tanto più alto quanto maggiore è la costante di assorbimento e quanto 

minore è la costante di rilascio. Naturalmente per ogni inquinante il BCF varia da 

specie a specie, mentre all'interno di ogni specie il BCF è diverso per ogni sostanza 
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assorbita (Lake J.L. et al., 1990; Borgå K et al., 2005) e può essere diverso per una 

stessa sostanza tra diversi stadi di accrescimento dell’organismo in studio. 

Il risultato di entrambi i processi, bioconcentrazione e bioaccumulo, è che 

nell'organismo si verifica un aumento della concentrazione della sostanza tossica 

rispetto all'ambiente circostante. Le specie che sono in grado di accumulare notevoli 

quantità vengono definite “macroconcentratrici” (a>2), invece quelle che possiedono 

una maggiore attitudine ad espellere i contaminanti vengono definite “deconcentratici” 

(a<1). Le specie intermedie si definiscono “microconcentratrici” (2>a>1). 

Per proteggere la salute umana dai pericoli dell’esposizione a sostanze chimiche 

bioaccumulabili, l’EPA (Environmental Protecion Agency) propone l’uso di un fattore di 

bioaccumulo (BAF). Il BAF, caratteristico per ogni sostanza chimica, è definito come il 

rapporto della concentrazione del contaminante nel tessuto animale considerato e la 

concentrazione dello stesso contaminante nell’ambiente dove l’animale vive. Nella 

determinazione della concentrazione nei tessuti si tiene conto di tutti i contributi 

espositivi, quali cibo, acqua e suolo con cui l’organismo può venire a contatto. Le 

sostanze chimiche con dei valori di BAF più alti tendono ad essere accumulate in 

quantità maggiore, rispetto alle sostanze con bassi valori di BAF. Invece, il BCF, 

anch’esso caratteristico per una sostanza chimica, misura l’assorbimento di una 

sostanza in un tessuto attraverso una determinata via di esposizione. Ad esempio, nei 

pesci, il BCF è definito come il rapporto della concentrazione del contaminante nel 

tessuto animale, derivante dall’acqua, come unica fonte espositiva e la concentrazione 

dello stesso contaminante nell’acqua dove l’animale vive e si presume che il rapporto 

concentrazione tessuto/concentrazione acqua non cambi nel tempo. 

Siccome, il fattore BAF descrive l’assorbimento totale di una sostanza in un tessuto, è 

pertanto più idoneo per una corretta valutazione dell’esposizione agli inquinanti, ed è 

quindi considerato il migliore approccio alla stima di un adeguato risk assessment. 
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1.3 Metalli Pesanti 
 

 

Il termine metallo pesante si riferisce a tutti gli elementi chimici metallici che hanno 

una densità relativamente alta e sono tossici a basse concentrazioni.  

Presentano le seguenti caratteristiche: 

− possiedono una densità superiore ai 5.0 g/cm3; 

− si comportano generalmente come cationi quando entrano in un campo 

elettromagnetico; 

− presentano una bassa solubilità dei loro idrati; 

− hanno una spiccata attitudine a formare complessi con composti organici; 

− possiedono una grande affinità per i composti solforati provocando 

un'alterazione delle funzionalità di enzimi con gruppi sulfidrilici; 

− hanno diversi stati di ossidazione a seconda delle condizioni di pH. 

Generalmente vengono considerati metalli pesanti l’Ag, il Ba, il Cd, il Co, iil Cr, il Mn, il 

Hg, il Mo, il Ni, il Pb, il Cu, lo Sn, il Tl, il Ti, il V, lo Zn e alcuni metalloidi con proprietà 

simili a quelle dei metalli pesanti, quali l’As, l’Sb, il Bi ed il Se. Tra questi, gli elementi 

che determinano più spesso fenomeni d’inquinamento sono: Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Mo, 

Ni, Pb, Sn e Zn Se (Adriano, 1986). 

I metalli pesanti sono componenti naturali della crosta terrestre e non possono essere 

degradati o distrutti. In piccola misura entrano nel nostro corpo attraverso il cibo, 

l’acqua e l’aria. Come elementi in tracce, alcuni metalli pesanti (per esempio rame, 

selenio, zinco) sono essenziali per mantenere il metabolismo del corpo umano. 

Tuttavia, a concentrazioni elevate possono portare ad avvelenamento. La loro 

assunzione potrebbe avvenire per esempio dalla contaminazione dell'acqua potabile, 

da alte concentrazioni nell'aria ambiente vicino alle fonti di emissione o assunzione 

tramite i prodotti alimentari. Possono entrare nei rifornimenti idrici da scarti derivanti 

da consumi o industrie o persino per effetto della pioggia acida che penetra nei terreni 

e porta i metalli pesanti nei corsi d'acqua, nei laghi, nei fiumi e nell'acqua freatica. La 

loro pericolosità dipende anche dalla tendenza a bioaccumularsi.  

In figura 1.2 si riportano i possibili apporti naturali ed antropici e nella figura 1.3 la 

tavola periodica degli elementi di Mendeleev con evidenziati gli effetti tossici di alcuni 

metalli. 
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Figura 1.2: Possibili apporti naturali (principalmente per alterazione delle 
rocce) ed antropici (attività umane di vario tipo) di metalli nelle acque e nei 
suoli. (www.igg.cnr.it). 

 

 

 

 

Da un punto di vista ecotossicologico, i metalli si possono classificare in tre gruppi 

(Marchetti, 1998): 

1. metalli che hanno un importante ruolo fisiologico; 

2. metalli chimicamente simili ad un elemento indispensabile; 

3. metalli che non hanno alcuna azione fisiologica conosciuta. 

Il primo gruppo è formato da metalli che sono definiti essenziali per animali e piante, 

poiché rientrano nella struttura di alcune molecole fondamentali come per esempio gli 

enzimi. Zinco e rame fanno parte di questa categoria; questi pur essendo necessari al 

corretto sviluppo e sopravvivenza degli organismi, ad elevate concentrazioni possono 

dar luogo a fenomeni di tossicità. 

Questi elementi, biologicamente indispensabili, tendono ad accumularsi, fino al 

raggiungimento di condizioni ottimali per l’organismo, poi subentrano meccanismi di 

regolazione per eliminare il quantitativo in eccesso. Tale regolazione può essere 

alterata da una concentrazione nell’ambiente elevata che è maggiore della soglia di 

tolleranza per l’organismo. 

Del terzo gruppo fanno parte invece i metalli tossici, che non avendo una funzione 

fisiologica non sono soggetti a regolazione da parte degli organismi. 
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Figura 1.3: tavola periodica degli elementi di 
Mendeleev, con evidenziati gli effetti tossici di alcuni 
metalli (www.igg.cnr.it). 

 

 

 

Sn 
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1.3.1 Cadmio 
 
Il cadmio e' un metallo brillante, color bianco-argento, duttile e molto malleabile. La 

sua superficie, in ambiente inerte, ha una tinta bluastra, ma si appanna all’aria. E' 

solubile in acidi ma non in alcali e presenta numero di ossidazione +2. Appartiene allo 

stesso gruppo del mercurio e dello zinco ed e' simile a quest'ultimo per molti aspetti 

ma crea composti più complessi. Il Cd è un elemento calciofilo e può raggiungere 

concentrazioni molto elevate nei solfuri dove può facilmente vicariare il Pb e lo Zn. 

Viene generato come sotto prodotto della fusione dello zinco dal relativo minerale, la 

sfelerite (ZnS), nel quale il cadmio e' un'impurità' significativa. Di conseguenza, le 

zone estrattive principali sono quelle connesse con lo zinco. La produzione mondiale è 

circa di 14.000 tonnellate all'anno e il paese produttore principale è il Canada, insieme 

a Stati Uniti, Australia, Messico e Giappone (www.igg.cnr.it). 

Una delle tecniche di estrazione comporta l’arrostimento dei solfuri di zinco per 

formare l'ossido, ZnO, e la successiva riduzione con il carbonio per formare lo zinco 

metallico. Dopo questo processo, lo zinco può essere raffinato con una distillazione 

sottovuoto che permette la separazione del cadmio. Oppure, un altro sistema è 

l'estrazione per elettrolisi: la dissoluzione di ossido di zinco in acido solforico forma il 

solfato di zinco, ZnSO4, in soluzione. Prima dell'elettrolisi che produrrà zinco le 

impurezze di cadmio vengono eliminate come precipitato della soluzione.  

Solitamente il cadmio è presente nelle batterie di nichel/cadmio perché hanno una 

lunga durata, una bassa manutenzione e un’elevata resistenza a stress fisico ed 

elettrico; stabilizzatori per PVC; leghe ed residui elettronici. Il cadmio è presente 

anche come impurità in detersivi e in prodotti petroliferi raffinati. 

Viene rilasciato nell’ambiente anche da processi naturali come: l’erosione delle rocce, 

da incendi boschivi e vulcani. La maggior parte però è liberato attraverso le attività 

umane che concernono la produzione di zinco, l'uso di minerali di fosfato e bio-concimi 

industriali, combustione (domestica) dei rifiuti e la combustione dei combustibili fossili.  

Un'altra fonte importante è la produzione di fertilizzanti artificiali a base di fosforo. 

Parte del cadmio rilasciato nel terreno dal fertilizzante viene fortemente assorbito dalla 

materia organica. L’assorbimento da parte delle piante aumenta nei terreni acidi e ciò 

costituisce un potenziale pericolo per gli animali che dipendono dalle piante per 

sopravvivere, come bovini, ovini, suini e pollame. La fauna ipogea e microrganismi del 

suolo sono estremamente suscettibili all'avvelenamento da cadmio presente anche a 

concentrazioni molto basse. 
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� Il cadmio nel suolo 

 
Nel suolo la solubilità del Cd dipende da condizioni di ossidoriduzione e di pH. E’ 

limitata in condizioni riducenti dalla precipitazione dei solfuri. In ambiente ossidante, 

tipico delle acque superficiali e di falda, la solubilità del Cd è controllata dal pH ed 

aumenta a pH inferiori a 8. A pH superiori ad 8, tipici dei suoli carbonatici ed alcalini 

avviene la precipitazione del carbonato, degli ossidi e degli idrossidi.  

Secondo gli autori Salmasi e Tavassoli (2005), il principale fattore di controllo della 

biodisponibilità del Cd antropico è la reazione di scambio tra Cd e Ca sulle argille. 

 

 

� Tossicità del cadmio 

 

 
Il cadmio deriva le sue proprietà tossicologiche dalla somiglianza chimica allo zinco, un 

micronutriente essenziale per le piante, gli animali e gli esseri umani. Il cadmio è 

biopersistente e, una volta assorbito da un organismo, rimane in esso per molti anni 

(nell'ordine di decine per gli uomini) prima di venire espulso. 

Normalmente si è esposti a livelli significativamente elevati quando si fuma. Il fumo di 

tabacco trasporta il cadmio nei polmoni. Il sangue lo trasporta nel resto del corpo dove 

viene amplificato l'effetto con quello già assunto con la dieta. L'assunzione quotidiana 

media per gli esseri umani è valutata intorno a 0.15 µg dall'aria e 1 µg dall'acqua, 

ovvero con una dieta normale si aggira attorno a 0.2-0.4 mg/settimana, dosi 

praticamente uguali a quelle massime raccomandate dal WHO (World Health 

Organization) (0.4-0.5 mg/settimana). I fumatori sono particolarmente esposti a 

causa dell'elevato contenuto di Cd nel tabacco: 20 sigarette al giorno comportano 

l'assunzione orale di 0.04 mg di Cd, a cui corrisponde una dose doppia di quella 

settimanalmente ingerita con gli alimenti.  

Questo metallo è definito una tossina acuta, in grado di causare, nel caso di 

esposizioni croniche, una varietà di sintomatologie, quali l'enfisema polmonare, la 

perdita dell'olfatto, disturbi cardiovascolari ed ipertensione. 

Negli esseri umani, l'esposizione di lunga durata è associata a disfunzioni renali. 

Elevata esposizione può portare all'affezione polmonare ostruttiva che è collegata a 

cancro polmonare. Il cadmio può anche produrre problemi alle ossa (osteomalacia, 

osteoporosi) e ad un aumento della pressione sanguigna con effetti sul miocardio 

(EFSA, 2010).  
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1.3.2 Rame 
 
La fonte più rilevante è l’impiego di fertilizzanti nei suoli agricoli quale chelato, capace 

di mantenere il Cu biodisponibile per i vegetali. Viene anche utilizzato come fungicida 

e battericida nella protezione sanitaria della vite, poiché efficace nel combattere la 

Plasmopara viticola, Peronospora della vite, parassita diffuso in tutti i paesi viticoli del 

mondo. I preparati "storici" più efficaci sono le poltiglie cupriche, tra cui la poltiglia 

borgognona e quella bordolese sono, da sempre, le più impiegate in campo 

agronomico. 

Alti quantitativi di Cu si possono trovare anche nei fanghi di depurazione e nelle 

deiezioni degli animali d’allevamento nutriti con mangimi addizionati di solfato di 

rame, che viene sempre più impiegato nell’alimentazione animale poiché è un valido 

integratore alimentare. 

 

 

� Il rame nel suolo 

 
La solubilità del rame è controllata in ambienti riducenti dalla sedimentazione dei 

solfuri; in ambienti ossidanti invece, è solubile a pH inferiori a 6. Mentre a pH superiori 

la sua solubilità è controllata dalla precipitazione di ossidi, idrossidi, carbonati e solfati 

(Adriano, 1986). Il rame forma legami particolarmente stabili con gli ossidi di Mn e i 

composti umici. 

 

 

� Tossicità del rame 

 
Il rame è una sostanza essenziale per la vita umana. Nel corpo umano, è distribuito 

principalmente nel fegato, nei reni, nel cuore e nel cervello, in una quantità 

complessiva di 100-150 mg (Cortecci, www.igg.cnr.it). L’ essenzialità del Cu deriva dal 

sua presenza in complessi organo-metallici responsabili di processi biochimici vitali. La 

carenza di Cu può provocare anemia, demineralizzazione delle ossa, danneggiamento 

dei tessuti connettivi, mentre in dosi elevate può causare anemia, danni a reni e 

fegato ed irritazione di intestino e stomaco. Il Cu è presente in alimenti ed acque, 

cosicché i problemi sanitari connessi con la deficienza di Cu risultano molto rari. I 

problemi di tossicità per eccesso di Cu sono limitati a situazioni ambientali particolari 

(estrazione mineraria, metallurgia, uso di fungicidi). L'eccessivo uso di solfato di Cu in 
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agricoltura può determinare contaminazione di suoli, acque e colture; disturbi 

gastrointestinali ed in misura minore fenomeni di anemia emolitica e complicazioni 

epato-renali. Il Cu interagisce con altri metalli (Zn, Fe, Pb) presenti nelle diete, 

competendo con essi e inducendo possibili sbilanciamenti a livello fisiologico. In questo 

contesto, i fattori geochimici risultano importanti nel definire i corretti rapporti fra 

metalli biodisponibili, in particolare nel caso di popolazioni con dieta povera e 

monotona. Nell'ambito delle malattie cardiache, la somministrazione di Zn riduce 

l'assimilazione di Cu (aumentandone l'escrezione), prevenendo malfunzionamenti 

cardiaci o riducendo l'incidenza dei decessi per collasso cardiaco (EFSA, 2010). 

 

 

 

 

1.3.3 Piombo 
 

Il piombo è un metallo che si trova nella crosta terrestre e che può entrare negli 

ambienti acquatici attraverso i naturali processi di erosione o attraverso eruzioni 

vulcaniche (Demayo et al., 1982). Tuttavia esistono numerose attività antropiche 

responsabili dell’immissione del piombo nell’ambiente come le produzioni di vernici, le 

attività minerarie e di raffinazione (WHO, 1995). La presenza di piombo in atmosfera è 

legata, inoltre, all’impiego ormai superato di organopiombici nelle benzine super 

(Flament et al., 1996). 

Il piombo è fra i metalli non ferrosi più riciclati e la sua produzione secondaria si è 

quindi sviluppata costantemente nonostante la discesa del suo costo. E' facilmente 

lavorabile, malleabile e duttile.  

 

 

� Il piombo nel suolo 

 

La concentrazione di questo metallo può essere massima negli strati superficiali del 

suolo, soprattutto nei suoli argillosi o ricchi di sostanza organica e diminuisce con la 

profondità (Alloway, 1990). 
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A seguito della rimozione del Pb dalle benzine si osserva una progressiva diminuzione 

della concentrazione del Pb negli strati superficiali dei suoli forestali determinata anche 

dalla lisciviazione verso la falda (Andrew et al., 1989). 

La solubilità del Pb nel suolo può essere controllata dalla precipitazione di fasi minerali 

insolubili, il cui processo dipende dalle condizioni di ossidoriduzione e di pH. In 

ambiente riducente la concentrazione del Pb è controllata dalla precipitazione dei 

solfuri. Nell’ambiente ossidante, tipico delle falde e dei suoli ben ossigenati, la 

concentrazione può essere controllata a pH inferiori a 5 dall’Anglesite o, a pH superiori 

a 5, dalla Cerussite. La prima è un minerale costituito da solfato di piombo, mentre la 

seconda è un caratteristico minerale di alterazione della galena nei giacimenti di 

piombo. 

Il Pb, come tutti gli elementi di transizione bivalenti forma complessi dotati di elevata 

stabilità con i gruppi dello ione Cl. La presenza di Cl nella soluzione circolante del suolo 

può così diminuire l’attività dello ione Pb+2 innalzandone la solubilità, come osservato 

per altri elementi di transizione bivalenti: Ni, Cu, e Cd (Ge et al., 2000). Il Pb, come 

gli altri elementi di transizione bi e trivalenti può essere adsorbito sui minerali delle 

argille e sulla sostanza organica. Se quest’ultima è la componente principale del suolo, 

il Pb viene fissato in forme non scambiabili, in quanto è chelato attraverso i gruppi 

carbossilici degli acidi umici. Se la sostanza organica non ha un ruolo statisticamente 

significativo, la biodisponibilità del Pb è determinata principalmente dalla capacità di 

scambio cationico. La frazione tessiturale del suolo che fissa il Pb è quella limosa, 

presumibilmente composta da illiti e idromiche, ovvero miche alterate, ricche di siti di 

adsorbimento altamente selettivi (Kelley et al., 2002). 

 

 

� Tossicità del piombo 

 

Negli esseri umani l'esposizione al piombo può provocare una vasta gamma di effetti a 

seconda del livello e della durata di esposizione. I feti in sviluppo e gli infanti sono più 

sensibili degli adulti. Alti livelli di esposizione possono provocare effetti biochimici 

tossici negli esseri umani che comprendono problemi nella sintesi di emoglobina, 

problemi ai reni, al tratto gastrointestinale, ai giunti e al sistema riproduttivo e 

danneggiamento acuto o cronico del sistema nervoso. 

La dose massima al giorno per non intossicarsi varia da 0,36-1,24 a 2,43 µg/kg per 

peso corporeo (EFSA, 2010). Il piombo può penetrare attraverso la pelle, il tratto 
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gastrointestinale, viene immagazzinato nelle ossa (in sostituzione al calcio), nel 

sangue, nel fegato, nel cervello, nelle ghiandole e nei capelli. L’eliminazione del 

piombo avviene principalmente attraverso le urine e le feci (EFSA, 2010). 

 

 

 

 

 

1.3.4 Zinco 
 
Lo zinco è uno degli elementi più diffusi nella crosta terrestre. Lo si trova in aria, nel 

suolo e nelle acque ed è presente in tutti gli alimenti. Nella sua forma elementare è un 

metallo lucido dal colore bianco-bluastro.  

È usato principalmente per la galvanizzazione del ferro e più del 50% di zinco 

metallico finisce nella galvanizzazione dell'acciaio, ma è anche importante nella 

preparazione di determinate leghe, per esempio metallo antifrizione, ottone, argento 

tedesco ed a volte bronzo. È usato per le piastre negative in determinate batterie 

elettriche e per la costruzione di tetto e grondaie di edifici. 

Combinandosi con altri elementi, come il cloro, ossigeno, zolfo, forma dei composti 

come cloruro di zinco, ossido di zinco, solfato di zinco e solfuro di zinco che vengono 

ampiamente usati nell’industria. Ad esempio, il solfuro di zinco e l’ossido di zinco sono 

usati per fare pitture bianche e ceramica o nella produzione di gomma. I composti, 

come acetato di zinco, cloruro di zinco e zinco solfato, sono utilizzati nella 

conservazione del legno e nella produzione e tintura dei tessuti,etc. E’ contenuto 

anche nei fertilizzanti sia organici che inorganici, nella forma di solfato di zinco 

(ZnSO4), ossido di zinco (ZnO) e di complesso Zn-NH3. Altre fonti inquinanti possono 

essere rappresentate dalle polveri dei combustibili fossili, dalla fusione dei metalli non 

ferrosi e dai fanghi di depurazione. 

 

 

 

 

 

� Lo zinco nel suolo 

 



                                                                                                                        Introduzione 

 24 

A seconda della tipologia di suolo lo zinco può essere presente con le seguenti 

concentrazioni (Rudnick, 1990): 

− in rocce ignee: 5-240 mg/kg 

− in scisti e argille: 18-180 mg/kg 

− in arenarie: 2-41 mg/kg 

− in scisti nere: 34-1500 mg/kg 

 

 

� Tossicità dello zinco 

 
Lo zinco è un elemento in tracce che è essenziale per la salute umana. Quando le 

persone assorbono troppo poco zinco possono sperimentare una perdita di appetito, 

una ridotta sensazione di gusto ed odore, formazione lenta di ferite e dolore alla pelle. 

Scarsità di zinco può persino causare difetti di nascita. 

Anche se gli esseri umani possono sopportare concentrazioni in proporzione elevate, 

troppo zinco può ancora causare gravi problemi di salute, come spasmi allo stomaco, 

irritazioni cutanee, vomito, nausea, anemia, arteriosclerosi. I livelli molto elevati 

possono causare danni a pancreas e influenzare il metabolismo delle proteine. Una 

lunga esposizione a cloruro di zinco può causare disordini respiratori 

(http://www.izslt.it/csra). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                        Introduzione 

 25 

1.4 Altri metalli 
 

Di seguito vengono riportate delle sintetiche informazioni riguardo a metalli che sono 

stati trattati marginalmente nella discussione di questa tesi per valutare il bioaccumulo 

nelle chiocciole. 

 

 

1.4.1 Cromo 
 
Il cromo è un metallo grigio-argento. E' uno dei metalli meno comuni sulla crosta 

terrestre e lo si trova negli stati di ossidazione compresi tra +2 e +6, ma solo quello 

trivalente e quello esavalente rivestono importanza in ambito biologico. La prima 

forma è quella più comune in natura, mentre la seconda è quella più rilevante per 

l’industria. 

L’inquinamento da cromo deriva da processi industriali, soprattutto dalla produzione di 

leghe ferro-cromo, dall’uso di combustibili fossili, dalla produzione di pigmenti, dalla 

concia per le pelli, dai mordenti per le tinture e la conserva del legno; viene impiegato 

come anticorrosivo negli impianti di cottura e nei bollitori. Le industrie produttrici di 

cemento sono un’altra possibile fonte. 

 

 

1.4.2 Ferro 
 
Il ferro è uno dei metalli più abbondanti nella crosta terrestre, viene prodotto in grandi 

quantità negli altiforni per riduzione dei suoi minerali (ossidi di ferro) con carbone. 

 

 

1.4.3 Nichel 
 
Il nichel si trova nella crosta terrestre in quantità rilevante. Nei suoli è legato alla 

sostanza organica. Fonti antropiche di nichel sono le emissioni dei processi 

metallurgici, la combustione di carbone e petrolio, l’applicazione di fanghi e fertilizzanti 

al terreno. 

 



                                                                                                                        Introduzione 

 26 

1.4.4 Alluminio 
 
L'alluminio è un metallo leggero ma resistente, con un aspetto grigio argento a causa 

del leggero strato di ossidazione che si forma rapidamente quando è esposto all'aria e 

che previene la corrosione in quanto non solubile. L'alluminio è uno degli elementi più 

diffusi sulla terra (8,3% in peso), secondo solo a ossigeno (45,5%) e silicio (25,7%) e 

paragonabile al ferro (6,2%) e al calcio (4,6%) (McBride et al., 1994). 

Una riduzione del pH nel terreno provoca una maggiore solubilità dell’alluminio e 

accelera lo sgretolamento delle argille, influenzando la struttura stessa dei terreni. 

 

 

1.4.5 Boro 
 

Nel suolo il boro si trova sotto forma di borato, è indispensabile alla vita delle piante. 

Certe concimazioni errate creano un deficit di boro. E’ importante nelle coltivazioni 

della barbabietola oltre che in altre erbe foraggiere come l’erba medica, i legumi, gli 

alberi da frutta e i vigneti. La sua solubilità è massima nell’intervallo 5-7 e a pH 

superiori a 8,5. 

Il boro è un oligoelemento essenziale per la salute dell’uomo, si trova negli alimenti di 

origine vegetale, come la verdura, la frutta fresca o secca, i cereali, la barbabietola, 

l’erba medica. Garantisce un buon assorbimento del calcio. Una dieta equilibrata 

fornisce da 1,5 a 3 mg di boro al giorno (Basler et al.,1996). 
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1.5 Idrocarburi policiclici aromatici (IPA) 
 

 

Gli Idrocarburi Policiclici Aromatici (in acronimo IPA) sono un insieme che conta fino a 

660 composti chimici accomunati da due o più anelli aromatici fusi assieme e sono 

costituiti essenzialmente da idrogeno e carbonio (Slaski et al., 2000) . 

Solitamente nelle matrici ambientali, gli IPA non si ritrovano mai come composti 

singoli ma in miscele che molto spesso sono caratteristiche della sorgente impattante. 

A seconda della loro origine possiamo suddividere gli IPA in due diverse categorie: IPA 

biogenici (di origine naturale), determinati da sintesi biologiche, e IPA di origine 

antropogenica, causati da attività industriali e da sversamenti di prodotti petroliferi. In 

genere, la principale fonte di emissione sono i processi di combustione. Una volta 

prodotti, gli IPA rimangono solo temporaneamente in atmosfera come gas. Infatti, alla 

temperatura ambiente tendono a condensare e ad assorbire particelle atmosferiche a 

causa della bassa tensione di vapore e possono esser trasferiti in siti lontani dallle 

sorgenti emissive, dopo di che ritornano alla geosfera per deposizione secca o umida. 

Di conseguenza, le ricadute al suolo sono una delle principali cause di contaminazione 

globale del suolo e delle acque.  

La US-EPA (United States-Environmental Protection Agency) considera i 16 IPA 

rappresentati in figura 1.4, che vengono inseriti nella lista dei “priority pollutants”. 

Inoltre, questi IPA vengono considerati il riferimento per determinare il contenuto di 

IPA nelle varie matrici (cibo, aria e acqua). In tabella 1.2 si riporta la lista dell’ US 

EPA, JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additive) e dell’ EFSA-SCF 

(European Food Safety Authority-Scientific Committee on Food) per determinare i 

“priority” IPA nelle sostanze alimentari a confronto con la normativa vigente in Italia. 
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Figura 1.4: i 16 IPA inseriti nella lista dei “priority pollutants” US-EPA. 
 

 

US EPA 
IPA 

nell’ambiente 
(1970) 

EFSA 
IPA negli 
alimenti 
(2005) 

JECFA 
IPA negli 
alimenti 
(2005) 

D.Lgs 
152 

IPA nel suolo 
(2006) 

D.Lgs 
155 

IPA nell’aria 
(2010) 

Naphthalene X     
Acenaphthylene X     
Acenaphthene X     

Fluorene X     
Phenanthrene X     
Anthracene X     

Fluoranthene X     
Pyrene X   X  

Benz[a]anthracene X X X X  
Chrysene X X X X  

Benzo[b]fluoranthene X X X X  
Benzo[k]fluoranthene X X X X  

Benzo[a]pyrene X X X X X 
Indeno[123-cd]pyrene X   X  

Dibenzo[a,h]anthracene X   X  
Benzo[ghi]perylene X X  X  

Benzo[j]fluoranthene  X X   
Cyclopenta[cd]pyrene  X X   
Dibenzo[a,e]pyrene  X X X  
Dibenzo[a,h]pyrene  X X X  
Dibenzo[a,i]pyrene  X X X  
Dibenzo[a,l]pyrene  X X X  
5-methylchrysene  X X   
Benzo[c]fluorene  X X   

 
Tabella 1.2: “priority" IPA secondo US-EPA, JECFA, EFSA-SCF, D.Lgs. 152 /2006, 
D.Lgs. 155 /2010. 
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Gli IPA con più basso peso molecolare (tre-quattro anelli, come fenantrene e fluorene) 

possono avere una maggiore abbondanza rispetto agli IPA con alto peso molecolare, 

da quattro a sei anelli, come benzo[a]antracene, crisene, benzo[a]pirene e pirene. Nei 

suoli si possono trovare oltre agli IPA generati da deposizioni atmosferiche, di origine 

pirolitica, IPA associati allo sversamento di prodotti petroliferi, di origine petrogenica. 

Gli IPA sono solidi a temperatura ambiente ed hanno punti di ebollizione e di fusione 

elevati. La tensione di vapore è generalmente bassa ed inversamente proporzionale al 

numero di anelli. Sono poco solubili o del tutto insolubili in acqua; la solubilità 

diminuisce all’aumentare del peso molecolare e sono altamente liofili. Generalmente 

nell’ambiente si trovano legati a sostanze particellari. Nell’atmosfera, gli IPA possono 

essere nella fase gassosa o solida, a seconda del peso molecolare. Di solito il naftalene 

e IPA a tre anelli si trovano nella fase di vapore, mentre quelli a quattro o a cinque 

anelli possono essere sia allo stato solido che nello stato gassoso. Gli IPA più pesanti 

sono tutti allo stato solido (Zander, 1980). Inoltre, in atmosfera gli IPA subiscono 

processi di decomposizione fotochimica mediante reazione con radicali OH (Valerio et 

al., 1984), mentre alcune condizioni meteorologiche (per esempio temperatura, 

pioggia, velocità del vento, intensità della luce solare e umidità) possono influire sulle 

deposizioni atmosferiche degli IPA (Gevao et al., 1998; Motelay-Massei et al., 2003). 

Negli ambienti acquatici, a causa della loro idrofobicità, gli IPA tendono a essere 

assorbiti rapidamente dalle particelle, rendendo il sedimento un enorme serbatoio. 

Infatti, la bassa solubilità e la struttura stabile sono responsabili della loro lunga 

persistenza, solo fenomeni di bioturbazione da parte di organismi bentonici e 

degradazione batterica possono renderli più biodisponibili (Palmqvist et al., 2003). 

Nei terreni il decremento delle concentrazioni di IPA può essere causato da 

degradazione batterica o dall’assorbimento sul materiale organico dell’humus (Kastner 

e Mahro, 1996). 

Generalmente gli IPA a due o tre anelli vengono rapidamente degradati, mentre quelli 

con peso molecolare maggiore sono pressoché persistenti. 

In genere la concentrazione degli IPA nell’aria, nel suolo o nell’acqua non provoca un 

danno immediato negli organismi, ma a causa dell’elevata liposolubilità sono in grado 

di accumularsi nei tessuti biologici, in particolare nei tessuti adiposi per subire poi 

processi di biomagnificazione lungo la catena alimentare. 

A causa della loro ubiquità, gli IPA possono essere assunti dal biota attraverso le vie 

principali come l’inalazione, l’assorbimento cutaneo e l’ingestione. 
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� IPA nel suolo 

 
Gli IPA emessi da combustioni, sono adsorbiti alle particelle atmosferiche e prima o poi 

raggiungono la superficie terrestre depositandosi al suolo, mentre gli IPA presenti in 

atmosfera in fase gassosa, nella zona di interfaccia aria-acqua, si ripartiscono tra le 

due fasi secondo il coefficiente di trasferimento aria/acqua. 

Una volta raggiunto il suolo, gli inquinanti organici quali idrocarburi si muovono 

seguendo una o più vie (Brady e Weil, 2008): 

1. Volatilizzazione: nell’atmosfera senza che vi sia una variazione nelle 

caratteristiche chimiche; 

2. Adsorbimento: in particolare a carico della sostanza organica del suolo e delle 

argille; 

3. Lisciviazione: gli inquinanti possono scendere lungo il profilo del suolo in 

soluzione. Tale meccanismo dipende dalla solubilità in acqua e dal potenziale di 

adsorbimento dei diversi composti organici (le molecole fortemente adsorbite ai 

colloidi del suolo tendono a non seguire questa via); 

4. Reazioni chimiche: possono subire reazioni chimiche, all’interno o sulla 

superficie del suolo, indipendentemente dall’azione dei microrganismi del suolo 

(idrolisi, fotodecomposizione ecc.); 

5. Degradazione ad opera dei microrganismi del suolo 

6. Dilavamento superficiale, attraverso il ruscellamento sulla superficie del suolo; 

7. Prelievo da parte delle piante e degli animali che entrano in contatto con il 

suolo. 

In questo modo gli inquinanti vengono trasferiti lungo la catena alimentare. La 

sostanza assorbita può rimanere inalterata all’interno dei tessuti della pianta oppure 

può venir degradata e trasformata in sottoprodotti, che a loro volta possono avere un 

grado di tossicità minore o a volte maggiore del composto originale. 

Infine, quello che influenza i movimenti di un inquinante all’interno del suolo sono 

l’idrofobicità, la solubilità e la polarità (US-EPA, 2000). Molecole estremamente 

idrofobiche come gli IPA, i PCB ed altri idrocarburi (log Kow > 3, dove Kow è la costante 

di ripartizione acqua/n-ottanolo) sono fortemente legate alla sostanza organica del 

suolo e non sono solubili nell’acqua interstiziale del suolo. La riduzione della 

concentrazione di una molecola organica xenobiotica attraverso il suo adsorbimento 

più o meno reversibile sulla sostanza organica di origine naturale contribuisce ad 
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attenuare gli effetti acuti della contaminazione e a ridurre la possibilità di migrazione 

dell’inquinante negli acquiferi sottostanti (Violante e Sequi, 2000). 

 

 

� Tossicità degli IPA 

 
Gli IPA hanno una tossicità multiorgano: grazie all’elevata solubilità, possono 

attraversare le membrane molto facilmente, senza bisogno di trasporto attivo. La 

tossicità primaria, in realtà, è molto bassa, ma in seguito a reazioni di 

biotrasformazione  la tossicità aumenta notevolmente. Le proprietà tossicologiche 

variano in funzione della disposizione spaziale e del numero di anelli condesati. 

L’effetto cancerogeno degli IPA è correlato ad una struttura con un numero di anelli 

aromatici superiore a tre, che, a seguito di processi di biotrasformazione, dà origine a 

“dioloepossidi”, composti instabili che possono essere idrolizzati a tetroli in grado di 

legarsi all’albumina, all’emoglobina o al DNA provocando un’azione mutagena e 

cancerogena. In particolare, gli IPA sono particolarmente implicati nei tumori o danni 

al sistema riproduttivo (MacKenzie e Angevine, 1981), al sistema cardiovascolare 

(Penn et al., 1981; Paigen et al., 1983) e al midollo osseo (Legraverand et al.,1983); 

inoltre sono associati ad effetti quali la soppressione immunologica (Hardin et al., 

1992) e alla tossicità del fegato (Armstrong e Bonser, 1950). 

La IARC (International Agency for Research on Cancer) ha classificato molti IPA come 

possibili o probabili cancerogeni per l’uomo. I più importanti sono: naftalene, 

benzo[a]antracene, benzo[b]fluorantene, benzo[j]flourantene, benzo[k]flourantene, 

benzo[a]pirene, dibenzo[a,h]antracene, dibenzo[a,e]pirene, dibenzo[a,h]pirene, 

dibenzo[a,i]pirene, dibenzo[a,l]pirene , indeno[1,2,3-cd]pyrene e 5-Metilcrisene. 

Negli ultimi anni l’attenzione su tali composti è notevolmente cresciuta a causa dei 

comprovati effetti mutageni e cancerogeni sull’uomo. Nel 1999, la Commissione 

Europea ha appositamente creato un gruppo di lavoro per riconsiderare tutte le 

implicazioni relative a tali inquinanti, sulla scia della Direttiva 96/62/EC, indicando le 

strategie di valutazione e raccomandandone il monitoraggio. Dal 2003 il 

benzo[a]pirene è preso come riferimento per la contaminazione da IPA in atmosfera. 

Nel 2010, lo IARC ha riclassificato il benzo[a]pirene da classe 2A a alla classe 1 

(probabili o possibili cancerogeni per l'uomo) per gli effetti dimostrati "in vitro". 

In tabella 1.3 è riportata la classificazione IARC dei principali IPA e la loro 

cancerogenità. 
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IPA 
Numero di 

anelli 
Grado di cancerogenità IARC 

  Animale Uomo 

Antracene  3 I 3 

Fenantrene  3 I 3 

Benzo[c]fenantrene  4 I 2B 

Crisene  4 L 3 

Benzo[a]antracene  4 S 2B 

Pirene 4 I 3 

Benzo[b]fluorantene  5 S 2B 

Benzo[j]fluorantene  5 S 2B 

Benzo[k]fluorantene  5 S 2B 

Benzo[a]pirene  5 S 1 

Benzo[e]pirene  5 I 3 

Dibenzo[a,c]antracene  5 L 3 

Dibenzo[a,h]antracene  5 S 2A 

Dibenzo[a,j]antracene  5 L 3 

Benzo[g,h,i]perilene  6 I 3 

Indeno[1,2,3-cd]pirene  6 S 2B 

Dibenzo[a,e]pirene 6 S 3 

Dibenzo[a,h]pirene 6 S 2B 

Dibenzo[a,i]pirene 6 S 2B 

Dibenzo[a,l]pirene 6 S 2A 

 
Tabella 1.3: classificazione dei principali IPA e la loro 
cancerogenità. I: evidenza inadeguata; L: evidenza limitata; 
S: evidenza sufficiente; 2A: probabile cancerogeno per 
l’uomo; 2B: possibile cancerogeno per l’uomo; 3: non 
classificabile come cancerogeno per l’uomo. (IARC, 2010). 

