UNIVERSITA CATTOLICA DEL SACRO CUORE
Sede di Piacenza

Scuola di Dottorato per il Sistema Agro-alimentare

Ciclo XXVII

S.S.D: CHIM/01, AGR/13

APPLICAZIONE DI INDICATORI FISICI, CHIMICI E
BIOLOGICI PER VALUTARE LA QUALITA' E LO STATO DI
SALUTE DEI SUOLI

Il caso della Regione Lombardia

Tesi di Dottorato di: Laura Guidotti
Matricola: 4011195

Anno Accademico 2013/2014



UNIVERSITA
CATTOLICA

del Sacro Cuore

Scuola di Dottorato per il Sistema Agro-alimentare

ciclo XXVII

S.S.D: CHIM/01,AGR/13

APPLICAZIONE DI INDICATORI FISICI, CHIMICI E BIOLOGICI PER
VALUTARE LA QUALITA’” E LO STATO DI SALUTE DEI SUOLI
Il caso della Regione Lombardia

Coordinatore: Ch.mo Prof. Antonio Albanese

Tesi di Dottorato di: Laura Guidotti
Matricola: 4011195

Tutor: Prof. Gian Maria Beone

Anno Accademico 2013/2014



Indice

INTRODUZIONE GENERALE ... ..ottt ettt e e e e ettt e e e e e ab et e e s e antb e e e e e e s ansbaeeeeeeannnnes 5
[.QUAIITA © SAIULE @I SUOBIO......iitiii et e et e e e e e e et e e e e e ee e e seseeeeeeeeeseess bbb e e seaesaaaeeseseesserraranas 7
[1.I monitoraggio integrato con I'applicazione lolioiNdiCatori............cccvviiiiiiiieee e e e e e 14.
[1I.1l biomonitoraggio in due delle sette aree daggior interesse dal punto di vista ambiental@........cceveereeeeee.... 15
VINAICAOrT i GENOOSSICITA ... vviiiiitiescceme sttt e ettt e e et e et e e et e e e et e e et ee e e et e e e s tb e e e sbaeeestaeeesntaeeesnseeeaneeeenneeas 16
v/ Struttura delle comunita dei ProtOZ0i ClIAtE.ee e .iicicieie it 17
I 16T 1 o T4l o 1O SUPPROPN 19
v'Caratterizzazione delle attivita enzimatiche eedetimunita microbiche del SUOIO .............commeeeeviiveeiiiieiiiiee 20
IV.La valutazione dei risultati ottenuti mediantesviluppo di grafici radar ..........ccccccvvevveeiiee e 23

V.Applicazione di un biosensore luminescente pemlatazione della tossicita da diossina e compbssisino-simili24

CAPITOLO 1: IL MONITORAGGIO CHIMICO-FISICO DELLA REGIONE LOMBAR DIA ., 28

I | o ES=To T Lo o [ g (o g1 (o = Te o | o PP EEPPPUUN 28

1.2 La preparazione dei campioni € e analiSi BIEE ...............ooiiiiiiiiiiii et e 29

1.3 Risultati 30

1.4 La determinazione della concentrazion®@o, **/Cs,**'Cs e*K nei suoli agricoli Lombardi................ccem..... 35
9Co, *Cs,**'Cs and*X in agricultural soils of the Lombardia region, mthern Kaly ............cccocceeveveeevieereenennn. 38

SO0 o Tod 1011 To ] o I OO PPPRR 48

CAPITOLO 2 CARATTERIZZAZIONE CHIMICO-FISICA E BIOLOGICA DI UN SITO DI INTERESSE

NAZIONALE IN REGIONE LOMBARDIA ...ttt e e e e e et e e e e e e e e e e et e e e e e ae e eas 50
2.1. La caratterizzazione chimico-fisica della ZONBIIEIESSE .........civeeiiiiiiiee e 50.
2.2 La speciazione e la disponibilita degli €IEIMNEN...........coiiiiiiiiie e cmeeree e 55

v'2.2.1 Analisi della concentrazione di arsenicoa speciazione attraverso 'uso dei dispositivi D@Tfffusive
LT To =T oL T T I T TN 1T SRR 55
2.3 Caratterizzazione biologiCa A€l SItO SINuuu.iiiiiiiiiiie e e e e erereaeaaeeaenas 59
2.4 Le tecniche bioanalitiche — applicazione dissenbioluminescenti per valutare la biodisponthilili arsenico e
Mercurio in Un Sito di INtEreSSE NAZIONAIE ...ttt e e e e e e e ea e e 67

Application of luminescent bacterial biosensors fthre determination of mercury and arsenic bioavdiliity in a
contaminated area Of NOINEIN ALY............oo i e e e e e e e e e e e e e 69
P25 T O o g Tox [0 13T o I OO PP 79

CAPITOLO 3:APPLICAZIONE DELLA DILUIZIONE ISOTOPICA ALLA SPETTR OMETRIA DI MASSA
PER LAQUANTIFICAZIONE DEL CROMO ESAVALENTE IN CAMPI  ONI DI SUOLO DI UN'AREA

UBICATA NEL NORD IT AL A oottt et e e e e e et e e e e e et s e e s e e ta e e et as b esse s s essessansessesanaaanes 81
3.1 Caratterizzazione ChimiCO-fISICA HEIIAIEA...........u i et e e e e e e e e e e e e e e e eaans 81
I | od (] 0 (O =TT \Vz= 1 (] 0L (T 85



Study of Cr(VI) reduction during alkaline extractio n of soil samples from a contaminated area of Lombydia

(Northern Italy) by using enriched stable isotopesnd Isotope Dilution Mass Spectrometry............cccevveeeennnnen. 89
CRCH O 1-\i (=1 gvar4= VATo] g T= N o T0] (ol {or= W (=] 1= T4 Y- U 97
K oo o1 (U1 o o PP PP R PUPRT PRSI 105
CONCLUSIONI GENERALI ...ttt ettt et e s e s e s m e e s n e e nnnn e e e nannee s 107



INTRODUZIONE GENERALE

Per proteggere, salvaguardare e conservare il sgolorre prima conoscerlo.

In letteratura & possibile trovare svariate defomizdi “suolo”, di “qualita del suolo” e di “salatdel suolo”. Spesso, e
soprattutto negli anni passati, il tema centralbedeefinizioni era la produttivita agricola, lapacita del suolo di
sostentare la vita umana e la sua salute attravarpooduzione di materie prime. Ovviamente quaspetti sono
fondamentali e costituiscono degli obiettivi da nesrere presenti per il futuro; ma non si pud pressie dall’ottenere
e preservare la salute e la qualita del suolo dsée

Il suolo € “lo strato superiore della crosta temesscostituito da componenti minerali, organichegua, aria ed
organismi viventi. Rappresenta l'interfaccia tradearia e acqua e ospita gran parte della biasféf. Il suolo si puo
suddividere in orizzonti, ognuno dei quali € dotdispecifiche proprieta chimiche, fisiche e biatde. Il ruolo e le
funzioni ecologiche che il suolo svolge sono unaezstremamente ampio, ma volendo riassumere gipeiGhe esso é
implicato nel ciclo biogeochimico degli elementitmitivi, nel mantenimento della biodiversita, nedntrollo della
guantita di anidride carbonica in atmosfera, nedigolazione dei flussi idrici sotterranei (e nehservazione della loro
qualita) e superficiali, con conseguenze direttdenomeni di erosione, frane ed alluvioni.

Altra funzione fondamentale svolta dal suolo € lgudi mitigare gli effetti degli inquinanti. Si ceilera inquinante un
composto 0 sostanza che alteri la composizionehy@iza media di un suolo e che causi effetti nof2}i L'ingresso
nel suolo di sostanze inquinanti va a minare I'agionitigatrice che esso ha nei confronti del sisténico, ma anche
nei confronti dell'atmosfera e della catena alinaesit La contaminazione diffusa pud essere legddadaposizioni
atmosferiche o alle pratiche agricole, oppure @agibni presenti sul territorio da lungo tempoi ¢k non rendere piu
individuabile la sorgente.

La presenza di inquinanti nel terreno e le lavamaizdel suolo possono provocare la migrazione mdate di alcuni
organismi, ragione per cui essi vengono scelti cordeatori biologici ad integrazione dei dati clidm-fisici. Percio
per valutare il suo stato qualitativo e di salutkre a rilevare la presenza di sostanze inquinagitisuolo, occorre
considerare per esempio anche la biodiversitaispet terreni soggetti alle pratiche agricole. @ljanismi del suolo
partecipano attivamente a svariati processi qualsua formazione, la decomposizione della sostanganica, il
trattenimento dell’acqua e degli elementi nutrjtiai fissazione dell'azoto e il sequestro del carbpla soppressione o
linduzione di malattie e parassiti delle pianteer Rjueste ragioni essi vengono impiegati nella fimnidi suoli
contaminati.

A differenza di quanto si pensava in passato, dle@ di fatto una risorsa non rinnovabile; peetaiotivo tutte le
azioni che su di esso si compiono possono aversegorenze irreversibili. Le cause di perdita dellGymssono
derivare da scorrette pratiche agricole, accumuldfidti mal gestito, estrema concentrazione drastrutture, attivita
industriali ed elevata densita di popolazione. [fficdlta nel determinare la qualita o lo statosdilute di un suolo,
deriva dal fatto che quasi sempre se ne hannomzédeel momento in cui le condizioni hanno gia rag® il punto di
non ritorno. Fondamentale diventa quindi la sceitbuoni indicatori in grado di fornire informazioutili sul divenire
del sistema suolo, che permettano di ottenere aadiai che consentano la coniugazione di fattocicseconomici ed
ambientali. L'obiettivo & quello di arrivare a dgestle risorse naturali in un’ottica di salute neolo umana

(fondamentale), ma anche del sistema ambientalraTessolutamente attuale é infattsloluppo sostenibilesecondo



il quale quanto otteniamo oggi per il sostentamaeita vita umana non deve pregiudicare la capacitdantenimento
delle generazioni future, definizione che impliassussistenza di condizioni ottimali del contestiigntale.

Lo scopo del progettoera quello di operare uno screenihgla salute e della qualita dei suoli agricolil@déRegione

Lombardia, tramite uapproccio multidisciplinare CHIMICO, FISICO E BIOLGGICO, attraverso il quale ottenere il
cosiddetto punto zerd, ovvero la fotografia delle condizioni attuali ideari parametri individuati. | dati analitici
ricavati potranno essere organizzati all'interndanche dati per operare confronti con informazew@ntualmente gia
presenti e con quelle che saranno raccolte in dutper individuare le possibili situazioni d’'inqaimento diffuso o

puntuale presenti, dovute alla presenza di sorgdmwiemettono sostanze inquinanti. Per questo metibbiamo in

seguito concentrato l'attenzione su sette areeadigolare interesse ambientale esposte all’enrisswinquinanti nel

terreno — e quindi potenzialmente soggette all’amdo — a causa della presenza di attivita antrepjmdrticolarmente
degne di ricevere un adeguato controllo, insieraerege “vittime” di conclamati casi d’'inquinamentol deolo e delle

acque sotterranee. Fra queste vi & uno dei 5diSitteresse Nazionale (SIN).

Il progetto e stato suddiviso in due fasila prima generale nella quale sono stati raceo#thalizzati 156 campioni di

terreno, prendendo in considerazione il solo stsafmerficiale compreso tra 0 e 30 cm, intendendadare le suddette
proprieta di quella parte del suolo interessatiedaVvorazione agricole e quindi maggiormente ‘epizzata”.

Nel secondo anno ¢ iniziata una nuova fase d’imdadedicata a sette aree di criticita comprovgiartbmeno sospetta.
In entrambi i casi i punti campionati erano gearfiziati ma disposti secondo schemi differenti. dteategia di
campionamento era invece uguale per entrambeild fasreni giunti in laboratorio sono stati pregth e sottoposti ad
una serie di analisi per la caratterizzazione otrfisica e la quantificazione di alcuni radiondcljamma emittenti.
Nella prima fase del progetto, durante la quarstifione degli elementi potenzialmente tossici meadidintilizzo delle
tecniche al plasma di spettrometria di massa eniisone ottica (ICP-OES), abbiamo ottenuto unaentrazione che
puo essere definita come “pseudototale”, ovverorappresenta quasi tutto quello che c'é nel terremaeglio cid che
un attacco con una miscela di acidi forti, come&diaa regia, pud estrarre da un campione; ma, C@i® W Sono
importanti parametri e proprieta che entrano ircgioel regolare la disponibilita dei diversi eletitereazione (pH),
capacita di scambio cationico (CSC), tessitura, #tgenerale non € detto quindi che se un elemeéntoesente in
concentrazioni elevate sia anche tutto disponitiler disponibile s'intende un elemento o sostartE acquista
mobilita e la possibilita di raggiungere il commagcquoso nonché gli spazi adiacenti agli appeadicali. E questa la
frazione potenzialmente piu pericolosa, ma esisteunque, indipendentemente da essa, un'altra qaafte € quella
che effettivamente gli organismi viventi assumonmetabolizzano, che nel caso delle piante puo essederata da
sistemi di protezione situati a livello radicaleuédta informazione € molto importante perché peertitgestire al
meglio situazioni che a prima vista farebbero pensdla necessita di drastici interventi, compditgravi spese e la
necessita d'interrompere l'attivita esistente.

Questa seconda parte del progetto di monitoraggiovisto I'applicazione di bioaccumulatori e bioicaliori
(approfonditi nei successivi paragrafi). Si trattarganismi che permettono di approfondire la cmemza dello stato di
salute dei suoli lombardi e della loro qualita. §ueinfatti, non si limitano a restituirci singolaformazioni sulla
presenza o assenza di determinate sostanze, rffaotiocoanche una risposta sintetica che dipendérdatazione fra
quei diversi fattori che ne regolano la disponiaili

Oltre a conoscere il destino della singola sostammeata € utile conoscere e determinare qualiosgdineffetti risultanti
dalla simultanea presenza d’'inquinanti diversia elistinzione tra I'origine naturale ed antropiegli elementi e delle

sostanze individuate e quantificate. Tutto cid hamportanza enorme, perché permette di capirehndirezione ci si



sta muovendo, sia a livello di produzione agriedaindustriale, sia rispetto alla salute umanall&chpatto ambientale.
Grazie a questo progetto sara infatti possibilenizare la risorsa suolo, individuando la veraamone dei singoli siti,
aumentando la loro produttivita, apportando comeiziaddove richiesto, e cambiando la destinazibnso in caso di
pericolo per la salute. Questo non sarebbe possbiiza la messa in atto di un’operazione di magtio. Al termine
delle diverse analisi previste i dati ottenuti satati confrontati con i valori previsti dalla naativa nazionale, il Testo
Unico Ambientale (Decreto legislativo n° 152 del08) che nella parte relativa alle bonifiche idacdf le
concentrazioni soglia di contaminazione il cui sapeento impone I'avvio di verifiche sull’eventualischio per la
salute umana.

Lo sviluppo del progetto ha coinvolto esperti delfee scientifiche investigate appartenenti ad &sita e Centri di

Ricerca di livello nazionale e internazionale.

l. Qualita e salute del suolo

La definizione di qualita del suolo & cambiata welso degli anni. La sua evoluzione €& giunta a geen in
considerazione anche aspetti legati all’ecosist@mall’ambiente in generale, mentre in principiontéresse era
incentrato unicamente sulla produttivita agricdj [e radici di una visione piu olistica di qualitélguolo affondano
negli anni '70, anche se a quel tempo vi era ankeofarte convinzione che il suolo, in seguito ebdado derivante da
impatto antropico possedesse la capacita di aptotarsi ad una condizione ottimale.

Nell'Atalante dei suoli d’Europa [4] hanno definit@ qualita del suolo come la sua capacita di fumesie all'interno di
un ecosistema e di interagire positivamente cordligtiecostanti. Essi suggerirono una formula p&tetminare la
gualita del suolo utile anche per valutare la rispalei suoli alle differenti pratiche di gestione.

La Soil Science Society of America nel 1997 hard&fila qualita come la capacita del suolo di fonare all'interno
dell'ecosistema per mantenere la produttivita lgaa, la qualith ambientale e per promuovere latealelle piante e
degli animali.

Nel 1999 in Germania viene creato il “Federal Sibtection Act’. Lo scopo era quello di valutare aeune
caratteristiche microbiologiche del suolo fossetii ad indicare e valutare alterazioni causate’damo nella sua
qualita. La qualita del suolo inizia ad esseresateome il valore integrale delle strutture che pongono il suolo e
delle sue funzioni, in relazione al suo utilizzo ale condizioni ambientali del sito. Essa ha impagulla sua
produttivita, sicurezza e sulla qualita del cihglassalute dell'uomo e degli animali e sulla gtéaliel’ambiente che ci
circonda [5]. La qualita del suolo & determinatdadeombinazione delle proprieta chimiche, fisicghdiologiche che
contribuiscono al suo funzionamento [6]. Iniziamgiiia farsi strada l'idea che la qualita sia sahmiénte legata in
maniera dinamica alle caratteristiche del suolbeassa rifletta le condizioni derivanti dalla geatione, verso le quali
il suolo sviluppa resistenza (0 meno) agli stresgasti dalle forze naturali o dagli usi umani. Die2 piu importanti
fattori associati al concetto di qualita del susdmo percio le sue proprieta ed i processi dinadfiieiin esso avvengono.
Per questo la determinazione della qualita deveréem considerazione le proprieta fisiche, chiraiehbiologiche, i
processi e le loro interazioni [7].

La qualita del suolo, per essere meglio determjraatdrebbe poi riferita al tipo di ecosistema dhetas considerando
[8]. Nel caso del nostro progetto si parla di sywincipalmente dedicati all’attivita agricola, @iadi non di suoli

naturali.



Il concetto di salute del suolo é stato considemfoo meno sinonimo di qualita, e definito soprtitt in termini
chimico-fisici, mentre ancora una volta & fondaraEntanche la componente biologica. Una distinzioaejualita del
suolo e salute pud essere quella che vede la @ualite I'attitudine a svolgere una determinate ime, e la salute
invece quella che fa riferimento alla condizioneayale del sistema suolo [9].

La salute del suolo & determinata innanzitutto daatteristiche ecologiche; essa pud essere coatide@ome
sottoinsieme della salute dell’'ecosistema, ass@#a diversita e alla stabilita biologica. Un sistema in salute é
caratterizzato da flussi energetici e di elemeanfiitivi, stabilita e resilienza in caso di stresdisturbi. Ne deriva che la
capacita di soppressione di disturbi e malattie shattua in determinati casi pud essere utilizzaime un buon
indicatore di salute di un ecosistema. Un suolmdjupud essere considerato in salute quando élestgimssiede
resilienza nei confronti dello stress, ha elevatardita biologica e flussi di elementi nutritivi.

Valutare la resilienza di un suolo non & perd s@apEssa € stata definita come la capacita imsisso di tamponare
gli effetti negativi, tollerare gli stress e dieigerarsi. Per avere un’idea di cio si puo valulatgodiversita presente nel
sito, facendo riferimento a diversi attributi qupkr esempio la struttura e la diversita funziordgia popolazione
microbica. In questi termini, maggiore € la divBesizione funzionale, piu veloce sara il ripristidelle condizioni
esistenti prima dell’azione di disturbo. | fattdlistress che possono interessare un suolo satmodthimico, fisico e
biologico. Chimicamente parlando i disturbi possdigendere da valori di pH, presenza di sostangaif@anti, carenza
di elementi nutritivi; da un punto di vista fisita temperatura e la matrice stessa possono avietd ségativi, mentre
per stress biologico si pud intendere la presenzagénismi patogeni o predatori. Se consideriambibdiversita un
indicatore della salute del suolo vedremo che @yeinto di disturbo dara il via ad una successiai& tomunita
batterica associata alla catena alimentare, comtempamente prima ad una perdita di biodiversgaceessivamente
ad un aumento della stessa. La velocita con cofaunita biologica torna alle condizioni di partaniflette la durata
dell’evento di disturbo. In seguito all'aggiuntagonente di elementi nutritivi, per esempio, cisgpetta che la diversita
nella comunita microbica declini selezionando splelle specie in grado di rispondere velocement@ &ccesso di
elementi nutritivi. La biodiversita massima la aiihvece in quegli ecosistemi cosiddetti climax][10

Da quanto appena visto appare logico consideragedefinizione di qualita di suolo piu olistica: @s8 quindi la
capacita di sostenere i servizi ecosistemici, tgpe funzioni e processi ecologici, in manieragganabile a quella che
verrebbe messa in atto da un suolo preso a rifetor|®]. Si tratterebbe quindi di trovare un suileale in cui nessuna
contaminazione ed elemento di disturbo siano ridévd.a soluzione migliore perd, anche alla luagle diversita che
allinterno dell'intero territorio regionale si mdestano, € quella di studiare il divenire del esms& suolo di ogni sito
preso in considerazione, allo scopo di rilevareegiéentuali impatti derivanti dalla sua gestione atlad presenza di
sostanze inquinanti.

La comprensione dei processi del suolo € la chpmrestimare le influenze delle pratiche agricoldastertilita, sullo
stato qualitativo e, conseguentemente, sull’'ambight]. Il suolo fornisce servizi e beni ecosisteimalutabili, quali la
riserva di carbonio e acqua, risorse che vannoenaité allo scopo di assicurare un ambiente ed ariata sostenibili.
Definire il livello di qualita del suolo quindi danta un obiettivo imprescindibile. Gli organismventi del suolo sono
degli ottimi indicatori circa i cambiamenti in attessi infatti sono in grado di reagire velocemengdress sia di origine
naturale che antropica, oltre a fornire risposte derivano da pit impatti contemporaneamente. bdibérsita del
suolo é stata riconosciuta dalla Convention ondjilal Diversity (2002) e dalla Commissione Europebh2006 come

elemento fondamentale per il corretto funzionameleibecosistema e la produzione di servizi pemianita [12].



Come gia accennato, il suolo non € una risorsaurésile, e se usata in maniera inadeguata pudeepsesa anche in
tempi brevi, con poche possibilita di recupero.sSpd segnali che il suolo sta subendo un proadissegrado, arrivano
gquando € ormai troppo tardi. Un elemento ulteriorteecomplicante € dato dal fatto che il suolo n@amisia
necessariamente al cambiare delle condizioni esterin seguito all'uso che se ne fa; spesso essoeaga buffer,
tamponando gli effetti negativi e filtrando le soste potenzialmente pericolose perlomeno fino adarto limite.
Questa proprieta diventa rilevante in alcuni casine per esempio durante lo spandimento di fanghienenti alte
concentrazioni di metalli pesanti [6, 15]. Tale &eith pero € limitata, e se si eccede nell'aggitmtgequantita di fango,
ne consegue una perdita di qualita. A volte, pemdtura stessa del suolo, matrice estremamentelessap diventa
difficile capire se I'origine di alcuni cambiamesta da riferire alle attivita del’'uomo od allatoea.

Nel 1994 Pierzynski et al. [13], hanno suggeritortrotivazioni alla perdita di qualita del suolocessiva presenza di
contaminanti; limitazione delle funzioni del suotoessa in circolo di contaminanti provenienti @st¢no stesso [14].
L'insieme di sintomi di disagio non specifici viemefinito comunemente “stress”. In questa condiziom sistema
subisce una forza alla quale procura una rispasia,precede il danno vero e proprio, al quale npiién grado di
compensare. Per prevenire una situazione irreviergibcorre cercare le risposte che le varie coraptirecosistemiche
forniscono in condizioni di stress. Le rispostequestione passano attraverso diversi stadi. Fréamzlle2006 [15]
illustrava I'esempio delle piante che evidenziamaialmente una condizione di allarme nella qualgia a venir meno
lo svolgimento di alcune funzioni, fino al declisempre pit spinto della propria vitalita. Nell'adlo si suggerisce di
mettere al primo posto il riconoscimento di siteazidi stress in atto. Questo € quanto é stato fadtla seconda fase
del nostro progetto. La precoce previsione di temdenel sistema ambientale in generale diventa iemigl una
necessita, e per questo € fondamentale possedénsieme di indicatori che si orientino alla scdpedi sintomi da
stress, reagendo velocemente ai cambiamenti armabier@ui vengono definiti degli €nvironmental fever
thermometers[15].

Un disegno per determinare la qualita del suoloedéentificare le funzioni critiche, e selezionanelici che diano
risposte utili su come un suolo stia funzionando [7

L'uso di funzioni ecologiche del suolo quali indice di stress chimici implica la determinazionei dalori di
background naturale per i diversi elementi chindGnteresse. Nello stesso articolo di Franzle [ citato si

raccomanda l'individuazione di tre diversi valannite della qualita del suolo:

. suolo privo di stress; & caratterizzato da multifanalita, ottima conservazione delle specie;
. basso livello di effetti avversi sulle funzioni éagiche del suolo, risultanti in perdita di orgamis
. disturbi sul lungo tempo o permanenti delle funzieeologiche essenziali, insieme ad un alto gradmedlita

di specie, pericolosi flussi di sostanze chimigfdyzione delle possibilita di uso dei suoli [15].

Come descritto anche nell'articolo di Arshad e. fifaf16] il monitoraggio che comprende indicatoslld qualita del
suolo necessita una buona strategia di campionamehte deve andare incontro all’eterogeneita delosualle
fluttuazioni stagionali e far fronte alle incertezanalitiche.

La strategia di monitoraggio € costituita da undesdi processi che producono un set di dati cporiglenti agli
obiettivi dello studio in questione e alle carattiiche del contesto preso in esame. Include édglie di campionamento,
le procedure analitiche, la conservazione dei canmip@ la gestione dei dati in vista delle analiatistiche. Un fattore

molto importante che occorre tenere in considerszie la scala alla quale si vuole compiere unatazine della



qualita del suolo. La natura, provenienza e il namdi campioni coinvolti sono informazioni necessanello
strutturare una valutazione di qualita [14].

In un lavoro svolto da Gil-Sotres nel 2005 [9] ictlkiede quali parametri del suolo riflettano meglsuoi cambiamenti,
cercando inoltre di capire con quale suolo fare wmnparazione, quali proprieta biochimiche prendare
considerazione e valutare per ottenere delle rispos

Come gia accennato, il suolo che costituisce ihiee di paragone dovrebbe essere quello che pessigdassimo
valore di qualita. Tuttavia non & ancora ben ch@me e quando la qualita possa essere consideessima. L'idea
potrebbe essere quella di considerare un suol@bhi raggiunto un equilibrio allinterno di tutie sue componenti
ambientali, ovvero che abbia raggiunto il climagpare, la qualita massima potrebbe essere intasa tcapacita di
un suolo di mantenere alta la produzione con iliminimpatto ambientale. L'impatto che un suolo sabipud essere
rilevato osservando gli effetti che la gestioneduee nel tempo. Questo coincide abbastanza cowdaanidea di
“termine di paragone”. Il miglior campione di riferento, parlando di suolo, € quello che piu assbang cid che
stiamo studiando, ma la variabilita insita nelléauna del suolo rende davvero difficoltosa la rieedi un “bianco” che
vada bene per terreni provenienti da aree ampieedanRegione Lombardia. Per questo motivo la saeigliore
sembra essere quella per cui ogni campione éenfiter di riferimento per sé stesso nel divenire idaghi. Anche un
suolo che ha raggiunto la condizione di climaxaitif subisce, per esempio, delle variazioni clioted stagionali, che
sono strettamente collegate alla sua posizionergéca.

Un altro passaggio fondamentale di un monitoraggla raccolta d’'informazioni riguardante le condididel suolo,
l'uso, il sistema di coltivazione, gli input forhial sistema e gli output, comprese le informaziohe si possono
richiedere direttamente all’agricoltore [5]. Tuttdd & stato da noi raccolto all'interno di un’app@sscheda di
campionamento, fornita anche di foto scattate ahento della raccolta del campione.

Le linee guida suggerite nell'articolo appena oitagr il buon svolgimento di un’opera di monitoragdella qualita del

suolo includono [5]:

. la suddivisione dell’area di studio in differentire ecologiche;

. la selezione delle zone ecologiche con lo stegsodi suolo;

. la selezione dell’'obiettivo: protezione ambientalgimizzazione dell’'uso del suolo;

. la selezione degli indicatori opportuni;

. la selezione di un valore di riferimento per ogricatore;

. l'individuazione dei limiti critici per ogni indidare entro i quali esso puo oscillare ed al di ifulai quali le

variazioni sono significative;

. la trasformazione degli indicatori in indici, peseenpio di qualita del suolo;

. testare la procedura servendosi di diverse tipeldgsuolo.

Appare anche qui confermata la necessita di defihbermine qualita attraverso la scelta di indi¢gn indice di qualita
del suolo pud essere definito comeell'insieme minimo di parametri che, quando incraiati, forniscono dati
numerici in merito alla capacita del suolo di sostgtare una o pit funzioni. Un indicatore di qualita del suolo & una
proprieta misurabile che influenza la capacitardsuolo di portare avanti una data funzione [6&)iamente alla base
di un buon lavoro in questo campo, vi € la necagditdare una definizione condivisa di salute eligudel suolo e
dividere gli indicatori in generali e specifici. i@ parte degli indicatori generali la biodiverslgstabilita e la capacita

di auto-rimediazione [10].
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In passato, come gia menzionato, i parametri inilajaiferivano soprattutto alla capacita del sudi sostenere la
produzione agricola. Un esempio € il lavoro cormdé Mairura et al. 2007 in Kenya [3], nel qualegeno sviluppati
degli indici di qualita basati anche sulla perceeiadli essa da parte degli agricoltori, i quali nescevano che la qualita
varia con lo spazio e viene stabilita attraverso parametri tra cui il colore, la tessitura, itcalto.

Da quanto affermato fino ad ora appare che pertarsdua qualita di un suolo occorra giostrarsil&dante proprieta
fisiche, chimiche, biologiche e biochimiche che daratterizzano. Il suolo e le biocenosi manifestaifterenze
principalmente legate agli aspetti funzionali. eZioni possono essere misurate stimando la capdcitn sistema.
Riguardo al grado di naturalezza di un sistemasspno distinguere due tipi di funzioni: quelleunali o ecologiche e
guelle socio-economiche [15]. Visto che le progrifsico-chimiche di un suolo vengono alterate stdaeventi drastici,
la loro stima come unica fonte per un monitoraggia € sufficiente a percepire con largo anticipmlamenti che poi
potrebbero rivelarsi irreversibili. | parametri lmgici e biochimici, invece rispondono celermenteclze a piccole
pressioni ambientali [9].

Gli indicatori biologici rappresentano diversi atpélella qualita del suolo, e vengono impiegatr peantificare o
monitorare fondamentalmente tre parametri:

- lo sviluppo della struttura del suolo;

- la scorta di elementi nutritivi;

- I'attivita biologica.

Di questa categoria fanno parte le proprieta mictub del suolo, che provvedono informazioni chegnano diversi
fattori ambientali; esse sono in grado di indicemenbiamenti nella qualita del suolo, derivanti i tipi di gestione
dello stesso. | parametri biologici del suolo vemgoconsiderati indicatori dinamici estremamente sé®@in ai
cambiamenti nelle condizioni del suolo [14]. Quatlhe vengono prevalentemente impiegati sono: italicali
biomassa (Carbonio della biomassa microbica, r@spine indotta dal substrato); indicatori di atéiv(respirazione
basale, azoto mineralizzabile, tasso di nitrifioas, attivita enzimatica); indicatori di divers{tavello della comunita e
profili genetici) [6,9]. Nortcliff [14] suggeriscda considerazione delle popolazioni di micro, ma&omeso-
microrganismi, il tasso di respirazione e altriigidli attivita microbica. Altri indici derivano dalcune caratteristiche
della sostanza organica del suolo fra cui: il carb@rganico, il carbonio mineralizzabile e gli anzdel suolo.

Per avere un’idea di salute del suolo si possoandare in considerazione specie a strategiarganismi appartenenti
ai piu alti gruppi tassonomici, quali per esemplionbrichi, i nematodi ed i collemboli [10].

Anche van Bruggen e Semenov [10] suggeriscono Zhisposta della comunita microbica ad uno stressa essere
misurata in termini di attivita e biomassa valutara respirazione, il rapporto fra respirazionei@rtassa microbica,
che aumenta in ecosistemi che hanno subito unarparione, per poi tornare a diminuire con il raggimento della
stabilita. Anche la soppressione delle malattie énportante indicatore di salute del suolo.

Tuttavia, secondo Garbiasu [8] le misurazioni miiche che si compiono, seppur precise, non sonorardel tutto
correttamente rapportabili al concetto di qualihsliolo, anche per il fatto che sono altamenterdipnti dal contesto.
Si necessiterebbe percio di indicatori che siambymiiversali, ovvero piu slegati dal contesto amtzike. In questi
termini sono stati suggeriti biodiversita, stahiléd auto-riparazione dei danni [8].

La difficolta della scelta degli indici risiede telicerca di indicatori quantificabili della qualidel suolo, e nel fatto
che i cambiamenti che in esso avvengono richiedmesso periodi di tempo lunghi, e che possono esmncepiti

guando una serie di effetti si combinano [9].
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La selezione dei parametri indice deve basarsusa:del suolo, relazione fra l'indicatore e la fiome che svolge,
facilita di misura e utilitd, conoscenza ed impoz@della sua variabilitd spazio-temporale, selisildi cambiamenti di
gestione del suolo, comparabilita con i campionamen monitoraggi routinari, conoscenza delle mddali
d’interpretazione e comparazione dei dati ottefild]. Gli indicatori della qualita del suolo devomispondere alle
pratiche di gestione ed ai cambiamenti in generdéxono essere quantificabili permettendo cosi walatazione
protratta nel tempo, ed una comprensione delleecdali’eventuale degrado: antropiche o naturalicdde quindi un
appropriato punto di partenza utile all'interprétae ed alla previsione [6].

Esistoncalcuni requisiti che un buon indicatore deve possedere: la sdtgsibilmaggior numero possibile di agenti di
degrado che possano agire su un suolo; la propwiitid al cambiamento che un determinato contanténatia
ponendo in atto; la capacita di riflettere divepsidi di degrado. L'importanza nell’avere ben chiquali caratteristiche
un indicatore debba possedere e quali risposteadéinire risiede nel fatto che diversamente dantpuappena
affermato, la valutazione non avrebbe nessunaauféi.

Ci sono diversi livelli attraverso i quali svilupgaun monitoraggio che consideri anche paramestobici; il primo &
quello della comunita biotica, ovvero che consideraroprieta relative alla struttura della popalae microbica, fra
cui la composizione e la distribuzione dei divagsippi funzionali. Il secondo livello € quello delpopolazione, che
considera le dinamiche di organismi o di comunit@rganismi. Il terzo livello € quello ecosistemiathe considera
proprieta implicate nei cicli di elementi quali &aqN), fosforo (P), zolfo (S) e carbonio organi@®), e che sono
correlate alla dimensione, attivita e densita dkeitamassa microbica, oltre che all'attivita deglizemi del suolo. La
maggior parte delle proprieta biochimiche del suo&ate quali indicatori di qualita riflette I'atii& dei processi
microbici, o quella degli enzimi idrolitici del slog entrambe in grado di riflettere i flussi di &0&a organica e degli
elementi essenziali nel suolo. Quindi, in generafgarametri biologici che si usano in un progettanonitoraggio,
devono caratterizzare il suolo come una parte dicenella biosfera, e possono essere usati conpgiet@ individuali,
inserite in indici semplici o in indici complessi.

Le proprieta individuali che possono essere usateedndicatori sono:

- il carbonio della biomassa microbicaRappresenta la componente vivente della sostangzaica del suolo.
Essa prende parte alle trasformazioni di C, S, R alla degradazione degli xenobiotici e allimni@zazione dei
metalli pesanti, oltre che partecipare alla crezzidella struttura del suolo. | risultati che sh@mttenuti con questo
parametro nel corso del tempo sono contradditemso pud aumentare nel caso di terreni adibitisegl@, ma anche
attuando rotazioni fra coltivazioni cerealicoleasgpolo, e per I'aggiunta di fertilizzanti organiolfre che decrescere in
suoli coltivati. Non da risposte coerenti in casoadgiunta di erbicidi. Inoltre questo parametronn® un buon
indicatore della tossicita dei metalli pesanti s@li.

