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ome avrete immediatamente notato, questo numero di
Biologia Ambientale riproduce integralmente un fasci-

colo del “Notiziario dei metodi analitici” dell’Istituto di Ricerca sulle
Acque: è intenzione del Consiglio CISBA, infatti, dare la massima
diffusione all’intera serie dedicata aia metodi biologici.

Tale scelta, oltre ad avere il chiaro fine di aggiornare i Soci, è
finalizzata alla richiesta di pareri circa l’effettiva applicabilità di tali
metodi nelle strutture pubbliche deputate al controllo ambientale.

Pur essendo stata richiesta la partecipazione del CISBA al Grup-
po di Lavoro C.N.R. incaricato di predisporre metodi biologici per la
tutela delle acque, infatti, i delegati assegnati ai vari sottogruppi
hanno rilevato che le osservazioni connesse con le difficoltà organiz-
zative sono state spesso trascurate e che, nel contempo, sono state
lasciate irrisolte le questioni relative alla rappresentatività dei cam-
pioni saggiati.

Queste parole, che possono risultare eccessivamente dure, vo-
gliono solamente esprimere il disagio del veder imbrigliata l’attività
di laboratorio in un’ufficialità che potrebbe rendere inattuabile la
maggior parte delle iniziative.

Attendiamo quindi, per ogni metodo, le vostre opinioni e speria-
mo che il nostro pessimismo venga sconfessato dalla vostra operosità.

EDITORIALE
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SAGGI DI  TOSSICITÀ

EDITORIALE  IRSA

Metodi riprodotti dal Notiziario dei Metodi Analitici dell'Istituto di Ricerca sulle Acque (IRSA-CNR), suppl. al Quaderno n. 100

Il “Notiziario dei Metodi Analitici” propone, in
questo quarto numero della nuova serie, tre metodi
biologici per la determinazione della tossicità acuta
che utilizzano rispettivamente un batterio biolumine-
scente, un crostaceo di acqua dolce e uno di acqua
marina.

I metodi, frutto dell’attività del Gruppo di La-
voro incaricato di predisporre metodi biologici per
la tutela delle acque, si aggiungono a quelli ufficiali
già pubblicati e che utilizzano come organismi test il
salmonide “Salmo gairdnerii”, attualmente denomi-
nato “Onchorhynchus mykiss” ed il crostaceo “Daph-
nia magna”.

I metodi proposti ampliano quindi in maniera
significativa il ventaglio di possibilità di utilizzo di
metodi per la valutazione della tossicità acuta e, in
particolare, introducono un metodo per l’analisi di
effluenti o acque superficiali ad elevato contenuto
salino.

Si tratta di metodi ampiamente utilizzati in
diverse nazioni; i metodi con crostacei, in particola-
re, sono da alcuni anni metodi ufficiali della norma-
tiva USA. Per quanto riguarda invece il territorio
nazionale, questi metodi sono di recente acquisizio-

ne e pertanto è opportuno che gli utilizzatori e so-
prattutto gli enti preposti al controllo di qualità delle
acque, facciano pervenire suggerimenti, proposte di
modifica o quant’altro sia ritenuto utile a migliorare
l’applicazione dei metodi stessi.

Al riguardo si sottolinea l’introduzione nel “No-
tiziario” di uno spazio “Osservazioni e quesiti”
attraverso cui stabilire, in modo dialettico, un con-
fronto tra gli utilizzatori dei metodi e la Redazione.

Il “Notiziario” si propone, in altri termini, di
costituire sempre più il punto focale dell’analitica
per le acque.

Per il raggiungimento di tale obiettivo è però
necessaria la collaborazione più ampia possibile di
tutti i soggetti interessati al problema. In particolare
la comunità scientifica universitaria è invitata a
collaborare attraverso l’invio di proposte di metodi,
di suggerimenti relativi a miglioramenti operativi
dei metodi esistenti, alla segnalazione di nuove pro-
cedure riportate dalla letteratura scientifica, etc.

Solo in questo modo sarà possibile fornire un
prodotto utile e vitale che rappresenti un efficace
strumento per il miglioramento e lo sviluppo di tecni-
che analitiche per il controllo ambientale.

Prof. Roberto Passino
Direttore dell’Istituto di Ricerca sulle Acque

Roma, giugno l996
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SAGGIO Dl TOSSICITÀ ACUTA CON
BATTERI BIOLUMINESCENTI
(Metodo per la determinazione dell’inibizione della
bioluminescenza emessa da Vibrio fischeri)

1 - INTRODUZIONE

1.1 - OBIETTIVO

Il metodo consente di valutare la tossicità acuta di
campioni o estratti provenienti da corpi idrici d’acqua
dolce, marina o salmastra utilizzando come risposta l’ini-
bizione della bioluminescenza naturalmente emessa dai
batteri marini della specie Vibrio fischeri.

1.2 - PRINCIPIO DEL METODO

La bioluminescenza emessa da una popolazione
monospecifica di 106 cellule di batteri Gram-negativi
appartenenti alla specie Vibrio fischeri, ceppo NRRL-B-
11177, viene utilizzata per un saggio a 15-30 minuti per la
determinazione dell’EC50, dell’EC20 e della diluizione di
non effetto.

1.3 - CAMPI DI APPLICAZIONE

Il metodo può essere utilizzato per valutare gli effetti
tossici acuti di campioni di scarichi afferenti in acque
dolci, salmastre, marine o a salinità superiore a quella di
mare, di campioni d’acqua superficiale dolce, salmastra,
marina o a salinità superiore a quella di mare, di eluati di
fanghi, sedimenti o altri campioni solidi, di estratti di
sedimenti (per la preparazione di eluati ed estratti si
rimanda ad un metodo IRSA che sarà pubblicato successi-
vamente) e di sostanze chimicamente definite.

1.4- POSSIBILI INTERFERENZE

Sostanze volatili o scarsamente solubili in acqua,
composti che possono reagire con l’acqua di diluizione
del saggio o che si possono alterare durante le prove,
possono influenzare l’attendibilità del risultato ottenuto.

Campioni colorati o torbidi possono interferire con
la misura fotometrica della luce emessa dai batteri, invali-
dando l’analisi. Per saggiare campioni colorati o torbidi

a cura di L. Guzzella, IRSA-CNR, Brugherio (Milano)

RIASSUNTO
Il saggio che utilizza il batterio bioluminescente

Vibrio fischeri viene proposto per determinare gli effetti
tossici a breve termine (15-30 minuti) di campioni d’ac-
qua (superficiale, potabile o di scarico) o solidi (estratti e
eluati di sedimenti e fanghi). Il saggio permette di calco-
lare per ciascun campione i valori di EC50, EC20 o la
diluizione di non effetto. Sono riportati nel metodo i
risultati di un test di intercalibrazione condotto con alcune
sostanze di riferimento.

(*) Il metodo è stato discusso ed approvato da un sottogruppo dei Metodi
Biologici composto da: Bielli E., Caldini G., Corsini ., Gaiter S.,
Garrou E., Giansanti P., Magnani T., Rampa P., Sbrilli G., Spaggiari
R. e Guzzella L.

SUMMARY
A standardized method for the determination of 15-

30 min toxicity of Vibrio fischeri bioluminescent bacteria
is evaluated. The proposed method can be applied for the
analysis of liquid (superficial and drinking waters, eluates
and wastes) and solid (sediments and muds) samples and
permits the quantification of the EC50 and EC20 values and
of the no-effective sample dilution. The results of a inter-
laboratory ring test conducted with reference substances
are illustrated
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occorre eseguire una prova preliminare utilizzando la
cuvetta a camera doppia (cfr. appendice A).

Un’elevata umidità relativa dell’ambiente di labora-
torio in cui viene effettuato il saggio può impedire la
corretta lettura delle cuvette.

La presenza di cloro attivo, utilizzato per la disinfe-
zione delle acque, può interferire con il risultato del
saggio diminuendo la vitalità dei batteri. Tale interferen-
za può essere eliminata procedendo ad una neutralizza-
zione con tiosolfato (cfr. appendice B).

Valori di pH inferiori a 6 o superiori a 9, così come
valori di salinità inferiori a 20‰ o superiori a 50‰
possono influire sulla sopravvivenza dei batteri, inibendo-
ne la naturale luminosità.

Nel caso di saggio con campioni d’acqua dolce, può
essere utile impiegare come diluente una soluzione di
saccarosio 200 g/L anziché ricorrere alla soluzione salina.
Tale soluzione riproduce la pressione osmotica minima
per la sopravvivenza del batterio. La sostituzione del
saccarosio al cloruro sodico è consigliata quando per la
natura stessa del campione (es. scarichi di industrie galva-
niche, siderurgiche, meccaniche, elettroniche, chimiche,
per la produzione di materie plastiche o catalizzatori,
ecc.) o a causa di indagini precedentemente condotte, sia
sospettata la presenza di elevate concentrazioni di metalli
e/o ammoniaca.

2- REAGENTI E MATERIALI

2.1 - ORGANISMO TEST E REPERIBILITÀ

Per il saggio viene utilizzato il ceppo NRRL-B-
11177 della specie marina Vibrio fischeri depositato pres-
so il DSM, Mascheroder Weg 16, 38124 Braunschweig,
Germany o presso l’American Type Culture Collection,
12301 Parkiand Drive, Rockville, Maryland, U.S.A. Il
batterio può essere coltivato e conservato come descritto
in appendice C oppure può essere acquistato come prepa-
rato commerciale. In tutti i casi devono essere rispettati,
per ciascun lotto di batteri, i criteri di validazione riportati
nel paragrafo 4.2.

2.2 - REAGENTI E MATERIALI

2.2.1 - Soluzione diluente
Sciogliere 20 g di sodio cloruro in 1 litro di acqua

distillata. Aggiustare il pH a 7 ± 0,2 con sodio idrossido
(NaOH) 1 M o con acido cloridrico (HCl) 1 M. Questa
soluzione può essere conservata per quattro settimane a 4
°C ma il pH della soluzione deve sempre essere controlla-
to e, se necessario, aggiustato ogni giorno al momento
d’uso.

2.2.2 - Soluzione ricostituente
Per i batteri coltivati in laboratorio (cfr. Appendice

C) si utilizza la seguente soluzione da sciogliere in agita-
zione per trenta minuti:
- 8 g di D(+)glucosio monoidrato (C6H1206 · H2O);
- 20 g di NaCl;
- 2,035 g di magnesio cloruro esaidrato (MgCl2 · 6 H20);
- 0,30 g di potassio cloruro (KCl);
in 1 litro di acqua distillata e si porta a pH 7 ± 0,2.

Questa soluzione può essere conservata a -20 °C per
almeno tre mesi.

Per i batteri disponibili commercialmente deve esse-
re garantita una concentrazione salina finale (sotto forma
di NaCl) della sospensione del 2%, mentre si sconsiglia
l’utilizzo di qualsiasi tipo di tampone che potrebbe, inve-
ce, interferire sul risultato dell’analisi.

2.3 - STRUMENTAZIONE E VETRERIA

Per la conduzione del saggio sono necessari:
- congelatore per la conservazione delle colture batteri-

che a -20 °C;
- termostato per mantenere le cuvette del saggio a 15 ±

1 °C;
- bagno termostatico a 20 °C per riattivazione (opziona-

le);
- luminometro funzionante a 490 nm di lunghezza d’on-

da con una cella di misura termostatata a 15 ± 1 °C;
- pH-metro;
- cronometro;
- salinometro (opzionale);
- micropipetta a volume variabile da 10 a 200 μL e una

da 200 a 5000 μL con adeguati puntali;
- appropriate cuvette di misura della luminescenza scel-

te in base alle caratteristiche del luminometro e di
materiale chimicamente inerte.

Tutti gli accessori destinati a venire in contatto con
la sospensione batterica non devono rilasciare sostanze
tossiche.

3- PROCEDURA

3.1- CAMPIONAMENTO E PREPARAZIONE DEL CAMPIONE

Per quanto concerne il campionamento delle acque
di scarico si rinvia alle metodiche previste dall’IRSA
(IRSA,1995). Il volume di campione necessario per il
saggio è di circa 10 mL. Si consiglia per eventuali ripeti-
zioni, di riempire sino all’orlo con il campione d’acqua un
contenitore da 100 mL in materiale chimicamente inerte
(preferibilmente in vetro scuro).Tale procedura consente
di evitare eventuali perdite di sostanze volatili presenti nel
campione.
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Il campione così prelevato deve essere conservato al
buio e alla temperatura di 4 °C per non più di 72 ore. Per
tempi maggiori si consiglia di congelare il campione a -20
°C; in quest’ultimo caso, tuttavia, non è possibile assicu-
rare la totale conservabilità delle caratteristiche chimiche
originali del campione ai fini del risultato del saggio
tossicologico.

Prima di condurre il saggio si porta a temperatura
ambiente il campione, si misura il pH e, in caso di
campioni d’acqua di mare o salmastra, la salinità (IRSA,
1995). Nel caso che il valore del pH si collochi al di fuori
dell’ambito di sopravvivenza dell’organismo (paragrafo
1.4) il saggio va eseguito sia al pH originale del campione,
sia a pH 7,0 ± 0,2 previa aggiunta di NaOH e HCl 1 M. Nel
caso invece che il pH del campione sia compreso tra 6 e 9
unità, non occorre modificare il pH.

Se il campione d’acqua è stato sottoposto a disinfe-
zione, è necessario misurare la quantità di cloro attivo
presente (cfr. appendice B).

Nel caso di campioni d’acqua dolce è necessario
aggiungere al campione una quantità equivalente di NaCl
tale da ottenere una salinità pari al 20‰. Quando necessa-
rio (paragrafo 1.4) il saggio va eseguito utilizzando il
saccarosio invece del sale. Per campioni d’acqua di mare,
salmastra o a salinità superiore a quella di mare non è
necessario alterare la salinità del campione se questa si
trova nell’ambito di sopravvivenza dell’organismo (para-
grafo 1.4). Per campioni d’acqua di scarico afferenti in
acque di mare, il saggio va condotto alla salinità del corpo
recettore.

3.2 - RIATTIVAZIONE DELLA SOSPENSIONE BATTERICA

Le sospensioni congelate dei batteri, siano esse col-
tivate in laboratorio o acquistate, devono essere riattivate
prima dell’uso, aggiungendo la soluzione ricostituente
2.2.2. La quantità da aggiungere può variare in considera-
zione della procedura del saggio, tenendo presente che la
quantità di batteri nella cuvetta finale del saggio non deve
comunque essere inferiore a 106 cellule per cuvetta. Dopo
la riattivazione è necessario attendere circa 30 minuti
prima di procedere al saggio. La sospensione batterica
può essere utilizzata nelle 4-5 ore successive alla riattiva-
zione o, comunque, finché siano rispettati i criteri di
validazione riportati in 4.2. Se si conduce il test con una
soluzione diluente in saccarosio (par. 1.4) anche i batteri
devono essere riattivati nelle stesse condizioni.

3.3 - PROCEDURE DI CONDUZIONE DEL SAGGIO

Varie procedure di conduzione possono essere adot-
tate a seconda che sia noto (saggio definitivo) o no (saggio
preliminare) l’ambito di concentrazioni entro cui ci si

aspetta di rilevare l’effetto tossico dell’acqua di scarico o
degli estratti da analizzare. Per campioni poco tossici o
per corpi idrici superficiali si consiglia, invece, di adottare
la procedura di saggio al 100%.

3.3.1 - Saggio preliminare
Quando sia ignota la tossicità del campione da

analizzare occorre procedere saggiando un ampio inter-
vallo di diluizioni. Si consiglia di saggiare, oltre alla
soluzione di controllo (si utilizza la soluzione diluente
2.2.1), il campione tal quale e almeno quattro diluizioni
successive 1:10 con la soluzione diluente 2.2.1, pari al
100%, 10%, 1%, 0,1% e 0,01% del campione. Si prepara-
no le diluizioni nelle cuvette e si incubano le cuvette per
circa 15 minuti a 15 °C. In altre cuvette, due per ciascuna
diluizione, si preparano le soluzioni batteriche riattivate
(500  μL) come descritto in 3.2. Si lasciano termostatare le
cuvette con la sospensione batterica per circa 15 minuti e
si misura l’intensità luminosa emessa dai batteri per
ciascuna cuvetta con il luminometro. Tale misura viene
indicata come I0. Immediatamente dopo la determinazio-
ne dell’I0 si aggiungono 500  μL di campione o di soluzio-
ne controllo alle cuvette. Il campione, venendo ad essere
diluito 1:1 con la sospensione batterica, sarà quindi sag-
giato alle concentrazioni equivalenti a 50%, 5%, 0,5%,
0,05% e 0,005%. A 15 e 30 minuti dall’aggiunta del
campione viene misurata per ciascuna cuvetta l’intensità
luminosa emessa dai batteri. I valori ottenuti corrispondo-
no rispettivamente all’I15 e all’I30 per ciascuna cuvetta. È
necessario cronometrare il tempo intercorrente tra l’I0 e
l’I15 o l’I30 per ciascuna cuvetta in maniera da assicurare
che sia mantenuto lo stesso tempo di esposizione per
ciascuna cuvetta.

Al termine della prova è generalmente possibile
individuare un ambito di concentrazioni entro cui proce-
dere per il successivo saggio definitivo. Generalmente tale
intervallo è compreso tra la concentrazione che causa la
completa inibizione della luce emessa dal batterio e quella
che non inibisce tale emissione.

3.3.2 - Saggio definitivo al 100%
Quando l’inibizione misurata nel saggio prelimina-

re per il campione alla massima concentrazione (50% del
campione) è inferiore al 50% o quando si preveda una
bassa tossicità del campione (es. acque di superficie,
acque sotterranee, acque potabili) è necessario ricorrere al
saggio al 100%. In questo caso si consiglia di preparare
cinque diluizioni successive (esempio 1:1,5) del campio-
ne a partire da quella al 100%. Le cinque diluizioni
devono essere saggiate insieme alla soluzione di controllo
in duplicato. A differenza del saggio preliminare, nel
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saggio al 100% non è possibile misurare l’I0 per ciascuna
cuvetta, per cui si procede aggiungendo direttamente al
campione (1  mL per ciascuna diluizione) una quantità
molto contenuta di sospensione batterica (normalmente
compresa tra 10-50 μL) in maniera da ridurre al minimo
la diluizione del campione e si misura dopo 15 e 30 minuti
rispettivamente l’I15 e l’I30 del campione, delle sue dilui-
zioni e della soluzione di controllo.

Per migliorare la rilevanza statistica del saggio, il
numero delle repliche e quello delle diluizioni utilizzate
per ciascun campione può essere aumentato a piacere in
base alle esigenze dell’operatore.

AVVERTENZE - Si consiglia di mescolare frequente-
mente la sospensione batterica prima dell’aggiunta al
campione al fine di ottenere un’omogenea distribuzione
dei batteri nelle cuvette.

3.3.3 - Saggio definitivo di tipo standard
Quando l’inibizione misurata nel test preliminare

per il campione saggiato alla massima concentrazione
(50% del campione) è superiore al 50% o quando sia noto
l’intervallo di tossicità, è necessario condurre il saggio
standard. Si preparano cinque diluizioni successive (esem-
pio 1:2) del campione in base all’intervallo di tossicità
noto e si saggiano tali diluizioni come nel saggio prelimi-
nare in duplicato insieme alla soluzione controllo.

Per migliorare la rilevanza statistica del saggio, il
numero delle repliche e quello delle diluizioni utilizzate
per ciascun campione può essere aumentato a piacere in
base alle esigenze dell’operatore.