 

 

Gli IPA accumulati nella vegetazione o negli organismi possono causare indirettamente 

gravi danni alla salute umana attraverso il consumo di cibi contaminati (Wang e Wang, 

2006). Proprio per l’estrema pericolosità di tali inquinanti, il loro monitoraggio è 

considerato essenziale (European Communities, 1996). 
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1.6 Gasteropodi Polmonati 
 

 

La classe dei gasteropodi comprende sia molluschi acquatici che terrestri. Quelli che 

vivono in ambienti terrestri vengono chiamati polmonati (Pulmonata) in quanto hanno 

sviluppato una struttura anatomica peculiare detta appunto polmone specializzato 

nella respirazione aerea. L'apparato respiratorio comprende un rudimentale polmone, 

fortemente vascolarizzato, formato dal mantello che si ripiega tra il dorso dell’animale 

e la superficie interna della conchiglia, in comunicazione con l’ambiente esterno 

tramite una porzione muscolare detta pneumostoma. I muscoli inferiori della cavità 

palleale provocano, durante la loro contrazione, l’apertura del pneumostoma e la 

dilatazione della cavità stessa, regolando la respirazione. L’aria che entra riesce così 

ad ossigenare il sangue raccolto in questa zona. Come tutti i molluschi, i gasteropodi 

polmonati possono fare affidamento anche sulla respirazione cutanea esercitata da 

tutta la superficie del corpo esposta all’ambiente esterno permettendo così 

l’ossigenazione dei tessuti sottostanti.  

La conchiglia è rivestita esternamente da uno strato corneo, detto periostraco, che 

scompare rapidamente dopo la morte dell’organismo. Il guscio è composto per il 

96,6% da carbonato di calcio, per il 2% da materia organica e da altri costituenti 

inorganici. Il carbonato di calcio è costituito principalmente da un aggregato di cristalli 

di aragonite e in piccola parte da calcite. 

All'interno del guscio, vi è il mantello che contiene gli organi vitali. L'epitelio del corpo 

è ricoperto da ghiandole secretrici di muco. Il muco ha diverse funzioni, una delle quali 

è quella di proteggere l'animale dall'evaporazione, da infezioni virali e batteriche e 

dall'attacco di piccoli predatori, come carabidi e formiche. Ad esempio per difendersi 

secernono grosse quantità di muco dalla cavità interna del mantello, provocando il 

soffocamento del predatore. Il muco, inoltre, protegge l’animale da sostanze acide e 

permette un risciacquo dell'epitelio esterno. 

Sulla testa sono situati gli organi di senso. I polmonati hanno due paia di tentacoli: i 

rinofori anteriori, con la funzione di percezione dei feromoni non volatili lasciati dalla 

scia di muco e una funzione tattile; i rinofori posteriori più lunghi con le funzioni 

sensoriali: visive e olfattive. In quest’ultimi troviamo un vero e proprio epitelio 

olfattivo con dei neuroni olfattivi (Mazzatenta et al., 2004) simile a quello dei 
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mammiferi che le chiocciole usano per l’analisi olfattiva dell’ambiente, la ricerca del 

cibo e del compagno.  

L’apparato locomotorio è costituito dal piede che grazie a delle contrazioni muscolari 

longitudinali ne favorisce il movimento solitamente nella stessa direzione di 

avanzamento.  

Molti gasteropodi hanno un trofismo erbivoro ma ci sono anche gasteropodi predatori, 

detritivori e parassiti. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1.5: Parti anatomiche di un gasteropode terrestre 
(http://www.thefullwiki.org/Gastropod_shell) 
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1.6.1 Biologia della riproduzione  
 

I gasteropodi polmonati sono ermafroditi insufficienti ed il loro apparato genitale, 

ovotestis, è piuttosto complesso. Infatti, maturano prima le gonadi maschili che 

producono spermatozoi impaccati nelle spermateche che le chiocciole si scambiano 

durante l’accoppiamento, successivamente degenerano le gonadi maschili e maturano 

quelle femminili con la produzione delle uova. Nella fase iniziale dell’accoppiamento 

ciascuna chiocciola attraverso un pene particolare inserisce nel partner un dardo di 

materiale calcareo contenete gli spermatozoi. Alcuni studi hanno dimostrato che un 

rilascio efficace del dardo si associa con un maggiore successo riproduttivo (Rogers e 

Chase, 2001, 2002). Nella maggior parte dei casi la copula consiste in uno scambio di 

spermatofore. Le uova verranno fecondate appena mature dagli spermatozoi, 

conservati nel ricettacolo seminale. Ogni chiocciola può accoppiarsi diverse volte ed 

assicurarsi, quindi, che tutte le sue uova vengano fecondate. La deposizione avviene 

dopo circa 4 o 6 settimane in una buca scavata nel terreno. Le uova vengono secrete 

da un orifizio posto anteriormente in prossimità della bocca e durante l’escrezione 

vengono avvolte da una pellicola gelatinosa estremamente efficace contro l’attacco di 

insetti e muffe. Terminata la deposizione, la chiocciola chiude la cavità compiendo 

particolari movimenti concentrici. Dal momento della chiusura la cella nel terreno 

funge da incubatrice. Dopo circa 15 giorni le uova iniziano a schiudersi e le giovani 

chiocciole si nutrono della terra che le avvolge per circa quattro settimane. 

Successivamente escono all’esterno. 

 

 

1.6.2 La respirazione 
 
Le chiocciole respirano attraverso un’apertura, detta pneumostoma, che è collegata al 

polmone. L’apertura del pneumostoma regola la pressione interna della CO2 e quindi, il 

relativo bisogno per la chiocciola di inspirare dell’aria fresca carica di ossigeno. La 

respirazione delle chiocciole è in funzione della temperatura esterna perché, in caso di 

siccità o di periodi prolungati senza umidità, entrano in uno stato di quiescenza o 

dormienza, con un consumo di ossigeno ridotto al minimo, per evitare perdite d’acqua. 

Una chiocciola attiva potrebbe respirare da 10-20 µl di O2 o CO2 all’ora (Ross et al., 

1990). L’uptake di O2 in genere è elevato per uno o due giorni che seguono lo stato di 

dormienza. Dopo un periodo di acclimatazione, l’ingestione dell’ossigeno ha valori alti, 
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mantenendo un minimo abbastanza costante, chiamato minimo basale. Nel caso in cui 

la chiocciola formi l’epifragma calcareo lo scambio dei gas viene bloccato per 1.5-2 ore 

e poi l’assunzione di O2 riprende secondo i valori abituali. 

In generale, la respirazione delle chiocciole è apparentemente simile a quella degli 

insetti, a rilasci periodici di CO2 in stato di dormienza e ridotto uptake di ossigeno. Ciò 

che comanda nella respirazione è la domanda di ossigeno e non l’anidride carbonica. 

L’attività del penumostoma nella specie Otala lactaea (fam. Helicidae, Helicinae) 

apparentemente rimane costante nei periodi in cui si accumula C02 e si verifica un 

basso uptake di O2. Se diminuisce la concentrazione dell’ossigeno, si attiva un 

meccanismo di ventilazione, cioè brevi inspirazioni che mantengono costanti il valore 

della pressione dell'O2 o per lo meno vicini al minimo basale. Quando il volume interno 

dell'O2 è basso l’organismo va incontro all’ipoventilazione e di conseguenza la 

pressione dell'anidride carbonica aumenta lentamente raggiungendo un nuovo 

equilibrio con quella precedentemente accumulata. Inoltre, se la pressione della CO2 

raggiunge dei valori critici, il pneumostoma rimane aperto per periodi più lunghi al fine 

di ridurre la pressione dell’anidride carbonica ben sotto i valori scatenanti. Fa seguito 

un periodico rilascio di CO2. 

 

 

1.6.3 Il tessuto olfattivo 
 
La regione olfattiva nei gasteropodi terrestri è localizzata sulla punta del rinofori, sotto 

all’occhio. E’ composta da un epitelio olfattivo sensoriale in cui sono localizzati i 

neuroni bipolari sensoriali olfattivi (OSNs). Quest’ultimi sono collegati mediante gli 

assoni ai glomeruli e con i dentriti allo strato spongiforme (spongiform layer) verso 

l’ambiente esterno, come illustrato in figura 1.6 e 1.7. Al di sotto dell’epitelio si trova 

la muscolatura liscia e le ghiandole unicellulari del muco. Questa muscolatura è 

responsabile delle contrazioni del tentacolo. Gli assoni delle cellule recettive terminano 

nei glomeruli o in una regione definita neuropila. In quest'ultima, arrivano anche le 

estensioni del ganglio tentacolare che è collegato al nervo olfattivo, il quale si unisce al 

ganglio in prossimità del procerebrum (Ratté e Chase, 1997).  

I glomeruli sono caratterizzati da numerosi contatti sinaptici e sono avvolti da cellule e 

processi gliali, nelle chiocciole se ne contano all'incirca 20 (Chase, 1986).Visto in 

sezione il sistema olfattivo ricorda la struttura dei gangli degli invertebrati (Chase e 

Tolloczko, 1985). 
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Figura 1.6: strutture sensoriali di un tentacolo ottico (Chase, 1986). 
 
 

 

 

Figura 1.7: (a,b) rinoforo posteriore, ose = epitelio olfattivo sensoriale; 
osn= neuroni bipolari sensoriali olfattivi; nse= epitelio non olfattivo 
che ricopre il rinoforo. (c) glomeruli olfattivi (g1-g5). Scala: (a) è 100 
µm, (b,c) è 200 µm, (Mazzatenta et al., 2004). 
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I tentacoli ottici nei polmonati stilommatofori sono retrattili grazie ad uno strato 

muscolare che occupa la zona centrale. Questo muscolo è cavo in quanto vi passa il 

nervo tentacolare. Siccome le molecole odorose rimangono trattenute nel fluido che 

ricopre l'epitelio olfattivo, con la contrazione del tentacolo vengono disperse verso 

l’emolinfa e poichè la punta dell’epitelio esterno si invagina verso le pareti dell’epitelio 

interno, il tessuto olfattivo viene in qualche modo pulito togliendo eventuali tracce di 

molecole odorose “vecchie”. L’estensione del tentacolo invece, avviene per aumento 

della pressione idrostatica e provoca un escrezione di liquido dall' epitelio olfattivo per 

trattenere le molecole odorose ed evitare che altre nuove arrivino ai recettori. La 

contrazione del tentacolo aumenta in corrispondenza di odori più persistenti e più 

irritanti o piacevoli che suscitano un interesse da parte dell’animale, così come avviene 

nei crostacei, con rapide oscillazioni delle antenne o nei rettili col guizzo della lingua 

(Lemaire e Chase, 1998). Inoltre, sostanze irritanti, essiccazione del tessuto, presenza 

di microbi, favoriscono un continuo rinnovo delle cellule nervose del tessuto olfattivo e 

ciò contribuisce a rendere l’epitelio il tessuto con il maggior numero di cellule nervose 

rispetto al resto del corpo (Chase, 1986) e molto specializzato nel catturare molecole 

odorose presenti in basse concentrazioni. 

Le chiocciole percepiscono gli odori di deboli intensità mediante un comportamento 

definito anemotaxis che consiste nel muovere in maniera ritmica il capo da una parte 

all’altra per generare un'onda oscillatoria che provoca l'eccitazione del tessuto 

sensoriale, rinforzando così il segnale (Gelperin, 1974; Chase e Croll, 1981). Invece, 

sostanze aereo disperse molto irritanti provocano un ispessimento del tessuto 

epiteliale e una fuoriuscita maggiore di muco dalle cellule mucipare (Lemaire e Chase, 

1998). 

 

Il tessuto olfattivo è composto da proteine OMP, adibite alla traduzione del segnale 

olfattivo che hanno una struttura e lunghezza molto simile a quella dei vertebrati. 

Questa proteina nelle chiocciole della specie Eobania vermiculata (O.F.Muller, 1774) è 

composta da 155 amminoacidi, come nei pesci, mentre nei mammiferi è composta da 

163 amminoacidi (Celik et., 2002). Questa piccola differenza corrisponde alla 

progressiva riduzione della composizione degli aminoacidi nella transizione tra 

inveterbrati e vertebrati e perciò si suppone sia un'ipotetica proteina ancestrale dei 

vertebrati. Inoltre, questa proteina è espressa solo nel tessuto olfattivo sensoriale 

(Mazzatenta et al., 2004). 
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Lo studio del tessuto olfattivo è particolarmente importante per conoscere e capire 

quello dei mammiferi in quanto possiede molte somiglianze e può spiegare come un 

inquinante può agire nell’uomo (Chase e Tolloczko, 1983). Le somiglianze col tessuto 

olfattivo dei vertebrati sono riassunte nei seguenti punti:  

− Le cellule di supporto della mucosa olfattiva sono simili alle cellule a colonna 

dell’epitelio dei vertebrati; 

− la superficie esterna dell’epitelio è composto da sottili processi citoplasmatici 

che assomigliano ai microvilli dei vertebrati; 

− i recettori olfattivi sono bipolari; 

− le cellule recettive dell’epitelio olfattivo si rinnovano ogni 45 giorni circa (come 

nel topo); 

− il tessuto olfattivo contiene il maggior numero di cellule nervose rispetto ad 

altri tessuti; 

− sono presenti i glomeruli come nei bulbi olfattivi dei vertebrati. 

A causa di queste somiglianze è interessante capire qual’è il funzionamento e la 

morfologia del tessuto delle chiocciole per capire i possibili danni causati dagli 

inquinanti al sistema olfattivo dell'uomo. Infatti, nell'uomo i dentriti dei neuroni 

primari olfattivi sono in contatto col lumen nasale e attraverso gli assoni questi 

neuroni sono connessi ai bulbi olfattivi del cervello. Ciò che entra in contatto con 

l'epitelio olfattivo può essere assunto dai neuroni olfattivi primari e essere trasportato 

verso i bulbi olfattivi e quindi raggiungere alcune aree del cervello. Per questi motivi 

una possibile via di assunzione dei metalli aerodispersi può essere attraverso il 

sistema olfattivo con il trasporto assonale fino a raggiungere il sistema nervoso 

periferico (Tjälve e Henriksson, 1999). 

Il cadmio e il mercurio vengono trasportati attraverso i neuroni primari fino alle 

terminazioni nei bulbi olfattivi, ma non riescono a proseguire attraverso i neuroni 

olfattivi secondari. Al contrario, il manganese arriva fino al cervello con passaggi 

transneuroni da cui deriva la sua tossicità. Invece, un altro metallo come il nickel si 

accumula nei glomeruli dei bulbi olfattivi e solo una piccola parte viene trasportata 

attraverso i neuroni olfattivi secondari e terziari (Tjälve e Henriksson, 1999). 

 

Una componente importante del sistema olfattivo dei gasteropodi è lo strato di muco 

che ricopre l'epitelio. Le molecole che vengono inalate vengono imprigionate da questo 

strato. La mucosa olfattiva e di conseguenza il muco, contentendo dei 

mucopolisaccaridi, riescono a le legare i cationi metallici tossici. Nella mucosa 
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giungono anche le terminazioni dei processi dentritici, che sono ricchi di vescicole 

endocitiche in cui si accumulano le sostanze esogene provenienti dall'ambiente esterno 

(Bannister e Dodson, 1992). 
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1.7 Accumulo di metalli pesanti nelle chiocciole 
 

 

La maggior parte dei contaminanti vengono assunti dai gasteropodi per ingestione. In 

particolare, si concentrano nella ghiandola digestiva che è l’organo più importante sia 

per l'accumulo che per la detossificazione nei molluschi. Quest’organo è responsabile 

della produzione di enzimi digestivi, dell’assorbimento, digestione ed endocitosi delle 

particelle di cibo, nonché dell’ immagazzinamento e dell’ escrezione delle sostanze di 

rifiuto (Amaral et al., 2004). La ghiandola digestiva viene chiamata anche 

epatopancreas a causa delle sue molteplicità funzionalità di assorbimento e digestione, 

è considerata analoga per ruolo al fegato e al pancreas dei vertebrati, nei quali 

svolgerebbe contemporaneamente le funzioni. E’ il principale sito per l’accumulo dei 

metalli che si depositano essenzialmente all’interno del tessuto connettivo, soprattutto 

nei rogociti, che sono adibiti alla formazione dell’emocianina, sintesi del collagene e 

accumulo del calcio. I rogociti, insieme alle cellule del pigmento e i fibroplasti, 

costituiscono il tessuto connettivo della ghiandola digestiva. In uno studio svolto da 

Amaral (2004), si è visto che le chiocciole della specie Cornu aspersus, vissute in 

ambienti contaminati da traffico urbano, presentavano maggiore ispessimento del 

tessuto connettivo a causa dell’accumulo di Cu e Fe in granuli all’interno dei rogociti 

che, quindi, per sopperire alle loro funzioni, quali la formazione dell’emocianina, 

tendono a svilupparsi in numero maggiore. 

Le chiocciole sono capaci di inattivare i metalli come il cadmio e il rame legandoli a 

particolari proteine citoplasmatiche chiamate metallotioneine (Berger e Dallinger, 

1997). La metallotioneina per il Cd è una proteina della classe I con basso peso 

molecolare, con 66 aminoacidi, di cui 18 sono cisteine. E’ in grado di legare tra l’85-

95% di Cd accumulato nei tessuti molli. Berger e Dallinger hanno visto che la 

concentrazione di questa metallotioneina aumenta proporzionalmente ai livelli di 

cadmio presenti nell’intestino intermedio. 

Il Cd, assunto per via cutanea o per ingestione (Caeurdassier et al., 2002) colpisce 

principalmente la riproduzione, non permettendo lo sviluppo delle uova. Da 

osservazioni morfologiche e dal peso degli organi genitali di chiocciole alimentate per 

circa 10 settimane con del cibo contaminato, si è verificato un’inibizione nello sviluppo 

delle gonadi. La ghiandola dell’albume rimane piccola, l’ovospermidotto non si sviluppa 

e anche il rivestimento del dardo d’amore e del pene hanno dimensioni diverse dalle 

chiocciole sane. Se la concentrazione di Cd assunta aumenta la ghiandola dell’albume 
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e l’ovospermidotto si atrofizzano (Gomot, 1997). E’ probabile che la causa di questa 

regressione sia una modulazione dei neurotrasmettitori nei neuroni del nervo del collo 

a livello dei gangli cerebrali sopraesofagei che controllano le funzioni della ghiandola 

dell’albume, organo femminile. Questa spiega come mai le chiocciole possano 

accoppiarsi comunque ma non sono in grado di sviluppare uova sane in quanto il Cd 

va ad interagire con gli organi femminili dell’apparato riproduttore. 

Inoltre, il Cd nei molluschi modifica l’attività locomotoria e respiratoria (Gomot, 1997). 

Alcuni metalli, come Mn, Cu, Zn e Ca possono essere assunti per contatto dell’epitelio 

del piede col terreno potenzialmente inquinato (Dallinger, 1993). I metalli entrano 

nelle cellule passivamente attraverso i canali cellulari seguendo il gradiente di 

concentrazione o per diffusione facilitata. In alcuni casi si può verificare anche 

un’assunzione per endocitosi. 

Il rame è un metallo importante per i gasteropodi, in quanto è il costituente essenziale 

dell’emocianina ed è prevalentemente presente nel piede e nel mantello della 

chiocciola. La sua concentrazione deve essere mantenuta costante e in certi casi viene 

accumulato in concentrazioni maggiori a quelle presenti nell’ambiente (Laskowski et 

al., 1996). Nello studio di Laskowski, in cui si valutava l’accumulo di Zn, Pb, Cu e Cd, 

somministrati attraverso la dieta a Cornu aspersus, si è visto che lo Zn viene 

assimilato proporzionalmente alla concentrazione dell’esposizione e il Cd ha 

un’efficienza di assimilazione del 68-72%. Il Pb, invece viene trasferito verso il guscio, 

in quanto interferisce col metabolismo del calcio e provoca quindi un indebolimento e 

assottigliamento del guscio (Beeby e Richmond, 2002). Infatti, alle chiocciole a cui è 

stata fornita una dieta con del piombo la crescita della conchiglia è diminuita del 5%. 

La crescita del guscio cala anche quando nella dieta manca del Ca o questo non riesce 

ad essere biodisponibile a causa della presenza del Pb che interferisce col 

funzionamento delle proteine che sintetizzano il periostraco.  

Da studi più recenti effettuati mediante la tecnica spettroscopica XAFS, che utilizza i 

raggi x per determinare la struttura chimica e fisica di una sostanza, si è visto che i 

metalli sono legati non solo alla struttura carbonatica del guscio ma anche alle 

componenti organiche (Yasoshima et al, 2001). 

Infine, i meccanismi di detossificazione per eliminare i metalli in traccia o quelli non 

essenziali comprendono: ultrafiltrazione, meccanismi di trasporto attivo, inclusione in 

soluti che vengono espulsi con il muco o attraverso urea e acido urico. Il rilascio di 

muco in genere viene ridotto al minimo per evitare inutili perdite d’acqua e in questo 
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senso vengono favoriti i meccanismi di detossificazione che comprendono la 

formazione delle metallotioneine e vescicole rilasciate con le feci. 

 

 

 

� Biomonitoraggio  
 

Alcune specie di molluschi accumulano notevoli quantitativi di metalli e riflettono i 

livelli biodisponibili dell’ambiente. Ad esempio, i molluschi bivalvi sono da tempo 

impiegati come bioindicatori della contaminazione negli ambienti acquatici, piuttosto 

che altri gruppi di animali. E’ il caso dei Mytilus spp. e delle specie d’acqua dolce: Unio 

pictorum, Lampsilis ventricosa e Corbicula spp.. 

Nelle chiocciole sono tanti i fattori che influiscono nell’accumulo dei metalli, per 

esempio il peso corporeo, la temperatura, la stagione e le piante di cui si nutrono 

(Berger e Dallinger, 1993). Gli autori Coughtrey e Martin (1977) sostengono che i 

molluschi delle stesso peso o della stessa taglia, possono essere usati a scopi di 

monitoraggio ed ogni metallo ha una propria cinetica di assunzione e accumulo. 

L’accumulo nel piede o nei visceri, il tasso di crescita ed il tasso di mortalità 

permettono di definire l’impatto ambientale di un suolo contaminato sui gasteropodi. 

In genere, il piede e i visceri presentano la stessa concentrazione del Cu in quanto le 

chiocciole hanno una buona capacità omeostatica per questo elemento essenziale che 

è già presente all’interno dell’organismo nel pigmento respiratorio: l’emocianina. 

Invece, il Pb, lo Zn e il Cd si accumulano tendenzialmente nei visceri con un valore 

superiore da 2 a 50 volte quello del piede (Gomot-de Vaufleury e Pihan, 2000a). 

L’esposizione di individui “sani” trasferiti dal laboratorio alle zone contaminate, 

permette di capire la variabilità naturale delle popolazioni di chiocciole autoctone. Di 

conseguenza, l'utilizzo di animali non contaminati, definiti come “bianchi”, posti nel 

sito da monitorare, permette di individuare le differenti concentrazioni nei tessuti e di 

capire la variabilità naturale (Gomot-de Vaufleury e Pihan, 2000a).  

Per interpretare i dati delle concentrazioni dei metalli nei gasteropodi esiste in 

letteratura una classificazione delle concentrazioni dei metalli riscontrati nella 

ghiandola digestiva in base all'ambiente di campionamento. Questa classificazione 

(tabella 1.4) ideata da Pihan (1995) e utilizzata anche da altri autori, raggruppa in 

classi i livelli di concentrazione presenti nella ghiandola digestiva delle chiocciole e 

permette di individuare il sito con contaminazione maggiore. La classe Ia fa 
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riferimento ad un sito di controllo, la classe IIa ad una zona soggetta a traffico urbano 

e la classe IIIa ad una zona vicino ad un’area industriale di forte impatto ambientale, 

le classi IVa e Va indicano aree industriali con alto inquinamento. Questa 

classificazione permette di confrontare i risultati del proprio lavoro con altri esistenti in 

letteratura e di capire il grado di contaminazione del sito studiato. 

 

Tabella 1.4: classificazione dei metalli pesanti (µg/g) nella 
ghiandola digestiva secondo Pihan (1995). 

 

CLASSE Cr Pb Cd Fe Mn 

I < 0.6 < 5 < 5 < 100 < 100 

II 0.6 < Cr < 1.8 5 < Pb < 10 5 < Cd < 10 100 < Fe < 200 100 < Fe < 200 

III 1.8 < Cr < 5.4 10 < Pb <  50 10 < Cd < 50 200 < Fe < 600 200 < Fe < 400 

IV 50 < Pb < 250 50 < Pb < 250 > 50 > 600 > 600 

V > 5.4 > 250 - - - 

 

 CLASSE Cu Zn  

 I < 130 < 150  

 II 130 < Cu < 200 150 < Zn < 300  

 III 200 < Cu < 300 300 < Zn < 600  

 IV > 300 600 < Zn < 1200  

 V - > 1200  

 

A titolo di esempio, si riportano i valori delle concentrazioni dei metalli in Cornu 

aspersus raccolte in vari siti contaminati: 

 

Tabella 1.5 : concentrazioni (µg/g , peso secco) dei metalli in chiocciole raccolte in 
diversi siti.*(Berger e Dallinger, 1993); 1(Beeby e Richmond, 2002); 2(Beeby e 
Richmond, 2002a); 3(Viard et al., 2004). 
 
sito Cd  classe Pb  classe Cu  classe Zn  classe 

Reference area 5 ± 1* I 4 ± 1* I 86 ± 15* I 103 ± 14* I 

Giardino 6 ± 1* I 19 ± 8* I 46 ± 4* I 95 ± 8* I 

Posteggio auto 9 ± 1* II 48 ± 5* II 213± 33* II 748 ± 146* II 

Giardino urbano 11 ± 1* II 42 ± 6* II - - 224 ± 32* II 

Bosco 24 ± 4* II 11* I - - 167 ± 9* II 

1 km da industria 50 ± 11* III 121 ± 124* III 228 ± 43* III 418 ± 71* III 

3.2 km da industria 65 ± 8* III 39 ± 21* III 68 ± 10* III 413 ± 46* III 

Zona mineraria   183 ± 32,31 IV     

Autostrada 6 I 273,5 ± 14,21 V   5603 III 

Sito contaminato 109,52 IV 539,902 V 3802 IV 28552 V 
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1.8 Accumulo di IPA nelle chiocciole 
 

 

Le chiocciole assorbono gli IPA dall’ambiente mediante ingestione della vegetazione, 

contatto col suolo o per inalazione del particellato atmosferico. E’ stato osservato che i 

molluschi sono meno propensi e sensibili a formare addotti, (alterazioni molecolari 

definite dal legame covalente al DNA di composti di tipo aromatico) poiché 

metabolizzano il benzo[a]pirene in un intermedio meno reattivo (Dolcetti et al., 2002). 

Gli adotti sono infatti, prodotti di metabolizzazione degli enzimi del sistema del 

citocromo P-450 che convertono il benzo[a]pirene in un epossido intermedio grazie ad 

una reazione di ossidazione. Questo intermedio è altamente elettrofilo e può attaccare 

molecole nucleofile come il DNA causandone un danno. Alcuni addotti possono essere 

rimossi da sistemi di riparazione endogeni, altri no, determinando effetti cangerogeni e 

mutageni nelle specie maggiormente sensibili. La minor reattività è quindi 

responsabile degli effetti minori che si hanno nei molluschi. Il problema maggiore è 

legato agli effetti sinergici tra xenobiotici di origine differente presenti nei siti 

contaminati (Cerniglia, 1993). 

 

 

� Biomonitoraggio 

 
Le chiocciole possono essere impiegate in studi di impatto ambientale per valutare le 

emissioni da traffico veicolare fornendo delle informazioni necessarie per determinare i 

danni per la salute umana da PM10 e PM2,5 o per valutare il grado di contaminazione 

dei suoli.  

E’ stato visto che gli IPA a basso peso molecolare, come naftalene e fluorene, si 

accumulano nella ghiandola digestiva in elevate concentrazioni e in genere prevalgono 

su congeneri a peso molecolare elevato come fluorantene, pirene, benzo[a]antracene, 

benzo[b]fluorantene, benzo[k]fluorantene. L’accumulo degli IPA nelle chiocciole va a 

scapito dei perossisomi, ovvero si manifesta un’induzione nella proliferazione di questi 

organelli cellulari vescicolari, adibiti all’ossidazione degli acidi grassi, alla sintesi del 

colesterolo, presenti nelle cellule epatiche. L’esposizione ad xenobiotici aromatici 

provoca delle alterazioni nel metabolismo degli ossidoradicali ed un indebolimento del 

sistema antiossidante cellulare (Regoli et al.,2005). 
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Come esempio, si riportano i valori delle concentrazioni di IPA riscontrate in Cornu 

aspersus, esposte a traffico veicolare: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabella 1.6: Concentrazioni (µg/g peso secco) nella ghiandola 
digestiva di chiocciole esposte a traffico veicolare dal sito 1 con 
meno inquinamento al sito 5 più inquinato (Regoli et al., 2005). 
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1.9 Specie presenti dalle Alpi orientali all’Adriatico 

settentrionale 

 

 

Per individuare la specie più adatta allo studio del sito inquinato ci si è appoggiati al 

Museo Civico di Scienze Naturali di Trieste. E’ stata riorganizzata la collezione dei 

molluschi terrestri che annovera più di 1500 di chiocciole provenienti da tutto il 

mondo. Si è deciso di individuare le specie presenti dalle Alpi orientali fino all’Adriatico 

settentrionale perché erano quelle meglio rappresentate in termini di abbondanza, di 

generi e di luoghi di raccolta nella collezione. Sono stati selezionati solo gli esemplari 

appartenenti all’area di interesse e ne è stato verificato il nome riportato sul cartellino 

con quello attualmente proposto dalla Checklist della fauna europea 

(www.faunaeur.org). Con questi criteri si sono selezionate 36 famiglie per 163 specie. 

Nella tabella 1.7 si riportano solamente le famiglie e le specie presenti con maggior 

numero di esemplari nella collezione del Museo, per l’area di nostro interesse. Le 

specie selezionate vengono anche proposte come possibili bioindicatori della 

contaminazione del suolo a seconda della tipologia di ambiente e delle dimensioni. 
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Tabella 1.7: gasteropodi polmonati presenti dalle Alpi orientali all’Adriatico 
settentrionale, indicati come possibili bioindicatori nel monitoraggio di siti 
contaminati. Foto © Museo Civico di Storia Naturale di Trieste 
 

 

 

SPECIE HABITAT FOTO 

AMBIENTI SECCHI 

- Fam.Hygromiidae 

Monacha Olivieri 

 (Fèrussac, 1821) 

Piante secche, dune sabbiose. 

 

 

Monacha parumcincta 

(Draparnaud, 1805) 

Vive sugli arbusti. 

 

 

Cochlicella acuta 

(O. F. Müller, 1774) 

Caratteristica delle dune litorali, 

prati secchi. Rara su terreni 

calcari. 

 

 

Cernuella (Cernuella) virgata 

(Da Costa, 1778) 

Vive in lande calcaree, dune, 

prati e cespugli. 
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Continua tabella 1.7. 

 

 

-Fam. Helicidae 

Theba pisana  

(O. F. Müller, 1774) 

Luoghi secchi ed assolati, 

generalmente vicino al mare. 

 

 

AMBIENTI UMIDI 

- Fam.Oleacinidae 

Poiretia cornea  

(Brumati, 1838) 

Sotto le pietre nei prati. Specie 

carnivora. 

 

 

- Fam.Bradybaenidae 

Fruticula fruticum  

(O. F. Müller, 1774) 

Luoghi umidi, cespugli, terreni 

incolti, campi e file d’alberi al 

limite della foresta; raggiunge i 

1700 metri di quota nelle Alpi. 

 

 

 

- Fam. Helicidae 

  

Ariana chamaleon chamaleon 

(Pfeiffer, 1842) 

Tra arbusti in ambienti umidi e 

rupestri. 
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Continua tabella 1.7. 

 

 

Cepaea vindobonensis 

(A. Férussac, 1821) 

Cespugli, boscho nelle vallate a 

versante caldo. 

 

 

AMBIENTI ANTROPIZZATI 

- Fam.Hygromiidae 

Monacha cartusiana 

(O. F. Müller, 1774) 

Diffusa in luoghi erbosi, cespugli, 

i bordi delle strade, etc. 

raramente in mezzo ai boschi. 

Rara sotto i 500 metri di quota 

 

 

Cernuella (Xerocincta) neglecta 

(Draparnaud, 1805) 

Luoghi aperti, secchi, rocciosi, 

bordi strada. 

 

 

- Fam.Helicidae 

Ariana arbustorum arbustorum 

(Linneo, 1758) 

Prati, siepi, boschi, sempre in 

luoghi a forte umidità; predilige i 

substrati calcarei. 
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Continua tabella 1.7. 

 

 

Cornu aspersus 

(O. F. Müller, 1774) 

Giardini, parchi, dune, boschi, 

rupi, siepi, campi agricoli. 

 

 

 

AMBIENTI ACQUATICI, ACQUE LENTICHE 

- Fam. Lymnaeidae 

Stagnicola palustris 

(O. F. Müller, 1774) 

Laghi, stagni, corsi d’acqua. 

 

 

Radix perega (O. F. Müller, 1774) 
Laghi, stagni, corsi d’acqua. 

 

 

Radix ovata (Draparnaud, 1085) 
Laghi, stagni, corsi d’acqua. 

 

 

 
 

Per il biomonitoraggio di siti inquinati di zone litorali o di pianura abbiamo selezionato 

le seguenti specie che potrebbero essere utili per determinare la contaminazione del 

terreno: 

- fam. Oleacinidae: Poiretia cornea (Bruati, 1838). 

- fam. Bradybaenidae: Fruticola fruticum (O. F. Müller, 1774). 
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- fam. Hygromiidae: Monacha cartusiana (O. F. Müller, 1774); Monacha olivieri 

(Fèrussac, 1821); Cernuella (Cernuella) virgata (Da Costa, 1778); Cernuella 

(Xerocincta) neglecta (Draparnaud, 1805). 

- fam. Helicidae: Cornu aspersus (O. F. Müller, 1774); Theba pisana (O. F. 

Müller, 1774); Cepaea (Cepaea) vindobonensis (A. Férussac, 1821). 

Sulla base di queste informazioni si è deciso di sviluppare la ricerca basandosi 

unicamente sulla famiglia delle Helicidae in quanto raggruppa delle specie che hanno 

alcune caratteristiche importanti per svolgere delle analisi chimiche, ovvero 

presentano maggiore biomassa, hanno un’alimentazione polifaga ed infine sono tra le 

più comuni nei terreni incolti. 

 

 

 

1.9.1 Famiglia delle Helicidae 
 
È composta da due sottofamiglie e contiene la specie più grande delle conchiglie 

terrestri europee.  

 

La sotto-famiglia delle Ariantinae (sinonimo di Helicigoninae) 

Conchiglia da media a grande e globosa (Arianta) a più o meno appiattita (Helicigona, 

Causa); talvolta è pelosa (Isognomostoma). Molte specie preferiscono gli habitat 

ombreggiati ed umidi e sono attive solo nei giorni umidi o piovosi. Le specie degli 

habitat rocciosi si rifugiano nelle crepe e nel materiale franato. Esse sono più 

abbondanti nelle zone del Sud delle Alpi e dei Pirenei, dove contano anche specie 

endemiche (Cesari,1980). 

 

La sotto-famiglia delle Helicinae 

Conchiglia da media a grande e in generale globosa. Sono più abbondanti nella zona 

mediterranea, solo Cepaea hortensis è presente in quasi tutta Europa. Alcune specie 

come Cornu aspersus, Helix pomatia e Helix lucorum sono state disseminate dall’uomo 

per esigenze alimentari. Molte specie preferiscono gli habitat secchi (Cesari,1980).
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� Cornu aspersus (O. F. Müller, 1774) 

 
Sinonimi: Cryptomphalus aspersus (O. F. Müller), Cantareus aspersus (O. F. 

Müller, 1774). 

Descrizione: 25-30 x 25-40 mm Ø.  

Conchiglia globosa con 4½ giri debolmente 

convessi e che si ingradiscono rapidamente, 

l’ultimo quarto di giro scende un po’ 

bruscamente. Ombelico completamente sigillato 

dal peristoma. Apertura grande, con peristoma 

consistente e bianco sgargiante. Conchiglia di 

norma bruno pallida, occasionalmente gialla, con 

0-5 bande spirali, variabile sovente punteggiata 

(aspersa) di bianco. Scultura che le dà un 

aspetto grinzoso caratteristico.  

Habitat: Specie presente in diversi habitat: vive nelle radure e ai margini di habitat 

forestali e rupicoli ma spesso si trova associata all’uomo in orti, giardini e parchi e 

comunque è comune in tutti gli ambienti antropizzati. 

Alimentazione: la dieta delle chiocciole varia a seconda delle stagioni ed è più 

diversificata  nei mesi autunnali. Predilige Urtica dioica perché ha un alto contenuto di 

proteine e Ca (Cesari, 1980). 

Areale: Mediterraneo e Europa occidentale. 

Distribuzione: molto diffusa negli habitat naturali della Francia oceanica e 

mediterranea, Irlanda, Sud Inghilterra ed al Nord fino alle coste Baltiche.  

In Italia: Vive nei campi coltivati o incolti e nei giardini. E' comune in Italia 

continentale ed insulare.  
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� Theba pisana (O. F. Müller, 1774)  

 

Sinonimo Euparypha pisana (O. F. Müller, 1774) 

Descrizione: 9-20 x 12-25 mm Ø. Conchiglia 

debolmente depressa, con 5½ giri debolmente 

convessi e sutura poco profonda. Ombelico piccolo 

e parzialmente otturato dal bordo columellare del 

peristoma. Apertura elittica, con un ingrossamento 

interno (un callo bianco a forma di cordoncino 

lungo tutto il peristoma) sovente anche di tinta di 

rosa. Conchiglia bianca, rossa o più raramente 

rosa; le strie di accrescimento sono incrociate da 

delle strie e bande spirali con svariati disegni. Gli 

esemplari giovani hanno alla periferia  della conchiglia una carena che sparisce quasi 

totalmente negli adulti.  

Habitat: specie tipica delle dune costiere (dunicola), con possibili sconfinamenti in 

aree ruderali e argini dei tratti terminali dei fiumi. La sua caratteristica è quella di 

estivare in posizioni molte esposte al sole, su steli di piante, in aggregati di diversi 

esemplari per proteggersi dalla disidratazione. 

Areale: Mediterraneo.  

Distribuzione: specie mediterranea molto comune, introdotta in numerosi luoghi del 

litorale Atlantico della Francia, del Belgio, dell’Olanda, dell’Inghilterra (Cornovaglia) e 

dell’Irlanda orientale. Antropofila. 

In Italia: litorali della penisola.  
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� Cepaea (Cepaea) vindobonensis (A. Férussac, 1821) 

 

Descrizione: 17-21 x  20-25 mm Ø.  

Conchiglia globosa, a spira conica di 5½ giri 

convessi. Ombelico del tutto chiuso dal peristoma.  

Apertura con uno spesso ingrossamento interno, 

bruno scuro vicino alla columella che diviene più 

pallido o bianco vicino alla sutura. Conchiglia 

biancastra oppure giallo chiaro, con delle strie di 

accrescimento sottili e piuttosto regolari e fino a 

più di 5 bande spirali scure, le due superiori 

generalmente sottili e debolmente colorate.  