- Attivita delle deidrogenasi E indice del sistema redox microbico e dellevadtiossidative del suolo. Anche
in questo caso si sono ottenute delle informazionitraddittorie. Per esempio I'aratura pud accresoediminuire tale
attivita, mentre I'aggiunta di fertilizzanti organi effluenti di allevamento e rifiuti industriaieneralmente I'aumentano.
Per quanto riguarda i metalli pesanti, I'attivitannviene influenzata se non da dosi veramente pwEssQuesto
parametro viene anche usato per valutare il gradeeclpero di un suolo in seguito a contaminazidioeuta
all’'estrazione di petrolio, o di composti idrocarigupiu in generale.

- Capacita di mineralizzazione dell'azoto La mineralizzazione dell’azoto ¢ il rilascio dicdo inorganico dalla
sostanza organica del suolo. Questo processo regoéato da alcune proprieta del suolo, come lditaudella sostanza

organica, la biomassa microbica e la sua attivita £mperatura ed umidita del suolo. Tale indispande bene al
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livello di disturbo del sito, cosi come anche laganza di specifici organismi e le loro comunit@se in termini di
gruppi funzionali e biodiversita [6]. Anche se lariazioni stagionali influenzano molto questo pagtim esso cresce
nel caso di pascolo, ma anche di aratura, forsghpan questo caso viene anche aggiunta sostagaaica al suolo.

- Idrolasi. E in grado di rispondere alle diverse gestionisi®mlo ma anche alla presenza di contaminanti. Puod
essere alta finché vi & un alto tenore di sostamganica, e a causa di aggiunta di fertilizzangamici, mentre si
abbassa in seguito all’'uso di fertilizzanti a bdsfosfati (di cui le esterasi).

- FosfomonoesterasiDecresce in maniera significativa con la presatizaiombo ed altri metalli pesanti, e
temporaneamente per la presenza di agrofarmaci.

- R-glucosidasi E bassa in suoli arabili, ma pud crescere in isegula fertilizzazione organica, quindi non
sembra essere un indicatore potente.

- Ureasi. Anche per 'ureasi si applicano i concetti espiregr la R-glucosidasi.

Il fatto di usare delle singole proprieta come @adiori, non € sufficiente all’'ottenimento dellansdi di qualita del suolo.
Un buon indicatore deve infatti misurare una ofpitzioni del suolo, essere sufficientemente selesdiicambiamenti
dovuti ad un fattore di disturbo, gestione o recapessere facilmente interpretabile, e facilmenttenibile oltre che
poco costoso.

La singola proprieta biochimica poi, non € in graildistinguere un effetto causato da un evenwodiaminazione da
uno avvenuto prima della comparsa del contaminsteteso.

Dalle proprieta individuali si passa quindi all’'udbindici semplici, derivanti per esempio dal mtaare due proprieta
del suolo. Questi possono essere:

- il quoziente metabolico qCQ. Esso cresce in ecosistemi che hanno subito wwtarsione, rispetto a sistemi
stabili. Questa crescita potrebbe essere dovuteaaduta di efficienza di utilizzo del substrat@g pud essere anche
insensibile ai disturbi e ai cambiamenti nell'estsina. Tuttavia esso € considerato un buon indealiostress dovuto
alla presenza di metalli pesanti nei suoli, mostcanna crescita. E stato pero visto che suoli @taenproduttivi hanno
gCQ, paragonabili a quello di terreni contaminati. la ph gCO; relativo a suoli stabili non ha significato univaies

- efflusso di CQy: indice di attivita biologica totale del suolo. Hidice della disponibilita del carbonio.
Diminuzioni che superano il 30% indicano preserizdadni [6].

- il rapporto fra proprieta biochimiche e il contenuto totaledi carbonio edazotodel suolo.

- rapporto tra attivita enzimatica del suolo e biomasa microbica.

Anche questi indici sembrano possedere contraddigitimitazioni [9].

Esistono infine gli indici complessi, ottenuti coimindo diverse proprieta del suolo applicando anatatistiche quali
la PCA (Analisi delle Componenti Principali). Sbigsono quindi ottenere informazioni considerandmoiitenuto in
biomassa microbica, la sua attivitd generale (rasmine basale, attivita della deidrogenasi), iV@é microbica
specifica (proteasp-glucosidasi), inserendo tali dati in grafici aaa@ ottenendo informazioni relative sia alla dbitér
che alla vitalita [9].

Nell'ottica di migliorare quanto piu possibile lterpretazione dei dati che gli indicatori fornisoprsi ritiene
opportuno collegare il concetto di qualita del suobn quello di funzioni dell’ecosistema. In questimini la qualita
del suolo pud essere vista come un sottoinsienia figizionalita ecosistemica. Quest'ultima cardtera si compone
di un insieme di attributi che vengono determin@titratta di:

- vigore, produzione dell’ energia che viene creata a#inb del sistema (C microbico, respirazione,

produzione vegetale, attivita enzimatica totale);
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- organizzazione diversita interna e grado di dipendenza ed imtere (biodiversita microbica);

- stabilita, risposta a fattori di stress (integrazione diidndi resistenza e resilienza; effetto dello sres
respirazione, mineralizzazione dell’azoto, tassnittificazione);

- capacita di sopprimere i danni(biosaggi con piante);

- ridondanza, (numero di specie presenti all'interno di spetifruppi funzionali).

Lo scopo sarebbe quindi quello di verificare Ids@i qualita di questi attributi, e a livello deari indicatori gia noti,

per poi determinare la qualita del suolo [8].

Il. Il monitoraggio integrato con I'applicazione di biandicatori

Con I'evoluzione biologica gli organismi viventi tmao trovato il modo di adattarsi alle condizioni kaemtali,
sviluppando diverse modalita di difesa. Quando pambiente raggiunge determinate condizioni changaoltre i
limiti di adattabilita, gli organismi muoiono. Quessuccede perché vengono provocati dei cambiannefig loro
funzioni degli organismi, oppure nelle proprietabéentali. Il nostro scopo € trovare queste eventpedprieta
(del’'ambiente o degli organismi viventi) modifieat

Il grado di esposizione a determinate sostanzeafingesanti, xenobiotici e loro metaboliti) dipendlalla loro
concentrazione, stabilita, tasso di migrazioneternmale di bioaccumulo.

Gli organismi viventi, essendo parte dell’ecosisierpossono dare delle risposte in merito al livellodegrado
ambientale.

Per le analisi ambientali esistono due gruppi diogliebiologici:

- le tecniche bioanalitiche che prevedono per esempio I'uso di biosensori;

- i biomonitoraggi.

Il biomonitoraggio € una tecnica analitica che tfwrganismi viventi per fornire informazioni ianpo reale sulle
condizioni dell'ambiente considerato.

| bioindicatori usati in questo campo possono esséstinti fra quelli che manifestano chiaramemecambiamento
morfo-strutturale in risposta a cambiamenti amigiltnte quelli che non rispondono in maniera vighiima
accumulano sostanze inquinanti, il cui quantitatiilene poi determinato.

| bioindicatori possono essere distinti anche ialiggtivi € quantitativi. | bioindicatori qualitati saranno presenti in
un certo contesto in presenza di determinate camdjzmentre nel secondo gruppo sara importanterdebare il
numero di individui e rapportarlo alle condiziogiosistemiche.

Le proprieta degli organismi viventi che vengondez@nate come indicatori ambientali, sono sfrettat analisi
qualitative e nella determinazione del grado dirdég ambientale, allo scopo di predire futuri caanieénti indotti
nella natura dall’'uomo.

Un bioindicatore €& in grado di manifestare unaassg precisa in determinate condizioni ambientdi,e dotato di
alcune caratteristiche imprescindibili:

- Accessibilita e ubiquita Occorre poter campionare facilmente l'indicatiorguestione e soprattutto & necessario che
sia distribuito su tutto il territorio considerato;

- Rappresentativita, cioé buona correlazione con il sito cui appagijen

- Affidabilita , in quanto occorre minimizzare gli errori e checesia facilmente quantificabile.
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Un bioaccumulatore € in grado di accumulare elegateentrazioni di sostanze normalmente nocivezassnuiluppare
sofferenza.

La necessita di proseguire I'indagine andando détreonoscenza del dato fisico-chimico risiede faéb che la vera
pericolosita delle sostanze nocive presenti dipafalia possibilita che esse passino dal compamtosalle acque ed
agli organismi viventi, cioé diventino mobili. laltcaso esse potrebbero entrare nella catena aéineem dare origine a
fenomeni di biomagnificazione.

Gli organismi vegetali vengono sempre piu presicansiderazione per la loro sensibilita ai cambiamaella
composizione chimica ambientale ed anche perclhéealspecie sono in grado di accumulare gli inquinan
Organismi vegetali inferiori vengono per esempi@iiegati nella determinazione delle deposizioni afecache di
metalli pesanti ed altre sostanze contaminanti.[16]

Esistono dettagli nella misurazione dei cambiami@ntiascun indicatore selezionato che sono indisakili [16]:

- direzione verso cui punta il cambiamento: positivo 0 negatirescita o diminuzione;

- magnitudo: percentuale del cambiamento rispetto ad un vdlase;

- tasso di cambiamento — durata

- estensione del cambiamento

In generale i bioindicatori possono essere suddivise gruppi:

- organismi test usati in test tossicologici;

- indicatori di effetti e accumulatori, dotati di bassa resistenza e basso potenziabdlattamento i primi,
mentre i secondi devono essere in grado di accuengtandi quantita di inquinanti senza subire dggismento;

- bioindicatori passivi ed attivi, i quali vengono intenzionalmente esposti a fattiorstress, mentre i primi
vengono valutati direttamente in situ.

La qualita dai dati ottenuti da un biomonitoragdipende dal fatto che quanto si osserva debbaecsm@presentativo e
rilevante.

L'importanza di alcuni vertebrati ed invertebraéigh ecosistemi terrestri li rende ottimali perdiindicazione. Per
esempioLumbricus rubellus Lumbricus terrestrivivono nell’orizzonte superiore e si nutrono dedtzstanza organica
che qui trovano. La loro diversita e ampia distzibue li rende ottimali per obiettivi di monitoragge per i test di
tossicita, vista la loro limitata mobilitd che logpa a incorporare grandi quantita di materialevpniente da piccoli

spazi.

II. Il biomonitoraggio in due delle sette aree di maqgqr interesse dal punto di
vista ambientale

Come gia precedentemente illustrato, durante iltraotavoro di monitoraggio abbiamo deciso di corize

l'attenzione su alcune aree della regione Lombairtieressate dalla presenza di attivita con unocpdtenziale di
impatto ambientale, oppure su siti nei quali sicsearificati in passato degli eventi di contamimeng particolarmente
gravi.

Per mostrare i risultati ottenuti saranno preseseimpio solo due delle sette aree totali, sulldi glddiamo svolto

ulteriori approfondimenti che ci hanno permessspairimentare I'applicazione di tecniche innovagvgromettenti.
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La descrizione approfondita delle due aree in essirtreva nei capitoli 2 e 3; si tratta del Sitolulieresse Nazionale e
dell’area di dispersione di cromo esavalente resdigue sotterranee. In questa parte di tesi venglemeati ed illustrati

gli indicatori utilizzati, mentre nelle conclusiogénerali verranno commentati i risultati ottenuti.

v Indicatori di genotossicita

Tra I'ampio spettro d’'inquinanti che possono esgaesenti nel suolo, meritano particolare attenzibewomposti ad
azione genotossica. Si tratta generalmente di sostahe, data la loro struttura, sono in gradoltgirare il DNA,
causando addotti, alterazioni chimiche delle bastate, legami crociati e rotture a livello di sitge doppio filamento
[18]. Tali sostanze sono generalmente cancerog@apeci cioe di provocare tumori negli esseri vivgif,20].

Stimare il potenziale genotossico di un suolo diaeuindi di rilevante importanza per valutare l&lg¢a di un suolo, il
rischio sanitario dovuto a fenomeni di esposiziditetta (tramite contatto dermico o ingestionehdiretta (tramite il
consumo di prodotti alimentari di origine vegetaleanimale ottenuti nell'area contaminata) e peepattenere le
informazioni necessarie ad effettuare una gestifficiente del territorioSebbene le analisi chimiche rappresentino il
metodo piu diretto per valutare la presenza di ontaminante nelllambiente, occorre sottolineare edanrelativa
pericolosita non dipenda solo dalla quantita, mdladaua interazione con altri contaminanti, dallarada
dell'esposizione agli organismi (dose) e dalla bi@isponibilita, cioé dalla quantita di sostanizaforma libera e
biologicamente attiva, che si trova a disposizidaeke strutture bersaglio. Infatti, la capacitaleléladizionali analisi di
tipo chimico di definire un livello d’inquinamentteriva dalla possibilita di qualificare e quantiie i singoli composti.
Tale strategia si dimostra limitata e non in gratevidenziare il rischio cancerogeno, poiché maledle sostanze
cancerogene non sono ancora conosciute o sone atlivelli sotto la soglia di rilevabilita deglirementi usatinelle
analisi chimiche [15].

Per stabilire la reale entita del rischio sia gambiente, sia per I'uomo risulta quindi necessanitegrare i dati
derivanti da indagini chimiche con quelli ricavdt analisi biologiche. In ambito biologico hanna@vun notevole
sviluppo e applicazione le tecniche di bioindicagio In particolare le piante sono ottimi bioindaratperché (i)
trovandosi alla base della catena alimentare, sobés gli effetti degli xenobiotici prima degli altlivelli trofici
evidenziando cosi i possibili danni prima che &mt ecosistema ne venga interessato; (ii) sontiaieuiu sensibili a
determinanti gruppi d’inquinanti quali gli erbicidR1]; (iii) hanno risposte, in termini di anomaligenetiche,
comparabili a quelle degli animali [22]; (iii) sofacili da coltivare.

Per la stima della genotossicita del suolo e d@lanegli anni scorsi & stato sviluppato un proliocbasato sulla
rilevazione, mediante tecniche molecolari, dei daygmotossici indotti dagli inquinanti del suolol tefoglio bianco
(Trifolium repensL.), usato come bioindicatore [23]. Questo protir@ stato ampiamente applicato dimostrandosi
attendibile e molto utile per definire la qualitagli ambienti.

La stima del potenziale genotossico dei suoli camgi € stata effettuata seguendo il protocoll€itterio et al. (2002)
[23] che prevede I'applicazione dei marcatori molad, tecnica adeguata a determinare le eventasitaizioni a livello

della sequenza del DNA indotte dalla presenzaubsdi inquinanti genotossici.
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v Struttura delle comunita dei protozoi ciliate

Microrganismi eucariotici come i protozoi (ciliaflagellati ed amebe) costituiscono una essenzéglppur ancor poco
studiata, componente di tutti gli ecosistemi inoldgcosistema suolo (Figura 1 A24]. | protozoi svolgono ruoli
chiave in tutte le tipologie di suolo incluse geeihfluenzate dalle attivita umane (aree agricatbane, industriali).
Essi nutrendosi principalmente di batteri, contisbano a stimolare i processi di mineralizzaziooprattutto a livello
della rizosfera determinando, in questo modo, deffitti benefici sulla crescita delle piante. bfmzoi costituiscono,
infatti, un ingranaggio essenziale del cosiddeid microbial loop[25. | protozoi ciliati per sopravvivere in un
ambiente “difficile” come il suolo hanno evolutoaiserie di adattamenti che includono tra gli al&ipossibilita di
produrre delle “cisti” {esting cysts che gli consentono di superare periodi di scarditcibo e/o di essiccamento
(Figura 1 B). Il numero di protozoi presenti nebku(inteso sia come forme attive in grado di matrcthe come forme
inattive, cioé cisti) pud variare da 10.000 finol@0.000 ind.g di suolo in rapporto al contenuto di C organicg, N
umidita, tessitura, livello di contaminanti e diggalita di cibo[26]. Anche le strategie riproduttive entrano in gi@to
fine di favorire la sopravvivenza nel suolo. Ad esalcuni taxa di ciliati del suolo come néolpodea la presenza di
una cisti quadripartita determina un tasso di dt@sestremamente rapido che conferisce a quesmpgrwn elevato
vantaggio competitivo nei suoli disturbati. Bolpodeaappartengono, infatti, specie a seleziomaentre le specie a
selezionek, caratterizzate da tassi di crescita piu lentpasfengono per lo piu al gruppo de§lpirotricheae degli
Heterotricheageneralmente identificati come polimenofd2¥]. Le specie a selezioreal contrario delle specie a

selezione, sono preferenzialmente presenti nei suoli statilh disturbati.

Figura 1. A: Protozoi ciliati; B: Cisti. (Foto A. La Terza)
La sensibilita dei ciliati ad un ampio spettro diquinanti € stata ben documentata sia in specieeloodes.

Tetrahymena principalmente attraverso la messa a punto di seggpbssicologici di laboratorio [28, RSiasul campo

[30, 31]. In particolare, studi volti ad analizzdeestruttura delle loro comunita hanno fornitonedti preziosi per
valutare e monitorare cambi nell’lambiente abiotEcdiotico e a valutare gli eventuali impatti dentiada attivita

agricole ed industriali [32,33].

Al fine di ottenere in ciascun sito di monitoraggima panoramica della struttura dei protozoi titiel suolo e della
loro variazione spaziale in risposta ad eventuathltiamenti dei parametri ambientali, i dati biotigiali-quantitativi

(numero di specie e loro abbondarassolute) e quelli abiotici relativi ai paramethimico-fisici ed ai contaminanti,
sono stati analizzati mediante tecniche univagateultivariate.

- Analisi univariate: sono stati calcolati i principali indici di biodérsita : la diversita di Shannon-Wiengt'),

la ricchezza di Margaleflf, I'indice di equipartizionegvenessdi Pielou (J), secondo le seguenti formule:

Shannon-Wiener index: H'= —z p, In pi
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E’ un indice che considera, sia il numero dellecgp€), sia la loro frequenza (abbondanza relatiyall'interno della
comunita. Questo Indice pud variare da O per cotaucstituite da un’unica specie (assenza di ditggrad un
massimo che dipende dal numero di specie risceniatal loro grado d’equipartizione. In generalimdice &

compreso tra 1.5 e 3.5 e raramente supera il vdiote [17.

. . S-1
Margalef's richness index: d = ——
In(n)
E’ un indice che dipende dalla numerosita dei fawesenti nella comunita ed aumenta all’'aumentalla dechezza in
taxa, doves e il numero totale delle speciejl numero totale degli individui.
Pielou's evennesedex: H '

J'=
H *"max

Il valore massimo di questo indice € pari ad 1 doatitte le specie del campione sono equamenteasg@mate dallo
stesso numero di individui, quindi comunita rip@rin maniera equa, corrispondenti a valorHdiicini alla diversita
massima teoricaH may per un dato numero di specie.
E’ stato, inoltre, calcolato anche un indice speaiper i protozoi ciliati noto comié“ C/P index” che misura il rapporto
tra specie a seleziomgcolpoda) e specie a selezidagolimenofora). Il rapporto fornisce un’indicazesulla idoneita
dell’habitat suolo per i protozoi ciliati. Valoriguali o superiori ad 1 indicano habitat meno idqeendizioni variabili)
alla sopravvivenza della comunita dei ciliati (emdoanza dei colpoda) mentre valori inferiori ad ridicano,
generalmente, ambienti maggiormente idonei (coadizstabili). Con il termine specie intermedie siole indicare
altre specie diverse da colpoda e polimenofora R4). ognuno dei 4 siti monitorati & stato calcolatoC/P index
complessivo sulla base delle specie dominanti pteseciascun sito.

- Analisi Multivariate: (ANOSIM, SIMPER, PCA, CCA e GPA) sono state effatesulle base delle matrici di

distanze Euclidee dei singoli campioni, ottenuts#ire dai dati di abbondanze preventivamentddraste con radice

qguadrata [18].L’'analisi SIMPER (SIMilarity PERcentage) consentecdlcolare la dissimilarita media di campioni
(siti/punti) appartenenti a gruppi diversi che sagdiniti a priori e nel contempo, di estrapolare il contributo dato da
ciascun taxon/specie. Questo test pertanto éaltfiee di mettere in evidenza quei taxa/speciesdm® maggiormente
responsabili delle differenze evidenziate tra dystogruppi di siti/punti. Il test ANOSIM (ANalysi®f SIMilarities) &
una tecnica non-parametrica che consente di varéise le differenze fra due o piu gruppi di ossgipNi Multivariate
sono significative 0 meno [19]. La PCA (Principadr@ponent Analysis) costituisce una tecnica di adianto molto
usata in ecologia, che consente di rappresentarmsi@eme di dati in un numero ridotto di dimensidRirincipal
Component, PC) attraverso una rotazione deglidedkd spazio multidimensionale in modo da oriemteokerentemente
con i pattern di dispersione dei dati stessi [20]. La CCA (Cdoah Correspondence Analysis) € una tecnica
multivariata che consente di evidenziare le relaizima le comunita biotiche e il loro ambiente [21]Ja GPA
(Generalized Procustes Analysis) € una tecnicacolnsente mediante delle trasformazioni (es. rotéztoaslazioni,
dimensionamenti) di identificare la configuraziodeconsenso tra due (o pit) matrici di dati [22]. Uha tecnica
alquanto potente per identificare eventuali asgtmig tra matrici diverse in particolare quandoniimero delle

osservazioni & elevato [23].
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v | lombrichi

All'interno di un programma creato da ADME (Fren&mvironment and Energy Managment Agency) sono stati
valutati 80 parametri biologici del suolo, con lopo di riempire la grande lacuna costituita d#tofahe, nonostante
fosse chiara la necessita di possedere attribokddici da inserire nelle reti di monitoraggio, diml 2009 ancora gli
strumenti a disposizione e con una validazioneefmsscarsi. | parametri valutati erano costitudi microrganismi,
flora e fauna del suolo. La valutazione si basavadiversita biologica, attivita, capacita di bioamulo e funzione di
biomarker per inquinanti. Da questa prima selezisaene € condotta una seconda che teneva in coammee la
capacita di rispondere al tipo di gestione del @ual grado di contaminazione ed alla qualita delle Da questo
secondo step € emerso che i lombrichi sono bualcatori per diversi motivi. Essi infatti sono besppresentati in
termini di densita nei vari suoli, rispondono a b@menti ambientali derivanti da gestione agricelforestale e,
avendo un grosso impatto sul suolo, sono indicattirhali del suo funzionamento.
Cio che dei lombrichi pud essere usato come indieatli qualita del suolo, a livello di comunita'@bondanza
(legata al tipo di uso del suolo); la ricchezzapecie e la struttura ecologica (abbondanza dipgregologici presenti),
sono indicatori del tipo di fertilizzazione e dalo di agrofarmaci. Gli obiettivi di questo lavagoano di valutare il
range di risposta dei lombrichi a livello di indivio e di comunita, a modifiche ambientali derivatgil’aggiunta di
ammendanti organici, contaminazione da metalli pigsad IPA (Idrocarburi Policiclici Aromatici); sare diversi
descrittori quali I'abbondanza totale e la strtecologica. Per fare cid sono stati presi in agrsizione cinque siti
appartenenti a tre diverse categorie: un sito falesun sito coltivato ed uno contaminato. Quégteategorie avevano
poi 5 tipi di uso differenti: forestale, arabileagzolo, discarica, bosco). Da questo studio € smehe, I'aggiunta di
ammendanti organici di diversa composizione arigmehla popolazione di lombrichi in abbondanzapfando i gruppi
ecologici che stanno in profondita. La presenzaoditaminazione da metalli diminuisce il numerordiividui, senza
perd evidenziare delle relazioni fra abbondanzavelld di contaminazione; inoltre, i gruppi ecologiipogeici
subiscono impatto, mentre aumentano quelli epfgathe la presenza di IPA affetta gravemente 'ablaoza [12].
Il progetto ENVASSO (ENVironmental ASsessment ofl 5 mOnitoring Project) e stato creato dalla coissione
europea per valutare e creare indicatori che foss#éli per implementare la Thematic Strategy foil $rotection. In
tale progetto i lombrichi sono stati definiti “ingggeri dell’ecosistema”, e sono stati scelti quadicatori rilevanti nel
riconoscere le minacce per il suolo. La ragione lpequale sono stati scelti risiede nel fatto chsi sono implicati
nell’evoluzione della fertilita del suolo, attragerl'influenza che hanno nel riciclo della sostamzganica, e sulla
struttura fisica, la permeazione dell'acqua e [gac#a di ritenzione idrica [34,35].
La distribuzione dei lombrichi & influenzata da lifaaintrinseche del suolo (pH, tessitura, proféadi) ed & fortemente
mitigata dal tipo di uso (pratiche agricole, fertihzione), ma anche dalla contaminazione dovutaadi® sostanze
inquinanti. A seconda del livello di disturbo, lencunita di lombrichi possono essere influenzatéarénsita, nella
biomassa, nella diversita tassonomica o nellatataifunzionale [36]. La modificazione di questidg, in termini di
perdita di una categoria ecologica fornisce infarimai circa I'alterazione delle funzioni del suathe sono controllate
dai lombrichi.
Gli indici di biodiversita indagati erano:

indice di diversita di Shannon-Wiener (H’);

evenness di Pielu (J).
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Il confronto dei dati relativi ai vari parametri idembrichi (densita, biomasse) € stato effettuattvaverso test non
parametrici al livello di confidenza del 95%: KrasiVallis (K&W) per comparazione multipla e Mann-iftey
(M&M) per una comparazione post-hoc dopo il tessignificativita di Kruskal-Wallis. La ricerca mva a sottolineare
lo stato del potenziale impatto di ciascuna a#iwitdustriale sulla comunita dei lombrichi ed ecddtar a determinare i
parametri rilevanti delle comunita di lombrichi chessano costituire dei bioindicatori ottimali plemonitoraggio dei

suoli lombardi.

Caratterizzazione delle attivita enzimatiche e dé comunita microbiche del suolo

L'attivita enzimatica del suolo costituisce un lEnsore ambientale capace di rispondere velocenadiateollecitazioni
causate da fattori chimici, fisici e nutrizionahgclusi gli effetti della gestione del terreno. Nolkspesso sono capaci di
indicare anche quanto velocemente questi effettinanifesteranno [37]. Essi richiedono in generepiebrevi o
comungue abbastanza accettabili per la loro deteiune utilizzando tecniche standard e sono abhzsteconomici da
poter essere utilizzati su ampia scala. Ne consebaesi rivelano particolarmente utili nel monitpga del suolo per
valutare gli effetti dei fattori soprammenzionagi miguardi di variazioni di fertilita, di inquinaemto, di fattori naturali
incidenti sull'attivita biologica, ecc.

Le diverse attivita enzimatiche del suolo indicda@apacita di questo comparto ambientale nel degeao trasformare
determinati substrati [38], inclusi determinati qumenti della sostanza organica del suolo e debdgrdi
funzionamento” di quest’ultimo nei diversi ciclidgieochimici.

Nel presente progetto di monitoraggio, le attivt@imatiche determinate sono 9, sia in fase geme@ta per quanto
riguarda le sette aree della seconda fase; satdattosfomonoesterasi acida, fosfodiesterasi,fpifato-fosfodiesterasi,
leucina amminopeptidasi, arisulfatasi, chitinasiaglucosidasi, acetato esterasi, fosfomonoestaiasina.

Anche la caratterizzazione delle comunita microbiclel suolo costituisce un approccio integrative permette di
stabilire I'integrita ecosistemica od il suo livelli disturbo, la qualita dei siti ed il grado chdformazione dei processi
nei suoli [15].

L’importanza della comunita microbica in questo #&m dovuta al fatto che essa costituisce un foreddale punto di
passaggio per la sostanza organica che giungelal. itre alle dimensioni anche le sue funziodiersita strutturale
sono rilevanti: un’elevata differenziazione € irdidi un ecosistema in salute; se cosi non fosseshavrebbero
risposte adeguate ai cambiamenti ambientali [11].

I microrganismi del suolo svolgono un ampio ragdidunzioni ecologiche significative ed essenzr un normale
suolo in salute. Essi hanno un ruolo chiave nessflenergetici, nella trasformazione degli elemaatritivi e nei cicli
degli elementi. Uno stato ottimale dei microrganism termini di quantita, attivita e diversita € wequisito
fondamentale per la qualita del suolo, la suali@ri la tolleranza ai fattori di stress. CertimtAamenti nei parametri
microbici costituiscono le prime avvisaglie di desita nella qualita del suolo [39]. Per questbpgaiametri ne sono
potenzialmente dei buoni mezzi diagnostici. Lavalsone dello stato delle attivita di specifichemzmita microbiche in
termini strutturali e metabolici, fornisce rapidsensibili spiegazioni circa le caratteristiche ciinbiamenti dello stato
qualitativo del suolo. Per esempio si hanno rigpasinsibili ai cambiamenti di gestione del suolpossono inoltre
fornire dati sullo stato di resilienza allo str¢48].

Studi sulle proprieta delle comunita microbiche g@mo condotti a livello di biomassa, ovvero espnde la quantita

di microrganismi in termini di massa di carbonianiwbilizzato nelle cellule microbiche. La biomass&robica € una

20



misura diretta di quantita microbica, indipendergata dallo stato fisiologico delle cellule [3], B indicatore sensibile
ai cambiamenti rispetto alle analisi chimiche asdrisce in un progetto di monitoraggio con undatilistica.

Il Cyio € il rapporto tra il C della biomassa microbical earbonio organico, ed & stato proposto comecmdiei
cambiamenti nel suolo, in quanto la biomassa miceolisponde rapidamente per esempio alla degra@ziQuesto
valore di carbonio € un precoce indicatore di graraibiamenti negli input di carbonio dovuti aljminamento o
allincorporazione di residui colturali [41]. Vadeni nella frazione viva di carbonio possono essdovute alle
pratiche agricole come l'aratura, alla contaminagiced ai cambiamenti climatici. Va comunque rictodahe
differenze fra biomassa microbica di due siti nedidano necessariamente differenza di qualita efatheri climatici
possono mascherare, per esempio, effetti dovué dilrerse pratiche agricole. Per questo occorresiderare
contemporaneamente piu di un indicatore [3].

La funzionalita dei microrganismi viene valutatdraterso la respirazione basale e potenziale. ifstticome la
respirazione vengono misurate senza specificagruppo o la diversita microbica [39]. Essa indiea dapacita
ossidativa, ed & influenzata dall'energia dispdaibidalla quantita di microrganismi [3].

In generale, alti valori di §, e tassi di respirazione alti indicano un miglitats dei microrganismi del suolo. Tuttavia,
se la respirazione € elevata a livelli anomalietsp alla della biomassa microbica presente, quastoindicare uno
stress risultante da una accresciuta richiestaetigéa. La respirazione basale é fortemente inflaendalla mancanza o
dall’eccesso di disponibilita di carbonio nel sudioinoltre possibile utilizzare il & per valutare la situazione circa il
substrato di carbonio disponibile nel suolo: sité&raella frazione dinamica di carbonio organideetsamente collegata
ai cambiamenti nelle attivita microbiche [39]. Ed¢ivtassi di respirazione possono essere ossdrvatiesenza di
elevate concentrazioni di metalli pesanti. La nesgone microbica poi & molto variabile e dipendétdsso di umidita
del suolo, dalla temperatura, e dal substrato;aiseguenza, misurare la sua variabilita pud risulth difficile
interpretazione in termini di qualita del suoloua salute [6].

Secondo quanto appena affermato ci sono ancomudéi circa l'interpretazione delle risposte chetséngono [39], e
vista la difficolta ad attribuire un significatoa#to a queste informazioni, & assolutamente opporabbinare i dati ad
altri parametri di attivita microbica [40]. Per e motivo, la respirazione basale viene relazorate unita di
biomassa microbica per formare il coefficiente gCquoziente metabolico, che descrive il substraitteralizzato per
unitd di carbonio della biomassa microbica e siabaencettualmente sulla teoria di Odum della swiors
ecosistemica, come indice del suo livello di maduf8]. Esso cresce in caso di suoli stressatiangde in caso di suolo
con eccesso di sostanza organica. Per questo sanélgbpossedere una serie di dati per studiade/énire di questo
parametro. Da esso si ottengono informazioni soiltamenti strutturali e sul funzionamento della coita microbica
del suolo in generale: il qGC& stato spesso usato per stabilire lo stato digiob della comunita del suolo. Una
condizione di stress pu0 pero anche determinaraediminuzione, a causa della riduzione di efficeedz conversione
del substrato a carbonio (C) della biomassa micehpud anche essere sintomo di un cambiamenta selittura
microbica con passaggio da individui a strategian elevato tasso di crescita e bassa biomassadiaaiui a strategia
K i quali hanno una taglia di popolazione costamteaggiore efficienza nel consumo della biomaskaN8i campi
coltivati a mais monoculturale, ma anche in cascotiizione di colture, si nota un abbassamentondeiero di
individui, dei ceppi e della diversita, assiemeadfindenza a promuovere lo sviluppo di individstrategia r, che si
basano sulla mineralizzazione della sostanza arggmiontamente disponibile. Laddove vi sono past®lcomunita
possiedono un piu alto potenziale metabolico, marévalenza € sempre di individui a strategia i.[Cambiamenti

nella gestione del suolo possono indurre variaziehiquoziente metabolico; per esempio la rotazawieirale, rispetto
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alla monocoltura, puo abbassare il gC®entre alti valori sono stati trovati laddovefanno aggiunte di sostanza
organica. Questo pero dipende anche dal livelltraéiss dal punto di vista degli elementi nutridisponibili, rivelando
cioé abbassamenti in condizioni di carenza di etenmaitritivi. Inoltre, questo indice € stato spessato come ottimo
indicatore delle alterazioni che hanno luogo nelswovute alle contaminazioni da metalli pesaBtiperd stato
criticato per la sua insensibilita ad alcuni dibtug sviluppi ecosistemici [3].

Anche le attivita enzimatiche possono essere usate indicatori. La piu usata € l'attivita dellaidtegenasi, indice
generale dell'attivitd microbica, correlata all'@#wione dei composti organici. La presenza di Boeanti” ha il
maggior effetto negativo sia sul C della biomasgaabica che sull'attivita enzimatica [3].

E’ comunque estremamente difficile utilizzare iaralforniti dai parametri microbiologici poiché iicnorganismi del
suolo reagiscono molto rapidamente anche a varingtagionali e si adattano alle diverse necessithientali. Percio
diventa problematico distinguere fluttuazioni natuda alterazioni causate da attivita antropidpecialmente quando
il dato viene determinato sprovvisto di control@iversi autori hanno proposto vari suggerimentiodkes [42], ad
esempio, afferma che nessun indicatore dovreblegeeasilizzato da solo, ma unitamente ad altri pextai correlati da
utilizzare insieme come “controllo interno”, es. della biomassa e C organico totale del suolo. Quanduoli
presentano marcate variazioni rispetto a cido chensiderato il valore “normale” in un particolaistema di gestione
del suolo, clima e tipo di suolo, tale valore ditzenn indicatore del deterioramento e del cambiamealle funzioni
dell’ecosistema suolo. Infatti c'@ una relazionagjlineare tra queste due variabili, anche s@ss@no essere rilevanti
discrepanze tra suoli con diverse caratteristicsiehie o suoli gestiti in modo diverso. Molti stusbno stati condotti
circa la possibilita di utilizzare i parametri motiologici e biochimici del suolo per caratterizzda diversita microbica
sia in termini genetici che funzionali definendmamzitutto se c’é vita nel suolo oppure no ed b sudine di
grandezza, quindi & di fondamentale importanzareapianto la popolazione vivente sia attiva e dualzioni svolga.
Da quanto sino ad ora discusso appare evidentestepure con una certa difficolta e con un cer@rgime di
approssimazione, € possibile definire la diversitarobica di un suolo e di darne una caratterizzaziin termini di
fluttuazioni naturali o non, seppur non in manigir@tta ed assoluta.

In questo progetto, quindi, per ciascun campioneutilo sono state determinate sia la carica miceolfC della
biomassa) che la relativa attivita respirometriceediante determinazione della £€8messa), considerati indicatori di
qualita e fertilita del suolo. Integrando questutiati con i valori di C organico del suolo & stpbssibile ottenere dei
qguozienti: di mineralizzazione (qM), metabolico @O e di efficienza microbica (gMic), che hanno pess® di
determinare un indice sintetico di fertilita biolog (Ibf) in grado di rappresentare lo stato duabli un suolo [43].

La Tabella 1mostra i diversi punteggi assegnati ai parametilizrati a seconda dei valori ottenuti. La somméatii
punteggi corrisponde ad una delle classi di featéilencate iTabella 2.