4- RISULTATI

4.1 - ELABORAZIONE DEI RISULTATI

Nell’elaborazione dei risultati occorre calcolare il
fattore di correzione dei valori di I0. Il fattore (fkt) si
calcola in base alla risposta della soluzione di controllo
come:

fkt = Ikt / I0 (t = 15 o 30 minuti)

dove Ikt è l’intensità luminosa dei batteri misurata dopo
l’aggiunta della soluzione di controllo a 15 o 30 minuti
mentre I0 è l’intensità luminosa prima dell’aggiunta della
stessa soluzione. Si calcola la media dei fattori di corre-
zione per le due repliche del controllo e si calcolano per
ciascuna cuvetta i nuovi valori di I0 corretti per il fattore fkt
nel seguente modo:

Ict = I0 · fkt

Nel caso del saggio al 100%, non essendo stati
misurati i valori di I0 per ciascuna cuvetta non viene

eseguita alcuna correzione rispetto alle variazioni tempo-
rali della luminescenza emessa dalla soluzione di control-
lo.

Per il saggio standard l’inibizione percentuale di
ciascuna diluizione (Ht) del campione si calcola come
segue:

Ict · ITtHt = · 100
Ict

dove i valori di Ict derivano dalla precedente equazione
mentre quelli di ITt rappresentano i valori di intensità
luminosa a 15 o 30 minuti delle cuvette dopo l’aggiunta
del campione e delle sue diluizioni.

Si calcolano le medie delle inibizioni percentuali
delle repliche di ciascuna diluizione del campione e i
coefficienti di variazione tra le repliche. Per il saggio al
100% l’inibizione percentuale di ciascun campione e
delle sue diluizioni si calcola così:

ITtHt = · 100
I0

4.1.1 - Calcolo diluizione di non effetto
Il calcolo della diluizione di non effetto viene con-

dotto solamente nel caso di campioni di acque di scarico e
comunque non è sostitutivo del calcolo dell’EC50. Il calco-
lo del GL è eseguito a partire dai valori di inibizione
percentuale misurati a 30 minuti per ciascuna diluizione
del campione. Si considera diluizione di non effetto la più
elevata tra quelle saggiate che determina una inibizione
luminosa inferiore al 20%. Il valore reciproco della dilui-
zione di non effetto rappresenta il valore di GL per ciascun
campione (esempio diluizione 1:4, GL = 4).

4.1.2 - Calcolo EC50 ed EC20
Per il calcolo delle EC50 ed EC20 occorre trasformare

i valori di inibizione percentuale (Ht) in valori gamma (Γt)
con la seguente equazione:

HtΓt = 100 - Ht

Normalmente vengono utilizzati per le successive
elaborazioni soltanto i valori di Ht compresi tra 10 e 90%

I valori Γt così ottenuti vengono messi in relazione
con le concentrazioni di campione analizzate (ct) con la
seguente equazione:

log ct = b log Γt + log a

dove b rappresenta la pendenza della curva di tossicità e a
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l’intercetta con l’asse delle ordinate.
Con il metodo statistico dei minimi quadrati è possi-

bile calcolare i valori di EC20 ed EC50 con i relativi limiti
di confidenza, che corrispondono a valori di Γt pari a 0,25
e 1 rispettivamente.

Il calcolo di EC20 è richiesto nei casi in cui non sia
possibile determinare il valore di EC50, mentre si definisce
non tossico il campione che, saggiato con il test definitivo
al 100%, determina alla massima concentrazione consi-
derata un’inibizione inferiore al 20%.

4.2 - CRITERI DI VALIDAZIONE

La verifica delle condizioni sperimentali relative a
ciascun batch o lotto di batteri va effettuata ricorrendo a
tre composti di riferimento: 3,5 diclorofenolo, bicromato
di potassio e solfato di zinco, ottenendo i seguenti risulta-
ti:
- 30min EC50 per il 3,5 diclorofenolo inferiore a 6 mg/L;
- 30min EC50 per il K2Cr207 espresso come CrVI inferiore

a 24 mg/L;
- 30min EC50 per il ZnSO4·7H2O espresso come ZnII

inferiore a 28 mg/L.
Inoltre, il valore di fkt per esposizioni sia a 15 che a

30 minuti deve essere compreso tra 0,7 e 1,4 e i coefficien-
ti di variazione tra le repliche non devono essere superiori
al 10%.

Il saggio di ciascun campione deve essere inoltre
validato verificando l’effetto di inibizione della biolumi-
nescenza del 3,5 diclorofenolo.

4.3 - RISULTATI DEL SAGGIO

Il risultato finale condotto con il presente metodo
deve contenere informazioni relative a:
- identità del campione con dati sul campionamento

(data, ora, luogo, tipologia del campione), sul tempo di
stoccaggio in laboratorio;

- pH e salinità naturale del campione ed eventuali modi-
ficazioni apportate;

- data di esecuzione del saggio e nome dell’operatore;
- indicazioni relative a eventuale pretrattamento del

campione (per esempio correzione per cloro attivo
totale, filtrazione, centrifugazione, diluizione);

- origine dei batteri utilizzati ed eventuali indicazioni
della data di preparazione o del numero di lotto;

- tipo di procedura utilizzata nel saggio e risultati delle
analisi;

- elaborazioni dei risultati espresse come EC50, EC20 o
GL;

- risultati dei test con sostanze di riferimento.

APPENDICE A
Test con campioni torbidi o colorati

Per campioni torbidi o colorati (soprattutto di colore
rosso, giallo o blu) si rende necessario il controllo della
luminescenza emessa dai batteri senza che questi vengano
a contatto con il campione. Ciò è possibile utilizzando una
cuvetta a doppia camera. Nella camera interna viene posta
una quantità nota di soluzione batterica (generalmente 0,2
mL o comunque una quantità tale da riempirla) mentre
nella camera esterna si aggiunge la soluzione di controllo
(1 mL); si attende 5-10 minuti e si misura la luminescenza
emessa dai batteri. Successivamente viene sostituita nella
camera esterna la soluzione di controllo con il campione
da saggiare (1 mL), si misura quindi la luminescenza
batterica. L’eventuale inibizione misurata permette il cal-
colo del fattore di correzione da adottare nel calcolo
dell’EC50, dell’EC20 o della diluizione di non effetto. Si
considerano significative inibizioni superiori al 10%,
mentre inibizioni superiori al 50% normalmente impedi-
scono una corretta elaborazione dei risultati. Per il calcolo
del fattore di correzione si rimanda a software di elabora-
zione dati già esistenti (Microtox Software Program 7.11
oppure LUMISsoftII).

Nel caso del saggio preliminare o di quello al 100%
il campione viene analizzato alla massima concentrazio-
ne saggiata. Nel caso del metodo standard viene analizza-
ta soltanto la concentrazione di campione che si avvicina
maggiormente al valore di EC50 o di EC20 a seconda
dell’effetto che si intende considerare.

Nel caso di campioni molto torbidi si consiglia di
centrifugare o filtrare il campione prima dell’analisi.

APPENDICE B
Neutralizzazione del cloro attivo totale con tiosolfato

In presenza di cloro libero si può provvedere alla sua
titolazione (IRSA, 1995) e alla conseguente inattivazione,
calcolando i millilitri di una soluzione a titolo noto di
tiosolfato pentaidrato da aggiungere ad un volume presta-
bilito dell’acqua in esame, mediante la seguente equazio-
ne:

(mL di scarico) · (F) · (conc. di Cl2)mL di tiosolfato =
(conc. di tiosolfato)

dove:
mL di tiosolfato = mL della soluzione a titolo noto da
aggiungere all’acqua di scarico;
F = 6,7 per il tiosolfato anidro e 10,52 per quello pentai-
drato;
conc. di Cl2 = concentrazione del cloro attivo totale pre-
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sente nell’acqua di scarico espressa in mg/L;
conc. di tiosolfato = concentrazione di tiosolfato espressa
in mg/L.

Il titolo del tiosolfato deve essere controllato ogni 15
giorni.

APPENDICE C
Metodo per la coltura di batteri
bioluminescenti in laboratorio

Strumentazione richiesta oltre a quella già prevista
dal saggio:
- autoclave per sterilizzazione vetreria e mezzi di coltu-

ra;
- centrifuga refrigerata;
- agitatore magnetico;
- incubatore ad agitazione continua;
- fotometro o spettrofotometro per misure a 578 nm di

lunghezza d’onda.

Per la coltura dei batteri utilizzati nel test, distribui-
re 0,1 mL di una sospensione di 106 cellule del ceppo
Vibrio fischeri NRRL-B-11177 sulla superficie di una
piastra Petri sterile contenente il terreno solido (C.2).
Spatolare il terreno e incubare la piastra a 20 °C per 2-5
giorni. A crescita delle colonie avvenuta, osservare la
piastra al buio e contrassegnare le colonie luminescenti.
Trasferire ciascuna colonia contrassegnata su una nuova
piastra di terreno solido e strisciare. Incubare come sopra
descritto e isolare nuovamente le colonie luminescenti.
Tale procedura di isolamento si rende necessaria in quan-
to la sospensione di partenza potrebbe essere stata confe-
zionata in condizioni di non sterilità.

Inoculare quindi in condizioni di sterilità una singo-
la colonia isolata in 50  mL di terreno liquido (C.1)
(coltura primaria). Incubare sotto agitazione (preferibil-
mente con agitatore magnetico) a 20 ± 1 °C per 20 ± 1 ore
a 180 rpm. Al termine del periodo di incubazione preleva-
re in sterilità 1  mL di soluzione colturale e diluirlo con 9
mL di soluzione di cloruro di sodio 20 g/L in acqua
distillata e misurare la torbidità in FAU a 578 nm secondo
la norma ISO 7027-1984 (cfr. C. 4).

Inoculare quindi in 50 mL di terreno liquido un
volume di coltura primaria tale che la torbidità iniziale sia
pari a 10 FAU. Incubare sotto agitazione a 20 ± 1 °C per
20±1 ore. Al termine del periodo di incubazione misurare
la torbidità della coltura diluita 1/10. Il valore atteso
dovrebbe essere compreso tra 700 e 1800 FAU per la
coltura non diluita.

Raffreddare quindi in un bagno freddo una soluzio-

ne con cloruro di sodio al 2% in acqua distillata e il mezzo
di conservazione (cfr. C.3). Centrifugare la brodocoltura
in centrifuga refrigerata a 4 ± 2 °C per 15-20 minuti a
6000 ± 2000 G. Decantare il surnatante e riprendere il
residuo con 5-10 mL della soluzione di cloruro di sodio
fredda. Centrifugare come prima. Decantare il surnatante,
risospendere il residuo con 0,5 mL della soluzione di
cloruro di sodio trasferendo la sospensione in un beaker
freddo da 100  mL e porre in bagno freddo. Aggiungere
lentamente agitando 4  mL di mezzo di conservazione
(C.3). Diluire 1/100 una aliquota di 100 μL e misurare la
torbidità come precedentemente descritto. Aggiungere un
volume di mezzo di conservazione tale che la torbidità
definitiva prevista sia compresa tra 2000 e 3000 FAU. Il
volume complessivo di mezzo di conservazione da ag-
giungere non deve, comunque, essere inferiore a 5 mL.

Mantenere la sospensione in bagno freddo ancora
per 15 minuti. Distribuire aliquote di 100 μL in provette
munite di tappo. Congelare a -20 o a -80 °C.

La stabilità dei batteri preparati è di almeno un mese
a -20 °C e di sei mesi a -80 °C.

Per evitare alterazioni genetiche del ceppo è bene
preparare nuove colture ogni sei mesi.

C.1 - Terreno liquido
Il terreno liquido si prepara sciogliendo in acqua

distillata:
- 30 g di NaCl;
- 6,1 g di fosfato monosodico monoidrato (NaH2PO4 ·

H2O);
- 2,75 g di fosfato bipotassico triidrato (K2HPO4 · 3

H20);
- 0,204 g di magnesio solfato eptaidrato (MgS04 · 7

H2O);
- 0,5 g di fosfato biammonico ((NH4)2HPO4);
- 3 mL di glicerolo;
- 5 g peptone di caseina;
- 0,5 g di estratto di lievito.

Si porta la soluzione ad 1 litro con acqua distillata e
si aggiusta il pH a 7,2 ± 0,2 con NaOH 1 M o HCl 1 M.

Si suddivide la soluzione in aliquote da 50  mL in
beute da 250  mL e si sterilizza in autoclave a 121 °C per
20 minuti.

C.2 - Terreno solido
Il terreno solido si prepara impiegando la stessa

soluzione del terreno liquido allo stesso pH, ma aggiun-
gendo 12 g di agar per litro. Il terreno, contenente l’agar
aggiunto a freddo, va sciolto a caldo, autoclavato e distri-
buito su piastre Petri sterili.
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C.3 - Mezzo di conservazione
Il mezzo si prepara sciogliendo a 37 °C in agitazio-

ne:
- 60 g di D(+)-glucosio (C6H1206);
- 4 g di cloruro di sodio (NaCl);
- 2 g di L-istidina;
- 0,5 g di sieroalbumina (BSA).

Se necessario, si aggiusta la soluzione a pH 7,2 ± 0,2
con NaOH 1M o HCl 1M. Si porta a 100 mL con acqua
distillata. La soluzione non può essere conservata, per cui
si consiglia di prepararla fresca, ogni volta prima del-
l’uso.

C.4- Determinazione fotometrica della torbidità secondo
ISO 7027-1984
Apparecchiatura: fotometro e spettrofotometro per misu-

re a 578 nm.
Reagenti:
Soluzione A: esametilentetramina 10 g/100 mL di

200 FAU. Misurare l’assorbanza di ciascuna soluzione a
578 nm e tracciare una curva di taratura da utilizzare per
le misure di torbidità della sospensione batterica.

APPENDICE D
Risultati del test di intercalibrazione

L’Istituto di Ricerca sulle acque ha condotto nel
1994 un test di intercalibrazione utilizzando per il saggio
due sistemi disponibili commercialmente: il MICROTOX
fornito dalla Microbics (Carisbad, California, USA) e il
LUMISTox fornito dalla Dr. Lange (Dusseldorf, Germa-
nia). I laboratori che hanno partecipato al test sono i
seguenti:

per il MICROTOX
SMPA, USL 8 - Pistoia (Dr. A. Corsini);
LSP, USSL 24 - Grugliasco, TO
(Dr. E. Garrou, Sig. P. Giansanti);
PMIP, USSL 47 - Mantova (Dr. T. Magnani);
SMPA, USL 25 - Piombino (Dr. G. Sbrilli);
PMP, USL Reggio Emilia (Dr. R. Spaggiari);
PMP, USL 3 - Genova (Dr. S. Gaiter);
SMPA, USL 10/A- Firenze (Dr. G. Caldini);

per il LUMISTox
LSP, USL 51 - Novara (Dr. E. Bielli);
LSP, USL Torino I (Dr. P. Rampa);
IRSA, CNR - Brugherio (Ml) (Dr. L. Guzzella).

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

Codice Metodica 3,5 diclorofenolo cromoVI zincoII

Laboratorio media d.s. media d.s. media d.s.

Microtox
Microtox
Microtox
Microtox
Microtox
Microtox
Microtox-lavat.
Lumistox+hepes
Lumistox-hepes
Lumistox-prep. lab.
Lumistox+hepes
Lumistox-hepes
Lumitox+tamp.fosf.
Lumistox+hepes
Lumistox-hepes

2,51
1,93
2,68
3,11
1,79
4,01
3,45
5,07
4,47
3,69
3,92
4,65
4,84
4,50
3,99

0,06
0,07
0,13
0,12
0,09
0,23
0,26
0,24
0,29
0,11
0,30
0,39
0,60
0,57
0,07

21,06 1,31
13,06 0,31
21,07 2,29
14,09 0,58
18,45 2,81
25,90 4,23
13,18 0,56

5,21 0,26
3,47 0,1
3,73 0,18
4,83 0,28
4,12 0,2

19,27 0,9
4,59 0,56
6,27 0,69

0,44
0,72
0,61
0,59
0,51
0,37
0,27
28,33
19,47
9,18
22,34
21,21
0,62
18,24
17,74

0,04
0,02
0,12
0,16
0,04
0,05
0,01
0,97
0,42
0,09
1,64
1,71
0,03
0,34
2,70

Tab. 1.

acqua distillata
Soluzione B: idrazina solfato 1 g/100 mL in acqua

distillata.
Metodo: in un matraccio tarato da 100 mL unire 5 mL di
soluzione A con 5 mL di soluzione B. Lasciare per 24 ore
a temperatura ambiente e portare a volume con acqua. La
torbidità della sospensione di formazina così preparata è
di 400 unità di attenuazione-formazina (FAU). Diluire
opportunamente in acqua tale standard in modo da ottene-
re sospensioni il cui valore di torbidità sia 10, 50, 100 e
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Laboratori Metodica 3,5 diclorofenolo cromoVI zincoII

totali media d.s. media d.s. media d.s.

5 Microtox 2,63 0,81 19,00 4,8 0,49 0,12
1 Microtox-lavat. 3,45 0,26 13,18 0,56 0,27 0,01
3 Lumistox+hepes 4,52 0,59 4,90 0,43 23,3 4,4
3 Lumistox+hepes 4,37 0,39 4,5 1,25 19,6 2,17
1 Lumistox+tamp.fosf. 4,84 0,60 19,27 0,9 0,62 0,03
1 Lumistox-prep.lab. 3,69 0,11 3,73 0,18 9,18 0,09

Tab. 2.

Sono state utilizzate quali sostanze test il 3,5 diclo-
rofenolo, il bicromato di potassio (K2Cr2O7) e il solfato di
zinco (ZnSO4 · 7 H2O). Per ciascuna di queste sostanze è
stata determinata l’EC50 a 30 minuti utilizzando le se-
guenti concentrazioni (mg/L):

MICROTOX LUMISTox
3,5 diclorofenolo 10-5-2,5-1,25 10-5-2,5-1,25
K2Cr2O7 come Cr VI 20-10-5-2,5 10-5-2,5-1,5
ZnSO4·7H2O come ZnII 2,5-1,25-0,62-0,31 40-20-10-5

Ciascuna concentrazione è stata saggiata conducen-
do da un minimo di tre ad un massimo di sei repliche;
mediamente sono state condotte cinque repliche per con-
centrazione. Ciascuna replica è stata elaborata separata-
mente al fine di ottenere per ciascun laboratorio un valore
medio di EC50 a 30 minuti. Il saggio è stato condotto

seguendo la metodica qui riportata con alcune variazioni.
Per il Microtox è stata condotta anche una prova lavando,
dopo riattivazione, per tre volte i batteri con la soluzione
ricostituente (2.2.2) e centrifugando la sospensione in
centrifuga refrigerata a 5 °C per 30 minuti. Tale operazio-
ne è stata condotta per allontanare dalla sospensione
batterica eventuali residui di mezzo colturale. Per il LU-
MIStox il test è stato condotto seguendo: a) la metodica
DIN 38412 teil 341; b) utilizzando per la riattivazione la
soluzione 2.2.2 che, a differenza di quella prevista dalla
metodica DIN, non contiene il tampone biologico HE-
PES; c) utilizzando per la riattivazione una soluzione
senza l’HEPES ma con tampone fosfato così come viene
utilizzata per le metodiche AFNOR T90-320 e NVN
6516. È stata infine condotta una prova con i batteri
preparati in laboratorio. I risultati sono mostrati in detta-
glio nella tab. 1 e riassunti nella tab. 2.