Specie simile: Cepea nemoralis, più colorata (generalmente il peristoma è colorato 

uniformemente), conchiglia meno striata e più appiattita sotto.  

Habitat: vive tra vegetazione fitta (cespugli, arbusti), sotto pietre, lungo i bordi dei 

corsi d’acqua, lungo i sentieri nel sottobosco fino a 900 m di altitudine. 

Areale: Sud-est Europa.  

Distribuzione: Germania orientale. 

In Italia: è limitata al Friuli-Venezia Giulia, Trentino e al Trentino Alto Adige. 
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2 CASI DI STUDIO 
 

 

 

Il lavoro sperimentale si è articolato in una serie di studi per valutare in gasteropodi 

polmonati il bioaccumulo di metalli quali Cd, Cu, Pb, Zn, Cr, Ni, Fe, Mn, Al, B ed 

idrocarburi policiclici aromatici in diverse situazioni ambientali (in prossimità di 

impianti industriali, in siti contaminati costieri, in siti periurbani) e in condizioni più 

controllate (recinti e gabbie in campo ed in laboratorio). Nei paragrafi seguenti si 

riporta la descrizione delle diverse metodologie e problematiche considerate.  

 

 

ESPERIMENTI IN CAMPO 
 

2.1   Bioaccumulo di metalli pesanti e IPA 
 

 
Nella prima parte della ricerca si è voluto capire la fattibilità dell'utilizzo delle 

chiocciole nel monitoraggio delle situazioni ambientali indagate. Per fattibilità si 

intende sia mettere a punto un metodo di analisi per metalli ed IPA in matrici 

biologiche con ICP ottico e Gas Cromatografia accoppiata a Spettrometria di Massa, sia 

capire la significatività del quantitativo di contaminanti che si bioaccumulano. 

Con queste premesse il lavoro si è articolato nei seguenti punti: 

1. Campionamento di chiocciole in siti contaminati 

2. Esposizione di chiocciole al suolo  

3. Esposizione di chiocciole all’aria 

4. Studio del tessuto olfattivo a seguito di un’esposizione all’aria in siti prossimi a 

sorgenti industriali. 
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2.2    Principale sito di studio 

 

 

Il sito inquinato, denominato Acquario, è ubicato in un’area compresa nella fascia 

costiera del Comune di Muggia (Trieste), che costeggia la Strada Provinciale n. 14 

(Muggia – Lazzaretto) tra Punta Sottile e Punta Ronco. Il sito, sottoposto a vincolo 

paesaggistico ai sensi del D. Lgs. n. 42 del 22/01/2004 (successivamente modificato 

ed integrato dai D. Lgs. n. 156 e D.Lgs. n. 157 del 24/03/2006), rientra, grazie 

all’ubicazione lungo la strada costiera, fra le aree di notevole interesse pubblico “per 

gli aspetti paesaggistici offerti dal sito” caratteristici del Golfo di Trieste (delibera della 

Giunta Regionale n. 963 del 25/03/2004). 

L’area confina con il Sito di Interesse Nazionale di Trieste che comprende una 

superficie territoriale di 1700 ettari, di cui circa 1200 ettari in mare e circa 500 ettari 

sulla terraferma, relativi alla Provincia di Trieste e suddivisi tra i Comuni di Trieste e 

Muggia. 

 

 

� Ricostruzione storica 

 
Verso la fine degli anni ’80 nel tratto di mare che comprende l’attuale sito contaminato 

si intende realizzare un terrapieno per la costruzione di un centro turistico balneare 

(CIGRA, 2008). Questo progetto però si intreccia con la realizzazione di un impianto di 

smaltimento adibito a discarica di categoria tipo “A”, destinata dal legislatore allo 

stoccaggio di materiali inerti. Di fatto il terrapieno diventa il luogo perfetto per lo 

smaltimento di materiali inerti.  

A seguito di numerosi interpelli, richieste di autorizzazione, interventi degli enti 

pubblici (Comune di Muggia, Regione Friuli Venezia Giulia, Capitaneria di Porto, 

Ministero per Beni Culturali e l’Ambiente) il 21 febbraio 1998 la Società Acquario s.r.l. 

ottiene dall’Amministrazione Marittima una concessione per 15 anni di uno specchio 

acqueo demaniale della superficie complessiva di 28.000 m2 circa, per la costruzione, 

previo imbonimento, di uno stabilimento balneare con relativi servizi di supporto nel 

tratto costiero compreso tra Punta Olmi e Punta Sottile. Viene stabilito che 

l’ampliamento del terrapieno con imbonimento delle rive deve essere fatto con 

materiali terrosi o simili e con l’obbligo di realizzare una barriera sul fronte aperto 

dell’area di colmata. 
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Però, il gennaio 2003 il Comando dei Carabinieri per la Tutela dell’Ambiente - Nucleo 

Operativo Ecologico (NOE) di Udine denuncia la società Acquario s.r.l. per l’attività di 

discarica di materiali inerti e il conseguente inquinamento ambientale. In seguito, 

l’area viene sequestrata (febbraio 2003) e viene attivata la procedura di messa in 

sicurezza d’emergenza, bonifica e ripristino ambientale ai sensi dell’art. 17 del D.Lgs. 

22/97 e art. 8 del D.M. 471/99, mediante ordinanza del Comune di Muggia (marzo-

aprile 2003). 

Nel maggio del 2004 viene presentato il Piano di Caratterizzazione redatto dalla 

società S.G.M. Geologia e Ambiente s.r.l. La società effettua lo studio dell’area ma 

conferisce al sito la destinazione d’uso per attività commerciale e industriale (Colonna 

B del D.M. 471/99) anziché di “uso verde pubblico, privato e residenziale” (Colonna 

A). Ne consegue che lo studio è stato effettuato adattando i valori di concentrazione 

soglia di contaminazione nel suolo e nel sottosuolo più alti. Un’attualizzazione della 

caratterizzazione  è stata successivamente effettuata dal Comune di Muggia, che ha 

coinvolto operativamente il Centro Interdipartimentale di Gestione e Recupero 

Ambientale (CIGRA) dell’Università di Trieste.  

 

 

 

 

� Descrizione del sito 

 
Il sito Acquario, che si ritrova in un versante stretto e allungato, parallelo alla costa, 

su substrato erosivo flyschoide, presenta degli esigui corsi d'acqua torrentizi Rio 

Ronchi verso Est e Rio Almerigotti a Sud, ed è contrassegnato da uno spartiacque 

posto a Nord nell'altura collinare. La geomorfologia dell'area è paragonabile, in parte, 

a quella dei rilievi collinari incisi da un’idrografia prevalentemente torrentizia costituiti 

dal flysch triestino, il quale è sottoposto con facilità a fenomeni di erosione a causa 

delle sue caratteristiche litologiche e strutturali (Ballarin e Semeraro, 1997). Di 

conseguenza i processi gravitativi e di dilavamento risultano particolarmente intensi e 

portano ad una continua evoluzione del suolo e dei versanti. Inoltre, la vicinanza al 

mare e quindi il possibile ingresso del cuneo salino nel suolo lo rende un sito 

particolarmente difficile da studiare. Infatti, la salinità nel suolo può causare 

l’alterazione degli equilibri di scambio ionico (Sequi, 1998) a favore della 

solubilizzazione dei metalli pesanti che diventano così più biodisponibili. 
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Il sito è costituito da un terrapieno di colmata del volume di 95.000 m3 di cui 3.500 m3 

di scogliera. Ha un’estensione lungo-costa di circa 1.000 m ed una larghezza media di 

circa 30 m per uno spessore medio del terreno di riporto di circa 4 m. La figura 2.1 

mostra due foto risalenti ad epoche diverse: quella a sinistra, risalente ad un 

imbonimento terminato nel 1998, mostra la prima fase di colmata realizzata; quella a 

destra, del 2007, mostra il terrapieno finale. 

 

Figura 2.1: Foto risalenti rispettivamente al 1998 e 2007. 
 

Dal Piano di Caratterizzazione del 2004 emerge che fino alla profondità di 4 m sono 

stati deposti materiali di demolizione industriale e di scavo, strati di polvere nera 

(talvolta mista a mattoni refrattari e plastica) e, in alcuni casi, blocchi di cemento 

(parte di vecchi blocchi frangiflutti) e materiale in pezzi di colore grigio, ricoperto da 

un leggero strato di catrame. 

Il Piano di Caratterizzazione redatto da S.G.M. Geologia e Ambiente s.r.l., si è 

focalizzato sui seguenti inquinanti: Arsenico, Cadmio, Cromo totale, Cromo 

esavalente, Mercurio, Nichel, Piombo, Rame, Zinco, Benzo[a]antracene, 

Benzo[a]pirene, Pirene, Crisene, Benzo[b]fluorantene, Benzo[k]fluorantene, 

Benzo[g,h,i]perilene, Dibenzo[a,h]pirene, Dibenzo[a,h]antracene, Indeno(1,2,3- 

c,d)pirene, gli idrocarburi leggeri (C<12) e gli idrocarburi pesanti (C>12). 

I valori riscontrati per tali contaminanti sono stati confrontati con i valori della 

cosiddetta Colonna B (uso commerciale ed industriale). I numerosi sforamenti sono 

soprattutto a carico del mercurio (12) e degli IPA mentre le acque di falda risultano 

contaminate soprattutto dal benzo[g,h,i]perilene; analisi effettuate sulle acque di falde 

al di fuori del sito Acquario, invece, non rilevano la contaminazione da IPA. Risultano 

contaminati, invece, anche i sedimenti limitrofi al sito. 

Secondo l’attuale Piano Urbanistico Regionale, l’area relativa al sito Acquario è 

destinata a diventare un’area di balneazione, quindi si devono applicare i limiti della 
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Colonna A del D.M. 471/99, più restrittivi per aree a destinazione d’uso verde 

pubblico, privato e residenziale. In quest’ottica gli sforamenti diventano molti di più, 

arrivando addirittura a 50 sforamenti su 64 campioni per il benzo[a]pirene. Per il 

mercurio gli sforamenti diventano 29 a cui andrebbero aggiunti 19 campioni che un 

valore prossimo al valore del limite. Per le acque di falda non c’è differenziazione in 

termini di destinazione d’uso, quindi il numero degli sforamenti rimane invariato. 

In seguito, da aprile e settembre 2009 il CIGRA ha effettuato le indagini geognostiche, 

geofisiche ed i campionamenti di suolo, acque e sedimenti come previste nell’ 

“Integrazione al Piano di Caratterizzazione del sito Acquario” (CIGRA, 2008) e come 

approvate ed integrate dalla Conferenza dei Servizi del 12/10/2008 (Decreto 2026 

TS/BSI/9 della Direzione Centrale Ambiente e Lavori Pubblici della Regione FVG, dd. 

24 Ottobre 2008). 

In generale, il riporto è composto prevalentemente da ghiaie in matrice limoso 

sabbiosa (talvolta anche argillosa) da colorazioni nocciola a marrone scuro contenente 

in molti casi ciottoli di varie dimensioni e natura (marnosa, arenacea o calcarea), e 

presenza sporadica di frammenti di laterizi e di materiali inerti da demolizione, scorie 

industriali altofondenti e carbonifere. Al di sotto dello strato di terreno di riporto si 

incontra, in successione stratigrafica, la paleospiaggia sepolta. Questa risulta 

composta da sabbie-grigio scure sature, con abbondanti frammenti conchigliari, 

talvolta, ghiaie e ciottoli subarrotondati. 

 

 

2.2.1    Area di studio 

 
Uno degli elementi peculiari di questa ricerca di Dottorato, è proprio quello di aver 

studiato il bioaccumulo per una tipologia di contaminazione non comunemente 

trattata, come quella presente in un sito costiero in cui si sono succedute due 

caratterizzazioni e che da metà degli anni novanta del secolo scorso fino all’autunno 

2010 è stato sostanzialmente abbandonato, ed esposto fra l’altro ad un’azione di 

weathering significativa. 

Si è scelto di studiare la contaminazione del terrapieno in prossimità dei sondaggi S7-

S8 (figura 2.2 ) del Piano di Caratterizzazione redatto da S.G.M. Geologia e Ambiente 

s.r.l., che ricadono all’interno del settore Z-2 dell’Analisi di Rischio, attualmente in fase 

di validazione. Il suolo superficiale (0-0,50 m) dell’area compresa tra i punti S7 e S8 è 

costituito da limo e ghiaia limosa con sabbia di colore ocracea, mista a qualche 
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laterizio. L’area in cui sono collocati questi sondaggi presenta numerosi sforamenti 

della CSC (concentrazione soglia del contaminante) come indicato nella figura 2.3. 

 

 

 

 

Figura 2.2: area di studio, corrispondente alle stazioni S7-S8 del Piano di 
Caratterizzazione di S.G.M. Geologia e Ambiente s.r.l. 
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Figura 2.3: è indicato, per ogni sondaggio e per diverse 
profondità di campionamento, il numero dei contaminanti (su 
un totale di 22 analiti) che eccedono la CSC indicata in 
normativa (dati della caratterizzazione SGM 2003-2004, 
riproposti secondo il D. Lgs. 152/06). 

 

 

 

Specie botaniche dell’area 

 
L’identificazione delle specie presenti nell’area di studio permette di capire quale possa 

essere l’apporto dei contaminanti attraverso la dieta delle chiocciole, dal momento che 

le chiocciole oggetto della ricerca sono polifaghe. 

In prossimità dei sondaggi S7-S8 le specie botaniche presenti sono specie tipiche di 

terreni sciolti, ricchi di azoto o di prati poveri con terreno calcareo. Sono specie 

infestanti che spesso si trovano in giardini o discariche abbandonate o tipiche di 

terreni argillosi, che vivono anche in aree urbane vicine a strade, muretti (Aichele e 

Golte-Bachtle, 1999). Alcune delle specie dell'area sono: Taraxacum officinalis, 

Senecio vulgaris, Poa annua, Crepis capillaris, Euphorbia helioscopia, Lotus 

corniculatus, Hyppocrepis comosa, Medicago sativa, Plantago lanceolata, Sonchus 

asper, Chenopodium album, Reseda lutea. 
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� Gasteropodi presenti nell’area 

 
Nell’area di studio su arbusti secchi sono state raccolte per la determinazione e il 

riconoscimento le seguenti chiocciole: 

 

• fam. Hygromiidae: Candidula unifasciata (Poiret,1801) 

Descrizione: 3-6 x 5-9 mm h/Ø. Conchiglia 

globosa, depressa, a spira composta di 5-6 giri 

separati da una sutura profonda; debolmente 

angolosa alla periferia. Ombelico un sesto o un 

settimo del diametro della conchiglia, di poco 

eccentrico, quasi otturato. Apertura ovale, 

appiattita sopra e sotto, ad ispessimento interno 

contenuto. Conchiglia bianca o biancastra, spessa, 

abitualmente con una banda spirale scura giusto 

sopra alla periferia; strie sottili, smussate e 

regolari. Molte variazioni di colorazione, con e senza banda o molte sottili ed 

interrotte. 

Habitat: Luoghi aperti, secchi (stoppie) o rocciosi, dune. 

 

 

• fam. Hygromiidae: Cernuella (Cernuella) virgata (Da Costa, 1778) 

Descrizione: 6-19 x 8-25 mm h/Ø. Conchiglia 

globosa, a spira alta e convessa di 5-7 giri poco 

convessi a sutura moderatamente profonda e 

ombelico stretto, parzialmente oscurato dal bordo 

columellare che è localmente ripiegato. Apertura 

rotonda ad ingrossamento interno bianco o bruno. 

Conchiglia da bianca a bruna generalmente con 

delle bande spirali bruno scuro, che possono essere 

ridotte a macchie, talvolta depigmentate. Strie 

piuttosto regolari. Questa specie è estremamente variabile in taglia, forma e colore. 

Habitat: luoghi secchi aperti o lande sul calcare, dune, prati e cespugli. 
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• fam. Helicidae: Cornu aspersus (O. F. Müller, 1774) 

Descritta già nel paragrafo 1.9.1. 

 

 

 

Invece, tra la vegetazione e nei tratti più umidi sono state trovate: 

• fam. Olecinidae: Poiretia cornea (Brumati, 1838) 

• fam. Hygromiidae: Hygromia cinctella (Draparnaud, 1801) 

• fam. Hygromiidae: Monacha sp. 
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2.3    Secondo sito di studio 

 

 

Il secondo sito di studio è situato all’interno della città di Trieste, nel rione di Servola 

dove è presente un importante stabilimento siderurgico noto con il nome di Ferriera di 

Servola. 

La Ferriera è stata costruita nel 1896 per iniziativa della Krainische Industrie 

Gesellschaft di Lubiana, con il compito di rifornire ghisa e ferroleghe agli altri impianti 

gestiti da tale società nell'Impero Austro-Ungarico. Negli anni, l’impianto ha effettuato 

vari ampliamenti e ammodernamenti, tra cui la costruzione di due altoforni. Intorno ai 

primi anni Novanta sono stati realizzati: una batteria forni a coke, il terzo altoforno e 

l'acciaieria. Successivamente a seguito di un fallimento, nel 1992, gli impianti vengono 

gradualmente fermati ad eccezione della cokeria. Tre anni dopo lo stabilimento viene 

acquistato dal Gruppo Lucchini che riavvia gradualmente gli impianti produttivi. Nel 

2008 l'impianto è stato sottoposto ad importanti lavori di riqualificazione per 

l'ottenimento dell'Autorizzazione Integrata Ambientale all'esercizio dell'impianto. 

La Ferriera è un importante fonte di idrocarburi policiclici aromatici, emessi 

prinicipalmente dalla cokeria, di metalli pesanti e altri inquinanti da altri settori dello 

stabilimento che vanno a sommarsi all’inquinamento urbano dovuto al traffico, al 

riscaldamento domestico,etc… Alcuni studi europei suggeriscono che in prossimità di 

impianti siderurgici analoghi a questo sia possibile un superamento dei valori obiettivo, 

anche se vengono adottate delle misure di contenimento (Holland et al., 2001; 

Cozzutto et al., 2008a). 

A rendere ancora più grave la situazione è il fatto che l’industria è collocata nel cuore 

della città in ambito portuale. Da uno studio condotto da ARPA FVG e CIGRA del 2007 

vengono rilevati per la prima volta i massicci superamenti di sostanze come la diossina 

e il benzo[a]pirene che nel 2007 hanno portato alla chiusura dell'impianto di 

agglomerazione per 6 mesi. 

Già nel 1995, uno studio metteva in correlazione l’aumento dell’incidenza dei casi di 

tumore al polmone con quattro fonti primarie di inquinamento atmosferico a Trieste: la 

Ferriera, l’inceneritore, il porto e il centro cittadino. L’inceneritore e il centro cittadino 

risultarono avere una correlazione significativa con l’aumento di casi del tumore, il 

porto invece non ne risultò una causa statisticamente significativa. La Ferriera però, si 

trovò in una situazione borderline di significatività statistica, non sciogliendo quindi il 

nodo del suo impatto sulla salute (Biggeri et al., 1996). 
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Recentemente, in un comunicato stampa dell’Azienda Sanitaria Regionale dell’aprile 

del 2008 si rendono pubbliche le indagini svolte sui cittadini di Servola per valutare la 

presenza di metaboliti d’inquinanti ambientali quali il benzo[a]pirene ed alcuni metalli 

pesanti. Lo studio, condotto dal Dipartimento di prevenzione dell’ASS in collaborazione 

con la Medicina del lavoro dell’Università di Trieste e la cattedra d’Igiene ed 

epidemiologia di Udine, si proponeva di valutare la presenza di cadmio, piombo e 

manganese nel sangue e d’idrossipirene (metabolita del benzo[a]pirene) nelle urine. I 

risultati evidenziarono che per il piombo e il cadmio non si sono verificati dei casi che 

indicassero un rischio d’esposizione. Solo per il manganese e per l’idrossipirene si sono 

verificate delle alterazioni lievi ma, complessivamente, i valori medi di concentrazione 

nel sangue della popolazione esaminata sono risultati nei limiti della norma. 

Ad oggi la Ferriera è ancora attiva ma è prevista la cessazione dell’attività’ siderurgica 

nel 2015. 

 

 

Specie botaniche dell’area 

 

La raccolta delle chiocciole autoctone, come descritto in seguito al paragrafo 2.5 e 

realizzazione della sperimentazione, descritta al paragrafo 2.6, è avvenuta presso un 

giardino privato in cui le specie predominanti sono: Parthenocissus tricuspidata, vite 

americana, con portamento strisciante e Rubus ulmifolius, rovo da mora. 
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2.4    Scelta della specie 

 

 

La specie scelta per questi studi è Cornu aspersus (O.F. Muller, 1774), conosciuta 

anche come Helix aspersa. La si trova in zone urbane, è adattata a diverse tipologie di 

ambiente, sia secco che umido ed è spesso associata all'uomo nei giardini, prati, 

campi coltivati. Viene anche comunemente consumata in Francia e Italia. La specie è 

stata già utilizzata in letteratura in studi di monitoraggio per suoli contaminati da 

metalli pesanti, IPA, PCB ed elementi radioattivi in quanto possiede una sufficiente 

biomassa per effettuare le analisi chimiche e come tutti gli organismi che vengono 

utilizzati come indicatori presenta le seguenti caratteristiche: ha una scarsa mobilità, è 

facile da allevare, maneggiare e raccogliere. 

Inoltre, dopo un'indagine speditiva nel sito principale di studio, il terrapieno Acquario, 

si è visto che la specie Cornu aspersus era quella predomoninate e con maggiore 

biomassa per effettuare le analisi chimiche. 

Nel 2007, a seguito della legge regionale n.9 del 23 aprile, “Norme in materia di 

risorse forestali” nella sezione "Tutela della flora e della fauna di importanza 

comunitaria e di interesse regionale" articolo 65, è stata vietata la raccolta di tutte le 

chiocciole appartenenti al genere Helix, l'attuale Cornu aspersus. In seguito l'articolo 

65 è stato modificato dalla legge regionale n.16 del 5 dicembre 2008, (pubblicata nel 

I°supplemento ordinario n.27 del 12/12/2008 al Bollettino Ufficiale n.50 del 

10/12/2008) in cui si concede la raccolta fino a 2kg per persona e si predispone una 

sanzione amministrativa pecunaria da 10 € a 50 € per ogni chilogrammo o frazione di 

chilogrammo in più a quanto è consentita la raccolta. 

Sulla base di queste leggi si è deciso pertanto di affrontare la ricerca con un'altra 

specie, appartenente alla stessa famiglia, Helicidae: Eobania vermiculata (O.F.Muller, 

1774). Questa chiocciola ha grossomodo le stesse dimensioni (14-27 x 22-30 mm Ø) 

di Cornu ed è adatta a vivere in zone vicine al mare abbastanza secche.  

In precedenti studi, Eobania vermiculata è stata impiegata in aree industriali per 

monitorare la biodisponibiltà nei suoli del mercurio presente nelle piante e nell’aria. I 

risultati hanno evidenziato un accumulo del mercurio nella ghiandola digestiva delle 

chiocciole, con valori che variano da 0,2 a 5,97 mg/kg (Bertani, 1994). 
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In particolare Eobania vermiculata presenta le seguenti caratteristiche: 

ha una conchiglia depresso-globosa molto convessa sopra, con 5-6 giri abbastanza 

convessi, l’ultimo grande, arrotondato e discendente all’estremità e una sutura poco 

profonda. L'ombelico è chiuso dal bordo inferiore del peristoma e l'apertura compressa 

sopra e sotto. Il peristoma è molto ingrossato e bianco. La conchiglia è spessa, di 

colore bianco-crema, con delle strie di crescita irregolari ed una superficie finemente 

reticolata con 5 bande brune scure, variabili, spesso fuse o interrotte o con disegni 

composti da reticolazioni biancastre sovraimposte. Anch'essa, come Cornu aspersus, 

vive in campi, cespugli, giardini, vigneti. E' una specie termofila, tipica delle regioni del 

Mediterraneo, in particolare in Tunisia e Marocco ed Italia insulare. 

 

 

 

Figura 2.4: Eobania vermiculata (O.F. Muller, 1774). 
Foto © Museo Civico di Storia Naturale di Trieste. 
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2.5    Campionamento di chiocciole in siti contaminati 

 

 

Nel sito Acquario sono state raccolte 20 chiocciole della specie Cornu aspersus nel 

settore denominato Z-2 dell’Analisi di Rischio CIGRA (2010), figura 2.3. Su queste è 

stato analizzato il contenuto dei metalli pesanti nell’epatopancreas (o ghiandola 

digestiva), nel piede e la concentrazione degli IPA solo nell’epatopancreas. 

Per avere un quadro più articolato sulle interazioni tra IPA contaminanti e biomonitor 

si è deciso di raccogliere la stessa specie anche in prossimità della Ferriera di Servola, 

sito con una tipologia diversa di contaminazione per la presenza di fonti attive di 

inquinamento. 

Per ciascuna chiocciola sono stati raccolti i seguenti dati biometrici: 

− diametro del guscio, 

− altezza del guscio,  

− diametro dell'apertura,  

− peso complessivo.  

Le analisi effettuate sono le seguenti: 

− analisi di Cd, Cu, Pb e Zn in campioni di chiocciole (ghiandola digestiva e 

piede). 3 repliche di cui ciascuna corrisponde ad un omogenenizzato di 5 

chiocciole; 

− analisi di IPA in campioni di chiocciole (ghiandola digestiva): 1 replica sola che 

corrisponde ad un omogenizzato di 5 chiocciole. 

Lo scopo di questi campionamenti è di valutare le concentrazioni di metalli pesanti e 

IPA accumulati in chiocciole autoctone di siti contaminati. 
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2.6    Esposizione al suolo 

 

 

L’esposizione di individui sani, definiti "bianchi o puliti" trasferiti in zone contaminate 

permette di studiare meglio la biodisponibilità degli inquinanti. Ad esempio, i 

gasteropodi terrestri in seguito a una lunga esposizione all’ambiente naturale 

inquinato, producono degli specifici enzimi di detossificazione o delle metallotioneine 

che possono modificare i valori attesi di bioaccumulo. Di conseguenza, le 

concentrazioni dei contaminanti, misurate nei tessuti di chiocciole autoctone, possono 

non riflettere le concentrazioni dei composti organici o degli elementi in traccia 

nell’ambiente in quanto possono avere dei valori più alti. Perciò si utilizzano animali 

non contaminati, definiti come “bianchi” che vengono posti nel sito da monitorare per 

individuare le differenze di concentrazioni nei tessuti. Quest’approccio è stato attuato 

da Pihan e Gomot-de Vaufleury (2000), utilizzando due specie, Cornu aspersus e Helix 

pomatia, per misurare l’intensità della contaminazione da metalli pesanti in prossimità 

di un sito industriale prima e dopo un programma di remediation a confronto con le 

chiocciole native del sito. 

L'obiettivo di questo esperimento è stato valutare l'uptake dei contaminati per 

ingestione e contatto cutaneo col suolo e della vegetazione direttamente nel sito 

contaminato. In questo modo, è anche possibile fornire elementi utili alla valutazione 

del rischio ecologico e capire come e in quanto tempo i contaminanti possono essere 

assimilati dagli animali che hanno naturalmente ripopolato il terrapieno Acquario. 

 

 

2.6.1    Piano sperimentale 

 
Nel sito Acquario (nell'area di studio S7-S8) e nel sito in prossimità della Ferriera di 

Servola è stato costruito un recinto in plastica dal volume di 1m3, in cui le chiocciole 

potessero stare a diretto contatto col suolo, con la vegetazione e con gli agenti 

atmosferici. E’ stato scelto questo volume in analogia indicazioni reperite in letteratura 

(Pihan e Gomot-de Vaufleury, 2000) All’interno del recinto sono state posizionate 30 

chiocciole della specie Eobania vermiculata.  

Inizialmente è stato scelto anche un sito di controllo all’interno dell’Università per 

avere un sito di controllo. Il sito a seguito dell’esposizione delle chiocciole e dell’analisi 

del suolo non si è rilevato adatto allo studio in quanto le chiocciole esposte hanno 
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presentato dei valori alti di metalli pesanti, probabilmente in seguito allo sversamento 

di ceneri da un vecchio impianto termico non più esistente e non precedentemente 

rilevato. 

Nel recinto di Acquario sono state posizionate anche 30 chiocciole della specie Cornu 

aspersus per confrontare i valori accumulati con gli individui autoctoni del terrapieno, 

analizzati precedentemente (paragrafo 2.5). 

Gli animali sono stati forniti dall'allevamento Istituto Internazionale di Elicicoltura di 

Cherasco (Cuneo). 

Le chiocciole, spedite in scatole di cartone, erano in uno stato quiescente, alcune con 

l’epifragma formato. Per risvegliarle da tale stato sono state una settimana in 

laboratorio dove venivano giornalmente spruzzate con acqua deionizzata. Prima di 

posizionarle nel recinto sono state pesate e misurate.  

Il periodo di esposizione è stato di 60 giorni da giugno a luglio 2008. Si è tenuto conto 

delle condizioni meteo: temperatura media giornaliera e percentuale di umidità. 

Ogni 15 giorni i recinti venivano monitorati, le chiocciole pesate e misurate e contati 

gli individui morti.  

Alla fine del periodo di esposizione le chiocciole sono state spurgate in laboratorio per 

3 giorni per permettere al loro intestino di pulirsi. Gli escrementi prodotti sono stati 

raccolti e analizzati. 

Per ciascuna chiocciola sono stati raccolti i seguenti dati biometrici: 

− diametro del guscio, 

− altezza del guscio,  

− diametro dell'apertura,  

− peso complessivo. 

Per ogni recinto sono stati raccolti i seguenti dati: 

− mortalità delle chiocciole 

− presenza di predatori 

− condizioni metereologiche 

− specie vegetali a cui le chiocciole potevano attingere per nutrirsi. 
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Le analisi effettuate sono le seguenti: 

 

 

Per il sito di Acquario, Servola e Università (sito di controllo) 

 

− analisi di Cd, Cu, Pb, Zn, Cr, Ni, Fe, Mn, Al, B in campioni di chiocciole, Eobania 

vermiculata e Cornu aspersus, (ghiandola digestiva, piede, corpo e feci); suolo 

e piante.  

Le concentrazioni dei metalli nelle chiocciole sono espresse come media di un 

omogenenizzato di 3 repliche indipendenti di 5 chiocciole ciascuna.  

Sono state analizzate tutte le specie di piante all’interno del recinto in quanto 

rappresentative della dieta delle chiocciole. 

 

 

Solo per il sito Acquario 

 

− analisi di IPA in campioni di chiocciole Cornu aspersus, (ghiandola digestiva, 

piede, corpo), suolo. Anche in questo caso le chiocciole sono state analizzate in 

3 repliche di cui ciascuna corrisponde ad un omogenizzato di 5 chiocciole. 

 

 

 

Figura 2.5: recinti in plastica. 
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La sperimentazione si è articolata nei seguenti punti: 

metalli pesanti 

a) Tipologia del sito: differenze di contaminazione in suolo e vegetazione dei due 

siti 

b) Bioaccumulo in Eobania vermiculata; 

c) Bioaccumulo in Cornu aspersus; 

d) Confronto tra Eobania vermiculata e Cornu aspersus. 

 

IPA 

a) Accumulo in Cornu aspersus posizionata nel recinto di Acquario: confronto con 

le chiocciole non esposte; 

b) Accumulo in organo bersaglio per Cornu aspersus. 
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2.7    Esposizione all’aria 

 

 

Come in tutte le grandi aree urbanizzate, la Provincia di Trieste presenta alcune 

criticità per quanto riguarda l’inquinamento da IPA, PMX e metalli pesanti. L’ 

inquinamento nelle aree urbane è dovuto principalmente al traffico veicolare cittadino 

e alla combustione (Cozzutto et al., 2008b) per il riscaldamento domestico. Sono 

presenti però anche alcune problematiche più specifiche del territorio, associate ad 

attività di tipo industriale come la Ferriera di Servola. 

Con questo lavoro si è voluto verificare se le chiocciole riescano ad accumulare 

significativamente gli inquinanti presenti nell’aria e non soltanto le ricadute al suolo. 

L'esperimento è stato svolto in prossimità della cokeria dell’impianto siderurgico della 

Ferriera per valutare le emissioni atmosferiche contenenti metalli pesanti e IPA.  

Inoltre, questo esperimento ha permesso di mettere a punto la metodica di analisi 

degli IPA e di determinazione del contenuto lipidico. 

 

 

2.7.1    Piano sperimentale 

 
15 chiocciole della specie Eobania vermiculata sono state posizionate in apposite 

gabbie in prossimità della Ferriera. E’ stato scelto questo sito, oltre che per la nota 

pericolosità delle emissioni inquinanti anche per la possibilità di confronto con il 

particolato PM10 campionato in situ mediante apposito campionatore. Il 

campionamento delle emissioni con questo campionatore è stato oggetto di studio in 

una tesi di Dottorato precedentemente discussa (Di Monte, 2009). 

E' stato escluso il contatto col suolo e con la vegetazione del posto per studiare l'aria 

come unica via di uptake. E’ stato scelto un sito di controllo all’interno dell’Università, 

(Dipartimento di Scienze della Vita, Microscopia, come nell’esperimento precedente, 

figura 2.6). Le chiocciole sono state esposte per 30 giorni (settembre-ottobre 2008). 
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Figura 2.6: siti di esposizione delle chiocciole all’aria. 
 

 

Nelle gabbie è stato posizionato un campionatore passivo del PMx e un quadrello in 

Dacron®, per il campionamento degli IPA (figura 2.8). Il campionatore per PMx 

permette di monitorare i metalli pesanti (Ott e Peters, 2008) respiranti dalle 

chiocciole, mentre il “quadrello” rileva le concentrazioni di IPA, come indicato nella tesi 

di Dottorato di Falomo (2009). I metalli depositati sul filtro del campionatore possono 

essere individuati al SEM visualizzando le particelle con la microanalisi ai raggi X; gli 

IPA, che si sono depositati sul “quadrello” vengono estratti con apparecchio micro-

soxhlet e analizzati con cromatografia HPLC-FD. 

Sono state scelte due tipologie di gabbie (figura 2.9): una con le pareti aperte che 

permettesse il ricircolo dell’aria e una con le pareti chiuse in cui l’aria, entrando solo 

dai fori superiori, non permette uno scambio continuo. Ogni gabbietta è stata coperta 

per evitare le ricadute dirette e in ogni sito ne è stata messa una per tipo. In più, a 

ciascuna gabbietta è stato fissato un termometro per monitorare la temperatura 

all’interno e tenere sotto controllo lo stato di attività delle chiocciole.  

Sono state utilizzate queste due tipologie di gabbie per monitare l’assunzione degli 

inquinanti mediante l’inalazione principalmente, ma anche per contatto delle polveri 

che ricadono al suolo esercitando un’azione imbrattante sulle superfici. Infatti, questo 

è uno dei maggiori disagi a cui è sottoposta la popolazione residente nel comprensorio 

abitativo attiguo allo stabilimento siderurgico. Pertanto, le gabbie aperte sono 

Sito di controllo 

Ferriera di Servola 
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soggette alla ricaduta di polveri di granulometria medio-grossolana, costituenti la 

cosiddetta frazione sedimentabile del particolato totale sospeso (PTS). Mentre, le 

gabbie chiuse rappresentano l’aria inalabile senza l’apporto della deposizione del 

particolato atmosferico. 

Il fenomeno delle ricadute degli inquinanti aerodispersi, con particolare riferimento a 

quelli di natura particellare, emessi dallo stabilimento siderurgico di Servola, è stato 

seguito da lungo tempo dall’ ARPA di Trieste. Il monitoraggio è stato effettuato 

mediante una rete di deposimetri di cui si riporta in figura 2.7 la distribuzione delle 

ricadute secche nella zona prossima all’impianto industriale. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.7: mappa di distribuzione delle ricadute secche medie da Aprile 2004 a Marzo 
2005 (Arpa, 2005).  
 

E’ stata analizzata tutta la chiocciola anziché solo la ghiandola digestiva per 

monitorare il maggior quantitativo di composti inalati. Per evitare che le chiocciole 

entrino in una fase di dormienza sono state esposte nel periodo di massima attività 

(15-20°C) e sono state alimentate ogni tre giorni con dell’insalata coltivata 

idroponicamente e spruzzate con dell’acqua deionizzata per mantenere lo stato di 

idratazione costante. 
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Figura 2.8: campionatore per il PM10 (Echo HiVol con testa Digitel) e 
gabbia a fianco (sinistra); campionatore passivo PMx (freccia nera) e 
quadrello in dacron (freccia rossa) (destra), sito di Servola. 

 

 

Figura 2.9: gabbietta aperta a sinistra, gabbietta chiusa a destra. 
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2.8    Studio del tessuto olfattivo 

 

 

L’epitelio del tessuto olfattivo è costituito da un tratto di circa 1mm2 a cui si associano 

strutture neurali e secretrici. Le molecole odorose rimangono trattenute nel fluido che 

ricopre questo epitelio. Con la contrazione del tentacolo la punta dell’epitelio esterno si 

invagina verso le pareti dell’epitelio interno, permettendo alle molecole di essere 

disperse verso l’emolinfa  favorendo così una pulizia del tessuti olfattivi esterni. 

Mediante l’estensione del tentacolo, che avviene per aumento della pressione 

idrostatica, fuoriesce del liquido dalla zona dell’epitelio olfattivo per togliere o 

trattenere eventuali tracce di molecole odorose “vecchie” oppure per evitare che 

molecole nuove arrivino ai recettori. La contrazione del tentacolo aumenta in 

corrispondenza di odori più persistenti e più irritanti. Se le sostanze aereo disperse 

sono molto irritanti provocano un ispessimento del tessuto epiteliale e una maggior 

produzione di muco (Lemaire e Chase, 1998). Lo scopo di questo studio è stato quello 

di verificare la struttura del tessuto olfattivo ed identificare dei possibili danni causati 

dall'inquinamento atmosferico. Si è misurato lo spessore del tessuto olfattivo, con 

particolare attenzione per la presenza di cellule mucipare  e di muco sul tessuto 

esterno. 

 

2.8.1    Piano sperimentale 

 
Per questo studio si sono utilizzate le chiocciole dell'esperimento precedente 

(paragrafo 2.7.1) della gabbietta con le pareti aperte posta nel sito di controllo e nel 

sito antistante la Ferriera, in cui la contaminazione da IPA dell’aria è stata evidenziata 

come maggiormente significativa. Alle chiocciole è stato asportato un tentacolo 

posteriore per studiare il tessuto olfattivo. Il tentacolo è stato fissato in formalina e 

colorato con una colorazione tricromica per distinguere le varie parti. Di ogni sezione 

ritenuta interessante sono state scattate delle foto che hanno permesso lo studio e 

l'identificazione della struttura del tessuto olfattivo delle chiocciole. 