Tabella 1. Punteggi assegnati a differenti intelivdil valori dei parametri

. Punteggi
Parametri 1 2 3 99 4 5
Carbonio Organico (% m/m) <1 1-15 15-2 2-3 >3
Respirazione basale (mgRg <5 5-10 10-15 15-20 >20
Respirazione cumulativa (mg &g <100 100 - 250 250 - 400 400 - 600 >600
C microbico (mg kd) <100 100 — 200 200 — 300 300 — 400 >400
Quoziente metabolico (™) >0,4 0,3-0,4 0,2-0,3 0,1-0,2 <0,1
Quoziente di mineralizzazione (% m/m) <1 1-2 -2 3-4 >4
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Tabella 2. Scala di classi in funzione dell'inditicfertilita biologica (IBF)

Classi di fertilita I Il ] \Y
IBE Bassa - stress Media Buona Alta
6-12 12-18 18-24 25-30

V. La valutazione dei risultati ottenuti mediante lo siluppo di grafici radar

La multidisciplinarita del progetto sviluppato nesia alla fine di un sistema che consenta di aedutrisultati ottenuti,
considerando contemporaneamente tutti gli ambitbafati.

Abbiamo cosi deciso di ricorrere allo sviluppo dafici a radar, che consentono di avere un sgudirdwsieme efficace
su quanto ottenuto. Per ogni area sono stati cheatjrafici corrispondenti agli EPT, agli inquiniaarganici ed agli
indicatori biologici, determinando delle classirentui far ricadere i valori (dal a4 odalab).

La Tabella 1.1riporta i parametri presi in considerazione perngoaiguarda gli inquinanti organici e gli indicato

biologici.

Tabella 1.1.Parametri biologici e chimici indagatirelative classi di valutazione

SIGLA PARAMETRO CLASSI
1 2 3 4 5

N . Moderatament "
g.R genotossicita radicale € genotossico Genotossico -
g.F genotossicita fogliare Moderatamgnt Genotossico -
) e genotossico
9P genotossicita per la Moderatamgnt Genotossico )
pianta € genotossico
IBF indice fertilitd biologica Buona Media )
P-4 Indice Shannon 25-35 15-25 -
protozoi
P-J indice evennes protoz 0,5-0,75 0,25-0,5 )
Indice Shannon -
L--H lombrichi 25-35 15-25
Indice evennes -
L-J lombrichi 0,5-0,75 0,25-0,5
. 174612 -
E Esterasi 85531 85531 - 48192
L Leucina aminopeptidas 1905 - 1359 1359 - 767
B Betaglucosidasi 420 - 293 293 - 168
DIOX Diossine (pg-TEQ g%) 2,4-10 10-55 55 - 100
Bifenil policlorinati
DL PCB Dioxin-like 0,61 -10 10-55 55 - 100
(WHOwTEQPY %)
PCB Bifenil policlorinati 8,9- 60 60-2470 2470 - 5000
(ng g")
DDT Pesticidi (ng @) 3,5-10 10 - 1005 1005 - 2000
Ritardanti di fiamma
R.F. BFR (ng d) 3,6 - 60 60 - 2470 2470 - 5000

Per quanto riguarda le attivitd enzimatiche preseadnsiderazione nei risultati, i valori usati mastruire le classi
derivano dall'analisi statistica dei dati relatai 156 campioni di suolo della prima fase. La soglella classe 4 &
costituita dal valore relativo al 95° percentileciNadar abbiamo deciso di rappresentare I'attinétativa all'acetato
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esterasi, alla betaglucosidasi ed alla leucina apgptidasi in quanto la prima rappresenta una stsppiu generica, la
seconda € potenzialmente legata alla presenzata&ldvalcuni metalli pesanti, e 'ultima perché nessa al ciclo
dell'azoto. Per gli inquinanti organici abbiamoenso una classe in piu, in quanto si &€ pensaiadividuare anche in
guesto caso il valore relativo al 95° percentikeifdati ricavati dall'intera regione. Questo harpesso di capire quale
fosse la distribuzione di tali sostanze a livetigionale ed il loro livello nelle zone da noi calesiate nella seconda fase.
Il 95° percentile ha costituito la soglia dellama classe, mentre la seconda e la quarta fannaméfeto ai limiti
imposti dal D.Lgs. 152/06, valore tabellare A peséconda classe e B per la quarta. A meta fra editata disposta la
terza classe. Occorre sottolineare che il 95% degiattenuti per l'intera regione si dispone bemliedotto del valore di
soglia di contaminazione piu restrittivo previstdld legge.

Le categorie dei composti diossino-simili (DL PC8)dei ritardanti di fiamma bromurati (BFR) non son@ece
normate in ltalia; si € quindi pensato di consideidimiti imposti alle diossine per i primi, e elli relativi ai PCB per i
secondi, accomunandoli in questo modo ai complastiiicomportamento e la cui struttura € a lorogiile.

Per gli Elementi Potenzialmente Tossici la primia guarta classe corrispondono ai limiti A e B Belgs. 152 del
2006.

V. Applicazione di un biosensore luminescente per laalutazione della
tossicita da diossina e composti diossino-simili

Un'ulteriore saggio sperimentato nella seconda fleserogetto, ma che esulava dalla costruziong@dici a radar per
la valutazione finale, & consistito nell’applicane biosensore luminescente che permettesse dirstimaossicita di
composti diossino-simili e diossine eventualmentesenti. Si trattava del DR-CALUX, (Dioxin-Resporesi
Chemically Activated LUciferase eXpression) un kiesore che permette di determinare la presenzaassaita di
composti con attivita diossino-simile, anche préisenmiscele, in diverse matrici ambientali edrantari. E' stato
sviluppato a partire da cellule di carcinoma epmatictopo (linea cellulare H1L6.1) o di ratto (lané&l4l1E), nelle quali &
stato inserito il gene responsabile della prodwzidinuciferasi sottoposto al controllo del geneED®ioxin-responsive
element). Il DR-CALUX si basa su un sistema “Medsam-specifico” e non “Composto-specifico”: il cabuto di
ciascun congenere & espresso in termini di un etprite quantita di 2,3,7,8-tetracloro-dibenzo-pssioa (2,3,7,8-
TCDD) che risulta in un uguale livello di attivan® del recettore Aril-idrocarbonico. Per questeattaristiche, DR-
CALUX € in grado di misurare l'effetto sinergicoamtagonistico dei composti diossino-simili, che sis®no in
complesse misture di congeneri e che possono medildoro effetto tossico [44]. Con il DR-Calux gossibile
determinare il TEQ (Toxic Equivalency o Equivalenzassica), che viene calcolato come somma deililidelogni
sostanza ponderati per i relativi TEF (Toxic Eqléway Factor):

TEQ =X[(PCDDi x TEFi) + (PCDFi x TEFi) + (PCBi x TEFi)dove i indica la sostanza i-esima).

Il valore di TEQ esprime la tossicita come se tlateiscela fosse composta da 2,3,7,8-TCDD.

La formula si applica a PCDD, PCDF, PCB coplanaR@B orto-sostituti (non agli altri PCB), mentrenngiene
applicato per alcune sostanze anch’esse capaatatagire con il recettore Aril-idrocarbonico, comie idrocarburi
policiclici aromatici (PAHS), le dibenzo-p-diossiheomurate (PBDDs) ed i dibenzofurani polibromu(RBDFs) [45].
Si e pertanto proposto di nominare BEQ il valoreTHQ ottenibile attraverso biosensori cellulari @mDR-Calux

[46]. Il DR-Calux & solitamente applicato a campicime hanno subito un’estrazione esaustiva deiacoimanti.
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Tuttavia, tale approccio non permette di considefanportanza della biodisponibilita e di consegee della frazione
di contaminanti non disponibile perché strettaméedmta alle particelle del suolo [47]. Nel casdieddiossine e dei
furani, alcune stime riportano che circa il 30%qdesti composti presenti in un suolo siano dispbrpler organismi
viventi [48]. Oltre ad un’estrazione esaustiva dentaminanti oggetto di studio, & stata anche ésegu’estrazione
volta a quantificare la frazione biodisponibileektrazione esaustiva € stata eseguita ricorrendwetado “Soxhlet”,
mentre la frazione biodisponibile & stata estratili&zzando il polimero Tenax (2,6-diphenyl-p-phésne oxide, la cui
capacita di trattenere molecole altamente idrofebi(PCBs PCDDs e PCDDF, PBDEs) che passano inigpiiz
acquosa € stata dimostrata da numerosi studi dgnérle cinetiche di desorbimento [49, 50, 51,.3Rfempo di
estrazione necessario per la frazione biodispaniiinferiore a quello necessario per la fraziatelé. La fase che si
rende piu rapidamente disponibile per gli organisiaenti pud essere determinata entro sei ore 533, | valori di

BEQ ottenuti dai campioni sottoposti alle diffelieggttrazioni sono stati calcolati e confrontati.
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CAPITOLO 1: 1L MONITORAGGIO CHIMICO-FISICO DELLA REGIONE
LOMBARDIA

1.1 Il disegno di monitoragqgio

Il monitoraggio e la pianificazione ambientale mmssono prescindere dalla conoscenza delle castittee del suolo
che ne é la parte essenzia’tualmente vi € una crescente richiesta da pagitéudizionari politici — a livello nazionale
e internazionale — di informazioni che riguardamaaratteristiche dei suoli.

| suoli agricoli sono di particolare interesse iragto profondamente coinvolti nel tema della salu@na e ambientale.
Al fine di ottenere informazioni relative agli alti e alla qualita dei terreni agricoli della Rege Lombardia, il primo
passo € stato quello di organizzare una campagoangpionamento basata su un disegno che permettiessprire e
rappresentare al meglio tutto il territorio. Lapbisizione dei punti di campionamento ¢ stata fadsandosi su una rete
georeferenziata e riconosciuta a livello europeorete LUCAS (Land Use/Cover Area frame statisti8atvey). Il
programma LUCAS inizia nel 2001 ad opera di Eutostalisegno che lo compone considera diversi ipeta ritenuti
rilevanti per la gestione agricola. Dal 2006 lagliai di campionamento € composta da maglie quadiis2ekm x 2 km
ricoprente tutto il territorio europeo, da cui dearo circa un milione di punti georeferenziati. Ognnto & stato
classificato secondo sette classi di uso del smadiante il supporto di immagini satellitari [1].

A partire dai preesistenti punti LUCAS presentLombardia € stata operata una selezione casualéappiicazione di
alcune restrizioni, in modo che i punti scelti deasero in aree prevalentemente agricole. Peciara si & avvalsi di
un modello di campionamento noto con il nome_diin Hypercube Samplingnetodo adatto alla valutazione della
bonta della strategia. Si tratta di un disegnoatgionamento “a strati” che permette di rappresengh meglio la
distribuzione delle variabili considerate. Nel mostaso tali variabili sono costituite da: altezzendenza, orientamento
della pendenza, curvatura della pendenza e ussudéd. Esse vengono definite covarianti e costitiie deilayersda
sovrapporre in modo da ottenere un’unica rapprag@re completa dei dati. Per incrementare le iméaioni circa
l'uso del suolo gia contenute nella rete LUCAS eedo di individuare al meglio la variabilita spaejasi € ricorsi al
CORINE LANDCOVER 2000 (ISPRA) [2], che possiede uismluzione spaziale di 1000 m. L'obiettivo erdccdare
la percentuale di area destinata a ogni specifem di suolo, per poi assegnarvi un adeguato nurdegmunti di
campionamento. Per quanto riguarda I'elevaziongetedno si € ricorsi al SRTM 90 M (Digital Elevati Database) [3],
originalmente prodotto dalla NASA, il quale offreodelli digitalizzati dell’elevazione e della copad del terreno. Per
ogni zona ritenuta adatta al campionamento é &atéa una tripletta di coordinate WGS84 (Worldd@etic System
1984), sulle quali si basa il sistema satellitarenavigazione GPS (Global Positioning System). UWlauesti tre
riferimenti € stato poi scelto come punto ufficidleeampionamento. Lo scopo era di avere a disjpo@zun’alternativa
nel caso la scelta principale fosse stata fisicaen@raccessibile. In totale, il disegno di campioeato del nostro
progetto ha previsto la raccolta di 156 campionuirarea totale di 23834 KrfFigura 1.1). Tale numero & derivato
dalla valutazione di esperti in un’ottica di ottemazione di tempi e costi. La densita media detiglicampionamento
era circa un campione ogni 153 krha rappresentativita spaziale di un campionamdipende anche dall’eterogeneita
pedologica dell'area. Per tenere in considerazamhe quest’ultimo aspetto si € ricorsi al Soilaatbf Europe [4]. |
campioni di questo progetto sono stati prelevatiaa profondita massima di 30 cm, spazio interessalle lavorazioni

agricole. Per quanto riguarda I'approfondimentatieb alla seconda fase del progetto, la disposeidei punti & stata
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studiata appositamente in base alla problematiddeartale specifica del sito. In questa tesi saradesrritte due delle
sette aree prese in esame, in quanto in esse samaandotti degli ulteriori lavori di ricerca cHeanno previsto
I'applicazione di innovative tecniche analitichenngentranti nelle classiche metodiche di monitgiag!| due siti in
guestione sono il Sito di Interesse Nazionale (SiNin'area nella quale in passato si € verificateontaminazione di
cromo esavalente nelle acque sotterranee (CapioB).

Durante il prelievo di ogni campione é stata redatha scheda di campionamento, in cui si trovanwihe della
localita, I'altezza sul livello del mare, le coandie geografiche, le foto scattate durante la tecdei campioni. Inoltre,
essa contiene una serie di informazioni raccdoltsitu volte a descrivere in maniera dettagliata il cetteambientale
(presenza di colture in campo, vicinanza di ahbiaiziinsediamenti industriali, strade, ferrovielipgate e tutto cid che
fosse ritenuto utile per descrivere I'area).

Per ogni sito d’'indagine, a partire dal punto esattlividuato grazie alle coordinate, & stato ag&irun quadrato di
20x20 m, suddiviso in 25 subunita di 4x4 m. Di daese sono state selezionate random 15, per ogielleaquali &
stata prelevata una carota di terreno del diantty6 cm e della profondita di 30 cm. La sceltaadé profondita e
legata alla considerazione della porzione di terriemeressata dalle lavorazioni agricole. | 15 suygioni sono stati
uniti e omogeneizzati in campo a formare un cangicemposito, da trattare in laboratorio come siogampione di
campo per I'analisi. Lettiera, radici, sassi ecahnateriale grossolano sono stati rimossi in cadyrante le procedure

di campionamento [5]
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Figura 1.1. Rete dei punti del Progetto Soil Mappig (sinistra); mappa raffigurante la tipologia di suoli indagati (destra).

1.2 La preparazione dei campioni e le analisi effetate

I campioni di terreno destinati alle diverse analisngono fatti essiccare all'aria per almeno 48;an alternativa
possono essere posti in stufa ad una temperatussimmea di 40 °C. Una volta essiccati vengono disaqgi

meccanicamente e si separa lo scheletro dallafteerdlimite 2 mm). Un’aliquota del campione viepertata a 200 um
attraverso I'uso di un mulino planetario Micro Malllverisette 7 classic line (Fritsch) con sfegare di agata.

| campioni sono stati analizzati per determinatlepi del suolo (grado di reazione del sistema),tdasitura
(composizione percentuale delle terre fini sabhigilla e limo), la capacita di scambio cationi@S(C), il contenuto di

carbonio totale e azoto, il calcare totale, il @@ C/N, il contenuto totale di macroelementiaiinio, ferro, titanio,
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calcio, potassio, silicio e magnesio), la concemtrze degli Elementi Potenzialmente Tossici (EREenico, cadmio,
cromo, cobalto, molibdeno, rame, zinco, vanadioilltee piombo, stagno, antimonio, tallio, nichehanganese, selenio
e mercurio) e la concentrazione di alcuni radioidiigamma-emittenti.

Dopo aver raggruppato i 156 campioni in 39 poohiitiliati in base al contenuto totale di mercurics@ao eseguite le
determinazioni di diossine, PCB, PCB diossino-sjraijrofarmaci clorurati e persistenti (ad esenipidr) e ritardanti
di fiamma. Questi ultimi non sono ancora stati piasconsiderazione a livello normativo e di consegza non
possiedono soglie limite di contaminazione. Il nostbiettivo era studiarne la presenza a livellgiorale. L’'unico
parametro biologico indagato in fase generale ditoie dalle attivita enzimatiche, il cui elenco stato inserito

nell’introduzione generale. LBabella 1.1riassume i parametri analizzati in questa prima téd progetto.

Tabella 1.1. Elenco delle analisi svolte sui 15ép#oni provenienti dalla regione Lombardia

Analisi chimico-fisiche pH
Tessitura
Capacita di scambio cationico
Ctot, organicoe N
Cinorganico
Macroelementi (Fe, Ti, Al, Si, Ca, K, P, Mg, Na )
EPT (As, Cd, Co, Mo, Sb, Se, Sn, Tl, V, Zn, Pb, Cr, Cu, Mn, Ni)
Hg
Radionuclidi gamma emittenti (AOK, co, ¥'cs e 134Cs)
Xenobiotici: diossine, PCBs, PCB diossino-simili, agrofarmaci organoclorurati, ritardanti di
fiamma

Parametri biologici Attivita enzimatiche

1.3 Risultati

| suoli investigati hanno mostrato grande varighiliQuesto & facilmente intuibile vista I'ampiezdall'area in
questione e la diversita paesaggistica.

Nella Figura 1.2 a)si puo notare che nella parte sud-orientale deligone il pH & tendenzialmente alcalino (8,0 — 8,6)
ed in particolare nelle province di Mantova, Crem@nnella parte appenninica pavese. Nel lodigiabergamasco i
valori si spingono verso la neutralita (6,8 — 7/8¢lla parte nord-occidentale della regione inviegdd assume valori
che rientrano nella categorie “subacido” (6,1 -) &8 “acido” (5,5 — 6,1), specie nelle provinceMdirese, Monza-
Brianza, Como e nella parte occidentale pavese.

L'intervallo di pH tra 6 e 7 & quello che, in gealer, crea le condizioni piu favorevoli alla creacitelle piante, in
guanto € a questi valori che gli elementi nutriggno pit disponibili.

Valori di pH al di sotto del 5,5 abbassano la dispitita di Ca, Mg e P, mentre aumentano la soltébili Al, Fe e B.
Fasce di pH superiori a 8 garantiscono una magtgponibilita di Ca e Mg, ma abbassano quella diNfe, Cu, Zn, P
e B. Anche i metalli pesanti risentono dell'inflzendel pH del suolo, diventando generalmente piubsb in
condizioni acide; questo comporta la possibilitee @lementi potenzialmente pericolosi raggiungan@dgue sia
superficiali che sotterranee.

Il valore del pH dipende da diversi fattori, a seta che ci si trovi in sistemi naturali o fortememintropizzati. Nel
primo caso sono la pedologia ed il clima a deteamma i valori, mentre laddove l'attivita umana @ presente, come

nei sistemi agrari, i fertilizzanti e le colturecidono in maniera altrettanto importante.
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Come si evince dall&igura 1.2 b) il maggior contenuto in termini percentuali di ilege dislocato fra le province di
Mantova e Cremona e sull’appennino Pavese. La aahbbece € predominante nella parte orientale tergebnale
della regione. Tali risultati sono in accordo caristribuzione dei valori di pH gia visti.

La maggior parte dei terreni campionati ed analiza@senta un valore di Capacita di Scambio Ca@(CSC) medio
(Figura 1.2 c¢) ovvero compreso tra 10 e 20 cmd&g‘l di terreno; all'interno di questa fascia prevalgamlori al di
sotto del 15 cme), kg di terreno. Pochi campioni hanno bassa CSC (<l g kg?) e coincidono con i siti dove la
sabbia costituisce la componente tessiturale pagrante. In queste zone, dove contemporaneameesestano valori
di pH acido, prevalenza di sabbia e bassa CS&rit@o della disponibilita di elementi potenzialme tossici, della
loro possibile lisciviazione e del conseguente naggimento delle acque sotterranee, si fa piu aocr

Per quanto riguarda i punti con pit alta CSC (>c2®| kg') essi sono situati nell’'appennino pavese, nelipcia
di Mantova e in quella di Varese.

Qualche campione nel Mantovano ha presentato vadiaZiSC superiori a 30 cmglkg‘l. Considerando anche i valori
di pH trovati, superiori al 7.5, la saturazioneibag prossima al 100% e l'alta CSC diventa untiifd.a condizione
ottimale dal punto di vista della fertilita & rappentata da un’alta CSC e dalla contemporanearnaesk valori di pH
compresitra il 6.0 e il 7.5. Tale situazione eqan presente nella fascia centrale della regione.

| giudizi attribuiti alla sostanza organica non siolerano unicamente la sua percentuale, ma la rgmmoanche alla
percentuale di argilla presente. In linea genesalguo affermare che i punti dove la sostanza acgasembra essere
decisamente scarsa od insufficiente sono infedaaguelli dove la sua presenza & soddisfacenterdniecon piu alta
dotazione si trovano soprattutto nella parte setterale, mentre la carenza maggiore sembra riguark province di
Cremona e PaviaF{gura 1.2 d)). Nell'humus propriamente detto il rapporto C/Niths fra 9 e 10, percid valori
prossimi a 10 indicano un buon stato di umificagi@ella sostanza organica. Un valore basso (<é&iBjlice di una
mineralizzazione veloce della sostanza organiaahabilmente dovuta al tasso di concimazione azotag¢mtre valori
alti (20-40) sono indice di un basso tenore ineuwst organica, oppure di un eccessivo tenore itaIszs organica
indecomposta a causa di un‘umificazione stentatecgenza di azoto. In entrambi i casi (rapportesbao alto) il
terreno va ritenuto poco fertile perché la dotagion elementi nutritivi € modesta a causa dell'irhitiezazione
organica o del dilavamento degli elementi nutritbha nostra scala di giudizio considera bassidnahferiori a 9, medi

quelli compresi tra 9 e 11, ed elevati se supesadri Figura 1.2 e).
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La Tabella 1.2riporta la statistica descrittiva dei risultattestuti per le 7 diverse categorie nelle quali i Ta@npioni
sembrano ricadere; la stragrande maggioranza rigadein sole 3 categorie: Luvisol, Cambisol e Galc Quasi tutta
I'ltalia fa parte della categoria Cambisol, ad exoee di piccole parti nel centro-sud e nelle ismlaggiori ricadenti
nella categoria Vertisol, la zona estuarina detR®fa parte dei Fluvisol (cosi come qualche pauetanantovano e nel
cremonese), e della Pianura Padana centro-occidefia costituisce la categoria dei Luvideigura 1.1).

La categoria Cambisol fa riferimento a suoli defigiovani, che hanno subito un ringiovanimento dateriali
costituenti (il nome é relativo a tale caratteca}i Questi suoli sono molto produttivi dal puntaidta agronomico, ed
in Lombardia li ritroviamo nella provincia di Manta e Cremona, in quella di Pavia, ed al nord asddalella zona dei
laghi e delle Prealpi.

| Calcisols presentano un significativo accumulaaibonato di calcio, e generalmente si trovanpoime asciutte. Il
nome indica la ricchezza in calcare e in limo diitexreni. In Lombardia troviamo alcuni punti apfgaenti a questa
categoria, localizzati tra la provincia di Mantavguella di Brescia.

L'altra grande categoria riscontrata &€ quella deiitol. Questi suoli presentano una parte supatéigiovera in argilla.
In Lombardia essi occupano la fascia centro-oct¢aden

Cinque dei 156 punti di terreno campionato ricadowedla categoria dei Leptosols, e sono tutti sthin zone
montuose (Sondrio, Bergamo e appennino pavese)stQui@o di suolo ha origine da materiale ghiaiesdcco di
calcare proveniente dall’erosione dei rilievi a@iait. Dato lo sviluppo pedogenetico limitato, questoli non
possiedono una grande struttura.

Sei punti del mantovano e cremonese, data la vizaal flume Po, rientrano nella categoria Flugsche raccoglie
terreni giovani situati in depositi alluvionali. presentano una buona fertilitd. L'ultima catégqresente, in soli tre
punti, & quella dei Podzols, suoli acidi con bucoumulo di sostanza organica, alluminio e fernourti in questione si
trovano in provincia di Como e nel nord di queliaBdescia. Al fine di operare una corretta anadtsitistica occorre
considerare quelle categorie con almeno un setatliadmposto da una decina di campioni. Dopo di lbisegna
stabilire se i dati a disposizione originano unstrdiuzione normale; altrimenti vengono trasfornmatiogaritmici. La
normalita delle nostre distribuzioni & stata dedirattraverso il test Kolmogorov-Smirnov.

Una volta raggiunta la normalita e lognormalitainsiividuano gli outlier e si escludono dal calcdiel 95° percentile,

che ci permette di capire quale sia il livello abdtto del quale ricade il 95% dei dati.

Tabella 1.2. Valori riscontrati per ogni elementalagato divisi per tipologia di suolév@lori superiori ai limiti previsti dal D.Lgs
152/06)

gsgn;%rlgzme Be Y, Co As Se Cd Sb T Pb Cr Cu Ni Zn Hg Sn
Cambisol nord 1,82 60 15,9 30 1,43 1,00 1,78 0,52 95 54 53 48 146 3,7
Cambisol sud 1,57 60 22 18 1,64 0,37 0,78 0,34 31 162 133 160 128 1,48
Luvisol 1,39 48 12,3 73 1,45 0,69 1,79 0,40 73 56 46 27 131 3,0
Calcisol 1,59 64 12,9 13,4 1,46 0,40 1,00 0,38 48 40 41 34 47 1 1,33
Tutta la Regione 1,61 65 21 21 154 047 1,44 042 60 70 66 52 145 019 “24
Limite 152/06 A 2 90 20 20 3 2 10 1 100 150 120 120 150 1 1
Limite 152/06 B 10 250 250 50 15 15 30 10 1000 800 600 500 1500 5 50 3

N° superamenti

Regione A 1 0 17 23 2 1 0 2 3 6 7 14 12 0 89
(156 tot)
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Gli elementi che hanno piu spesso superato i ligiitlegge sono il cobalto, il nichel, il piombo &rkenico. Ad
eccezione di un singolo caso relativo proprio astiukimo elemento, i superamenti riguardavanoinhite piu
restrittivo, il tabellare A del D.Lgs. 152/2006. &re lo stagno €& praticamente sempre al di soptaellivello; questo
potrebbe essere dovuto ad un errore nella formanaziel limite stesso all'interno della norma léggisa.

Il superamento del limite tabellare B & probabilteesintomo di una contaminazione antropica

La Tabella 1.3riporta invece i risultati ottenuti per gli inqainti organici indagati. Il 95° percentile cosi widuato e i
limiti tabellari imposti dal D.Lgs. 152/2006 ci hamconsentito in un secondo momento di costruiddssi di giudizio
che abbiamo utilizzato per valutare dal punto diavichimico, fisico e biologico le aree selezionat#a seconda fase.
Per quanto riguarda i ritardanti di famma bromu(BFR) non € previsto un limite di concentrazialiinterno della
matrice suolo. Si tratta di miscele artificiali chengono aggiunte a diversi tipi di prodotti (pilelsé, articoli tessili,
apparecchiature elettriche ed elettroniche) peurni@ I'inflammabilitd. Esistono cinque classi di BFSono stati
indagati sono i PBDE: eteri bifenili polibromurgai.

Le classi di valutazione individuate per i ritartlah fiamma prendono in considerazione i valori 28°, 50°, 75° e 95°
percentile.

La categoria dei agrofarmaci clorurati (di cui farte il DDT) e stata I'unica a presentare deglrafioenti al limite
contenuto nella tabella A del D.Lgs. 152/06. | pimtjuestione sono tre e mostravano concentragiariia 48 ng g,

28 ng g e 730 ng g. Tali valori sono stati esclusi dall’elaborazicstatistica dei dati, essendo outlier.

Tabella 1.3. Valori ottenuti per le cinque classtdmposti indagati (*D.Lgs. 152/06)

diossine PCB (ng ¢") DL-PCB DDT (ng g% BFR (ng g%
(ng I-TEQ kg™ (ng WHOesTEQ
kg™)

min 0.37 0.73 0.09 0.14 0.11
25°percentile 0.67 1.69 0.17 0.32 0.3
media 1.05 3.7 0.31 0.6 0.61
mediana 0.94 2.8 0.25 0.55 0.58
75°percentile 1.32 4.6 0.33 0.89 1.02

95°percentile 2.4 8.9 0.61 3.9 3.6
max 2.88 18.8 1.18 6.5 6.3

A* 10 60 10 10 60

B* 100 5000 100 2000 5000

Tabella 1.4. Valori ottenuti per le nove attivitihzématiche analizzate (da sinistra: fosfomonoestewrcida, fosfodiesterasi,
pirofosfato-fosfodiesterasi, leucina aminopeptigdaaiisulfatasi, chitinasi, betaglucosidasi, acetaésterasi, fosfomonoesterasi
alcalina)

acP bisP piroP leu aryS chit b-gluc ester alkP
I quartile 1225 568 202 421 0.004 106 79 22.729 2882
mediana 2354 1132 353 767 31 199 168 48.192 5614
Il quartile 4089 1647 528 1359 176 342 293 85.531 7926
95° percentile 5876 3635 1162 1905 484 514 420 174.612 12.019

Anche per le attivita enzimatiche abbiamo sfruttatsultati ottenuti in questa prima fase per oaisé le classi di

valutazione applicate alle aree indagate nellarsadase del progetto.
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1.4 La determinazione della concentrazione dCo, **Cs. *'Cs e*K nei suoli
agricoli Lombardi

Questo lavoro € parte del piu ampio progetto diitooaggio descritto fino ad ora. Tale approfonditeea riguardato
sia la fase generale dedicata a tutta la regiomsblandia, che quella circoscritta alle sette aresqaite. Lo scopo era
determinare la radioattivita del suolo attraversonhisura del contenuto dPCo, *‘Cs, **'Cs e *K, mediante
spettrometria gamma. | primi tre elementi derivat®o contaminazione accidentale od intenzionale, mehf &
ubiquitario in natura.

| due isotopi del cesio (Cs) derivano dalla fissionucleare, e quindi sia da incidenti quali qudil&€hernobyl, che da
test nucleari svolti in passato. La differenzai fdae risiede nel tempo di dimezzamento, ovverd gagodo necessario
a far si che la concentrazione di partenza si diinéiz™*'Cs impiega circa 30 anni a dimezzarsi, mentf&@s circa 4
anni. Per questo motivo & normale che il primoasiaora presente ma a concentrazioni pressoché zhteerdspetto a
quelle ricadute in seguito all’esplosione dellatcae di Chernobyl. Tale presenza dipende dallasistenza delle
ricadute atmosferiche avvenute immediatamente dapmdente, a causa della posizione della regidwoenbardia
(Figura 3). Il *3/Cs proveniente dal disastro nucleare ucraino inmecedovrebbe pitl essere presente nei nostri suoli,
se cosi non fosse, la sua presenza sarebbe vdmeitte dovuta ad incidenti recenti in aree suffitéenente vicine da
consentirne la deposizione atmosferica.

Il Cs radioattivo nei suoli tende a migrare nelstodel tempo. Ad oggi lo si ritrova prevalentememge primi 10 cm,
specialmente nella porzione che va da 5 cm a 1@Campionando terreni provenienti dai boschi & fassverificare
una maggiore concentrazione rispetto ai suoli dastall'agricoltura, nei quali le lavorazioni coriaratura, portano
un'omogeneizzazione e una diluizione d&€Cs. | suoli boschivi, invece, rimangono inaltemtrelativamente meno
esposti alle precipitazioni atmosferiche. Questaiga far si che la maggior presenza di tale elémnaagli strati
superficiali si traduca in un contatto con organismaenti quali animali selvatici che possono p@nire consumati
dalluomo. La cronaca recente riporta il caso digbiali contaminati da Cs radioattivo, ma ne esistaltri che
riguardano I'accumulo nei funghi e nei vegetalil'dst europeo, dall'erba dei pascoli consumata idaligvamenti
bovini, al pellet derivato da alberi delle stesspez[8,9,10,11,12,13].

Un’altra questione che sta emergendo attualmetden@igrazione laterale del Cs, dovuta all’erosiedeal trasporto a
carico dell'acqua, che origina i cosiddetti “tefirarricchiti’ di **'Cs.

Le figure 4 e 5 illustrano I'attivita déf'Cs in tutta la regione Lombardia e le attivita ireriferite ad ogni provincia.
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Il ®°Co invece & usato in ambito ospedaliero e pud essmrsiderato un “tracciante” della presenza distuépo di
rifiuti. Trovare tale elemento nei campioni di smagricolo — ma anche in suoli destinati ad alsii 4 indica un
abbandono doloso di rifiuti speciali per i quapr@visto un preciso iter di smaltimento.

Il K & un radionuclide gamma-emittente naturale, abesiede dei tempi di dimezzamento pari a 1,277 %adfi.
Esso € ubiquitario sulla terra e la sua concemtrezdipende in parte dalla fertilizzazione potagsima soprattutto dal

materiale parentale. La Figura 6 mostra la corietfeztra il radionuclide e il potassio totale neok lombardi indagati.
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Figura 6. Grafico della correlazione fra attivita del “°K e la concentrazione totale in regione lombardia.

Una parte dei 156 campioni della prima fase & saatdizzata contemporaneamente dal CCR di Ispra,dedi che

hanno ottenuto erano sovrapponibili ai nostri.
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Highlights

A monitoring campaign of agricultural soils wasrezat out in Lombardia, Italy.

156 topsoils were sampled according to the Eumogéandard procedure LUCAS.
137Cs ranged 0.4-86.8 kBq mthe highest activities were on lawn and pasture.

4K ranged 242-1434 Bq Kg®°Co, **Cs were lower than minimum detectable activity.
Results provide a baseline useful to assess futfeet®due to anthropic factors.

Abstract

This work is part of a wider monitoring project thfe agricultural soils in Lombardia, which aimshoild a database of topsoil
properties and the potentially toxic elements, niggollutants and gamma emitting radionuclides tha topsoils contain. A total of
156 agricultural soils were sampled according ® tUCAS (Land Use/Cover Area frame statistical Sunagndard procedure.
The aim was to provide a baseline to document ¢ineliions present at the time of sampling. The Itesaf the project concerning
soil radioactivity are presented here. The aim twasssess the content®€o, **Cs, *'Cs and*K by measuring soil samples with
gamma spectrometry. TH&Co and*/Cs activity is < 0.5 and 0.7 Bq Rgespectively'*'Cs activity ranges from 0.4 to 86.8 kB¢fm
and shows an arithmetic mean of 9.0 + 10.4 andoangtric mean of 5.8 + 2.5 kBq I The lowest activity is in the plain, whereas
the highest is in the North in an area around thex@bake on soils kept as lawn or pasture. ¥evalues range from 242 to 1434
Bq kg and show an arithmetic mean of 640 + 15h@8 a geometric mean of 623.3 = 1.3 Bg'kghe *°K values show a wide
spatial dispersion of high and low activity in balie mountainous and plain regions. This is th& furvey in Lombardia that is
based on the LUCAS standard sampling. The resutsa this monitoring campaign provide the zero poitiich will be useful for
assessing future effects due to external factasis as human activities.

Keywords: *'Cs, K, agricultural soil, monitoring, LUCAS samplinf’Cs enriched soils

1. Introduction

There is an increasing demand for soil data anarnmdition from policymakers to assess the stateitg at both the
national and international levels. Agriculturallsaire of special concern because they pose & tireat to human and
environmental health. To meet this demand, “Reglamabardia” gave a mandate to the Universita Catiadel Sacro
Cuore (UCSC) in Piacenza and to the Joint Resdaedire - Institute for Environment and Sustainap{(JRC-IES) in
Ispra in 2011 to assess the quality of agricultels in the Lombardia region through a three-yeavironmental
monitoring program: the “Soil Mapping” project.

Agricultural topsoils in Lombardia have been sardm@ed analyzed to determine their main propertiesfar potential
toxic elements, organic pollutants and gamma-emgittadionuclides. These analyses were compleméaytdiblogical
analyses in the second phase of the project. Tivepuepresents the first effort in Lombardia tdldba database of
topsoil properties based on standard sampling aalytical procedures (JRC, 2013).

This work presents the part of the project thatceons the radioactivity of the soils. The main aihthis survey was to
ascertain any accidental or intentional pollutigngamma-emitting°Co, **Cs and**’Cs radionuclides. Measures of the
natural radionuclidé®K were also included, given the ease of detecfiignith gamma spectrometry.