BIBLIOGRAFIA
IRSA (1995). Metodi analitici per le acque. Quad. Ist. Ric.
Acque, 100, 342 pp.
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1 - INTRODUZIONE
Il metodo descrive la procedura con la quale indaga-

re se effluenti di scarico o acque superficiali contengono
inquinanti a concentrazioni tali da causare effetti tossici
acuti sul crostaceo d’acqua dolce Ceriodaphnia dubia. La
mancata osservazione di effetti tossici acuti per un dato
campione non esclude che essi si manifestino saggiando
campioni prelevati in altri momenti, e ciò in dipendenza
della variabilità dello scarico o del corpo idrico superficia-
le. Si tenga presente, inoltre, che l’assenza degli effetti
tossici che si manifestano a breve termine (acuti) non
preclude che lo stesso corpo idrico o lo stesso effluente di
scarico possano causare quegli effetti tossici che si mani-
festano invece solo dopo esposizione prolungata (cronici).

2- GENERALITÀ SUL METODO
In questo tipo di saggio giovani individui di Cerio-

daphnia dubia sono esposti per un tempo massimo di 48 h
(eventualmente prolungabile a 96 h) a campioni dei quali
si voglia misurare la tossicità acuta. Generalmente, un
campione di acqua di scarico è saggiato ad almeno 5
diluizioni, a ciascuna delle quali è esposto un numero
definito di giovani organismi. Elaborando i dati di morta-
lità, osservati alle diverse diluizioni, è possibile ottenere
per un dato campione il valore di diluizione letale per il
50 % degli individui (LC50) per il tempo di esposizione
prescelto. Una procedura analoga è applicabile allo studio
degli effetti tossici acuti delle acque dei corpi idrici;
tuttavia, è raro che in questo caso le concentrazioni degli
inquinanti raggiungano livelli tali da permettere l’osser-
vazione di effetti superiori al 50 % di mortalità. Molto più
spesso l’esame di un corpo idrico si limita a valutare la
significatività statistica di pochi eventuali decessi osser-
vati per esposizione di C. dubia ad un campione non
diluito.

(*) Il metodo è stato discusso ed approvato dal sottogruppo “Metodi con
Crostacei” del Gruppo Metodi Biologici composto da: Amodei M.,
Bacci E., Baudo R., Buffagni M., De Marco M., Ferraro M., Marchetti
R., Marchini S., Pasini M., Rampa P., Sbrilli G. e Viganò L.

a cura di L. Viganò, IRSA-CNR, Brugherio (Milano)

RIASSUNTO
In questo documento sono descritte delle procedure

standardizzate per condurre dei saggi di tossicità acuta
con il crostaceo d’acqua dolce Ceriodaphnia dubia. I
saggi descritti permettono di valutare se effluenti di scari-
co o acque superficiali contengono sostanze tossiche a
concentrazioni capaci di effetti tossici i quali sono misura-
ti ed espressi come concentrazione letale per il 50% degli
organismi (LC50). In appendice sono dettagliate le condi-
zioni colturali necessarie al mantenimento del crostaceo i
cui neonati vengono utilizzati per la conduzione dei saggi.

METODO PER LA VALUTAZIONE
DELLA TOSSICITÀ ACUTA CON
Ceriodaphnia dubia(*)

SUMMARY
In this document standardized methods are descri-

bed to undertake acute toxicity tests with the freshwater
crustacean Ceriodaphnia dubia. Procedures are outlined
to assess whether toxic chemicals are present at toxic
concentrations in effluents and receiving waters and mea-
sured toxicity is usually reported in terms of concentration
which is lethal to 50% of the organisms (LC50). Included
as an appendix are instructions on culturing conditions
and requirements of the crustacean whose neonates are
used to perform the tests.
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Si tenga presente che il metodo basato sull’uso di
questo stesso crostaceo ma destinato alla stima della
tossicità cronica (7 giorni), può consentire anche la valu-
tazione della tossicità acuta, a patto che le diluizioni del
campione da saggiare coprano un intervallo di valori
sufficientemente ampio. Si raccomanda, di conseguenza,
di privilegiare l’applicazione del saggio a 7 giorni ogni
qualvolta sia possibile.

Nel caso si voglia esaminare la relazione esistente
tra la tossicità acuta e quella cronica di un effluente o di un
corpo idrico, i due dati di tossicità dovranno essere prodot-
ti nelle stesse condizioni sperimentali e, cioè, quelle del
saggio cronico (7 giorni).

3 - CONDUZIONE DEL SAGGIO

3.1 - MATERIALI E STRUMENTAZIONE

La conduzione del saggio di tossicità richiede:
- un minimo di 12 contenitori del tipo beaker in vetro

borosilicato con volume utile di 30 mL. Numerosi
laboratori usano con successo dei contenitori “a perde-
re”, in polistirene, che sono normalmente commercia-
lizzati per alimenti;

- sistema di lampade fluorescenti ad ampio spettro con
un temporizzatore per il controllo del fotoperiodo e
possibilmente un dispositivo che simuli la transizione
graduale tra le fasi di luce e di buio;

- dispositivo per il controllo della temperatura delle
diluizioni da saggiare nell’ambito di 20 ± 1 °C e 25 ±
1 °C per tutta la durata della sperimentazione;

- analizzatore di ossigeno disciolto con sensore di di-
mensioni adeguate alla misura nei contenitori di sag-
gio;

- microscopio binoculare da dissezione, provvisto di
illuminazione laterale;

- fonte di aria compressa a bassa pressione, con cannule
in vetro o pipette pasteur per far gorgogliare l’aria
nelle soluzioni da aerare. L’applicazione di un piccolo
compressore del tipo usato in acquariologia, può costi-
tuire una soluzione adeguata. L’aria distribuita dai
grossi impianti centralizzati è spesso contaminata da
vapori di oli o altri inquinanti che vanno rimossi con
opportuni dispositivi di filtrazione.

3.2 - ORGANISMI PER IL SAGGIO

La specie utilizzata in questo saggio di tossicità è il
crostaceo cladocero Ceriodaphnia dubia che è allevato in
laboratorio seguendo le indicazioni fornite in Appendice
A2. Il saggio è allestito con i neonati appartenenti alla

terza schiusa o alle successive, prodotte da femmine man-
tenute in condizioni di allevamento controllate e rispon-
denti ai requisiti di buone condizioni colturali descritti in
Appendice. I giovani organismi da utilizzare sono quelli
schiusi entro e non oltre le 24 h precedenti l’allestimento
della prova.

3.3 - ACQUA DI DILUIZIONE

Generalmente, le diverse diluizioni del campione da
saggiare sono preparate usando come acqua di diluizione
e controllo la stessa in cui sono allevati i riproduttori.
Tuttavia, in funzione delle finalità del saggio è opportuno
distinguere tra diverse possibili soluzioni:
a) Se lo scopo è di evidenziare la presenza di effetti
tossici acuti e il loro andamento nel tempo o di confronta-
re la tossicità di diversi effluenti, come diluente si adotterà
un’acqua sintetica (standard), avente durezza di circa 150
mg/L CaCO3 per la cui preparazione si aggiungono dei
sali di grado analitico ad acqua Milli-Q® o deionizzata di
qualità equivalente.
Per preparare 1 L di acqua standard, i sali ed i quantitativi
da aggiungere sono nell’ordine, i seguenti: 10 mg di KCl,
192 mg di NaHCO3, 53 mg di MgSO4 e 183 mg di CaSO4
· 2H2O. La soluzione risultante ha durezza compresa
nell’ambito 140-160 mg CaCO3/L, alcalinità 110-120 mg
CaCO3/L, e pH 7,5-8,5. L’acqua standard può anche
essere preparata a partire da un’acqua minerale, scelta tra
quelle disponibili in commercio, preferibilmente la stessa
eventualmente usata per allevare l’organismo, e adeguata,
se necessario, nelle concentrazioni di alcuni costituenti
maggiori a dare i valori di durezza e alcalinità indicati
(cfr. Appendice A3).
b) Se lo scopo del saggio è di valutare la tossicità acuta
determinata dall’immissione di uno scarico nelle acque
del recettore, come diluente si userà l’acqua non contami-
nata di quest’ultimo, prelevata a monte dell’immissione o
comunque al di fuori dell’area esposta a fonti di contami-
nazione. Nel caso essa non sia disponibile, si può utilizza-
re un’acqua prelevata da un altro corpo idrico superficiale
o un’acqua sintetica (cfr. “punto a”) aventi approssimati-
vamente le stesse caratteristiche chimiche e, in particola-
re, la stessa durezza del corpo idrico recettore oggetto del
controllo. In qualche caso è anche possibile operare modi-
ficando la composizione di un’acqua naturale, purché di
qualità adeguata, previa aggiunta di sali (reagenti di
grado analitico) e nelle quantità necessarie. Il prelievo di
acque naturali deve essere effettuato immediatamente
prima del loro impiego e comunque non oltre le 96 h dallo
stesso, mantenendo refrigerati i campioni (4 °C) quando
se ne faccia uso a più di 24 h dalla raccolta.
c) Se, infine, lo scopo del saggio è quello di esaminare
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gli eventuali effetti additivi o comunque le interazioni tra
i contaminanti presenti nello scarico e quelli veicolati dal
recettore, come acqua di diluizione si userà quella del
recettore stesso, indipendentemente dal suo grado di con-
taminazione, prelevata a monte o al di fuori dell’influenza
dello scarico in esame. In questo caso è necessario aggiun-
gere un gruppo di organismi di controllo esposti alla sola
acqua di allevamento (cfr. Appendice A3).

3.4 - ILLUMINAZIONE

Gli organismi esposti ai campioni da saggiare sono
mantenuti alle stesse condizioni di illuminazione a cui
sono allevati. La sorgente luminosa è costituita da un
sistema di lampade fluorescenti ad ampio spettro (Indice
di resa cromatica ≥ 90), il fotoperiodo è di 16 ore di luce e
8 di buio. Un’intensità luminosa che al piano di lavoro sia
compresa tra 500 e 1000 lux si è generalmente dimostrata
adeguata.

3.5 - TEMPERATURA

Il campione da saggiare o le sue diluizioni sono
mantenute per tutta la durata della sperimentazione a 20 ±
1 °C. Se invece, i risultati ottenuti dal saggio acuto do-
vranno essere esaminati in relazione a dati di tossicità
cronica prodotti con lo stesso organismo, la tossicità acuta
del campione deve essere misurata a 25 ± 1 °C, e cioè alla
temperatura prevista per la conduzione del saggio croni-
co. Per entrambi i valori di temperatura il risultato è
conseguibile immergendo i contenitori del saggio in un
bagno termostatato o condizionando la temperatura del-
l’intero ambiente in cui è condotto il lavoro sperimentale.

3.6 - ALIMENTAZIONE

In generale i giovani individui di C. dubia non
vengono nutriti durante la prova. Tuttavia, se essi non
sono utilizzati entro 2-3 ore dall’isolamento dai recipienti
in cui sono schiusi, può essere suggerita la somministra-
zione di cibo, fino al loro trasferimento nelle soluzioni
test, nei quantitativi indicati per l’allevamento del clado-
cero (cfr. Appendice A4). Similmente, se si intende pro-
lungare il saggio fino alle 96 h di esposizione (20 ± 1 °C),
circa 2 h prima del rinnovo delle soluzioni e quindi del
trasferimento degli organismi (cfr. par. 4), si somministra
la stessa dieta usata per le colture. Il rinnovo è solitamente
effettuato allo scadere delle 48 h di saggio.

3.7 - OSSIGENO DISCIOLTO

Raggiunta la temperatura prevista per il saggio, è
necessario misurare la concentrazione di ossigeno disciol-
to nel campione destinato alla prova. Se tale concentrazio-
ne risulta prossima o inferiore al 40 % del valore di

saturazione, è necessario aerare l’aliquota del campione
da saggiare. L’aerazione deve essere moderata in modo da
minimizzare i cambiamenti del campione, quali ad esem-
pio quelli relativi al valore di pH, al contenuto di sostanze
facilmente ossidabili o volatili. L’importanza e la necessi-
tà di intervenire prima dell’allestimento della prova, è
dovuta al fatto che successivamente sarebbe pressoché
impossibile aerare i piccoli volumi delle soluzioni di
saggio senza arrecare disturbo agli organismi. Se, tutta-
via, durante il saggio si osserva che il consumo di ossige-
no è tale da rischiare di invalidare la prova, si può
intervenire con rinnovi più frequenti delle soluzioni, ri-
correndo a nuove aliquote di campione preventivamente
aerato. Considerazioni analoghe valgono anche per i trat-
tamenti di controllo.

4 - PROCEDURA Dl SAGGIO CON DILUIZIONE
(EFFLUENTE)

4.1 - SAGGIO PRELIMINARE

Generalmente, la misura degli effetti tossici acuti di
un effluente o di un corso d’acqua, è effettuata senza
acquisire dei dati preliminari sulla loro tossicità. In taluni
casi, quando ad esempio si sospetta che un campione sia
molto tossico, può essere, tuttavia, vantaggioso disporre
di informazioni preliminari per meglio impostare i saggi
tossicologici definitivi.

In queste eventualità si allestisce una prova prelimi-
nare semplificata e di durata inferiore a quella definitiva.
Si preparano 5 diluizioni del campione, con volume di 20
mL ciascuna, scelte in modo da coprire un ampio interval-
lo di concentrazioni. La sequenza 100 %, 10 %, 1 %, 0,1
% e 0,01 % (v/v) può essere adottata a questo scopo. In
ogni contenitore sono introdotti 5 neonati di C. dubia e
dopo un massimo di 24 h si registrano i risultati. Se il
campione della prova preliminare dovrà essere saggiato
anche nella prova definitiva, si raccomanda di procedere
nel rispetto dei limiti di conservabilità del campione
stesso. Se viceversa le due prove sono condotte con cam-
pioni prelevati in momenti diversi, si tenga presente che,
a causa della variabilità più o meno accentuata della
tossicità dello scarico o del recettore, i risultati del saggio
preliminare e di quello definitivo possono essere anche
molto diversi.

4.2 - SAGGIO DEFINITIVO

Per la conduzione del saggio definitivo, è necessario
preparare almeno 5 diluizioni del campione in esame.
Una serie che si è dimostrata applicabile a gran parte delle
situazioni è la seguente: 100 %, 50 %, 25 %, 12,5 % e 6,25
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% (v/v). I valori sono in serie geometrica con un fattore di
diluizione pari a 0,5. In casi particolari, come quelli
individuati da un eventuale saggio preliminare, si posso-
no adottare altre sequenze, con un diverso fattore di
diluizione o anche un maggiore numero di diluizioni.

Se è stato necessario refrigerare i campioni, le ali-
quote destinate al saggio sono prelevate dopo accurato
mescolamento e portate alla temperatura scelta per la
prova. Si procede quindi alla misurazione della concen-
trazione di O2 disciolto, in accordo alle indicazioni date in
precedenza (cfr. par. 3.7). Solo quando le 5 o più diluizio-
ni hanno raggiunto le condizioni indicate per il test,
vengono immessi gli organismi. Analoga procedura vale
anche per il gruppo di organismi di controllo.

Nei saggi di tossicità acuta l’allestimento di più
repliche per ogni concentrazione risponde prevalente-
mente a necessità di tipo pratico; infatti, i singoli risultati
che esse forniscono sono, solitamente, combinati in un
unico dato riferito al corrispondente valore di concentra-
zione. Questa consuetudine rende pressoché inutile l’alle-
stimento di più repliche, a meno che vengano utilizzati
più organismi di quanti ne sono previsti nello schema di
base qui proposto. In accordo con quest’ultimo per ogni
diluizione di effluente o di acqua del recettore si utilizza-
no almeno 10 neonati di C. dubia di età ≤24 h, in soluzioni
di volume pari a 20 mL.

Per il trasferimento si utilizza una pipetta di vetro,
provvista di bulbo in lattice per l’aspirazione e con diame-
tro interno di almeno un paio di mm, avendo cura di
premere il bulbo per immettere gli organismi nel nuovo
recipiente, solo quando l’estremità della pipetta è sotto la
superficie del liquido. Per evitare una diluizione significa-
tiva delle soluzioni di saggio, si raccomanda di limitare al
minimo il volume di acqua trasferito con gli animali.

L’eventuale prosecuzione della prova fino a 96 h,
richiede che le soluzioni del saggio siano rinnovate alme-
no una volta e allo scadere delle 48 h. In base ai criteri già
enunciati, si può anche decidere di aumentare la frequen-
za di rinnovo delle soluzioni e in ogni caso le soluzioni
fresche sono preparate rispettando la stessa procedura
descritta per l’allestimento del saggio. Allo scadere delle
48 h, o comunque al momento del rinnovo, i giovani
individui di ceriodafnia sono trasferiti nelle diluizioni
corrispondenti a quelle cui sono già stati esposti. Giornal-
mente e a intervalli di esposizione costanti (24 h, 48 h
etc.), si ispezionano i contenitori di saggio, con l’aiuto di
un microscopio binoculare, al fine di registrare e rimuove-
re gli eventuali organismi deceduti.

Gli esemplari sopravvissuti alla prova tossicologica,
inclusi gli organismi di controllo, non potranno essere
riutilizzati.

5 - PROCEDURA Dl SAGGIO
SENZA DILUIZIONE (CORPO IDRICO)

5.1 - SAGGIO DEFINITIVO

Per determinare se un corpo idrico contiene tossici
capaci di determinare effetti acuti (a breve termine) su C.
dubia, si espongono i neonati di questo crostaceo ad un
campione non diluito delle acque dello stesso. Se le carat-
teristiche di quest’ultimo, almeno in termini di durezza,
sono sostanzialmente diverse da quelle dell’acqua di alle-
vamento, è necessario utilizzare neonati prodotti da fem-
mine acclimatate ad un mezzo avente durezza simile a
quella del campione da saggiare (cfr. paragrafo 3.3 e
Appendice A3). In tal caso, la prova di controllo è allestita
usando l’acqua di acclimatazione.

Il campione del corpo idrico viene saggiato in quat-
tro repliche e in modo analogo viene allestita la prova di
controllo. In ciascuna delle repliche, aventi volume di 20
mL sono introdotti 10 neonati di C. dubia. Contrariamen-
te alla procedura dei saggi con diluizione, in questo caso i
risultati delle diverse repliche non vengono cumulati ben-
sì utilizzati per valutare se le eventuali differenze di
sopravvivenza (o mortalità), tra gli organismi esposti al
campione e quelli esposti al mezzo di controllo, sono
statisticamente significative. Per quanto riguarda le re-
stanti condizioni di saggio esse sono da considerare inva-
riate rispetto a quanto già descritto.

Se la tossicità del corpo idrico risultasse tale da
causare una mortalità superiore al 50 % degli organismi si
può procedere alla misura della tossicità acuta in termini
di LC50. In questo caso la procedura da seguire è quella
descritta per il saggio con diluizione (cfr. par. 4).

6 - VALIDITÀ DEL SAGGIO
I risultati dei saggi sono giudicati accettabili se al

termine del periodo di esposizione la sopravvivenza degli
organismi di controllo è ≥ 90 % e se la concentrazione di
ossigeno disciolto si è mantenuta ≥ 40 % del valore di
saturazione.

Pur senza imporre altri vincoli alla validità del
saggio, è consigliabile la conduzione periodica di test in
condizioni standard con un tossico di riferimento, quale
ad esempio il bicromato di potassio o il pentaclorofenolo.
Questa pratica fa si che sia disponibile un’ampia serie di
valori di LC50 del test prescelto rispetto alla quale dovreb-
be essere possibile evidenziare delle condizioni sperimen-
tali o lotti di organismi, per qualche motivo, anomali. In
condizioni normali, il risultato di ogni nuovo saggio di
riferimento dovrebbe collocarsi entro l’intervallo definito
dal valore medio delle precedenti LC50 e dal doppio della
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loro deviazione standard (media ± 2 D.S.). Viceversa, se
la LC50 del tossico di riferimento si colloca all’esterno di
questo intervallo di sicurezza, tutti i dati ottenuti con il
medesimo lotto di organismi e in quel periodo sperimen-
tale dovrebbero essere considerati con cautela.