Di ciascun rinoforo mediante un vetrino di calibrazione è stato possibile misurare: 

-lo spessore dello strato muciparo del tessuto; 

-lo spessore del tessuto olfattivo nel suo complesso; 

-lo spessore della neuropila in cui passano le terminazioni nervose dal tessuto olfattivo 

verso i gangli cerebrali. 
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ESPERIMENTO IN LABORATORIO 

 

 

2.9    Esposizione a suolo contaminato con biochar 

 

Nella seconda parte della tesi si è approfondito lo studio dell'accumulo degli IPA nelle 

chiocciole mediante uptake per ingestione e contatto cutaneo del suolo. Si è scelto di 

affrontare lo studio in condizioni controllate e non più soggette alla variabilità climatica 

locale per concentrarsi unicamente sulla fonte di contaminazione escludendo possibili 

influenze esterne. 

 

 

Lo scopo, di questo lavoro è capire se le chiocciole possono essere degli organismi 

bioindicatori per la presenza di idrocarburi nel suolo trattato con biochar. Si intende 

definire i tempi di bioaccumulo, conoscere i congeneri che vengono accumulati con 

maggiore facilità attraverso l’uptake per contatto cutaneo e per ingestione del suolo. 

Per questo studio si ha utilizzato la specie Cornu aspersus (O.F. Muller, 1774), in 

quanto è comune nei suoli agricoli (Cesari, 1980).  

 

 

2.9.1    Biochar 

 
Il biochar è del materiale carbonizzato con un alto contenuto di carbonio organico in 

gran parte resistente alla decomposizione. Si produce grazie a processi termici di 

pirolisi di rifiuti vegetali e diverse materie prime organiche. L’interesse verso questo 

prodotto è derivato dal fatto che aumenta la fertilità e fissa il carbonio nel suolo 

riducendo la concentrazione di anidride carbonica nell'atmosfera. 

Secondo uno studio condotto da Verheijen (2010) l’agricoltura intensiva ha ridotto la 

capacità di accumulo del carbonio nei terreni e aumentato le emissioni di anidride 

carbonica. Infatti, la quantità di carbonio contenuta nei suoli agricoli è molto inferiore 

rispetto al passato. Si stima che l’introduzione dell’agricoltura intensiva abbia causato 

un perdita netta di carbonio dal suolo verso l’atmosfera pari a 146-330 Gt di CO2. In 

pratica, i sistemi agricoli si sono trasformati da assorbitori in emettitori di carbonio. Un 

metodo innovativo per aumentare la stabilità del carbonio nel suolo prende spunto da 

antichi terreni dell'Amazzonia brasiliana dove sono stati scoperti numerosi siti con 
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caratteristiche assolutamente diverse dai terreni adiacenti, nonostante mineralogia e 

tessitura siano le stesse (Zech et al. 1990). Questi suoli denominati “Terra Preta do 

Indios” hanno un colore nero, un pH alcalino e risultano particolarmente fertili (O'Neill, 

2006). Difatti, sono caratterizzati da un alto contenuto in materiale carbonioso (oltre 

70 volte più dei suoli circostanti, fino ad una profondità di 40-80 cm). Sono il frutto 

dell'accumulo dei residui della combustione incompleta di parti vegetali che stati 

introdotti volontariamente nel terreno dalle popolazioni locali in migliaia di anni 

(Sombroek, 2003; Falcão et al. 2003, Erikson et al. 2003). 

Queste terre nere presentano la peculiarità di avere un alto contenuto di nutrienti e di 

sostanza organica stabile, hanno un'elevata capacità di scambio cationico (Glaser et 

al., 2001, Steiner et al., 2004, Liang et al., 2006) e garantiscono un elevato apporto di 

elementi nutritivi alle piante. Secondo Glaser (2001), la frazione carboniosa deve la 

sua stabilità chimica e microbiologica alla sua complessa struttura policiclica aromatica 

che è in grado di persistere nell'ambiente per secoli. Nel tempo la struttura aromatica 

viene lentamente ossidata producendo gruppi carbossilici che aumentano la capacità 

delle particelle carboniose di trattenere i nutrienti. 

Per massimizzare la potenzialità del biochar è necessario utilizzare processi controllati 

che consentano di trasformare le biomasse in biochar con un alto rendimento 

attraverso la pirolisi flash (Antal et al., 2003). Questa tecnica consiste nella 

decomposizione termochimica dei materiali organici ed è ottenuta mediante 

l’applicazione di calore in assenza di ossigeno. La temperatura di pirolisi e il tipo di 

materiale di partenza determinano la formazione di biochar con caratteristiche diverse, 

differente concentrazione di nutrienti, differente capacità di scambio cationico e pH. 

Sullo stesso principio si basano i processi industriali di pirolisi: la decomposizione 

termochimica di materiali organici viene ottenuta mediante l’applicazione di calore in 

assenza di agenti ossidanti. Reazioni radicaliche di cracking, a temperature di 400-

800°, causano la scissione dei legami delle molecole di partenza e il riassemblamento 

successivo origina, in quantità variabili a seconda delle condizioni di reazione e della 

durata del trattamento, un residuo carbonioso solido (char), un liquido nero viscoso 

(tar) e una miscela gassosa composta sostanzialmente da CO e H2 (syngas). Il 

processo è esotermico, cioè dopo l'apporto di calore iniziale, il processo si autosostiene 

e porta alla formazione di quantità minime di anidride carbonica (Tinti, 2009). Come 

messo in evidenza da Gundale e De Luca (2006), Harris (2007a, 2007b) e da Gaskin 

(2007), la temperatura di pirolisi e il tipo di materiale usato determinano la 

formazione di biochars con caratteristiche diverse come: diverse concentrazioni di 
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nutrienti, diversa capacità di scambio cationico, pH e grado di aromaticità. Il biochar, 

infatti, può essere ottenuto a partire da numerosi tipi di residui: stocchi di mais, 

paglia, gusci di noce, pula di riso, scarti di potatura e lavorazione del legno, ma anche 

da biomasse appositamente coltivate per essere carbonificate (Gaskin et al. 2007).  Il 

syngas  può essere utilizzato come fonte di energia per avviare una nuova pirolisi. Nel 

syngas è contenuto il 50% del carbonio iniziale, che può venir utilizzato, oltre che per 

ottenere gas tecnici come l'idrogeno, come combustibile.  

Altre fonti di energia rinnovabile, come il solare, l'eolico, il geotermico o l'idroelettrico, 

che non comportano emissioni di CO2, non consentono però di sottrarre anidride 

carbonica dall'atmosfera. Solo la produzione di energia dalla pirolisi di biomasse e 

l'interramento del biochar consente di ottenere un bilancio negativo del carbonio 

immesso in atmosfera (Tinti, 2009). 

La carbonificazione di biomasse e l'interramento nei suoi agricoli del biochar così 

ottenuto potrebbe rappresentare anche un'opzione per gestire la fertlità del suolo, 

ovvero ridurre la necessità di fertilizzanti migliorando notevolmente la resa delle 

colture (Rondon et al., 2007).  

Il Protocollo di Kyoto, impegna i Paesi industrializzati a ridurre le emissioni che 

provocano l’effetto serra, attraverso l’immagazzinamento di carbonio atmosferico ma 

l’articolo 3.3 parla solo di rimboschimento (che può servire a compensare direttamente 

le emissioni) e non assegna alcun valore all'immobilizzazione del carbonio nel suolo. 

L'uso del biochar, nei terreni agricoli per combattere il cambiamento climatico e 

sequestrare CO2 dall’atmosfera, può essere realizzato in maniera economicamente 

conveniente e concorrenziale alla semplice produzione di biocombustibili, solo se il 

carbonio sequestrato ha proprietà ammendanti e/o fertilizzanti (Day et al., 2004). I 

vantaggi sarebbero molteplici: conferisce struttura al terreno, anche per suoli argillosi, 

migliora le proprietà meccaniche, diminuisce la lisciviazione degli elementi nutritivi, in 

particolar modo per l’azoto (Lehmann et al., 2003) e aumenta le rese agricole in 

numerose colture. Il biochar, in definitiva, aumenta significativamente l’efficienza del 

suolo e riduce la necessità di fertilizzanti minerali.  

Recentemente, da una ricerca condotta dall’ITABI (Baronti-CNR-Ibimet di Firenze, 

2008) per valutare  l’effetto del biochar sulla produzione del grano duro. L’aggiunta di 

biochar al terreno è stata di 10 t/ha in pre-semina con un effetto di stimolazione della 

produzione di circa il 15%. Le rese in biomassa sono passate da 81 q/ha (sostanza 

secca) a 95 q/ha con l’aggiunta di biochar, confermando l’effetto “fertilizzante” del 

biochar.  
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Vantaggi del biochar: 

− Stimolazione della crescita delle piante (Lehmann et al., 2003; Rondon et al., 

2007); 

− Riduzione emissioni protossido di azoto (circa 50%) (Yanai et al. 2007); 

− Riduzione dell’utilizzo di fertilizzanti (circa 10%); 

− Riduzione dilavamento nutrienti; 

− Sequestro del carbonio a lungo termine nel suolo; 

− Abbassamento dell’acidità del suolo (Cheng et al., 2008a);. 

− Riduzione dell’inquinamento da alluminio nei suoli acidi; 

− Miglioramento della capacità di ritenzione idrica del terreno; 

− Aumento di Ca, Mg, P e K disponibili nel terreno (Lehmann et al.,2003); 

− Aumento della massa e respirazione microbica del suolo (Yamato et al., 2006); 

− Stimolazione dell’azione di fissaggio dell’azoto da parte dei legumi (Rondon et 

al., 2007); 

− Maggior estensione delle micorrize (Warnock et al., 2007); 

− Maggiore capacità di scambio di cationi (Brodowski et al., 2005); 

− Conferisce struttura al terreno (Chan et al., 2007); 

− Assorbimento e sequestro di contaminanti organici come IPA, pesticidi 

(Verheijen et al., 2010); 

In sostanza, a fronte di un aumento delle rese agricole, l'impiego del biochar comporta 

un apporto netto di nutrienti, una minore lisciviazione e il miglioramento della fertilità 

biologica, consentendo un minor impiego di concimi minerali, , minor impatto 

sull'ambiente e un inferiore consumo di risorse ed energia. 

Infine, secondo Koelmans (2005) un'ulteriore proprietà del biochar consiste nella 

capacità di adsorbire e trattenere inquinanti persistenti e cancerogeni, in particolare 

quelli a struttura planare come gli idrocarburi policiclici aromatici (IPA), proteggendo 

quindi gli organismi dalla bioaccumulazione (Koelmans, 2005). Verheijen et al. (2010) 

sostiene che il desorbimento degli inquinanti dai sedimenti risulta rallentato anche da 

piccole quantità di biochar a causa della notevole capacità adsorbente e della ridotta 

velocità di diffusione. Questo fatto apre interessanti prospettive per l'utilizzo del 

biochar anche negli interventi di ripristino ambientale. 

In uno studio condotto dalla JRC European Commsion (Verheijen et al., 2010) viene 

fatto il punto della situazione dell’attuale stato di conoscenza del biochar. Di seguito si 

riportano i punti su cui il report pone l’attenzione smentendo l’efficacia dell’utilizzo del 

biochar nei suoli agricoli. 
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Svantaggi del biochar: 

− Rischio di contaminazione: se il biochar non viene prodotto con una pirolisi a 

basse temperature può contenere IPA, diossine; 

− Rischio di inalazione per gli operatori e pericolo di incendi (per 

autocombustione); 

− Riduzione del tasso di sopravvivenza dei lombrichi per concentrazioni superiori 

a 67 t/ettaro; 

− Dispersione nell’ambiente per erosione del suolo da parte di acqua e vento 

 

Effetti che ancora non si conoscono: 

− ciclo dell’azoto; 

− Quantità massima di impiego; 

− Eventuale trasferimento dal suolo all'acqua, alle falde; 

− Biodisponibilità dei contaminanti; 

− Effetti sulla sostanza organica del suolo; 

− Alterazione delle proprietà fisiche del suolo come: areazione, ritenzione idrica; 

− Danni alla macrofauna del suolo; 

− Idrofobicità del suolo; 

− Tempi di smaltimento e modalità di decomposizione nel suolo; 

− Effetti dell’aumento della capacità di scambio cationico del suolo; 

− Alterazione dell’albedo del suolo e conseguente riscaldamento. 

 

A fronte del grande numero di studi che confermano l'efficacia del biochar sia come 

ammendante che come sink di carbonio, non c'è ancora un’ effettivo utilizzo nei suoli 

agricoli. Mancano ancora degli studi adeguati che indichino esattamente la quantità del 

carbonio che può essere sequestrato (Lehmann et al., 2006) e sono necessari ulteriori 

studi sulla stabilità del biochar che definiscano l'effettivo rischio ecologico. 

 

Recenti studi (Gomez-Eyles et al., 2011) danno indicazione che ci sia bioaccumulo di 

IPA in anellidi esposti a terreno trattato con biochar; al fine di valutare la significatività 

dell’esposizione a IPA per contatto anche nel caso di molluschi terrestri, si è realizzata 

la sperimentazione di cui si forniscono dettagli nel seguito. 
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2.9.2    Piano sperimentale 

 
Per la realizzazione di questo esperimento si sono seguite le indicazioni della guida 

OECD (2009), “Bioaccumulation in terrestrial oligochaetes”.  

Si è utilizzato un suolo artificiale, composto da sabbia, torba secca e caolino, la cui 

preparazione verrà descritta al paragrafo 3.10. 

Una volta creato il suolo artificiale, sono stati misurati il pH e l’umidità dello strato 0-

10 cm, in quanto se il suolo avesse avuto un pH inferiore a 6 avrebbe provocato una 

sofferenza per le chiocciole. Durante l’esperimento, questi due parametri sono stati 

monitorati continuamente per mantenere il pH maggiore a 6 e un’umidità costante del 

35%. E’ stata monitorata anche l’umidità dell’aria all’interno della gabbia delle 

chiocciole per mantenerla attorno al valore di 60-70%. 

Il suolo è stato contaminato con del biochar, costituito da carbonella portata a 

dimensioni adeguate, su indicazione del gruppo di ricerca della Prof. M. De Nobili, 

dell’Università di Udine, che sta conducendo studi sulla potenziale ecotossicità del 

biochar.  

Il biochar è stato tritato a mano fino a realizzare una polvere che permettesse un buon 

mescolamento col suolo e una buona assimilazione per le chiocciole. 

Le chiocciole sono state alimentate con insalata idroponica, frutta e cetrioli. Sono state 

allestite delle gabbie con del suolo di controllo e con il suolo trattato con biochar. In 

ciascuna gabbia sono state rilasciate 30 chiocciole. La sperimentazione è durata 45 

giorni e ogni 10 giorni (T0, T1, T2, T3) è stato campionato il suolo e le chiocciole per 

determinare il livello di accumulo degli IPA rilasciati dal biochar nell’arco di tempo 

dell’esperimento.  

Al T0 si considerano le concentrazioni delle chiocciole fornite dall'allevamento "Istituto 

Internazionale di Elicicoltura", Cherasco.  

 

 

Per ciascuna chiocciola sono stati raccolti i seguenti dati biometrici: 

− diametro del guscio; 

− altezza del guscio; 

− diametro dell'apertura;  

− peso complessivo (ad ogni fase di campionamento: T0, T1, T2, T3). 
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Le analisi effettuate sono le seguenti per ogni T: 

− analisi di IPA in campioni di chiocciole (ghiandola digestiva e il resto del corpo); 

− analisi di IPA in campioni di suolo; 

− determinazione del contenuto lipidico delle chiocciole. 

 

Per ogni gabbia sono stati rilevati i seguenti dati: 

− mortalità delle chiocciole; 

− pH del suolo; 

− umidità dell’aria; 

− umidità del suolo. 

 

 

� Test di Avoidance 

 
E' stato effettuato un test di Avoidance per verificare il livello di gradimento delle 

chiocciole per un tipo di suolo rispetto all’altro. Lo scopo è anche quello di verificare il 

tempo di effettivo contatto con il terreno in quanto le chiocciole hanno una naturale 

tendenza a spostarsi verso l’alto stando adese alle pareti delle gabbie. Questo è un 

comportamento istintivo che le porta a risalire in alto sugli arbusti o sui muri per 

mettersi al riparo da possibili predatori come formiche e coleotteri, silfidi, lampiridi e 

carabidi. 
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3 MATERIALI E METODI 
 

 

 

3.1 Campionamento delle chiocciole 
 

 

Le chiocciole sono state raccolte a mano, frugando tra la vegetazione, e deposte in 

sacchetti di plastica, quindi portate in laboratorio. Ciascuna chiocciola è stata misurata 

(figura 3.1) e pesata. Sono state sciacquate con acqua di rubinetto e le si è lasciate 

spurgare per 2 giorni per permettere all’intestino di pulirsi (Beeby e Richmond, 2001). 

Successivamente, sono state congelate alla temperatura di –20°C. Dopo averle 

scongelate è stato rimosso il guscio ed è stato prelevata la ghiandola digestiva, il 

piede e il corpo. Organi e tessuti così recuperati vengono posti in provette falcon 

sterili, pesati e posti in congelatore a -20°C fino alle successive analisi. 

 

 

 
Figura 3.1:misurazioni del guscio: diametro del guscio (Ø), 

altezza del guscio (H), diametro dell'apertura (A). 
 

 

 

Ø 

A 
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3.2 Determinazione del contenuto lipidico 
 

 

Il contenuto lipidico -rilevante per la valutazioni del bioaccumulo di contaminanti 

lipofili, come gli IPA- viene determinato mediante la procedura illustrata da Folch 

(1957). 

L'estrazione dei lipidi dai tessuti viene eseguita omogeneizzando all'incirca 1g di 

tessuto accuratamente pesato con 20mL di una miscela di diclorometano e metanolo 

2:1 in una provetta di tipo Falcon. L'omogenizzato così ottenuto viene filtrato su carta 

da filtro fat-free, ed al liquido recuperato si addizionano circa 4mL di CaCl2 5mEq. Si 

agita vigorosamente, quindi la miscela viene centrifugata per circa 20' a 3500rpm. Si 

rimuove con attenzione la fase sopranatante, si lavano un paio di volte le pareti con 

un po' di CaCl2 5mEq, facendo attenzione a non rimescolare le fasi, e si elimina 

nuovamente la soluzione sopranatante. A questo punto la soluzione rimanente viene 

portare a secco sotto flusso di N2 fino a massa costante e quindi viene registrato il 

peso dei lipidi così recuperati. 

 

 

 

3.3 Campionamento del suolo 
 

 

E’ stato raccolto per l’analisi solo il suolo superficiale dopo aver scartato i primi 3 cm di 

soil litter (Beeby e Richmond, 2001). Si è considerato uno spessore di suolo di 15 cm 

in quanto le chiocciole riescono ad arrivare fino a questa profondità aprendo una 

cavità nel terreno col muscolo del piede per deporre le uova o entrare in uno stato di 

quiescenza. 

Il campionamento è stato effettuato nel stesso punto in cui sono state raccolte le 

chiocciole o dove è stato posizionato il recinto. Sono stati raccolti 3 campioni di 

terreno che sono stati omogeneizzati a formare un unico campione rappresentativo 

dell’area di esposizione (pooled sample, Caudill et al., 2007). I risultati analitici 

ottenuti da ciascun campione rappresentano i valori “medi” di ciascun sito. 
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I campioni sono stati essiccati in stufa a 40°C per 48 ore e setacciati con setaccio a 

maglia di 2 mm (Violante e Sequi, 2000). Sono stati quindi conservati in congelatore a 

-20°C fino al momento dell’analisi. 

 

 

 

3.4 Campionamento di materiale vegetale 
 

 

I campioni di materiale vegetale sono stati prelevati nell’area di raccolta delle 

chiocciole. E’ stata raccolta solamente la parte aerea delle piante rappresentative della 

dieta delle chiocciole. In laboratorio le foglie e il fusto sono stati lavati con abbondante 

acqua corrente e successivamente con acqua distillata. Il materiale è stato 

omogeneizzato a formare un campione composito (pooled sample, Caudill et al., 

2007). 

I campioni sono stati essiccati in stufa a 40°C per almeno 48 ore, tritati e conservati in 

congelatore a -20°C fino al momento dell’analisi. 

 

 

 

 

3.5 Determinazione dei metalli pesanti 
 

 

La determinazione dei metalli nei campioni di chiocciole, suolo e piante è avvenuta 

mediante digestione acida. I campioni sono stati spediti al laboratorio di analisi Veritas 

- Veneziana Energia Risorse Idriche Territorio Ambiente Servizi, Venezia- per l’analisi 

all’ICP-OES secondo la metodica di riferimento EPA 6010 C (2007). 

La preparazione dei campioni è avvenuta secondo quanto indicato da (Laskowski e 

Hopkin, 1996; Beeby e Richmond, 2001). 

 

I limiti di rilevabilità del metodo ICP-OES sono: Cd 0,05 µg/g (s.s.), Cu 0,125 µg/g 

(s.s.), Pb 0,125 µg/g (s.s.), Zn 0,250 µg/g (s.s.), Cr 0,125 µg/g (s.s.), Fe 25 µg/g 

(s.s.), Ni 0,25 µg/g (s.s.), Al 2500 µg/g (s.s.) e B 3,9 µg/g (s.s.). 
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3.5.1 Preparazione dei campioni di chiocciole 
 

 
Figura 3.2: filtraggio di campioni 
di chiocciole a seguito di 
digestione acida. 

Le chiocciole (ghiandola digestiva, piede, corpo e 

feci) sono state essiccate alla temperatura di 

80°C per 18 ore. Poi si è prelevata un’aliquota di 

800 mg circa che è stata muffolata a 600°C per 

tre ore. Successivamente è stato apportato un 

attacco acido con 4 mL di HNO3 > 69% (puriss. 

p.a., ACS reagent, reag. ISO, ≥69%; Sigma-

Aldrich) su piastra riscaldante alla temperatura di 

50°C. Il campione è stato filtrato con filtri 

Whatman Puradisc da 0,45 µm e portato a 

volume con acqua deionizzata a 25 mL. La 

soluzione è stata conservata in congelatore a -

20°C fino al momento delle analisi. 

 

 

3.5.2 Preparazione dei campioni di suolo e piante 
 
I suoli e il materiale vegetale (1 g di peso secco) hanno subito lo stesso procedimento 

delle chiocciole, ad eccezione del passaggio in muffola. 

 

 

3.6 Determinazione degli IPA 
 

 

La determinazione della concentrazione degli IPA è stata effettuata mediante Gas 

Cromatografia accoppiata a Spettrometria di Massa. 

Per poter effettuare l’analisi, gli analiti devono essere estratti dalla matrice e l’estratto 

deve essere purificato per eliminare eventuali interferenti. 

Nel corso del lavoro di dottorato si sono impiegate diverse metodologie di estrazione. 

Per determinare gli IPA nei campionamenti di chiocciole dei siti contaminati (paragrafo 
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2.4) è stata fatta un’estrazione con dispositivo “Soxhlet” mentre seguito per tutte le 

successive analisi l’estrazione degli IPA è avvenuta con un dispositivo per estrazione 

pressurizzata, con ASE (Accelerated Solvent Extractor) modello 100 di Dionex. La 

metodica GC/MS per la determinazione degli IPA messa a punto si è rivelata 

sufficientemente robusta per analizzare le diverse tipologie di campione studiate nel 

corso del Dottorato. 

 

 

3.6.1 Silanizzazione della vetreria 
 

Il processo di silanizzazione serve a disattivare i siti dei gruppi ossidrilici liberi presenti 

sulla superficie della vetreria di laboratorio per impedirvi l’adesione di eventuali analiti 

e la loro conseguente sottrazione all’analisi. Si può infatti verificare una sottostima fino 

al 60-70 % (Leon et al., 2003). 

Per evitare ciò, tutta la vetreria utilizzata nei processi di determinazione degli IPA, 

prima del suo utilizzo, viene silanizzata con dimetilclorosilano al 5 % (Fluka 85126), 

previo lavaggio delle pareti di vetro con eptano. Al termine del trattamento la vetreria 

viene asciugata in stufa a 250° C per 3 ore. 

 

 

3.6.2 Preparazione dei campioni di chiocciole  
 

 

� Estrazione con Soxlet e Kuderna-Danish 

 

Il tessuto fresco (circa 3 g di epatopancreas, corrispondente a 5 chiocciole 

omogenizzate) è stato collocato nella camera di estrazione, ovvero in un filtro a ditale, 

permeabile nei confronti del solvente, insieme a della lana di vetro. E’ stato aggiunto il 

solvente: 250 mL di dietil etere n-esano (1:10) e uno standard di IPA deuterati di 50 

µg. Dopo un’estrazione di 18 ore, l’estratto è stato concentrato a 3 mL con Kuderna-

Danish (figura 3.3) e portato a volume di 1 mL sotto flusso di azoto. 
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Figura 3.3: estrazione con Soxlet e Kuderna-Danish. 
 

 

� Estrazione con ASE 

 

L'estrazione degli IPA dagli organi bersaglio (ghiandola digestiva, piede e corpo) viene 

effettuata su circa 3g di tessuto fresco anidrificato (mediante l'aggiunta di Na2SO4 

anidro; 1-2 volte il peso del tessuto) e macinato. 

Le analisi dei campioni sono state eseguite su ciascuna replica che corrisponde a 3g di 

tessuto, ovvero circa 5 chiocciole omogenizzate. 

Al campione da analizzare viene aggiunta una quantità nota di IPA deuterati 

(Wellington Laboratories L429-IS) per poter calcolare i recuperi, ovvero le perdite 

complessive degli analiti lungo la filiera analitica. Aggiungendo al campione quantità 

note di analita e valutandone il recupero si evidenzia l’eventuale presenza di perdite 

durante i vari stadi dell’analisi e di effetti matrice (APAT, 2002). Dopo di che si 

procede con l’estrazione accelerata con solvente (ASE). Questa tecnica consente di 

utilizzare meno solvente, di ridurre i tempi di estrazione, si presta meglio 

all'automazione del processo e ha dei recuperi molto buoni. Inoltre, si pone la matrice 

da analizzare a contatto con il solvente di estrazione a una temperatura e pressione 

elevata tale da mantenere il solvente liquido nonostante l’alta temperatura. Ciò 

consente di aumentare la solubilità degli analiti, accelerare la loro diffusione dalla 

matrice al solvente e aumentare la penetrabilità del solvente nella matrice 

(Waldebäck, 2005). Questa tecnica risulta perciò molto rapida ed utilizza piccoli volumi 
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di solvente; è idonea all’analisi di un numero elevato di campioni, è tuttavia molto 

costosa. 

Lo strumento utilizzato è un ASE 100 di Dionex. Le condizioni operative sono: 

preriscaldamento di 5', T=140°C, p=100 atm, 3 cicli di estrazione della durata di 10' 

ciascuno, lavaggio con 20mL di solvente (diclorometano:acetone 1:1) al termine di 

ogni ciclo. Al termine dell'estrazione si recuperano mediamente 110-120mL di 

soluzione. Questi vengono ridotti a circa ½mL con un delicato flusso di N2 a 35-40°C 

per il successivo passaggio di purificazione degli estratti. 

 

 

� Purificazione SPE 

 
Il processo di estrazione (sia in Soxhlet che in ASE) porta in soluzione gli IPA ma 

anche altri molecole che potrebbero interferire con la determinazione 

gascromatografica o renderla non praticabile (i lipidi estratti dalle chiocciole, per 

esempio, potrebbero ostruire la colonna gascromatografica). Per questo, dopo 

l'estrazione, è necessaria una purificazione dell'estratto che ne elimini le molecole 

indesiderate. 

 

 

− Eliminazione della fase lipidica 

 

L'eliminazione dei lipidi estratti insieme agli altri analiti dai tessuti degli organi 

bersaglio di Eobania vermiculata e Cornu aspersus è stata ottenuta mediante 

saponificazione, come descritto da Martinez (2004). 

L'estratto, una volta concentrato a circa ½mL, viene addizionato di 20mL di KOH 6M e 

lasciato al buio a temperatura ambiente per almeno 18h. In questa fase tutti i 

trigliceridi presenti vengono idrolizzati formando glicerolo e sali degli acidi grassi, tutti 

solubili in acqua. 

Al termine della saponificazione, si esegue un'estrazione in imbuto separatore con 

3x20mL di n-esano, recuperando la fase organica sopranatante. Questa, anidrificata 

con l'aggiunta di un po' di Na2SO4 anidro, viene riconcentrata a circa ½mL sotto flusso 

di N2 per la purificazione in SPE. 
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− Solid-Phase Extraction 

 

La SPE è una procedura cromatografica che consente di rimuovere alcuni composti da 

una miscela sfruttando le loro diverse affinità chimiche o fisiche per la fase stazionaria 

o la fase mobile. 

La purificazione degli IPA viene ottenuta facendo eluire l'estratto concentrato in una 

colonnina SPE contenente di 1 g di Florisil (60-100 mesh), un composto formato da 

silicio biossido e magnesio monossido con rapporto di ca. 85:15, con circa 10mL di 

diclorometano. 

Al termine della purificazione, l'eluito viene riconcentrato a circa ½mL, addizionato di 

una quantità nota (tipicamente 2000 ng) di standard interno (pirene deuterato, Aldrich 

490695; o perilene deuterato, Aldrich 490490) e posto in una vial ambrata e 

silanizzata pronto per essere analizzato in GC/MS.  

 

 

3.6.3 Preparazione dei campioni di suolo 
 
Si è pesata un’aliquota di ca 1g di campione a cui è stata poi addizionata una 

soluzione di IPA deuterati per il calcolo dei recuperi.  

Il metodo di estrazione è lo stesso per estrarre gli IPA dalle chiocciole. 

Al termine dell'estrazione si sono recuperati mediamente 110-120 ml di soluzione che 

vengono ridotti a circa ½mL con un delicato flusso di N2 a 35-40°C per il successivo 

passaggio di purificazione degli estratti. 

 

− Purificazione SPE 

 

La purificazione degli IPA è stata ottenuta facendo eluire l'estratto concentrato in una 

colonnina SPE contenente di 1g di gel di silice (Supelco Supelclean LC-Si SPE Tube, 

57051) con circa 10 mL di diclorometano. 
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3.6.4 Preparazione dei campioni di materiale vegetale 
 
Come per le chiocciole e il suolo, la prima operazione è aggiungere al campione (0.5-1 

g di materiale vegetale essiccato e setacciato a 2 mm) una quantità nota di IPA 

deuterati (Wellington Laboratories L429-IS) per poter calcolare i recuperi (ISO, 2000).  

La procedura di estrazione è analoga a quella seguita per i campioni di suolo. 

 

− Purificazione SPE 

 

Per i campioni di materiale vegetale, analogamente a quanto descritto per il suolo, è 

sufficiente operare un’estrazione in fase solida (SPE, Solid-Phase Extraction) dopo 

l’estrazione in ASE e la riduzione del volume dell’estratto sotto flusso di azoto. 

 

 

3.6.5 Analisi GC/MS 
 

Lo strumento utilizzato è un GC Agilent 6890 interfacciato allo spettrometro di massa 

Agilent 5973 Inert e dotato di autocampionatore Gerstel MPS2. La colonna impiegata è 

una Agilent DB5ms di 30m × 0.25mm id, 0.25µm o equivalente.  

L'analisi viene condotta su 1µL di campione iniettato in modalità splitless nell'iniettore 

a 300°C. Il flusso del carrier He è mantenuto costante lungo tutta l'analisi a 

1.2mL/min. La temperatura del forno viene mantenuta a 55°C per un minuto, quindi 

portata a 320°C a 25°C/min e mantenuta a tale temperatura per 7min. 

Lo spettrometro di massa monitora le masse da 35ua a 450ua. L'analisi viene condotta 

simultaneamente in Total Ion Count (TIC) ed in Single Ion Monitoring (SIM). In 

quest'ultima modalità, le masse monitorate sono quelle elencate in tabella 3.1. 

 

Le concentrazioni di IPA vengono determinate attraverso la costruzione di una retta di 

taratura a cinque diluizioni, che comprenda gli intervalli di concentrazione dei campioni 

reali. 

I valori ottenuti vengono corretti automaticamente in base alla concentrazione rilevata 

di standard interno, mentre vengono corretti manualmente in base ai valori di 

recupero calcolati mediante gli IPA deuterati addizionati ai campioni prima 

dell’estrazione in ASE (ISO, 2000). 

 



                                                                                                                      Materiali e Metodi 

 95 

Tabella 3.1: Ioni monitorati mediante spettrometro di massa in modalità SIM. T Ion= 
Target Ion; Q Ion= Qualifying Ion 
 

 

 

 

Di seguito vengono riportate le formule che sono servite per il calcolo delle 

concentrazioni: 

 

dove: 

[IS]GC = concentrazione di standard interno (IS) rilevata dallo strumento 

[IS]add = concentrazione effettivamente aggiunta al campione prima dell’analisi 

[IPAD]i
GC = concentrazione dell’i-esimo IPA deuterato rilevata dallo strumento 

[IPAD]i
add = concentrazione dell’i-esimo IPA deuterato effettivamente aggiunta prima 

dell’estrazione 

T Ion Q Ion1 Q Ion2 T Ion Q Ion1

Naftalene 128 127 102 136 108

Acenaftilene 152 151 76 160 158

Acenaftene 153 154 76 164 162

Fluorene 166 165 82 176 174

Fenantrene

Antracene

Fluorantene

Pirene

Benzo[a]antracene

Crisene

Benzo[b]fluorantene

Benzo[k]fluorantene

Benzo[e]pirene

Benzo[a]pirene

Perilene

Dibenzo[ah]antracene 278 292

Indeno[123-cd]pirene

Benzo[ghi]perilene

252

288138276

132264126253

202

120240113226228

106212101200

non deuterati deuterati

187188152176178
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[IPA]i
GC = concentrazione dell’i-esimo IPA rilevata dallo strumento 

[IPA]i
IS = concentrazione dell’i-esimo IPA corretta in funzione dello standard interno 

[IPA]i
corr = concentrazione definitiva dell’i-esimo IPA corretta in base ai recuperi. 

 

Per gli isomeri benzo[b]fluorantene e benzo[k]fluorantene si riportano i dati espressi 

come somma: ciò è dovuto al fatto che la risoluzione del metodo è risultata non 

sempre sufficiente ad una buona separazione dei loro rispettivi picchi, per cui la 

quantificazione dei singoli benzofluoranteni ha incertezza e ripetibilità variabili; vi è 

inoltre la possibile presenza dell’ulteriore isomero benzo[j]fluorantene, che è spesso 

difficilmente identificabile mediante sistemi gas cromatografici. Va infine considerato 

che i limiti di riferimento normativi per la contaminazione dei suoli (D.Lgs. 152/06, 

come sopra) per benzo[b]fluorantene e benzo[k]fluorantene sono identici (0.5 mg/kg 

s.s.). 

 

Gli IPA analizzati variano a seconda della matrice: 

− chiocciole-quadrelli in Dacron® : come in tabella 3.2. 

− suolo-piante: esclusivamente gli IPA più pesanti dei quali il D.Lgs. 152/06 

indica, per la matrice suolo, le Concentrazioni Soglia di Contaminazione in 

relazione alla destinazione dei siti (Tab. 1, colonna A, Allegato 5, Parte IV, 

titolo V, D.Lgs. 152/06); 
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Tabella 3.2: IPA analizzati 

Naftalene N 

Acenaftilene Acl 

Acenaftene Ace 

Fluorene F 

Fenantrene Phe 

Antracene AN 

Fluoranthene FL 

Pirene P 

Crisene C 

Benzo[a]antracene B[a]A  

Benzo[b+k]fluorantene B[b+k]F 

Benzo[a]pirene B[a]P 

Benzo[e]pirene B[e]P 

Indeno[1,2,3-c,d]pirene ID 

Dibenzo[ah]antracene D[ah]A  

Benzo[ghi]perilene B[ghi]P 

 

 

I limiti di rilevabilità del metodo ASE- GC-MS sono: benzo[a]antracene 0,0009 mg/Kg 

(s.s.), benzo[a]pirene 0,0008 mg/Kg (s.s.), benzo[b+k]fluorantene 0,0008 mg/Kg 

(s.s.), benzo[g,h,i]perilene 0,0011 mg/Kg (s.s.), crisene 0,0009 mg/Kg (s.s.), 

dibenzo[a,h]antracene 0,0020 mg/Kg (s.s.), indeno[1,2,3-cd]pirene 0,0011 mg/Kg 

(s.s.), pirene 0,0012 mg/Kg (s.s.), acenaftene 0,005 mg/kg (s.s.), fluorene 0,005 

mg/kg (s.s.), fenantrene 0,007 mg/kg (s.s.), antracene 0,012 mg/kg (s.s.), 

fluorantene 0,009 mg/kg (s.s.). 
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3.7 Determinazione degli IPA in quadrelli in Dacron® 
 

 

In questo studio è stato introdotto un dispositivo per il campionamento degli IPA 

aerodispersi recentemente sviluppato presso il Dipartimento Provinciale di Trieste di 

ARPA-FVG (Skert et al., 2010; Falomo, 2009).  

Il dispositivo è costituito da un tessuto in Dacron ®, un materiale termoplastico (PET) 

che si ottiene per reazione di condensazione tra l’acido tereftalico ed il glicole etilenico. 

È un polimero estremamente versatile; il suo impiego, infatti, copre un’ampia gamma 

di applicazioni: gli utilizzi del PET sono essenzialmente centrati sul mercato delle fibre 

(60%), del food & beverage packaging (30%), dei film biorientati (5%) e per 

applicazioni high-tech. L’impiego del tessuto costituito da fibre di dacron® (figura 3.4) 

come campionatore passivo è un’idea nata dall’ipotesi che all’interno delle cavità del 

tessuto possa venire intrappolato il particolato atmosferico a causa dell’instaurarsi di 

interazioni elettrostatiche tra le cariche presenti sulla superficie del particolato e quelle 

del polimero. Questo è stato confermato da Falomo (2009) con l’analisi di campioni 

esposti per alcune settimane nelle vicinanze dell’industria siderurgica di Servola 

(Ferriera). La presenza di polvere che si deposita sul tessuto è visibile già ad occhio 

nudo. Il dispositivo è chiamato “quadrello”. Per maggiori dettagli si rimanda a 

(Falomo, 2009). 

 

L’analisi degli IPA dei quadrelli è stata fatta presso l’ARPA–FVG. 

 

 

 

Figura 3.4: Tessuto di dacron® utilizzato come campionatore passivo (a sinistra); 
quadrello di dacron inserito nel contenitore protettivo (a destra). 
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3.7.1 Allestimento dei campioni 
 
I campionatori, una volta preparati, sono stati avvolti in carta d’alluminio (lavata 

anch’essa in cicloesano) e conservati in frigorifero sino a loro esposizione nei siti di 

interesse. I campioni, prima e dopo l’esposizione, sono stati maneggiati utilizzando 

guanti in nitrile in modo da evitare contaminazioni. 