Various surveys of anthropogenic radionuclides He soils of Lombardia have been carried out by Riegional
Environment Protection Agency (ARPA) in the yeairsce the Chernobyl accident in 1986 to check fampbance
with European and Italian rules (ARPA LombardiaP202006). However, this is the first survey basedLUCAS
(Land Use/Cover Area frame statistical Survey) dtaid sampling (EUROSTAT, 2000) and provides a liaseb
document the conditions present in 2011 and tansfielly assess future effects due to externatdes such as human
activities.

2. Materials and methods
2.1 The survey location
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Lombardia region covers an area of 23,834 ikniNorth Italy (Figure 1). It borders with Swisstite North and extends
southwards to the Po river, is limited by Lake Miagg and Ticino river to the west and by Lake Gaadd Mincio
river to the east. It is characterized by a sudoassf different geological and structural areasolhare from North to
South: Alps, Southern Alps, Po Plain and northepernines. 40.5% of the territory is mountainousinfgdocated in
the northern area, 12.4% is hilly and 47.1% islfaated in the south. A minor mountainous aremd@uth of the Po in
the Apennines range. The region is characterizethéypresence of lakes of glacial origin and isssedl by several
water courses, among which the Po river, whichgjitename to the Po Plain.
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Figure 1. Geographical position of the Lombardiiag in Europe

2.2 The survey design

The target population of this project was represegtity the agricultural soils distributed over thieole area, including
both croplands and grasslands. In the context efUHCAS program croplands include: cereals, roafpsr non-
permanent industrial crops, dry pulses, vegetadmesflowers, fodder crops, permanent crops, whidsgjands include:
pastures under sparse tree or shrub cover, grdssidimout tree/shrub cover, spontaneously re-végedtaurfaces. The
soils to be examined were selected from the prstieg network of LUCAS geo-referenced points (EWSR@T,
2000) by the JRC-IES in the framework of a widewjgct which covered the whole Europe. A multi-statratified
random sampling scheme based on land use andchterfarmation was adopted (McKenzie et al., 200&dcby Carré
et al., 2013). Details of the methodology for tlkéestion of soil sampling sites are given in th&€JRechnical Report
(2013). This approach allowed the selection of dangpocations proportional to the agricultural ¢hose, taking into
account that LUCAS survey does not cover areaseah®@0 m in elevation.

The sampling points resulting from the random s&lacwere reduced to 156 by expert judgment, ireesective of
efficiency to optimize time and costs (ICRU, 2008he final mean density of the sampling points &esund one
sample per 153 km

2.3 The sampling points

The sampling team was provided with a triplet ohposuitable for sampling, whose geodetic datura tha European
Terrestrial Reference System 1989 (ETRS89) (Anebal., 2001, cited by EUROSTAT, 2005). In ordentake either
the tracking with common GPS devices and the exghani information much easier, the sampling teawiddel to
refer to the World Geodetic System Datum 1984 (W83%by using the Transdat software (Killet Softwhrg.-GbR).
A triplet is a group of three LUCAS points that basommon properties such as slope, aspect andctaret. The
triplet concept was established by LUCAS projechadd alternative locations for the surveyor tolect a soil sample
should the initial point designated not be physjcatcessible (Carré et al., 2013). One of theethieferences chosen
by the surveyors became the theoretical point afpdiaag. In the case of inability to sample at tipa¢-determined
location, the sampling team selected a nearbyilmtateeping in mind that the target soil had taaheagricultural land
or a land interested by agricultural activity irethast, even in problematic areas as hills and tams The actual
sampling point was tracked and reported, along wimpling details and a description of the areae $ampling
campaign was carried out between September 201hahdune 2012.
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2.4 The sampling units

The sampling units were arbitrarily sized to havaass to be easily processed and measured. Eagirgaiocation
was considered as being overlaid by a 20 x 20 oh gtibdivided in 25 cells of 4 x 4 m. An exampleoog of the
possible randomizations is reported in Figure 2.

o [ ) o
1 2 3 4 9
[ ] o [ ]
6 7 8 9 10
® O ®
11 12 13 14 15
® ® o
16 17 18 19 20
® O ®
21| 22| 23| 24| 25

Figure 2. Conceptual diagram of the 20x20 m griddauded in 25 cells, from which 15 (shown by spotgre selected randomly
for sampling

Fifteen soil cores of 5.3 dx 30 cm were sampled in 15 cells selected by damnprocess. The 30 cm depth was
chosen to cover the soil portion interested byafecultural practices. The 15 cores were mixed lamghogenized in
field to meet a composite sample before analysechEsampling unit can be seen as cluster of fiftpeimts,
corresponding to an actual area of 8.0 ¥ b and a volume of 2.4 x T0 n?. Stones, vegetation and other coarse
material were removed in the field during the sangpprocedures (Cenci, 2008).

Once in the laboratory the soils were oven driedGatC until constant weight, disaggregated to plassugh a 2 mm
sieve, homogenized and then divided into two sulpéasrto be also sent to chemical analyses.

2.5 The analytical procedure

1.2 kg of the sieved soil was introduced in 1L Malii beaker for analysi§®Co, ***Cs,**'Cs and"K were determined
by direct gamma-spectrometry using a coaxial HP&edtor with relative efficiency (at 1.33 MeV 8€o) of 38% and

a resolution (FWHM at 1.33 MeV dfCo) of 1.76 keV. The peak -to- Compton ratio cated for the 1.33 MeV
photopeak ofCo is 70.8. The software used by the spectroméiajnds the Genie 2000 of the Canberra Nuclear.

The efficiency calibration was experimentally detared for 1L measuring geometry through certifiedrse (density
of 1.0 g cnT) containing gamma emitters of energy from 88 t@6l&eV. Each sample was measured for 60,000
seconds. The background was determined using biaraelli filled with 1L of distilled water and aempty one
under identical measurement conditions.

The radionuclide concentration was expressed asgBdry soil or Bg nf.

Bq kg' values were converted to Bg“nby the area and volume of the sampled unit anthénhypothesis that the
average soil bulk density &= 1.2 g cri:

Bq m” = Bq kg x 360.0 kg rif

All the measured activities were decay correctedhto reference date 21September 2011, the date of starting of
gamma analyses.

2.6 The correction factors

Despite the care taken in sample collection, sopiksample did not reach the volume of 1L (massldf kg)
corresponding to the nominal heiglh)( of calibration. To stick to the geometry of llgrrection factors @) were
empirically derived for the peaks at 661.7 ke\VV9€s and 1460.8 keV 8fK.

Cy is usually expressed as the ratio of spectronedfiiency for the nominal sample heighthg) to the one obtained
for the actual sample heighth) (Jodtowski, 2007):

_£l(hg)
" e(h)

40



This works on the basis that this ratio is fairpnstant above 400 keV (Debertin and Helmer, 198Bg efficiencies
for the various sample heightéh) were derived from the experimental efficiencyilmation through a semi-empirical
model as follows. In addition to the nominal sam@even measurement geometrie$ Were considered, wheie
corresponds to the soil mass of 0.50, 0.85, 0.9, 1..05, 1.10, 1.15 kg. Gamma ray spectrometysonements were
performed for each of the geometries. Sample heigbte the same as in spectrometry measurements.

Results were expressed as Bq Kbo) for the nominal sample and Bq kgh) for the actual samples. Their values
prove that the measured activity varies linearlthvthe sample height, in the range of mass anthfractivity under
study, showing a determination coefficieht 0.994 (Figure 3).
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Figure 3.1%'Cs activity in soil vs the soil mass

Correction factors were then calculated as:

_Ba kg~ (ho)
Bq kg™t (hg)

Where the sample material was less than 1.2 kggctount for the difference in the height of the gemthe results
from the gamma spectrometry were corrected asvistio

Bqkg='(hy)= Cn*Bqkg *(h;)

3. Results and discussion

The object of this monitoring work was to ascerttiia presence and the concentratiori%6b, *Cs, **'Cs and*’k
radionuclides in the agricultural soils of Lombadihereby providing baseline documentation ofcthreditions in 2011.
The activity measured in soil samples expresseavtbeage values of the radionuclides in the 0-30aymr, regardless
of their distribution along the soil profile. Allootamination values are associated with geograppimats, each of
which represents a 20 x 27 area.

3.1%°Co and™*Cs

No activity of®°Co and"*'Cs was found in the analyzed samples. The soiligctivas always lower than the minimum
detectable activity (MDA) for the method: 0.5 and@ Bq kg' for ®°Co and"*“Cs, respectively.

The absence ¢fCo proves that there was no uncontrolled dispokattiicial sources in the inventoried areas, whic
would had been followed by dispersion into the emwvinent. The absence &fCs, which was introduced into the
environment by the Chernobyl accident in 1986 xjsl&ned by its relatively short half-life, 2.06as, and by its low
activity, estimated at 5 kBq frin 1986 in northern Italy.

3.2%%Cs inventory

The concentration df’Cs in soils has been expressed as specific actwitly in kBq nf and in Bq kg dry soil. The
position indexes fot*’Cs, expressed as kBgnand Bq kg, are reported in Table 1. The frequency distrifnutyf the
values is reported, along with a box-plot, in Figdrand is expressed as kBd.m
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Figure 4. (a) Frequency distribution and (b) boatif *'Cs activity in soil samples, expressed as kBgimSeptember 2011

137Cs is detectable in all of the analyzed samples. Vetiues show a wide variability, ranging from aimium of 0.4 to

a maximum of 86.8 kBq f The position indexes of the frequency distributimve been calculated: the arithmetic and
geometric mean; standard deviations; mode; and@%Ae50", 75" and 95 percentiles. They are reported in Table 1 and
are expressed both as kBdf mnd as Bq kg.

Table 1. Position indexes f&¥'Cs activity, expressed both as kB&f and as Bq kgdry soil, for 156 soils in September 2011

Parameter kBq th Bq kg*
Arithmetic mean 9.0 25.0
Standard deviation 10.4 29.0
Geometric mean 5.8 16.2
Geometric standard deviation 25 2.5
Minimum 0.4 1.1
Maximum 86.8 241.0
Mode 3.0 8.3
25" percentile 2.9 8.0
50" percentile/Median 5.1 14.3
75" percentile 11.9 33.0
95" percentile 27.7 77.0

The arithmetic mean (9.0 kBgndoes not match the median (5.1 kB§)ror the mode (3.0 kBq ), indicating that
this is a non-normal distribution. The curve mustéda tail to the right because the median is Idten the mean. The
analysis of the frequency distribution (Figure Hyws a lognormal trend, as expected when the \#ltlee median (5.1
kBq m?) is closer to the geometric (5.8 kBg?than to the arithmetic mean (9.0 kB&)nas commented on by other
researchers (Blagoeva and Zikovsky, 1995).

This trend is confirmed by the Kolmogorov-Smirnd{+$) test, which shows that the distribution sigrahtly deviates
from a normal one (p < 0.05). The same K-S testopmed on the log-transformed data, log kBd, rehows that the
distribution does not significantly deviate frommarmal distribution (p > 0.05).

The most represented classes of soils are thokevaliies lower than 10 kBg h{Figure 4). This is confirmed by a'75
percentile value of 12 kBq n The values of the highest frequency class rarme 2 to 4 kBq 13, as confirmed by a
mode of 3 kBq . The median corresponds to 5 kB&.nThe 95" percentile value of 28 kBq fidentifies seven
outliers, with the highest activity, at 30.8 to 8&Bq m-.

Historically **'Cs in soils derives partly from the testing of matcl weapons in the atmosphere from 1945 to 1980 and
partly from the Chernobyl accident in 1986. Theatsfion density of*'Cs from nuclear weapons was estimated to be
approximately 5.2 kBq t at 40° to 50° North latitude at the end of th&a§ which decay corrected to 2.5 kB hy
September 2011 (UNSCEAR, 1982; 2000 Annex C). Tami*'Cs deposition density over northern Italy from
Chernobyl was estimated to be 10 kB im 1986, which decay corrected to 5.6 kB by September 2011. From the
above findings, the average value fBfCs in soils of northern ltaly can be mathematicadistimated to be
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approximately 8 kBg fhat September 2011. The data on the averages ebtairihis work are in good agreement with
the historical data, showing an arithmetic mea8.6f+ 10.4 and a geometric mean of 5.8 + 2.5 kBy(Tiable 1).
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Figure 5. Surface contamination of Lombardia terjity =*'Cs, expressed as kBg’m

The 156 geo-referenced points, accompanied by¥fis activity density in kBq i are reported on a map of the
Lombardia region (Figure 5). The region can bed#di into three longitudinal areas with the lowestaentrations of
137Cs prevailing in the Po Plain in the South, loweart 7 kBq rif, and the highest concentrations in the Alps and
Southern Alps in the North, at 22 to 87 kBdf.nit is known that>’Cs from nuclear weapon tests was injected into the
stratosphere and was deposited quite homogenewiitslyrespect to latitude. In contrast/Cs from Chernobyl was
released into the troposphere, and its depositidmibed very high spatial variability, concentrai in those
geographical areas subject to abundant meteor@pitaions, particularly in the Alpine valleys (Bgew et al., 2001;
Lettner et al., 2006).

The area in the North includes the seven soils thighhighest®'Cs activity: 30.8 - 86.8 kBq ™ which are the outliers
shown in Figure 4. The seven soils are located fitmarright side of Lake Maggiore to the westerresifl Lake Como

in the province of Lecco at 200 to 600 meters atmmaelevel. These soils are kept as lawn or paanaere classified
as grasslands in the CORINE LANDCOVER 2000 daté88AT, 2005). Their activity reflects the measurense
reported after the Chernobyl accident of 23-56 kBgin the area around Lecco and 11-23 kBg im the areas of
Como, Lugano and Varese (De Cort et al., 1998; ARBmbardia, 2003; 2006).

However the activity in the literature does notlaikpthe highest activity density of 86.8 kBd*nwhich was measured
in a sample in Como Province (Figures 4 and 5).ififegmation registered by the operator describesrganic, humid
soil in a foothill area. The chemical analyses gomthe high content of organic matter: 17.7 %slknown from the
literature that nutrient cycling and storage inaonig soil horizons leads to a much longer persigtarf radionuclides in
semi-natural environments in comparison with cali@d agricultural land (Myttenaere et al., 199% by Strebl and
Tataruch, 2007). However, in this case, the agtiviis so high as to suggest soil affected by semgnttansport
processes, such as lateral migration, erosion aadnaulation, which lead to @*Cs enriched soil”. These processes
have been described and studied by various aytespecially in the unprocessed mountainous sBitsircelot et al.,
2003; IAEA, 2004; Agnesod et al., 2006; Schaub lget2010). This hypothesis needs to be confirmedfibther
sampling in the surrounding areas.

The activity of**'Cs detected in the soils of the Lombardia regi@mfr2011-2012 turns out to be a measure of the
actual inventory, corresponding to the initial deiion minus the various ecological relocation @®ses that occurred
between fallout and sampling, as commented on t3s®@ and co-workers, who described contaminatiofustrian
soils with**’Cs (2001).

This confirms the importance of environmental maoriitg that documents the current conditions ofssdil would
allow policymakers to explain events such as thatuoed in early spring 2013 in Piemonte, a rediondering
Lombardia, when the presence of radioactivity ifdwioar was higher than permitted by internatidaad, which raised
concern among consumers.
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3.3%K spatial distribution
The concentration dfK in soils has been expressed as specific actinif§q kg* dry soil. The frequency distribution
of the values is reported, along with a box-plotiigure 6.
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Figure 6. Frequency distribution (a) and box-phtdf *°K activity in soil samples, expressed as Bl égy soil
The position indexes féfK, expressed as Bq Rgare reported in Table 2.

Table 2. Position indexes f8¥K activity, expressed as Bq kdry soil, for 156 soils

Parameter Bq Ky
Arithmetic mean 640.0
Standard deviation 150.3
Geometric mean 623.3
Geometric standard deviation 1.3
Minimum 241.8
Maximum 433.8
Mode 554.8
25" percentile 547.9
50" percentile/Median 616.5
75" percentile 719.7
95" percentile 898.6

The*K values range from 242 to 1434 Bq’kshow an arithmetic mean of 640 Bq'k@ standard deviation of 150 Bq
kg', a geometric mean of 623.3 Bqkand a geometric standard deviation of 1.3 BY Kbable 2). The frequency
distribution shows a short tail to the right, bhietK-S test demonstrates that the distribution doas deviate
significantly from either a normal or a lognormastdbution. This observation was also made by othghors about
the frequency distribution 6fK concentrations in soils and plants (Bunzl et2000).

The*K represents 0.012% of naturally occurring K in &eth’s crust, corresponding to approximatelyppg, while
total K corresponds to 18,400 ppm (Crustal abunelasrcClarke value: Fortescue, 1992, cited by Deit@apet al.,
2007). Theé"K concentration in soils can vary substantiallyhagieographic location, depending on the composition
the parent rock and on soil genesis in differematic conditions. According to UNSCEAR, the woddncentration of
“K ranges from 66 to 1150 Bq kgwith an average of 370 and a median of 400 BY(KiNSCEAR, 2000, annex B).
However, higher values 6% in soils are reported, for example, in north-easBrazil, where activity ranges from 541
to 3572 Bq kg and shows an arithmetic mean of 1827 and a gemnme¢ran of 1696 Bq kij(Dos Santos Junior et al.,
2005).
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Figure 7. Surface concentratitfi in Lombardia territory, expressed as Bq'kiyy soil

The values ofK activity in the 156 soil samples are reportedtioa Lombardia map, expressed as Bd Kgigure 7).
A wide spatial dispersion of high and low activitgn be seen both in the mountainous and plain megibhe three
highest values, the outliers in Figure 6, are fitim Prealps, in the provinces of Lecco, Bergamo Birescia. High
values are also recorded in other samples in thentains and on the plain, such as 884 Bd ikgthe province of
Cremona and 862 Bq Kgn Mantova, as well as 933 Bq kgn the Oltrepo Pavese hills in the province ofiRaVhe
two lowest outliers of Figure 6 are 242 Bq'kip the Po Plain and 272 Bqkgn a mountainous area on the western
shore of Garda Lake.

Most of the rocks that are widespread in the Algie#t are high-K calc-alkaline granitoids, whicke associated with
higher levels of natural radioactivity (APAT, 2008ome authors have measured natural radionudlidé® central
sector of the southern alpine domain of Lombandé,in the soils but in rock outcrops (De Capitanal., 2007). They
report values from 431 to 1243 Bqkon the eastern side of Como lake (Val Biandino) faagh 1295 t01479 Bq kb
in the mountainous region of Brescia province (Vadmpia) (De Capitani et al., 2007); these valugsea with our
data from northern Lombardia. Percentages of Kirenfrom 0.08-5.14% are also reported in rockdNorth Italy
along the Alps-Apennines transition (Chiozzi et 2D02). The percent K in the soils of this projesticulated by the
0.012% of**K in the earth’s crust, corresponds to 0.163-4.5¢8tyes that fall in the range measured by Chianzi
co-workers (2002).

Although, in general, the spatial variation in matuadionuclide concentration reflects geochemiifierences among
the parent rocks, it is not possible from the prasly mentioned findings to explain the variatiomshe concentration
of “% simply by the orographic location of the samplaaother variable that affects ti& concentration in soils is
the application of potassium fertilizers on mosttaf agricultural soils, the target populationto$tproject.

Various authors also refer to a correlation betwden*°K and clay content of the soil, given their seltyi and
fixation for the alkali cations (de Jong et al. 949 The results of this project confirm a positaarelation with clay
content and a negative correlation with sand cantexwever, neither is significant.

4. Conclusions

The increasing demand for agricultural soil datd #formation on a highly industrialized area, sash_ombardia, has
been met through a project that monitors potegtidtixic elements, organic pollutants and gammadangit
radionuclides. The results on the monitoringd®o, *3‘Cs, *¥'Cs and*K are discussed in this work. This is the first
survey in Lombardia based on LUCAS standard samplin

From the gamma analyses of 156 geo-referenceduitgrial soils in Lombardia, we can conclude théofeing:

The soils under study are free fr3%€0 and"*‘Cs pollution.

The™'Cs is ubiquitous, but it shows highly variable levef activity. The highest activity is in the mdaims and the
lowest on the plain.

The *'Cs activity of some samples suggests the presehaecamulation processes that lead to soils endichith
137Cs. Hence, monitoring to document the conditionesal years after deposition is important. Whilegassed soils
are generally subject to attenuation, unprocesseilsatural soils could undergo accumulation preess
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The spatial distribution of’K is rather variable and is affected by parent mteharacteristics and by potassium
fertilization.

The results from this project provide a baselinddoument the conditions present in 2011, which bél useful when
assessing future effects due to external factors.
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1.5 Conclusioni

Il monitoraggio dei suoli agricoli lombardi ha pegsso di raggiungere i risultati prefissati. Inné&uttd abbiamo avuto
modo di individuare le eventuali criticita preseastil territorio (sforamenti dei limiti legislatiche possono essere
ricondotti a situazioni naturali o a cause antrbg)¢ e in secondo luogo abbiamo predisposto una dliasonoscenza a
cui fare riferimento nelle fasi successive d'indei

Dal punto di vista generale abbiamo ottenuto unmattsrizzazione chimico-fisica dei 156 campionilevati, e in
particolare abbiamo confrontato le concentraziceglidelementi potenzialmente tossici con i limabellari imposti
dalla legge di riferimento, il Decreto Legislatit®2 del 2006 (D.Lgs. 152/2006), individuando e apdo di motivare
gli eventuali sforamenti. Per fare cid & necessaniche capire I'evoluzione dei suoli, la loro anigj determinando di
guale categoria essi facciano parte. Il Testo Udiotbientale (D.Lgs. 152/2006) prevede due tipologjidimiti da
applicare a terreni a destinazione d’'uso verde b privato, oppure a suoli destinati ad athivitdustriali. Anche se
non €& ben chiaro in quale delle due categorie ritemti terreni agricoli, il limite piu restrittivoviene determinato
considerando i valori di fondo naturale dei divelseimenti considerati. Uno sforamento di questdtdi@ imputabile sia
ad eventi naturali che non, mentre il limite piawto sarebbe da collegare esclusivamente ad aatropica.

In generale sono stati registrati diversi sforameet limiti piu restrittivi, specialmente per quarriguarda nichel (Ni),
zinco (Zn), cobalto (Co), arsenico (As) e rame (Qugaso dello stagno (Sn) € piuttosto particglamequanto nella
maggior parte dei siti campionati sfora il limitegislativo inferiore; questo € probabilmente dovatb un errore
nell’individuazione del limite stesso. Quando i stgmenti riguardano il limite tabellare A é diffecistabilire se la
causa sia naturale o antropica, in quanto taler@aliene fissato sulla base del fondo naturaletivelzai diversi
elementi. La concentrazione di fondo naturale dE@IT dipende strettamente dal materiale parerdalelove i suoli
superficiali hanno origine, ed & quindi possibiie @i siano delle situazioni locali in cui i valati fondo di determinati
elementi, come per esempio I'arsenico, siano nkerate piu elevati di quanto stabilito dalle norivati riferimento.

In un solo caso si é verificato il superamento luheite piu elevato. Si tratta di un campione proesite da una zona
situata immediatamente a ridosso di un rilievo mosb, e I'elemento in questione & I'arsenico. Rwssi quindi
affermare che il numero totale di sforamenti regisied i valori relativi consentano di giudicamente buono il livello
di qualita dei suoli agricoli lombardi dal puntowista degli EPT.

Per quanto riguarda gli inquinanti organici si somificati solo tre superamenti del limite tabe#laA del D.Lgs.
152/06 relativamente alla categoria degli agrofaintdorurati. In generale i dati ottenuti sono istatilizzati per
determinare la distribuzione degli xenobiotici arigaa livello generale.

Anche per le attivita enzimatiche analizzate insjaéase € stato possibile ottenerne la tendelizella regionale, utile
per la valutazione delle informazioni derivantildanalisi sulle aree appartenenti alla seconda fas

Nellambito della stesura di questa tesi si € \vmldare maggior spicco alla caratterizzazione cheidwardato un
particolare tipo di contaminanti: i radionuclidirgena emittenti.

Dall'analisi gamma dei 156 campioni di terreno ps® concludere ch®Co e**‘Cs non sono rilevabili. Per quanto
riguarda i punti esaminati non si € verificato a®lbandono improprio di rifiuti pericolosi, qualuglli ospedalieri, né la
presenza di elementi che possano far pensare @tirexédenti nucleari nelle aree geograficameriténe all’ltalia.

Il *'Cs & distribuito in maniera ubiquitaria con liveli attivita molto variabili, mostrando valori mgigri nelle aree di

montagna e minori in quelle di pianura. La distriome ricalca quella gia documentata in seguitdnaltlente di



Chernobyl, evidenziando ancor oggi che I'area mamggente colpita e stata quella nei pressi del @igbomo, sulla
sponda lecchese.

Dall’analisi & inoltre emersa la tendenza Hé&Cs a migrare orizzontalmente oltre che verticalmetéeterminando degli
accumuli nelle zone orograficamente predisposigimando quelli che ora si tende a definire “terramicchiti” di Cs
137. Da qui deriva un'ulteriore necessita di coné@analisi di monitoraggio, dovuta al fatto che¢ar non soggetti alle
lavorazioni potrebbero andare incontro ad un acdomiuquesto pericoloso elemento.

Il potassio 40 é presente in tutta la regione imigra proporzionale al contenuto totale dello stedemento, e dipende
dal materiale parentale presente nelle diverse, zibtre che dalle fertilizzazioni potassiche.

| risultati derivanti da questo approfondimentoniscono una linea di base che descrive la condiziefativa a questi

radionuclidi nellanno 2011, utile anche per fareyisioni circa i possibili sviluppi futuri.
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CAPITOLO 2: CARATTERIZZAZIONE CHIMICO-FISICA E BIOLOGICA DI U N
SITO DI INTERESSE NAZIONALE IN REGIONE LOMBARDIA

2.1. La caratterizzazione chimico-fisica della zondi interesse

L'area presa in esame si trova ubicata in direzism@-ovest rispetto alla citta di Brescia. In tatma, in seguito a
caratterizzazioni eseguite da ARPA e ASL, € emtspresenza di sostanze facenti parte della categei PCB,

diossine e altri inquinanti organici, oltre a disieelementi quali mercurio ed arsenico, tutte inaamtrazioni ben al di
sopra dei limiti di legge. Cido ha comportato I'inseento dell’area nell’elenco dei Siti di Interedsazionale (SIN) nel
2003.

Per effettuare il campionamento €& stato costruitoreticolo sull’intera area, con maglie quadratelado 200 m,

allinterno del quale sono stati prelevati 8 pyfigura 2.1.1).

T ‘~> 5
@ -
- S = ¥ i e
Figura 2.1.1. Po ne geografica e disposizioneigunti campionati

Tabella 2.1.1. Elenco dei parametri chimico- fisioalizzati nel sito SIN

Analisi chimico-fisiche

o pH
° Tessitura

° Capacita di Scambio Cationico

° C tot, organico e N

° C inorganico

° Macroelementi (Fe, Ti, Al, Si, Ca, K, P, Mg, Na)

° EPT (As, Cd, Co, Mo, Sb, Se, Sn, Tl, V, Zn, PbCGrMn, Ni)
o Hg

° Diossine, PCBs, PCB diossino-simili

Come previsto dalla legge nei SIN & proibito quesiipo di fruizione del territorio, percio i temi si presentavano
incolti al momento del prelievo.
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Dalle analisi effettuate (elencate Wrabella 2.1.] € emerso che la zona € caratterizzata da un pilaote tra
subalcalino ed alcalino, con valori compresi tfa & 8.0. La tessitura € mediamente composta dd#ndi sabbia, un
46% di limo ed un 10% di argilla, corrispondentiwath tipologia di terreno franco. La capacita @imsbio cationico &
generalmente medio-elevata, cosa che, considesatanze al pH, potrebbe indicare un tasso di satmazbasica
prossimo al 100%.

Come riportato nelldabella 2.2la sostanza organica presente € elevata; il regp@IN oscilla tra valori pari a 12,4 e
17,3, essendo quindi elevato in ogni punto. Queéstintomo di una tendenza alla stabilizzazioneadstistanza
organica a causa del basso contenuto di azoto.

L'analisi di spettrometria a fluorescenza a ragdiarivelato un contenuto medio di magnesio maggiispetto al 95°
percentile trovato in fase generale per la stestegoria di suoli (1.2%). Lo stesso vale per icuslil terreno dell’area
in questione rientra viene definito calcareo, datgercentuale di calcare superiore al 5% in diveunti [1].

Tutti gli altri macroelementi hanno contenuti paragbili ai valori riscontrati nei suoli lombardi.

Per quanto riguarda gli elementi potenzialmentesitoqTabella 2.1.4, la situazione & critica, come gia noto. In
generale gli elementi che hanno mostrato superamenltimiti di legge sono: arsenico, tallio, ranmeercurio, zinco e

piombo.

Tabella 2.1.2. Parametri agronomici analizzati

CsC N C Calcare Cinorg Corg C/N SO pH Argilla Limo Sabbia

meq/100 g % % % % % % % % %

SIN 1 23 0,26 3,2 <0,20 <0,02 3,2 12,4 54 77 94 42 48,7
SIN 2 18 0,15 24 <0,20 <0,02 24 16,4 4,2 7,7 6,7 43,3 0 5
SIN 3 17 0,20 49 15,6 1,87 3,0 15,2 5,2 7,8 6,6 50,1 343,
SIN 4 17 0,19 4,7 16,6 1,99 2,7 14,4 4,7 78 6,8 53,3 9 39,
SIN5 22 0,18 35 3,4 0,41 3,1 17,3 53 79 14,1 50,1 7 35,
SIN 6 20 0,14 2,2 0,58 0,07 2,1 15,3 3,7 7,9 9,4 39,1 551,
SIN 7 19 0,18 4,6 17,6 2,1 25 13,9 4,3 79 7,5 48,7 43,8
SIN 8 20 0,16 2,4 1,38 0,17 2,3 14,0 3,9 7,7 17,3 44,3 4 38

Tabella 2.1.3. Percentuali relative al contenutariacrolementi

Macroelementi

Na Mg Al Si P K Ca Ti Fe

% % % % % % % % %
SIN 1 0,57 2,0 8,3 25 0,14 3,0 2,7 0,50 4,0
SIN 2 0,58 2,1 1,69 25 0,15 2,8 3,1 0,44 3,5
SIN 3 0,47 2,8 7,0 22 0,12 2,7 7,5 0,31 3,6
SIN 4 0,48 2,8 7.4 23 0,15 2,8 7,3 0,35 3,6
SIN5 0,48 2,4 7,9 24 0,17 2,8 4,3 0,43 3,6
SIN 6 0,49 2,0 7,8 25 0,14 3,0 2,8 0,50 3,8
SIN7 0,46 2,9 73 22 0,13 2,7 7,2 0,35 3,5
SIN 8 0,55 19 9,1 26 0,16 2,8 2,1 0,48 4,0
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Tabella 2.1.4 . Valori relativi agli EPT indagatiigeriori ai limiti tabellari A e B D.Lgs. 152/20(8]

Elementi Potenzialmente Tossici

mg kg™ As T Pb Cu Zn Hg

SIN 1 21 A 0,51 107 A 179 A 208 A 0,71

SIN 2 30 A 0,43 89 69 147 1,64 A
SIN3 141 B 0,76 183 A 222 A 361 A 12,6 B
SIN 4 123 B 0,82 201 A 136 A 291 A 438 A
SIN5 53 B 0,76 168 A 134 A 240 A 6,7 B
SIN 6 24 A 0,46 92 71 135 1,47 A
SIN 7 21 A 0,64 139 A 75 199 A 0,39

SIN 8 156 B 21 A 650 A 213 A 625 A 18,6 B

L'arsenico supera in 4 punti il limite legislatitabellare A (20 mg Kk§: SIN7, SIN2, SIN6, SIN1. Nei restanti siti
supera invece il limite B (50 mg Ry con concentrazioni fino tre volte superiori ke timite. La media per I'arsenico
dei valori riscontrati in questo sito & circa 70 kuy. Nella fase generale tale elemento presentavaalamevdi fondo
per i Luvisols (categoria pedologica in cui il Stidade) pari a circa 23 mg Rge per i Cambisols disposti nella fascia
settentrionale della regione di 30 mg*kgia superiori a quanto previsto dal limite A @eLgs. 152/2006. Questo sta a
significare che in Italia, come noto, I'arsenicovedori di fondo piuttosto alti per motivi geologi¢ quattro punti SIN
che superano il limite A si trovano in accordo darsituazione generale, mentre per quanto riguaglati la cui
concentrazione supera il limite B, questa & ampraensuperiore ai valori di fondo regionali.

Da un punto di vista globale il contenuto di arseniei suoli superficiali varia da 0,1 a 93 mg-kegli Stati Uniti, da 4
a 150 mg kg nei suoli incontaminati del Canada, da 0,9 a 3,4gfgn Polonia e da 2 ad 80 mg ki Bangladesh [3].

| composti dell’arsenico sono facilmente solulilia la loro grande mobilita € limitata dall’adsorkemo da parte dei
minerali argillosi, dagli idrossidi e dalla sostar@rganica. L’arsenico in natura si presenta iemdivstati di ossidazione.
Esso e presente come As(0) e As(lll) in ambiediticenti, e la seconda specie & ben piu tossicabdenispetto all’
As(V) [3]. Le sorgenti antropiche di tale elemestno: attivita industriali coinvolte nella lavorame dei metalli, e
guelle chimiche basate su minerali contenenti fas®zolfo; combustione di carbone e I'uso di agnofaci, oltre che
dall'acqua di irrigazione e dallo spandimento dighi di depurazione delle acque reflue [3].

Altro elemento la cui concentrazione € superiot@vati di legge € il mercurio (Hg), il quale dovrbe essere al di sotto
di 1 mg kg* per il limite A, e al di sotto di 5 mg Kgper il limite B. Sei punti su otto sforano taliiti, due I'A e quattro

il B. E’ opportuno notare che questi ultimi sond gtessi che hanno superato il limite B per l'aisenLa
contaminazione da mercurio in questo sito &€ not@reha origini naturali. Dando uno sguardo ai safiscontrati e
paragonandoli a quelli ottenuti nella fase genesglene ha ulteriore conferma. Il SIN ha infatti wwtancentrazione
media di mercurio pari a circa 6 mgkgontro 0,12 mg k§a livello dell'intera regione.

Il mercurio € ritenuto un inquinante globale, la caratteristiche lo hanno portato ad essere itts@ella lista degli
“hazardous air pollutants” contenuta nell’ US Cle&in Act Amendments (1990). Le motivazioni risieadonella sua

tossicita, disponibilita, potenziale bio-accumubtemg all'interno dei comparti ambientali ed al rigclper la salute
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umana. La concentrazione media del mercurio aldivebndiale varia tra 0,58 e 1,8 mgkgessendo maggiormente
Sembra inoltre che la presenza di arsenico e merc@ punti a maggior concentrazione, ricalchi piame di
dispersione, come €& possibile notare néllgura 2.1.2 In Figura 2.1.3 a) & invece riportato il grafico della
correlazione tra i due elementi.
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Figura 2.1.3. Grafici di correlazione fra le concetrazioni di arsenico, mercurio, piombo e zinco reltive all'area SIN

Anche zinco (Zn) e piombo (Pb) hanno superatoitilidi legge previsti. Lo zinco in sei casi su of®IN1, SIN3, SIN4,
SIN5, SIN7 e SIN8) ha superato il limite A pari 801mg kg', con una media di 276 mg kgTale valore & doppio
rispetto a quello che rappresenta il fondo deetgrtuvisol da noi trovato in fase generale. llrplm supera il limite A
esattamente negli stessi punti visti per lo zirEesso ha mostrato valori pari al doppio e perfirgeavolte il limite di
100 mg kg Rispetto al fondo la media di 203 mgg pitl che doppia. Vale la pena notare che in itatisi il valore
piu elevato e stato riscontrato nel punto E8bella 2.1.4. Anche il rame ha riportato concentrazioni superi limiti
di legge, e sempre negli stessi punti gia precedesnte citati, con una media pari a 137 mg gpetto al limite di
120 mg kg Il valore di fondo per i suoli Luvisol & invecarpa 46 mg kg. Il tallio ha superato il limite A di 1 mg Kgy
con un valore pari a 2,2 mg kgnel punto SINS. Gli altri punti sono invece omngamente distribuiti intorno a 0,5 mg
kg' ed abbastanza in linea con i valori di fondo. émerale anche per gli elementi dove non sono ssantrati
superamenti ai limiti di legge, il punto s8 ha dstrato di possedere concentrazioni piu elevateversk rispetto alle
medie. Questo vale per i seguenti elementi: copakenio, cadmio, antimonio, nichel e stagno. iSessludono tali
valori, il sito SIN, in merito agli elementi appecigati, & in linea con i valori di fondo dei Luwgis.