A scopo informativo, vengono riportati alcuni dati
di letteratura relativi al saggio acuto con C. dubia. Una
serie di 7 prove condotte da un unico laboratorio sullo
scarico di un impianto di depurazione civile diede un
valore medio della 48hLC50 di 26,16 (v/v) con un coeffi-
ciente di variazione del 28,5% (in RUE et al., 1988). Una
analoga serie di 15 saggi diede un valore medio di 48hLC50
pari a 60,0 (v/v) con un CV del 31,1%. Il confronto tra il
saggio acuto con C. dubia e quello con il ciprinide Pime-
phales promelas, condotti in parallelo sui medesimi cam-
pioni di acqua di scarico, fornì una 48LC50 media di
78,4% per il crostaceo e di 75,8% per il pesce con CV
rispettivamente di 33,1 e 19,6% (NORBERG-KING, 1989,
memorandum).

Il saggio acuto con C. dubia è stato oggetto di due
studi di intercalibrazione entrambi con lo stesso tossico di
riferimento: il KCl (25 °C, durezza 80-100 mg/L CaCO3)
(US EPA, 1991). Al primo parteciparono 11 laboratori e
risultò una 48hLC50 media di 264 mg KCl/L con un CV
del 48,5%. Al secondo studio parteciparono 171 laborato-
ri consentendo la valutazione di una 48hLC50 media di
432 mg KCl/L e di un CV pari a 39,8%.

7 - ANALISI DEI RISULTATI

7.1 - CALCOLO DELLA LC50
Il saggio per la valutazione della tossicità acuta

descritto in questa procedura si propone non solo l’identi-
ficazione delle sorgenti di contaminazione capaci di effet-
ti tossici acuti ma anche la quantificazione della loro
potenziale tossicità mediante la stima della concentrazio-
ne letale al 50% degli organismi (LC50) per un dato tempo
di esposizione (24-48 h). La determinazione della LC50
può essere effettuata con diversi metodi la cui applicabili-
tà è in buona parte dipendente dal tipo di risultati ottenuti,
e più precisamente dal numero di effetti parziali osservati,
intermedi cioè tra la mortalità 100% e la mortalità nulla.
La valutazione della LC50 dovrebbe basarsi sui risultati
relativi ad almeno 5 concentrazioni di campione ed un
controllo, sebbene molti metodi di analisi possano essere
utilizzati con un numero di dati inferiore. Se la massima
concentrazione saggiata ha causato una mortalità inferio-
re al 50%, non si dovrebbe procedere al calcolo della LC50,
il cui valore sarebbe in tal caso poco attendibile. Meglio
ripetere il saggio, se possibile, cercando di migliorare la

serie delle concentrazioni saggiate. In caso contrario la
LC50 sarà più correttamente espressa come “maggiore
della massima concentrazione sperimentata” (es. 48hLC50
> 80%).

Nel metodo di saggio dedicato alla valutazione della
tossicità acuta con Daphnia magna (IRSA, 1994) sono
stati proposti tre diversi metodi, ampiamente validati, atti
alla valutazione della LC50. Si tratta del metodo di Litch-
field e Wilcoxon, del test binomiale e del metodo probit.
Essi sono adeguatamente illustrati nell’ambito del metodo
per D. magna al quale si rinvia. Infine, è opportuno
segnalare che sono disponibili in commercio alcuni pro-
grammi per personal computer espressamente dedicati a
diversi metodi di analisi statistica di risultati tossicologi-
ci: a questi prodotti parimenti si rinvia.

7.2 - EFFETTI DA CONCENTRAZIONE UNICA

L’esame dei risultati ottenuti saggiando un campio-
ne non diluito del corpo idrico è riconducibile alla teoria
del confronto tra due campioni. Nel presente schema
sperimentale, i decessi osservati nelle repliche del corpo
idrico e in quelle del controllo rappresentano i due cam-
pioni di dati posti a confronto.

Di fatto, se la mortalità degli organismi esposti al
corpo idrico supera il valore del 10%, e cioè quel limite di
decessi accettato come “naturale” in un gruppo di indivi-
dui di controllo, si può già concludere che il campione
contiene inquinanti a concentrazioni tossiche. Tuttavia
può essere opportuno dare supporto statistico al risultato
del saggio, verificando la cosiddetta ipotesi nulla o zero, e
cioè che le medie dei decessi osservati nei due trattamenti
siano uguali. Smentire l’ipotesi con un certo grado di
probabilità, solitamente P = 0,05, equivale a verificare che
la mortalità osservata per gli organismi esposti al corpo
idrico è significativa.

Il test “t” è utilizzato per confrontare i due campioni
e, dal momento che vi è un’attesa di contaminazione o di
mortalità maggiore per il campione del corpo idrico piut-
tosto che per il controllo, un test unilaterale è generalmen-
te adeguato. L’applicazione del test “t” richiede che le
proporzioni di decessi osservati nelle repliche siano distri-
buite normalmente. Se i dati soddisfano questo requisito è
necessario procedere anche alla verifica di omogeneità
della varianza dei due gruppi di risultati e solo in caso
affermativo è lecito passare all’esame della significatività
dei decessi osservati. Se i dati non fossero distribuiti
normalmente il problema viene comunemente risolto me-
diante opportune trasformazioni dei dati stessi. La con-
versione delle proporzioni di organismi deceduti nella
radice quadra del loro arc sen è la trasformazione più
comune. Se non si rivelasse risolutiva è necessario proce-
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dere all’esame dei risultati con metodi non parametrici.
Se, a sua volta, la condizione di omogeneità della varianza
non fosse rispettata, il test “t” rimane valido ma deve
essere applicato in forma modificata. Il valore calcolato
per la funzione “t” è infine confrontato con il valore
critico di “t” individuabile in apposite tabelle, in base al
numero di gradi di libertà ed al livello di probabilità
prescelto. Se il valore di “t” calcolato supera il valore
tabellare, le due mortalità sono significativamente diver-
se. Fortunatamente sono disponibili in commercio dei
programmi per personal computer che sono espressamen-
te dedicati all’analisi statistica di risultati tossicologici e
possono svolgere tutte le operazioni necessarie. A questi
prodotti, pertanto, si rinvia.

APPENDICE

A1- Note sulla sistematica e biologia di Ceriodaphnia
dubia

I Crostacei Cladoceri sono organismi di piccole
dimensioni, in larga parte planctonici, che popolano pre-
valentemente le acque dolci. In particolare, le specie
appartenenti alla famiglia Daphnidae sono ubiquitarie
delle acque dolci della fascia temperata e a questa famiglia
appartengono tre specie che rivestono grande interesse
per gli studi tossicologici, e cioè Daphnia magna, Daph-
nia pulex e Ceriodaphnia dubia. Quest’ultima, relativa-
mente a tali studi, è quella di più recente acquisizione
(MOUNT e NORBERG, 1984).

Caratteristiche generali dei Cladoceri sono la com-
pressione laterale del corpo, il carapace bivalve che rac-
chiude il tronco, l’unico grande occhio composto, la pre-
senza di antennule e di antenne, le prime immobili con
papille olfattorie e setole sensoriali e le seconde con
funzione natatoria, molto sviluppate. Il postaddome, che è
una formazione esclusiva dei Cladoceri, ha ornamenta-
zioni aventi valore tassonomico.

In Ceriodaphnia, come in generale nei Cladoceri, i
sessi sono separati e con un evidente dimorfismo. In Fig.
1 è illustrato l’aspetto di una femmina partenogenetica di
C. dubia. Essa è caratterizzata da un corpo ovale molto
allargato, lungo da 0,95-1,4 mm (MARGARITORA, 1983). Il
secondo paio di antenne è provvisto di 9 setole natatorie.

A) B) C)

Fig. 1 - Ceriodaphnia dubia:
A) femmina in attività riproduttiva partenogenetica; B) femmina con efippio; C) maschio (modificata da BERNER, 1986)
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sesso femminile che si riproducono con uova partenoge-
netiche. Queste sono deposte nella camera dorsale di
incubazione (Fig. 1), in numero da 4 a 10 o più, e schiuse
anche di 20 neonati non sono infrequenti. I giovani indi-
vidui sono pressoché identici agli adulti e pertanto si
accrescono senza un vero processo di metamorfosi (svi-
luppo diretto). L’accrescimento, che ha maggiore velocità
nel periodo giovanile, ha luogo subito dopo ogni evento di
muta, quando il nuovo carapace è ancora elastico e l’orga-
nismo può aumentare la sua taglia.

Nei laghi e nelle raccolte d’acqua permanenti, gli
individui di sesso maschile schiudono dalle uova parteno-
genetiche nel solo periodo autunnale, in risposta verosi-
milmente a stimoli ambientali quali il raffreddamento
delle acque, la diminuita disponibilità di cibo e l’abbre-
viarsi della fase luminosa del fotoperiodo. Il risultato della
riproduzione sessuata è la fecondazione di un unico uovo,
che viene racchiuso in uno spesso involucro del carapace
noto come efippio. Tale struttura si sviluppa nella regione
dorsale, in corrispondenza della camera di incubazione
(Fig. 1). L’efippio protegge l’uovo duraturo dalla disidra-
tazione e dagli estremi di temperatura, al punto che può
essere conservato per lunghi periodi di tempo senza com-
prometterne la vitalità. La deposizione degli efippi non
rappresenta necessariamente l’atto finale dell’attività ri-
produttiva del Cladocero ma solo una sua fase. Dopo la
produzione di uova anfigoniche può essere ripresa, infatti,
la produzione di uova partenogenetiche. Gli individui
muoiono solo se intervengono fattori letali, come il pro-
sciugamento del bacino, la mancanza di cibo, i valori
estremi di temperatura, lasciando tuttavia le uova duratu-
re negli efippi dai quali, se reidratati ed esposti alla
temperatura appropriata, schiuderanno individui di sesso
femminile che si riprodurranno nuovamente per via parte-
nogenetica.

A2 - Allevamento degli organismi

L’allevamento di Ceriodaphnia deve essere avviato
23 settimane prima della conduzione dei saggi, al fine di
disporre di femmine acclimatate alle condizioni di mante-
nimento del laboratorio e che siano in grado di produrre il
numero di neonati sufficienti alla sperimentazione. Gra-
zie alla prolificità delle femmine, solo pochi individui
(20-30) sono necessari per l’avvio dell’allevamento. In
caso di trasporto, questi possono essere trasferiti in un
contenitore di polietilene da 1 litro, completamente riem-
pito, nel rapporto di 20-30 individui. L’acclimatazione
alle condizioni colturali del nuovo laboratorio deve essere
graduale, al fine di evitare morie massive degli organismi.
La procedura da preferire consiste nella progressiva sosti-

Fig. 2 - Postaddome di Ceriodaphnia dubia: 1) femmina
partenogenetica: 2) dettaglio dell’artiglio terminale; 3)
maschio (BERNER, 1986)

1

2

3

0,05 mm

Il capo è allungato e compresso, nettamente distinto,
tramite un seno cervicale, dal carapace. Quest’ultimo, che
è provvisto di una reticolatura poligonale molto evidente,
termina dorsalmente con un angolo aguzzo e una corta
spina, appena pronunciata. L’individuo di sesso maschile,
illustrato in Fig. 1, ha dimensioni di poco inferiori e forma
più slanciata, meno tondeggiante. Le sue antennule sono
allungate con un flagello terminale molto sviluppato.
Altrettanto vale per il primo paio di appendici toraciche la
cui forma è finalizzata all’accoppiamento. Sia nella fem-
mina che nel maschio, l’artiglio terminale del postaddo-
me presenta un pettine finemente setoloso (Fig. 1 e 2).

La presenza di C. dubia è stata documentata nella
fascia litorale dei laghi, nei piccoli bacini e nelle raccolte
d’acqua temporanee praticamente di tutto il mondo. È
diffusa negli stessi distretti di una specie molto simile,
nota come C. reticulata, anche se rispetto a questa è
decisamente più rara. È presente sul territorio nazionale
dove è stata rinvenuta in Istria, nel tratto inferiore del Po,
in Abruzzo e in Sicilia (MARGARITORA, 1983) anche se
spesso è stata citata col sinonimo di C. affinis.

Durante gran parte dell’anno, la popolazione di C.
dubia consiste pressoché esclusivamente di individui di
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tuzione dell’acqua di spedizione con percentuali crescenti
(25, 50, 75, 100%) del mezzo in uso nel laboratorio,
completando il trasferimento in 48-72 ore. Anche per
quanto riguarda la temperatura, i bruschi cambiamenti
devono essere evitati, limitando le variazioni a 2-3 °C
nell’arco di 24-48 ore.

È preferibile organizzare l’allevamento secondo due
procedure aventi diversa finalità. I due tipi di allevamento
che ne derivano sono definibili l’uno come “massivo” e
l’altro come “controllato”.

L’allevamento di tipo massivo ha come scopo quello
di garantire la sopravvivenza della specie in laboratorio e
di fornire gli organismi necessari all’allevamento control-
lato. Per la procedura massiva sono utilizzati dei conteni-
tori da 1 - 2 L, tipo beaker o cristallizzatori, ma anche dei
piccoli acquari in “tutto vetro” possono prestarsi allo
scopo. Almeno due colture, ma preferibilmente più di due,
sono mantenute in recipienti distinti. Esse sono allestite
con non più di 40-50 organismi per ogni litro di mezzo,
alimentati giornalmente e trasferiti in mezzo fresco alme-
no una, ma meglio due volte per settimana. Ogni 14 giorni
la coltura viene scartata e riallestita con un nuovo gruppo
di neonati appartenenti alla terza schiusa o successive.

Gli allevamenti di tipo controllato sono mantenuti
come fonte diretta di neonati per i saggi tossicologici. In
questo caso le femmine di C. dubia possono essere alleva-
te sia in piccoli gruppi, che singolarmente, ed in entrambi
i casi, ogni individuo deve avere a disposizione un volume
di almeno 15  mL di mezzo. La somministrazione del cibo
è quotidiana ed il trasferimento degli organismi deve
essere effettuato almeno a giorni alterni, ma preferibil-
mente anch’esso con frequenza giornaliera. Nel caso ven-
ga adottata la soluzione minima di tre cambi settimanali,
lunedì, mercoledì e venerdì sono i giorni consigliati. Si
tenga presente, tuttavia, che giornalmente si deve proce-
dere alla rimozione e alla conta dei neonati prodotti.

Se l’allevamento è in buone condizioni, ogni femmi-
na dovrebbe produrre tre schiuse nell’arco di 7 giorni (25
± 1 °C), con un numero medio di neonati pari o superiore
a 15; nello stesso arco di tempo, gli eventuali decessi non
devono superare il limite del 20%. In caso contrario
sussistono dei problemi che sono solitamente dipendenti
dalla qualità del mezzo o della dieta. Dopo un massimo di
14 giorni, le femmine adulte sono scartate e gli alleva-
menti riallestiti con giovani individui di terza schiusa o
successive.

Anche nel caso degli allevamenti di tipo controllato
è consigliato mantenere più gruppi di organismi o più
serie di singoli individui, sfalsate nell’allestimento di una
settimana, e ciò per garantire una disponibilità pratica-
mente continua di neonati.

A3 - Acqua di allevamento

C. dubia può essere allevata con successo in acque di
vario tipo quali acque di falda e acque superficiali non
contaminate ed anche in acque di rete, purché non clorate.
Al fine di non esporre gli organismi in coltura a continue
e talvolta eccessive variazioni delle caratteristiche del
mezzo, sono da preferire quelle fonti che dimostrano, nel
tempo, la maggiore stabilità dei parametri chimico-fisici.
In considerazione dei molteplici aspetti che debbono esse-
re soddisfatti dal mezzo di allevamento (tossicologico,
nutrizionale, di riproducibilità dei risultati, di facilità di
approvvigionamento etc.) l’impiego di un’acqua minera-
le, o più esattamente l’impiego di un’acqua sintetica
preparata a partire da un’acqua minerale di tipo commer-
ciale, si può configurare come una soluzione ottimale. Un
acqua di questo tipo è infatti facilmente disponibile, al-
trettanto facilmente preparabile, è di qualità nota e poco
variabile, permette buoni risultati in termini di accresci-
mento e attività riproduttiva e assicura la riproducibilità
di tali risultati. Sono possibili due modi di impiego di
un’acqua minerale scelta tra quelle disponibili in com-
mercio.

Nel primo caso, ci si serve di un’acqua con un
elevato contenuto di sali e ad una certa aliquota di acqua
minerale viene aggiunta acqua Milli-Q® o di qualità equi-
valente, in modo da ottenere, per diluizione, il mezzo
semisintetico con le caratteristiche volute.

Nel secondo caso, ci si serve di un’acqua a basso
contenuto di sali (oligominerale), che viene corretta nei
suoi costituenti maggiori mediante l’aggiunta di sali di
grado analitico a dare il mezzo con i valori di alcalinità e
durezza desiderati.

Entrambe le soluzioni sono state ampiamente col-
laudate con successo (US EPA, 1989; VIGANÒ, 1991,
1992; COONEY et al., 1992a). Al più si può osservare che
nel secondo tipo di impiego il pool di micronutrienti,
fornito dall’acqua minerale prescelta, resta invariato nei
diversi mezzi di coltura ottenibili. Inoltre, il secondo tipo
di applicazione evita, a differenza del primo, il rischio
tossicologico introdotto dall’uso di acqua deionizzata per
la diluizione dell’acqua minerale, rischio che periodica-
mente si potrebbe concretizzare in effetti negativi sulla
coltura del cladocero (COONEY et al., 1992b), a meno di
controlli assidui sulla efficienza del deionizzatore. Nel
primo tipo di applicazione, infine, può formarsi un preci-
pitato nei mezzi di coltura con durezza ≥ 180 mg CaCO3/
L (US EPA,1989; PATTERSON et al., 1992).

Fatta eccezione per quelle colture di organismi che
sono dedicate a saggiare dei campioni con caratteristiche
peculiari, in generale si consiglia di adottare un mezzo
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semisintetico con le seguenti caratteristiche: durezza 140-
160 mg CaCO3/L, alcalinità 110-120 mg CaCO3/L, Ca/
Mg > 1 e prossimo a 4, N/K > 1 e prossimo a 10. L’acqua
semisintetica viene preparata in volumi dell’ordine di
alcune decine di litri e conservata in recipienti di vetro o
polietilene dedicati esclusivamente a questo scopo. I reci-
pienti devono essere mantenuti al riparo da fonti di conta-
minazione e preferibilmente anche dalla luce per evitare
crescite algali o batteriche indesiderate.

Se viene utilizzata un’acqua naturale, è necessario
filtrarla attraverso membrane da 0,22 μm, minimizzando
in questo modo l’eventualità di un apporto incontrollato
di cibo o comunque di particelle aventi valore nutriziona-
le, come pure l’introduzione di agenti patogeni o di altri
organismi indesiderati. Se necessario, si può correggere il
contenuto di alcuni dei costituenti maggiori aggiungendo
sali di grado analitico (MgSO4, CaCl2, NaHCO3, KCl) o
diluendo con acqua Milli-Q®. Il passaggio su una colonna
di carbone attivo può avere un netto effetto migliorativo
sulla qualità del mezzo, e tuttavia si raccomanda il con-
trollo analitico periodico di alcuni parametri (Tab. 1).

Qualora si voglia adottare un nuovo mezzo di coltu-
ra è opportuno verificarne preliminarmente l’idoneità su
un numero limitato di organismi. La procedura consiglia-
ta è quella del confronto con un mezzo di idoneità com-
provata e a tale scopo si allestisce un saggio, della durata
minima di 7 giorni, nel quale due gruppi di 10 organismi
ciascuno, sono esposti rispettivamente ai due mezzi da
confrontare. La procedura è la stessa prevista per il saggio
cronico con a C. dubia, ed i parametri di interesse sono
sopravvivenza attività riproduttiva, a cui possono essere
aggiunti la lunghezza o il peso secco degli organismi.