Al termine del periodo di campionamento sono stati avvolti in carta d’alluminio e 

portati in laboratorio dove sono stati conservati a - 20°C fino al momento dell’analisi. 

 

 

3.7.2 Analisi chimiche 
 

 
� Reagenti e solventi 

 

Tutti i solventi utilizzati sono di elevato grado di purezza per la determinazione di 

microinquinanti organici in tracce. In particolare, acetonitrile, metanolo, acetone, e 

diclorometano (di qualità SupraSolv) sono stati ottenuti dalla Merck, mentre 

cicloesano e tetraidrofurano (di qualità Pestanal) dalla Riedel-de Haën. Lo standard 

utilizzato per la quantificazione degli IPA è l’EPA 610 Polynuclear Aromatic 

Hydrocarbons Mixture della Supelco®, miscela contenente tutti gli analiti di interesse. 

Gli IPA analizzati sono gli stessi di quelli determinati nelle chiocciole. 

 

 

3.7.3 Estrazione e determinazione analitica 
 

Nel caso dei “quadrelli”, questi, dopo essere stati estratti dalla rete di protezione, sono 

stati ripiegati ed inseriti direttamente nei ditali di cellulosa del sistema microsoxhlet. 

A tutti i campioni, immediatamente prima dell’analisi, sono stati aggiunti 10 µl di p-

terfenile-d14, che è stato utilizzato come standard surrogato per valutare la resa della 

procedura analitica. 

L’estrazione è stata effettuata attraverso un sistema microsoxhlet (International PBI) 

ed è stata condotta in due fasi. Nella prima fase (durata 3 ore) il ditale è rimasto 

immerso nel solvente di estrazione bollente (70 ml di cicloesano); nella seconda 

(durata 2 ore), il ditale è stato sollevato sopra il livello del solvente ed in questo modo 
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l’estrazione è avvenuta a ricadere, con contemporaneo dilavamento del ditale. Al 

termine della procedura, l’estratto ottenuto è stato trasferito dal bicchiere di 

estrazione in un pallone ambrato da 100 ml ed addizionato 200 µl di dimetilsolfossido 

per evitare possibili perdite di IPA durante la fase di evaporazione del solvente . Il 

solvente è stato portato a piccolo volume tramite evaporatore rotante (Büchi R-114).  

L’estratto è stato poi ripreso con una miscela di solventi composta da: acetonitrile 

(30%), acetone (20%), metanolo (20%), diclorometano (10%) e tetraidrofurano 

(20%) e portato al volume finale di 2 ml. Questa miscela permette di solubilizzare il 

cicloesano e il dimetilsolfossido, rendendo la soluzione compatibile con la successiva 

analisi in HPLC, nella quale si utilizzano come eluenti aceto nitrile ed H2O. 

La solubilizzazione viene favorita attraverso un passaggio di alcuni secondi in bagno ad 

ultrasuoni, dopodichè i campioni vengono filtrati su filtri di nylon da 0.2 µm ed 

analizzati senza effettuare alcuna purificazione. 

 

L’analisi degli IPA è stata effettuata impiegando un HPLC Gilson equipaggiato di 

autocampionatore e di sistema di termostatazione della colonna (la temperatura è 

stata mantenuta costante a 35°C). E’ stata utilizzata una colonna cromatografica 

Zorbax Eclipse PAH (10 cm di lunghezza, 4.6 mm di diametro interno, 1.8 µm di 

dimensione delle particelle della fase stazionaria, Agilent Technologies).  

L’analisi è stata condotta in gradiente di eluizione, utilizzando come solventi una 

soluzione acetonitrile 23%/acqua 77% (pompa A) ed acetonitrile (pompa B). L’HPLC è 

dotato di due rivelatori, un rivelatore UV/Vis Gilson 151 ed un rivelatore a fluorescenza 

Jasco FP-1520. La determinazione degli IPA è stata effettuata sfruttando la loro 

proprietà di dare luogo al fenomeno della fluorescenza. Le lunghezze d’onda di 

eccitazione ed emissione utilizzati per i singoli IPA sono riportati in tabella 3.3. I 

singoli congeneri sono stati identificati sulla base del tempo di ritenzione e per ognuno 

di essi sono state costruite delle rette di calibrazione, attraverso le quali è stata 

effettuata la quantificazione. 
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Tabella 3.3: lunghezze d’onda di eccitazione (λex (nm)) e di 
emissione (λem (nm)) utilizzate per la determinazione degli IPA. 
 
IPA λex (nm) λem (nm) 

Fenantrene 246  370 

Antracene  250 406 

Fluorantene  280  450 

Pirene  270 390 

p-terfenile-d14 std (p-ter) 270  390 

Benzo[a]antracene  265  380 

Crisene  265  380 

Benzo[b]fluorantene  290  430 

Benzo[k]fluorantene  290  430 

Benzo[a]pirene  290  430 

Dibenzo[a,h]antracene  290  410 

Benzo[g,h,i]perilene  290  410 

Indeno[1,2,3-cd]pirene  300  500 

 



                                                                                                                      Materiali e Metodi 

 102 

3.8 Allestimento del campionatore passivo per PMx 
 

 

E’ stato utilizzato il campionatore passivo di aerosol (passive aerosol sampler, PAS) 

acquistato da RJ Lee Group, Inc, USA per ottenere informazioni sulle polveri fini nelle 

gabbie delle chiocciole. Inoltre, questo campionatore permette di definire le dimensioni 

e la morfologia delle particelle e degli elementi chimici che si depositano su di esso 

(Wagner e Leith, 2001) a seguito di analisi al microscopio elettronico a scansione 

(SEM). E’ stato utilizzato questo tipo di campionatore perché è molto piccolo, per cui è 

stato possibile porlo all’interno delle gabbie.  

Durante il periodo di esposizione all’aria, le particelle si depositano passivamente sulla 

superficie adesiva del campionatore (collection surface), come illustrato in figura 3.4. 

Questa superficie è su uno stub che può facilmente essere trasportato in laboratorio 

per lo studio al SEM o al microscopio ottico, riuscendo così a quantificare il numero 

delle particelle con diametro dp>0,1 µm, definire le dimensioni e la composizione 

elementare, grazie all’impiego di una sonda EDX. Sulla base delle informazioni 

ottenute, del periodo di esposizione e del modello di velocità di deposizione sviluppato 

dagli autori Wagner e Leith (2001), si calcola la concentrazione e le dimensioni medie 

del particolato atmosferico. 

In figura 3.5 è rappresentato un disegno schematico del PAS. Il corpo centrale del 

campionatore è composto sia da alluminio che da carbonio. Sopra alla superficie 

adesiva è presente un filtro a setaccio dal diametro di 1,5 cm, posizionato con uno 

spray adesivo. La parte di raccolta delle particelle è profonda 1,2 mm, larga 6,8 mm e 

il filtro ha uno spessore di 127 µm. La superficie di raccolta è costituita da un nastro 

adesivo perfettamente liscio di alluminio, adatto a essere portato al SEM. Il filtro a 

setaccio ha lo scopo di preservare la zona di deposizione da particelle più grandi, 

detriti o sabbia aereodispersa. E’ costituito da fori conici della dimensione di 160 µm 

(in alto) e 225 µm (in basso). 
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Figura 3.4: immagini del campionatore montato (a sinistra); 
superficie di raccolta pronta per l’analisi al SEM (a destra). 

 

 

Figura 3.5: schema della deposizione sul PAS (Wagner e Leith, 2001). 
 

 

 

 
Figura 3.6: cilindro di 
plastica forata contenente 
il PAS e il “quadrello”. 

Il campionatore è stato posto all’interno delle gabbie 

delle chiocciole capovolto e dentro a un cilindro di 

plastica a rete che impedisse alle chiocciole di sporcarlo, 

come quello illustrato nella figura 3.6. Il tempo di 

esposizione è stato un mese. Alla fine sono stati 

prelevati, la superficie filtrante è stata coperta con la 

custodia del campionatore. I campionatori sono stati 

tenuti in congelatore a –20°C fino al momento delle 

analisi. L’osservazione delle particelle è stata fatta al 

SEM, presso il servizio di Elettronica dell’Università degli 

Studi di Trieste. 
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3.9 Preparazione istologica del tessuto olfattivo 
 

 

Negli studi sull’esposizione delle chiocciole a contaminanti per via inalatoria, si è 

effettuato uno studio istologico. 

La preparazione dei vetrini è avvenuta presso la Fondazione Callerio Onlus, Trieste. 

Una volta rimossi i tentacoli posteriori delle chiocciole sono stati immersi in formalina 

al 4% (soluzione diluita 10x, partendo da una soluzione madre al 40%) (Carlo Erba, 

Milano) per 48 ore. La fissazione permette di conservare la struttura originale 

dell’organismo, evitando alterazioni o putrefazioni. 

In seguito, sono stati risciacquati con acqua corrente numerose volte. Essendo dei 

pezzi molto piccoli (1-3 mm) si è provveduto a procedere nel seguente modo: 

 

� Lavaggi in alcool 

 

I primi passaggi in alcol servono per togliere l’acqua dai tessuti del tentacolo perché il 

campione, impregnato d’acqua, verrà in seguito trattato con un materiale 

idrorepellente (xilolo, balsamo del Canada, ecc.) e l’acqua residua che rimane 

all’interno del preparato si emulsiona, tendendo ad opacizzarlo e, col tempo, ad 

alterarlo. Di conseguenza è necessario togliere tutta l’acqua con un processo di 

disidratazione in alcool. In genere, basta passare l’oggetto dalla soluzione acquosa ad 

una serie di liquidi intermedi, contenenti una percentuale crescente del nuovo solvente 

e decrescente di acqua. Si utilizza la classica “serie degli alcool”, costituita da una 

serie di soluzioni acqua-alcool a gradazione crescente, per es. 50°, 80°, 95°, fino 

all’alcool assoluto per evitare salti bruschi di concentrazione. 

Sono stati fatti i seguenti passaggi:  

 20 min ore in alcool a 80°C 

30 min in alcol a 95°C 

 15 min in alcol assoluto (per 3 volte) 

lavaggio con Bio Clear (Bio Optica, Milano): 10’ per 2 volte.  

Il Bio Clear serve per aumentare la trasparenza delle sezioni e se il campione non è 

ben disidratato si formano delle aree lattiginose dove l’acqua residua si emulsiona e, 

col tempo, altera l’oggetto. 
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� Inclusione in paraffina 

 

I passaggi successivi permettono alla paraffina di sostituire il Bio Clear all’interno del 

campione (figura 3.7).  

Della paraffina fusa viene versata su una base Mould in plastica, precedentemente 

spalmata di glicerolo (al fine di facilitare successivamente il distacco della paraffina 

dalla base). Si lascia solidificare la cassettina e la base di Mould, assemblate insieme, 

a temperatura ambiente per almeno 12 ore. Quando il tutto si è indurito il campione 

può essere processato al microtomo a slitta (Officine Galileo, Milano). 

 

 

 
Figura 3.7: strumenti per inclusione in paraffina. a,b) 
cassettina; c) base di Mould in plastica; d) il tessuto indicato 
dalla freccia rossa, viene immerso nella paraffina liquida per 
sostituire il Bio Clear; e) il campione viene adagiato nella base 
di Mould; f) al momento dell’inclusione la cassettina senza 
coperchio viene adagiata sulla base di Mould; h) la cassettina 
dopo almeno 12 h viene distaccata dalla base. 
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� Sezioni al microtomo 

 

I campioni sono stati tagliati col microtomo a slitta che ha permesso di fare molte 

sezioni dallo spessore di 7-10 µm, che sono state adagiate sulla superficie dell’acqua 

distillata a 37°C, contenuta in un bagnetto termostatato (figura 3.8). L’acqua 

permette alla fettina di distendersi completamente, evitando la formazione di eventuali 

pieghe del tessuto.  

Le sezioni sono state prelevate dall’acqua con un pennello e adagiate su un vetrino 

che è stato posizionato nel termostato per 24 ore a 37°C. Dopo di ché i campioni 

potranno essere colorati o conservati in apposite scatole per vetrini. 

 

 
 

 
Figura 3.8: taglio del campione: a) microtomo a slitta;b) il 
campione incluso viene processato;c) le fette vengono raccolte 
con un pennello da disegno e adagiate sulla superficie d’acqua 
distillata del bagnetto termostatato; d) le sezioni vengono 
raccolte e posate sul vetrino; e) vetrini nel termostato a 37°C 
per 24 ore. 
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� Idratazione 

 

Per poter colorare le sezioni è necessario deparaffinarle e reidratarle con il seguente 

metodo: 

− 3 passaggi in Bio Clear per 3 min 

− 3 passaggi in alcool assoluto per 3 min 

− 1 passaggio da 3 min in alcool 95°C 

− 1 passaggio da 3 min 2’ in alcool 80°C 

Segue un risciacquo in acqua distillata per 5 min. 

 

 

� Colorazione tricromica 

 

Vengono fatti dei passaggi nei seguenti coloranti. Tra un colorante e l’altro segue un 

lavaggio in acqua distillata:  

− 5’ in fucsina realizzata con: 10 mL di acqua distillata, 5 gocce di fucsina di 

Ziehl-Neelsen (o,20 g fucsina basica, 20 mL acqua distillata, 1 g di acido fenico 

cristallizzato, 2 mL alcool 95°C, 1 goccia di acido acetico glaciale). La fucsina è 

un colorante solubile in alcool e colora in breve tempo; 

− 5 min in formolo acetico per il virofissaggio; 

− 5 min in picro-indigocarminio composto da: 100 mL di una soluzione satura di 

acido picrico e 0,25 g di indigocarminio.  

 

 

� Disidratazione 

 

Si effettuano dei lavaggi in alcol:  20’’ in alcool a 60°C 

     20’’ in alcool a 80°C 

     20’’ in alcool a 95°C 

     20’’ in alcool assoluto 

3 passaggi in Bio Clear per 2 min 
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� Fissaggio del vetrino 

 

Il campione va “montato”, cioè racchiuso fra i due classici “vetrini” (portaoggetti e 

copri-oggetti o lamella), che sono lamine di vetro a facce piane e parallele, di spessore 

standardizzato (1 mm ± 0,1 e, rispettivamente, 0,17 mm ± 0,01). Il montaggio si 

effettua in un liquido capace di conservare l’oggetto e la sua colorazione per il tempo 

più lungo possibile. Per fissare quindi, i campioni di tessuto olfattivo è stato utilizzato il 

balsamo del Canadà sciolto in xilolo. I vetrini sono stati poi lasciati ad asciugare 

all’aria per permettere al coprioggetto di fissarsi per bene. 

 

All’osservazione al microscopio, i nuclei saranno colorati in rosso-viola come pure le 

ghiandole mucipare e le granulazioni cellulari; in verde chiaro o giallognolo il 

citoplasma e in azzurro le fibre di collagene, in giallo verdastro le fibre muscolari. 

Una volta pronte le sezioni sui vetrini sono state osservate al microscopio binoculare 

(LEICA DMLB) e sono state scattate le foto mediante telecamera (LEICA DC200). 

Mediante un vetrino di calibrazione è stato misurato lo spessore di: mucosa epiteliale, 

epitelio olfattivo, tessuto muscolare ed area neuronale (dall’epitelio esterno ai 

glomeruli). 
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3.10 Preparazione del terreno artificiale 
 

 

Nella sperimentazione condotta in laboratorio, si è utilizzato un suolo artificiale, 

composto da: 

-70% di sabbia di fiume secca di cui almeno la metà deve avere diametro < 200 

micron; 

-10% di torba secca con diametro < 5mm; 

-20% di caolino. 

Per l’esperimento sono stati preparati 40 kg di suolo secco, di conseguenza il materiale 

necessario è: 

-28 kg di sabbia di cui 14 kg di sabbia con diametro < 200 micron; 

-4 kg di torba; 

-8 kg di caolino. 

 

 

� Preparazione della sabbia 
 
Si sono utilizzati circa 55 kg di sabbia fine industriale, proveniente da fornaci Berini 

Reana (UD) selezionata e confezionata da LIF-Spa Udine (Italy). Mediante setaccio in 

acciaio da 200 micron (Endecotts Ltd London England) sono setacciati circa 14 kg di 

sabbia. Per accelerare la setacciatura è stato impiegato anche un mulino a vibrazione 

(Fritsch ®Lavorette, ®Analisette, ®Pulverisette). 

 

 

� Preparazione della torba 
 
Sono stati setacciati 4 kg di torba acida secca con un setaccio di acciaio da 5 mm 

(Endecotts Ltd -London England). La torba così preparata è stata basificata con 154,29 

g di calce idrata tecnica in modo da raggiungere un pH compreso fra 5,5 e 6 come 

indicato nella guida OECD (2009). Per permettere lo scambio ionico e quindi, l’effettivo 

innalzamento del pH si sono aggiunti alla torba 12 litri di acqua distillata. 

Dopo 24 ore a riposo è stato misurato il pH come indicato nella metodica della Società 

italiana della scienza del suolo (1985): 
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- si sono pesati 20 g di torba inumidita (5 g d torba secca e 15 di acqua) a cui si 

sono aggiunti 35 mL di acqua distillata così da avere un rapporto acqua:torba di 10:1 

(tenendo conto dell’acqua già presente nella torba umida al momento dell’aggiunta); 

- si è lasciato il miscuglio contenuto in una beuta (100 mL) in agitazione per 15 

minuti a 300 Mot 1/ min, agitatore orbitale [KS 250 basic IKA Labortechnik]; 

- si è quindi lasciato sedimentare il fondo per 30 minuti; 

- dopodiché, utilizzando il pH-metro Crison – micropH 2001 (tarato alla T = 20°C 

con due soluzioni standard di cui una con pH = 4 e l’altra con pH =7), immergendo 

l’elettrodo nella fase liquida del miscuglio, si è registrato un pH = 5,8 (compreso cioè 

nell’intervallo desiderato di 5,5-6,5). 

 

 

� Allestimento del suolo  
 

Si sono pesati 14 Kg di sabbia con diametro <200 µm, 14 kg di sabbia con diametro > 

200 µm, 8 kg di caolino industriale e 16 kg di torba umida (preparate con la procedura 

illustrata precedentemente). Su un telo di plastica, steso a terra, sono state miscelate 

in primis le aliquote di sabbia e caolino e poi la torba (figura 3.9). A tutto ciò si sono 

infine aggiunti altri 2 L di acqua distillata in modo tale da raggiungere un’umidità 

complessiva del 35% come indicato sulla guida OECD (2009). Si sono così ottenuti 54 

kg di terreno umido che è stato successivamente suddiviso in 9 sacchi da 5 kg, 2 

sacchi da 3,5 kg e un sacchetto di circa 2 kg dal quale si sono in seguito prelevati 

campioni di suolo per la determinazione del pH e dell’umidità. 

 

 

Figura 3.9: miscelazione della sabbia, caolino e torba. 
 



                                                                                                                      Materiali e Metodi 

 111 

� Determinazione del pH 
 
Similmente a quanto fatto per determinare il pH della torba, sono state eseguite le 

seguenti procedure: 

- a 13,5 g di terreno umido sono stati aggiunti 21,5 mL di acqua distillata così da 

avere un rapporto acqua:terreno di 2,5:1; 

- il terreno è stato portato in agitazione per 15 minuti a 300 Mot 1/ min 

(agitatore orbitale KS 250 basic IKA Labortechnik); 

- si è lasciato sedimentare il fondo per 30 minuti; 

- utilizzando il pH-metro Crison – micropH 2001 (tarato alla T = 20°C con due 

soluzioni standard di cui una con pH = 4 e l’altra con pH = 7) si è registrato un pH pari 

a 7,3. 

 

 

� Determinazione dell’umidità superficiale 
 
3 aliquote di terreno umido (circa 20-30 g l’una) sono state messe in stufa a 105°C 

per 17 ore. L’umidità superficiale del terreno è stato calcolata come differenza in peso 

tra il terreno umido e quello secco. Si è registrata in media un’umidità del 35%. 

 

 

� Contaminazione del terreno 
 
Il suolo una volta preparato è stato contaminato con l’aggiunta di 40 g di biochar per 

1kg di suolo secco. Si è scelta questa concentrazione in quanto corrisponde un utilizzo 

del biochar sui campi agricoli del valore di 100t/ha utile per cambiare la capacità 

cationica del suolo e sequestrare CO2 (Steinbeis et al., 2009). 

E’ stata considerata una profondità di incorporazione del biochar mediante aratura di 

0.20 m e un suolo di densità media di 1.3 ton/m3.  

Per esplicare al meglio le azioni "fertilizzanti" il biochar dovrebbe essere distribuito 

finemente polverizzato sui suoli, mentre per svolgere la funzione di sequestratore di C 

nel suolo dovrebbe essere distribuito in dimensioni grossolane. In questa tesi, si è 

utilizzato una frazione di biochar pari a 0.5 mm per valutare la sua azione fertilizzante 

sui suoli agricoli e l’impatto verso la fauna del suolo, in quanto piccole dimensioni 

dovrebbero esaltarne la biodisponibilità. 
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� Test di Avoidance 
 
E’ stato allestito un terrario diviso a metà da un setto alto 1 cm rispetto al livello del 

suolo (figura 3.10). Queste due metà sono state riempite l’una con terreno non 

contaminato e l’altra con terreno trattato con biochar, con le concentrazioni descritte 

al punto precedente. Come gli altri terrari, anche questo è stato quotidianamente 

vaporizzato con acqua di rubinetto in modo da mantenere un’umidità costante del 

35%. 

Le 24 chiocciole introdotte nel terrario sono state marcate in modo tale da seguire gli 

spostamenti giornalieri. E’ stata fornito il cibo in maniera uniforme da ambo i lati della 

gabbia. Il test di Avoidance è stato condotto per tutto l’arco di tempo dell’esperimento 

di esposizione al biochar. I dati raccolti indicano la percentuale giornaliera di chiocciole 

a contatto con entrambi i tipi di suolo. 

 

 

 

Figura 3.10: gabbia allestita per il test di 
avoidance, suddivisa a metà tra suolo non 
contaminato (bianco) e suolo trattato (biochar). 
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3.11 Analisi statistica dei dati 
 

 

Si sono impiegati diversi test statistici per verificare la significatività delle differenze 

tra le evidenze numeriche misurate per la contaminazione nei diversi siti, organi e 

matrici. 

 

Per individuare la significatività delle variazioni di concentrazione dei metalli pesanti o 

degli IPA presenti nelle chiocciole immesse nei siti, a confronto con quelle non 

esposte, è stato utilizzato il test t-Student. Questo è un test statistico per i casi in cui 

si confrontino solo due campioni e di cui si intende verificare l’uguaglianza tra le 

medie. Invece, per individuare l’organo o il sito bersaglio di accumulo per ciascun 

metallo o IPA e verificare se le differenze siano o meno significative (livello di 

significatività 5%) è stato applicato allo stesso set di dati il test di Kruskal-Wallis 

(l’equivalente non parametrico dell’analisi della varianza), adottando un livello di 

significatività pari a 5%. 

A questo test è stato affiancato il test di Mann-Whitney per confrontare la media di 

due parametri. Il test di Mann-Whitney, noto anche come test U o test di Wilcoxon, è 

uno dei più potenti test non parametrici per verificare, in presenza di valori ordinali 

provenienti da una distribuzione continua, se due campioni statistici provengono dalla 

stessa popolazione. 

La differenza di concentrazione tra organismi esposti e quelli non esposti è stata 

valutata anche con l’analisi della varianza (ANOVA) a due vie. Con ANOVA si valuta se, 

all’interno di un campione di osservazioni, le differenze eventualmente rilevate tra le 

medie dei diversi gruppi siano significative e riflettano quindi reali differenze nella 

popolazione oppure se siano dovute al caso. 

Per valutare se l’assimilazione dei metalli o degli IPA dipenda dalla quantità presente 

nell’ambiente di esposizione è stata calcolata la correlazione bivariata tra le 

concentrazioni presenti nel suolo e nella vegetazione di Servola e di Acquario con il 

valore complessivo di ciascun metallo nelle chiocciole. Per il confronto delle 

concentrazioni è stato utilizzata la correlazione di rango di Spearman che converte i 

valori originali dei dati in classi ordinali. Il valore più basso della variabile viene 

convertito nella classe 1, il successivo nella classe 2 e così via. Pertanto la 

corrispondenza di due variabili viene espressa dalla RHO di Spearman che assume 
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valore 1 nel caso di correlazione lineare e –1 nel caso di correlazione inversa. RHO 

sarà prossimo allo zero nel caso di nessuna relazione nella disposizione delle due serie 

di ranghi. Il test di Spearman pone l’accento sulle importanti differenze fra i ranghi, 

mentre i piccoli cambiamenti vengono scarsamenti rappresentati nei coefficienti 

calcolati (Podani, 2007). 

 

L’analisi statistica dei dati è stata effettuata con il software SPSS 12.0.1 (SPSS, 2003) 

in licenza presso il Dipartimento di Scienze della Vita dell’Università degli Studi di 

Trieste (Dr.ssa Paola Ganis). 

.
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4 RISULTATI E DISCUSSIONE 
 

 

 

Si riportano in questo capitolo i risultati conseguiti negli studi sperimentali di 

bioaccumulo attraverso l’uptake per contatto col suolo e ingestione del materiale 

vegetale e dello stesso suolo, inalazione dell’aria e conseguente alterazione del tessuto 

olfattivo su gasteropodi polmonati Cornu aspersus (O.F. Muller, 1774) ed Eobania 

vermiculata (O.F. Muller, 1774). 

 

 

 

ESPERIMENTI IN CAMPO 

 

4.1    Bioaccumulo di metalli pesanti e IPA 

 

 

4.1.1 Campionamento di chiocciole in siti contaminati 
 

La valutazione delle concentrazioni bioaccumulate nelle chiocciole Cornu aspersus, 

raccolte nel terrapieno Acquario e vicino alla cokeria dell’impianto siderurgico di 

Servola, consente di ottenere una valutazione del grado di contaminazione e 

pericolosità di queste due aree secondo una misura “integrata nel tempo” e non 

riferibile, quindi, al solo momento in cui è stato effettuato il prelievo. Pertanto i valori 

riscontrati indicano l’effettiva “biodisponibilità” delle sostanze tossiche e un possibile 

trasferimento attraverso le catene alimentari. 

Le chiocciole raccolte nei due siti avevano caratteristiche biometriche simili: 

− diametro del guscio: 229 ± 54 mm; 

− altezza del guscio: 291 ± 59 mm; 

− diametro dell'apertura: 158 ± 21 mm; 

− peso complessivo: 8.65 ± 3.00 g. 
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4.1.1.1    Metalli 

 
Il campionamento delle chiocciole nel terrapieno Acquario è stato eseguito all’interno 

del settore Z-2, definito dall’Analisi di Rischio CIGRA 2010. Quest’area presenta una 

contaminazione del suolo superficiale di Zn, Pb e Cu soprattutto in prossimità del 

punto di indagine S7, che supera da uno a tre volte i valori del limite di legge (ex Tab. 

1 colonna A, Allegato 5, Parte IV, titolo V, D.Lgs. 152/2006). 

E’ stato analizzato il contenuto dei metalli pesanti nell’epatopancreas e nel piede delle 

chiocciole. I dati raccolti presentano molta variabilità pertanto non è possibile definire 

l’effettiva pericolosità dei superamenti di Cu, Cd, Zn e Pb riscontrati nel suolo. Si può 

invece, affermare che per quanto la variabilità delle concentrazioni sia alta, si nota un 

accumulo a carico dell’epatopancreas rispetto al piede per i metalli Cd, Pb e Zn. Il Cu 

ha una concentrazione maggiore nel piede, figura 4.1. Questo è dovuto al fatto che 

essendo un metallo fisiologico presente nel pigmento respiratorio, l’emocianina, il 

muscolo pedale ha una maggiore irrorazione rispetto alla ghiandola digestiva.  

Beeby (2002) sostiene che questa specie sia un’ un’accumulatrice di Cu e Zn e che i 

tempi di ritenzione o turnover di questi metalli fisiologici all’interno della chiocciola 

sono molto rapidi rispetto a quelli del Pb e del Cd che tendono ad accumularsi 

soprattutto nell’epatopancreas. Secondo quanto afferma l’autore la specie Cornu 

aspersus non è un buon indicatore per ambienti contaminati da Cu e Zn. 
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Figura 4.1: concentrazione (espressa in µg/g in peso secco) 
di metalli contenuti in epatopancreas e piede delle 
chiocciole raccolte in Acquario. 
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4.1.1.2    IPA 

 
Gli IPA analizzati nell’epatopancreas sono stati individuati mediante estrazione in 

Soxlhet e analizzati con GC-MS. E’ emerso che gli individui raccolti presso la Ferriera di 

Servola presentano una concentrazione maggiore rispetto a quelli prelevati nel sito 

Acquario, infatti la somma totale degli IPA considerati nell’epatopancreas delle 

chiocciole del sito industriale è 3760 µg/g mentre per quelle del terrapieno è 766 µg/g. 

Nel sito della Ferriera prevalgono gli IPA a medio-basso peso molecolare, come 

naftalene (748,65 µg/g), acenaftene (790,03 µg/g). Tra i congeneri più pesanti spicca 

il benzo[g,h,i]perilene (749,65 µg/g), figura 4.2. Nel terrapieno Acquario, invece, l’IPA 

con la concentrazione più alta è il dibenzo[a,h]antracene che raggiunge il valore 

anomalo di 594,03 µg/g. Le differenze rilevate nei due siti sono interpretabili 

ricordando che a Servola è presente una significativa fonte attiva di IPA, la cokeria. Le 

emissioni rilasciate da questo impianto oltre che inquinare l’aria atmosferica inquinano 

anche il suolo a causa della ricaduta di polveri contenenti metalli pesanti e idrocarburi 

che possono venir assunti dagli invertebrati del suolo e dalla vegetazione, nonché 

inalati dall’uomo. Al contrario, nel sito Acquario gli inquinanti sono presenti in seguito 

all’interramento di materiali contaminati che rilasciano IPA. Questi nel tempo possono 

subire processi di attenuazione e degradazione naturale ad opera della fauna 

microbica del suolo la quale però non riesce a degradare i congeneri più pesanti come 

il dibenzo[a,h]antracene. 

Le concentrazioni rilevate nelle chiocciole autoctone di questi due siti permettono di 

avanzare l’ipotesi che la specie Cornu aspersus possa essere un organismo 

macroconcentratore di questi inquinanti. La sperimentazione successiva è stata svolta 

anche in funzione di verificare quest’ipotesi. 
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Figura 4.2: concentrazioni di IPA (µg/g peso fresco) nell’epatopancreas di chiocciole 
raccolte nel sito Acquario e nel sito di Servola.  
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4.1.2 Esposizione al suolo 
 

 

Le chiocciole della specie Eobania vermiculata, esposte ai suoli nel sito Acquario, 

Servola e nel sito di controllo sono state accuratamente misurate (altezza, lunghezza e 

larghezza) e pesate prima dell’immissione nel sito e successivamente ogni 15 giorni. 

Al momento dell’immissione pesavano 6,29 ± 0,55 g. 

La temperatura media del periodo è stata di 23 ± 3.51 °C e con un umidità media del 

62 %. 

Il sito che ha presentato una maggiore mortalità, circa il 70%, è stato quello di 

controllo, a seguire Servola 19% ed Acquario 11%. La mortalità nel sito di controllo è 

dovuta al fatto che le chiocciole sono state attaccate dalle formiche causando nel 

tempo una drastica riduzione degli individui immessi nel recinto, tanto da non poter 

avere il quantitativo necessario per svolgere l’analisi dei metalli in tre repliche. Di 

conseguenza, è stato possibile svolgere un’unica analisi su un omogenizzato di 4 

chiocciole, di cui i valori sono riportati in tabella 4.1. 

Nella figura 4.3 si riporta l’andamento nel tempo della mortalità riscontrata nei tre siti 

e le variazioni di peso delle chiocciole durante il periodo di esposizione per la specie 

Eobania vermiculata. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.3: mortalità delle chiocciole nei tre siti ad ogni campionamento( T0, T1, 
T2,T3) (a sinistra); variazioni di peso Eobania vermiculata (a destra). 
 

Le chiocciole liberate hanno avuto un progressivo accrescimento iniziale in tutti i siti. 

Dopo il tempo T2, le sole chiocciole che hanno mantenuto un peso costante sono 
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quelle del recinto in Acquario, mentre sia nel sito di Servola che in quello di controllo, 

alla fine del periodo di esposizione, le chiocciole presentano dei pesi simili a quelli 

iniziali. 

Anche le chiocciole della specie Cornu aspersus sono state misurate e pesate allo 

stesso modo. Inizialmente il peso era di 10,68 ± 4,17 g e durante la sperimentazione 

ha avuto lo stesso trend di Eobania, come riportato in figura 4.4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.4: variazioni di peso di Cornu aspersus. 
 

 

4.1.2.1    Metalli 

 
E’ stata effettuata l’analisi del suolo superficiale (0-0,20 m) dei due siti per verificare 

la contaminazione. I risultati hanno evidenziato che i due siti oggetto di studio 

presentano una situazione di contaminazione diversa come illustrato in tabella 4.1. 

Nella stessa tabella sono indicati anche i valori del limite di legge e le concentrazioni di 

screening per i suoli riguardanti il rischio ecologico per gli invertebrati del suolo, ossia 

la concentrazione massima di contaminante accettabile nel suolo tale da garantire 

un’adeguata protezione ai recettori ecologici che vengono a contatto con il suolo 

stesso (US-EPA, 2005). Tale valore rappresenta un dato di tossicità medio calcolato 

come media geometrica di dati di letteratura per tre specie di organismi invertebrati 

(Folsomia candida, Caenorhabditis elegans e Eisenia fetida) a differenti condizioni di 

pH. 

I siti risultano non contaminati dai metalli pesanti ai sensi della legge italiana, ad 

eccezione del piombo a Servola che supera il limite di quasi due volte e lo zinco che in 

entrambi i siti lo supera di tre volte. Invece, lo studio statunitense, a cui si fa 
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riferimento, evidenzia come le concentrazioni rilevate siano superiori ai livelli di 

screening ecologico per il piombo, lo zinco, il manganese e il nichel. 

 

Tabella 4.1: concentrazione media di metalli pesanti nel suolo del sito Acquario e nel 
sito di Servola in cui è stato posizionato il recinto, espressi in mg/kg di peso secco. 
Sono riportati inoltre, i limiti di legge (ex D.Lgs. 152/06) e le concentrazioni 
massime accettabili nel suolo per gli organismi invertebrati e per le piante come 
livelli di screening ecologico (US-EPA,2005). NA= dati non sufficienti; NT=metallo 
non tossico. 
 

mg/kg ps Cd Cu Pb Zn Cr Ni Fe Mn Al B 

Limite di legge 

D.Lgs. 152/2006 
2 120 100 150 150 120 - - - - 

Livello di screening eco  

(US EPA, 2005) invetebrati  
140 80 1700 120 NS 280 NT 450 NT - 

Livello di screening eco 

(US EPA, 2005) vegetazione 
32 70 120 160 NS 38 NT 220 NT - 

 

suolo 0,9 69,7 107,5 454,7 26,4 57,3 23517,5 791,9 9884,1 2,3 

dev.st 0,4 30,9 52,3 334,2 6,9 6,0 2503,2 120,5 2733,9 2,9 

vegetazione 0,2 13,7 0,5 73,3 2,7 4,3 192,2 48,5 118,5 32,7 
Acquario  

dev.st 0,1 2,9 0,4 16,3 3,5 1,8 295,8 11,0 182,2 13,6 

suolo 1,3 93,0 196,8 505,9 23,7 37,4 24117,5 1313,1 7657,3 5,1 

dev.st 0,3 3,2 13,2 32,9 2,4 1,8 3441,0 85,2 2092,6 4,2 

vegetazione 0,4 18,3 6,6 138,4 2,6 3,0 521,3 55,4 312,9 7,2 
Servola  

dev.st 0,5 41,0 95,6 216,1 10,8 17,6 12036,3 634,1 3885,7 2,3 

 
 

Le concentrazioni dei metalli del suolo e della vegetazione dei due siti sono state 

confrontate tra loro mediante il test non parametrico di Mann-Whitney. Il test ha 

evidenziato una differenza significativa di piombo, nickel e manganese (p<0,05; Sig: 

0,034) nei suoli e di cadmio, piombo, zinco e boro (p<0,05; Sig: 0,034) nella 

vegetazione. Inoltre, nel suolo la presenza del piombo è significativamente correlabile 

con quella del manganese (RHO= 0,82; p<0,05) e con lo zinco (RHO= 0,75; p≤0,05), 

mentre ha una correlazione inversa con il nikel (RHO= - 0,75; p≤0,05). Anche nella 

vegetazione il piombo è significativamente correlabile con la concentrazione dello zinco  

(RHO= 0,92; p≤0,05). 
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A. Bioaccumulo in Eobania vermiculata 
 

Lo scopo della sperimentazione è quello di verificare se questa specie, poco studiata 

fin ad ora, è in grado di accumulare i metalli pesanti per riuscire a caratterizzare 

meglio la contaminazione di un sito. Nel caso in cui si verifichi un accumulo, questa 

specie potrebbe essere utilizzata in sostituzione a Cornu aspersus, di cui la raccolta in 

ambiente naturale è regolamentata dalla legge regionale n.16 del 5 dicembre 2008. 

A causa dell’elevata mortalità avvenuta nel sito di controllo, Università, è stato 

possibile analizzare un unico campione omogenizzato di 4 chiocciole, di conseguenza i 

risultati di queste analisi non verranno presi in considerazione. Pertanto, d’ora in 

avanti il controllo a cui si fa riferimento corrisponde alla concentrazione delle chiocciole 

provenienti direttamente dall’allevamento “Istituto Internazionale di Elicicoltura” che 

ha fornito le chiocciole per queste sperimentazioni, le cui concentrazioni sono riportate 

in tabella 4.2. Di seguito queste chiocciole vengono chiamate “di controllo” o “non 

esposte”. 

 

 

Tabella 4.2: concentrazioni espresse in µg/g di Eobania vermiculata nel sito di 
controllo all’Università. Lod = limite di rilevabilità, paragrafo 3.5. 
 

µg/g ps Cd Cu Pb Zn Cr Ni Fe Mn Al B 

epatopancreas 10,55 84,26 3,81 266,23 1,81 <lod <lod 297,88 595,28 38,65 

piede 0,48 87,16 <lod 58,55 0,44 <lod <lod 9,53 183,75 12,64 

corpo <lod 160,41 <lod 46,49 <lod <lod <lod <lod 47,32 11,78 

 

 

Sono state confrontate le concentrazioni dell’epatopancreas, del piede e del corpo 

delle chiocciole esposte a Servola e in Acquario (S ed A nelle figure successive) con 

quelle del controllo (B) per verificare se vi è stato un aumento della concentrazione dei 

metalli. In seguito, si è indagato se tra i due siti vi è una differenza significativa e se in 

ciascun sito di studio vi è stato un accumulo maggiore a carico di una delle parti 

analizzate. Alla fine è stato calcolato il fattore di bioaccumulo per l’organo che si è 

rilevato essere il principale sito di accumulo. Inoltre, grazie all’analisi del contenuto di 

metalli presenti nelle feci, rilasciate alla fine del periodo di esposizione, è possibile 

constatare quale metallo venisse maggiormente rilasciato. 