La Tabella 2.1.5riporta i dati relativi alle concentrazioni dei cpasti organici rilevati nel sito SIN. Da un confton
con i limiti di legge si evince che, per quanto ceme le diossine solo il SIN7 ne € al di sotta. iR®mMposti diossino-
simili ci siamo riferiti allo stesso limite legishao imposto alle diossine, per mancanza di unrinfento di legge ad essi
specificamente attribuito; in questo caso nessumtgone € al di sotto. La maggior parte dei punpiesa il limite
tabellare B . Per i PCB solo il SIN3 supera il lienA.

Tabella 2.1.5. Concentrazioni degli inquinanti orgamlel sito SIN (*DLgs. 152/2006)

diossine DL-PCB PCB (ng ¢)
I-TEQ (ng kgY) WHOs-TEQ (ng kg')
SIN1 20 19.4 285
SIN 2 37 17.4 527
SIN 3 405 72 5179
SIN 4 132 19.9 1013
SIN5 229 21 1007
SIN6 14.4 8.7 234
SIN7 9.0 3.2 44
SIN8 544 58 2647
Limite A* 10 60 10
Limite B* 100 5000 100
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2.2 La speciazione e la disponibilita degli elemén

Il suolo si compone di vari costituenti chimici nganici ed organici, semplici e complessi, acidvifti ed umici,
minerali inorganici e fasi organiche condensate éeémpio umine, microflora, piante, bitumi...) chesgmo
partecipare a scambi con la soluzione acquosalairen La sostanza organica € un buon agente dpolessazione per
la maggior parte dei cationi divalenti e trivalewnfilesta sua capacita dipende dai gruppi funzi@ealienenti ossigeno,
ed ¢ influenzata dal pH. Oltre a complessare, $tasza organica € anche un agente riducente dilincat#nici e poli-
anionici, le cui forme ridotte vengono in seguitearporate tramite fissazione sui gruppi funzianAksieme al pH
fattori quali il potenziale redox, la presenza dstanza organica e l'attivita microbica incidondlsswoncentrazione,
mobilita, alcuni processi di accumulo e sulle toasfazioni che interessano i diversi elementi. Langosizione
isotopica, la struttura elettronica, lo stato diidazione, I'eventuale complessazione o struttuskecolare definiscono
la specie chimica di un elemento. Per speciaziomtende la distribuzione di un elemento fra digédirspecie chimiche
in un sistema [4].

Il Sito di Interesse Nazionale di Brescia ha mdetta presenza di un’elevata concentrazione t@édjeseudototale” di
mercurio ed arsenico. L'approfondimento che ci siapmoposti di fare a riguardo era la definiziondladeeale
pericolosita di questi due elementi.

L'arsenico & un metalloide ampiamente distribuiédl’ambiente (rocce, suoli, sedimenti, acqua dienauperficiale e
sotterranea, atmosfera ed organismi viventi), ilingresso nelle acque superficiali e potabili criggercussioni sulla
salute umana in diverse parti del mondo. La pesgitd dell’arsenico & legata alla sua forma chin{@ayanica,
inorganica) ed al suo stato di ossidazione, cosiecla sua mobilita. | cicli redox che possono aineenel suolo e nei
sedimenti sono fra le prime cause di passaggidadedinico nelle acque. La sua pericolosita € maggio forma
inorganica ed allo stato di ossidazione IIl. L’anise inorganico € stato classificato come apparteenal gruppo 1 delle
sostanze cancerogene per 'uomo [5]. Visto il liveli contaminazione presente nell’area in esaniéaato deciso di
approfondire la caratterizzazione del sito cone@emo I'attenzione soprattutto su questo elemerdatytando la sua

disponibilita e le diverse forme presenti. La paha® € illustrata nel paragrafo successivo.

v 2.2.1 Analisi della concentrazione di arsenico e auspeciazione attraverso l'uso dei
dispositivi DGT (Diffusive Gradient in Thin Films)

| DGT sono dispositivi in grado di accumulare sng&adisciolte, quali gli elementi potenzialmentssioi (EPT) da noi
indagati, restituendo poi un valore equivalenta &thzione bioaccessibile (disponibile) dell’elemerEssi contengono
uno strato di resina in grado di trattenere gliliéinanmerso in un layer diffusivo di idrogel, ai@ volta a contatto con
un filtro (Figura 2.2.1). Queste diverse parti sono contenute all’intetnona capsula di plastica, la cui parte a contatto
con il terreno (finestra) ha un diametro di 2 cnentne la base opposta di 2,5 cm. La resina ha pesssre di 0,4 mm,

il gel diffusivo di 0,8mm ed il filtro 0,135mm.

Messi a contatto con il suolo per 24 ore a tempesatontrollata, e recuperatane successivamentesina, se ne
determina il contenuto tramite analisi di spettromaedi massa, previa estrazione. La resina fedrily permette di

mantenere inalterate le forme chimiche di arseimeestigate [17]
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Figura 2.2.1 Immagine esplicativa della struttura @l dispositivo DGT (Diffusive Gradient in Thin Films

| DGT sono stati inventati a Lancaster da Bill Bai e Hao Zhang. La sigla DGT sta per: “diffusivadient in thin
films”. Nel nome € racchiuso il suo meccanismoutizionamento. Questo innovativo dispositivo di fid@asconsente di
guantificare attraverso le classiche tecniche Hbdatorio, la concentrazione accumulata in mandatrollata di
elementi e sostanze presenti nelle soluzioni dakana, quali metalli in traccia, fosfati, solfatiradionuclidi, sia in
termini di concentrazioni disponibili (bioacces$jbiche di flussi nel suolo, nei sedimenti e nelEue. Esso pud essere
utilizzatoin situ o ex situ.

La misura che si compie attraverso I'uso dei DGquélla del flusso medio di specie labili, duranteaerto lasso di
tempo. Per un certo tipo di resina, e per la dutamaporale del contatto, la concentrazione trovesiiiinterfaccia
(resina) pud essere direttamente correlata cofettefa concentrazione del metallo labile [6]. Q@esoncentrazione
dipende da qualsiasi fonte di quel determinato etem sia la fase solida, che la soluzione cirdelatel suolo. Il
rilascio di un elemento dalla fase solida dipend#adcostante di velocita per il trasferimento olugione, e dalle
dimensioni del pool labile in fase solida. Queste dattori vengono considerati ed espressi tramiteoefficiente di
diffusione D.

La composizione della resina viene scelta in fumzidell’analita investigato. Ad esempio per la difi@azione dei
metalli si usa la resina Chelex. Nel nostro cagesina utilizzata € costituita da ferrihydriteHEBGT) specifica per la
determinazione delle forme di arsenico e fosfaff,[18] .Essa si trova a contatto con uno stratadobigel di
polialcrilammide ed un filtro, attraverso il qudleiscono gli analiti, per giungere alla resinasstumularvisi

Per il loro utilizzo i DGT devono essere inserii suolo una volta che questo abbia raggiuntopaciéa di campo. Nel
caso di una applicazione in laboratorio € necesshsporre di un certo quantitativo di terrenoqulale va saturato e
ben mixato, in modo da assicurare I'omogeneit&otitenitore utilizzato pud essere un semplice fodidoottiglia in
plastica, forato in modo da lasciare defluire 'agdn eccesso. Lo spazio sufficiente & costitud®dm tra il filtro ed i
lati del contenitore, per un’esposizione di 24 @ginché il contatto con il suolo sia ottimale efficace, € necessario
che non permangano bolle d’aria e che il terrenofooriesca dai fori.

Il principio di funzionamento di tali dispositivilBrevemente descritto di seguito [7]. La resinateouata nei DGT lega i
soluti diffusi attraverso il gel diffusivo, rimuomdoli dalla soluzione circolante. Questo creara#ino di tale gel un
gradiente di concentrazione lineare, che a sua daltiuogo ad un flusso costante verso la reshadetermina il tasso
di accumulo nella stessa, dal quale verra calcdmt@oncentrazione dell'analita all’esterno delpdisitivo. La
concentrazione dell’analita nella soluzione cirotdaadiacente al DGT viene progressivamente dit@ndal flusso
verso lo strato di idrogel, coinvolgendo via viazene adiacenti. Gli analiti migrano verso lo sirdi terreno piu

adiacente al filtro, generando un flusso guidatiogdadiente di concentrazione formatosi all'intemh@ gel diffusivo,

56



diminuendo di quantita col passare del tempo: lmimlizione di concentrazione nella soluzione cinotda
immediatamente prossima allo strato diffusivo ganara mobilizzazione di soluti dalla fase solida.

La quantita di analita che verra quantificata neflsina, costituisce la massa di elemento accumplat unita di area
della resina stessa. Tale valore diviso per il ®mlipcontatto da il flusso medio temporale dalluzaone circolante alla
resina.

In base a quanto previsto a livello teorico abbigmuceduto operativamente miscelando i nostri camii terreno
dopo averli saturati con acqua, e lasciandoli aattmper 24 ore coperti con parafilm. Trascor$e peeriodo di tempo
abbiamo applicato i dispositivi DGT, creando unliggto per ogni campione, e ponendoli nel termosta®3°C per
altre 24 ore. Al termine abbiamo preso nota delptereffettivo di contatto trasformandolo in secoreli & stata
recuperata la resina successivamente sottopossti@azione utilizzando 15 ml di HN@®3% Sigma, suprapur) 0,28 M
con piastra di grafite Digiprep (DIGIPREP, Scp &cies Quebec, Canada), per 90 minuti a 95°C. Questdinazione
consente di mantenere intatta la speciazione dedaco contenuto nella resina, cosi come ripoitaf5, 16, 17].

In seguito alla mineralizzazione si & proceduto edfittuare una diluizione prelevando 2 ml di campioed
aggiungendo 4 ml di 0 MilliQ.

Sui campioni cosi preparati abbiamo eseguito uligirdi speciazione attraverso HPLC-ICP-MS (HPLMQAgilent
Technologies, Tokyo, Japan), con una colonna a lsicagnionico PRP-X100 (Hamilton). Le specie indagsono:
As(ll), As(V), monometil-arsano (MMA) e dimetil-eano (DMA). La fase mobile utilizzata era compakh66% di
acido ortofosforico (pH 6 con Nyal 30% v/v) 80 mM, 32% metanolo e 2%®MiIlliQ.

Per il calcolo delle concentrazioni di arsenicoteonte nei DGT é stato necessario partire dai vat@nuti dall’analisi
di speciazione. La concentrazione dell'arsenico) si ottenuta, per ogni specie, moltiplicata ibeolume di acido
(Vol) usato in fase di mineralizzazione, e diviser pl fattore di eluizione (fe) pari a 0,8, resite la massa

dell’elemento intrappolata nella resina:
_ CesVol
fe
La concentrazione dell’arsenico nella soluzioneatante ottenuta con il dispositivo € poi dataalatiguente formula:
_ M*Ag
C D* A%t

dove M é la massa calcolata in precedenza, g lesspe dato dallo strato di gel diffusivo e dakdil{0,8+0,135 mm), t

MM

& il tempo di esposizione espresso in secondiaked del esposta (3,14 9me D il coefficiente di diffusione.
Quest'ultimo parametro deve essere riferito allatgo specie indagate. Nel nostro lavoro abbiamusiclerato dei
valori ottenuti da Fontanella et al.[8] per le farinorganiche, mentre per MMA e DMA i valori sortatsrecuperati da
Osterlund 2012 [9]Tabella 2.2.2.

Tabella 2.2.2. Valori dei coefficienti di diffusie per le diverse specie di arsenico.

Specie Coefficiente D ( *focm2*s?) a 23°C
As(ll) 4,90 +0,05
As(V) 5,95 +0,30
DMA 6,30 £0,52
MMA 6,10 £ 0,21

57



Nella Tabella 2.2.3sono riportati i risultati ottenuti, mentre FEgura 2.2.2 mostra un esempio di cromatogramma
ottenuto per un campione, con i due picchi relagiViarsenico inorganico (As(lll) ed As(V)), ed wiccolo picco

corrispondente allMMA. La quantita totale di arsenpresente nelle soluzioni analizzate & princigadte costituita

dall’As(V).

Tabella 2.2.3. Speciazione dell'arsenico e percaletulevata mediante i dispositivi DGT.

Cdgt As(lI1) Cdgt As(V) Cdgt DMA Cdgt MMA tot pseudo-tot (A.R.)
1 1 1 1 1 1 % As AR in soluzione
ug kg ug kg ug kg ug kg ug kg ug kg
SIN1 13,30 6,23 4,42 0,46 24,41 21000 0,12
SIN2 21,30 89,01 11,13 0,39 121,82 30000 0,41
SIN3 13,74 54,46 11,34 0,70 80,24 141000 0,06
SIN4 21,92 264,39 12,82 1,00 300,13 123000 0,24
SIN5 15,88 161,66 10,95 0,96 189,44 53000 0,36
SIN6 18,68 24,64 8,86 0,40 52,59 24000 0,22
SIN7 8,36 12,76 9,00 0,39 30,51 21000 0,15
SIN8 21,37 448,51 13,87 1,07 484,82 156000 0,31

Il D.Lgs. 152 del 2006 stabilisce che il limiteaintaminazione delle acque sotterranee per I'arsentale & pari a 10
ug kg' (ppb), mentre, come gia accennato, per i terrama nell’'ordine dei mg kg (ppm). Si evince quindi che la
quantita di arsenico totale ritrovata nelle soloziestratte attraverso I'uso dei DGT supera il témdi legge per tutti i

campioni. Le concentrazioni determinate mediantstjuispositivi rappresentano infatti le quantitée sono in grado
di passare dalla fase solida al comparto acquoso.

70000 - SIN2 DGT As(V)
60000 -
50000 4 As (I11)
£ 40000 |
=
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~ 30000 -
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10000 -
0
R R R A e N R N B
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Figura 2.2.2. Cromatogramma di analisi di un campine raffigurante i picchi relativi alle diverse speie di arsenico presenti.
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2.3 Caratterizzazione biologica del sito SIN

La Tabella 2.3.1mostra I'elenco dei parametri biologici caratteaitz nell’area SIN.

Tabella 2.3.1. Elenco dei parametri biologici azafati nell'area SIN

Parametri biologici
° Valutazione della biodisponibilita dei composti dgiso-simili e delle diossine
° Valutazione potenziale genotossico
° Attivita microbica e fertilita biologica
° Attivitd enzimatica
° Caratterizzazione comunita protozoi ciliati
° Caratterizzazione comunita lombrichi

Dal punto di vista chimico-fisico I'area SIN & siamente la zona maggiormente impattata per la prasdi diversi
EPT e xenobiotici organici, con concentrazioni sigeeai limiti di legge.

| parametri biologici indagati successivamente loap@rmesso di fare alcune considerazioni circapldtto che un tale
livello di contaminazione puo avere su diversi oigeni viventi, e di conseguenza sulla salute delsu

La Figura 2.3.1mostra i risultati ottenuti dal test condotto d¢olniosensore (DR-CALUX) per verificare la rispostha
presenza e disponibilita delle diossine e dei catipdiossino-simili. Il sito SIN5 & quello che ha&tdrminato la
maggior risposta in termini di concentrazione wtdklle sostanze indagate, mentre il SIN3 ha ptateita loro
maggior biodisponibilita, seguito dal SIN8.

Per quanto riguarda la valutazione del potenzielotpssico delle sostanze presenti nel suolo,amplesso i risultati
ottenuti indicano la presenza di sostanze poteneiate genotossiche nel suolo, che non influiscootta s
soprawvvivenza e crescita del bioindicatore usaifogtio) perché probabilmente sono poco biodispdnill tipo di
contaminazione qui presente dovrebbe indurre watdedanno genotossico. Si riscontra invece un alanoderato in
qguanto il pH alcalino limita sicuramente la biodigfbilita degli inorganici e probabilmente moltirgeneri di PCB
presenti possiedono un alto numero di atomi dicctdre li rende meno biodisponibili rispetto ai PEBassa clorazione.
L'unico punto per il quale si ha un risultato chentra nella classe di valutazione “genotossical 8IN8, il sito

maggiormente contaminato. Il disturbo si manifestaello radicale.
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Figura 2.3.1. Risposta del biosensore DR-CALUX allérazione totale e biodisponibile nei campioni desito di interesse nazionale (SIN) di
Brescia
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Tabella 2.3.2. Risultati parametri biologici sitdNs Som(Sostanza Organica); Toc(Carbonio Organica@siR bas(Respirazione
basale); Resp_Cum(Respirazione Cumulativa); C_mioni@ssa Microbica; Qm (quoziente di mineralizzaejprgCO2(quoziente
metabolico); Ibf(ndice di fertilita biologica). Riunteggio assegnato al parametro.

sigla f/? P Rgzn'fas p Res /OC“m P %rg'rf]r P gM% P lq(fzoh?l P Ferilita IBF

SNL 24 4 81 2 329 3 43 1 14 2 7.8 1 media 13
SN2 16 3 64 2 279 3 51 1 17 2 0,52 1 stess 12
SIN3 23 4 63 2 269 3 26 1 12 2 0,99 1 media 13
SIN4 23 4 154 4 328 3 115 2 14 2 0,56 1 media 16
SINS 20 4 114 3 388 3 34 119 2 1,41 1 media 14
SIN6 14 2 88 2 289 3 12 1 21 3 3,0 1 stress 12
SIN7 23 4 135 3 282 3 237 2 12 2 0,24 3 media 17
SINS 20 4 136 3 302 3 58 1 15 2 0,97 1 media 14

Dal punto di vista della fertilita biologica tuttpunti hanno mostrato condizioni medio-basse. Eitiezertono in stati di
stress-preallarme. Per arrivare a tale definizeom® stati presi in considerazione e valutati usedj parametri:

- TOC: carbonio organico totale; da tale valoressibile ricavare il tenore in sostanza organica;

- Cmicr: € il carbonio immobilizzato nella biomass&robica, rappresentandone una misura direttpatita;

- Res bas: respirazione basale, stima della @ttmgtabolica della popolazione in termini di arddrearbonica prodotta;

- gM: quoziente di mineralizzazione dell’azoto emssivo rilascio come forma inorganica dalla sosteorganica del
suolo;

- qCQO,: quoziente metabolico, relaziona I'attivita e lendnsione della biomassa microbica.
Anche il coefficiente microbico Cbhio € un importannezzo attraverso il quale valutare la saluteadedipolazione
microbica presente [9]. Si tratta del rapporto petoale tra il C microbico e il C organico relatad ogni punto. La
Tabella 2.3.3mostra i valori ottenuti. Come € possibile notaodo in SIN7 il Cbhio assume un valore normale, in

accordo con il maggior punteggio di IBF ottenutialatesso punto. Per tutti gli altri siti il Cbéodecisamente basso.

Tabella 2.3.3. Valori di Chio dei punti del sito SIN

punto | SIN1 SIN2 SIN3 SIN4 SIN5 SIN6 SIN7 SINS
Chio
(%)

002 o032 011 05 017 0,08 103 0,29

Occorre segnalare che la popolazione microbicaeptesnell’area SIN € la piu bassa delle sette m@gate nella
seconda fase del progetto. Tutti i punti campioriatidevano in terreni incolti dal 2003 (anno didrimento nella lista
dei Siti di Interesse Nazionale). Il cambio di wke suolo pud aver influenzato negativamente guestametro.

In generale nell'area SIN la disponibilita di sosta organica &€ abbastanza alta, ma abbiamo gi® amato di
constatare che la carenza di azoto comporta ufiecdttid di utilizzo da parte dei batteri, come appdai tenori assunti
dal quoziente di mineralizzazione gqM nellabella 2.3.2 La stessa conclusione viene supportata ancheadtai di
attivita enzimatiche ottenuti ed illustrati in ségul grafici radar nell&Figura 2.3.2 riassumono i valori ottenuti per i

parametri facenti parte del calcolo dell'IBF.
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Figura 2.3.2. Grafici radar costruiti a partire dai diversi parametri costituenti I'indice di fertilit a biologica (IBF) relativi ai punti SIN

Le attivitd enzimatiche analizzate sono state regp® alla quantita in g di carbonio organico dhiogampione. La
Tabella 2.3.4ne riassume i risultati. Nell'area SIN le attivitélla leucina aminopeptidasi e dell'esterasi riamir nella
terza classe di valutazione. Cio significa che soraprese tra i valori pit bassi fra quelli risaatitper I'intera regione,
situandosi fra il 25° ed il 50° percentile. La ospa dell’esterasi, come gia accennato, € la pnergée ed esplicativa
della situazione complessiva. La leucina aminoplegtie invece correlata con la presenza di azdt@m questo caso i
suoi bassi valori sono ben correlati con quantoorifrato attraverso il calcolo del rapporto C/N.bfmo visto infatti
che in tutta I'area SIN tali valori sono al di saptell'optimum (compreso tra 9 e 11), situazione sta a indicare una
certa tendenza alla persistenza della sostanzanioegin campo a causa della carenza di azoto. d-itael attivita
rappresentate la betaglucosidasi &€ quella cheuagegivalori piu elevati; le glucosidasi rappreseatgli enzimi chiave
del ciclo del carbonio. Idrolizzano la sostanzaaoiga liberando residui glicosidici (glucosio oa#bsio) utilizzati dai
microrganismi del suolo come fonte energetica. Hdifvita in molti suoli risulta significativameniorrelata con le

pratiche agronomiche. Occorre considerare cheéréein questione sono incolti.
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Sorprendentemente la correlazione con gli inquiniantganici non ha mostrato risultati significatiQuesto significa
che il notevole contenuto totale di alcuni inquihiacome ad esempio il mercurio, anche quando ptese quantita
piuttosto rilevanti, non ha provocato riduzioni refigcative dei parametri biologici. Come abbiamaoa gnotato

esaminando i risultati relativi all’attivita micraia, sono solo due i siti in condizioni di stre€aesto risultato pud
essere spiegato in diversi modi. Innanzitutto la chimica in cui sono presenti gli elementi toispbtrebbe essere
relativamente poco disponibile per i microrganismmolto probabilmente il pH piuttosto elevato gioga ruolo

determinante. In secondo luogo potrebbe esseria si@a selezione dei microrganismi del terreno.i@wente una

causa non esclude l'altra.

Tabella 2.3.4. Attivita enzimatiche riscontrate llageéa SIN (da sinistra: fosfomonoesterasi acidasfbdiesterasi, pirofosfato-
fosfodiesterasi, leucina aminopeptidasi, arisulftachitinasi, betaglucosidasi, acetato esterasisfémonoesterasi alcalina)
(nanomoli di 4-metilumbelliferone per g di CO)

acP bisP piroP leu aryS chit b-gluc ester alkP
SIN 1 1774 1204 222 855 63 253 380 71337 7761
SIN2 1905 1656 290 1035 41 538 456 71846 9690
SIN3 1024 660 132 859 33 66 429 49766 5845
SIN 4 1368 1035 185 1183 37 259 481 59384 7136
SIN 5 1461 1234 195 844 32 227 422 55101 8247
SIN 6 1584 1025 186 1118 47 280 466 53899 7034
SIN7 1727 1165 281 1325 40 120 482 63814 7871
SIN 8 1330 931 133 1152 44 310 753 59785 8553

Per quanto riguarda la caratterizzazione della cot@ualei protozoi ciliati nel sito SIN, I'analistlativa allo studio della
composizione tassonomica ha consentito di ideatidigoer gli 8 punti campionati, un totale di 46 ceeli protozoi
ciliati, rappresentanti 20 generi e 10 ordigti¢hotrichida, Sporadotrichida, Urostylida, Hetériohida, Armophorida,
Haptorida, Colpodida, Cyrtolophosidida, Microthoiida, Chlamydodontida L'analisi SIMPER ha messo in evidenza
le 12 specie che forniscono un contributo cumudagiari a circa il 73% alle comunita di ciliati pesdi nel sito, e che
per tale motivo sono state definite come “domirfaedi utilizzate per le successive analisi multiggei E’ inoltre da
mettere in evidenza che tra le 12 specie domidangiime 5 sono specie a selezianeon un contributo totale pari a
circa il 51%. Sulla base della lista delle spe@enthanti & stato calcolato W@YP index complessivo pari a 1. Proprio
per la dominanza di specie a selezione r, valogjugisto indice superiori o uguali a 1 indicano tehbineno stabili e
meno adatti alla vita dei protozoi.

Il maggior numero di specieéS€ 31) é stato rinvenuto nel sito SIN5 che insiemesitd SIN8 registra anche le
abbondanze maggiori (>5000 ind-hdi percolato di suolo), a dispetto della maggi@senza di inquinanti organici ed
inorganici. Il sito SIN4, al contrario, registraniinor numero di speciest 14) e la minore abbondanza. Il punto SIN1
presenta i valori piu elevati ¢’ (indice di diversita di Shannon-Wiener) €indice di equitabilita di Pielu) ed il punto
SIN5 il valore maggiore di ricchezza di spegi@icchezza di Margalef). Il punto SIN4 presentalori pit bassi dH’,
deld

Al fine di identificare eventuali parametri abidtimaggiormente coinvolti nella strutturazione detlemunita di
protozoi ciliati identificate, € stata applicatdAmalisi delle Corrispondenze Canoniche (CCA). Pamalisi sono state
utilizzate le matrici dei dati biotici relative allabbondanza delle specie, previa trasformazioneradice quadrata e
quelle relative ai parametri abiotici (chimico-fise contaminanti) previa trasformazione logarienécnormalizzazione.

Nel diagramma di ordinamento della CCA appare ehspecie caratterizzanti i punti del sito sono @palmente
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specie opportuniste a selezionelL’analisi di CCA conferma, pertanto, la minodoneita di tale sito per le comunita
dei ciliati, denotando maggiori condizioni di insii&a.

Un'ulteriore analisi, la “Generalized Procustes Ke&” (GPA) é stata successivamente effettuatavpkrtare il grado
di accordo (consenso) tra le tre matrici di datiotibi: abbondanze ciliati; abiotici: parametri otico-fisici e
contaminanti) e per identificare, inoltre, qualengmnente abiotica (parametri chimico-fisici, contaamti) potesse,
eventualmente, contribuire maggiormente (o egualengartecipare) alla strutturazione delle comunlitgprotozoi
ciliati nei punti del monitoraggio. butput finale della GPA & una configurazione di consenke viene ottenuta
mediante un processo di trasformazione (es. ratgzitraslazioni, ridimensionamenti) a partire dathatrici di dati
originali. La GPA indica che entrambe le componettiotiche (chimico-fisiche e contaminanti) contligrono in
maniera sostanzialmente egualitaria alla struttor@zdelle comunita dei protozoi ciliati nel sitn.sintesi, le variazioni
rilevate nella composizione quali-quantitativa detiomunita dei ciliati sono correlate con entrarfde&omponenti
abiotiche: parametri chimico-fisici (in particoldeetessitura) ed i contaminanti.

Dal punto di vista della comunita dei lombrichirBa SIN ha mostrato alta variabilita di biomassteesita. | punti in
cui essi erano piu abbondanti erano quelli podtiiiezione sud (SIN1 e SIN2), mentre i punti comiaor abbondanza
erano SIN4, SIN 3 e SIN7.

La struttura funzionale della comunita dei lombriphr i siti SIN1 ed SIN2Kigura 2.3.3 era altamente rappresentata
dal gruppo endogeo (80%), mentre il restante 20equamente ripartito tra il gruppo anecico e quetligeo. SIN5,
SIN4 e SIN7 erano simili, ma la frazione di gruggggeo era bassa e sembrava rimpiazzare il grapecico.

Le comunita in SIN6 e SIN3 erano simili (e moltdfetienti dagli altri punti), con bassa presenzagtebpo endogeo
(<15%). Il sito SIN8 spicca con una ugual propangialel gruppo endogeo ed anecico. Quindi, non pseére stabilita
nessuna relazione tra la struttura funzionale dml@unita di lombrichi e la posizione relativa geinti all'interno
dell'area.

Nonostante i siti SIN1 ed SIN2 avessero una straitfunzionale simile e la posizione geografica éosgina, le
strutture tassonomiche erano molto diverse. Sildlleito dotato della maggior ricchezza di spéi@d siti SIN.

La struttura tassonomica dei siti SIN6 ed SIN8s#nale, mentre differivano altamente in terministiiuttura funzionale,
biomassa e densita.

La PCA condotta con le analisi del suolo ha distrato il sito SIN8; questo pud essere dovuto achaieme di metalli
pesanti a concentrazioni elevate, specialmenteymamto riguarda il piombo.

L'arsenico era negativamente correlato con la dirdlle specid.. castaneud.C e Ap. meridionalisNCM: qui la
concentrazione dell'arsenico eccede i valori lingitevisti dalla legge, sia il tabellare A che qoeder i siti ad impiego
industriale, tabellare B (D.Lgs. 152/2006), in S2, S6 e S7. L'alta diversita del sito S1 ci faieaphe I'arsenico ha

effetto sulla differenziazione dei taxa dei lomhric
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Figura 2.3.3. Composizione percentuale dei tre gryg funzionali nell'area SIN

L'area SIN corrisponde al sito maggiormente contett da metalli pesanti dell'intero progetto. Namoge cio, i
parametri relativi alla comunita dei lombrichi (d@&g, biomassa e diversita), non hanno dato inthoazdel livello di
contaminazione. Tuttavia la variabilita della cont@umella zona era notevole in prossimita deiditampionamento.
Questa area pud essere un esempio della capacitandarichi di resistere alla contaminazione, com& caso
dell’arsenico: i nostri risultati dimostrano chémbrichi sono ampiamente adattati alle sue altecentrazioni, e che
tale adattamento non e specifico di una speciedémsita e la diversita dei lombrichi puo essereegata dalle
condizioni di basso disturbo dovuto all’assenzidorazione dei suoli, che promuovono I'adattametgle specie.

A partire dai risultati ottenuti dalla caratterizazane dei parametri biologici descritti & stato gibdge costruire dei
grafici a radar mediante i quali avere una visigeaerale sullo stato di qualita e salute dei stenihpionati in questo
sito. Accanto ai radar relativi ai parametri biagbbiamo riportato anche quelli per la descngiaegli EPT e degli
inquinanti organici. Nelle pagine seguenti vengaportati i grafici radar di ogni punto campionatell’area SIN.
Nonostante le condizioni qualitative estreme inl@rea versa a causa dell’elevata presenza dinagti, la salute del
suolo non appare compromessa. Ovviamente occomesotiovalutare qualche campanello di allarme ixelaglla

fertilita biologica ed alle attivita enzimatiche plinti che perd non sono quelli maggiormente ciodfait punto di vista
chimico.
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Figura 2.3.4. Grafici radar per la valutazione deirisultati ottenuti per tutti i parametri chimi, fis ici e biologici indagati
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2.4 Le tecniche bioanalitiche — applicazione di seari bioluminescenti per
valutare la biodisponibilita di arsenico e mercurio in un sito di interesse
nazionale

Il Sito di Interesse Nazionale da noi preso in @grszione € stato sottoposto a svariate tecnicledegine volte a
raccogliere pit informazioni possibili circa il sstato generale ed il livello di contaminazione.dhla della semplice
quantificazione degli inquinanti e degli altri elenti indagati, ci siamo posti I'obiettivo di verdéire la mobilita di due
elementi in particolare: I'arsenico ed il mercuri@a Figura 2.4.1 mette in evidenza le diverse analisi che si possono
svolgere e le relative informazioni che ne scaton®. La mobilita degli elementi dal suolo versioadfri comparti &

un passo saliente che li rende potenzialmente sibdeagli organismi viventi.

Attraverso l'uso dei dispositivi DGT abbiamo finostimato il quantitativo di arsenico (As) che dabk passa in
soluzione. In questo paragrafo viene invece prasgfiapplicazione di una tecnica bioanalitica peemette di valutare

la bioaccessibilita dell’As e del mercurio (Hg) geeti nel sito, nel nostro caso nei confronti didraingegnerizzatik.

coli).

Concentrazione pseudo-totalecon acquaregia
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Figura 2.4.1. Immagine esplicativa dell'insieme danalisi che si possono effettuare per determinarediversi tipi di concentrazione di un
elemento: totale, pseudo-totale, speciazione, frazie disponibile e bioaccessibile.

Si tratta dei biosaggi, tecniche bioanalitiche elifreittano I'applicazione di organismi viventi o parti di essi per
quantificare uno specifico segnale che sia sintaleta presenza di sostanze inquinanti. Tra gli afiipper esempio
vengono usati lombrichi ed uccelli [10].

Gli organismi impiegati in questo tipo di analisn® quindi dei veri e propri sensori. Nel nostresaai siamo serviti di
un ceppo dE. coli (MC1061) ingegnerizzato per la produzione di lursoenza grazie alla presenza di due plasmidi
(parsluxCDABE e pmerRIuxCDABE) [11]. Il batterio quindi in grado di produrre luminescenza con uefisita
proporzionale alla concentrazione del mercurio Wadsenico presenti in soluzione. Per monitoraaevitalita dei
biosensori e considerare qualsiasi altro effetteeeso sulla produzione di luminescenza (per eseropiceffetto
background), abbiamo utilizzato un ceppdEdicoli pDNIux non ingegnerizzato in grado di produrre lnesicenza in
maniera costante ed indipendentemente. Un calmidisione da parte di tale ceppo controllo pud deeivdalla morte
degli organismi a causa di concentrazioni tropmvate degli inquinanti presenti in soluzione. Amda risposta dei

sensori € legata alla concentrazione dell’elempetocui sono stati ingegnerizzati, ed € importazhie tale legame sia
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univoco, ovvero che la luminescenza prodotta dasicamente dall’analita di interesse. Nel nostasoci ceppi
utilizzati non vengono interferiti da altri element

Altra questione importante & rappresentata daitilidii rilevazione e quantificazione, ovvero quetlencentrazioni
minime che sono rilevabili da parte dei sensoripraho caso (limite di rivelazione), e che compoaaina risposta
qguantificabile tramite emissione del segnale lwsaente, nel secondo.

Come verra poi spiegato dall’articolo proposto iresto capitolo, I'uso dei batteri bioluminesceitthiede innanzitutto
un’estrazione fatta con acqua MilliQ. Per capiré geantitativi degli elementi estraibili con acdiassero sufficienti al
funzionamento dei biosensori, abbiamo deciso diduae una prova, analizzando successivamente lazisal
risultanti mediante spettrometria di assorbimerttmméco AMA per il mercurio e attraverso cromatograliquida
accoppiata alla spettrometria di massa HPLC-ICPpdiS’arsenico totale e speciazione.

Le concentrazioni di mercurio rilevate nelle sotuei (dati non presentati) sono risultate superirilimite di
guantificazione per i batteri bioluminescenti trmvan letteratura [13] . LZabella 2.4.1mostra invece i risultati che si
riferiscono alle diverse specie di arsenico edizl¢.

Tabella 2.4.1. Speciazione dell’arsenico negli p@oni dell’area SIN e relativa percentuale estrat@mite slurry.

As(I1l) DMA MMA As(V) tot

ug kg* ug kgt ug kgt ug kg ug kg % estrazione
SIN1 <0,04 <0,01 <0,03 2,32 2,29 0,06
SIN2 <0,04 <0,01 <0,03 17,8 17,8 0,30
SIN3 0,21 0,16 0,14 36 36 0,13
SIN4 0,10 0,08 0,10 62 62 0,23
SINS 0,12 0,10 0,10 37 37 0,27
SING 0,25 0,07 0,08 4,6 4,5 0,10
SIN7 <0,04 <0,01 0,09 1,74 1,70 0,04
SIN8 0,22 0,05 0,06 134 134 0,45

Abbiamo inoltre avuto modo di verificare che le i@ totali di arsenico ricavate per mezzo di éalirazioni sono ben

correlate ai risultati ottenuti mediante I'applicaze dei dispositivi DGT, come mostratoFigura 2.4.2.
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Figura 2.4.2. Correlazione tra arsenico estratto anacqua (slurry) e mediante uso dei DGT.
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Abstract. The aim of this work was to assess the bioavaitstmf mercury and arsenic in soil samples comimgrf a National
Site of Interest of the North of Italy. Despite thigh concentration of this two pollutants, ovee thmits imposed by the law,
the use of a biosensor device like the microbia, alows to determine the real risk that comemfsuch a situation. We
operated a water extraction and constructed céliloraurve with standard solutions, in order tomfifg the amount of the two
element that passes into the solution, at differeciibation times. In case of mercury we obtainedsponse that allowed to
calculate the percentage of mercury that couldvadable for our bacterial strains.