A4- Alimentazione

Sono varie le diete che sono state e sono utilizzate
con successo per nutrire C. dubia. Generalmente esse
risultano da combinazioni di più ingredienti, ciascuno dei
quali insufficiente al mantenimento del crostaceo, se som-
ministrato singolarmente (COONEY et al., 1992b; KNIGHT e
WALLER 1992; VIGANÒ, 1992). Di solito si tratta di colture
di una o più specie algali, di mangime per pesci, di lievito
o suoi estratti, di foglie di cereali, vitamine e cosi via.
Sembra accertato che il componente di base della dieta
debba essere un’alga unicellulare. La Cloroficea Selena-
strum capricornutum (preparata come in A5.1) si è dimo-
strata idonea allo scopo e va somministrata quotidiana-
mente, in modo da garantire una densità pari, orientativa-
mente, a 200-250.000 cell/mL (US EPA, 1989; COONEY et
al., 1992b). I metodi EPA (1989) e ASTM (1989) preve-

dono che la dieta algale venga integrata con un secondo
alimento rappresentato da una miscela di tre ingredienti:
mangime per pesci, foglie di cereali (Cerophy®) e lievito
(cfr. Appendice A5.2). Questo alimento, preparato in
sospensioni contenenti 1,8 g di solidi sospesi, è sommini-
strato giornalmente in volumi pari a 100 μL per 15 mL di
mezzo acquoso, o anche in ragione di 12 mg di solidi per
ogni litro di coltura di C. dubia. Sia nel caso in cui la
sospensione venga preparata di fresco o sia ottenuta da
una aliquota scongelata, se ne consiglia il rinnovo con
frequenza settimanale.

Nei laboratori IRSA-CNR è in uso una dieta sempli-
ficata secondo la quale l’alga S. capricornutum è sommi-
nistrata ad una densità di poco superiore a quella della
dieta originale, unitamente a una sospensione di lievito e
a una soluzione di vitamine (cfr. A5.3)

A5 - Preparazione della dieta

A5.1 - SOSPENSIONE ALGALE

L’alga S. capricornutum viene coltivata in un mez-
zo di coltura preparato a partire da quattro soluzioni
composte dai sali di seguito elencati:

Soluzione 1: NaNO3 25,500 g/L
MgCl2 · 6 H2O 12,164 g/L
CaCl2 · 2H2O 4,410 g/L
H3BO3 185,520 mg/L
MnCl2 · 4H2O 415,380 mg/L
ZnCl2 3,270 mg/L
CoCl2 · 6H2O 1,428 mg/L
CuCl2 · 2H2O 0,012 mg/L
Na2MoO4 · 2H2O 7,260 mg/L
FeCl3 · 6H2O 160,000 mg/L
Na2EDTA · 2H2O 300,000 mg/L

Soluzione 2: MgSO4 · 7H2O 14,700 g/L
Soluzione 3: K2HPO4 1,044 g/L
Soluzione 4: NaHCO3 15,000 g/L

I sali, di grado analitico, vengono solubilizzati in
acqua bidistillata o Milli-Q® filtrata su membrane da 0,22
μm. Il mezzo di coltura è ottenuto per diluizione delle
quattro soluzioni in ragione di 2 mL di ciascuna di esse
per ogni litro di mezzo. La diluizione è anch’essa effettua-
ta con acqua bidistillata o Milli-Q® filtrata attraverso
membrane con porosità di 0,22 μm. Il mezzo viene inocu-
lato con un volume di sospensione algale tale da ottenere
una densità di circa 200.000 cell/mL. Il mezzo inoculato è
posto in incubazione alla temperatura di 20 ± 2 °C, con un
fotoperiodo di 16 h di luce / 8 h di buio e una intensità
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luminosa di circa 4000 lux fornita da lampade fluorescen-
ti del tipo cool-white. Nel corso dell’incubazione, il mez-
zo è aerato insufflando aria filtrata attraverso cannule in
vetro con un flusso sufficiente a mantenere le cellule
algali continuamente disperse. La scarsa agitazione può
rendere inutilizzabile la coltura. Dopo 5-6 giorni di incu-
bazione la biomassa algale raggiunge una densità prossi-
ma ai 9-10 milioni di cell/mL e si procede alla sua
separazione dai residui del mezzo di coltura. Tale opera-
zione si effettua per centrifugazione della sospensione a
circa 400 RCF per 5-10 minuti. Il sovranatante è scartato
mentre le alghe vengono ridisperse in acqua, utilizzando
preferibilmente quella di allevamento del cladocero ma
con durezza ridotta a 30-50 mg CaCO3/L. Si procede,
quindi, ad una seconda centrifugazione ed alla raccolta
delle cellule algali in un unico contenitore, nel quale
verranno conservate. In mancanza di una centrifuga o di
un rotore di dimensioni adeguate, si pongono i contenitori
usati per la coltura dell’alga in un frigorifero e si lasciano
in quiete per diversi giorni in modo che le cellule possano
sedimentare; i residui del mezzo di coltura sono poi
rimossi per sifonamento (ASTM, 1989; US EPA, 1989). Il
volume finale della sospensione, per i cui aggiustamenti si
ricorre alla stessa acqua dei lavaggi, deve essere tale da
approssimare una densità di circa 100 milioni cell/mL. La
sospensione algale così ottenuta è conservabile, per alcuni
mesi, al buio ed alla temperatura di 4 °C, e potrà essere la
fonte dell’inoculo della successiva coltura.

Le operazioni descritte per la coltura di S. capricor-
nutum devono essere condotte rispettando alcune precau-
zioni elementari volte a prevenire la contaminazione della
coltura da parte di altre specie, algali e non. Si deve
operare, pertanto, in condizioni di massima pulizia, me-
glio se in condizioni asettiche (sterilizzazione dei reci-
pienti con autoclave, cappe a flusso laminare etc.) anche
se una limitata contaminazione batterica non sembra
influire negativamente sul risultato finale (ASTM, 1989).

A5.2 - ALIMENTO COMPOSITO

L’alimento composito, che in letteratura è spesso
indicato con la sigla “YTC” (ASTM, 1989; US EPA,
1989), viene preparato secondo le seguenti indicazioni.

La preparazione a base di cibo di pesce richiede una
settimana. Ad 1 L di acqua Milli-Q® vengono aggiunti e
miscelati 5 g di mangime pellettizzato per trota o mangi-
me in scaglie (Tetramin®). La sospensione viene mante-
nuta in aerazione per una settimana, a temperatura am-
biente, compensando l’evaporazione con acqua Milli-Q®

e tenendo il contenitore preferibilmente sotto una cappa
aspirante, a causa dell’odore sgradevole che si sviluppa
durante il processo di digestione. Al termine il contenitore

viene posto in un frigorifero e lasciato in quiete in modo
che la sospensione digerita possa sedimentare per un
minimo di 1 ora. Si procede quindi alla filtrazione attra-
verso un retino con maglie di apertura di 100-150 μm e si
scarta il particellato.

Per la preparazione delle foglie di cereali, 5 g del
prodotto in polvere (Cerophyl®) vengono dispersi in 1 L di
acqua Milli-Q®. Mediante un agitatore magnetico, la so-
spensione viene mantenuta in agitazione a velocità mode-
rata per un massimo di 24 ore e lasciata poi sedimentare
per almeno 1 ora, ed eventualmente filtrata attraverso un
retino con maglie da 100-150 μm, scartando il materiale
particolato.

Per la preparazione a base di lievito, si disperdono
energicamente 5 g di lievito disidratato (Saccharomyces
cerevisiae) in acqua Milli-Q®, sino alla completa sospen-
sione del prodotto.

L’alimento composito è ottenuto per miscelazione
di uguali volumi (circa 300 mL) dei tre preparati e, cioè,
della sospensione di lievito, della fase decantata od otte-
nuta per filtrazione dal mangime di pesce e di quella
ottenuta dalle foglie di cereali.

Prima che l’alimento composito possa essere utiliz-
zato per la coltura di C. dubia, è necessario che ne venga
determinato il contenuto di solidi sospesi. Tale contenuto,
calcolato come media del valore di due repliche di 5 mL
ciascuna, essiccate a 105 °C per 24 ore, deve essere
aggiustato, se necessario, ad un valore di 1,8 g/L. L’ali-
mento può essere suddiviso in aliquote di 50-100 mL che
verranno congelate e in tal modo conservate fino al mo-
mento dell’uso. Il cibo scongelato e conservato in frigori-
fero, potrà essere usato per un massimo di 2 settimane, ma
rinnovato preferibilmente dopo una sola settimana.

In alcuni laboratori, il processo di preparazione
periodica e congelamento, è limitato al solo mangime di
pesce che viene, pertanto, miscelato con aliquote prepara-
te al momento dell’uso tanto di lievito che di Cerophyl®. Il
periodo massimo d’impiego resta invariato.

A5.3 - DIETA SEMPLIFICATA

Presso i laboratori IRSA-CNR è in uso una dieta
semplificata rispetto a quella proposta nei metodi USEPA
(1989) o ASTM (1989) e descritta nei paragrafi preceden-
ti. Nella dieta semplificata, l’alga S. capricornutum è
somministrata giornalmente in modo da garantire densità
di 300.000 cell/mL mentre l’alimento composito è stato
sostituito con una sospensione di cellule di lievito (S.
cerevisiae) ed una soluzione di tre vitamine.

La prima è preparata con i panetti di lievito com-
mercializzati per la panificazione. Nell’acqua usata per
l’allevamento di C. dubia, con durezza ridotta a 30-50 mg
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CaCO3/L, viene dispersa una quantità di lievito tale da
approssimare la densità di 100 milioni cell/mL. Come nel
caso dell’alga, anche la sospensione di lievito è conserva-
bile al buio, a 4 °C ed è somministrata giornalmente in
volumi tali da garantire un densità di 300.000 cell/mL.

Le vitamine sono preparate in una unica soluzione
contenente tiamina cloridrato (vit. B1) 75 μg/L, biotina
(vit. H) 0,75 μg/L e cianocobalamina (vit. B12) 1 μg/L. Per
agevolare l’impiego di quantitativi così modesti si consi-
glia di ricorrere a una o più soluzioni intermedie concen-
trate. La soluzione di vitamine, che è conservabile conge-
lata per tempi pressoché indefiniti viene aggiunta, al
momento dell’uso, all’acqua di allevamento del crostaceo
e nella quantità di 1 mL/L

A6 - Riproduzione
L’attività riproduttiva di C. dubia è largamente

dipendente dalla temperatura, dalla qualità dell’acqua e
dalla qualità e quantità del cibo (ASTM, 1989). La tempe-
ratura dell’acqua delle colture deve essere mantenuta al
valore cui saranno condotte le prove di tossicità, e pertan-
to a 20 ± 1 °C o 25 ± 1 °C. C. dubia ha ricevuto grande
attenzione soprattutto perché permette di condurre una
saggio cronico in 7 giorni a 25 °C, mentre il saggio acuto
con questo organismo è di interesse minore, se non quan-
do è posto in relazione con i dati di tipo cronico. Per
questo motivo la grande maggioranza dei saggi acuti è
condotta alla temperatura di 25 °C, invece che a 20 °C, e
per lo stesso motivo gran parte dei dati sulla riproduzione
e sull’allevamento di C. dubia proviene da colture mante-
nute a 25 °C. Se, tuttavia, si decide di allevare l’organi-
smo a 20 ± 1 °C, si tenga presente che la sua longevità
aumenta (da circa 30 a 50 giorni), che diminuisce la
frequenza delle schiuse prodotte, e che il numero medio di
neonati per schiusa è maggiore che non alla temperatura
superiore (COWGILL et al., 1985).

Il fotoperiodo consigliato è di 16 ore di luce e 8 di
buio. All’opposto una consistente riduzione delle ore di
luce potrebbe stimolare una indesiderata produzione di
individui di sesso maschile al punto che il mantenimento
della stessa coltura diverrebbe problematico (COONEY et
al., 1992a). Per quanto riguarda l’intensità luminosa, i
livelli comunemente riscontrabili in laboratorio possono
essere accettabili e, in ogni caso, si consigliano valori che
siano compresi nell’ambito di 500-1000 lux. Si tenga
presente che le elevate intensità luminose possono indurre
un’attività fotosintetica del Selenastrum somministrato
come alimento, tale da aumentare il pH del mezzo sino a
valori che potrebbero rivelarsi dannosi o anche letali per il
crostaceo (pH 9). Compatibilmente con il potere tampone

dell’acqua di coltura e con la densità di alghe presenti,
può essere preferibile mantenere valori di intensità lumi-
nosa prossimi al limite inferiore dell’intervallo consiglia-
to (ASTM, 1989).

Alla temperatura di 25 ± 1 °C, C. dubia produce 3
schiuse in 7 giorni, con una sequenza secondo la quale la
prima schiusa è prodotta al quarto giorno di vita ed è
costituita da 3-6 neonati; la seconda è prodotta al quinto o
anche al sesto giorno e si compone, mediamente, di 5-10
neonati; la terza schiusa, infine, ha luogo al settimo
giorno e può comprendere da 7 a 14 individui. I valori
minimi e massimi sopra riportati, che peraltro hanno
valore indicativo, si riferiscono rispettivamente ad un’at-
tività riproduttiva accettabile ed ad una ottimale. Valori
inferiori a un totale di 15 neonati nelle prime tre schiuse,
indicano la presenza di problemi nella coltura.

A7 - Organismi per il saggio
Per l’allestimento del saggio devono essere utilizza-

ti i neonati di C. dubia aventi età ≤ 24 h e appartenenti alla
terza schiusa o successive. Se l’acqua del corpo idrico da
saggiare o l’acqua usata per le diluizioni di effluente,
hanno caratteristiche sostanzialmente diverse dall’acqua
usata per la coltura degli organismi, è necessario che i
neonati da utilizzare nel saggio, siano prodotti da femmi-
ne allevate per almeno 7 giorni nella stessa acqua usata
per le diluizioni del saggio di tossicità, o in un’acqua con
caratteristiche similari.

Gli organismi da saggiare devono provenire da un
gruppo di femmine mantenute in condizioni di alleva-
mento controllato. Non si devono utilizzare i neonati
prodotti da femmine che non rispondono ai criteri di
qualità indicati per la sopravvivenza e l’attività riprodut-
tiva, o che comunque manifestino sintomi di condizioni
colturali scadenti. Come ulteriore criterio guida si può
suggerire l’utilizzabilità di neonati appartenenti a schiuse
composte da almeno 7-8 individui. I neonati prodotti nelle
24 h immediatamente precedenti all’allestimento del sag-
gio, hanno l’età richiesta per la conduzione della prova
tossicologica. È preferibile che essi siano nutriti se non
utilizzati entro 2-3 ore dalla raccolta.
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1 - INTRODUZIONE
Viene descritta la procedura standard per saggi di

tossicità acuta su campioni di acque di scarico o di corpi
idrici con il crostaceo marino Mysidopsis bahia. I risultati
ottenibili da un saggio acuto costituiscono solitamente il
primo passo nella valutazione di rischio per la vita acqua-
tica. L’assenza di effetti acuti non preclude la possibilità
di effetti cronici. Inoltre, un risultato negativo con un dato
campione non esclude il riscontro di effetti tossici acuti in
campioni prelevati in diversi momenti, e ciò a causa, ad
esempio, della possibile variabilità di uno scarico come
anche della capacità di diluizione delle acque recettrici.

2 - GENERALITÀ SUL METODO
Dei giovani esemplari del crostaceo marino Mysi-

dopsis bahia sono esposti per un tempo massimo di 96
ore, ad uno scarico acquoso o all’acqua di mare dell’area
indagata, con lo scopo di evidenziare la presenza di
sostanze tossiche in concentrazioni tali da causare effetti
di tipo acuto. La procedura di saggio per un effluente
prevede che un minimo di cinque gruppi di organismi
coetanei, aventi età compresa tra 1 e 5 giorni, sia mante-
nuto a cinque diluizioni, in acqua di mare, dell’effluente
da saggiare. I decessi osservati, sono poi elaborati per
calcolare il valore di diluizione che si rivela letale per il 50
% degli organismi (LC50) a un determinato tempo di
esposizione (24, 48 o 96 h). La validità del risultato è
giudicata osservando la risposta di un ulteriore gruppo di
controllo che è stato mantenuto per lo stesso tempo di
esposizione e nella medesima acqua di mare, ma senza
aggiunta di effluente.

La stessa procedura può essere applicata per rilevare
la presenza di effetti tossici acuti nell’acqua di mare
dell’area recettrice, o di altre zone. È, tuttavia, infrequen-
te che i contaminanti raggiungano in quest’ultime delle
concentrazioni tali da permettere la determinazione di
una LC50. Pertanto il saggio si limita ad indagare l’even-
tuale risposta degli organismi ad un campione non diluito,

a cura di L. Viganò, IRSA-CNR, Brugherio (Milano)

(*) Il metodo e stato discusso ed approvato dal sottogruppo “Metodi con
Crostacei” del Gruppo Metodi Biologici composto da: Amodei M.,
Bacci E., Baudo R., Buffagni M., De Marco M, Ferraro M., Marchetti
R., Marchini S., Pasini M., Rampa P., Sbrilli G. e Viganò L.

RIASSUNTO
In queste note sono descritti dei metodi standardiz-

zati per condurre dei saggi di tossicità acuta con il crosta-
ceo marino Mysidopsis bahia. Questi metodi sono utiliz-
zati per evidenziare in acque di mare e in effluenti di
scarico la presenza di sostanze a concentrazioni capaci di
effetti tossici e per misurare la loro tossicità acuta solita-
mente espressa come concentrazione letale per il 50%
degli organismi (LC50). In appendice sono ampiamente
descritte le condizioni di allevamento in laboratorio del
crostaceo e come ottenere i giovani individui necessari
alla conduzione dei saggi.

METODO PER LA VALUTAZIONE
DELLA TOSSICITÀ ACUTA CON
Mysidopsis bahia(*)

SUMMARY
This paper describes standardized methods to con-

duct acute toxicity tests with Mysidopsis bahia, a marine
crustacean. These methods are used to assess the presence
of toxic chemicals in toxic amounts in effluents and
marine waters and to measure their acute toxicity usually
reported as lethal concentration to 50% of the organisms
(LC50). Also included is an appendix which describes in
details the culture conditions of the crustacean and how to
obtain the juveniles which are necessary to perform the
tests.
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e la validità del risultato, che ben raramente va al di là di
pochi decessi, è determinata in base al confronto con
organismi di controllo, esposti ad acqua di mare non
contaminata.

Si fa notare che per M. bahia è disponibile la meto-
dica standard per condurre un saggio cronico la cui durata
(7 giorni) è di poco superiore alle 96 h previste per il
saggio acuto descritto in queste pagine. Poiché con sem-
plici accorgimenti è possibile ottenere informazioni sia
sulla tossicità di tipo acuto che su quella di tipo cronico
mediante un unico saggio di 7 giorni, quest’ultimo è da
preferire ogni qualvolta sia possibile. Se si adotta tale
soluzione, è necessario attenersi alla procedura di saggio
cronico alla quale si rinvia.