Dall’analisi dei campioni di chiocciole risulta che la ghiandola digestiva è il principale 

sito di accumulo. Infatti, nell’epatopancreas delle chiocciole posizionate a Servola si 
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rilevano concentrazioni elevate di Cd, Pb, Zn e Al rispetto al corrispettivo organo delle 

chiocciole di controllo. Come si vede dalla figura 4.5 il Cd e il Pb si sono accumulati di 

più nelle chiocciole posizionate a Servola rispetto a quelle poste nel terrapieno 

Acquario a prova della maggiore concentrazione del metallo nel suolo e nella 

vegetazione. Questi metalli tendenzialmente vengono accumulati più lentamente 

rispetto agli altri in quanto la chiocciola possiede due diverse strategie di 

detossificazione che riducono la quantità che si concentra nei tessuti molli (Laskowski 

et al., 1996) come riportato nel paragrafo 1.7.  

Metalli fisiologici come boro, manganese e alluminio hanno un comportamento 

diverso: nel piede è maggiore la concentrazione del boro nelle chiocciole di Servola e 

dell’alluminio in quelle di Acquario rispetto alle chiocciole bianche. Mentre nel resto del 

corpo si rileva una diminuzione del contenuto di boro e manganese nelle chiocciole del 

sito Acquario. 

 

 

Figura 4.5: concentrazione dei metalli espressa in µg/g di peso secco di Eobania 
vermiculata in epatopancreas, piede e corpo delle chiocciole del controllo (B), esposte 
in Acquario (A), esposte a Servola (S). Come controllo si fa riferimento alle chiocciole 
fornite dall’allevamento “Istituto Internazionale di Elicicoltura”, Cherasco. 
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Segue figura 4.5: concentrazione dei metalli espressa in µg/g di peso secco di Eobania 
vermiculata in epatopancreas, piede e corpo delle chiocciole del controllo (B), esposte 
in Acquario (A), esposte a Servola (S). Come controllo si fa riferimento alle chiocciole 
fornite dall’allevamento “Istituto Internazionale di Elicicoltura”, Cherasco. 
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Segue figura 4.5: concentrazione dei metalli espressa in µg/g di peso secco di Eobania 
vermiculata in epatopancreas, piede e corpo delle chiocciole del controllo (B), esposte 
in Acquario (A), esposte a Servola (S). Come controllo si fa riferimento alle chiocciole 
fornite dall’allevamento “Istituto Internazionale di Elicicoltura”, Cherasco. 
 

 

E’ stato calcolato il coefficiente di bioaccumulo (BAF) che esprime il rapporto tra la 

concentrazione del metallo nella chiocciola e la concentrazione del suolo. 

Il fattore BAF è usato per classificare le chiocciole come organismi macroconcentratori 

(BAF >2), microcentratori (1<BAF<2) o deconcentratori (BAF<1). Viard (2004) 

suggerisce che il suolo può contribuire fino al 40% nel valore totale di bioaccumulo di 

Cd, del 30% nell’accumulazione complessiva dello Zn e dell’80% nel bioaccumulo di Pb 

nei tessuti molli. Considerando queste percentuali si può calcolare il fattore BAF con le 
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seguenti formule (nel caso in cui le chiocciole possano cibarsi di Festuca arundinacea, 

Phallaris sp., Dactylis glomerata):  

BAFCd= [Cd] epatopancreas / (40% [Cd]suolo + 60% [Cd] piante) 

BAFPb= [Pb] epatopancreas / (80% [Pb]suolo + 20% [Pb] piante) 

BAFZn= [Zn] epatopancreas / (30% [Zn]suolo + 70% [Zn] piante) 

Non essendoci queste specie vegetali nei siti di studio si può però applicare la formula 

generale che esprime il BAF come il rapporto tra la concentrazione delle chiocciola e 

quella del suolo. In particolare è stato considerata la concentrazione per 

l’epatopancreas. I risultati evidenziano che Eobania vermiculata è macroconcentratore 

per il Cd, il Cu e il B in entrambi i siti di studio in quanto il rapporto è superiore a 2.  

Risulta un organismo deconcentratore (BAF<1) per tutti gli altri metalli analizzati, 

come è riportato in tabella 4.3.  

 

 

Tabella 4.3: valori di BAF di Eobania vermiculata esposte in 
Acquario e a Servola. Sono evidenziati i valori per cui BAF>2. 

 

 EPATOPANCREAS PIEDE CORPO 

 Acquario Servola Acquario Servola Acquario Servola 

Cd 2,81 3,81 5,98 0,35 0,79 0,39 

Cu 1,83 1,84 1,72 1,80 1,32 1,51 

Pb 0,01 0,04 0,01 0,02 0,01 0,01 

Zn 0,31 0,47 0,04 0,19 0,11 0,14 

Cr 0,02 0,04 0,03 0,10 0,01 0,04 

Ni 0,01 0,05 0,05 0,13 0,02 0,07 

Fe 0 0 0,01 0,00 0,01 0 

Mn 0,04 0,06 0,06 0,01 0,01 0,01 

Al 0 0,02 0,01 0,01 0 0,01 

B 11,03 7,48 1,88 2,53 2,72 2,68 

 

 

Invece, per valutare i meccanismi di detossificazione/escrezione dei metalli si è 

operato come segue. 

Alla fine del periodo di esposizione le chiocciole sono state portate in laboratorio e le si 

è tenute 3 giorni in una vaschetta per permettere al loro intestino di ripulirsi. Gli 

escrementi prodotti sono stati raccolti e analizzati per capire quali metalli venissero 
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eliminati e in che concentrazioni. Nella figura 4.6 vengono riportati i grafici dei metalli 

che Eobania ha rilasciato dopo l’esposizione a Servola e nel sito Acquario. 

Si nota un notevole rilascio del Pb nelle chiocciole esposte a Servola rispetto a quelle 

di Acquario a conferma dei risultati precedentemente esposti. Inoltre, il piombo è 

l’unico metallo a essere rilasciato in maniera così netta rispetto agli altri. Le feci delle 

chiocciole del sito Acquario presentano valori mediamente più alti rispetto a quelle di 

Servola. 

Con i dati disponibili è possibile classificare i siti di studio, secondo la classificazione di 

Pihan (1995), in cinque classi a seconda della concentrazione dei metalli presente 

nell’epatopancreas, come indicato nel paragrafo 1.7. Il sito di Acquario è paragonabile 

ad un sito di controllo (classe I) in cui non vi è contaminazione del suolo, mentre 

l’inquinamento di Servola è equivalente ad un area con inquinamento urbano (classe 

II). 
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Figura 4.6: concentrazione dei metalli 
espressa in µg/g di peso secco di Eobania 
vermiculata nelle feci esposte in Acquario e 
a Servola.  
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Analisi statistica dei dati 

 
I risultati di questa sperimentazione, essendo relativi a tre repliche indipendenti per i 

campionamenti effettuati nel sito Acquario e a Servola, sono stati sottoposti ad analisi 

statistica, al fine di verificare se la differenza tra i valori dei metalli nelle chiocciole 

esposte rispetto a quelle del controllo è significativa o meno. Il test applicato in questo 

caso è stato il test t-Student a un campione con livello di significatività pari a 5%. Si 

riporta in tabella 4.4 la significatività dei risultati del test per le chiocciole esposte nei 

due siti rispetto al valore di quelle non esposte: 

 

Tabella 4.4: risulato del test t di Student a un campione per confrontare i dati delle 
chiocciole di controllo con quelle esposte in Acquario e a Servola; gradi di libertà=2,. 
t= risultato del test, Sig = significatività al 5% (p< 0,05). 
 

 EPATOPACREAS PIEDE CORPO 

 Acquario Servola Acquario Servola Acquario Servola 

 t Sig. t Sig. t Sig. t Sig. t Sig. t Sig. 

Cd 0,60 0,583 4,74 0,042 1,01 0,371 2,27 0,151 2,38 0,076 3,55 0,071 

Cu -1,87 0,136 0,98 0,931 -3,11 0,036 -4,12 0,054 -1,93 0,125 1,38 0,300 

Pb 1,26 0,277 24,74 0,002 2,55 0,063 2,06 0,175 1,90 0,130 1,82 0,210 

Zn 0,97 0,388 5,89 0,028 0,80 0,471 2,27 0,151 0,23 0,831 2,20 0,158 

Cr -1,57 0,192 1,74 0,223 2,19 0,094 2,62 0,120 -2,60 0,060 1,65 0,239 

Ni 2,04 0,112 2,14 0,165 2,19 0,093 2,11 0,168 2,25 0,088 1,92 0,195 

Fe 1,61 0,182 3,21 0,085 1,49 0,209 1,26 0,333 0,68 0,532 -0,40 0,728 

Mn -0,46 0,672 3,14 0,088 1,13 0,324 2,76 0,110 2,90 0,044 3,46 0,074 

Al -0,68 0,534 5,50 0,031 -3,17 0,034 1,37 0,303 -2,66 0,056 0,28 0,806 

B -2,22 0,090 -3,40 0,077 -0,94 0,402 -16,42 0,004 -3,66 0,022 -0,58 0,959 

 

I dati indicano una diversa biodisponibilità dei metalli nei due siti. Si osserva un 

accumulo significativo nelle chiocciole esposte a Servola, in quanto presentano 

concentrazioni maggiori di cadmio, piombo, zinco, alluminio e boro che si concentrano 

principalmente nell’epatopancreas ad eccezione del boro che è presente 

significativamente solo nel piede. Le chiocciole del sito Acquario mostrano una 

differenza significativa con quelle del controllo per il rame, il boro, l’alluminio e il 

manganese a carico del piede e del corpo; mentre nell’epatopancreas non si è 

accumulato alcun metallo in maniera significativa, ossia la concentrazione è rimasta 

invariata nelle chiocciole esposte rispetto a quelle del controllo (p>0.05). 
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Per individuare l’organo o la parte del corpo in cui i metalli si sono accumulati 

significativamente (escludendo il confronto con le chiocciole del controllo) è stato 

applicato il test non parametrico Kruskal-Wallis. Questo test è stato utilizzato per 

confrontare le concentrazioni nell’epatopancreas, piede e corpo di ciascun sito. Il test 

ha indicato che non c’è alcuna differenza significativa nell’accumulo dei metalli delle 

chiocciole poste nel recinto in Acquario. Invece, il Pb (p<0.05, sig. 0,015) e il B 

(p<0.05, sig. 0,027) si sono accumulati significativamente nell’epatopancreas delle 

chiocciole poste a Servola. 

Mediante, il test t di Student si è verificato se vi è stato un rilascio significativo dei 

metalli nelle feci. Come è visibile dalla figura 4.6 le chiocciole esposte a Servola hanno 

eliminato un quantitativo significativo di Pb rispetto a quelle del sito Acquario (p = 

0,046). Per tutti gli altri metalli non vi è una differenza significativa tra i due siti di 

sperimentazione. 

 

In conclusione quindi, per capire se i due siti di studio, hanno determinato delle 

variazioni significative nell’accumulo complessivo è stato applicato il test di Mann-

Whitney ai dati delle concentrazioni delle chiocciole esposte. I risultati,riportati in 

tabella 4.5, evidenziano come i due siti hanno portato una significativa differenza 

(p<0.05) nell’accumulo di Cu, Pb, Cr, Al. 

 

 

Tabella 4.5: Significatività del test Mann-Whitney 
per il confronto delle concentrazione di metalli nelle 
chiocciole di Acquario e a Servola. Sig. = 
significatività al 5% (p<0.05). 
 

  Sig.  

 Cd 0.722  

 Cu 0.023  

 Pb 0.019  

 Zn 0.177  

 Cr 0.011  

 Ni 0.286  

 Fe 0.887  

 Mn 0.477  

 Al 0.0005  

 B 0.055  
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Per valutare se l’assimilazione dei metalli sopra citati dipenda dalla quantità presente 

nell’ambiente di esposizione è stata calcolata la correlazione bivariata tra le chiocciole 

e le concentrazioni di ciascun metallo nel suolo e successivamente nella vegetazione di 

entrambi i siti. La correlazione indica quanto la quantità dei metalli in Eobania sia 

connessa alle concentrazioni di contaminanti nei siti e quale sia la via di uptake. Il test 

applicato per quantificare la significatività è il test non parametrico di Spearman. I 

risultati del test mostrano una correlazione lineare significativa solo per il contenuto di 

cromo totale misurato nelle chiocciole e quello nel suolo (c= 0,89; p<0,01), mentre 

non c’è nessun legame tra il contenuto dei metalli delle piante e quello delle chiocciole. 

Nell’epatopancreas l’unico metallo per cui la concentrazione è altamente significativa e 

linearmente correlata con quella nel suolo è il Cu (p<0,001). Nel piede, invece, non vi 

è alcuna correlazione tra le concentrazioni analizzate nel suolo e nelle piante. 

In conclusione, dalla matrice di correlazione si è visto come la specie Eobania 

vermiculata non ha accumulato in maniera significativa alcun metallo se non il cromo 

totale, la cui concentrazione bioaccumulata è connessa con quella del suolo; si osserva 

che per il cromo totale non sono disponibili, fra l’altro, indicazioni di livello di screening 

ecologico per i suoli in riferimento alla tutela degli invertebrati (US-EPA, 2005).  
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B. Bioaccumulo in Cornu aspersus 

 
Durante la sperimentazione la mortalità di questa specie è stata del 64%. Gli individui 

sopravvissuti hanno mantenuto un peso simile a quello al momento dell’immissione 

(figura 4.4). Come per Eobania, è stata confrontata la concentrazione delle chiocciole 

esposte con quelle prese dall’allevamento e successivamente si è andati a verificare se 

esiste una differenziazione nell’accumulare i metalli in un organo rispetto all’altro. 

Come si vede nella figura 4.6 per alcuni metalli le concentrazioni riscontrate hanno 

un’elevata dispersione, tuttavia si nota come il cadmio, il piombo, lo zinco, il ferro e il 

manganese sono concentrati di più nell’epatopancreas. L’alluminio e il boro sono 

presenti in concentrazioni maggiori nelle chiocciole non esposte e durante l’esposizione 

vi è stata una diminuzione della concentrazione. 

Calcolando il fattore di bioaccumulo, BAF, risulta che Cornu a. è macroconcentratore 

per il Cd, il Cu, e il B che vengono accumulati a livello dell’epatopancreas; mentre 

deconcentra tutti gli altri metalli considerati (tabella 4.5). Il Cu è presente anche nel 

piede e nel corpo, essendo un metallo presente nell’emocianina, metalloproteina 

coinvolta nel trasporto dell’ossigeno, come descritto precedentemente al paragrafo 

1.6. 

Secondo la classificazione di Pihan (1995, cfr. paragrafo 1.7) l’esposizione a cui sono 

state esposte queste chiocciole corrisponde ad un sito di II classe, ovvero con 

inquinamento di tipo urbano per i metalli Cd, Cu e Mn e III classe, cioè con 

inquinamento industriale per Zn e Fe. Le concentrazioni di Pb e Cr rilevate 

nell’epatopancreas fanno ricadere il terrapieno Acquario, limitatamente ai campioni 

considerati, in un sito con assenza di contaminazione che può essere considerato come 

riferimento. 
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Tabella 4.5: valori del BAF per Cornu aspersus in Acquario. 
Sono evidenziati i valori per cui BAF>2. 

 

 EPATOPANCREAS PIEDE CORPO 

Cd 6,86 0,32 0,47 

Cu 2,58 3,75 3,78 

Pb 0,03 0 0 

Zn 0,92 0,11 0,10 

Cr 0,03 0,04 0,01 

Ni 0,08 0,04 0,03 

Fe 0,01 0 0 

Mn 0,18 0,02 0,01 

Al 0 0,01 0 

B 9,25 2,54 3,01 
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Figura 4.6: concentrazione dei metalli espressa in µg/g di peso secco di Cornu 
aspersus in epatopancreas, piede e corpo delle chiocciole bianche (B), esposte in 
Acquario (A), esposte a Servola (S). Per bianco si fa riferimento alle chiocciole fornite 
dall’allevamento “Istituto Internazionale di Elicicoltura”, Cherasco. 
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Segue figura 4.6: concentrazione dei metalli espressa in µg/g di peso secco di Cornu 
aspersus in epatopancreas, piede e corpo delle chiocciole bianche (B), esposte in 
Acquario (A), esposte a Servola (S). Per bianco si fa riferimento alle chiocciole fornite 
dall’allevamento “Istituto Internazionale di Elicicoltura”, Cherasco. 
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Segue figura 4.6: concentrazione dei metalli espressa in µg/g di peso secco di Cornu 
aspersus in epatopancreas, piede e corpo delle chiocciole bianche (B), esposte in 
Acquario (A), esposte a Servola (S). Per bianco si fa riferimento alle chiocciole 
fornite dall’allevamento “Istituto Internazionale di Elicicoltura”, Cherasco. 
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Analisi statistica dei dati 

 
L’analisi della varianza (ANOVA) a due vie, che valuta la significatività delle differenze 

tra medie per condizioni diverse (nel nostro caso tra organi diversi di bioaccumulo e 

tra organismi esposti in siti contaminati e non) è stata impiegata per confermare, nelle 

condizioni di contaminazione considerata (sito con contaminazione “invecchiata”) la 

tesi, riportata in diversi articoli, che la specie Cornu aspersus accumula i metalli 

dall’ambiente.  

Dai risultati dei test con ANOVA (tabella 4.6) si evince che l'esposizione delle chiocciole 

in sito ha comportato effettivamente una variazione delle concentrazioni dei metalli in 

Cornu. La sperimentazione in situ ha comportato un accumulo significativo del Cd, del 

Pb, dello Zn, del Fe, del Mn e del B. 

 

Tabella 4.6: risultati dei test degli effetti fra soggetti di ANOVA a due vie. F= 
risultato del test, df= gradi di libertà, Sig. = significatività al 5% (p<0.05). 
 

Sorgente Variabile dipendente 
Somma dei 
quadrati Tipo 
III 

df 
Media dei 
quadrati 

F Sig. 

Cd 39.580 2 19.790 15.409 .000 

Cu 15047.385 2 7523.693 1.061 .377 

Pb 3.829 2 1.914 4.522 .034 

Zn 135810.526 2 67905.263 42.475 .000 

Cr 1.296 2 .648 1.479 .267 

Ni 5.383 2 2.691 1.444 .274 

Fe 19976.894 2 9988.447 47.533 .000 

Mn 15730.326 2 7865.163 95.851 .000 

Al 14402.583 2 7201.292 2.448 .128 

Relazione tra la 
chiocciola e 
condizione di 
sperimentazione 

B 107.502 2 53.751 4.982 .027 

 
 

 

Questo risultato è stato anche confermato applicando il test non parametrico di 

Kruscal Wallis ai dati delle chiocciole non esposte (contemporaneamente per 

epatopancreas, piede e corpo) e poi a quelle esposte in sito. Tale test, i cui risultati 

sono riportati in tabella 4.7, ha evidenziato che l'esposizione abbassa il livello di 

significatività dell’ipotesi nulla per i metalli Cd, Pb, Cr, Fe, Mn e B. Dal test risultano 

significativi il Cr e il Mn. 
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Tabella 4.7: risultati del test di Kruscal Wallis, applicato considerando 
complessivamente le concentrazioni in epatopancreas, piede e corpo nelle chiocciole 
non esposte e dopo l’esposizione. df= gradi di libertà, Sig. = significatività al 5% 
(p<0.05). 
 

Non esposte Cd Cu Pb Zn Cr Ni Fe Mn Al B 
Chi-quadrato 2.756 3.200 2.622 1.689 1.689 1.689 1.689 3.822 4.356 5.422 
df 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
Sig. Asint. .252 .202 .270 .430 .430 .430 .430 .148 .113 .066 

Dopo 
l'esposizione 

Cd Cu Pb Zn Cr Ni Fe Mn Al B 

Chi-quadrato 5.600 2.756 5.422 5.600 5.956 3.822 5.600 6.489 2.400 5.600 
df 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
Sig. Asint. .061 .252 .066 .061 .051 .148 .061 .039 .301 .061 

 

 

 

 

 

C. Confronto tra Eobania vermiculata e Cornu aspersus 
 

Entrambe le specie sono state posizionate nel recinto costruito nel sito Acquario e 

sono state esposte per 30 giorni. Dal confronto delle concentrazioni rilevate nelle due 

specie è emerso che Cornu aspersus concentra in quantità maggiore i metalli (Cd, Zn, 

Pb, Fe, Mn e Ni) nell’epatopancreas rispetto ad Eobania vermiculata. Quest’ultima 

mostra una concentrazione maggiore solo per il Fe nel piede rispetto a Cornu.  

Inoltre, come è rappresentato in figura 4.7, si distingue per entrambe le specie un 

netto accumulo dei metalli nell’epatopancreas, il che fa presuppore che questi metalli 

vengano assunti per ingestione o che entrambe abbiano gli stessi processi metabolici 

che determinano un accumulo in quest’organo. Infatti, dal calocolo del fattore di 

bioaccumulo, calcolato per Eobania (punto a) e per Cornu (punto b) si è dimostrato 

che entrambe le specie chiocciole possono definirsi un organismo macroconcentratore 

per Cd, Cu e B. 
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Figura 4.7: concentrazioni (espresse come µg/g di peso secco) presenti in 
Cornu aspersus (giallo) ed Eobania vermiculata (viola) esposte nel sito 
Acquario. 
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Analisi statistica dei dati 

 

La variazione di accumulo tra le due specie è stata valutata applicando l’analisi 

statistica ai dati utilizzando il test di Man-Whitney (tabella 4.8). In questo modo è 

stato possibile confrontare le concentrazioni di ciascun organo di Eobania vermiculata 

con il corrispettivo di Cornu aspersus. Il test è stato applicato solo ed esclusivamente 

ai dati relativi al sito Acquario, in quanto la specie Cornu aspersus è stata immessa 

solo in questo sito. I risultati del test, riportati in tabella, mostrano che tra le due 

specie per i metalli Zn, Ni, Fe e Mn vi è una differenza significativa di accumulo 

nell’epatopancreas (p<0,05).  

Il test statistico ha dimostrato un’effetiva differenza tra la concentrazione del Cu nel 

piede e nel corpo tra le due specie come si nota nella figura 4.7. 

Le due specie non presentano una differenza significativa nell’accumulo di Cd e Pb, 

che comunque vengono accumulati in quantità maggiori nell’epatopancreas di Cornu 

aspersus. Questo fa presupporre che sia Cornu che Eobania abbiano la stessa modalità 

di accumulo dei metalli all’interno del proprio corpo, solo che la prima specie presenta 

delle capacità di accumulo maggiori. 

 

Tabella 4.8: risultato del test di Man-Whitney tra Eobania vermiculata e Cornu 
aspersus esposte al sito Acquario, U= risultato del test . Sig. = significatività al 5% 
(p<0.05). 
 

EPATOPANCREAS Cd Cu Pb Zn Cr Ni Fe Mn Al B 

U 2 2 3 1 4 0 0 0 4 6 

Sig. Asint. a 2 code .157 .157 .289 .034 .480 .034 .034 .034 .480 1.00 

PIEDE  

U 3 0 2 5 6 6 4 4 5.5 5 

Sig. Asint. a 2 code .289 .034 .157 .724 1.000 1.000 .480 .480 .856 .724 

CORPO           

U 4 0 4 4. 0 4 4 5 3 5 

Sig. Asint. a 2 code .480 .034 .480 .480 .077 .480 .480 .724 .289 .724 
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4.1.2.2    IPA 

 
E’ stato raccolto anche in questo caso del suolo superficiale con la stessa modalità 

adottata per analizzare il contenuto di metalli. Si riportano i valori del limite di legge 

per gli analiti riscontrati e il valore di screening ecologico secondo l’EPA (2007) nella 

tabella 4.9. L’analisi del suolo superficiale ha evidenziato una contaminazione in base 

alle concentrazioni soglia di contaminazione (CSC) per siti residenziali del D.L 

152/2006. Le concentrazioni superano in media 13 volte i limiti consentiti. In 

particolare, il benzo[a]antracene supera il limite di 12,6 volte, il benzo[a]pirene lo 

supera di 33 volte, l’indeno[123-cd]pirene di 17 volte ed infine il benzo[ghi]perilene di 

22 volte. 

L’EPA (2007) riporta i livelli di screening ecologico (Eco-SSLs) espressi come media 

geometrica per gli invertebrati del suolo: Eisenia veneta e Enchytraeus crypticus, 

Lumbricus rubellus (anellidi) solo per fenantrene, fluorene, fluorantene (che non 

vengono considerati dalla legge italiana) e pirene. L'EPA 2007 non tratta i congeneri 

dal benzo[a]antracene al benzo[ghi]perilene per quanto riguarda la tossicità per gli 

organismi del suolo ma ne parla solo in riferimento ai mammiferi e all’avifauna. Nella 

tabella 4.9 si riporta solo il valore del pirene per il confronto con la legge italiana. 

 

Tabella 4.9: Concentrazione di IPA nel suolo del sito Acquario in cui è stato 
posizionato il recinto, espressa in mg/kg di peso secco. Sono riportati inoltre, i limiti 
di legge (ex D.Lgs. 152/06) e le concentrazioni massime accettabili nel suolo per gli 
organismi invertebrati come livelli di screening ecologico (US-EPA, 2007). NA= dati 
non sufficienti; NT=IPA non tossico. 
 

mg/kg ps P B[a]A C B[b+k]F B[a]P ID D[ah]A B[ghi]P 

CSC scenario residenziale 

Limite di legge D.Lgs. 152/2006 
5 0,5 5 0,5 0,1 0,1 0,1 0,1 

Livello di screening eco  

(US EPA, 2007) invetebrati  
18 - - - - - - - 

Acquario suolo 4,5 6,3 7,4 4,7 3,3 1,7 0,8 2,2 

 

 

L’assunzione degli IPA per le chiocciole può avvenire similmente a come avviene per i 

lombrichi, ovvero per contatto diretto con la fase solubile dell’acqua interstiziale del 

suolo che in questo senso può causare effetti tossici e favorire fenomeni di 

bioaccumulo. Questo comportamento avviene soprattutto per i congeneri che hanno 

un basso peso molecolare, mentre esiste più variabilità per i congeneri con peso 
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molecolare maggiore (EPA, 2007). In genere la tossicità degli IPA aumenta 

all’aumentare del peso molecolare. Secondo l’agenzia statunitense il livello di 

screening ecologico per gli invertebrati del suolo per gli IPA a basso peso molecolare è 

29 mg/kg e per gli IPA ad alto peso molecolare è di 18 mg/kg.  

I risultati dell’analisi del suolo dimostrano che il valore del pirene è nettamente 

inferiore al limite proposto dall’EPA. 

 

 

 

 

A. Bioaccumulo in Cornu aspersus 

 
Le chiocciole, provenienti dall’allevamento, prima di essere immesse nel recinto sono 

state analizzate. Queste chiocciole pertanto vengono definite in seguito come non 

esposte o di controllo. I valori degli IPA nelle chiocciole non esposte rispetto a quelle 

esposte sono rappresentati nelle figure 4.8. E’ stata fatta un'unica analisi sulle 

chiocciole di controllo che ha evidenziato un valore elevato di benzo[a]pirene. Sarà 

opportuno valutare il rischio di ingestione delle lumache per l’uomo, essendo queste 

commercializzate a fini alimentari. 

Le chiocciole esposte hanno indicato un accumulo a carico dell’epatopancreas dove in 

media i congeneri hanno avuto un aumento del 26%. Si è verificato un aumento degli 

IPA con peso molecolare maggiore a partire dal benzo[a]antracene fino al 

benzo[g,h,i]perilene che nelle chiocciole non esposte non sono presenti. 

Nel piede i congeneri dal benzo[a]antracene fino al benzo[g,h,i]perilene hanno valori 

più alti nelle chiocciole non esposte. Nel corpo, invece i congeneri sono distribuiti in 

maniera uniforme sia nelle chiocciole dell’allevamento che in quelle dell’esperimento.  

Quindi, la ghiandola digestiva risulta il principale organo di accumulo degli IPA, in 

particolare per i congeneri più pesanti. 



                                                                                                                Risultati e Discussione 

 142 

 

 

 

 

 

 

 

 

epato.            piede            corpo                                   epato.           piede           corpo  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

epato.            piede            corpo                                   epato.           piede           corpo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

epato.            piede            corpo                                   epato.           piede           corpo 

 

Figura 4.8: concentrazioni degli IPA espressi in µg/kg di peso fresco per Cornu 
aspersus (epatopancreas, piede e corpo) in Acquario Acquario(A) e nelle chiocciole 
non esposte (B).. 
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Segue figura 4.8: concentrazioni degli IPA espressi in µg/kg di peso fresco per Cornu 
aspersus (epatopancreas, piede e corpo) in Acquario Acquario(A) e nelle chiocciole 
non esposte (B).. 
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Segue figura 4.8: concentrazioni degli IPA espressi in µg/kg di peso fresco per Cornu 
aspersus (epatopancreas, piede e corpo)  in Acquario(A) e nelle chiocciole non 
esposte (B). 
 

Per capire come gli IPA, a seconda del numero degli anelli aromatici si distribuiscono 

nella chiocciola tra l'epatopancreas, il piede e il corpo si è espresso il valore delle 

concentrazioni in scala logaritmica per poter effettuare un confronto tra i valori 

determinati. E' risultato che i congeneri da 3 a 4 anelli, ovvero dal fenantrene al 

pirene, sono distribuiti in tutta la chiocciola con concentrazioni lievemente più alte 

nell'epatopancreas. Man mano invece, che aumenta il numero degli anelli, cioè dal 

benzo[a]antracene al benzo[g,h,i]perilene, l'organo che presenta le concentrazioni 

maggiori è l'epatopancreas (figura 4.9). 
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Figura 4.9: ripartizione degli IPA nell'epatopancreas, piede e corpo delle chiocciole 
esposte (µg/kg). 
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Dal calcolo, invece, del fattore di bioaccumulo che rapporta la concentrazione del suolo 

a quella della chiocciola si evince che Cornu aspersus è una specie deconcentratrice di 

IPA, ovvero il BAF è sempre inferiore a 1. Questo significa che le concentrazioni 

presenti nel suolo per quanto superino notevolmente i limiti di legge della 152/2006 

non si accumulano in maniera significativa nell’animale, oppure che questa specie 

possiede dei meccanismi efficaci di detossificazione. 

 

 

Analisi statistica dei dati 

 
Come nei casi precedenti è stata valutata la differenza degli IPA presenti nelle 

chiocciole esposte con quelli del controllo. In questo caso è stato utilizzato il test t di 

Student a un campione in quanto un unico campione delle chiocciole del controllo è 

stato confrontato con le repliche dei campioni esposti. Si ricorda in ogni caso che ogni 

dato degli IPA è rappresentativo di un omogeno di 5 chiocciole. Di conseguenza, si è 

assunto che la concentrazione del campione di controllo sia rappresentativa della 

media della popolazione delle chiocciole non esposte. Per cui è stato confrontato il 

valore dell'epatopancreas delle chiocciole esposte con quello del controllo e così via 

per tutti i campioni. Il risultato del test, riportato in tabella 4.10, ha evidenziato quello 

che già evidenziano i grafici riportati nella figura 4.8, ovvero che vi è stato un 

aumento significativo degli IPA a carico dell’epatopancreas e del piede per fenantrene, 

antracene, fluorantene e pirene. Nel corpo vi è stato una differenza significativa solo di 

fenantrene e fluorantene. 

 

E’ stato infine, verificato nelle chiocciole esposte se l’aumento delle concentrazioni 

avviene a carico in particolar modo dell’epatopancreas, del piede o del corpo. In 

particolare se vi è stato un accumulo significativo degli IPA nell’epatopancreas rispetto 

alle altre parti analizzate. Il test utilizzato in questo caso è il test non parametrico 

Kruscal-Wallis, i cui risultati sono riportati in tabella 4.11. E’ risultato significativo solo 

il pirene che come si evince dalla figura 4.8 si accumula prevalentemente 

nell’epatopancreas. 
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Tabella 4.10: risultato del test t-Student a un campione per confrontare le 
concentrazioni degli IPA nelle chiocciole non esposte con quelle poste in Acquario. 
Sig. = significatività al 5% (p<0.05). 
 

 EPATOPANCREAS PIEDE CORPO 

 t Sig t Sig t Sig 

F 1.449 0.220 3.507 0.039 2.472 0.068 

Phe 2.827 0.047 7.701 0.004 3.112 0.035 

AN 3.071 0.037 6.485 0.007 2.671 0.055 

FL 3.760 0.019 7.275 0.005 2.977 0.040 

P 3.226 0.032 15.441 0.000 2.768 0.050 

B[a]A 1.392 0.236 2.022 0.136 1.852 0.137 

C 1.437 0.223 1.831 0.164 1.706 0.163 

B[b+k]F 2.572 0.061 1.738 0.180 1.603 0.184 

B[e]P 2.340 0.079 1.681 0.191 2.191 0.093 

B[a]P 1.401 0.233 2.316 0.103 3.206 0.032 

ID 1.404 0.232 2.624 0.078 1.924 0.126 

D[a,h]A 1.000 0.373 2.097 0.126 1.776 0.150 

B[g,h,i]P 1.257 0.277 3.963 0.028 3.159 0.034 

 

 

 

 

 

 H Sig. 

F 2,781 0,248 

Phe 4,143 0,129 

AN 4,409 0,110 

FL 3,325 0,189 

P 6,386 0,041 

B[a]A 1,771 0,412 

C 3,590 0,166 

B[b+k]F 2,296 0,317 

B[e]P 2,090 0,351 

B[a]P 4,893 0,086 

ID 0,598 0,741 

D[a,h]A 0,633 0,728 

B[g,h,i]P 0,348 0,840 

 

 

Tabella 4.11: risultato del test di Kruscal-Wallis per il 
confronto tra epatopancreas, piede e corpo di Cornu 
aspersus nel sito Acquario H= risultato del test, Sig = 
significatività al 5% (p<0,05). 
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4.1.3 Esposizione all’aria 
 

 

Questa sperimentazione ha permesso di valutare la rilevanza dell’inalazione delle 

chiocciole nell’accumulare gli inquinanti aereodispersi (anche deposizioni). 

L'esperimento è stato svolto in prossimità della cokeria dell’impianto siderurgico della 

Ferriera di Servola, che si trova a confinare con l’abitato dell’omonimo rione triestino, 

per valutare le emissioni atmosferiche contenenti metalli pesanti e IPA. 

Siccome tra il 2007 ed il 2008, l'Unità di Ricerca in Chimica Ambientale dell'Università 

di Trieste –riportato anche nella tesi di Dottorato di Di Monte (2009) – ha intrapreso 

uno studio per monitorare gli IPA dell’aria nell’abitato di Servola si è scelto di 

posizionare le gabbie delle chiocciole nello stesso punto in cui era presente il 

campionatore. Per cui le gabbie sono state posizionate in prossimità del perimetro 

della Ferriera di Servola e quelle di controllo nei pressi dell'Università, a circa 4½Km 

dalla zona industriale ed in una zona non soggetta a emissioni importanti di particolato 

atmosferico ed IPA. Anche in questa zona era presente un campionatore per il 

Particolato Totale Sospeso (PTS). I risultati dello studio di Dottorato sopra riportato 

evidenziano come in prossimità dell’impianto industriale la qualità dell’aria sia stata 

fortemente alterata sia per quanto riguarda le emissioni di polveri che per quelle di 

IPA.  

Il Particolato Totale Sospeso (PTS) in atmosfera, è stato rilevato in concentrazione 

sempre più elevato a Servola nei pressi della Ferriera, in media 5 volte superiore a 

quella registrata all'Università. Nel periodo di campionamento da aprile ad ottobre 

2008, a Servola si sono registrate concentrazioni di PTS anche superiori ai 500 µg�m-3 

nelle 24h contro un livello di attenzione di 150 µg�m-3 e di allarme di 300 µg�m-3. 

Complessivamente è risultato che gli IPA a Servola sono presenti mediamente in 

concentrazioni di due ordini di grandezza superiori a quelle registrate nei pressi 

dell'Università. Nella figura 4.10 si riportano i valori del Particolato Totale Sospeso e 

delle concentrazioni degli IPA per il sito di Servola, mentre nella figura 4.11 si 

riportano i valori degli IPA presenti nell’aria relativi al periodo di esposizione delle 

chiocciole raccolti col campionatore. 
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Figura 4.10: boxplot dei valori di concentrazione di PTS e IPA totali misurati nel sito di 
Servola (S) e all’Università (U), (Di Monte, 2009). 
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Figura 4.11: valori degli IPA nell’aria a Servola calcolati come 
media di 14 giorni di campionamento nel periodo di esposizione 
delle chiocciole ed espressi in ng/Nm3. 
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L’esperimento è stato attuato con delle gabbie aperte per monitorare l’aria ambientale 

soggetta a ricircolo e a deposizione del particellato atmosferico. Le gabbie chiuse 

invece, sono rappresentative della parte inalabile più leggera che rimane intrappolata 

verso il fondo della gabbia.  

Nella gabbia inoltre, è stato posizionato oltre al quadrello in Dacron® anche un 

termometro. In media, la temperatura da settembre a ottobre è stata di 

15,31±3,81°C e nelle gabbia chiuse la temperatura è rimasta 1,50°C più bassa di 

quelle aperte. 

La mortalità media è stata del 28% indipendentemente dal sito di esposizione e dalla 

tipologia della gabbia. 

Durante l’esperimento le chiocciole sono rimaste attive e non hanno formato 

l’epifragma che avrebbe comportato una riduzione delle attività metaboliche e quindi 

dell’assunzione dei contaminanti aerodispersi. 

 

 

4.1.3.1    Metalli  

 
Dall’analisi al SEM (Microscopio elettronico a Scansione) del campionatore passivo non 

è stato possibile rintracciare alcun metallo sulla membrana adesiva dello strumento 

adatta ad intrappolare i metalli aereo dispersi. 

Nella tabella 4.12 si riportano le concentrazioni dei metalli pesanti delle chiocciole non 

esposte e nella tabella 4.13 quelle dell’insalata idroponica con cui sono state 

alimentate durante il periodo di esposizione. 

E’ stato valutato il contenuto dei metalli pesanti in Eobania vermiculata posizionata 

nelle gabbie aperte e in quelle chiuse in entrambi i siti. 