1. Introduction

The presence of very high concentration of heavyalmeand organic pollutants in soil and water mayehseveral
origins. The urbanization and the industrializatiay a key role in this, especially in areas wiety high density of
population. On the other side the geology and pedesjs determine the soil and water compositiontewkground
values of heavy metals, including the ones recaghas harmful for human health, like arsenic (Ag) eercury (Hg)
The introduction of threshold limits for the presenof heavy metals and organic compound in envientai
compartments is an important instruments to assas$dimit the risk related to chemical contaminatio

The Italian “Site of National Interest” (“SIN”) Bseia Agricola, near the city of Brescia, in the Lmardy Region
(Northern ltaly), is characterized by the preseateseveral organic compounds like PCBs and PCDBffg, heavy
metals (arsenic, mercury, zinc and lead). Thusaamicultural operation was prohibited, and the avaa inserted in the
list of “SIN” in 2003. The contamination affectsthowater and soil, and for what concerns heavy im#ia major
presence is of mercury and arsenic. In the casieeofercury, the law imposes a limit of concentraibf 1 mg kg in
soil for private or public destinations, and 5 ngj*Kor industrial and commercial uses. The arseng Higher limits
than mercury: 20 mg Kgfor private or public destination and 50 mg'Kgr industrial and commercial uses [1].

From a global point of view the topsoil contentan$enic ranges from 0.1 to 93 mg'kig the United States, from 4 to
150 mg kg in uncontaminated soils of Canada, between 0.9a8y4kg" in Poland and from 2 to 80 mg kdn
Bangladesh. Arsenic compounds and minerals arélyesauble, but their mobility can be limited bie sorption to
clay component, hydroxides and organic matter. @tidized state of the arsenic rules its speciatiosoils. Arsenic is
present as Aand AS* in reducing environments, with the latter beingcimunore toxic and mobile than the*AsThe
anthropogenic sources of this element are: indalstativities like metal processing and chemicalduction based on P
and S minerals, coal combustion, and the use dficpes. It may derives also from irrigation wateand the
fertilization with sludge [2].

Petersen et al. 1998 [3] defines mercury like ‘@bgl pollutant, and the US Clean Air Act Amendmeimsl 990, have
identified Hg as one of the trace elements listethe legislation as “hazardous air pollutant” hesgaof its toxicity,
availability, potential bio-accumulation within tle@vironmental compartments, and human health.risk”

The mercury average concentration in soil all dherworld range between 0.58 and 1.8 mg, keping especially high
in Cambisols and Histosols, of which the area umg\agstigation is part. Mercury concentration iflsonay be higher
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especially near mining and smelting areas. Thedsiglaverage concentration reported is 0.4 mg§ ikgCanadian
Histosols [2].

A typical soil characterization involves analgiictechniques that allow to assess total and psetadometal
concentrations. This is the case of the combinatibthe mineralization of a soil sample using axidiixture @iqua
regia) with the mass spectrometry (pseudototal arseetertchination), and the atomic absorption spectromgbtal
mercury determination). Even if the limits impodmdthe law are referred to the total (or pseuddtai@ncentration of
an element, nowadays is becoming more and morerteniche concept of “availability” and “bioavailiéity”, in order
to establish the real risk due to the presenceddim compound or elements.

The availability of an element depends on sevarairenmental characteristics, like the pH, the oiganatter content,
the texture, but also on its speciation. So, atifsacof the total may be leached and reach watempestment. The
bioavailable fraction is the soluble, ionic partticould interact with biota, being transportea iliing organisms [4].
In order to obtain information about the availabfel the bioavailable fraction of an element witbpect on the total
amount, we can conduct different sequential extraqirocedures, or apply some analytical metho@das the use of
bioindicator systems [5], that enable to set theglakility or bioavailability of the pollutants.

Bioindicators are “organelles, organisms or grofiprganisms suited to determine qualitatively ommtitatively the
state of the environment” [6]. The biological medbaused in the field of the environmental analgsing to two main
groups: bioanalytic and biomonitoring methods Bipsensors, like microbial ones, are part of thmahalytic methods.
A biosensor it's a device that allows to quantife tconcentration of an analyte by the proportigmalduction of a
signal. The signal emission it's due to the conterapy presence of a biological component and aipalysansducer
[8,9,10]. Luminescent bacteria are organisms ablenbit luminescence in response to the presence pdrticular
element or compound.

With regard on the environmental field microbiab&énsors found their major application. In this kvbmrminescent
bacteria were applied to assess the bioavailatbfitnercury and arsenic in soil samples from tladidh “SIN” area.
Specific recombinant luminesceischerichia coliMC1061 (pmerRIuxCDABE) andescherichia coliMC1061
(parsluxCDABE) respond to this two elements [11]eTiax gene causes the production of luciferase in a dose-
dependent way. This expression can be controlledconstitutive or in a inducible way [10].

2. Materials and methods

Soil samples and sampled area

The collection of the soil samples followed a pautevith a grid with meshes of 200 m; the whole aweas
approximately 7 kif(Figure 1). The choice of the sampling points was basecheratm of covering and representing as
much as possible the contaminated area. Each wamgeoreferenced following the WGS84 system (W6Gradetic
System 1984), and a sampling document with seeendfonmental information was been compiled. Thagamation
regard: name of the sample, altitude, coordingibetos and a description of the context. For thH&ection of each
sample, operators constructed a square of 20X26rmetubdivided in 25 4x4 meters subunit. 15 of¢heere been
sampled as core of soils with a diameters of 2,&ntha depth of 30 cm. The 15 subsamples werehlmangenized to
obtain a sample for the laboratory analysis.

Coarse materials and crop residues were been separafield [12].

Jrs-— 8
¢
J -
2o e @

ol ASEe s
Figure 1: sampling points location in the SIN area
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Soil preparation and analysis

Soil samples were been air dried at 40°C until thegched the weight stability. Then they were mpidadly
disaggregated and sieved to 2 mm.

For the bio-analysis soil samples were mixed wBhMQcm MilliQ ultra-pure deionized water in a ratio lseater of
1:9. We obtained a soil-water suspension by svgriach sample with vortex for one minute (slur@g][

We verified the concentration of arsenic, mercurgl aadmium by centrifuging the suspensions andyaim by ICP-
MS (As and Cd), and AMA (Hg). Then we performed #rsenic speciation by HPLC-ICP-MS (HPLC 1100 Agfile
Technologies, Tokyo, Japan), with a PRP-X100 Artschange column (Hamilton), and a mobile phasetdated of
66% of 80mM ortophosphoric acid (85%, Carlo Erlg)£6 obtained with NEI30% v/v), 32% of methanol and 2% of
H,O (MilliQ). We investigated the presence of fopesies: As(lll) and (V) (inorganic), and MMA, DMAv(ganic).

The pseudo-total concentration of arsenic was lik#armined byaqua regiadigestion with a DIGIPREP graphite
block, and ICP-MS Agilent 7900 (Agilent Technologjid okyo, Japan). For the digestion (120 min, 95#€)weighted
0.5 g of soil and we added 2.5 mL of HN®3% Sigma, suprapur) and 7.5 mL of HCI (37% Sigsugrapur).

The total concentration of mercury was been peréattmy atomic absorption spectrometry AMA, weightthiyg of soil
in a vessel made of nichel.

Bacterial strains

The recombinant sensors used in our work were besstituted of the bacteriu.coli MC1061 as the host, carrying
two different plasmids for arsenic and mercuryshatCDABE and pmerRIuxCDABE [11].

In order to consider any adverse effect on the mestence of the bacteria, due for example to thedity of the
solutions, and to the toxicity of the metal concation, we select the luminescent recombingrtoli MC1061
(pDNIlux) that is not inducible by heavy metals hesmit doesn’t contain metal-sensing elements,castol strain.

The bio-sensors used were transformed with a pthsoding bacterial lux operon (Figure 2A).

The As-sensor had the parsluxCDABE plasmid, and Higesensor had the pmerRIuxCDABE. The genes of the
bacterial luciferase operoluxCDABE coming from the terrestrialPhotorabdus luminescer(¢errestrial), used as
reporter genes, avoid the use of the substratéetire to produce luminescence. The operon luxstraption was
controlled from different promoter in different plaids: a arsenic element response in the plasmidlypACDBAE, a
mercury element response in the plasmid pMerRCDB&AEand T7 promoter in the pDNIux. In the first aseicond
plasmids the specific repressor (arsR or merR)kgld¢he transcription and the consequent light sionsin absence of
inductor, in the third plasmid there is a constiteitexpression of lux operon (Figure 2B) The lumstence of As-
sensor is induced only by arsenic, both As(lllsémite) and As(V) (arsenate), but with differemitiof quantification
[15]. The concentration of cadmium in soil-watesgension was verified by centrifuging it and analgawith ICP-MS
Each sample had a concentration of cadmium lovwaer the one of mercury, as recommended in [15, 18].

A+B C+D+E Figure 2 A) The plasmid is for expression of: luciferase{/dhd

A) i Fatty Acid Reductase Enzyme Complex(CDB). The sates of
« this enzymes are reduced flavin mononucleotide (FH2\

luxCDABE . . .
Expiressiont g _ — molecular oxygen, and long chain fatty aldehydd.oflthem is
vector : /, LudFirae ity AR B P sessent available in E.coli. The excess energy, whichberated from the
A Enzyiie Complex E.coli oxidation of FMNH2 and aldehyde concomitant witk tieduction

B of molecular oxygen, is released as blue/green &gfission.

B) In pDNLux T7 promoter control the transcriptiol7 is a
strong constitutive promoter . The bacteria tramaed with this
plasmid is able to emit always light.
In pArsCDABE the promoter is blocked form the egsor arsR.
Only in presence of As (Il or V) the repressor wesioved from
response element and there is the transcriptidnxobperon and
the consequent light emission. The intensityigtitlemission is
el directly proportional of As concentration.
In pMerRCDABE the promoter is blocked form the regsor
parsluxCDABE merR. Only in presence of Hg the repressor was vethdrom

! response element and there is the transcriptidnxobperon and
Luminescent

the consequent light emission. The intensity ofitigmission is
pmerluxCDABE

directly proportional of Hg concentration.
o— ¥ et
No Lt Rt - =

pDNLux

Expression Protein
Lux CDABE
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Standard preparation

We started from a standard solution of 1 tof As(V) and we diluted with water to obtain stardiaf 10 mg kg, 80
ng kg*, 100 pg kg, 150 pg kg, 200 pg kd, 250 pg kg, 300 pg kg. We started from a minimum concentration of
80 pg kg' because Ivask et al. 2007 indicated it as thet kifithe quantification for As(V) for this biosens(@®0 +1.6
1g kgh) . In case of mercury the LOQ found in this agtialas 0.030+0.001 pg RgWe started from a standard solution
of HgCl 1000 mg kg and we diluted with water to obtain standard ofd kg®, 1 pg k', 2 pg kg', 5 ug kg, 10 pg
kg, 15 pg kg, 20 pg kd'.

Growth and cell preparation

The bacteria were taken from a stock frozen atC7&id grown oruria Broth (LB) (1,5% of agar (w/v)) agar plates
with ampicillin 100 pg mf, overnight at 37°C [14].

Sensor bacteria then were grown on M9 minimal medi{Difco™ Minimal Salt, 5X), and ampicillin, being
continuously shaken overnight at 37°C. When theyghed the exponential phase (0.6), they were diluted with
the same medium until QR ~0.1, and they were ready for the experiment.

Test protocol

For the experiment we used white 96-well platesr(@g®) (polystyrene, TC-treated, clear flat bottovalls, sterile,
w/lid, white), in which we put 100 pL of bacterislispension and 100 ul of MilliQ water (as the bjaoc standard
solutions, or samples

All the measurement were conducted in triplicatee Background luminescence was determined usiniQViater
instead of samples and standard, in six replicats, for control and sensor strains.

The plates were incubate at a temperature of 3@3€ the luminescence was measured after 1, 2,13, dnd 26 hours,
instead of only one measurement at 2 hours asatetidn Ivask et al., 2007.

The luminescence was measured with a Synergy 2-Malte Microplate Reader (BioTeck).

Data elaboration

The response of the sensor bacteria was normalithdthe luminescence obtained for the water. Trrduction was
thus calculated as:

. L
Induction =—
L

b

The induction was than corrected using the cowadtctor CF obtained from the control bacterium:

cr=t
Ls

where Lb is the luminescence obtained from theewyand Ls the luminescence obtained for the saaid standards
[15].

We have determined also the percentage of inhibdfche luminescence, using the following formjil4]:

L, -L

Inhibition(%) = . =100

The limit of detection of the normalized luminescerfLOD,) was calculated as:

LODNL = —Xb * 38D
X

where ¥ is the mean background luminescence value ofgéhsos and SD the standard deviation.
3. Results and discussion

Working on the assessment of the risk and the bitahility of heavy metals and other pollutantsaircontaminated
area, we must consider soil type, most of all elagt organic matter content.
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As the experiment were performed using soil-watepsnsion of the samples (slurry), the bacteriaeweaposed both
to dissolved metals and to the ones bound to theles of soil, that may become bioavailable [IH]na Peténen 2001
[16], working with slurry samples to assess the augr bioavailability, demonstrated that the baetersed as sensor
were capable to release heavy metal ions from mdaticles, but not from humus samples. In ordenédl appreciate
the response and establish if the extraction oftii® elements was time dependent,), we choose timrpe the
measurement of the luminescence at different inboféimes.

Prior to conduce this work, we have characteribedarea under study. The soil has an high confemtganic matter,
but looking to the high carbon-nitrogen ratio, éems to be not well stabilized and humified. Clagtent it's around
10% of the texture composition, and the pH of #tilbetween 7.5 and 8.0 (data not shown). Thigetioer with the
cation exchange capacity, could reduce the heavglisnmobility.

For the arsenic we found a maximum concentratitm8s over the limit of 50 mg Ky In this case we have to consider
that in north of Italy this element is naturallyepent in soil and water, because of the geologgr#ge concentration
here is 70 mg kg while in those parts of the region with the sgradological characteristics, the background is raaiou
23-30 mg kg, that is however over the A limit of the law (2@ tg?) (Table?).

The Figure 3 shows the levels of arsenic and mgrfaund in the SIN area, but only the ones thatemgpper the
higher limit of law. From the dislocation of the st@ontaminated points it seems that there wasf@nential direction
of the diffusion of the pollutants. The plot shathe correlation between As and Hg.

The speciation analysis on samples revealed oelynibrganic As(V), and for this reason we constrddhe calibration
curve only for this species.

Mercury has an average concentration of 6 mg, kehile in the rest of the Region the backgroundcemtration is
about 0.19 mg k§ The highest concentration found in this area amsut 19 mg kg.

Hg mygr~keg-1
=

L=

* R:=1.7846

E J
0 20 A0 60 80 100 120 110 160 180
Asmg*kg-1

b)

Figure 3: a) diffusion of the pollutants in the sampled area SIN, where the concentration of mercury red arsenic were over the highest limit of
law; b) correlation between arsenic and mercury cocentration (AMA and ICP-MS).

Tablel: determination of the slurry concentrati@mfamercury and arsenic, after centrifugation, toqmare with the biosensors
LOD (As(V): 80 +1.6 ug k§ Hg: 0.03 +1.6 pg kg. Ivask et al., 2007)

As (aqua regig As (slurry) Hg (tot) Hg (slurry)
ICP-MS ICP-MS AMA AMA
(19 kg™) (19 kg?) (g kg?) (g kg?)
S1 21000 11.8 710 3.52
S2 30000 90 1640 4.16
S3 141000 176 12600 5.06
S4 123000 289 4800 4.17
S5 53000 141 6700 4.72
S6 24000 22 1470 4.12
S7 21000 8.2 390 3.47
S8 156000 700 18600 3.7
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Analysis of bioavailable As and Hg

Control strain for As

After 2 hours of incubation, the mortality of thentrol bacteria for the lowest concentration stadd80 pg ') was
2%, while the most concentrated standard soluB60 (1g 1) caused 18% of the mortality.

After the first hour of incubation the mortality svbower, while after three hours it seems thateahgmno more mortality.
The percentage of inhibition of luminescence isagisvbelow zero, that probably indicates a backgtanfiuence.
Considering the slurry (samples), we can note ae@dse of the light that is measured by the lumirtem@robably due
to the turbidity and the presence of particlesaif &or this reason the percentage of the intohitf the luminescence
of the slurry is very high, even from the first had incubation. The values are almost between &6#90%.

The CF factor calculated as showed before is tised to correct the results of the sensor bactetiae 4).
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Figure 4: percentage of luminescence inhibition ofhe control strain a) after one hour of incubation;b) after two hours and c) after three
hours.

As-sensor

Unfortunately the normalized values of luminescenbtained for the calibration curve do not reackatisfactory
levels Figure 5). After the first hour of incubation they were emdhe LOD, and the same was for the third, fourth,
nineteenth and twenty-sixth hour. Only after 2 Isoafrincubation we obtained a response, but theegabf normalized
luminescence were very similar to each other, évérere was a difference in the concentrationhef ¢alibration curve
(80, 100, 150, 200, 250 and 300 Q) LThis means that the range of concentrationwatised basing on the results
obtained from the previous characterization of dammnd considering also the LOD for As(V) foundiferature (80
ng L Ivask et al. 2007 [15]), is too low for this kind sensor.

1.80 4
160 |
1.40 4 .
1.20 | « ¢

1.00 +
0.80

malized luminescence

0.60 -

r

il

0.40 4 R*=09892
0.20 4
0.00

No

[
-1

15 17 19 21 23 25
Concentration of As, pg kg!

Figure 5: calibration curve for the As-sensor respnse
Basing on this we cannot use the obtained equtdignantify the response of the sensor bacterithtosamples.

Analysis of bioavailable mercury

Control strain

After two hours of incubation the mortality of thentrol bacteria for the less concentrated standabhation (1 pg [)
was 0%, while for the higher (20 pg)Lwas 22%.

After one hour of incubation the percentage of midst was between 0% and 16%. Starting from thedthiour the
mortality became to be higher from the first stadgdand also the uncertainty start to rise.

For the slurry we can note the same effect of deser®f the luminescence, due to the turbidity efghmples. As in the
case of the arsenic, the percentage of inhibitiohetween 50% and 90%. The calculation of the CEfaallows to
consider this phenomenon and to correct the reshiésn considering the Hg- sensor bacteria.
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Figure 6: Percentage of luminescence inhibition ahe control strain a) after one hour of incubation;b) after two hours and c) after three
hours.

Hag-sensor
After two hours of incubation, we obtained a cadifon curve with a correlation coefficienf Bqual to 0.97. Using the

resulting equation and the values of the normalinetinescence, we obtained the concentration otuamgrfor each
sample, shown in Table 2. 7 samples out of 8 indwceuantifying response of the sensor. After thedthour of
incubation all the samples can be quantify, and ishis case the calibration curve has’@dual to 0.97 (Figure 7).
There is a good correlation between total mercargoils (AMA mg kg') and its concentration in the slunifigure 7).
This seems to mean that the greater is the quandtityercury in soil, the more this could pass itfite water becoming
available and potentially bio-available.
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Figure 7: calibration curve for Hg-sensor responset a) 2 hours of incubation and b) 3 hours of incuation; c) correlation between Hg total
concentration in samples and the one deriving frorthe biosensor response.
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The quantification of the induction of luminesceratedifferent incubation times, shows that theransincrement of
induction for the first four hours. The slope oétburve of the induction is greater in proportiorthe total mercury

content in the soflFigure 8).

Considering the control strain, the mortality oftbacteria after the third hour it's

compromise probably it's to consider only the filstee measuremeftigure 9).
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Figure 9: induction of luminescence after 1, 2, 3}, 19 and 26 hours of incubation of the induciblestrain (blue) and inhibition of luminescence in
the control strain (red), for each sample

Furthermore looking at the trend of the inductidriuminescence for each sample at the differentrdiowe can note
that this faces the distribution of total concetitras found with the AMA instrument. From the "™ Bour this is not
more respectefkigure 10).
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Figure 10: proportional induction of luminescence &adifferent incubation times for each sample

The bioavailable fraction of mercury determined twe bacteria range between 0.05% and 0.57% of dtad t
concentration. A. Ivask et al. 2007 [14] obtainedada little bit higher, ranging from 1.2% and 6, #hbile Petanen and
Romantschuk, 2003 [14] obtained a percentage aR0.2 his probably depends on soil composition imteof texture,
pH, etc.

The threshold value imposed by the law for the mmgrconcentration in groundwater is 1ft,1so we are over this limit
(Table 2)
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Table 2: mercury concentrations found with the Hg-biosensor, after 2 and 3 hours of incubation, compared with the results of
the AMA analysis.

AMA ug kg? slurry, (g kg) % of the total slurry, (ug k9 % of the total
(2 hours) (3 hours)
sin1 710 2.11 0.3 2.39 0.34
sin 2 1640 2.49 0.15 3.59 0.22
sin 3 12600 6.29 0.05 10.01 0.08
sin 4 4800 3.85 0.08 7.18 0.15
sin5 6700 5.19 0.08 9.42 0.14
sin 6 1470 2.66 0.18 3.13 0.21
sin7 390 <0.20 / 2.21 0.57
sin 8 18600 19.13 0.1 22.2 0.12
4, Conclusions

In this work we wanted to test biosensor recomMtibacteria to assess the risk due to the abundasépce of mercury
and arsenic in a “Site of Natural Interest” in hern Italy.

These biosensors were constituted Bfcoli MC1061 as the host, and two plasmids (parsluxCDABIEI
pmerRIuxCDABE) for the luminescence induction. Ptio do this, we characterized the site from a dbahpoint of
view and we found the presence of the As(V) as dhly arsenic form; we have established the rangetsof
concentration in order to construct the calibratonve, but these values did not allowed to appteca luminescence
response. For the mercury we obtained a signabémrsamples, and we estimated the percentage atdilable
mercury. Furthermore we have tested different iation times, in order to evaluate if the emissiériuminescence
(related to the mercury concentration) was timeedéelent. We can conclude that in our case threeshafuncubation
are the best choice to reach a quantification.
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2.5 Conclusioni

L'area oggetto di indagine é stata dichiarata @813“Sito di Interesse Nazionale”, ed in base atgite le attivita in
guesta zona sono state proibite. La criticita dedalla presenza di diossine, furani, pesticideletnenti quali metalli e
metalloidi in generaleViste le particolari problematiche di interesse @ntale di un sito sottoposto a questo tipo di
tutela, abbiamo deciso di farlo rientrare nel mogtrogetto di monitoraggio, per determinarne lalitudei suoli anche
attraverso l'uso di indicatori biologici e di alttecniche innovative. Lo scopo era quello di appndire la conoscenza
del contesto superando la semplice informazion#taita dalla concentrazione totale e pseudo-tadaiecontaminanti,
cercando di stabilire il reale pericolo che pudwdge dalla presenza di determinate sostanze.

Dopo aver determinato il contenuto (totale e psetatdale) di diversi elementi ed aver fatto il canfto con i limiti
imposti dal Decreto Legislativo 152 del 2006, norimenateria ambientale, abbiamo constatato la pmségente di
arsenico, mercurio, piombo, zinco e rame, con sfier&i che riguardano anche il limite di legge meastrittivo
(tabellare B), che concerne i siti destinati ad inslustriale. A questo punto abbiamo proceduto laoteterminazione
delle frazioni disponibili di mercurio ed arsenicapplicando un’estrazione solido-liquido con acdu#liQ, per
verificare la possibilita di procedere con le asiathe implicavano I'uso dei biosensori luminescent

Per quanto riguarda l'arsenico abbiamo altresi éggio degli innovativi dispositivi, i DGT. | risali ottenuti con
entrambe le tecniche di estrazione si sono dimibstoarelati, e hanno evidenziato che la gran pae#’arsenico
presente nei campioni € costituito da As(V), foforunatamente meno tossica di quella con statssidazione (l11). |
DGT hanno evidenziato che la quantita di arsenl® € in grado di passare nel comparto acquoso alulpkmite
previsto dal D. Lgs. 152/06 per le acque sotteeapari a 10 ug kY uguale a quello previsto per lo stesso elemento
dal D.Lgs. n° 31 del 02/02/2001, per le acque phtah 5 su 8 campioni. Tuttavia la percentuale atsenico in
questione non supera mai I'1% della concentraziomei esso € presente nei terreni.

Per quanto riguarda la caratterizzazione mediame dei batteri luminescenti non & stato invecssfmle ottenere una
risposta.

Per il mercurio, le estrazioni preventive hannddimteato che esso € in grado di passare nel cdmpaguoso con
concentrazioni che sforano ampiamente il relatisité per le acque sotterranee pari a 1 pg. kgD.Lgs. n° 31 del
02/02/2001 riguardante sostanze alimentari qualabge, acqua potabile e destinata al consumo urstabdisce lo
stesso limite di concentrazione per il mercurio.de¥centuali che potenzialmente passano in acquatst con tale
metodo di estrazione oscillavano tra lo 0,05% 6,57 % rispetto al totale. | dati da noi trovati eanferiori a quelli
determinati da Ivask et al. nel 2007[11], i quativerono percentuali di biodisponibilita per il roerio comprese tra
1,2% e 6,7%. Essi a loro volta avevano confronitédoo risultati con quelli pubblicati da PetanefRemantschuk nel
2003 [12], osservando che questi ultimi avevanenoiio percentuali inferiori (0,27%) a prova deltdathe la
biodisponibilita e strettamente legata e deterraidlatle caratteristiche del suolo contestuale.

Per quanto concerne il mercurio abbiamo potutaneti una risposta dall’applicazione dei biosenslogi si € rivelata
correlata alla maggiore o minore presenza dell’elem negli estratti. Tale risposta é risultata digente dal tempo di
incubazione dei batteri posti a contatto con leuziohi estratte dai terreni, avendo testato diversmalita. La
conclusione che possiamo trarre &€ che 3 ore dbamione permettono di apprezzare una rispostandnkscenza che

ci ha consentito di quantificare tutti ed otto ngaoni. Le concentrazioni cosi ricavate sono atajpra del limite di 1

ug kg*.
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In base a quanto appurato mediante le diversesanalidotte possiamo affermare che nel Sito dréstee Nazionale in
questione esiste un potenziale rischio per la salativante dalla mobilitd degli inquinanti preseNbnostante cio, da
uno sguardo ai risultati ottenuti attraverso I'udegli indicatori biologici possiamo affermare chae funzionalita

ecosistemica non risulta compromessa.
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CAPITOLO 3: APPLICAZIONE DELLA DILUIZIONE ISOTOPICA ALLA
SPETTROMETRIA DI MASSA PER LA QUANTIFICAZIONE DEL C__. ROMO
ESAVALENTE IN.CAMPIONI DI SUOLO DI UN'AREA UBICATA __NEL NORD

3.1 Caratterizzazione chimico-fisica dell’area

La motivazione per cui I'area in questione é stasarita fra le sette zone da noi consideratediffiasione in passato di
cromo esavalente (Cr(VI)) all'interno delle acqudalda. L'area ha un’estensione di circa 5 kndlirezione est-ovest,
circa 9 km in direzione nord-sud, e comprende 5wumll campionamento ha previsto la raccolta dattprdici
campioni di suolo.

La diffusione delle acque contaminate & partitentrambi i casi da nord e si € diretta verso sutgréssando l'intera
area da noi considerata. Le analisi effettuate caumpioni di acqua prelevati dai pozzi hanno rivelévelli di
concentrazione di Cr(VI) allarmanti. Il limite tdkze di contaminazione previsto dal Decreto Legisb 152/2006 [1]
& pari a 5 ug £, mentre nella zona in questione le concentrazitevate arrivavano a 600 ug'L Queste sono le
motivazioni che ci hanno spinti a verificare laggsza di tale elemento anche nei terreni adiacdgsijnati all’attivita
agricola. Il limite previsto per la presenza diramesavalente nei suoli & pari a 2 mg kgl caso di terreni destinati a
verde pubblico, privato e residenziale, e pari antpkg" per siti ad uso commerciale e industriale [1].

La Figura 3.1.1illustra il territorio sottoposto ad indagine. Ui campionati sono situati nelle immediate vicipa dei
paesi presenti nell'area, in tutte e 4 le direzioaidinali. Le destinazioni d’'uso dei terreni sahge: coltivazione di
mais (CR1, CR4, CR7, CR8, CR10 e CR11), e prat®(ClR3, CR5, CR6, CR9, CR12, CR13 e CR14).

Tabella 3.1.1. Elenco dei parametri chimico- fisiaalizzati nell'area

Analisi chimico-fisiche

5 oH
Tessitura

Capacita di Scambio Cationico

C tot, organico e N

C inorganico

° Macroelementi (Fe, Ti, Al, Si, Ca, K, P, Mg, Na)

° EPT (As, Cd, Co, Mo, Sh, Se, Sn, Tl, V, Zn, Pb, Cr, ®n, Ni)
o Hg
Diossine, PCBs, PCB diossino-simili, agrofarmaci orgasiorurati, ritardanti di fiamma
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Legenda
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Figura 3.1.1. Mappa di diffusione del cromo esavafge nelle acque sotterranee (sinistra) e disposizie dei punti di campionamento (destra).

Tabella 3.1.2. Parametri chimico-fisici ed agroncidell’area indagata

N % C% Calcare C C organico  C/N SO % pH Sabbia Limo Argilla CSC (meq

% inor%;/anico % % % % 100g%)
CR1 0,12 1,16 <0,20 <00,02 1,16 9,70 2,00 7,1 27,465,8 6,8 15,4
CR2 0,20 2,20 0,97 0,12 2,1 10,17 3,59 75 472 443 94 19,7
CR3 0,17 1,55 <0,20 <0,02 1,55 9,29 2,67 7,0 50,041,9 8,1 20,3
CR4 0,14 1,16 <0,20 <0,02 1,16 8,49 1,99 6,2 15,470,7 13,8 15,1
CR5 0,32 2,65 <0,20 <0,02 2,6 8,31 4,57 7,4 50,7 3,74 5,6 24,6
CR6 0,32 2,61 <0,20 <0,02 2,6 8,23 4,51 6,3 342 725 8,6 23,8
CR7 0,20 1,64 <0,20 <0,02 1,64 8,40 2,83 7,0 27,758,3 14,0 20,5
CR8 0,30 2,45 <0,20 <0,02 2,5 8,06 4,23 71 423 534 124 11,0
CR9 0,19 1,65 <0,20 <0,02 1,65 8,54 2,84 6,8 40,943,3 15,8 16,2
CR 10 0,22 1,81 <0,20 <0,02 1,81 8,06 3,12 7,1 20,357,9 21,7 21,7
CR 11 0,20 1,94 <0,20 <0,02 1,94 9,63 3,35 7,7 31,447,0 21,6 18,7
CR 12 0,23 1,70 <0,20 <0,02 1,70 7,45 2,93 6,6 44,9477 74 19,3
CR 13 0,17 1,41 <0,20 <0,02 1,41 8,22 2,43 7.2 37,849,3 13,0 17,7
CR 14 0,14 1,14 <0,20 <0,02 1,14 8,32 1,96 6,6 25,351,3 23,5 17,6

La Tabella 3.1.2llustra i dati relativi alle diverse analisi diradterizzazione chimico-fisica svoltéterreni di questa
zona ricadono nella categoria dei Luvisols. Il midnsiderando anche I'estensione di tale area, astdiza variabile
(valori compresi fra 6.2 e 7.7). | terreni dell'arpresa in considerazione sono classificabili ibasidi (CR4, CR6,
CR14 e CR12), subalcalini (CR2, CR5 e CR11) e neutr
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Il limo & presente con valori oscillanti tra il 43il 66% e rappresenta la componente maggiormeetepte mentre
l'argilla assume valori tra il 5.6 e il 23.5%. #@rtore in sostanza organica varia tra I'1,96% ef6%o, con una media
paria al 3,07%. Dato tale valore e vista la pencapt di argilla, la zona € mediamente dotata di goantita
soddisfacente di sostanza organica. Il rapporto &€f%¢ro in media leggermente inferiore al 9, edrdpreso tra il 7.5
ed il 10.2. Nella maggior parte dei casi € ciraa p 8. Questo indica una tendenza alla mineitione della sostanza
organica. | valori della Capacita di Scambio Cationricadono fra la fascia media e alta.

Per quanto riguarda i macroelementiébella 3.1.3iporta le percentuali medie ottenute dall’anaksiF.

Tabella 3.1.3. Percentuali dei macroelementi ridav@ediante analisi XRF

Na % Mg % Al % Si % P % K % Ca% Ti % Fe %
CR1 0,6 0,95 7,81 30,7 0,09 2,07 0,56 0,62 3,07
CR2 0,52 1,19 8,15 26,2 0,1 2,58 1,67 0,57 3,91
CR3 0,41 0,75 6,89 29,7 0,08 1,72 0,64 0,56 3,26
CR4 0,46 0,68 6,68 30,9 0,09 1,77 0,42 0,62 3,04
CR5 0,48 1,09 7,34 27,1 0,13 2,38 0,73 0,49 3,79
CR6 0,47 0,77 7,32 30,6 0,08 1,89 0,74 0,65 3,31
CR7 0,36 0,7 6,56 30,4 0,16 1,77 0,51 0,56 3,41
CR8 0,51 1,09 8,04 28,1 0,14 2,55 0,53 0,42 3,88
CR9 0,48 117 8,08 27,6 0,11 2,63 0,49 0,5 3,81
CR10 0,38 0,78 7,11 31,8 0,14 1,92 0,56 0,61 3,54
CR11 0,48 1,45 8,23 27,2 0,13 2,42 131 0,48 4,21
CR12 0,52 1,23 8,33 28,3 0,1 2,54 0,49 0,54 3,87
CR13 0,39 0,81 7,27 32,1 0,12 1,85 0,39 0,57 3,48
CR14 0,37 0,7 6,89 31,1 0,08 1,74 0,39 0,54 3,34

Dal punto di vista del fosforo I'area risulta essescarsamente dotata-povera mentre per il potagaiori ne indicano
una dotazione ricca.

Per quanto riguarda gli Elementi PotenzialmentesitogTabella 3.1.3, sei di essi hanno superato il limite A del D.Lgs
152/2006. Uno di questi & lo stagno, che come onti, supera quasi sempre il limite di 1 mg kgresentando una
concentrazione media di 2,2 mgkgientrante nel valore pari al 95° percentile v dai dati relativi alla fase
generale (3 mg k). Gli altri superamenti riguardano soprattutr$enico, il piombo, il rame e lo zinco.

Anche nel caso dell’arsenico abbiamo gia avuto mddappurare che in diverse zone della regione & esso
supera il limite tabellare A di 20 mg kgl], per questioni geologiche. 6 punti su 14 mastran superamento di tale
soglia, che oscilla tra i 21 ed i 25 mg“kd punti in questione si trovano nella fascia decitale dell'area, ovvero
quella pit adiacente ai primi rilievi montuosi edche all’altra area riccamente dotata di arsenamstituita dai
Cambisols settentrionali, dove il 95° percentilevéto in fase generale era pari a 30 mg. Ktple valore nel caso dei
Luvisols & inferiore, essendo pari a 23 mg.kigo zinco presenta un valore limite A di 150 mg'Kgj. | superamenti
hanno riguardato i punti CR2,CR5, CR7 e CR8. Ugeramento riscontrato nel punto CR 2 & pero besignificativo
degli altri, essendo pari a 739 mg’kgnentre per gli altri tre il valore piu alto efa213 mg kg

Gli altri superamenti (piombo e rame) riguardanosamo punto dell'area campionata, il CR2. | valohe questi
elementi assumono in tale punto, oltre a supetdiraite tabellare A, sono molto diversi dai valeiscontrati nel resto
dell'area campionata, che si rivelano sempre ptdt@mogenei. Questa discrepanza € stata analiaited@erso la
costruzione di boxplot. Da tale elaborazione abbiattenuto che nel caso di molibdeno, cadmio, antiny piombo,
rame, nichel, zinco, mercurio e stagno, il punto2C&ssume valori ritenuti outlier. Questo rivela wlifferenza

sostanziale fra il punto in questione ed il restiarea, differenza che non si evince invece deltp di vista strutturale
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(pH, tessitura ect.). Da uno sguardo alle schedmutipionamento il punto sembra ricadere in un’asapresenza di

capannoni e magazzini che fanno pensare ad urifadastriale €igura 3.1.2).