3 - CONDUZIONE DEL SAGGIO

3.1 - MATERIALI E STRUMENTAZIONE

La conduzione del saggio di tossicità richiede:
- numero minimo di 10 bicchieri di vetro borosilicato

(beaker) con volume utile pari ad almeno 200  mL;
- lampade fluorescenti ad ampio spettro controllate da

un temporizzatore, con il quale regolare il fotoperiodo,
e possibilmente anche da un dispositivo che permetta
la transizione graduale tra le fasi di luce e di buio;

- bagno o camera termostatati per il mantenimento della
temperatura delle soluzioni da saggiare a 20 ± 1 °C per
tutta la durata della sperimentazione;

- analizzatore di ossigeno disciolto;
- misuratore di salinità;
- fonte di aria compressa a bassa pressione con diffusori

a pietra porosa o cannule di vetro. I compressori che
comunemente alimentano gli impianti centralizzati,
immettono oli e altri contaminanti nella rete di distri-
buzione che vanno rimossi con cartucce di carbone
attivo o dispositivo analogo;

- 2-4 imbuti separatori con volume di 2 L per la schiusa
di Artemia salina;

- cisti di A. salina che rispondono ai requisiti indicati in
Appendice;

- miscela di sali per la preparazione di acqua di mare
artificiale. La miscela commercializzata con il mar-
chio Forty Fathoms® ha dato buoni risultati nella
conduzione dei saggi e nella coltura di M. bahia (cfr.
Appendice).

3.2 - ORGANISMI PER IL SAGGIO

Gli organismi appartenenti alla specie M. bahia
devono avere età compresa tra 1 e 5 giorni. In tale ambito,
l’età degli organismi saggiati non può differire per più di
24 ore. I giovani crostacei rispondenti a questi requisiti

sono facilmente ottenibili da femmine adulte le cui uova
mostrino la macchia oculare degli embrioni in corso di
sviluppo. Esse vengono isolate dalle vasche della coltura
di laboratorio almeno 24 h prima dell’allestimento del
saggio, come descritto in Appendice.

3.3 - ACQUA DI DILUIZIONE

In base alle finalità del saggio, è opportuno scegliere
il tipo di acqua di diluizione più adeguato.
a) Se l’obiettivo è di stimare la tossicità acuta di un
effluente producendo un dato assoluto, indipendente dalle
caratteristiche delle acque recettrici, verrà utilizzata un’ac-
qua di diluizione sintetica standard. A titolo di esempio,
in Tab. 1 sono elencati i sali con i rispettivi dosaggi
necessari per la preparazione di acqua di mare sintetica
con salinità pari a circa 31 ‰. Salinità maggiori o minori
sono ottenute con quantità della miscela salina adeguate
in proporzione. Per la preparazione dell’acqua di mare si
usa acqua MilliQ® o deionizzata di qualità equivalente,
alla quale vengono aggiunti i nove sali elencati in Tab. 1,
singolarmente, secondo la sequenza indicata e assicuran-
dosi che ciascuno si sia sciolto prima dell’aggiunta del
successivo.
Per la preparazione dell’acqua di mare sintetica sono
utilizzabili anche le miscele di sali già pronte e disponibili
in commercio, quali Forty Fathoms® o altre, purché soddi-
sfino i criteri di validità del saggio. L’accrescimento,
l’attività riproduttiva e le altre manifestazioni vitali forte-
mente dipendenti dalla qualità dell’acqua, sono difficil-
mente soddisfatte da una miscela semplificata come quel-
la riportata in Tab. 1 e, pertanto, se l’acqua sintetica deve
essere impiegata anche nei saggi cronici e per la coltura
degli organismi, si consiglia solo l’uso di miscele comple-
te. La salinità prevista per un saggio in condizioni stan-
dard è di 35 ‰.

Tab. 1 - Elenco dei sali di grado analitico e quantitativi
necessari alla preparazione di acqua di mare artificiale di
salinità 31‰.

Composto Concentraz. Quantità richiesta
(g/L) per 20 L (g)

NaCl 21,03 420,6
Na2SO4 3,52 70,4
KCl 0,61 12,2
KBr 0,088 1,76
Na2B4O7 · 10 H2O 0,034 0,68
MgCl2 · 6 H2O 9,50 190,0
CaCl2 · 2 H2O 1,32 26,4
SrCl2 · 6 H2O 0,02 0,4
NaHCO3 0,17 3,4
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b) Nel caso la finalità del saggio sia quella di stimare la
tossicità acuta di uno scarico nelle acque recettrici non
contaminate, sarà necessario usare come acqua di dilui-
zione quella prelevata nell’area di sversamento ma in
zona non inquinata. L’acqua di diluizione dovrebbe esse-
re prelevata immediatamente prima del saggio, o comun-
que, non oltre 96 h dallo stesso. Se non usata entro 24 h
dal prelievo, l’acqua di diluizione verrà refrigerata (4 °C).
Se l’area recettrice è contaminata o sospettata di esserlo, si
può ricorrere ad acque naturali o semisintetiche aventi
caratteristiche fisiche e chimiche il più possibile simili a
quelle dell’acqua recettrice.
c) Se, infine, l’obiettivo del saggio è di esaminare le
interazioni, tra i contaminanti dello scarico e quelli già
presenti nell’acqua recettrice, quest’ultima sarà utilizzata
come acqua di diluizione, indipendentemente dal suo
grado di contaminazione purché prelevata al di fuori
dell’area influenzata dallo scarico in esame. Nell’allesti-
mento di questo tipo di saggio è necessario includere un
secondo gruppo di controllo in cui gli organismi vengono
esposti solo ad acqua di allevamento.

Generalmente un effluente ha una salinità trascura-
bile. Gli organismi devono tuttavia essere esposti alle
diverse diluizioni di uno scarico senza che le differenti
salinità delle soluzioni possano rappresentare una fonte di
stress aggiuntivo a quello dei tossici o più semplicemente
una fonte di variabilità dei risultati. Si tratta pertanto di
uniformare la salinità delle diverse diluizioni di acqua di
scarico. A questo scopo, si dispone di due soluzioni: la
prima prevede l’impiego di acqua di mare ipersalina (100
‰) come acqua di diluizione, mentre la seconda consiste
nell’aggiungere i sali per la preparazione di acqua di mare
artificiale.

Il principale vantaggio della prima soluzione è che
l’acqua ipersalina può essere ottenuta, previa filtrazione
(≤ 1 μm) e per evaporazione controllata (< 40 °C), da
acqua di mare naturale di elevata qualità (aree pelagiche).
Come tale essa contiene tutti i micronutrienti e colloidi
biogenici richiesti per l’accrescimento e l’attività ripro-
duttiva degli organismi marini, e può essere conservata al
buio e a temperatura ambiente per periodi prolungati
senza apparente degradazione. Il limite della prima solu-
zione risiede nel fatto che un effluente può essere saggiato
ad una concentrazione massima non superiore all’80 % se
la salinità prescelta è del 20 ‰ od anche del 70 % se la
salinità voluta è del 30 ‰. La seconda soluzione non
presenta questo limite ma l’aggiunta di sali può, dal canto
suo, modificare il pH dell’effluente o dell’eventuale acqua
che richiede aggiustamenti, potendo alterare in tal modo
anche la tossicità del campione. In generale, si tenga

presente che valori di pH al di fuori dell’intervallo 6-9
possono contribuire alla mortalità degli organismi Se
necessario il pH può essere riportato al valore desiderato
con aggiunte di HCl o NaOH. Dopo l’aggiunta dei sali la
soluzione viene mantenuta in agitazione moderata per
circa 60 min con l’aiuto di un agitatore magnetico, e ciò
per garantire che tutti i sali siano entrati in soluzione
prima di introdurre gli organismi. È consigliabile inclu-
dere nella serie dei trattamenti anche un controllo con
acqua preparata in modo analogo per aggiunta di sali, al
fine di verificare che tale procedura non causi effetti
negativi.

3.4 - ILLUMINAZIONE

Il saggio viene condotto conservando le stesse con-
dizioni di illuminazione alle quali sono allevati gli orga-
nismi. Il sistema di lampade fluorescenti ad ampio spet-
tro, deve fornire a livello dell’area di sperimentazione
un’intensità luminosa compresa tra 500 e 1000 lux con un
fotoperiodo di 16 h di luce e 8 h di buio.

3.5 - TEMPERATURA

La temperatura a cui devono essere mantenute le
soluzioni sottoposte a saggio è fissata in 20 ± 1 °C. Questa
condizione è raggiunta immergendo i beaker del saggio in
un bagno termostatato o operando all’interno di un am-
biente interamente condizionato alla temperatura voluta.
Nel caso il risultato tossicologico debba essere usato per
indagare il rapporto tra la tossicità acuta e cronica dell’ef-
fluente in esame, il saggio acuto deve essere condotto alla
stessa temperatura di 26-27 °C prevista per il saggio
cronico.

3.6 - ALIMENTAZIONE

I giovani di M. bahia sono alimentati con naupli di
A. salina schiusi, preferibilmente, da alcune ore e non
oltre le 24 h (cfr. A4). I naupli sono somministrati sia
durante il periodo di mantenimento precedente il saggio
(massimo 5 giorni) che durante il saggio stesso. Nel corso
della prova l’alimentazione è quotidiana e può essere
quantificata sulla base di circa 100 naupli per ogni misi-
daceo. Se la somministrazione dell’intera quantità di cibo
causasse un deficit significativo della concentrazione di
O2 disciolto, essa può essere ripartita in due tempi (50
naupli/misidaceo) adeguatamente distanziati nell’arco
della giornata.

3.7 - OSSIGENO DISCIOLTO

In presenza di valori elevati di BOD e alle concen-
trazioni più elevate di acqua di scarico, è maggiore il
rischio che l’ossigeno disciolto scenda a livelli critici, non
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compatibili con la sopravvivenza degli organismi. Si rac-
comanda pertanto di controllare questo parametro e con
maggior frequenza durante le prime ore di sperimentazio-
ne. Se la concentrazione di O2 disciolto scende al di sotto
del 60 % del valore di saturazione (Tab. 1) si rende
necessario aerare le soluzioni di effluente, facendo gorgo-
gliare aria nei beaker di saggio mediante cannule in vetro
o pipette pasteur. Nel caso si debba procedere all’aerazio-
ne di una diluizione del campione, tutte le restanti devono
essere aerate in modo analogo, includendo anche i reci-
pienti di controllo. Il flusso d’aria deve essere mantenuto
ad un livello minimo che non arrechi disturbo agli organi-
smi. Usando delle cannule di vetro o delle pipette pasteur,
si può considerare come indicativo un flusso pari a 100
bolle/minuto.

4- PROCEDURA Dl SAGGIO CON DILUIZIONE
(EFFLUENTE)

4.1 - SAGGIO PRELIMINARE

Nel caso di campioni a tossicità completamente
sconosciuta o sospettati di essere particolarmente tossici,
può essere vantaggioso effettuare una prova preliminare
per definire l’intervallo di tossicità entro cui condurre,
successivamente, il saggio definitivo.

Un saggio preliminare consiste in un prova abbre-
viata e semplificata, per la quale si preparano 5 diluizioni
del campione, in serie geometrica e piuttosto spaziate tra
loro. La serie 100 %, 10 %, 1 %, 0,1 % e 0,01 % (v/v) può
essere suggerita per questo scopo. Ad ogni diluizione
vengono esposti 5 neonati di M. bahia e dopo un periodo
non superiore alle 24 h si registrano gli effetti.

Se con lo stesso campione si dovrà in seguito con-
durre la prova definitiva, si raccomanda di procedere nel
rispetto dei limiti di conservabilità del campione stesso.
Se viceversa le due prove sono condotte con campioni
prelevati in momenti diversi, a causa della variabilità più
o meno elevata della tossicità dello scarico o del recettore,
i risultati del saggio preliminare e di quello definitivo
potranno essere tra loro anche molto differenti.

4.2 - SAGGIO DEFINITIVO

Per la conduzione della prova definitiva si allesti-
scono 5 diluizioni del campione da esaminare. La sequen-
za 100 %, 50 %, 25 %, 12,5 % e 6,25 % (v/v) caratterizza-
ta da un fattore di diluizione 0,5 è applicabile a gran parte
delle situazioni. Viceversa, basandosi anche sulle infor-
mazioni eventualmente ottenute dal saggio preliminare,
si potrà adottare un diverso intervallo di sperimentazione,
un diverso fattore di diluizione o anche un maggior nume-
ro di concentrazioni.

Se è stato necessario refrigerare i campioni di scari-
co o di acqua di diluizione, i volumi necessari alla condu-
zione del saggio vengono prelevati dai contenitori, previo
accurato mescolamento, e portati alla temperatura di 20 ±
°C. Preparate le diluizioni previste con le eventuali corre-
zioni di salinità, si misura la concentrazione di ossigeno
disciolto e se questa risultasse prossima al limite del 60%
del valore di saturazione si procede ad aerare i contenitori
(cfr. 3.7 “Ossigeno disciolto”). Quando le soluzioni hanno
raggiunto le condizioni indicate si introducono i giovani
di M. bahia.

Nel saggio di tossicità acuta i risultati ottenuti dalle
diverse repliche vengono solitamente combinati ai fini del
calcolo della LC50. Ciò rende inutile l’allestimento di più
repliche della stessa concentrazione, che pertanto non
verrà suggerito, a meno che non venga saggiato un nume-
ro di organismi superiore a quello minimo indicato.

Per ogni diluizione di effluente si utilizzano almeno
10 giovani organismi in soluzioni di 200  mL di volume.
Gli organismi vengono distribuiti secondo una sequenza
casuale nei diversi contenitori sino al completamento del
numero richiesto. Per evitare diluizioni significative delle
soluzioni del saggio, è opportuno minimizzare il volume
d’acqua trasferito con gli organismi. Questi sono trasferi-
bili più facilmente se la pipetta provvista di bulbo elastico,
è mantenuta verticale sopra l’organismo da prelevare,
piuttosto che frontalmente o posteriormente allo stesso.

Quando il saggio è protratto a 96 h, dopo 48 h di
esposizione si deve provvedere al rinnovo delle soluzioni
del campione saggiato. Il rinnovo quotidiano si può ren-
dere necessario se l’effetto tossico è causato da sostanze
facilmente degradabili o quando l’eventuale aerazione dei
campioni causa una riduzione significativa degli effetti
tossici. Per preparare le soluzioni fresche si procede se-
condo le condizioni precisate a proposito dell’allestimen-
to della prova. I giovani di M. bahia sono trasferiti nelle
soluzioni corrispondenti a quelle in cui sono già stati
esposti nelle precedenti 24 - 48 h di saggio.

In generale, è opportuno limitare l’evaporazione
delle soluzioni di saggio per non causare variazioni della
salinità oltre che della concentrazione degli inquinanti.
Per controllare il fenomeno si possono usare dei fogli di
polietilene trasparenti o altri dispositivi (vetro d’orolo-
gio), con i quali coprire i recipienti di saggio.

Almeno quotidianamente si ispezionano i giovani
crostacei, e si provvede alla rimozione e registrazione
degli organismi eventualmente deceduti. Sono considera-
ti deceduti quegli organismi che non reagiscono ad una
leggera stimolazione. Per evitare di disturbare gli anima-
li, si può fare coincidere l’osservazione degli effetti con la
somministrazione del cibo e le altre operazioni collegate
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alla conduzione del saggio.
È utile disporre dei risultati dopo 24, 48, 72 e 96 h di

esposizione, e può essere anche utile, ai fini della caratte-
rizzazione del campione, registrare ogni altra alterazione
che sia osservabile negli organismi esposti.

Gli esemplari di M. bahia sopravvissuti alla speri-
mentazione non possono essere riutilizzati ed inoltre,
appartenendo ad una specie non indigena, non devono
essere assolutamente dispersi nell’ambiente.

5 - PROCEDURA Dl SAGGIO SENZA
DILUIZIONE (CORPO IDRICO)

5.1 - SAGGIO DEFINITIVO

La soluzione che viene comunemente adottata per
individuare la presenza di effetti tossici acuti nelle acque
del corpo idrico, consiste nell’esporre dei giovani di M.
bahia ad un campione non diluito di tali acque.

Se l’acqua di allevamento ha salinità diversa da
quella del campione da saggiare, si procede ad acclimata-
re i crostacei secondo le indicazioni date in Appendice. Si
tenga presente che il saggio acuto può essere condotto
entro un intervallo di salinità molto ampio e cioè 5-35 ‰.
L’acqua usata per completare l’acclimatazione degli or-
ganismi, sia che si tratti di acqua naturale che di acqua
sintetica, verrà anche utilizzata per allestire il controllo.

A differenza del saggio su effluenti, il campione di
acqua del corpo idrico è saggiato in quattro repliche ed
altrettante devono essere quelle preparate con l’acqua di
controllo. In ogni replica, avente il volume di 200 mL,
vengono trasferiti 10 giovani individui di M. bahia di età
< 5 giorni. Fatta eccezione per questa parte della metodo-
logia di saggio, tutti gli altri aspetti procedurali quali
l’aerazione, il rinnovo delle soluzioni o l’alimentazione,
sono da considerare invariati e si rimanda, pertanto, ai
paragrafi precedenti.

Nel saggio senza diluizione i risultati delle quattro
repliche non vengono cumulati e vengono utilizzati per
determinare con metodi statistici se sono significativa-
mente diversi da quelli osservati nel controllo.

Se il campione saggiato “tal quale” causa una mor-
talità superiore al 50 % degli organismi, si può eventual-
mente procedere alla stima della LC50. In questo caso il
campione di acqua del recettore deve essere saggiato
secondo la procedura descritta per il saggio con effluente
(cfr. par. 4).

6 - VALIDITÀ DEL SAGGIO
Il risultato del saggio è considerato accettabile se la

sopravvivenza degli organismi di controllo è ≥ 90% e se la
concentrazione di ossigeno si è mantenuta in tutti i tratta-

menti a livelli ≥ 60% del valore di saturazione.
Pur senza vincolare la validità del risultato, si consi-

glia la conduzione periodica di saggi in condizioni stan-
dard con un tossico di riferimento, quale ad esempio il
bicromato di potassio o il pentaclorofenolo. Questa prati-
ca dovrebbe consentire di evidenziare condizioni speri-
mentali o lotti di organismi, per qualche motivo, anomali.
In condizioni normali, disponendo di una congrua serie di
LC50, il risultato di ogni nuovo saggio di riferimento
dovrebbe collocarsi entro l’intervallo definito dal valore
medio di tale serie e dal doppio della corrispondente
deviazione standard (media ± 2 DS). Viceversa, se la LC50
del tossico di riferimento si colloca all’esterno di questo
intervallo di sicurezza, tutti i dati ottenuti con il medesi-
mo lotto di organismi dovrebbero essere considerati con
cautela.

A scopo puramente informativo, si possono citare i
risultati di alcuni studi condotti sul saggio acuto con M.
bahia, tra cui quelli di un esercizio di intercalibrazione
(US EPA, 1985). A quest’ultimo parteciparono 6 labora-
tori che, operando sia in condizioni statiche che in flusso
continuo, saggiarono la tossicità del nitrato di argento e
dell'endosulfan. Il coefficiente di variazione risultò, ri-
spettivamente, di 27 e 22 % per il primo tossico e di 62 e
58 % per il secondo. Per il Cr+6 è stata determinata una
96hLC50 di 2.03 mg/L, ed una serie di saggi condotti da
due laboratori diede complessivamente un valore medio
per la 48hLC50 di 6 mg/L (n = 8) ed un CV di 21.5 % (20
‰) (in GOODFELLOW e RUE, 1989). Una serie di 8 prove
condotte con lo stesso tossico di riferimento ma da un solo
laboratorio, diede come 48hLC50 media il valore di 5,12
mg Cr+6/L e come CV 22 % (20 ‰) (in GOODFELLOW e RUE,
1989). Una serie di 13 saggi condotti parimenti da un
unico laboratorio ma utilizzando come tossico il Cd, diede
come media delle 96hLC50 il valore di 0,346 mg/L e come
CV 9 % (25 °C, 25 ‰) (US EPA, 1991).