Per capire le differenze di concentrazione tra le chiocciole esposte e quelle bianche è 

stata valutata la variazione di accumulo mediante la seguente formula, indicata da 

Castello (2006):  

 

Vx = [(Cx – Co)/ Co] x 100 

 

dove Cx è la concentrazione del campione esposto e Co quella del campione non 

esposto. In questo modo è stato possibile constatare che nelle gabbie poste in 

prossimità della Ferriera, si è verificato un accumulo di Fe che è il tipico tracciante di 

delle emissioni provenienti da acciaierie (Prati et al, 2000), (figura 4.12).  
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Risulta anomala la concentrazione del cadmio: nelle gabbie chiuse a Servola le 

chiocciole presentano dei valori maggiori rispetto a quelle posizionate all’Università 

dove avviene esattamente la situazione opposta. Sarebbe stato opportuno verificare la 

presenza di questo metallo anche sul campionatore passivo  

Tuttavia questa modalità di sperimentazione non ha dato i risultati attesi in quanto 

non vi è stata una variazione tra le diverse tipologie e sito di esposizione. 

 

Tabella 4.12: concentrazioni medie (µg/g peso secco) e deviazione standard delle 
chiocciole non esposte. 
 

 Cu Zn Fe Mn Al B Cr Ni Pb Cd 
Media 86,44 54,02 111,88 13,13 35,98 20,98 0,26 0,50 0,13 3,83 

Dev.st 11,90 4,07 21,79 1,69 18,64 3,66 0,27 0,07 0,02 0,34 

 

 

Tabella 4.13: concentrazioni medie (µg/g peso secco) e deviazione standard 
dell’insalata idroponica con cui sono state alimentate le chiocciole. 
 
 

 Cu Zn Fe Mn Al B Cr Ni Pb Cd 
Media 0,39 19,73 81,61 25,93 < LOD 29,66 1,94 2,73 < LOD 0,39 

Dev.st 0,03 13,19 0,86 0,76  5,51 0,13 0,23  0,03 
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Figura 4.12: concentrazione dei metalli espresse in µg/g peso secco in Eobania 
vermiculata a Servola e all’Università. 
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Analisi statistica dei dati 
 
I risultati della sperimentazione sono stati sottoposti ad analisi statistica, al fine di 

verificare la significatività delle differenze di concentrazione dei metalli pesanti per 

tipologia di gabbia e per sito di studio. Mediante il test non parametrico Kruscal-Wallis 

è stato possibile verificare se l’esposizione delle chiocciole a Servola e all’Università 

abbia comportato delle differenze significative rispetto alle chiocciole non esposte. 

Il test è risultato significativo per Zn, Cr, mentre Cd, Pb e B presentano un valore del 

test prossimo alla significatività. Si riporta in tabella 4.14 l’esito dell’applicazione del 

test ai dati di concentrazione dei metalli nei tessuti di Eobania vermiculata. 

 

 

 

 

 

 Sig. 

Cd 0,054 

Cu 0,257 

Pb 0,055 

Zn 0,043 

Cr 0,012 

Ni 0,070 

Fe 0,097 

Mn 0,090 

Al 0,778 

B 0,055 

 

 

 

Per valutare se la condizione di esposizione delle chiocciole all’aria (gabbia aperta o 

chiusa) abbia comportato un accumulo significativo e se la variazione di 

concentrazione nelle chiocciole esposte sia rilevante rispetto a quelle del controllo è 

stato utilizzato il test di Mann-Whitney come riportato in tabella 4.15.  

Dal confronto tra le chiocciole esposte all'Università rispetto a quelle posizionate a 

Servola si evidenzia un accumulo significativo del Cr in entrambe le tipologie di 

esposizione. La concentrazione del Cr è maggiore all'Università. 

Nelle chiocciole delle gabbie aperte, il test ha evidenziato un accumulo significativo del 

Fe a Servola rispetto al sito dell’Università. Il test ha anche indicato una variazione 

Tabella 4.14: significatività del test di Kruscal-Wallis 
per il confronto delle concentrazione dei metalli in 
Eobania vermiculata esposte a Servola e all’Università 
rispetto alle chiocciole non esposte. Sig= significatività 
al 5% (p<0,05). 
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significativa dello Zn nelle gabbie chiuse. Questa differenza potrebbe essere spiegata 

con il fatto che il Fe potrebbe essere stato assunto anche per contatto cutaneo con le 

polveri che si sono depositate nella gabbia, e che quindi risulta maggiore l’apporto nei 

pressi dell’impianto siderurgico. Mentre l'assunzione di Zn potrebbe essere avvenuta 

attraverso l'inalazione del particellato atmosferico. 

 

 
Tabella 4.15: significatività test di Mann-Whitney per il confronto 
tra le chiocciole del controllo (cont.) e quelle esposte, 
SVA=Servola gabbia aperta, SVC=Servola gabbia chiusa, 
UVA=Università gabbia aperta, UVC=Università gabbia chiusa. 
Sig. = significatività al 5% (p<0.05). 

 

 SVA- 

cont. 

Sig. 

UVA-

cont. 

Sig. 

SVA-SVC 

 

Sig. 

UVA-UVC 

 

Sig. 

SVA-UVA 

 

Sig. 

SVC-UVC 

 

Sig. 

Cd 0,049 0,049 0,275 0,126 0,275 0,127 

Cu 0,827 0,275 0,126 0,275 0,126 0,127 

Pb 0,049 0,512 0,055 0,126 0,512 0,513 

Zn 0,049 0,049 0,275 0,827 0,827 0,050 

Cr 0,049 0,049 0,049 0,049 0,049 0,050 

Ni 0,049 0,049 0,512 0,275 0,512 0,827 

Fe 0,049 0,126 0,049 0,512 0,049 0,513 

Mn 0,049 0,049 0,126 0,827 0,827 0,275 

Al 0,827 0,512 0,512 0,512 0,512 0,827 

B 0,049 0,049 0,512 0,827 0,512 0,050 

 

 

La presenza di particolato sedimentabile di natura non inalabile contenente ferro è 

stata rilevata anche dall’analisi condotte da ARPA Trieste (2005) effettuate sulle 

ricadute secche. Lo studio evidenziò la presenza di particolato sedimentabile non 

inalabile di granulometria medio-grossolana compresa tra 15 e 2100 µm, con 

prevalenza di particelle di natura carboniosa, morfologicamente attribuibili a grafite, 

coke e carbone fossile, ed alcuni contaminanti di natura inorganica quali ferro, calcio e 

silicio. Le analisi rilevarono una composizione media del particolato del 60% di 

componente carboniosa, 25% di minerali di ferro e 15% di inerti. Anche da un altro 

studio (Prati, 2000), sulle emissioni provenienti dell’acciaieria di Genova del distretto 

di Cornigliano, ormai dismessa, si riporta che il Fe è presente sia nella parte fine che in 
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quella grossolana del particolato atmosferico (PM2,5-PM10) e la composizione media 

dell’aerosol vicino all’impianto presentava i seguenti valori: Fe (35%), S (25%), Ca 

(9%), Cl (7%), Si (7%), Na (5%), K (4%) Pb (2.5%), Zn (1%). Inoltre, è stato 

osservato che la presenza del Cr è correlata a quella del Fe e anch’esso è presente sia 

nella parte fine che in quella grossolana del particolato atmosferico (Ziemacki et al., 

2003). Lo Zn e il Pb, invece, sono legati alla parte fine (PM2,5) e potrebbero essere 

dovuti anche al traffico veicolare (Prati et al., 2000) o alle emissioni dell’impianto in 

quanto sono spesso associati agli ossidi di Fe nella forma insolubile del minerale 

franklinite, oppure nella forma solubile legati a carbonati di calcio (Sammut et al., 

2005). 

 

 

4.1.3.2    IPA 

 
I “quadrelli” esposti nei siti hanno confermato i dati messi in luce dallo studio Di Monte 

(2009), ovvero che la concentrazione degli IPA è maggiore nel sito di Servola cioè è in 

media un ordine di grandezza più alta di quelli posti nel sito di controllo, presso 

l’Università. I “quadrelli” sono stati posti sia nelle gabbie aperte (per studiare 

diffusione e deposizione di contaminanti atmosferici) che in quelle chiuse (per studiare 

la sola contaminazione per diffusione). Ovviamente la concentrazione in quest’ultimo 

caso sarebbe stata minore. Dall’analisi dei quadrelli è emerso che il Dacron® esposto 

nelle gabbie aperte a Servola ha le concentrazioni maggiori rispetto al corrispettivo del 

sito di controllo e che effettivamente le pareti chiuse delle gabbie hanno ridotto 

l’accumulo degli IPA sul campionatore (figura 4.13) 

E’ stato calcolato il fattore di arricchimento (FA) dei singoli IPA sulla matrice utilizzata  

come il rapporto tra il valore del campionamento a Servola e quello ottenuto dal 

quadrello all’Università che rappresenta il sito di controllo. Il Dacron® a Servola nelle 

gabbie aperte, mostra un accumulo (FA>10) per antracene, fluorantene, crisene, 

benzo[e]pirene (16, 18, 24 e 17 rispettivamente) e per il benzo[a]pirene un fattore di 

arricchimento uguale a 50. Anche nelle gabbie chiuse, il fattore di arricchimento risulta 

elevato (FA>10) per antracene (31), fluoranetene (27), crisene (17), 

benzo[b+k]fluorantene (15) e benzo[a]pirene (25).  

I valori elevati del fattore arricchimento indicano che i fenomeni di deposizione delle 

polveri avviene in maniera non trascurabile, come è stato anche osservato dalla 

campagna di monitoraggio per mezzo di deposimetri dall’ARPA Trieste nel 2004-2005. 
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Alla luce di questi risultati e per motivi di economia operativa si è deciso di analizzare 

il contenuto degli IPA solo nelle chiocciole esposte nelle gabbie aperte. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.13: concentrazione (espressa in ng/g) di IPA dei ”quadrelli” posizionati a 
Servola e all’Università. SVA=Servola gabbia aperta, SVC=Servola gabbia chiusa, 
UVA=Università gabbia aperta, UVC=Università gabbia chiusa. 
 

 

 

Nelle chiocciole esposte a Servola si evidenzia una concentrazione maggiore dei 

congeneri: fluorene, fenatrene, benzo[e]pirene e benzo[a]pirene rispetto a quelle 

esposte all’Università (figura 4.14). I congeneri benzo[e]pirene e benzo[a]pirene sono 

presenti unicamente nelle chiocciole poste a Servola. Tuttavia, la concentrazione degli 

IPA nelle chiocciole poste nel sito di controllo è comunque non trascurabile e ciò fa 

pensare ad un inquinamento di tipo urbano (riscaldamento, traffico veicolare, etc…). 
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Figura 4.14: concentrazione di IPA in Eobania vermiculata esposta all’aria nei 
pressi della cokeria di Servola e all’Università. 

 

 

Complessivamente, risulta che gli IPA nelle chiocciole a Servola sono presenti 

mediamente in concentrazioni di una volta e mezza superiore a quelle monitorati nei 

pressi dell'Università.  

La presenza del benzo[a]pirene è stato rilevato anche nelle ricadute secche 

sedimentabili presenti nei campioni di particolato raccolti da ARPA (2005) presso le 

postazioni deposimetriche situate entro un’area di circa 1 km dalla Ferriera ed in 

posizione distale dallo stabilimento. Dai risultati dell’analisi si evidenziò che un 
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abbattimento del valore medio di ricaduta del benzo[a]pirene di circa 10 e 100 volte 

rispetto il valore rilevato entro il perimetro dello stabilimento. 

 

Normalizzando i dati in base al contenuto lipidico, ovvero dividendo la concentrazione 

degli IPA per il peso dei lipidi, si ottiene il quantitativo di IPA presenti in un grammo di 

tessuto della chiocciola.  

La normalizzazione rispetto al contenuto di lipidi permette di confrontare le 

concentrazioni rilevate a scale diverse, mantenendo evidente la differenza tra i due siti 

di studio. Nella figura 4.15 si riportano i dati normalizzati rispetto al contenuto lipidico 

di un grammo di tessuto, i cui valori sono riportati in tabella 4.16. Si può osservare 

come la quantità di IPA accumulati risulti correlata alla quantità di grassi presente nel 

tessuto e gli inquinanti presentano lo stesso trend visto nella figura precedente.  

Le chiocciole hanno un basso contenuto lipidico, infatti è stato rilevato un valore medio 

del 3% su un campione di 1 g omogeneizzato dell’intera chiocciola. I gasteropodi 

hanno la caratteristica di utilizzare i polisaccaridi al posto dei grassi, in particolare il 

glicogeno, perché riescono ad essere metabolizzati più velocemente in caso di 

necessità per un abbassamento repentino della temperatura o per periodi di siccità 

(Novelli, 2002). 
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Figura 4.15: concentrazione (µg per g di lipidi) di IPA nella chiocciola 
normalizzata per il contenuto lipidico. 
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Tabella 4.16: Peso medio e deviazione standard del 
peso delle chiocciole e del contenuto lipidico. 

 
 Non esposte Servola Università 

Peso fresco (g) 1,09 ± 0,06 1,10 ±0,15 1,06 ± 0,03 

Peso lipidi (g) 0,07 ± 0,04 0,08 ±0,03 0,04 ± 0,02 

 

 

 

Analisi statistica dei dati 

 

Per valutare se vi sia stato un accumulo significativo nelle chiocciole esposte a Servola 

e all’Università rispetto a quelle non è esposte i dati sono stati sottoposti al test di 

Kruscal Wallis. Il test ha espresso che vi è differenza significativa per il fluorene e il 

benzo[e]pirene si avvicina a valori significativi (tabella 4.17). 

 

Tabella 4.17: Risultato del test Kruskal-Wallis per il confronto tra Eobania 
vermiculata espsoste a Servola e all’Università rispetto alle chiocciole non esposte. 
df= gradi di libertà, Sig. = significatività al 5% (p<0.05). 
 

 F Phe AN FL P B[a]A C B[bk]F B[e]P B[a]P 

Chi-quadrato 6.489 2.400 2.489 1.867 .622 .800 1.689 2.756 5.505 2.541 

df 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

Sig. Asint. .039 .301 .288 .393 .733 .670 .430 .252 .064 .281 

 

Invece, le concentrazioni degli IPA di Servola sono state confrontate con quelle 

dell’Università per capire se l’accumulo nelle chiocciole varia in funzione della 

contaminazione ambientale. Perciò mediante il test di Mann-Whitney è stato possibile 

constatare che vi è una differenza significativa tra le concentrazioni di fluorene, 

fenantrene, antracene e sopratutto per il benzo[e]pirene. Si riportano i tabella 4.18 i 

risultati del test. 

 

Tabella 4.18: Risultato del test di Mann-Whitney per il confronto tra Eobania 
vermiculata a Servola e all’Università. U= risultato del test, Sig. = significatività al 
5% (p<0.05). 
 

 F Phe AN FL P B[a]A C B[bk]F B[e]P B[a]P 
U  0 0 0 2 4 4 4 4 0 1.5 
Sig. Asint. a 2 code .050 .050 .050 .275 .827 .827 .827 .827 .037 .121 
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Il risultato del test evidenzia come le chiocciole esposte all’aria di Servola abbiano 

avuto rispetto alle chiocciole del sito di controllo un accumulo significativo del 

benzo[e]pirene che risulta più biodisponibile o metabolicamente più stabile rispetto 

agli altri nove IPA monitorati. 
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4.1.4 Studio del tessuto olfattivo 
 
Le chiocciole della specie Eobania vermiculata, posizionate nelle gabbie aperte 

dell’esperimento precedente ed esposte in prossimità della cokeria dell’impianto 

industriale di Servola e presso l’Università, sono state sottoposte allo studio 

dell’alterazione del tessuto olfattivo. Come anticipato al paragrafo 3.9, è stato 

asportato un tentacolo posteriore che è stato poi fissato in formalina e colorato con 

una colorazione tricromica per distinguere meglio i vari tessuti.  

Mediante un vetrino di calibrazione è stato possibile misurare: 

-lo spessore dello strato muciparo del tessuto; 

-lo spessore del tessuto olfattivo nel suo complesso; 

-lo spessore della neuropila, area ad alta concentrazione di neuroni sensoriali. 

Per confrontare i valori delle misure effettuate sui tessuti e verificare se le differenze 

siano o meno significative, è stato utilizzato il test t di Student a campioni indipendenti 

(livello di significatività 5%). 

Il test ha confermato i risultati attesi, ovvero che le chiocciole esposte a Servola hanno 

riportato dei valori significativamente diversi nello spessore delle tre parti studiate. 

Nella tabella 4.19 sono indicati i risultati del test e nelle figura 4.16, 4.17, 4.18 è 

possibile notare quanto marcata sia la differenza tra i due siti. 

Nell’appendice si riportano le foto scattate per questo studio. 

 

Tabella 4.19: risultato del test t di Student applicato alle misure effettuate sui 
rinofori di Eobania vermiculata esposta a Servola e all’Università, df= gradi di 
libertà, t-value= risultato del test , Sig.= significatività al 5% (p<0,05). 
 

campione 
Università 

(µm) 

Servola 

(µm) 

N. 

misurazioni 
t-value df Sig. 

strato muciparo 9,07±2,45 15,97±6,60 49 -6,85 96 0,000 

tessuto olfattivo 27,69±8,89 32,12±12,45 40 -1,82 78 0,045 

neuropila 152,20±36,45 192,92±68,54 18 -2,22 34 0,012 
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Figura 4.16: variazione dello 
spessore dello strato muciparo, 
espresso in µm, di Eobania v. 
posizionate a Servola e 
all’Università. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.17: variazione dello 
spessore dell’epitelio olfattivo 
sensoriale, espresso in µm, di 
Eobania v. posizionate a Servola e 
all’Università. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.18: variazione dello 
spessore della neuropila, espresso in 
µm, di Eobania v. posizionate a 
Servola e all’Università. 
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ESPERIMENTO IN LABORATORIO 

 
Per affinare lo studio fin qui sviluppato, anche in considerazione della potenziale 

rilevanza della contaminazione da sottoprodotti della combustione contenenti IPA nei 

suoli della provincia di Trieste, si è impostato l’ultimo anno di Dottorato a valutare il 

bioaccumulo dei policiclici aromatici nelle chiocciole. In particolar modo, anche per 

contaminare i suoli sperimentali in modo controllato e economico, si è deciso di 

proseguire la ricerca nello studio dell’uptake per contatto o ingestione di suoli trattati 

con biochar per la quale alcuni agronomi propongono l’incorporazione fino a centinaia 

di tonnellate/ettaro ai fini del miglioramento della fertilità e per lo stoccaggio del 

carbonio e il contenimento degli incrementi della CO2 atmosferica.  

 

Il suolo è stato contaminato con un quantitativo di biochar corrispondente alla quantità 

di 100 tonnellate di biochar per ettaro di terreno che, per una profondità di 

incorporazione di 0.20 m in un suolo che abbia densità media di 1.3 ton/m3, 

corrisponde ad un quantitativo pari a 40 g per chilo di suolo secco. Come si vede dai 

dati presentati in tabella 4.20 la concentrazione del pirene nel biochar, con cui è stato 

contaminato il suolo rientra nei limiti di legge regolamentati dal D.Lgs 152. 

Le concentrazioni di IPA rilevate nel biochar impiegato per contaminare artificialmente 

i suoli sono le seguenti: 

 

Tabella 4.20: concentrazioni di IPA (µg/kg ps) presenti nel biochar e nei 40g di 
biochar addizionato al suolo per la sperimentazione. Le concentrazioni di B[a]A, C, 
B[b+k]F, B[a]P, ID, D[a,h]A e B[ghi]P sono inferiori al limite di rilevabilità 
strumentale. 
 

µg/kg ps Ace F Phe AN FL P 

Biochar 7,04 23,87 69,98 17,48 11,06 13,34 

Quantitativo teorico di IPA 

aggiunto al suolo con 40g 

di biochar  

281,6 954,8 2799,2 699,20 442,4 533,6 

Limite di legge  

D. Lgs 152/2006 
- - - - - 5000 

 

Questo lavoro è stato fatto in collaborazione con il Dipartimento di Scienze Agrarie e 

Ambientali dell’Università di Udine, Prof.ssa Maria De Nobili e Dr. Marco Contin, che 
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studiano la potenziale ecotossicità del biochar, anche in relazione al rilascio di IPA, e al 

loro bioaccumulo ad esempio in lombrichi. 

 

4.2    Esposizione a suolo contaminato con biochar 

 

 

E’ stato studiato l’effetto del biochar sulla specie Cornu aspersus, in quanto è la specie 

che comunemente si trova nei campi agricoli coltivati fino a 700 m. Le chiocciole sono 

state esposte in laboratorio per un mese sia al suolo contaminato che a quello 

artificiale. Per svolgere questo studio si è deciso di utilizzare del suolo artificiale 

secondo quanto descritto dalle norme dell'OECD 2009, contaminandolo con una 

quantità di biochar adatta per aumentare la sostanza organica del suolo e quindi far sì 

che il biochar funzioni come sequestratore di CO2 (Steinbeis et al., 2009).  

 

 

Variazioni di peso 

 

Durante l’esperimento è stato monitorato il peso delle chiocciole a intervalli di 10 

giorni. Come si vede in figura 4.19 le chiocciole non hanno mostrato una variazione 

evidente di peso durante la sperimentazione, infatti il peso di quelle esposte al suolo 

trattato ha lo stesso trend di quelle del suolo di controllo. In entrambi i casi hanno 

avuto un accrescimento medio del 13% dal T0 al T3, con un fase di acclimatazione al 

T1 in cui vi è stato un leggero calo di peso. Nel suolo trattato, in corrispondenza del 

T2, si nota una leggera diminuzione del peso rispetto alle chiocciole del suolo di 

controllo, ma non è una riduzione statisticamente significativa. 
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Figura 4.19: variazioni di peso di Cornu aspersus su suolo 
di controllo e suolo con biochar. 

 

Per monitorare la crescita delle chiocciole sono state misurate le dimensioni del guscio, 

ovvero: lunghezza e altezza del guscio, diametro dell'apertura. Si è constatato che le 

chiocciole hanno solo aumentato il peso corporeo, mantendendo costante la 

dimensione del guscio. Infatti, come succede per i bivalvi, non sempre un aumento 

delle dimensioni del guscio corrisponde ad un aumento della biomassa che può variare 

a seconda di vari fattori, anche non legati tra loro, come l'habitat, la densità di 

popolazione e lo stato riproduttivo (Ross et al., 2004). 

 

 

Mortalità delle chiocciole 

 

Durante la sperimentazione è stata tenuta sotto controllo la mortalità delle chiocciole 

per valutare eventuali sofferenze dovute all’esposizione al biochar nel suolo e alle 

condizioni dell’ambiente sperimentale. Si riporta nella figura l’andamento nel tempo 

della mortalità avvenuta solo per la gabbie T3, che contiene le chiocciole esposte 

all’intero periodo. 

Le chiocciole hanno avuto un progressivo calo in entrambi i tipi di suoli. Infatti, come 

si vede dal grafico, la curva di mortalità ha lo stesso andamento in tutti e due i suoli. 

Dopo i primi 10 giorni di sperimentazione si è verificato un drastico calo di chiocciole. 

La curva del grafico, in figura 4.20, ricorda l’andamento di una curva logistica dove 

all’inizio la mortalità è bassa, successivamente aumenta e assume un andamento 
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esponenziale per poi raggiungere una posizione asintotica dove la mortalità si annulla. 

L’andamento di questa curva può essere spiegato, probabilmente, considerando una 

sofferenza nutritiva nelle chiocciole in quanto inizialmente sono state alimentate solo 

con dell’insalata idroponica e successivamente vista l’elevata mortalità, la dieta è stata 

integrata con della frutta e della verdura. Evidentemente, per quanto questi molluschi 

abbiano un’elevata capacità di resistere a lungo senza cibo e acqua nei periodi di 

estivazione o ibernazione, anche il fatto di averle esposte ad un suolo artificiale privo 

della sostanza organica naturale può aver inciso sulla capacità di sopravvivenza. 

Quest’ipotesi è anche confermata dall’andamento del contenuto lipidico, analizzato 

nell’epatopancreas e nel resto del corpo, che da un calo iniziale, che corrisponde al 

periodo con elevata mortalità, aumenta in corrispondenza del 15°giorno circa, cioè da 

quando circa è stata variata la dieta delle chiocciole (figura 4.21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.20: curva di sopravvivenza di Cornu aspersus durante 
l'esposizione al suolo trattato con biochar e a quello bianco. Linea nera 
tratteggiata= andamento medio. 
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Figura 4.21: andamento medio del contenuto lipidico espresso in 
percentuale in 1 grammo di tessuto di Cornu aspersus. 

 

 

 

 

 

 

 

� Test di Avoidance 

 
E’ stato eseguito un test di Avoidance per capire il gradimento da parte delle chiocciole 

di un tipo di suolo rispetto all’altro partendo dal presupposto che ci sia una 

predilezione nei confronti del suolo non trattato. Per cui, durante il periodo di 

sperimentazione, a seguito di osservazioni ripetute con cadenza almeno giornaliera, è 

stato tenuto conto del numero di individui che trascorrevano la maggior parte del 

tempo a contatto col suolo in rapporto al numero complessivo delle chiocciole presenti 

nella gabbie. E' stata monitorata solo la gabbia T3. 

E’ risultato che non vi è stata una differenza significativa tra i due tipi di suolo, ovvero 

le chiocciole non hanno manifestato una preferenza netta per un tipo di suolo, in 

quanto le percentuali di chiocciole a contatto con il suolo sono simili tra le due gabbia. 

Quindi, si può assumere che il tempo che hanno trascorso al suolo non influisca 

sull’esposizione e sull’uptake di IPA in relazione alla tipologia di trattamento. 
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Lo studio degli IPA si è concentrato solo sui seguenti congeneri: acenaftene, fluorene, 

fenantrene, antracene, fluorantene e pirene, in quanto le concentrazioni dei rimanenti 

IPA più pesanti hanno evidenziato concentrazioni inferiori ai limiti di rilevabilità del 

metodo analitico.  

E’ stata fatta una caratterizzazione del suolo artificiale di controllo e di quello 

contaminato col biochar. È stata valutata l’attenuazione della contaminazione nel suolo 

per capire se l’apporto di IPA, rilasciati dal biochar sia costante durante il periodo di 

sperimentazione. 

E’ stato differenziato il contenuto di IPA nell’epatopancreas da quello del resto del 

corpo per capire come e in quali quantità gli IPA rilasciati dal biochar potessero essere 

assunti tramite ingestione e/o contatto cutaneo col suolo trattato. Ogni 

campionamento e analisi è stato fatto con cadenza di 10 giorni dall’inizio della 

sperimentazione, per cui i dati a disposizione si riferiscono ai seguenti istanti: T0, T1, 

T2, T3. Il tempo di T0, comprende le analisi effettuate sulle chiocciole definite 

“controllo” e fornite dall’allevamento “Istituto Internazionale di Elicicoltura” Cherasco, 

provincia di Cuneo. 

 

 

� Contaminazione del suolo 

 
Il risultato delle analisi chimiche sulla concentrazione di IPA nei campioni di suolo si 

può esprimere come percentuale di attenuazione della contaminazione in un 

determinato periodo di tempo (da Ti a Tf), con la seguente formula: 

 

dove Ti è la concentrazione al tempo iniziale e Tf la concentrazione finale. 

Alla fine del periodo di esposizione, nel suolo di controllo la concentrazione totale degli 

IPA naturalmente presenti nelle componenti con cui è stato realizzato il suolo 

artificiale, ovvero torba, caolino e sabbia è rimasta pressoché invariata (attenuazione 

del 4%); mentre nel suolo trattato con biochar non si è verificata un’attenuazione ma 

bensì un aumento della concentrazione totale degli IPA del 21% della concentrazione 

totale degli IPA all’istante T0. Acenaftene e fluorene sono i due composti che durante 

la sperimentazione hanno variato la loro concentrazione in entrambi i tipi di suolo 

aumentando del 40% rispetto al T0. 
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Il suolo con biochar ha una concentrazione di IPA totali pari a 96,20±38,90 µg/kg e il 

suolo di controllo di 41,58±17,37 µg/kg. Nella tabella seguente, 4.21, si riportano i 

valori riscontrati nei suoli ai diversi tempi di campionamento e nella figura 4.22 sono 

rappresentati graficamente. 

 

 

Tabella 4.21: concentrazioni medie ed errore standard ai tempi T0, T1, T2, T3 degli 
IPA nel suolo (µg/kg peso secco) del suolo di controllo (C )e del suolo con biochar 
(B). 
 

  
C B C B C B C B C B C B 

  Ace F Phe AN FL P 

T0 media 1,69 1,69 7,34 14,87 23,03 35,95 2,61 8,70 10,02 8,82 7,54 10,86 

 dev.st             

 err.st. 1,60 1,08 6,22 5,41 5,14 4,47 0,35 0,27 2,11 0,38 1,85 1,69 

T1 media 0,39 2,85 4,10 21,83 7,22 41,94 0,10 12,15 3,66 9,25 2,84 9,17 

 err.st. 0,22 1,65 2,37 12,62 4,17 24,24 0,06 7,02 2,11 5,35 1,64 5,30 

T2 media 2,75 4,33 14,06 23,77 20,75 45,45 1,16 12,16 9,52 11,40 8,30 11,63 

 err.st. 1,59 2,50 8,13 13,74 12,00 26,27 0,67 7,03 5,50 6,59 4,80 6,72 

T3 media 2,94 3,22 13,33 22,33 21,62 41,87 0,71 11,74 6,48 9,39 4,81 9,44 

 err.st. 1,70 1,86 7,71 12,90 12,50 24,20 0,41 6,79 3,74 5,43 2,78 5,45 

 
Infine, è stato analizzato anche il contenuto di IPA nel suolo proveniente 

dall’allevamento, su cui sono state allevate le chiocciole utilizzate nell’esperimento. In 

questo modo è stato appurato che le concentrazioni di questo suolo sono simili a 

quelle del suolo di controllo realizzato per la sperimentazione. 
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Figura 4.22: variazioni di concentrazione degli IPA espresse in µg/kg di peso secco su 
suolo di controllo e suolo contaminato con biochar durante gli intervalli di 
sperimentazione T0, T1, T2, T3. Le barre d'errore esprimono l'errore standard. 
 

 

 

 

 

 

 

Analisi statistica dei dati 

 
Mediante il test non parametrico di Kruscal-Wallis è stato possibile verificare la 

differenza significativa tra le concentrazioni degli IPA del suolo di controllo con quelle 

del suolo trattato con biochar. Siccome, il test ha confermato quanto già visibile nei 

grafici della figura 4.24, ovvero che vi è una differenza significativa delle 

concentrazioni nei due tipi di suolo (non trattato e trattato), ad eccezione 

dell’acenaftene che mantiene dei valori simili tra le due condizioni, si è valutato con lo 

stesso test statistico se vi sia una variabilità significativa dei congeneri negli intervalli 

controllo

biochar
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di tempo T0, T1, T2 e T3 per ciascun suolo. Nel suolo di controllo si è registrata una 

variabilità significativa dell’antracene e del pirene che hanno variato le concentrazioni 

durante la sperimentazione. L’antracene è significativo in quanto nel suolo bianco 

presenta sempre valori inferiori al LOD. La concentrazione del pirene è calata al T1. Il 

suolo, per quanto sia un suolo artificiale privo di una fauna microbica naturale è 

soggetto comunque a fenomeni di attenuazione che comportano una differenza 

significativa delle concentrazioni degli IPA nel tempo. Nel suolo trattato con biochar, 

invece, non vi è stata una variazione significativa dei congeneri, come si vede dai 

valori del p-value riportati nella tabella 4.22. Il biochar infatti, può fungere da 

materiale adsorbente e stabilizzante per gli IPA presenti nel terreno, nel breve lasso di 

tempo e nelle condizioni considerate, piuttosto che da sorgente che rilascia IPA. 

 

 

Tabella 4.22: risultati del test di Kruscal-Wallis per il confronto tra il suolo del 
controllo e il suolo con biochar, df=gradi di libertà, H=risultato del test Sig. = 
significatività al 5% (p<0.05). 
 

 Suolo controllo Suolo con biochar 

 df H Sig. H Sig. 

Ace 12 4,644 0,199 5,051 0,168 

F 12 4,181 0,242 1,051 0,788 

Phe 12 6,282 0,098 3,717 0,293 

AN 12 8,774 0,032 6,589 0,086 

FL 12 6,846 0,077 6,846 0,077 

P 12 7,820 0,049 4,128 0,248 
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� Bioaccumulo in Cornu aspersus 

 
Le concentrazioni di IPA nelle chiocciole hanno un’elevata variabilità e valori medio-

bassi, con dati inferiori al LOD e fino a un valore massimo di 53 µg/kg. Questa 

disomogeneità può essere dovuta a una variabilità interindividuale tra le chiocciole, 

che ha reso alcuni valori del set di dati, che sono tre repliche tra loro indipendenti, 

prossimi al valore di rilevabilità (LOD) dello strumento GC-MS. Per cui è stato valutato 

se sostituire i valori inferiori al LOD con lo zero (metodo della sostituzione con una 

costante) o con dei valori casuali tra il limite di rilevabilità e lo zero (metodo della 

sostituzione casuale) oppure con dei valori calcolati dalla Prinicipal Component 

Analysis (PCA) su tutto il set di dati (Aruga, 2007).  

Si è scelto di trattare i dati secondo la metodica proposta da Aruga (2007), ovvero il 

valore inferiore al LOD viene sostituito con un valore prossimo allo zero che viene 

scelto come limite più basso corrispondente a 1/100 del più basso limite di rilevabilità 

fra tutte le variabili. Le concentrazioni degli IPA rilevate nelle chiocciole sono riportate 

in figura. 

Come si vede dai grafici (figure 4.23) le concentrazioni nelle chiocciole del T0, ovvero 

quelle fornite dall’allevamento presentano valori di IPA superiori a quanto è stato 

assunto durante l’esperimento. Solo nel caso dell’antracene e del fenantrene si è 

verificato un aumento delle concentrazioni a carico del resto del corpo.  

Durante la sperimentazione le chiocciole hanno eliminato una parte degli IPA 

(fluorene, fluorantene e pirene) assunti nelle condizioni di allevamento in quanto le 

concentrazioni ai tempi T1, T2 e T3 sono inferiori a quelle del T0. 

L’accumulo è avvenuto a carico del resto del corpo le cui concentrazioni degli IPA 

aumentano man mano che aumenta il periodo di esposizione. L’epatopancreas, 

l’organo in cui generalmente si accumulano tutti gli inquinanti, presenta delle 

concentrazioni superiori di acenaftene nel resto del corpo solo alla fine della 

sperimentazione nelle chiocciole del suolo non trattato. Questo presuppone che gli IPA, 

naturalmente presenti nelle componenti con cui è stato realizzato il suolo artificiale di 

controllo, sono più biodisponibili e vengono assorbiti per contatto cutaneo. Inoltre, si è 

constatato che la concentrazione di biochar adottata, corrispondente a 100 tonnellate 

per ettaro di suolo, nel periodo di sperimentazione di un mese, non comporta un 

accumulo degli IPA nelle chiocciole in quanto le concentrazioni presenti negli organi 

analizzati sono sempre inferiori a quanto riscontrato per il suolo bianco e rispetto ai 

valori del T0. 
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Figura 4.23: concentrazioni di IPA, espresse in µg/kg su peso secco, in Cornu 
aspersus esposte al suolo di controllo e al suolo contaminato con biochar negli 
intervalli di tempo T1,T2, T3. T0 corrisponde alle concentrazioni delle chiocciole 
dell’allevamento (non esposte ai suoli dell'esperimento) (B). 
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Segue figura 4.23: concentrazioni di IPA, espresse in µg/kg su peso secco, in Cornu 
aspersus esposte al suolo di controllo e al suolo contaminato con biochar negli 
intervalli di tempo T1,T2, T3. T0 corrisponde alle concentrazioni delle chiocciole 
dell’allevamento (non esposte ai suoli dell'esperimento) (B). 
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E’ stato calcolato il fattore di bioaccumulo (BAF) per capire il quantitativo di IPA che 

viene assunto dalle chiocciole mediante ingestione e contatto col suolo. Un organismo 

per definirsi macroncentratore di un elemento nei propri tessuti deve presentare un 

BAF superiore a 2, mentre lo si definisce microconcentratore quando il valore del BAF 

è compreso tra 1 e 2. Infine, se il BAF è minore di 1, l’organismo viene detto 

deconcentratore, ovvero possiede dei meccanismi di detossificazione efficaci che 

riescono ad espellere il quantitativo assunto. Il BAF medio per ogni singolo IPA 

calcolato per le chiocciole esposte al suolo con biochar non evidenzia un accumulo nei 

tessuti. I valori dell’acenaftene (BAF= 2,15) e dell’antracene (BAF= 2,08) sono 

trascurabili, di conseguenza si presume che tutti gli IPA presenti nel suolo trattato 

Cornu aspersus non vengono accumulati. Invece, il fattore di bioaccumulo risulta 

maggior a 2 nelle chiocciole del suolo di controllo, in particolare per acenaftene, 

fenantrene e antracene, che sono accumulati nei tessuti della chiocciola e non 

nell’epatopancreas. Quindi, il suolo di controllo ha delle concentrazioni di IPA tali che si 

accumulano principalmente nel corpo della chiocciola, tranne l’acenaftene che è anche 

presente nell’epatopancreas. 

Nella tabella 4.23 vengono riportati i valori dei singoli fattori di bioaccumulo ad ogni 

istante di campionamento e nella figura è rappresentato il valore medio del fattore a 

seguito della sperimentazione. 

 

Tabella 4.23: valori del BAF per Cornu aspersus esposta a suolo di controllo e 
contaminato con biochar. Sono evidenziati i congeneri che la specie concentra nei 
propri tessuti. 
 