Figura 3.1.2. Area di raccolta dei campioni di sua

Da uno sguardo ai valori rilevati in fase genegei Luvisols, I'area mostra concentrazioni mesbeo in linea con il

contesto, esclusii valori associati al punto CR2.

Tabella 3.1.4. Valori relativi agli EPT indagati Dt Lgs. 152/06).
Cr

mg kg* Be \Y Co As * Se Cd * Sb Tl Pb * Cr o * Cu * Ni  Zn *  Hg
CR1 0,74 31 99 151 0,69 0,40 151 048 50 34 023 24 20 120 0,12
CR2 0,96 39 125 23 A 081 22 A 409 068 136 A 45 0,64 519 A 107 739 A 0,60
CR3 0,86 34 16,0 13,2 0,94 0,40 1,22 033 44 32 024 36 29 101 0,14
CR4 0,80 36 13,7 133 0,79 048 1,22 048 44 35 0,3 27 24 123 0,13
CR5 1,00 39 9,0 23 A 084 064 273 049 64 25 0,25 28 22 163 A 0,19
CR6 0,82 38 91 154 1,05 0,60 1,50 053 64 39 033 25 22 144 0,15
CR7 0,87 36 15,7 13,9 0,93 0,60 1,45 039 47 59 1,38 81 40 182 A 0,14
CR8 1,10 41 102 27 A 091 071 322 054 74 61 24 A 44 24 217 A 021
CR9 1,03 43 102 24 A 081 046 263 045 54 28 048 27 23 124 0,22
CR 10 0,99 38 19,3 133 1,02 0,57 1,23 0,28 40 87 1,25 48 37 116 0,11
CR11 1,08 38 11,2 21 A 09 041 1,95 041 45 30 0,25 34 28 124 0,14
CR 12 0,91 33 101 25 A 072 0,30 2,48 0,34 40 26 0,55 28 22 102 0,11
CR 13 0,92 35 13,8 153 0,93 0,32 155 0,34 47 32 049 39 28 96 0,11
CR 14 0,96 36 155 13,9 0,93 0,45 1,38 0,33 50 38 0,51 45 35 100 0,14

Tabella 3.1.5. Concentrazioni degli inquinanti orgamell’area

diossine PCB DL-PCB DDT (ngg™) BFR (ng g™
I-TEQ (ng kg™) (ngg?) WHO,s-TEQ (ng kg™

CR1 1,83 34 4 0,5 3
CR2 28 30 3,5 4,9 12
CR3 2,3 3,6 0,57 0,42 6,4
CR4 1,33 31 0,35 0,21 6
CR5 3 6,5 1 0,72 9,3
CR6 2,1 4,4 0,56 0,78 12,7
CR7 1,65 10,7 0,78 0,5 19
CR8 4,4 9,7 1,04 3,04 71
CR9 2 3,7 0,49 0,4 3,9
CR10 2,7 53 0,49 43 113
CR11 3 5 0,67 0,96 2,4
CR12 1,4 1,7 0,38 0,51 2,8
CR13 31 3,7 0,43 0,95 9,6
CR14 1,5 5,1 0,51 0,56 2,6

A* 10 60 10 10 Y

B* 100 5000 100 2000 Y
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Da uno sguardo all@abella 3.1.5 € possibile notare che un solo punto campionatersuplimiti previsti dal D.Lgs.

152/06 per gli inquinanti organici considerati:tigitta del sito CR2 in riferimento alla concentoam di diossina. In
generale il punto CR2 mostra anche in questo casdori piu elevati dell’area, per tutti gli analttanne che per i
ritardanti di fiamma. Quest'ultima categoria & agpapiuttosto elevata in tutta I'area, rispettosalori rilevati nella

regione Lombardia. Per i DDT CR2, CR10 e CRS8 lecenitrazioni riscontrate si discostano da quellenotte nel resto
dell'area.

Per quanto riguarda il problema principale di quesea, ovvero la diffusione di acque contaminase alomo

esavalente, si € voluto verificare se questa awds®seminato superamenti dei limiti di legge anoheterreni. | cromo
esavalente manifesta la sua maggior pericolosiago di inalazione. La presenza di tale elementoepbe quindi

rappresentare una fonte di pericolo per la salatgi @peratori agricoli durante lo svolgimento tiume pratiche come
I'aratura. Il D.Lgs. 152/06 impone come limiti 2 kg™ (A) e 10 mg kg (B).

3.2 Il cromo esavalente

Il cromo pud assumere stati di ossidazione chemarta +6 a -2, anche se in natura esso si trate@mente in soli

due di essi: +3 e +6. In natura il cromo esavalgni@ esistere sotto forma di specie diverse a skecoel pH del

sistema: a pH che oscilla tra 6.5 e 14 la spe@dgminante & il cromato (C5®); al di sotto di 6.5 e fino a valori di pH
pari a 0.7 si ha la presenza di bicromato (HQr@ dicromato (GO;%). Il cromato ed il bicromato sono ioni
monomerici che conferiscono all'acqua una tipicki@zione gialla, quando la concentrazione del Qrédpera 1 mg

L™ [2,3].

La specie in cui il cromo si presenta condizionauda mobilita, e di conseguenza anche la sua diEptn Esso pud

formare diversi composti con un ampio range dilsitita, fra i quali quelli derivanti dall'associame con piombo,

calcio e bario sono i piu insolubili, mentre i diorati passano facilmente nella soluzione acquossudé [3].

£ & & &

Fraction of Species

B
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o

Figura 19. Distribuzione delle specie di Cr(VI) infunzione del pH [2]

L’importanza di rilevare la presenza di Cr(VI) sielle acque che nei suoli dipende dalle sue caisiithe di tossicita
e perché il suo stato di ossidazione lo rende cageeo [4,5].

La pericolosita del cromo esavalente potenzialm@nésente in un suolo pud esplicarsi attraversarteecanismi:
inalazione, ingestione e contatto [4,5,6]. Alcumatigche di gestione dei terreni agricoli potrebberfatti comportare
I'entrata in contatto con il cromo esavalente dtegagperazioni come I'aratura, che provoca la sasipee in aria di
particelle di terreno. Laddove vi sia una quansitdficiente di tale elemento, I'impatto sulla selyiotrebbe essere

grave. Diversi studi, come raccolto ed illustragdlanreview prodotta da Dayan e Paine nel 2001{&hno dimostrato
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che I'esposizione eccessiva al Cr(VI) comportaplesrsi di tre tipi di tossicita: irritazione, cegrogenicita (e tossicita
genetica) e allergenicita.

Il contatto con il cromo esavalente comporta ulzierd croniche alla pelle e dermatiti, mentre llemone causa
irritazioni marcate del tratto respiratorio; questaanche la via attraverso la quale il Cr(VI) mesi& la propria
cancerogenicita. Altre malattie legate all'inalamo sono riniti, broncospasmi, polmoniti ed asmanbhale.
L'ingestione pud causare invece la necrosi delttegadei reni. La dose orale letale per gli ada&ldi 50-70 mg di
cromati solubili per kg di peso corporeo [4,5].

Il primo studio epidemiologico riguardante il cronesavalente fu condotto nel 1948 da Machle e Ghegd6],
coinvolgendo lavoratori del settore della produgidiei cromati negli Stati Uniti, da cui risulto cih@1.8% delle morti
in questo settore industriale erano dovute al @adet sistema respiratorio. Cinquant'anni dopo,188l0, in occasione
del centenario della comparsa del primo caso dircaai polmoni in Scozia, Langard S. pubblico uexaew allo scopo
di portare in evidenza I'importanza che lo statmskidazione del cromo riveste, concludendo cheitadomposti del
cromo esavalente dovessero essere consideratirogeoeper la popolazione esposta [7].

Per quanto riguarda la tossicita genetica, provelatie su cellule umane in vitro e su cellule atinmavivo, hanno
dimostrato che diversi composti a differente sditébiin acqua inducono danni al DNA, mutazioni giste,
aberrazioni cromosomiche ed altre patologie. Siardi cromati e dicromati di ammonio, sodio, pstase cromati di
stronzio e calcio [4,5].

Per i motivi esposti la Commissione Europea habéedito ed imposto dei limiti al suo rilascio naiflbiente, azione
che ha comportato la necessita di possedere dedimandardizzati che consentano la sua deterimanelle varie
matrici ambientali.

Come precedentemente accennato i campioni oggektoodtro studio sono suoli provenienti da un’aagecola. Di
conseguenza potrebbe esistere il rischio di inatezda parte degli operatori agricoli durante lolgwnento delle loro
attivita. 1l nostro obiettivo era quindi quello erificare la presenza e la concentrazione digldeento prelevando dei
campioni di terreno ad una profondita massimaetita cm, spessore interessato dalle lavorazioni.

Per determinare la concentrazione di un elementaria matrice come il suolo occorre innanzitutto rape
un’estrazione, dopo aver accuratamente preparatorpione. Nel caso specifico occorre estrarre isglmmo avente
stato di ossidazione pari a +6, con 'obiettivdatnire un dato finale rappresentativo del campidnpartenza. Come
facilmente intuibile, questo dettaglio € alla bds#la buona riuscita dell’analisi.

Il problema principale della quantificazione debmio esavalente € legato proprio a questo passadgmante
I'estrazione infatti si verificano delle reazioniidterconversione fra le due principali forme dbmo, Cr(lll) e Cr(VI),
causate dalla presenza di agenti ossidanti e nidiucke vengono estratti assieme al cromo, e dalfeizioni di pH
usate.

Esistono diversi metodi per la quantificazione deimo esavalente, sviluppati nel corso degli anlti dei quali
implicavano l'uso della difenilcarbazide (DPC). NE377 il National Institute for Occupational Safetyd Health
propose il primo metodo per la quantificazione @e{VI) nel particolato atmosferico degli ambienti ldvoro nel
settore siderurgico [8].

Anche il protocollo USEPA proposto attraverso iltat® 3060 nel 1984 e successivamente modificatol866
(3060A), prevedeva l'uso di DPC per la separazidele specie di cromo estratte mediante una satezadcalina (pH
12) costituita da N&LO;, NaOH ed un buffer fosfato [9]. Queste condizierdano adatte all'estrazione di tutte le forme

solubili ed insolubili di Cr(VI) da campioni di sla fanghi, sedimenti e tutti i materiali di rifiutad essi assimilabili.
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Questa modalita di estrazione permetteva di mirgeniz le interconversioni fra Cr(lll) e Cr(VI), e¢tein presenza di
elevate concentrazioni di manganese [3].

Pettine e Capri nel 2008 misero in luce un probldegato alla contemporanea presenza della DPC dizioni
alcaline come quelle previste dal metodo USEPAqueste modalita, infatti, il rilascio spinto di cpasti umici da
suoli e sedimenti possono comportare interfereezdgpquantificazione con la DPC [10].

Altro problema che viene sottolineato dai due auadfincapacita del metodo di correggere le intereersioni fra le
specie, e se possibile di prevenirle durante i passaggi analitici, che come gia affermato, vengteterminate dal pH
e da agenti ossidoriducenti presenti in soluzione.

Un passo avanti in questo senso viene compiutavaitso l'introduzione del metodo U.S. EPA 6800, ceee
I'applicazione della spettrometria di massa abhir@at un’'innovativa tecnica analitica: la diluiziosetopica [11].

La diluizione isotopica € una tecnica che conseinteorreggere le interconversioni delle specie nalisi mediante
'aggiunta al campione di una quantita nota di wwduzione isotopicamente arricchita, ovvero coaté® una
percentuale elevata di un isotopo stabile dell'eeto in questione avente abbondanza naturale miftdgera 3).
Occorre quindi aspettare che si instauri un equdliira gli isotopi, e successivamente si procederelevare
un’aliquota del mix creato, che verra sottopostaandlisi mediante spettrometria di massa. Questialfornisce il
valore del rapporto isotopico presente nell'aligugirelevata, che avendo presupposto I'equilibrio & forme
isotopiche, sara uguale a quella dell'intero campio

Nel nostro caso le specie oggetto di indagine stue il Cr(lll) ed il Cr(VI). Abbiamo per questodugno di due
soluzioni isotopicamente arricchite in due isotdpl cromo a minor abbondanza naturale. Il cromaipds quattro
isotopi naturali stabili: il 50 (4.345%), il 52 (§B9%), il 53 (9.501%) ed il 54 (2.365%). Per esengppud aggiungere
ai campioni di suolo una quantita nota¥r(11l) e di >*Cr(VI); si procede con I'estrazione e le seguemsi Binalitiche
ottenendo in fine i rapporti isotopici 50/52 perdt(lll) e 53/52 per il Cr(VI), attraverso i quadi puo stimare la
concentrazione del Cr(VI). Questa tecnica prevausha delle formule che consentono di stimare legeuali di
conversione di una specie nell’altra.

Nel caso del Cr, durante I'estrazione, il Cr(ll)dpessere ossidato dall'eccessiva presenza di mesga@ a causa delle
condizioni di pH alcaline, fattore che dovrebbeverdre il fenomeno contrario, ovvero la riduziong €r(VI), piu
stabile a pH basici. Nel suolo sono perd notoriam@nesenti agenti riducenti per il cromo, quali psempio il ferro
ed i composti organici, che vengono estratti cop@neamente e si trovano in soluzione assienanallta [12].

Al di 1a della correzione postuma delle ossidoridnzcui va incontro il cromo, diventa importanglbro prevenzione,

in quanto se troppo elevate compromettono la pitis&itdi una corretta quantificazione.
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Figura 20. Immagine esplicativa del principio delladiluizione isotopica

Occorreva quindi intervenire sulle condizioni diragione previste dalle metodiche U.S.EPA.
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Nel 2012 Fabregat e coautori hanno dimostrato faggi dell’'uso dell'acido etilendiamminotetracetif®DTA) come
soluzione estraente, ma anche come fase mobilke seplarazione cromatografica [13]. La tecnica pstapoonsente di
condurre una diluizione isotopica “single spikelbéc mediante aggiunta della sola soluzione isotop@nte arricchita
per il Cr(VI). LUEDTA infatti si lega al Cr(lll) ckelandolo e inibendo in questo modo la sua ossidazidltro
vantaggio dimostrato in questo articolo € la budnacita della separazione cromatografica dellecispg meno di
sette minuti e di una buona risoluzione dei piagbimatografici. La tecnica estrattiva qui propgstavede I'aggiunta
dello spike (per esempio arricchito Cr(VI)) ad un’aliquota di campione di terreno, ell@lesoluzione estraente
composta da EDTA con un valore di pH pari a 10.c8ssivamente il campione viene sottoposto a due diic
digestione assistita dalle microonde: il primo &®@er 5 minuti, per determinare I'equilibrio nesaso fra gli isotopi,
ed il secondo a 110°C per altri 5 minuti per agsim un’estrazione quantitativa del cromo esavaleBbpo aver
centrifugato il campione, si procede alla separsicromatografica cui segue la quantificazione aatirso
spettrometria di massa.

Ad una prima applicazione della metodica appen&rits sui nostri campioni reali, i risultati ottein hanno pero
evidenziato una completa riduzione dello spiké*@r(VI) aggiunto, e di conseguenza dell'eventuatenm esavalente
naturale presente. Si € reso cosi necessario eparadattamento del metodo agendo sulla faserdzeme.

Cio che é stato fatto a livello operativo & stasgpplicazione di diverse temperature e tempi diataurdei cicli di
estrazione con le microonde. Le prove sono statelaite su campioni standard certificati e su unpiame di suolo
reale, in modo da monitorare la presenza del cresavalente nelle diverse condizioni imposte. Questoa dato
modo di perfezionare il metodo estrattivo, che &apd ai quattordici campioni di suolo in esame, gemesso di
verificare la presenza di cromo esavalente e lajgaatificazione.

Secondariamente é stato condotto un altro studlm \ala comprensione del fenomeno di riduzione Ge{VI)
aggiunto mediante diluizione isotopica, cercandoathprendere quali fossero gli agenti responsdhilguesto caso i
campioni utilizzati provenivano dall'intero terriio lombardo e possedevano caratteristiche chirfigiohe molto

differenti tra di loro.
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Abstract The aim of this work is the study of the hexavalehromium reduction during the alkaline
extraction of soil samples from an area of Lomka(tNorthern Italy). Two different enriched staldetopes
of Cr (54 and 53) and Isotope Dilution Mass Speceomn(IDMS) were employed to study the reduction
extent of hexavalent chromium during the analytipedcedure. The extraction of Cr(VI) from the solid
samples was carried out applying focused microwaweskaline medium after Cr(lll) complexation with
EDTA. When applying extraction conditions previguseported for the analysis of Certified reference
Materials we found an important reduction of Cr(td)Cr(lll), avoiding the reliable Cr(VI) quantificatn in
the soil samples. The influence of the organic enaghd iron content in the samples on the Cr(VIuctidn
was studied. The analytical method was adaptedtairoextraction conditions leading to the lowesf\@r
reduction extent and therefore, accurately quarkiéy Cr(VI) content in the soil samples coming frime
area of Lombardia.

Keywords. Hexavalent chromium, soil, environmental pollatiolsotope Dilution Mass Spectrometry,
chromium speciation, human health

INTRODUCTION

Due to its toxicity and carcinogenic effect, theedtion of Cr(VI) in environmental matrices is veémyportant. In most
cases, the presence of Cr(VI) is anthropogenicydband Paine 2001; WHO 1988) and the level of Qr§gecies in
nature depends on the pH value: ¢iQpH 6.5-14); HCr@Q and CyO;*(pH 0.7-6.5). The chemical form in which
chromium is present in the environment determitesipbility and bioavailability. It can be presasta solid mineral
in association with several cations leading toeddht chemical species with a large solubility enghe most
insoluble compounds are those containing Pb, CaBanadvhilst dichromates are highly soluble in sedter systems
(Unceta et al. 2012).

Cr(VI) causes toxic and genotoxic effects on thenan health. The strong acid and powerful oxidizimgperties of
soluble chromium ions are regarded as the primaunge of its irritant action and ulcers on epithéliae inhalation of
Cr(VI) compounds may cause marked irritation of thieole respiratory tract, provoking rhinitis, brdwspasm,
pneumonia and bronchogenic carcinoma (WHO 1988)di& in experimental animals have confirmed thdV(} is
carcinogenic by inhalation but not by ingestionstiin contact (Dayan and Paine 2001; WHO 1988). Néaeimd
Gregorius (1948) conducted the first epidemiolotydg on chromate production workers in the Unitddt& of
America. In this work they found that the 21,8%thbé death in the chromate industry were due to eran€ the
respiratory system. Langard (1990) published aemgwon the occasion of the centenary of the appearahthe first
case of lung cancer due to exposure to hexavalmundum reported in Scotland. The aim was to elteidthe
influence of the chromium oxidation state on thecicengenic potential. It was concluded “that al(\Ml) compounds
should be considered carcinogenic among exposedigtam” (Langard 1990). In adults the oral letdalse is 50-70
mg of soluble chromates per kg of weight. The itigasmay cause liver and kidney necrosis (WHO 1988)

Several methods for the quantification of hexavatdwomium involve the use of dyphenilcarbazide (@Pstarting
from 1977, when the National Institute for Occupatil Safety and Health proposed a method for tlaatification of
Cr(VI) in the atmospheric particulate (NIOSH 19911).1984 the USEPA proposed the first version sfitotocol, the
3060 method which was subsequently modified in 1i@9fe 3060Aversion for the extraction of the whole forms of
Cr(VI) from soils, sludge, sediments and similarstegamaterials (USEPA Method 3060A 1996). This métimvolves
an alkaline (pH 12) extraction with MaO; NaOH and a phosphate buffer. In these condititinthe insoluble and
soluble forms of Cr(VI) are extracted. Under alkaliconditions the Cr(ll1)-Cr(VI) interconversionseaminimized,
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except when there is a high concentration of Mna diigh Cr(l11)/Cr(VI) ratio (Unceta et al. 201Bettine and Capri
2005 reported that the strong alkaline conditiothi;n3060A EPA method could cause the releasemfthcompounds
in soils and sediments, causing interference ferdgbhantification with DPC (Pettine and Capri 200B)rthermore,
none of these methods were able to correct intemssion reactions between Chromium species.

The redox equilibrium between Cr(lll) and Cr(VI) rithg the different steps of the analytical procedunust be
preserved. The pH value and the presence of reglacioxidizing agents in the samples may be th@nwguses of the
interconversions among the species. The first ntetiapable to correct these interconversions watliSe EPA 6800:
“Elemental and Speciated Isotope Dilution Mass 8petetry” (U.S. EPA Method 2007). This method isnadified
version of the 3060A, and suggests the additioa dbuble spike oi°Cr(Ill) and **Cr(VI) after the Cr(VI) extraction
from the solid matrices. The aim is to obtain theximum level of extraction with the minimum rateinterconvertion
(U.S. EPA Method 6800 2007). More recently, Fabregal. (2012) demonstrated the advantages afiskeof EDTA
in the extraction phase to complex Cr(lll) and emvits potential oxidation to Cr(VI). It was denstrated that Cr(lIl)
was completely complexed by EDTA so that it was matessary to apply double spiking IDMS to corfectspecies
interconversion. Therefore, single spiking (additto the sample of labelled Cr(VI)) was enough lbta an accurate
Cr(VI) quantification by IDMS. Also, EDTA facilitas the extraction of Cr(VI) from the solid sampleg
complexation of other metals forming insoluble chates.

In this work we apply the extraction procedure deped by Fabregat et al. (2012) to the analysisodfsamples from
the region of Lombardia (Northern Italy). The egtran conditions previously optimized by Fabregaale(2012) with
the analysis of Certified Reference Materials hagen modified here to minimise the Cr(VI) reduct®xient in the
analysis of real samples. Softer extraction cooditivere applied on a set of soil samples comingnfan area
potentially contaminated by the diffusion of Cr(\it) groundwater. Soil samples from a wider ared wéry different
organic matter and iron content were then analyaexrrelate those characteristics with Cr(VI) retibn extent.

EXPERIMENTAL SECTION

Instrumentation. The digestion of the samples was carried out witlocaised microwave system Explorer Hybrid
(CEM, Mathews, NC) equipped with temperature anéssure feedback control and magnetic stirring. The
chromatographic separation of the species was ipeefb with a Dionex DX-120 LC System (Sunnyvale, @QfSA)

and a Dionex lon pack AS9-HC anion exchange col¢REEK, 4 x 250 mm x @m). The chromium species were
detected by ICP-MS using an Agilent 7500c quadiesrastrument (Agilent Technologies, Tokyo, Japaqyipped
with an octapole collision cell, using helium adlismn gas (Fabregat et al. 2012). The determimabtf total iron
content (%) was performed by X Ray Fluorescencectspmeter (Philips PW2404) and the sample preparatias
carried out by a semiautomatic press (SPECEAC,m9tpn, UK). The percentage of organic carbon waaioned by
Elementar CN (Hanau, Germany).

Reagents and materials.Ethylenediaminetetraacetic acid (Sigma, St. Loii¥), USA). was employed for the
preparation of the extraction solution and the neophase for LC-ICP-MS analyses. The pH value efrttobile phase
was adjusted to 10 with NH4OH (30% w/v) (Merck, Batadt, Germany). The enrich&€r(VI) and**Cr(lll) spike
solutions were provided by ISC-Science (Oviedo,il9pd he mass fraction of the isotopically enriclsdck solutions
was quantified by reverse IDMS using natural abundaCr(VI) and Cr(lll) standard solutions. The Qi(¢tandard
was prepared from a potassium dichromate referemterial purchased from BAM (Federal Institute Kdaterials
Research and Testing, Berlin, Germany) and thellCr(&tural abundance standard was purchased tkaRBuchs,
Switzerland). A reference material SRM 2701 (soihtaining chromite ore processing residue) purahdsen NIST
(National Institute of Standards and Technology AYSvas analyzed in all measurement days for qualdntrol
purposes. Ultrapure water was obtained from a Milystem Millipore (Bedford, MA, USA).

Sampling site description This study was developed in the frame of a moimitpproject developed in the Italian
region of Lombardia with the aim of studying theality of the agricultural soils of the whole regidn the past, the
diffusion of two polluted water plumes (the firgiein 2000, and the second in 2009) containing vedgat chromium
caused the contamination of the groundwater. Tivesdecided to detect the presence of Cr(VI) inrthigghbouring
agricultural soils. Fig 1 shows a map of the santplrea. The sampling points were selected to casanuch as
possible the area suspected of being contaminktedidition other 14 soil samples were collected imider area and
the Fe and organic carbon content were determimetiutly the influence of both parameters on th&/IEneduction
during the alkaline extraction.
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Fig. 1 Map of the diffusion of the two polluted water plarand location of the collected soil samples tdysthe quality of the agricultural soils of
the area

Sample collection.Each sampling point was georeferenced following WiGS84 system (World Geodetic System
1984), and a sampling document with several enwemtal data was compiled. These data included sampl
identification code, altitude, coordinates, pictiaand a description of the context. For the cdbecdf each sample, the
operators constructed a square of 20X20 meterslivddbd in 25 4X4 meters subunit. Fifteen of thesds were
sampled as soil cores with a diameters of 2,6 cihaadepth of 30 cm. The choice of the samplingldegts linked to
the portion of soil involved in agricultural opearats. The fifteen subsamples were homogenized taib sample for
the laboratory analysis. Coarse materials and m@sjlues were separated on field (Cenci 2008).sawiiples were air
dried at 40°C until they reached a constant weighén they were mechanically disaggregated an@édity 2 mm and

6 g of this part were milled to 200 micron with lafetary Micro Mill pulverisette 7 classic line {&8ch, Idar-Oberstein,
Germany).

Analysis of the samples by single spiking IDMSThe species-specific IDMS procedure followed iegli the
addition of isotopically enriched species to thmgke in order to reach the isotope equilibration. sfnount of 0.15 g
of the soil sample was directly weighed in a 10 microwave glass vessel. Then a volume of 5 mL ofrB® EDTA
(pH 10) was added and finally the sample was spikig 0.15 g of a 5ig g of >*Cr(VI)-enriched solution. When
analyzing the standard reference material NIST 2Z@jof the 1g g* >*Cr(VI)-enriched solution was added due to its
higher Cr(VI) concentration level. Then a 50 mM,ERTA solution at pH 10 was added to the samplethacsample
vial was closed after the addition of a stirring bad placed in the focused microwave unit. Theaekion was carried
out 80°C during 5 minutes. After extraction, thenptes were centrifuged at 5000 rpm for 5 min ammbaion of the
extract was diluted 1:10 with Milli-Q water. Whemadysing the standard reference material NIST 2201100
dilution with EDTA 5 mM was carried out due to ftgher Cr(VI) concentration.

Measurement of isotope ratios by LC-ICP-MS.Typical operating conditions and analytical chaggstics of these
determinations by LC-ICP-MS have been describedewdisre (Fabregat et al. 2012). Integration of the
chromatographic peaks was carried out using thentencial software supplied with the ICP-MS instrumédsotope
ratios were always computed as peak area ratiasinfagration time per isotope selected was 50 mdstlae isotopes
measured were 50, 52, 53 and 54. The total infegraime, 450 ms, was short enough to accuratellpviothe
chromatographic peak profile. Mass bias correctvas performed using an external correction, basetti® bracketing
of a natural standard with similar concentrationtleé sample, between each three injections. Ma&ss d¢rrected
isotope ratios were employed to calculate the m®tabundances of hexavalent chromium. The condemtraf the
Cr(VI) compounds was then carried out by isotopiepa deconvolution (Garcia Alonso Rodriguez-Goazal013).
For this purpose, after the addition of the latefCr(VI), the isotopic composition of the sample ipressed as a
linear combination of the isotope pattern of batimstituents of the mixture. Thus applying multipteear regression
the molar fraction of natural abundance compound igntopically enriched compound can be calculdteth the
experimental mass spectra. As the ratio of moktions is equal to the ratio of moles, knowing itligal amount of
enriched compound added to the sample, the moleatafal abundance compound can be directly oldaine
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Determination of the reduction extent in real sampts The percentage of reduction of Cr(VI) in real ptaa was
calculated by adding'Cr(lll) after the extraction step. In this way itis/possible to quantify the amount®3Er(VI)
initially added to the sample that was transforneetCr(111) during the analytical procedure. The isdtopomposition
of Cr(lll) in the sample measured by LC-ICP-MS weapressed as a linear combination of the isotopioposition of
Scr(N, **cr(Il) and natural abundance Cr(lll). Then, theresponding three molar fractions were calculatgd b
multiple linear regression. The amount@r(Ill) was calculated from the molar fraction maf >*Cr(lIl) and>*Cr(IIl)
and the known amount 81Cr(Ill) added after the extraction step.

RESULTS AND DISCUSSION
Optimization of the extraction conditions with the analysis of SRM 2701. In contrast to the results presented by

Fabregat et al (2012) in Certified Reference Matsyipreliminary analysis of real soil samples frbwmbardia
showed a total reduction of the Cr(VI). Under thesaditions, the application of single or multigpiking IDMS is
not possible. Therefore we had to modify the eximacconditions reported by Fabregat et al (20D2ignificantly
minimize Cr(VI) reduction. The original extractiggmocedure reported by Fabregat et al (2012) reduin® steps: a
first cycle of 5 minutes at 90°C to facilitate ttmtope equilibration between endogenous and pscadly labelled
Cr(VI) and a second cycle at 110°C to ensure atifatime extraction of Cr(VI) from the solid matrixn this work,
different conditions of temperature and time wesdd in the analysis of the SRM 2701 as both patemsplay a key
role in the chromium reduction (Fabregat et al. 20Before the extractio°Cr(VI) was added to the samples to
quantify the endogenous Cr(VI) by single spikingB. Fig. 2 shows the endogenous Cr(VI) concentnatibtained
under different extraction conditions tested indhnelysis of the SRM 2701 and the associated rietfuektent.
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Fig. 2 Concentration of Cr(VI) (circles) and percentage exfuction (squares) observed in the analysis ofstaedard reference
material NIST 2701 under different extraction cdiogis (a: 5 min 90°C, 12 min 110°C; b: 5 min 90°C,ndi@ 90°C; c: 5 min 90°C,
5 min 110°C; d: 5 min 90°C, 5 min 100°C; e: 5 min 908@nin 90°C; f: 5 min 80°C, 5 min 100°C; g: 5 min 80%0nin 90°C; h: 5
min 80°C). The certified value of the material iglitated with a solid line, while the certified rangf the value is indicated with

dashed lines
As can be observed in Fig 2, all conditions testeaided Cr(VI) concentration within the certifidéoterval of SRM

2701. The highest reduction level corresponded2th vhen a second microwave cycle of 12 minuteslat@ was
applied. In this case a significantly lower Cr(\ddncentration was obtained. According to theselt®es$he softest
extraction conditions (only one cycle of microwaligestion of 5 minutes to 80°C) was selected ferftiither analysis
of the real samples to minimise the Cr(VI) reductixtent.

Analysis of real samples.Fig. 3 shows a LC-ICP-MS chromatogram of a reaigla spiked wit**Cr(V1) analyzed
under the extraction conditions reported by Falregal. (2012). For comparison Fig. 3 also showsCaCP-MS
chromatogram of the same sample applying the sofinditions selected above. As can be observednwking a
single microwave cycle of 80°C and 5 minutes th€/Qrreduction is significantly lower in comparisonsith that
obtained when using the extraction conditions regzbby Fabregat et al
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by Fabregat et al (50 minutes at 90°C and 5 mirattd40°C) and b) the extraction conditions selenigtiis work ( 5 minutes at
80°C)

Organic Matter content (% w/w) and the total Iramtent (% w/w) of these samples. We decided touebecthe sulfur
as a Cr(VI) reducer in our investigation, becausmaling to Pettine and Capri (2005) an alkalilgestion minimize
Cr(VI) reduction caused by sulfide and sulfite. @l$ettine et al. (2006) showed that Cr(VI) reduttby sulphate
became very slow under alkaline conditions. Soothjective of this study was to correlate the leafeCr(VI1) reduction
with the Organic Matter content and with the iramnt present in the extraction solution.

Table 1 Organic Matter content (% w/w), total and extrachemh content (% w/w, mg kb and>3Cr(VI) reduction (%) of 14 soil
samples collected in the Lombardia region

SOIL oM Fe Fe in the 53Cr(v_l)

SAMPLES % wiw % wiw extracta_llnt reduction
mg kg %

150-MN 2.23 4.99 78 1.25
131-MN 2.26 491 80 1.69
029-BG 3.65 4.82 435 1.73
135-MN 231 5.32 85 1.97
133-MN 2.78 5.06 180 4.58
018-BG 6.93 1.86 276 8.26
064-CR 6.94 2.7 284 8.33
035BG 7.13 3.91 514 10.78
001-SO 4.72 5.72 448 24.8
125-MN 6.84 5.08 599 30.41
002-SO 2.94 4.82 667 33.6
050-VA 6.71 3.25 725 32.75
007-CO 4.05 5.83 733 33.92
004-CO 5.65 4.97 781 50.83

The reduction extent tH&Cr(VI) was quantified in by addinCr(l1l) after the extraction step. The results dta are
given in Table 1 As can be seen the level of redoctfter the application of these softer ext@titonditions were
between 1.6% and 30%, which allow a reliable gdi@ation of Cr(VI). According to these results thefter extraction
conditions could be employed for the analysis af samples with a high content of organic matter Ee.

Then, we tried to give an interpretation of theadifitd results considering different parameters ey influence the
hexavalent chromium reduction in the liquid extimttsolution. For this purpose, the level of Cr(Véduction was
correlated first with the Organic Matter contentiasecondly, with the iron content present in tkigagtion solution.
However, we could only establish a correlation lestawvextracted iron and Cr(VI) reduction as obsemdtg 4.
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Fig.4 Correlation of the Cr(VI) reduction with the Fe caritan different analyzed real soil samples formitbgion of Lombardia

Cr(Vl) is a strong oxidant and is reduced (G¥@nd HCrQ) in the presence of electron donors. In the seiloan
commonly find aqueous Fe(ll), ferrous iron minerasd organic matter as electron donors (PalmerParisl 1996).
Several minerals in geologic materials containdiesriron, that is potentially available for the wetion of Cr(VI).
These minerals may be silicates (olivine), oxidesdnetite, hematite) or sulfides (pyrite). Pyrimmaeduce Cr(VI)
even in slightly alkaline conditions (Wittbrodt aR@lmer 1996).

Another important reducer of Cr(VI) is the soil aric matter, principally present as humic and fubgids. A number
of organic compounds may react with Cr(VI), liketmaxylic and hydroxocarboxylic acids, aldehydesmiis (Pettine
and Capri 2005). In many environmental compartmenganic compounds are the principal reducers, @vseveral
studies have shown that they react slowly with Qr(When the pH value it's near to the neutralitye reduction of
Cr(VI) by compounds with oxygen functional groupas half-lives ranging from months to many yeaegllfFis much
more reactive.

Organic matter seems to better influence Cr(VIuidn at acidic pH values. Wittbrodt and Palme¥98) conducted
some experiment in aqueous solution, to studyakeaf soil fulvic acids and soil humic acids iret@r(VI) reduction.
SFA and SHA had an excess concentration with ré$pecr(VI). They found that Cr(VI) reduction ratecreased with
the decrease of pH value. Kozuc et al.(2000) cateduan experiment with the aim of explaining thechamism of
soluble Cr(VI) reduction with organic matter. Thextracted soluble organic matter from peat and stalyand found
that the reduction of Cr(VI) due to organic matlees not started until 10 days of experiment. Tdwcluded that this
process is very slow and requires a high amouricoéssible organic matter. It depends also onpheifsc organic
compound. They demonstrated also that soluble llFe@uld block active organic sites and decreaseréduction of
Cr(VI). Buerge and Hug (1998) concluded that thexeprobably a synergistic behaviour between sogaaic
compounds and Fe(ll) in the reduction of Cr(VI)(IFepromotes the reduction of hexavalent chromiaating as a
redox catalyst, in several reactions. The reduatib@r(VI) by soil organic compounds it is also ilemented by the
presence of Fe(lll): it is first reduced by humitbstances and then oxidized by Cr(VI) in a redoseeyUnder strong
alkaline conditions of extractions, humic compous released by soils and sediments. In theseitzmslof pH
value of 10 also the Fe(lll) solubility is incrented (Millero et al. 1995). Several authors invest@g the role of iron in
Cr(VI) reduction, even in alkaline conditions. Feetample Eary and Ray (1988) tested and demonstiiagechpability
of Fe(ll) to reduce Cr(VI) in solution in a pH rangf 2-10. ¢He? (2003) conducted a series of axpeets to
investigate Cr(VI) reduction in alkaline conditigris both homogeneous system and heterogeneousnsysingle
mineral phase biotite and magnetite, and mixturmioferal phases). He found in homogeneous systeémhigh pH, a
rapid reduction of Cr(VI) due to aqueous Fe(llxreasing with the Fe(ll)-Cr(VI) ratio.