Un più recente esercizio di intercalibrazione, cui
parteciparono 14 laboratori che utilizzarono KCl come
tossico di riferimento, permise di valutare una 96hLC50
media di 250 mg KCl/L ed un CV di 36 % (22 °C; 25‰)
(US EPA, 1991). Un simile esercizio di intercalibrazione
(25 °C; 30 ‰) con lo stesso tossico ma con la partecipazio-
ne di un numero ben maggiore di laboratori (n = 61) diede
come risultati finali 532 mg KCl/L e 30,1 %, rispettiva-
mente 48hLC50 media e coefficiente di variazione (US
EPA, 1991).

7 - ANALISI DEI RISULTATI

7.1 - CALCOLO DELLA LC50
Il saggio per la valutazione della tossicità acuta
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descritto in questa procedura si propone non solo l’identi-
ficazione delle sorgenti di contaminazione capaci di effet-
ti tossici acuti ma anche la quantificazione della loro
potenziale tossicità mediante la stima della concentrazio-
ne letale al 50 % degli organismi (LC50) per un dato tempo
di esposizione (24-48 h). La determinazione della LC50
può essere effettuata con diversi metodi la cui applicabili-
tà è in buona parte dipendente dal tipo di risultati ottenuti,
e più precisamente dal numero di effetti parziali osservati,
intermedi cioè tra la mortalità 100 % e la mortalità nulla.
La valutazione della LC50 dovrebbe basarsi sui risultati
relativi ad almeno 5 concentrazioni di campione ed un
controllo, sebbene molti metodi di analisi possono essere
utilizzati con un numero di dati inferiore. Se la massima
concentrazione saggiata ha causato una mortalità inferio-
re al 50 %, non si dovrebbe procedere al calcolo della
LC50, il cui valore sarebbe in tal caso poco attendibile.
Meglio ripetere il saggio, se possibile, cercando di miglio-
rare la serie delle concentrazioni saggiate. In caso contra-
rio la LC50 sarà più correttamente espressa come “maggio-
re della massima concentrazione sperimentata” (es.:
48hLC50 > 80 %).

Nel metodo di saggio dedicato alla valutazione della
tossicità acuta con Daphnia magna (IRSA, 1994) sono
stati proposti tre diversi metodi, ampiamente validati, atti
alla valutazione della LC50. Si tratta del metodo di Litch-
field e Wilcoxon, del test binomiale e del metodo probit.
Essi sono adeguatamente illustrati nell’ambito del metodo
per D. magna al quale si rinvia. Infine, è opportuno
segnalare che sono disponibili in commercio alcuni pro-
grammi per personal computer espressamente dedicati a
diversi metodi di analisi statistica di risultati tossicologi-
ci: a questi prodotti parimenti si rinvia.

7.2 - EFFETTI DA CONCENTRAZIONE UNICA

L’esame dei risultati ottenuti saggiando un campio-
ne non diluito del corpo idrico è riconducibile alla teoria
del confronto tra due campioni. Nel presente schema
sperimentale, i decessi osservati nelle repliche del corpo
idrico e in quelle del controllo rappresentano i due cam-
pioni di dati posti a confronto.

Di fatto, se la mortalità degli organismi esposti al
corpo idrico supera il valore del 10 %, e cioè quel limite di
decessi accettato come “naturale” in un gruppo di indivi-
dui di controllo, si può già concludere che il campione
contiene inquinanti a concentrazioni tossiche. Tuttavia
può essere opportuno dare supporto statistico al risultato
del saggio, verificando la cosiddetta ipotesi nulla o zero, e
cioè che le medie dei decessi osservati nei due trattamenti
siano uguali. Smentire l’ipotesi con un certo grado di
probabilità” solitamente P = 0,05, equivale a verificare

che la mortalità osservata per gli organismi esposti al
corpo idrico è significativa.

Il test “t” è utilizzato per confrontare i due campioni
e, dal momento che vi è un’attesa di contaminazione o di
mortalità maggiore per il campione del corpo idrico piut-
tosto che per il controllo, un test unilaterale è generalmen-
te adeguato. L’applicazione del test “t” richiede che le
proporzioni di decessi osservati nelle repliche siano distri-
buite normalmente. Se i dati soddisfano questo requisito è
necessario procedere anche alla verifica di omogeneità
della varianza dei due gruppi di risultati e solo in caso
affermativo è lecito passare all’esame della significatività
dei decessi osservati. Se i dati non fossero distribuiti
normalmente il problema viene comunemente risolto me-
diante opportune trasformazioni dei dati stessi. La con-
versione delle proporzioni di organismi deceduti nella
radice quadra del loro arc sen è la trasformazione più
comune. Se non si rivelasse risolutiva è necessario proce-
dere all’esame dei risultati con metodi non parametrici.
Se, a sua volta, la condizione di omogeneità della varianza
non fosse rispettata, il test “t” rimane valido ma deve
essere applicato in forma modificata. Il valore calcolato
per la funzione “t” è infine confrontato con il valore
critico di “t” individuabile in apposite tabelle, in base al
numero di gradi di libertà ed al livello di probabilità
prescelto. Se il valore di “t” calcolato supera il valore
tabellare le due mortalità sono significativamente diverse.
Fortunatamente sono disponibili in commercio dei pro-
grammi per personal computer che sono espressamente
dedicati all’analisi statistica di risultati tossicologici e
possono svolgere tutte le operazioni necessarie. A questi
prodotti, pertanto, si rinvia.

APPENDICE

A1- Note sulla sistematica e biologia
di Mysidopsis bahia

I Misidacei sono piccoli crostacei che popolano le
acque marine, le estuariali e, con un numero ridotto di
specie, anche le acque dolci. Sono confondibili a prima
vista con degli stadi giovanili di gamberi e quindi con i
Crostacei Decapodi. Essi appartengono, tuttavia, a un
diverso superordine, quello dei Peracaridi, ed essenzial-
mente si differenziano dai Decapodi per avere il carapace
mai perfettamente aderente a tutti i segmenti toracici, per
la presenza nelle femmine di un “marsupio” formato da
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alcuni oostegiti (porzione setolosa di arti addominali), e
per la mancanza di una vera e propria metamorfosi (COT-
TIGLIA, 1983). L’ordine dei Misidacei è rappresentato nelle
acque nazionali da varie specie. Tra quelle che si possono
catturare in ambienti lagunari la più comune è Mysis
slabberi che unitamente ad altre, come Diamysis bayren-
sis, sostano poco sopra il substrato o in rapporto con
questo, potendo rappresentare una frazione notevole del
popolamento planctonico solo nelle ore notturne di inten-
sa attività natatoria (COTTIGLIA, 1983). La riproduzione
avviene in primavera ed estate. I Misidacei costituiscono
negli ambienti estuariali e marini un importante anello
della catena trofica essendo predati da numerose specie di
pesci, spesso di valore commerciale.

M. bahia è una specie estuariale che si riscontra
principalmente in acque con salinità superiori al 15 ‰. È
originaria della costa atlantica dell’America del nord e del
Golfo del Messico in particolare.

Similmente agli organismi del genere Daphnia, an-
che in Mysidopsis gli stadi giovanili si sono spesso dimo-
strati come i più sensibili alle sostanze tossiche. Quando i
giovani schiudono e abbandonano la camera di incubazio-
ne a marsupio, sono immobili. Essi conducono vita plan-
ctonica per le prime 24 - 48 h, dopo le quali raggiungono
il fondo, si orientano verso la corrente e si cibano di detrito
e di piccoli organismi che da questa sono trasportati.

Gli individui adulti di M. bahia hanno lunghezza
compresa tra 4,4 e 9,4 mm, misurata dal margine anterio-
re del carapace sino al termine degli uropodi, aventi
aspetto laminare (Fig. 1). Le femmine adulte sono nor-
malmente di dimensioni maggiori dei maschi ed i loro
pleopodi (appendici addominali) hanno dimensioni mi-
nori (Fig. 2). Il corpo è solitamente trasparente ma può
presentare colorazioni tendenti al giallo, bruno o nero.

A2 - Allevamento degli organismi

Per ottenere un rifornimento adeguato dei giovani
individui per i saggi, la coltura di M. bahia deve essere
attivata almeno quattro settimane prima del periodo di
utilizzo. Gli organismi necessari ad iniziare la coltura di
laboratorio devono provenire da centri specializzati che
ne garantiscano l’identità specifica. Sono trasportabili in
bottiglie di polietilene ad una densità consigliata di circa
50 individui in 700 mL di acqua di mare, in contenitore da
1 L. Per evitare crescite batteriche ed eccessive riduzioni
dell’ossigeno disciolto, durante il trasporto che non deve
prolungarsi oltre le 24 h, gli animali non vengono alimen-
tati e si area a saturazione il mezzo acquoso prima della
loro immissione.

Le colture massive possono essere mantenute sia in
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Fig. 1 - Visione laterale e dorsale di un misidaceo (modi-
ficata da US EPA, 1991). 1: antennula; 2: processo dorsa-
le; 3: statocisti; 4: antenna; 5: lamina dell’antenna; 6:
marsupio; 7: ottavo arto toracico; 8: pleopodi; 9: carapace;
10: segmenti addominali; 11: uropode; 12: telson; 13:
endopodite; 14: esopodite; 15: segmenti toracici; 16: pro-
cesso dorsale.
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Fig. 2 - Principali caratteristiche morfologiche utili al-
l’identificazione di Mysidopsis bahia. A: maschio; B:
femmina, si noti la sacca ventrale a marsupio e la minore
lunghezza dei suoi pleopodi rispetto a quelli del maschio;
1: secondo arto toracico; 2: telson; 3: uropode destro con
statocisti, visto dal dorso, si notino le tre spine sull’endo-
podite; 4: visione dorsale di individuo maschio.
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flusso continuo che in sistemi chiusi provvisti di ricircolo
del mezzo acquoso. Quest’ultima soluzione è probabil-
mente la più diffusa.

Il sistema di mantenimento dovrebbe consistere di
almeno 3 - 4 vasche di circa 200 L ciascuna. Tuttavia,
possono essere utilizzate anche vasche più piccole aventi
un volume di circa 80 -100 L. Disporre di più di una unità
di mantenimento tutela dal rischio di perdere l’organismo
in caso di possibili incidenti e garantisce un adeguato
numero di individui per la sperimentazione. L’intensità
della luce ed il fotoperiodo non sembrano avere un ruolo
chiave su accrescimento e riproduzione. Sono adottabili,
pertanto, intensità luminose comprese tra 500 e 1000 lux
con l’alternanza di 16 h luce e 8 h di buio, e cioè quei
valori già impiegati con successo per l’allevamento in
laboratorio di altri organismi acquatici. M. bahia non
sopravvive per lunghi periodi a concentrazioni di ossige-
no disciolto inferiori a 5 mg/L. Se l’ossigeno disciolto
approssima tali valori è necessario aerare le vasche di
allevamento con diffusori a pietra porosa ed aria priva di
contaminanti. Gli acquari devono essere provvisti sia di
un tipo di filtro interno, posizionato sotto lo strato di
ghiaietto (dolomite) con cui si copre il fondo detto “filtro
sotto sabbia”, che di una unità filtrante esterna alla vasca
la cui pompa deve essere dimensionata in modo da garan-
tire un flusso orario minimo pari ad almeno il volume
dell’acquario (nell’arco di un’ora tutta l’acqua contenuta
nell’acquario deve essere stata trattata dall’unità di filtra-
zione). Tra i vari materiali di riempimento impiegati
nell’unità filtrante esterna (carbone, fibre sintetiche etc.)
si consiglia di includere uno strato di sbriciolato di con-
chiglie, reperibile in commercio, che sciogliendosi lenta-
mente contribuisce al potere tampone del mezzo acquoso.

Il flusso di ritorno dal filtro esterno dovrà formare
una corrente moderata all’interno della vasca rispetto alla
quale gli organismi, che sono caratterizzati da una reotas-
sia positiva, possono orientarsi. L’azione dei filtri non si
deve affatto limitare alla rimozione meccanica del mate-
riale in sospensione ma deve estendersi, aspetto ben più
importante, alla depurazione dei cataboliti disciolti. Af-
finché le unità filtranti siano in grado di svolgere questa
funzione è necessario un periodo di condizionamento. Si
possono aggiungere a giorni alterni alcuni  mL di sospen-
sione concentrata di artemie alla vasca da condizionare,
almeno fino a che i nitriti non raggiungono la concentra-
zione di 2 mg/L. Essa continuerà ad aumentare senza
ulteriori aggiunte di artemie per poi diminuire lentamente
fino a valori inferiori a 0,05 mg/L. A questo punto si può
riprendere la somministrazione dei piccoli crostacei o
comunque di materiale organico facilmente degradabile, e
verificare che la concentrazione di nitriti, misurata gior-

nalmente, non subisca incrementi significativi. Se l’unità
accetta l’aggiunta di artemie o altro materiale organico
senza sostanziali mutamenti del contenuto di nitriti, il
condizionamento è compiuto. Si possono quindi introdur-
re alcuni organismi adulti di M. bahia, non più di una
ventina. L’assenza di decessi nell’arco di 96 h conferma la
raggiunta funzionalità dell’unità di allevamento. L’ag-
giunta di alcuni litri di acqua o di parte del materiale
filtrante proveniente da un’unità già operativa, può abbre-
viare notevolmente il processo di condizionamento de-
scritto.

A3 - Acqua di allevamento

Una fonte di acqua di mare non contaminata e
filtrata (0,45 - 1 μm) dovrebbe essere usata per l’alleva-
mento di M. bahia, tuttavia, alcune miscele artificiali di
sali sono state utilizzate con pieno successo come ad
esempio quella commercializzata come Forty Fathoms®.
Se si utilizza quest’ultima soluzione, è importante atte-
nersi alle istruzioni fornite con le confezioni di sali che
verranno solubilizzati in acqua Milli-Q®, deionizzata di
buona qualità o equivalenti, in contenitori dedicati a
questo scopo e non direttamente nelle vasche di coltura.
Prima dell’impiego, è preferibile che l’acqua sintetica sia
aerata moderatamente per 24 h e lasciata in quiete per
alcuni giorni. Per la coltura degli organismi si può adotta-
re una salinità compresa tra 20 e 30 ‰, ed è consigliato il
valore di 25 ‰. È da preferire una salinità più bassa, ma
pur sempre ≥ 20 ‰, se si prevede che larga parte dei saggi
sarà condotta con salinità inferiori al 25 ‰.

Come già accennato, un processo molto importante
nell’allevamento di organismi in sistemi chiusi è la con-
versione dell’ammoniaca in nitriti e di questi in nitrati per
azione dei batteri nitrificanti. Per la corretta conduzione
dell’allevamento di M. bahia le concentrazioni da non
superare sono pari, indicativamente, a 0,05 - 0,1 mg/L di
NH3 totale, 0,05 mg NO2/L e 20 mg NO3/L (US EPA,
1988; LUSSIER et al., 1988). Alcuni prodotti distribuiti
come kit colorimetrici si prestano ad un pratico controllo
di routine di questi parametri.

La rimozione di ammoniaca e nitriti ad opera dei
batteri, comporta una riduzione del valore di pH e quindi
una diminuzione del potere tampone del mezzo acquoso.
Questo viene comunemente ripristinato con aggiunta di
Na2CO3 o NaHCO3. L’aggiunta non deve essere tuttavia
indiscriminata, in quanto elevati valori di alcalinità pos-
sono danneggiare l’attività riproduttiva. Gli interventi
correttivi per pH e alcalinità, devono essere dimensionati
in modo che il valore di quest’ultima sia compreso tra 90
e 120 mg CaCO3/L (WARD, 1989).
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Sebbene sia stata osservata una buona attività ripro-
duttiva anche con pH 7,5, si raccomanda di mantenere
valori superiori a pH 7,8 ricorrendo all’impiego controlla-
to di NaHCO3 e rinnovi frequenti del mezzo. Valori di pH
compresi nell’intervallo 8 ± 0,2-0,3 sono da considerare
ottimali, e si consiglia il rinnovo settimanale del 20-30 %
dell’acqua delle vasche.

A4 - Alimentazione
I Misidacei sono onnivori (LUSSIER et al., 1989), in

quanto oltre alla cattura di copepodi o di altri organismi
dello zooplancton, sono in grado di filtrare alghe e di
cibarsi del detrito organico, integrando pertanto la dieta
in vario modo. È stato osservato che in corrispondenza
della abbondante crescita di diatomee che caratterizza
solitamente una vasca dopo varie settimane di funziona-
mento, si verifica anche un evidente aumento del numero
di giovani di M. bahia, i quali apparentemente si nutrono
nel o del feltro di alghe che riveste le pareti e che, pertanto,
non dovrebbe mai essere rimosso completamente nei pe-
riodici interventi di pulizia. Alcune diatomee del genere
Skeletonema sono state somministrate come integratore
della dieta, ed il rotifero Brachionus plicatilis si è dimo-
strato, a sua volta, una ottima fonte di cibo per i giovani di
M. bahia (LUSSIER et al., 1989).

La frequente somministrazione di cibo vivo è asso-
lutamente necessaria per prevenire fenomeni di cannibali-
smo. I naupli di Artemia salina, si prestano ottimamente a
questo scopo.

Almeno una volta al giorno i misidacei devono
essere nutriti con naupli vivi di A. salina. La quantità di
artemie deve essere tale da assicurare che nelle vasche ve
ne siano sempre presenti per evitare che gli adulti di M.
bahia predino la propria prole o gli altri individui della
vasca. Sono state utilizzate con successo quantità di cibo
pari a 2-3 artemie per mL di acqua o anche pari a 150
artemie per individuo ogni giorno. Se, com’è consigliabi-
le, si somministra il cibo due volte al giorno, si dimezza il
numero di artemie fornite (circa 75/individuo). Viceversa
se dopo poche ore non residuassero naupli nella vasca è
preferibile aumentarne la quantità, adeguandola alla den-
sità ed alla velocità riproduttiva della coltura. L’incre-
mento della quantità di cibo non deve causare tuttavia la
riduzioni della concentrazione dell’ossigeno disciolto, nè
intorbidamento da crescite batteriche diffuse o altri eventi
che indichino il decadimento della qualità dell’ambiente
di allevamento. È altresì importante controllare che l’uni-
tà di filtrazione non abbia un flusso tale da rimuovere essa
stessa i naupli di artemia prima che questi possano essere
predati.