  Suolo controllo Suolo con biochar 

  T1 T2 T3 Valore medio T1 T2 T3 Valore medio 

Ace Epatopancreas 14,44 3,53 3,64 7,20 0,85 0,66 4,92 2,15 

 Resto del corpo 38,65 4,81 1,82 15,10 2,96 1,20 0,00 1,39 

F Epatopancreas 0,28 0,22 0,12 0,21 0,02 0,04 0,15 0,07 

 Resto del corpo 1,39 0,58 1,26 1,08 0,17 0,00 0,03 0,07 

Phe Epatopancreas 0,00 0,22 0,21 0,14 0,03 0,07 0,28 0,13 

 Resto del corpo 4,49 1,61 2,45 2,85 0,05 0,00 0,19 0,08 

AN Epatopancreas 0,00 0,00 1,42 0,47 0,00 0,00 6,25 2,08 

 Resto del corpo 78,29 5,49 14,01 32,60 0,23 0,00 3,51 1,25 

FL Epatopancreas 0,18 0,43 0,36 0,32 0,05 0,46 0,02 0,18 

 Resto del corpo 2,06 0,37 0,94 1,13 0,11 0,00 0,05 0,05 

P Epatopancreas 0,39 0,54 1,07 0,66 0,38 0,17 0,46 0,34 

 Resto del corpo 1,14 0,34 0,67 0,72 0,27 0,14 0,15 0,18 
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In conclusione, normalizzando le concentrazioni degli IPA nelle chiocciole per i dati 

relativi all’epatopancreas e al corpo, si può vedere come varia il quantitativo totale 

degli IPA nelle fasi di campionamento. Nell’epatopancreas delle chiocciole di controllo 

la maggiore differenza sussiste tra T0 e gli altri T (figura 4.24); mentre nel resto del 

corpo questa differenza non è presente. Inoltre, si nota che le chiocciole esposte al 

suolo di controllo hanno concentrazioni maggiori nel corpo rispetto a quelle esposte al 

biochar, come illustrato in figura 4.25. 
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Figura 4.24: andamento temporale degli IPA nei campioni di epatopancreas delle 
chiocciole esposte al suolo di controllo e al suolo con biochar. Al T0 è indicato il suolo 
dell’allevamento. 
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Figura 4.25: andamento temporale degli IPA nei campioni del resto del corpo delle 
chiocciole esposte al suolo di controllo e al suolo con biochar. Al T0 è indicato il suolo 
dell’allevamento. 
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Quindi, si può affermare che l’accumulo nelle chiocciole esposte al suolo di controllo 

sia avvenuto per contatto diretto del piede che ha assorbito gli IPA presenti nel suolo. 

Il biochar, a causa della porosità e per la presenza di materiale grafitico, affine alla 

struttura planare degli IPA, trattiene gli IPA nel terreno (Lehmann L. et al., 2006) 

rendendoli meno biodisponibili alle chiocciole. 

 

 

 

Analisi statistica dei dati 

 
Il set di dati è stato sottoposto ad analisi statistica mediante il test non parametrico di 

Kruscall-Wallis per valutare se vi sia una differenza significativa tra le concentrazioni 

riscontrate nell’epatopancreas e nel corpo delle chiocciole dell’esperimento. Nell’analisi 

sono stati inclusi anche i valori del T0. Il test ha evidenziato che l’unico congenere per 

cui si è verificato un accumulo significativo è l’antracene, che infatti nel suolo di 

controllo presenta delle concentrazioni maggiori nel resto del corpo rispetto 

all’epatopancreas, in cui la concentrazione è pari a zero. 

Nelle chiocciole invece, esposte al biochar le concentrazioni riscontrate sono simili ai 

valori iniziali, per cui si presume che non vi sia stato un accumulo significativo. 

In seguito è stato valutato con il test di Mann-Whitney se le concentrazioni 

nell’epatopancreas e nel corpo sono significativamente diverse a seconda del tipo di 

suolo a cui le chiocciole sono state esposte. Dato che le concentrazioni risultano 

significative per tutti gli IPA, tranne che per fenantrene e antracene, si è indagato se i 

valori dell’epatopancreas per le chiocciole esposte al suolo di controllo siano diversi da 

quelli delle chiocciole a contatto col suolo con biochar, senza distinzione nel tempo. Il 

test, in questo caso non ha mostrato una differenza significativa. Lo stesso 

procedimento è stato fatto per il resto del corpo, i cui valori, visibili in tabella 4.24, 

sono significativamente diversi a seconda del tipo di suolo. 
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 Epatopancreas Resto del corpo 

 U p-level U p-level 

Ace 24 0.145 15 0.024 

F 40 0.964 5 0.001 

Phe 33 0.536 8.5 0.004 

AN 36 0.691 10 0.007 

FL 35. 0.627 1 0.0004 

P 29. 0.309 11 0.009 

 

A questo punto, visto che per il resto del corpo si è appurata una differenza 

significativa tra le modalità di sperimentazione, si è voluto capire in quale momento 

dell’esperimento vi è stata una maggiore discrepanza tra la concentrazione delle 

chiocciole del suolo non trattato rispetto a quelle del suolo con biochar. I risultati di 

questo test sono riportati nella tabella seguente. 

 

Tabella 4.25: risultati del test di Mann-Whitney applicati ai dati del resto del corpo di 
Cornu aspersus esposta a suolo di controllo e con biochar ai vari intervalli di tempo, 
U=risultato del test, Sig.= significatività al 5% (p<0,05). 
 

 T1 T2 T3 

 U p-level U p-level U p-level 

Ace 1 0.126 0 0.049 0 0.049 

F 1 0.126 0 0.049 0 0.049 

Phe 0 0.049 1.5 0.190 1 0.126 

AN 1 0.126 1.5 0.190 0 0.049 

FL 0. 0.049 0 0.049 0 0.049 

P 3 0.512 2 0.275 0 0.049 

 

 

Quello che emerge dal risultato del test è che alla fine della sperimentazione i 

congeneri hanno delle concentrazioni significative, ovvero alla fine dell’esperimento si 

è verificato un accumulo a carico del resto del corpo le cui concentrazioni sono variate 

Tabella 4.24: risultati del test di Mann-Whitney applicati ai 
dati dell’epatopancreas e resto del corpo di Cornu aspersus 
esposta al suolo del controllo e con biochar senza distinzione 
nel tempo, U=risultato del test, Sig.= significatività al 5% 
(p<0,05). 
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significativamente. In definitiva, in questo modo è stato possibile verificare che 

l’accumulo avviene nel resto del corpo, anziché nell’epatopancreas, come avveniva nei 

precedenti esperimenti (paragrafo 4.1.2.2) di campionamento di chiocciole in sito o 

esposizione a terreni contaminati. Inoltre, vi è stato un accumulo maggiore nelle 

chiocciole esposte al suolo di controllo rispetto a quelle sul suolo trattato.  

A questo punto ci si è chiesto come è avvenuto l’accumulo nei vari momenti di 

campionamento, T1, T2 e T3 e se si sia verificata una differenza significativa tra le due 

modalità di esposizione. Utilizzando sempre il test di Mann-Whitney sono state 

confrontate le medie dei singoli T nei vari intervalli di tempo per le concentrazioni del 

resto del corpo per ciascun tipo di suolo. Lo stesso procedimento è stato applicato 

all’epatopancreas. Sono stati quindi, analizzati i seguenti intervalli: T0-T1, T1-T2, T2-

T3 per i rispettivi suoli. 

Come si vede dalla tabella 4.26, le maggiori differenze si verificano nell’intervallo di 

tempo tra T0 e T1 per l’epatopancreas per ciascuna esposizione per tutti i congeneri, 

tranne per l’antracene che non è stato rilevato in quest’organo nelle chiocciole 

esposte. Nel resto del corpo sono significative solo le concentrazioni dell’antracene e 

del fluorantene. L’antracene aumenta al T1 solo nelle chiocciole sul suolo non trattato 

mentre il fluorantene diminuisce in entrambi i suoli rispetto al T0. 

Nell’intervallo tra T1 e T2 è significativa la concentrazione dell’acenaftene sul suolo di 

controllo in quanto come aumenta nell’epatopancreas diminuisce nel resto del corpo. 

Rispetto alla condizione del T0 il valore è diminuito ma probabilmente il quantitativo 

assunto per contatto col suolo viene nel tempo accumulato nell’epatopancreas. Nel 

suolo contaminato l’acenaftene assume lo stesso trend e tra T1 e T2 rimane 

significativo solo nell’epatopancreas. Anche il fluorantene e il pirene hanno evidenziato 

una differenza significativa in questo intervallo di tempo. Il pirene ha un valore 

significativo nel corpo anche nel suolo con biochar.  

La concentrazione del fluorantene nell’epatopancreas ricorda l’andamento di una curva 

gaussiana, con l’apice in corrispondenza del T2. Nel corpo, invece, l’andamento è 

esattamente all’opposto, con i valori minimi al T2. 

Il pirene invece, ha lo stesso trend dell’acenaftene nelle chiocciole sul suolo di 

controllo, mentre sul suolo trattato si verifica una diminuzione significativa della 

concentrazione sia nel resto del corpo che nell’epatopancreas. Si presume, pertanto 

che venga in parte eliminato in quanto i valori calano dall’inizio alla fine 

dell’esperimento in entrambi i suoli. Le concentrazioni invece, nell’epatopancreas 

aumentano nel tempo nelle chiocciole sul suolo di controllo e l’aumento più 
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significativo è tra T1 e T2. Probabilmente, il processo di eliminazione è stato 

controbilanciato dall’assunzione del pirene per contatto col suolo. 

Nell’intervallo T2-T3, nessun IPA è significativo tranne che l’acenaftene nelle chiocciole 

esposte al suolo con biochar. 
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Infine, per valutare se vi è una relazione tra la concentrazione degli IPA nel suolo, di 

controllo o con biochar, con quella nel resto del corpo o nell’epatopancreas è stato 

calcolato il coefficiente di correlazione, rho, di Spearman (test non parametrico). 

La correlazione permette di affermare che tra le due variabili (concentrazione degli IPA 

nel suolo e nella chiocciola) c’è una relazione sistematica, ma non che una causa 

l’altra. 

Il test ha indicato una buona concordanza tra le concentrazioni del suolo non trattato e 

quelle del resto del corpo per i seguenti congeneri: fluorene, antracene e fenantrene; 

ma anche per acenaftene, fluorene e pirene nell’epatopancreas (tabella 4.27). La 

correlazione è negativa invece per la maggior parte degli IPA analizzati 

nell’epatopancreas e nel resto del corpo in relazione al suolo con biochar. 

 

Tabella 4.27: correlazione tra resto del copo e epatopancreas, suolo di controllo e 
suolo con biochar. I valori indicano il coefficiente di correlazione rho di Spearman. 
 

  Suolo controllo Suolo con biochar   Suolo controllo Suolo con biochar 

Ace -0,57 0,22 Ace 0,70 -0,37 

F 0,60 0,02 F 0,34 -0,11 

Phe 0,48 0,27 Phe 0,39 0,35 

AN 0,56 -0,51 AN 0,41 -0,37 

FL 0,05 -0,46 FL 0,58 0,58 

R
e
st

o
 d

e
l 
co

rp
o

 

P -0,07 -0,25 

E
p

a
to

p
a
n

cr
e
a
s 

P 0,63 -0,28 
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5 CONCLUSIONI 
 

 

 

In questa tesi si sono valutati processi di bioaccumulo in due specie di gasteropodi 

terrestri, Cornu aspersus ed Eobania vermiculata ai fini dell’utilizzo per il 

biomonitoraggio di aree sottoposte a stress ambientale e dello studio del destino di 

alcuni contaminanti nell’ambiente. 

Il lavoro sperimentale si è articolato in una serie di studi per stimare il bioaccumulo 

dei metalli Cd, Cu, Pb, Zn, Cr, Ni, Fe, Mn, Al, B ed idrocarburi policiclici aromatici in 

diverse situazioni ambientali (in prossimità di un impianto industriale, in un sito 

contaminato costiero, in un sito periurbano) e in condizioni più controllate (recinti e 

gabbie in campo ed in laboratorio). Mediante varie sperimentazioni si è valutata la 

contaminazione del suolo superficiale e dell'aria ambiente, in riferimento al 

trasferimento degli inquinanti dai comparti abiotici al biota e a gasteropodi terrestri in 

particolare. Questi gasteropodi possono assumere gli inquinanti ambientali a seguito di 

contatto cutaneo col suolo, ingestione della vegetazione o del suolo, dell’acqua ed 

inalazione dell’aria. Inoltre, sono sufficientemente stanziali per poter fornire delle 

informazioni sulla contaminazione di un'area. 

 

 

Nella prima parte della ricerca si è messa a punto una procedura per la 

determinazione dei metalli e degli IPA tramite ICP ottico e Gas Cromatografia 

accoppiata a Spettrometria di Massa e per verificare la significatività del quantitativo 

di contaminanti bioaccumulati. A tale scopo sono state raccolte chiocciole autoctone 

della specie Cornu aspersus in due siti di studio. E’ stata scelta la specie Cornu 

aspersus anche a fronte di una precedente valutazione delle specie più abbondanti in 

Friuli Venezia Giulia, affrontata grazie ad una collaborazione col Museo Civico di Storia 

Naturale di Trieste. 

La prima area considerata è un sito costiero, noto come “Acquario”, ubicato nel 

Comune di Muggia (Trieste) e costituito da un imbonimento con terre da scavo, in cui 

è stata identificata una contaminazione da metalli e idrocarburi policiclici aromatici; da 

metà degli anni novanta del secolo scorso fino all’autunno 2010, è stato 

sostanzialmente abbandonato ed esposto ad un’azione di weathering significativa. Il 
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secondo sito, si trova a Trieste, in prossimità di un impianto siderurgico, la Ferriera di 

Servola, che è stata riscontrata come fonte emissiva di idrocarburi policiclici aromatici, 

e può emettere metalli pesanti e altri inquinanti. 

E' stata eseguita una caratterizzazione del suolo superficiale (0-0,20 m ) per verificare 

le concentrazioni di metalli pesanti e degli idrocarburi policiclici aromatici.  

Le concentrazioni rilevate di piombo, zinco, manganese e nichel sono superiori 

secondo il livello di screening ecologico indicati dall’agenzia per l’ambiente americana 

(US-EPA, 2005). Le concentrazioni di questi metalli sono tali per cui l'US-EPA afferma 

la possibilità di un effetto tossico per gli invertebrati del suolo. Nel sito Acquario, 

l'analisi del suolo superficiale ha evidenziato una contaminazione di IPA in base alle 

concentrazioni soglia di contaminazione per lo scenario residenziale del D.Lgs 

152/2006. I livelli di screening ecologici per gli invertebrati dell’US-EPA non si 

riferiscono ai congeneri pesanti degli IPA, dal benzo[a]antracene al 

benzo[ghi]perilene, ma solo in riferimento ai mammiferi e all’avifauna. Per quanto 

riguarda la tossicità per gli invertebrati del suolo, l'EPA riporta il valore del pirene, la 

cui concentrazione rilevata nel sito Acquario si avvicina al limite proposto dall'agenzia. 

Le chiocciole autoctone, della specie Cornu aspersus, nel sito Acquario hanno 

evidenziato una concentrazione maggiore a carico dell’epatopancreas per i metalli Cd, 

Pb e Zn, mentre il Cu, che ha anche funzioni fisiologiche, presenta valori relativamente 

elevati nel piede. Invece, dall'analisi degli IPA è emerso che nelle chiocciole 

campionate presso la Ferriera prevalgono gli IPA a medio-basso peso molecolare, 

come naftalene, acenaftene e tra i congeneri più pesanti spicca il benzo[g,h,i]perilene. 

Nell’indagine condotta sulle chiocciole del sito Acquario, invece, si sono trovate 

concentrazioni anomale di un congenere ad alto peso molecolare, il 

dibenzo[a,h]antracene. Questa differenza è stata spiegata in quanto a Servola è 

presente una significativa fonte attiva di IPA, la cokeria. Le emissioni in atmosfera 

delle attività siderurgiche oltre che impattare sulla qualità dell’aria ambiente possono 

avere effetti su suoli ed acque a causa delle ricadute di polveri contenenti metalli 

pesanti e idrocarburi. Nelle emissioni, in genere, si rileva una maggior abbondanza dei 

policiclici più leggeri. Nel sito Acquario la contaminazione è dovuta all’interramento di 

terreno in parte contaminato, in cui gli inquinanti, gli IPA in particolare, possono subire 

processi di attenuazione e degradazione naturale ad opera di microorganismi che 

degradano e rimuovono prevalentemente gli IPA più leggeri, mantenendo inalterati 

quelli più pesanti, ad esempio come il dibenzo[a,h]antracene. 
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La ricerca è proseguita con degli esperimenti di esposizione di chiocciole di 

allevamento, presupposte "pulite" allo scopo di capire la ripartizione dei contaminanti 

nella chiocciola (epatopancreas, piede e corpo) e i tempi di accumulo. Nel sito 

Acquario e in prossimità della Ferriera di Servola è stato costruito un recinto in 

plastica, in cui sono state rilasciate le chiocciole della specie Cornu aspersus. 

L'obiettivo è stato quello di valutare l'uptake dei contaminati per ingestione della 

vegetazione e contatto cutaneo col suolo. E' stata studiata anche un'altra specie, 

Eobania vermiculata, per valutare la capacità di accumulo e poterla utilizzare in 

sostituzione a Cornu aspersus, di cui la raccolta in ambiente naturale è regolamentata 

dalla legge regionale n.16 del 5 dicembre 2008. Dopo un periodo di esposizione di 60 

giorni si è osservata una grande variabilità fra le repliche indipendenti dei campioni di 

chiocciole, indicando una notevole eterogeneità nell’assunzione degli inquinanti. 

L'analisi statistica dei dati ha però permesso di individuare delle differenze significative 

nell'accumulo dei metalli pesanti e degli IPA tra epatopancreas, piede e corpo.  

E' stato osservato che la chiocciola Cornu aspersus rispetto ad Eobania vermiculata è 

in grado di concentrare un quantitativo maggiore di Zn, Ni, Fe e Mn 

nell'epatopancreas. Mentre le due specie non presentano una differenza significativa 

nell’accumulo di Cd e Pb. Questo fa presupporre che sia Cornu che Eobania abbiano 

modalità molto simile di accumulo e di uptake dei metalli all’interno del proprio corpo. 

Infatti, entrambe si possono definire degli organismi macroconcentratori (BAF >2) per 

Cd, Cu e B e deconcentratori (BAF<1) verso gli altri metalli analizzati, Pb, Zn, Mn, Fe, 

Al, Cr e B. Inoltre, la specie Eobania vermiculata è stata esposta sia nel sito Acquario 

che a Servola; in quest’ultimo sito, ha evidenziato un accumulo maggiore di Cd e Pb a 

prova di una concentrazione non trascurabile e biodisponibile presente nel suolo e 

nella vegetazione. Si è visto anche dall'analisi delle feci che questa specie ha anche 

una buona capacità di eliminare il Pb. E’ stato osservato anche che, i metalli fisiologici 

boro, ferro, manganese e alluminio, come il rame, sono per lo più presenti nel muscolo 

pedale o nel corpo delle chiocciole.  

 

Per quel che riguarda gli IPA, nel sito Acquario ne è stata determinata la 

concentrazione in pool di esemplari di Cornu aspersus esposte. E’ stato difficile 

verificare un effettivo accumulo in quanto le chiocciole fornite dall'allevamento 

presentavano valori di alcuni IPA superiori rispetto a quelli che si sono registrati a 

seguito della sperimentazione. In particolare, si è verificato accumulo significativo del 

pirene nell'epatopancreas. Si è quindi, verificato che i congeneri di medio–basso peso 
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molecolare (3 e 4 anelli) sono presenti nell’intera chiocciola, mentre quelli con peso 

molecolare maggiore (5-6 anelli) si concentrano quasi esclusivamente 

nell’epatopancreas. 

 

 

Successivamente si è effettuato uno studio per valutare il bioaccumulo di 

inquinanti aereodispersi mediante un esperimento di esposizione controllata 

in prossimità della cokeria dell’impianto siderurgico della Ferriera di Servola. In studi 

precedenti, ARPA (2005), Falomo (2009) e Di Monte (2009) è stato appurato che la 

qualità dell’aria in prossimità dell’impianto è alterata da emissioni di IPA e di polveri 

con evidenza di deposizioni al suolo. 

Le chiocciole della specie Eobania vermiculata sono state esposte in due tipologie di 

gabbie, escludendo il contatto col suolo, per monitorare l’assunzione dei metalli e degli 

IPA. Sono state utilizzate piccole gabbie con le pareti aperte che permettono un 

ricircolo dell’aria e la deposizione delle polveri di granulometria medio-grossolana, 

costituenti la cosiddetta frazione sedimentabile del particolato totale sospeso (PTS) e 

gabbie con pareti chiuse che riducono la deposizione del particolato atmosferico. 

Inoltre, è stato utilizzato un campionatore passivo del PMx e un campionatore passivo 

(“quadrello”) per il campionamento degli IPA aerodispersi. 

Dall’analisi delle chiocciole si è constatato che è stato maggiore l’apporto dei metalli 

Cd, Pb, Zn, Cr, Ni, Mn, B assunti a causa della deposizione delle polveri all’interno 

delle gabbie aperte in prossimità della Ferriera è stato maggiore di quello nel sito di 

controllo presso l’Università di Trieste.  

L’analisi degli IPA nei quadrelli ha appurato che le concentrazioni a Servola sono 

maggiori di quelle del sito di controllo e i valori elevati del fattore arricchimento 

indicano che i fenomeni di deposizione delle polveri avvengono in maniera non 

trascurabile. Nelle chiocciole esposte a Servola, si è constatato un accumulo 

significativo di fluorene, fenantrene, antracene e in particolare del benzo[e]pirene. 

Tuttavia, la concentrazione degli IPA anche nelle chiocciole poste nel sito di controllo è 

comunque non trascurabile e ciò riconduce ad un inquinamento di tipo urbano diffuso 

(riscaldamento, traffico veicolare, etc…). 

 

In considerazione del maggior accumulo degli idrocarburi policiclici aromatici più 

leggeri e volatili, si è approfondita la valutazione dei possibili effetti biologici 

dell’inalazione mediante lo studio del tessuto olfattivo nelle chiocciole della specie 
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Eobania vermiculata, impiegata nell’esperimento precedente. Lo studio del tessuto 

olfattivo è particolarmente importante per conoscere e capire quello dei mammiferi in 

quanto possiede molte somiglianze e può spiegare come un inquinante può agire 

nell’uomo (Chase, 1986). Mediante colorazione tricromica si è appurato che le 

chiocciole esposte a Servola presentavano un notevole ispessimento dello strato 

muciparo e del tessuto olfattivo rispetto agli esemplari del sito di controllo presso 

l’Università. Questo ha confermato quanto osservato da Lemaire e Chase (1998) che 

affermarono che le sostanze aerodisperse molto irritanti provocano un ingrossamento 

del tessuto epiteliale e una maggior produzione di muco. 

 

 

Nella seconda parte della tesi si è approfondito lo studio dell'accumulo degli IPA 

mediante uptake per ingestione e contatto cutaneo del suolo, in condizioni 

controllate in laboratorio, impiegando chiocciole Cornu aspersus. Non risultando 

operativamente semplice contaminare suoli con policiclici aromatici in maniera sicura e 

controllata, grazie alla collaborazione con il Dipartimento di Scienze Agrarie e 

Ambientali dell’Università di Udine, si è valutato il bioaccumulo di IPA in suoli trattati 

con biochar, carbonella vegetale, che può apportare composti policiclici, per una 

concentrazione pari a 100t/ha, compatibile con quella che alcuni agronomi propongono 

l’incorporazione nei suoli per aumentare la sostanza organica e quindi far sì che il 

biochar funzioni come sequestratore di CO2 (Steinbeis et al., 2009). Recenti studi 

indicano come vi sia un bioaccumulo di IPA in anellidi esposti a terreno trattato con 

biochar, per cui si è valutata la significatività dell’esposizione per contatto anche nel 

caso di molluschi terrestri. 

Lo studio degli IPA si è focalizzato sui congeneri acenaftene, fluorene, fenantrene, 

antracene, fluorantene e pirene, in quanto le concentrazioni degli IPA più pesanti 

misurate nelle chiocciole e nei suoli si sono sempre mostrate inferiori ai limiti di 

rilevabilità analitici e alle concentrazioni soglia di contaminazione per scenari 

residenziali normati per i suoli dal D.Lgs 152 del 2006. E’ stato appurato che nel suolo 

trattato con biochar, la concentrazione degli IPA è rimasta stabile nel’arco della 

sperimentazione, a differenza del suolo di controllo che per quanto sia un suolo 

artificiale, costituito in parte da torba, privo di una fauna microbica naturale ha 

presentato fenomeni di attenuazione della contaminazione da IPA nel tempo. Il biochar 

infatti è un materiale relativamente stabile, poroso e potenzialmente un buon 

adsorbente per contaminanti organici nei suoli. Si è visto che l’accumulo nelle 
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chiocciole è avvenuto a carico del resto del corpo le cui concentrazioni degli IPA 

aumentano man mano che aumenta il periodo di esposizione. Questo indica che gli IPA 

leggeri, presenti anche nel suolo artificiale di controllo (torba, caolino e sabbia) siano 

biodisponibili per i gasteropodi e vengono assorbiti per contatto cutaneo, mentre quelli 

pesanti, qualora presenti, rimangono adsorbiti sulla tipologia di biochar considerata e 

non contaminano significativamente il biota. 

Quindi, si ha evidenza che in condizioni di laboratorio, una concentrazione proposta da 

Steinbeis (2009), ovvero di 100t/ha, per l’incorporazione nei suoli superficiali di 

biochar/carbonella vegetale finemente suddivisa, non rappresenta un rischio di 

contaminazione da idrocarburi policiclici pesanti per le chiocciole della specie Cornu 

aspersus. 

 

 

 

In conclusione, nel lavoro di tesi si è evidenziato come l’impiego di molluschi terrestri 

consenta di valutare il trasferimento di inquinanti quali metalli ed IPA da suoli ed aria 

ambiente ad organismi invertebrati, in siti della provincia di Trieste in cui è stata 

riportata la presenza di contaminanti. Si è avuta conferma che, in termini generali, 

l’epatopancreas è l’organo in cui si ritrovano le massime concentrazioni di 

contaminanti, essendo responsabile della produzione di enzimi digestivi, 

dell’assorbimento e digestione delle particelle di cibo, nonché dell’escrezione (Amaral 

et al., 2004). Analogamente a quanto riportato in letteratura la specie Cornu aspersus, 

risulta macroconcentratrice per il cadmio (Laskowski et al., 1996); tale bioaccumulo è 

significativo in quanto ad esso sono associati una riduzione del feeding rate, ad 

elevate concentrazioni anche dell’accrescimento e interazioni con l’apparato 

riproduttore femminile delle chiocciole, influenzando l’esito dell’accopiamento (Gomot, 

1997). E’ stato appurato mediante degli esperimenti di esposizione di esemplari non 

contaminati, che questa specie è in grado di accumulare nei propri tessuti anche il 

piombo, similmente a quanto analizzato nelle chiocciole autoctone dei siti studiati. 

Principalmente si desume che l’uptake dei metalli avvenga per ingestione della 

vegetazione e/o del suolo.  

Parallelamente è stata studiata anche la specie Eobania vermiculata di cui non si 

dispongono dati di letteratura. E’ stato possibile appurare che anche per questa specie 

l’uptake dei metalli avvenga per ingestione, ma in quantità minori rispetto a Cornu 
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aspersus. Si è verificato attraverso l’analisi delle feci che elimina notevoli quantità di 

Pb, che se non fosse così verrebbe accumulato nell’epatopancreas.  

Si è verificato che l’assunzione dei contaminanti può avvenire anche per inalazione di 

particolato aereodisperso in tempi relativamente brevi considerando che la capacità 

respiratoria della chiocciola Eobania vermiculata potrebbe essere simile a quella di 

Otalea lactea, ovvero di 10-20 µl di O2 o CO2 all’ora (Ross et al., 1990). In particolare, 

l’esposizione all’aria in condizioni controllate è stata utile per verificare il bioaccumulo 

di alcuni IPA, in quanto nelle chiocciole si è rilevata la presenza di benzo[e]pirene, 

isomero relativamente più stabile del benzo[a]pirene, in prossimità dell’impianto 

siderurgico della Ferriera di Servola, rispetto al sito di controllo. Studi precedenti 

riportano solo un’assunzione di IPA leggeri per inalazione nella specie Cornu aspersus 

(Regoli 2005). 

Infine, è stato ulteriormente valutato l’uptake degli IPA nella specie Cornu aspersus la 

quale apparentemente sembra non soffrire in suoli con un’elevata contaminazione 

(Sverdrup et al., 2006); infatti, l’esposizione nel sito Acquario, in corrispondenza di un 

inquinamento “aged/weathered”, ha dimostrato la biodisponibilità anche dei congeneri 

con elevato peso molecolare, a conferma delle concentrazioni trovate nelle chiocciole 

autoctone.  

Con l’esperimento di esposizione al biochar si è potuto constatare che gli IPA leggeri 

vengono anche assunti in modo non trascurabile per contatto cutaneo col suolo e 

quindi non solo per ingestione. 

L’impiego, nel biomonitoraggio della contaminazione antropica, di gasteropodi 

terrestri, organismi di gestione relativamente agevole, arricchisce la base informativa 

su cui fondare valutazioni sul destino dei contaminanti e sulle interazioni tra 

contaminanti e biota, fornendo un utile complemento a metodi di valutazione 

ambientale più consolidati. 

.
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ABBREVIAZIONI 

 

Ace Acenaftene 

Acl Acenaftilene 

AN Antracene 

ANOVA Analisi della Varianza  

APAT Agenzia per la Protezione dell'Ambiente e per i servizi Tecnici (ora 
ISPRA) 

B[a]A  Benzo[a]antracene 

BAF Fattore di Bioaccumulo 

B[a]P Benzo[a]pirene 

B[b+k]F Benzo[b+k]fluorantene 

B[e]P Benzo[e]pirene 

B[ghi]P Benzo[ghi]perilene 

BFC Fattore di Bioconcentrazione  

C Crisene 

CAFE Clean Air For Europe 

CIGRA Centro Interdipartimentale di. Gestione e Recupero Ambientale  

CSR Concentrazione Soglia di Rischio 

CSC Concentrazione Soglia di Contaminazione 

D[ah]A  Dibenzo[ah]antracene 

EDX Spettroscopia EDX (Energy Dispersive X-ray spectroscopy) 

EFSA European Food Safety Authority 

EFSA-SCF European Food Safety Authority-Scientific Committee on Food 

F Fluorene 

FL Fluorantene 

Gc/MS Gas Cromatografia accoppiata a Spettrometria di Massa 

HPLC-FD High-Performance Liquid Chromatography with Fluorescence 

IARC International Agency for Research on Cancer 

ICP-OES Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectroscopy 

ID Indeno[1,2,3-c,d]pirene 

IPA Idrocarburi policiclici aromatici 

JECFA Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additive 

JRC Joint Research Centre (JRC) and Research & Innovation 

LOD Limit Of Detection 
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N Naftalene 

OMP Olfactory marker protein 

OSNs Neuroni bipolari sensoriali olfattivi  

P Pirene 

PCB Policlorobifenili 

Phe Fenantrene 

PM10 Particulate Matter, 10 µm 

PM2,5 Particulate Matter, 2.5µm 

PMX Particulate Matter, Xµm 

PTS Particolato Totale Sospeso  

PVC Cloruro di polivinile 

SEM Microscopio Elettronico a Scansione 

US-EPA United States Environmental Protection Agency (anche EPA)  

XAFS X-ray Absorption Fine Structure 

WHO World Health Organization 
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6 APPENDICE  
 

 

6.1 Immagini del tessuto olfattivo 
 

Di seguito si riportano alcune foto scattate al microscopio ottico per lo studio del 

tessuto olfattivo di Eobania vermiculata come descritto al paragrafo 3.9. 

Le immagini che seguono mostrano le sezioni longitudinali dei rinfori posteriori colorati 

con colorazione tricromica (fucsina di Ziehl-Neelsen, formolo acetico, picro-

indigocarminio). Il tentacolo a seguito dell’asportazione dalla chiocciola si invagina, per 

cui è possibile ottenere sia l’epitelio olfattivo sensoriale che quello non sensoriale.  

In figura 6.1 è riportato un disegno schematico degli elementi del sistema olfattivo 

delle chiocciole. Vicino all’occhio (figura 6.2) si trova l’epitelio olfattivo sensoriale 

(OSE) e a lato quello non sensoriale (NSE). I neuroni olfattivi sensoriali proiettano i 

dentriti dallo strato spongiforme (S) (chiamato anche strato muciparo) della superficie 

dell’epitelio sensoriale verso i glomeruli (g) (figura 6.3) che sono contornati dalle 

cellule periglomerulari (PC). 

 

Figura 6.1: Schema degli elementi sensoriali olfattivi: terminazioni dei dentriti (K), 
strato spongiforme o muciparo (S), nuclei dei neuroni sensoriali olfattivi (OSN n), 
neuroni sensoriali olfattivi (OSN), glomerulo (G), cellule periglomerulari (PC), 
(Mazzatenta et al. 2004). 
 

Nella figura 6.4 viene riportato un ingrandimento dell’epitelio olfattivo sensoriale, in 

cui sono ben visibili lo strato spongiforme, i nuclei delle cellule di supporto (Sc n) e i 

nuclei dei neuroni sensoriali olfattivi (OSN n). Invece, nella figura 6.5 è raffigurato 

l’epitelio olfattivo non sensoriale. 
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Figura 6.2: rinoforo posteriore in cui si distinguono il tessuto olfattivo sensoriale 
(OSE), tessuto olfattivo non sensoriale (NSE), l’occhio, il glomerulo (g), cellule 
periglomerulari (PC) e il tessuto connettivo (TC). Barra= 100 µm. 
 

 
 

Figura 6.3: rinoforo posteriore in cui si distinguono: tessuto olfattivo sensoriale 
(OSE), ghiandole mucipare (gh1, gh2), occhio, glomerulo (g1, g2, g3, g4), cellule 
periglomerulari (PC) e neuropila. Barra= 100 µm. 
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NSE 

 

 

 

 

 
 
Figura 6.4: ingrandimento dell’epitelio olfattivo sensoriale (OSE), strato spongiforme 
o muciparo (S), nuclei dei neuroni sensoriali olfattivi (OSN n). Barra = 50 µm. 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.5: ingrandimento dell’epitelio 
olfattivo non sensoriale (NSE), barra = 50 µm. 
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6.2 Studio della morfologia della mandibola 
 

 

I gasteropodi possiedono un apparato boccale caratteristico che permette di triturare il 

cibo prima di ingerirlo. La bocca è provvista dalle seguenti parti: una mandibola, una 

radula e due ghiandole salivari. La chiocciola spezza le parti di cibo da ingerire con la 

mandibola e grazie alla radula che è costituita da una moltitudine di dentini acuminati 

li trita. In questo modo il cibo viene grattugiato ed insalivato abbondantemente da due 

ghiandole salivari poste ai lati della bocca per continuare il suo percorso attraverso 

l’esofago fino a giungere allo stomaco. 

La radula è costituita da una moltitudine di dentini acuminati, che rivestono una massa 

muscolare e cartilaginea chiamata odontoforo. I dentini subiscono usura durante la 

masticazione e quelli posti sulla parte esterna vengono man mano sostituiti con 

l’avanzamento di quelli formati di recente nella parte centrale. La disposizione dei 

denti sulla radula è specie-specifica, per esempio Cornu aspersus ne possiede circa 

15.000 disposti in 150/200 file. 

La mandibola e la radula sono costituite da carbonato di calcio, che viene estratto dalle 

cellule del calcio all’interno della ghiandola digestiva. A causa dello scambio ionico del 

Ca con alcuni metalli pesanti, come il Pb, le parti calcaree, come il guscio o la 

mandibola, diventano più fragili e sottili (Beeby e Richmond, 2002). Per cui, è’ stato 

affrontato lo studio della mandibola per capire come e se varia la morfologia in 

funzione dell’ambiente in cui vive la chiocciola.  

Per questo studio, sono state utilizzate le chiocciole della specie Cornu aspersus 

raccolte nel sito Acquario e a Servola che sono state impiegate per la determinazione 

dei metalli pesanti e degli IPA (paragrafo 4.1.1). 

La mandibola una volta estratta è stata pulita dalla membrana cartilaginea con una 

soluzione di ipoclorito di sodio e acqua deionizzata. In seguito le mandibole sono state 

fotografate con lo stereoscopio (LEICA MZ16) al Museo di Storia Naturale di Trieste. 

Come si vede dalla figura 6a, la mandibola ha una forma a mezzaluna ed è composta 

da più solchi rotondeggianti, due più grossi centrali (freccia) e altri più sottili ai lati.  
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Figura 6.6: mandibola di Cornu aspersus raccolte nel sito Acquario e a Servola. Le 
freccie indicano la differenza principale tra le due mandibole dei due siti. La 
mandibola è lunga 2 mm in media. 
 

Per quanto si noti una differenza nei solchi delle due mandibole, com’è indicato dalle 

frecce nella figura 6.6, non è stato possibile individuare delle differenze significative 

tra le chiocciole, in quanto è stata riscontrata un’elevata variabilità tra gli individui. 

Inoltre, la metodica utilizzata per ripulire la mandibola dai tessuti cartilaginei ha in 

alcuni casi alterato la struttura del campione. 
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6.3 Analisi del guscio 
 

 

E’ stata valutata la composizione del guscio per capire se potesse essere un eventuale 

sito di stoccaggio per i metalli pesanti, infatti, come riportato precedentemente, gli 

autori Beeby e Richmond (2002) sostengono che a causa dello scambio ionico del Ca 

con alcuni metalli pesanti, come il Pb o il Cd, nel guscio è possibile trovare questi 

metalli. Di conseguenza, il guscio come la mandibola, diventano più fragili e sottili. 

Pertanto, sono stati analizzati i gusci delle chiocciole della specie Cornu aspersus 

raccolte nel sito Acquario e a Servola nei pressi dell’impianto siderurgico della Ferriera. 

Una volta separate le parti molli della chiocciola dal guscio, questo è stato lavato con 

acqua deionizzata ed è stato frantumato a mano con mortaio in porcellana per 

ottenere una polvere sottile. I campioni di guscio sono stati poi processati per la 

determinazione dei metalli analogamente a quanto svolto per le chiocciole, come 

descritto al paragrafo 3.5.1. Le analisi dei metalli è stata svolta al laboratorio di analisi 

Veritas - Veneziana Energia Risorse Idriche Territorio Ambiente Servizi, Venezia- con 

ICP-OES secondo la metodica di riferimento EPA 6010 C (2007). Si riporta in tabella 

1a il risultato dell’analisi della composizione del guscio. E’ stata fatta un’unica analisi 

sui campioni di gusci in quanto da indagini parallele al SEM, mediante sonda EDX, che 

permette di definire le dimensioni e la composizione elementare dei metalli, non si è 

trovata una concentrazione significativa di piombo o cadmio, come riportano alcuni 

studi in letteratura (Beeby,1985; Beeby et al., 2002). 

 

Tabella 1a: concentrazioni (espresse in µg/g) dei gusci di Cornu aspersus raccolte a 
Servola e in Acquario. . Lod = limite di rilevabilità, paragrafo 3.5. 
 

µg/g Cd Cu Pb Zn Cr Ni Fe Mn Al B 

Servola < lod 4,91 0,45 6,84 0,79 2,18 63,47 11,49 89,73 1,96 

Acquario 0,53 6,00 0,34 10,23 0,25 1,56 20,63 33,19 50,37 1,80 
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