Our results seemed to underline a correlation antbagron extracted and the reduction of t@r(VI1). In order to
limit the presence of this element in the extractimlution, we tried to modify the molarity of tl&DTA. Using the
sample with the highest level of extracted Fe tewted different EDTA concentrations: 5, 15, 30, BID and 150 mM.
Then, we determined the level BEr(VI) reduction, and the quantity of iron extratteith these new conditions.. The
results are shown in Fig 5 and as can be obsehed:ttent of Cr(VI) reduction and the Fe conceitmatn the
extractant increases with the EDTA concentration.idcrement in the molarity of EDTA extraction stdun does not
affect the level of organic matter extraction, bah cause a higher Fe(ll) and Fe(lll) solubilisatidrivalent iron may
affect the rate of reduction due to the humic samsts, by the formation of complexes and the lioitaof the
accessibility for the reduction of Cr(VI) (Wittbrodnd Palmer 1996).

Then, we decided to test 2 extraction solution$ &itmolarity of 15 and 30 mM, using the standafdresmce material
SRM 2701, in order to establish if these conditiallewed a quantitative extraction of the Cr(VI)nfdrtunately when
decreasing the EDTA concentration, the Cr(VI) cortiction in the SRM 2701 did not reached the dedifvalues.
This means that EDTA 50 mM was probably the bestgromise to obtain a quantitative Cr(VI) extraction
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Fig. 5 Correlation among EDTA concentration in the ext@ttsolution with the percentage of Cr(VI) reductiand the Fe
concentration (mg K in the extraction solution of the soil sample G09.

Finally, in order to limit the presence of free IFe(n the extraction solution, we added fenantieli(Buerge and
Stephan 1998) to the soil sample 004-CO at diffecencentration levels (0.96, 1.68, 2.4 mM) as afllFcomplexant
agent. This led to a typical red cblloin the extraction solution due to the formatidrtlee complex among Fe(ll) and
fenantroline. Under these conditions the levekoiiin the extraction solution did not change dma €r(VI) reduction
remained high.

In spite of these results, it is worth stressirgf thsing a single microwave cycle of 80°C and 5uteis it was possible
to analyse all the real samples to assess the Cefvitamination in the studied agricultural are@dable 2 shows that
the Cr(VI) concentrations for all samples was lotreamn the limit established in the Italian reguatof 10 mg kg of
Cr(VI) (D.Lgs. 152/06). According to these resultg can affirm that there is no soil contaminatiom it seems that
there is no correlation among the polluted watffusion and the Cr(VI) concentration in soil sangple

Table 2 Cr(VI) quantification (mg k@) in the soil samples from the agricultural areshefregion of Lombardia studied in this work

Cr(VI) mg kg1 Standard Deviation

CR1 0.23 0.040
CR2 0.64 0.020
CR3 0.24 0.020
CR4 0.3 0.020
CR5 0.25 0.010
CR6 0.33 0.010
CR7 1.38 0.010
CR8 2.40 0.030
CR9 0.48 0.040
CR10 1.25 0.001
CR11 0.25 0.020
CR12 0.55 0.010
CR13 0.49 0.050
CR14 0.51 0.01

CONCLUSIONS

The purpose of our work was to adapt a previousketbped procedure for the quantification of helaviachromium
in solid samples by IDMS to assess the Cr(VI) conation in an agricultural area of northern Itathe IDMS
procedure had to be modified by selecting softéragkon conditions to minimize the reduction of\@) and hence,
obtain accurate determinations in soil samples wétty different physicochemical properties. Ouradhave shown a
correlation among the Cr(VI) reduction and the prneg of iron in the extraction solution. In order limit this
phenomenon we tested a higher EDTA concentratidhdrextraction solution and the addition of fenalnte. It was
found that 50 mM EDTA was the best compromise ttaimba quantitative Cr(VI) extraction and that thew softer
extraction conditions of 80°C and 5 minutes allowmel quantification of hexavalent chromium in oail samples as
the extent of Cr(VI) were in all cases below 30%s lworth stressing that Cr(lll) oxidation was mdiserved in any of
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the samples. Therefore, applying the alkaline ettva with EDTA, single spiking IDMS could be emgtx for the
reliable quantification of the soil samples.
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3.3 Caratterizzazione biologica dell’area

Tabella 3.3.1. Parametri biologici indagati

Parametri biologici
° Valutazione della tossicita di diossine e compostisgino-simili

° Valutazione potenziale genotossico

°  Attivita microbica, fertilita biologica

° Attivita enzimatica

° Caratterizzazione comunita lombrichi

La Tabella 3.3.1elenca i parametri biologici indagati nell'areagntre i grafici radar riportati in seguito illust@ in
maniera sintetica i risultati ottenuti per tutparametri — chimici, fisici e biologici — considé&rael nostro progetto. Nei
radar relativi agli EPT i parametri rappresentatli’ohdicatore giallo sono quelli che hanno sfordttimite contenuto
nella tabella A del D.Lgs. 152/06. Il cromo, pripgie causa per cui I'area € stata sottoposta agjinel non ha sforato i
limiti imposti come cromo trivalente, mentre com®roo esavalente ha presentato un solo sforamentdintee
tabellare A, in CR8. Anche CR7 e CR10 hanno masttanhcentrazioni di Cr(VI) piu alte rispetto aglirapunti, ma
non sufficienti a stabilire un nesso tra essi egénti di contaminazione avvenuti in passato.

Cio che spicca dai radar relativi alle molecoleamighe persistenti € il livello di presenza deindanti di fiamma. Dato
che per questa categoria non esistono limiti diéegelativi alla concentrazione ammissibile nellspe per costruire le
classi di valutazione ci siamo serviti dei datieatiti dall’analisi dei campioni della prima fasel geogetto. Le
concentrazioni stimate in quest’ area sono quats superiori al 95° percentile ottenuto nella @ifase, indicando che
in questa area specifica sono molto piu presenti.

Gli altri inquinanti organici sono tutti inferiolimiti di legge. La categoria dei pesticidi clortir@i cui fa parte il DDT),
ha mostrato valori piu elevati nei punti CR2, CRILECRS. Altra particolarita legata al sito CR10 éeesa dall’analisi
effettuata mediante sistema Calux per valutatsdeisponibilita di diossine e molecole diossinoii, dalla quale si
nota che proprio questo punto € stato I'unico asasa una risposta da parte dei biosensori applicatFigura 3.3.2
illustra quanto appena affermato e mostra che aneheaso di diossine e composti diossino-similBCR CR2 sono i

punti in cui le sostanze hanno maggior concentre&zio

30 4 m Totale
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Campioni

Figura 3.3.2. Risposta del biosensore DR-CALUX all&razione totale e biodisponibile di diossine e metole diossino-simili nei campioni

| dati ottenuti attraverso la valutazione del patale genotossico degli elementi e delle sostangsemti nel terreno,

indicano la probabile presenza nel suolo di contamii genotossici, almeno parzialmente biodispdiniper
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l'indicatore Trifolium r., che vengono traslocati al germoglio. | terremicstutti moderatamente genotossici.

Le Figure 3.3.4 e 3.3.9n0strano i diversi parametri biologici relativialpopolazione microbica e alla sua attivita, divisi
per destinazione d’'uso del suolo.

Rapportando il valore Cmicr al carbonio organictal®m e moltiplicandolo per 100 si ottiene il coeifinte microbico
Cbio, utile a definire 'andamento della comuniticmbica nei confronti della sostanza organica gmés nel suolo [14].
Nell'area considerata tale rapporto ci ha permestimare che il carbonio della biomassa microlgiostituisce dallo
0.2 % m/m (CR10 e CR13) all'1.7% m/m (CR7) del cauib organico totale. Queste percentuali oscillgnmdi fra
valori bassi e valori nella mediagbella 3.3.2.

Tabella 3.3.2. Valori di Chio dei punti dell'area @same

sito CR1 CR2 CR3 CR4 CR5 CR6 CR7 CR8 CR9 CR10 CR11 CR12 CR13 CR14

%*/’oi)o 075 061 054 1,15 136 078 168 072 08 025410 093 021 048

La funzionalita dei microrganismi viene valutata diaete la respirazione basale, che é influenzatBedargia

disponibile (mancanza o eccesso di carbonio ndbyeodalla quantita di microrganismi presenti.i Atalori di Chio e
di respirazione solitamente indicano un migliotetdei microrganismi del suolo, a patto che la iregpone non sia
elevata a livelli anomali. Dai grafici radar emerghe CR2, CR10 e CR11 presentano alti valori dC EJespirazione
basale, ma bassi livelli di popolazione microbica.

La respirazione basale viene anche relazionatabatlmassa microbica per ottenere il quoziente nuditady che
fornisce un’idea circa I'efficienza di utilizzazierdell’energia disponibile e di conseguenza an&fia dtabilita o0 meno
dell'ecosistema. Una condizione di stress puo pitese sia livelli alti di tale quoziente (segnoutia ridotta biomassa
microbica), che bassi livelli, segnale di una miafficienza di uso delle risorse disponibili.

Secondo il metodo di stima della fertilita biologiemerge la prevalenza di una condizione di fértitiedia, un caso di
stress-preallarme ed uno in cui si ha alta feitititologica. L'unico sito a destare preoccupazidaegquesto punto di
vista e il CR14, dove é stata rilevata la condigidnstressTabella 3.3.3. Da uno sguardo agli altri parametri chimici e
biologici indagati non emergono pero altri dataathanti.

Tabella 3.3.3. Risultati parametri biologici Som§&mza Organica); Toc(Carbonio Organico); Resp_basfirazione basale);
Resp_Cum(Respirazione Cumulativa); C_micr(Biomassardidica; Qm (quoziente di mineralizzazione); qCO2@eante
metabolico); Ibf(indice di fertilita biologica).Fpunteggio assegnato ai parametri.

sigla CcO P Res B_eis p Res Cum P Cmicr_1 P gM p q(:20_21 p Fertilita IBE
(%) (mg kg) (%) (mg kg") (%) (10°h7)
CR1 1,5 2 5,7 2 285 3 113 2 2,0 3 0,21 8 media 15
CR2 2,3 4 15,2 4 766 5 141 2 3,5 4 0,45 1 buona 20
CR3 1,8 8 9,6 2 559 4 98 1 3,1 4 0,41 1 media 15
CR4 1,3 2 8,8 2 382 3 149 2 2,9 3 0,25 3 media 15
CR5 315 5 14,6 3] 757 5 476 5 2,1 8 0,13 4 alta 25
CR6 3,2 5 12,3 3 615 5 251 3 1,9 2 0,20 4 buona 22
CR7 2,0 4 8,7 2 460 4 336 4 2,3 3 0,11 4 buona 21
CR8 2,5 4 8,8 2 466 4 180 2 1,9 2 0,20 4 media 18
CR9 1,9 8 13,4 3] 618 5 168 2 83 4 0,33 2 buona 19
CR10 2,2 4 11,1 3 625 5 54 1 2,8 3 0,85 1 media 17
CR11 2,2 4 13,0 8 672 5 91 1 3,1 4 0,60 1 media 18
CR12 2,0 4 11,6 3 480 4 185 2 2,4 3 0,26 3 buona 19
CR13 1,7 8 10,9 3] 577 4 35 1 83 4 1,28 1 media 16
CR14 1,3 2 8,1 2 376 3 62 1 2,8 3 0,54 1 stress 12
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Figura 3.3.4. Grafici radar costruiti a partire dai diversi parametri costituenti I'indice di fertilit & biologica (IBF) relativi ai punti CR
ricadenti all'interno dei campi coltivati a mais
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Figura 3.3.5. Grafici radar costruiti a partire dai diversi parametri costituenti I'indice di fertilit & biologica (IBF) relativi ai punti CR
ricadenti all'interno di terreni dedicati a prato
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Le attivita enzimatiche del suolo analizzatekella 3.3.2. sono state rapportate al contenuto di carbongarico e
confrontate con quelle ottenute in fase generalguesto caso i 50°, 75° e 95° percentili sona statsiderati valori di
riferimento per la costruzione delle classi diwatione. In generale I'attivita della betaglucaside elevata in tutti i
punti, sintomo di una buona disponibilita di enarger gli organismi presenti nel terreno, essersda eoinvolta nel
ciclo del carbonio. Le altre due attivita enzimhéicprese in considerazione — esterasi e leucinacgeptidasi —

mostrano valori variabili all'interno dell’area maai critici, essendo paragonabili a quelli derivalatla fase generale.

Tabella 3.3.2. Valori ottenuti per le nove attiviglzimatiche analizzate (da sinistra: fosfomonagasteacida, fosfodiesterasi,
pirofosfato-fosfodiesterasi, leucina aminopeptidaarisulfatasi, chitinasi, betaglucosidasi, acetaésterasi, fosfomonoesterasi
alcalina) (nanomoli di 4-metilumbelliferone per gQO)

acP bisP piroP leu aryS chit b-gluc ester alkP
CR1 3281 1468 345 1554 173 77 950 108452 5958
CR2 2590 1679 288 1967 144 432 815 101259 9210
CR3 4457 2842 517 1873 258 710 969 165215 9946
CR4 2336 519 87 1298 87 692 1038 85651 1730
CR5 6681 3888 1208 2529 264 944 2340 174430 15363
CR6 2678 1109 306 1377 268 306 803 121614 3481
CR7 1768 1037 244 1037 61 732 610 70005 5305
CR8 2529 1468 326 1876 122 489 775 78971 6404
CR9 3945 2367 546 2792 182 1153 1214 118041 9771
CR10 2102 1161 277 1327 111 719 719 85007 6194
CR11 1851 1080 257 1183 51 617 514 54501 8432
CR12 7461 4288 1175 1880 411 881 1057 211774 13276
CR13 2486 1350 142 994 71 994 781 88574 2841
CR14 3348 969 88 1586 88 441 793 86781 2995

Per quanto riguarda la caratterizzazione della eitaaaei lombrichi, la loro densita media variaxa 9 e 247 ind. i

e fra 97 e 477 ind. Mrispettivamente nei siti coltivati a mais e peelj dedicati a prato. La biomassa media variava
tra 54 e 96 g Mper i punti ricadenti in terreni dedicati alla grzione di mais, e tra 31 e 205 & mer quelli dedicati a
prato.

In quest'area non si riscontra un impatto signtfica del tipo di uso del suolo sulle biomasse desdensita dei
lombrichi (K-Wallis 5%, p=0.08, n.s.). | piu altalori sono stati registrati in zone praticole (CRER12), mentre i piu
bassi in Cr3 (prato) per

la biomassa, e in Cr8 (mais) per la densita. N@taéo possibile collegare i valori ottenuti perestil parametri a
particolari posizioni all'interno dell’area.

Anche le strutture funzionalFigura 3.3.1) presentavano un’alta variabilita fra siti e feadue destinazioni d’'uso del
suolo. In base a cio possiamo affermare che i lathbappartenenti al gruppo endogeo erano mencepties quei
punti ricadenti nei prati centrali dell'area cammata (CR3-CR5-CR6-CR14), mentre mostravano altaitdenei prati
situati all'estremita dell'intera zona campiona@RQ2-CR12-13). Questa variabilita era meno prondaaainesistente
nel caso dei campi colti vati a mais. Per quaigoarda il gruppo epigeo il punto CR10 spicca aseadell’elevata

densita che il gruppo funzionale mostra in tale, sit cui rappresenta il 60% degli individui radeol
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Figura 3.3.3. Composizione della struttura funzionke delle comunita dei lombrichi

Tra i 14 siti CR10 appare particolare in base alla alta densita di individui appartenenti al gaumpigeo, che
rappresenta il 60% dei lombrichi. La differenziamodel sito CR10 in termini di struttura tasson@micconfermata
dalla analisi delle componenti principali. Tale siacondotta considerando le densita tassonomigheottolineato la
chiara differenziazione della struttura del punt@10; quella ottenuta considerando invece i parardelrsuolo ha
messo in luce la differenziazione del sito CR2.1 plento CR10 la differenza pud essere dovuta allsqnza di tre
specie epige&iseniella tetraedra, Lumbricus rubellus Castaneusumbricus rubellus Rubelluk cui densita sono
correlate con la presenza di cromo, per il quabuito CR10 mostra la maggior concentrazione dédfa area (87 mg
kg™).

La differenziazione del sito CR2 pud essere intetgta dalla maggior concentrazione di alcuni megakli As, Cu, Sn,
Zn. Il risultato della PCA non ha indicato perowala relazione tra la presenza di questi elementineichpatto negativo
sui lombrichi.

Lo studio della struttura tassonomica ha permegsetdrminare alcune differenze fra le comunit&ith CR10 e il piu
differenziato e possiede una struttura tassonomectcolare, con le tre specie gia citate; la dandi queste specie
potrebbe essere legata alla concentrazione delocfoosi come con il cobalto ed il manganese). Wépi € che le
specie ET ed LR siano piu adattate a questo tipmtiaminazione, quindi non si puo escludere chet®specie LRR
ed LRC possano derivare da effetti mutagenici disaze presenti in questo punto.

L'indice H’ (diversita di Shannon-Wiener), che caesa il numero delle specie e la loro frequenzintdrno della
comunita, risulta basso in tutti i punti ad ecceeidi CR14, mentre l'indice J di equitabilita presevalori piu variabili,

con il minimo in CR8. In esso quindi le specie présnon sono equamente rappresentate.
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3.4 Conclusioni

N

L'area descritta & stata teatro in passato deRfaisibne di cromo esavalente nelle acque sotteeraneben due
occasioni. Le analisi svolte sulle acque avevanesgmtato valori allarmanti del pericoloso inquikanData la
pericolosita che caratterizza il cromo esavalehtdaano deciso di verificare la sua presenza andivel®o di suoli.
Mancando una procedura analitica affidabile peddterminazione del cromo esavalente nel suolo,aatibideciso di
condurre le analisi mediante un’innovativa e prdere tecnica, la diluizione isotopica. Essa infaihsente di fornire
risultati accurati e precisi laddove le altre tebei soffrivano di mancane in questo senso a caelseahifestarsi di
interconversioni fra le specie del cromo durantedde fasi analitiche. Sempre nell'ottica di fomrisultati accurati
anche la fase di estrazione ha visto I'applicazidnena tecnica recentemente messa a punto, cbhenpeessitava di
alcune migliorie. | campioni reali, infatti, subivauna totale riduzione del Cr(VI).

Dopo aver condotto una serie di prove sperimermsialicampioni standard certificati € su campioni ifestbbiamo
ottimizzato le condizioni di estrazione, cosa chen& permesso di stabilire il livello di contamii@ze presente
nell’area oggetto di indagine. Inoltre, i nostrudit hanno rivelato una correlazione tra la ridueiatello spike di
Cr(VI) utilizzato e la presenza di ferro nella sotine derivante dall’estrazione. Al fine di limieaguesto fenomeno
abbiamo altresi testato una serie di possibilizohi, cambiando il pH della soluzione di EDTA estnte, variandone
la concentrazione ed aggiungendo un agente corapiiesper il ferro, la fenantrolina. Tuttavia le daoni per la
soluzione estraente individuate nel metodo origirsl sono rivelate essere ottimali al fine di agtenun’estrazione
guantitativa di cromo esavalente.

Le nuove condizioni di estrazione individuate harmomsentito di abbassare il livello di riduzionelalespike di
Cr(VI) al di sotto del 30%, condizione necessalia precisione del risultato. Grazie a cid abbigmotuto quantificare
il Cr(VI) in tutti i nostri campioni, stabilendo eH’area esaminata non presenta contaminazioneod@aoesavalente per
quanto concerne i suoli. E emerso infatti che ua panto supera il limite A, con un valore di 2 @@ kg*.

Per quanto riguarda in generali gli EPT e gli xeéatiti organici indagati occorre segnalare solaialcsuperamenti del
limite tabellare A del D.Lgs. 152/06 in merito aglorganici, ed un solo superamento della stessiteli per la seconda
categoria di sostanze in esame. Una particolaritpuelsta area € rappresentata dalla presenzaateianti di famma,
ben piu elevati che in tutta I'area della regione.

Abbiamo potuto constatare che il sito CR2 presentanetta differenza rispetto agli altri punti céaomati a livello di
concentrazioni di inquinanti, che non sembra péléttersi negativamente sui parametri biologicguendi sulla salute
del suolo.

Dal punto di vista biologico il quadro che emerge hdar riassuntivi & buono, in quanto nella maggarte dei siti
campionati non emergono criticita. Solo in tre p@éR8, CR10 e CR11) la maggior parte degli intlicausati hanno
restituito valori rientranti nella classe di giudiznedia (colore arancio), situazione che non catapim ogni caso

allarme.
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CONCLUSIONI GENERALI

Lo scopo del presente progetto € quello di valu@istato di salute e la qualita dei suoli dellggjieae Lombardia e di
alcune specifiche aree, attraverso un monitoragugitiidisciplinare. | suoli campionati provenivangepalentemente da
aree dedicate ad attivita agricola, e per operate selezione ci si € serviti di una preesisteste i punti
georeferenziati nota con il nome di LUCAS, e diialatabase dai quali sono state ricavate inforamazerritoriali che
ci hanno permesso di costruire la nostra mappardptonamento.

Tutto cio ci ha fornito un disegno di punti distrib su tutto il territorio regionale, sul qualetaamo lavorato con
l'intento di ricavare una “fotografia” dello stati fatto, il cosiddetto punto zero di un’opera daebbe auspicabile
prolungare negli anni.

Dal generale siamo passati allo specifico, dallezéene casuale di punti sull'intero territorio regale alla creazione di
schemi che consentissero di ricoprire al meglierieni circostanti un’attivita particolarmente intpate la qualita
ambientale, o superfici che oggetto in passatmgbitanti eventi di contaminazione. In questa $esio state portate ad
esempio due delle sette aree indagate: un Sitotelidsse Nazionale e I'area di dispersione di cresavalente nelle
acque sotterranee.

Per poter valutare al meglio le condizioni di unlswccorre capire innanzitutto quali informazioaccogliere.

| concetti di qualita e salute riferiti a terrergrari si sono evoluti e distinti I'uno dall’altroeh corso degli anni. In
passato essi avevano pressappoco lo stesso satmifiiferito prevalentemente all’ottenimento di upeoduzione
agricola ottimale, e venivano determinati sopradtinn termini chimico-fisici. Oggi invece la compamte vivente del
suolo, in ogni sua sfaccettatura e categoria, tivéandamentale alla comprensione delle condizitnin terreno. Il
suolo non € piu un mero supporto ma un sistemdtastrente connesso agli altri comparti ambientafluenzato e
caratterizzato da tutti gli organismi che lo compamo. Valutare le condizioni di tali componenti,un’ottica appunto
multidisciplinare, permette di valutare la sua salGli indicatori biologici sono come dei “termotrie

Sulla base di tutto cido abbiamo cercato di indagameampio numero di componenti biotiche del sualoge ci
consentissero di valutare al meglio le informaziotienute dal punto di vista chimico-fisico. Abbiaranche avuto
modo di applicare alcune tecniche che esulanoldssico monitoraggio, ma che ci forniscono qualdéttaglio in piu
circa il comportamento di una sostanza inquinardeun elemento.

Dal punto di vista generale abbiamo qui presentdati ottenuti dalla caratterizzazione chimicddésdei 156 campioni
prelevati e in particolare abbiamo confrontato émaentrazioni degli elementi potenzialmente tosswmn i limiti
tabellari imposti dalla legge di riferimento, il Beto Legislativo 152 del 2006, individuando e eexo di motivare gli
eventuali sforamenti. Per fare cio € necessaribenapire I'evoluzione dei suoli, la loro origimsterminando di quale
categoria essi facciano parte. Il Testo Unico Amtaike (D.Lgs. 152/2006) prevede due tipologie mitiida applicare a
terreni a destinazione d’'uso verde pubblico e poivappure a suoli destinati ad attivita indusiriAhche se non € ben
chiaro in quale delle due categorie rientrino rear agricoli, il limite piu restrittivo viene dat@inato considerando i
valori di fondo naturale dei diversi elementi calesati. Uno sforamento di questo limite € imputalsia ad eventi
naturali che non, mentre il limite pit elevato $dre da collegare esclusivamente ad azione antropica

In questa sede ci € sembrato perd piu interesgaetentare i risultati ottenuti dalla determinagicstei quattro
radionuclidi gamma emittenti, tre artificidfi‘Cs e*'Cs e®°Co, e uno naturalé’K. Per quanto riguarda i primi due,

essi derivano dalla fissione nucleare, e cio ckerirraddistingue ¢ il tempo di dimezzamento, nagiper cui il**Cs &
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completamente esaurito nei nostri suoli, mentré'@s lo si ritrova circa dimezzato rispetto alle ditaraccertate in
seguito all'esplosione della centrale di Chernobgl 1986. Esso infatti impiega 30,17 anni a dimez4a propria
presenza. E stata notata una certa sua tendeazaigtiazione orizzontale, oltre che verticale, da\al ruscellamento e
a fenomeni erosivi. Per quanto riguarda la migmeigerticale, invece, nei suoli agrari viene corn@tente alterata
dalle lavorazioni agricole che tendono ad omogerae& la sua concentrazione nei primi trenta centirdeprofondita,
condizione ben diversa da quella presente in tebeschivi, dove I'accumulo nei primi strati compof'ingresso di
tale elemento in organismi viventi quali la selvimgg Entrambi gli isotopi del Cs derivano anchetest nucleari
condotti nel corso degli anni, ed il fatto di novearitrovato nei nostri campioni #‘Cs conferma che nessun test o
incidente si sia verificato recentemente nellenaoize della nostra area.

Altra conferma confortante deriva dalla totaleeags: di®°Co, elemento usato in ambito ospedaliero. Generdbria
sua presenza in suoli naturali od agrari & legétbbandono illecito di rifiuti pericolosi.

Il radionuclide naturaléK si trova distribuito in maniera ubiquitaria sti&peta in relazione alla composizione dei suoli,
alla tipologia del materiale di origine degli stesscome nel caso di suoli agricoli, in base &dilizzazione che si
opera. Con il nostro lavoro abbiamo verificato darelazione fra tale isotopo e la percentuale ¢otiapotassio.

Negli altri due capitoli della tesi ci siamo invededicati a due delle sette aree del progetto acleseptavano
determinate criticita ambientali. In particolare gueste due zone — rispetto alle altre — oltre &t aperato una
valutazione coadiuvata dall’'uso di indicatori bigil, abbiamo avuto modo di applicare due tecnictmvative: la
diluizione isotopica e i biosaggi con batteri bininescenti.

La tecnica della diluizione isotopica applicataapettrometria di massa ci ha permesso di detarenia presenza di
cromo esavalente in terreni provenienti da un'al@ae in passato tale elemento si era diffuso ragltpuie sotterranee.
Si tratta di una forma ossidata del cromo che taeepericoloso dal punto di vista del contatto)'idgkestione, ma
soprattutto in seguito ad inalazione, attraversayale esplica la propria cancerogenicita. Vislivelli elevati di
contaminazione raggiunti dalle acque, il nostropscera quello di verificare la sua presenza andiesumli. Questo
tipo di determinazione nelle matrici solide e coegslo quali il suolo € perd resa difficile dalle zieae di
interconversione che avvengono fra le diverse spdiccromo in fase estrattiva. La diluizione isatapé I'unica delle
tecniche sperimentate nel corso degli anni che eemti quantificare le interconversioni e di cggerle al fine di
ottenere delle quantificazioni precise.

Oltre ad applicare la diluizione isotopica, nel tnescaso abbiamo anche verificato il funzionametitaina recente
tecnica estrattiva ad essa abbinata, che grazée caimposizione della soluzione estraente consentevitare
'ossidazione del cromo trivalente in tale fasepljpema che inficiava la buona riuscita analiticapassato. Sempre
grazie a questa tecnica estrattiva abbiamo potemapkficare la procedura della diluizione isotopidaale metodo
prevede di aggiungere al campione analizzato umatiia nota di una soluzione isotopicamente aritaati un isotopo
stabile dall'abbondanza naturale minore dell’eletben esame. Ogni specie del cromo presente riehéddbe quindi
'aggiunta di uno “spike isotopicamente arricchitdi conseguenza si tratterebbe di una analisi“donble spike”. Il
vantaggio della tecnica estrattiva applicata co@sisll'evitare I'ossidazione del cromo trivalept@sente, necessitando
della aggiunta di un solo spike per il Cr(VI).

L'applicazione di questa metodica ai nostri campdirsuolo reale, ha presentato il problema oppdatoiduzione del
Cr(VI) a Cr(lll). Cido comportava quindi problemi duantificazione, anche perché I'estrema riduzideke soluzioni
isotopicamente arricchite aggiunte escludeva laipdisa della buona riuscita della tecnica dellluidione isotopica,

anche con l'uso della modalitd double spike. Ablmarosi dovuto svolgere una serie di prove fino #dnere le
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condizioni di estrazione ottimali per la quantiicane del cromo esavalente, limitando per quanssipde le riduzioni
dello spike e del Cr(VI) naturale. Nel contempo iabip deciso di indagare quali fossero le causeleDaerche
bibliografiche &€ emerso che nelle nostre condizithi@voro i responsabili della riduzione del cropmtevano essere la
sostanza organica contenuta nel terreno ed il fsst@tto. Proprio quest’'ultimo sembra avere lagi@agesponsabilita,
come risultato dalle correlazioni ottenute fra saacentrazione e percentuale di riduzione presemtat campioni.
Dopo aver condotto ulteriori prove per cercarardithre I'effetto riducente del ferro, intervenensiglla composizione
della soluzione estraente, abbiamo potuto constatse le condizioni originali erano quelle che @mivano i migliori
livelli di recupero rispetto alla concentrazionetifieata dello standard usato come prova.

In conclusione & stato comunque possibile quaatiidl cromo esavalente contenuto nei nostri campathe solo in un
caso ha superato il livello tabellare A (2 mg'kgragione per cui, unitamente al fatto che nedfi #erreni la
concentrazione era ben al di sotto, non € stateilptesimputare tale valore all’evento passato atitaminazione. Si
puo affermare che i suoli non siano contaminatideno esavalente.

La speciazione degli elementi & stato un tema itapte di questa tesi. Essa € regolata da diveraimgri e fornisce
informazioni piu precise circa il reale impatto chkuni elementi o sostanze possono avere. Perpasestire a
possedere un diverso livello di tossicita, le vddeme di un elemento hanno anche diversa mokfilda comparti
ambientali. La mobilita che gli elementi acquistanib modo attraverso il quale essi possono dieedisponibili per le
varie forme viventi.

La seconda area da noi presa in considerazionaté da tempo dichiarata Sito di Interesse Naziomaleausa
dell’elevata presenza di sostanze inquinanti, gjamiche che inorganiche. Cio che & emerso daeeanalisi € che
alcuni metalli pesanti sforano fino a tre voltértite legislativo piu elevato, quello per le destzioni di uso industriale.
Si tratta di mercurio ed arsenico. Per quanto rigiaa composti organici si hanno diossine, PCBtipis clorurati fra
cui DDT. Ovviamente questo sito & stato esulatdedptatiche agricole e quindi tutti i terreni caomati si
presentavano come incolti. Cio che ci siamo pastatitare era la mobilita di due degli elementi presenti (As e Hg),
e la biodisponibilita mediante I'uso di biosendaminescenti prodotti ingegnerizzanBacoli.

Purtroppo nel caso dell’arsenico non abbiamo ottenisposta dal biosensore, mentre per il mercakibiamo avuto
modo di verificare che I'emissione di luminescertfiatali organismi era direttamente proporzionalla gresenza
dell’elemento in soluzione, che a sua volta eragitag quanto piu alta era la concentrazione neli.sBer I'arsenico
invece i meccanismi di mobilizzazione sono piu ctasgi. Anche se non abbiamo avuto risposta dalieggione dei
biosensori, nel caso di questo elemento abbiamlicafpuna tecnica che prevede 'uso di disposjiagsivi noti come
diffusive gradient in thin film(DGT). Si tratta di piccoli supporti di materialeaptico che contengono una resina
contatto con una membrana di idrogel. In seguita Ero messa a contatto con il suolo si crea uiffusibne
dell’elemento in questione verso la resina cheucattelemento, che dopo un certo periodo di temignoe recuperata
per svolgere le analisi. Grazie a questa tecnitéaaim potuto quantificare la concentrazione dedaico passata in
soluzione ed intrappolata nella resina, che & emgmtativa della quantitd che dal suolo é in grdidpassare alla
soluzione liquida circolante. Inoltre, & stato ploiés anche operare la speciazione dell'arsenicdaln campioni,
attraverso l'accoppiamento della cromatografia ilquallICP-MS. Le specie determinate sono statattgo, due
organiche e le due inorganiche, maggiormente ptiesepiu tossiche: As(lll) e As(V). Fortunatamemfeest’ultima

forma era quella piu rappresentata, essendo aaahero tossica.
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Sia per il mercurio che per I'arsenico i quantitein grado di acquistare mobilita verso il compasacquoso superano
sia i limiti previsti per le acque superficiali eterranee (D.Lgs. 152/2006), che quelli per leuacpotabili (D.Lgs. n°
31 del 02/02/2001).

Oltre ad aver sperimentato I'applicazione delle tkmniche analitiche dei biosaggi e della diluizasotopica, che
hanno arricchito il progetto con informazioni uiter sulla mobilita e tossicita di elementi quatsanico, mercurio e
cromo esavalente, la fase finale del progettota sfaella di assemblaggio delle varie informazidcavate attraverso i
bioindicatori.

| parametri valutati riguardavano la genotossidifie sostanze presenti nel suolo sfruttandofddtio come pianta
indicatrice, la struttura e le caratteristiche elelbmunita di lombrichi e protozoi ciliati, i paratn della comunita
microbica e le attivita enzimatiche del suolo. Setati inoltre condotti ulteriori saggi mediantegplicazione di sensori

bioluminescenti costituiti da cellule che hannompesso di stimare la disponibilita degli inquinanganici.

110



RINGRAZIAMENTI

Al termine di questo lungo percorso vorrei ringeagi coloro che mi hanno aiutata, in particolar mibdRvofessor Gian
Maria Beone, mio tutor e preziosa fonte di insegesatim

Ringrazio la Professoressa Franca Carini per tego® e la costante presenza, cosi come la Dattobdaria Chiara
Fontanella, Paolo Lodigiani, Fabrizio Speroni edaiclo Rossi.

Un grazie particolare va inoltre al meravigliosampo di dottorandi, tecnici, ricercatori e profasstel Dipartimento di
Fisica e Chimica Analitica dell’'Universita di Oviede soprattutto a Silvia Queipo Abad, Ignacio Gadonso e Pablo
Rodriguez-Gonzalez, per il grande aiuto, la paaenamicizia dimostrata.

Naturalmente grazie anche a tutti i gruppi che bacollaborato alla realizzazione del progetto 3édpping, ad

iniziare dal Dottor Roberto M Cenci, anima e actasiostenitore di questa opera, alla DottoressdaPateffan ed
all'lngegner Elefanti della Regione Lombardia, peer dato il via al progetto e per averlo costaetee seguito, a tutti
i Professori e Dottori che hanno realizzato lee/daisi: Dott. Gunther Umlauf (CCR Ispra), Sandrtig@io (Universita
Bicocca, Mi), Antonietta La Terza (Universita dir@erino), Gianluca Renzi (CRA di Roma), Flavio Faiea (CRA di

Gorizia), Edoardo Puglisi e Riccardo Rossi (UCS&cEnza), Guenola Peres (Universita di Rennes, ia)anc

Grazie anche ai ragazzi di AEIFORIA per la realzaae della fase di campionamento.

111