A5 - Idoneità della dieta
In particolari condizioni ambientali A. salina pro-

duce delle uova (cisti) quiescenti che permangono vitali
per lunghi periodi di tempo, purché conservate all’asciut-
to e in condizioni anaerobie (ASTM, 1992). La resistenza
dello stadio quiescente fa si che esso possa essere facil-
mente trasportato e commercializzato, e grazie alla sua
praticità, venire ampiamente utilizzato in acquacoltura e
in acquariologia per nutrire molti organismi acquatici.
Reidratando le cisti in acqua di mare, dopo circa 24 h ne
schiudono i naupli al primo stadio di sviluppo. Le varietà
geografiche e le corrispondenti fonti commerciali di uova
di Artemia sono numerose; tuttavia è stato osservato che il
contenuto di contaminanti, le dimensioni del nauplio e la
composizione in acidi grassi, differiscono ampiamente,
influendo sulla idoneità del prodotto quale fonte di cibo
(WARD, 1987; ASTM, 1992). Le cisti provenienti dal
Brasile o dalla Columbia si sono dimostrate idonee sia per
la modesta contaminazione che per le dimensioni adegua-
tamente ridotte delle giovani larve (US EPA, 1988). An-
che altre aree di provenienza possono comunque rivelarsi
adeguate, ma in ogni caso, l’unico modo di valutare
l’accettabilità di una varietà di cisti è di condurre prove di
alimentazione grazie alle quali si possono esaminare gli
effetti su sopravvivenza, crescita e attività riproduttiva di
M. bahia. Analogamente, anche se il fornitore rimane lo
stesso, è necessario che ciascun nuovo lotto di cisti venga
saggiato per verificarne l’idoneità. In entrambi i casi, si
procede come segue: si conducono in parallelo due saggi
cronici di 7 giorni, per ciascuno dei quali sono utilizzate 8
repliche di 5 organismi ognuna. Il primo gruppo di 40
misidacei viene alimentato con i naupli di Artemia giudi-
cati a suo tempo idonei e che hanno pertanto valore di
riferimento, il secondo gruppo viene invece nutrito con i
naupli schiusi dal lotto in esame. La frequenza di sommi-
nistrazione del cibo, la sua quantità, il volume dei reci-
pienti e dell’acqua di mare in essi contenuta e tutto quanto
caratterizza il saggio non deve essere modificato rispetto
alla procedura di saggio cronico. La nuova fonte di cibo
viene considerata idonea se non si osservano differenze
statisticamente significative tra i due trattamenti relativa-
mente a sopravvivenza, crescita e riproduzione. Ogni
nuovo lotto dovrebbe anche essere analizzato per il conte-
nuto di pesticidi organoclorurati e PCB. Se questi supera-
no complessivamente la concentrazione di 0,3 μg/g (peso
fresco), le cisti di Artemia non dovrebbero essere utilizza-
te (US EPA, 1988). È quindi buona norma effettuare le
necessarie analisi su un piccolo quantitativo di cisti, e nel
caso si ottengano i risultati attesi, si può procedere all’ac-
quisto di un lotto di notevoli dimensioni che potrà servire
per diversi anni (ASTM, 1992).
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A6 - Preparazione della dieta
Un imbuto separatore con un volume di 2 L costitui-

sce un pratico contenitore per la schiusa delle cisti. Si
utilizza 1 L di acqua di mare naturale o sintetica ma anche
una soluzione contenente 35 g di NaCl si presta allo
scopo. Si aggiungono 10 mL di cisti di Artemia e si area
intensamente con un tubetto di vetro posizionato in modo
che la sua estremità sia sul fondo dell’imbuto. Il tempo di
schiusa varia in relazione all’area geografica di prove-
nienza e alla temperatura di incubazione. Tuttavia, con
una temperatura di 27 °C le uova dovrebbero schiudere in
circa 24 h. Dopo tale periodo si arresta l’aerazione e i
gusci ormai vuoti si portano in superficie mentre i naupli
si raccolgono sul fondo dal quale vengono prelevati me-
diante apertura del rubinetto dell’imbuto. Sfruttando la
fototassia positiva delle larve, la raccolta può essere age-
volata oscurando la parte superiore dell’imbuto. Tale
operazione non deve protrarsi oltre i 5-10 minuti in
quanto l’elevata concentrazione di organismi raggiunta
sul fondo del contenitore fa si che, sospeso il gorgoglia-
mento, l’ossigeno disciolto venga rapidamente esaurito
provocando la morte dei naupli. L’apertura alterna del
rubinetto dell’imbuto separatore consente di rimuovere a
più riprese i naupli appena schiusi. Questi verranno filtra-
ti e se necessario risciacquati o concentrati in mezzo
fresco con l’aiuto di un contenitore col fondo di rete
(maglie di 150 μm).

Il nauplio di artemia è incapace di nutrirsi di fonti di
cibo esterne per un periodo di circa 24 ore dalla schiusa
(25 °C), durante le quali utilizza le riserve di tuorlo di cui
è provvisto. In questo arco di tempo il valore nutrizionale
e calorico del nauplio decadono progressivamente, e per-
tanto si consiglia di utilizzarlo subito dopo la schiusa o
comunque entro le 2-6 ore dal T90, e cioè da quando il 90
% delle cisti è schiuso (ASTM, 1992). Grazie alla ripeti-
bilità del tempo necessario alla schiusa delle numerose
varietà di Artemia (a temperatura costante), l’idratazione
delle cisti può essere effettuata in base al momento giudi-
cato più opportuno per la raccolta e la somministrazione
dei naupli appena schiusi. A parità di altre caratteristiche
tossicologiche e nutrizionali, la ridotta dimensione del
nauplio deve costituire il criterio guida nella scelta della
fonte commerciale di A. salina, pena l’impossibilità per i
giovani di M. bahia di catturare la preda e quindi di
nutrirsi adeguatamente (LUSSIER et al., 1988).

La necessità di fornire cibo vivo quotidianamente
all’allevamento dei misidacei, può rendere utile l’impiego
di sistemi automatizzati che, in assenza del personale
tecnico (fine settimana), idratano le cisti di Artemia e
somministrano i naupli alle vasche. In breve, si tratta di
congegni artigianali, nei quali un temporizzatore control-

la il deflusso, per gravità, di un certo volume di acqua di
mare al contenitore con le cisti da idratare, e similmente,
dei naupli alla vasca, quando la schiusa è completata
(SCHIMMEL e HANSEN,1975; WARD, 1984).

A7- Riproduzione
Nelle colture di laboratorio M. bahia raggiunge la

maturità sessuale in 12 - 20 giorni in relazione alla
temperatura dell’acqua ed alla dieta. A differenza di
quanto accade nei generi Daphnia o Ceriodaphnia le uova
non si sviluppano se non fecondate. L’accoppiamento ha
luogo di notte e dura pochi minuti. Affinché si abbia una
attività riproduttiva soddisfacente la temperatura delle
vasche di allevamento deve essere mantenuta tra 24 e 26
°C. Normalmente le uova sono presenti negli ovari delle
femmine a circa 12 giorni dalla schiusa (Fig. 3) e la
camera di incubazione a marsupio è completamente svi-
luppata negli organismi di circa 15 giorni di età, corri-
spondenti a circa 5 mm di lunghezza corporea (Fig. 4). I
neonati sono liberati a 17-20 giorni. Il numero di uova
deposte nel marsupio ed il numero dei giovani prodotti per
ogni schiusa dipendono in modo diretto dalle condizioni
ambientali e dalle dimensioni della femmina che ha una
schiusa ogni 4-7 giorni. Femmine adulte (8-9 mm) mante-
nute in acqua naturale o sintetica (Forty Fathoms®) produ-
cono mediamente 11 ± 6 larve allo stadio III (l’ultimo
prima della nascita).

L’attività riproduttiva dei misidacei può risultare
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Fig. 3 - Femmina adulta di M. bahia con uova in sviluppo
negli ovidotti (modificata da LUSSIER et al., 1987). 1:
antennula; 2: occhio peduncolato; 3: carapace; 4: statoci-
sti; 5: telson; 6: antenna; 7: marsupio in sviluppo; 8:
pleopodi; 9: uropode; 10 statocisti; 11: telson; 12: uropo-
di; 13: ovidotti con uova; 14a: marsupio in sviluppo.
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inibita se nelle vasche si raggiungono condizioni di so-
vraffollamento. Pertanto, fatta eccezione per i periodi di
massima necessità di neonati, è opportuno rimuovere, con
cadenza regolare, una parte degli individui presenti nelle
vasche. Il valore di densità consigliato non deve superare
i 20 misidacei/L, pena l’inibizione dell’attività riprodutti-
va. Tuttavia, al fine di un corretto dimensionamento della
coltura, è opportuno considerare anche l’ampiezza del
fondo della vasca e non solo il suo volume.

A causa della abitudine parzialmente bentonica del-
l’organismo, è stato infatti proposto che ogni individuo
abbia a disposizione circa 30 cm2 di superficie (ASTM,
1996). Il popolamento lasciato ad evoluzione spontanea è
caratterizzato da una crescente dominanza numerica de-
gli individui di sesso maschile. È quindi consigliabile
controllare la densità di questi ultimi piuttosto che dell’in-
tero popolamento in modo indiscriminato, favorendo un
rapporto tra i sessi di circa 2:1 (femmine: maschi). La
continua raccolta di giovani individui è fonte di stress per
la coltura di M. bahia e ciò è dovuto, fondamentalmente,
alla frequente manipolazione degli organismi. Anche per
questo motivo è preferibile mantenere contemporanea-
mente più vasche. Alternando la raccolta degli individui
necessari ai saggi, si permette alle colture non in uso di
beneficiare di un periodo di ripresa. Se la frequenza dei
saggi impone una continua richiesta di larve, è opportuno
mantenere, indicativamente, almeno quattro vasche da

200 L ciascuna.
La registrazione dei dati di produttività di ciascuna

coltura permetterà di decidere il momento in cui la coltura
potrà essere scartata. Spesso, dopo tre o più mesi, la
coltura può entrare in fase di senescenza e la produzione
di larve risultare pressoché annullata. Al contrario, quan-
do tutte le condizioni sono favorevoli, più della metà delle
femmine adulte dovrebbe avere delle uova nella camera di
incubazione (ASTM, 1990).

È opportuno non attendere la fase di senescenza ma
garantire la continuità dell’allevamento allestendo nuove
vasche con organismi (50-100, per vasche fino a 100 L)
prelevati da colture in attiva fase riproduttiva, meglio se
da colture diverse, al fine di favorire l’eterogeneità del
patrimonio genetico. A tale scopo la periodica introduzio-
ne di organismi provenienti da altri allevamenti, o me-
glio, da più popolazioni naturali, è fortemente raccoman-
data. Gli individui di M. bahia ottenuti da fonti esterne,
devono essere mantenuti separati dall’allevamento ed in
osservazione per un paio di settimane, onde minimizzare
il rischio di introdurre degli agenti patogeni. Nelle opera-
zioni di trasferimento, gli organismi non devono essere
esposti a cambiamenti di salinità e di temperatura che
siano superiori, rispettivamente, a 2 - 3 ‰ e a 2-3 °C in 24
h.

A8 - Pulizia e disinfezione
Quando una vasca è in funzione da alcuni mesi,

anche se mantenuta correttamente, evidenzia un accumu-
lo di materiale organico (artemie non consumate, metabo-
lismo di M. bahia e crescita di organismi sulle superfici
sommerse della vasca). La pulizia periodica per sifona-
mento, che si può far coincidere con i rinnovi parziali
dell’acqua di coltura, verrà sostituita in questo caso da un
riallestimento della vasca, che prevede il risciacquo della
ghiaia e dei supporti filtranti e il rinnovo totale dell’acqua
di mare (adeguatamente condizionata se artificiale). È da
escludere l’uso di detergenti e di disinfettanti, se non dopo
morie, eventi patologici o la comparsa di idrozoi nelle
vasche di coltura. In questo caso è necessario scartare i
misidacei che presentino dei polipi sul corpo, mentre gli
acquari dovranno essere accuratamente lavati con deter-
genti e acqua calda. A ciò si farà seguire un trattamento
con acido (10% HCl) e numerosi risciacqui con acqua
deionizzata.

A9 - Organismi per il saggio
Diverse sono le soluzioni per ottenere le giovani

larve necessarie al saggio. Se è richiesto un controllo
accurato dell’età degli organismi, è preferibile isolare
delle femmine adulte di M. bahia con l’anticipo, rispetto
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Fig. 4 - Femmina adulta di M. bahia con uova negli
ovidotti ed embrioni in sviluppo nella sacca a marsupio
(modificata da LUSSIER et al., 1987). 1: antennula; 2:
occhio peduncolato; 3: carapace; 4: statocisti; 5: telson; 6:
antenna; 7: marsupio con embrioni; 8: pleopodi; 9: uropo-
de; 10 statocisti; 11: telson; 12: uropodi; 13: ovidotti con
uova; 14b:marsupio con embrioni.
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all’allestimento del saggio, dettato dalla procedura meto-
dologica. In questo caso, con l’aiuto di un retino con
maglie di 2 mm, che trattenga cioè solo gli adulti, si isola
nella vasca di coltura un gruppo di organismi dal quale
vengono prelevate quelle femmine gravide le cui uova
mostrino la macchia oculare degli embrioni in sviluppo.
Con una pipetta ad ampio diametro (4-5 mm) e provvista
di bulbo elastico per l’aspirazione, si trasferiscono le
femmine prescelte in un bicchiere (4 L), con il fondo di
rete (1-2 mm), a sua volta sospeso in un imbuto separatore
a bocca larga (Fig. 5). Grazie a questo dispositivo i
neonati appena schiusi cadono attraverso la rete nell’im-
buto sottostante dal quale, aprendo il rubinetto, potranno
venire raccolti in un cristallizzatore o in un recipiente
provvisto a sua volta di un fondo di rete (300 μm), utile per
concentrare o risciacquare gli organismi.

Un’altra soluzione simile alla precedente, consiste
nel trasferire le femmine gravide in un ampio retino
(maglia di 2-3 mm), del tipo usato in aquariologia, che è
mantenuto sospeso in una vasca di 8 L contenente almeno
4 L di acqua. In entrambi i casi, gli adulti vengono nutriti
un paio di volte al giorno con naupli di A. salina secondo

i criteri già descritti. Generalmente è necessario aerare le
vasche di schiusa, sia per mantenere la concentrazione di
ossigeno disciolto al di sopra del 60 % della saturazione e
sia per mantenere il cibo in sospensione. I neonati schiusi
nell’arco di 24 h dall’isolamento delle femmine hanno età
± 24 h, e possono essere usati per i saggi di tossicità acuta
fino al compimento del quinto giorno di età. Il numero di
femmine gravide da isolare può essere conteggiato adot-
tando una stima prudenziale di un adulto ogni due neonati
richiesti. Al fine di accelerare il rilascio della prole, può
essere vantaggioso mantenere nelle camere di schiusa una
temperatura leggermente più elevata rispetto a quella di
allevamento, preferendo valori di 26-27 °C. Dopo un
massimo di 48 h di permanenza nella camera di schiusa,
le femmine vengono riportate alla vasca di coltura massi-
va.

Si possono citare altre due tecniche per ottenere i
neonati necessari al saggio, anche se offrono minori ga-
ranzie sull’età degli organismi, rispetto alle due preceden-
ti.

La prima, descritta da NEITSEMA e NEFF (1980) o
anche da LUSSIER et al. (1988), consiste nell’applicazione
di una sorta di aspiratore per sifonamento, ad un vasca di
allevamento. Il retino posto sulla presa di questo sifone,
ha maglie tali da escludere gli individui adulti, che per-
tanto non vengono rimossi dalla vasca, permettendo inve-
ce la raccolta dei soli stadi giovanili. Questo sistema, che
talvolta è indicato come “mysid generator”, mette a dispo-
sizione, giornalmente, un certo numero di neonati, raccol-
ti in una apposita camera esterna alla vasca di allevamen-
to.

Il secondo metodo per ottenere dei giovani esempla-
ri di M. bahia, consiste, semplicemente, nel prelevare con
un retino un gruppo di organismi dalla vasca di alleva-
mento, trasferirli ad un cristallizzatore (2 L) e con l’aiuto
di un piano luminoso e di un reticolo con quadrati da 2
mm, selezionare quegli individui aventi lunghezza infe-
riore a 2 mm, che dovrebbero avere un’età di circa 24 ore.

Se non usati immediatamente, i neonati di M. bahia
vengono mantenuti in una vasca, di dimensione adeguata
al loro numero, e nutriti secondo i criteri già esposti. A
questo scopo si utilizzano generalmente vasche di volume
ridotto (10 - 20 L), mantenute in aerazione moderata, con
un ricambio di almeno il 50 % del mezzo ogni 48 h.
Questo periodo di mantenimento, che è fissato in un
tempo massimo di cinque giorni dalla schiusa, può essere
utilizzato, per completare l’acclimatazione degli organi-
smi alle condizioni di saggio.

1)

2)

3)
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Fig. 5- Dispositivo per l’isolamento.di femmine gravide e
la raccolta di neonati (modificata da LUSSIER et al., 1987).
1: deflusso; 2: bicchiere con fondo di rete; 3: imbuto
separatore; 4: cristallizzatore, 5: recipiente con fondo e
pareti di rete.
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tutto generale, non ancorata a specifici riferimenti
normativi mentre informazioni più precise e dettaglia-
te si possono trovare al paragrafo “Campionamento e
conservazione del campione” di ogni singolo metodo.
I metodi 3090, 3120 e 3200 relativi alla determinazio-
ne del ferro, manganese e stagno, rispettivamente,
riportano una nota a piè di pagina in cui vengono
fornite le modalità di trattamento del campione nel
caso in questione. In particolare si prescrive che l’ag-
giunta di acido nitrico (5 mL/L di campione) venga
fatta dopo la decantazione. Dette modalità vanno
ovviamente estese anche agli altri metalli (Al, Ba, B,
CrIII).

Nella lettera si chiede inoltre se la stabilizzazio-
ne debba essere effettuata sul surnatante in fase di
prelievo, dopo aver eseguito la sedimentazione sul
posto, o in laboratorio sempre sul surnatante dopo la
determinazione dei solidi sedimentabili. Detto quesito
riveste una notevole importanza nell’ambito del terri-
torio pisano, in virtù dell’elevato numero di controlli
da eseguire nei confronti degli insediamenti conciari,
nei cui scarichi viene sistematicamente effettuata la
determinazione del cromo trivalente. Si ritiene che
l’operazione di stabilizzazione possa essere condotta
in laboratorio dopo l’esecuzione dei solidi sedimenta-
bili, entro 24 ore dal momento del prelievo. Intervalli
di tempo superiori sono sconsigliati in quanto potreb-
bero comportare alterazioni dei campioni con varia-
zioni significative dei solidi sedimentabili e, quindi,
delle concentrazioni dei metalli sul surnatante, portan-
do a determinazioni non rispondenti allo spirito della
norma. Tali indicazioni discendono da considerazioni
di ordine pratico e dalla consapevolezza della difficol-
tà di fornire condizioni standardizzate che tengano
conto delle differenti caratteristiche di stabilità pro-
prie delle diverse tipologie di effluente.

OSSERVAZIONI E QUESITI

Nell’ambito delle attività di supporto tecnico-
scientifico all’azione di verifica del rispetto delle nor-
mative riguardanti la qualità delle acque svolta dal
laboratori di controllo segnaliamo, tra le lettere perve-
nute in istituto che sollevano quesiti sul piano tecnico
normativo e/o richiedono chiarimenti su taluni aspetti
delle metodologie IRSA, quella del dr. Giaconi, diret-
tore del Dipartimento Provinciale di Pisa dell’Agenzia
Regionale per la Protezione Ambientale della Toscana
(ARPAT).

Nella lettera vengono richieste delucidazioni re-
lativamente alle condizioni di stabilizzazione del cam-
pione, riportate in una tabella generale, inserita nella
sezione del manuale “Metodi Analitici per le Acque
(IRSA, 1994) dedicata ai metodi di campionamento,
nel caso dell’analisi di metalli e alla loro armonizza-
zione con le prescrizioni della legge 10 maggio 1976,
n. 319.

Come giustamente evidenziato nella suddetta let-
tera, le modalità di stabilizzazione consigliate per i
metalli totali, vale a dire l’addizione di 5 mL/L di
acido nitrico 1:1 per litro di campione, sono applicabi-
li a quel gruppo di metalli (As, Cd, CrVI, Hg, Ni, Pb,
Cu. Se, Zn) per i quali la legge 319 prevede la
determinazione dell’elemento “in soluzione come ione,
sotto forma di complesso, ed in sospensione”. Per gli
altri metalli (Al, Ba, B, CrIII, Fe, Mn, Sn) che hanno un
limite riferito all’elemento “in soluzione come ione,
sotto forma di complesso, ed in sospensione dopo
sedimentazione di 2 ore”, non si possono applicare le
condizioni di stabilizzazione precedentemente indica-
te, nè quelle previste per i metalli disciolti (filtrazione
sul posto su membrana da 0,45 μm e addizione di 3
mL/L di acido nitrico 1:1).

L’apparente lacuna può essere superata conside-
rando che la tabella in questione ha una valenza del


