Capitolo xiiI. indice di disponibilita’ per le piante di Metalli pesanti IN SuOLI CONTAMINATI  

Gianniantonio Petruzzelli e Beatrice Pezzarossa

1. Introduzione 

Il concetto di biodisponibilità deriva dal fatto che gli effetti negativi che una sostanza può esercitare sull’uomo e sull’ambiente non dipendono dalla concentrazione totale presente in una certa matrice ambientale, ma solo da una frazione che è disponibile per i processi biologici (Peijnenburg et al., 1997).

In campo ambientale il concetto di biodisponibilità assume significati molto diversi che vanno dalla considerazione della frazione di una sostanza accessibile per l’assorbimento da parte di un organismo vivente, alla quantità che può essere rilasciata dalla fase solida di una matrice ambientale. Naturalmente i diversi aspetti della biodisponibilità sono tra di loro legati e per rendere conto della complessità con cui si presenta il problema al momento delle interazioni tra un organismo e l’ambiente si parla di “processi di biodisponibilità” intendendo con questo termine un insieme di reazioni che individuano non solo i diversi aspetti, ma anche le diverse fasi temporali nelle quali intervengono dei processi che definiscono la biodisponibilità in una specifica situazione per uno specifico organismo.

Nel caso di terreni contaminati, la biodisponibilità è la chiave di volta per comprendere i pericoli derivanti dall’inquinamento e per definire le opportune strategie di intervento. A questo proposito è importante un affinamento delle procedure di risk assessment anche per la scelta delle tecnologie di bonifica nelle quali vengono presi in considerazione anche i processi di biodisponibilità (Petruzzelli e Pedron, 2006; Petruzzelli e Pedron 2007; Pezzarossa et al., 2011). 

Una delle principali difficoltà nell’applicazione pratica del concetto di biodisponibilità nei suoli contaminati deriva dalla mancanza di un consenso univoco su quali metodologie impiegare per misurare la biodisponibilità.  

L’unica via diretta di misurare la biodisponibilità di un certo contaminante per un certo organismo sarebbe l’impiego dell’organismo stesso Il numero degli organismi nell’ecosistema è naturalmente troppo elevato per potere operare rigorosamente secondo questa strategia ed è necessario ricorrere a delle approssimazioni in laboratorio con degli “organismi test” che forniranno, mediante prove di carattere biologico, indicazioni sulla reale biodisponibilità.

Se, d’altra parte, nel terreno il fattore limitante nell’assorbimento di un certo composto da parte di un organismo deriva da una serie di processi chimici che avvengono nel suolo stesso, indicazioni sulla biodisponibilità possono derivare anche da un test chimico che individui la natura dei legami con cui una certa sostanza è trattenuta dalle superfici del terreno. 

Impiegando una duplice via di misura le informazioni sulla biodisponibilità per un certo organismo deriveranno da prove di laboratorio nelle quali la biodisponibilità è determinata sia per via biologica che per via chimica.

I processi che determinano la biodisponibilità di un metallo pesante nel segmento ambientale suolo contaminato-vegetale sono il rilascio dalla fase solida nella fase liquida del terreno e l’assorbimento dell’elemento in forme solubili da parte dell’apparato radicale dei vegetali. 

Dal punto di vista chimico si può quindi determinare la quantità presente nella soluzione del terreno e/o quella più facilmente rilasciabile dalla fase solida (ad esempio metalli trattenuti con legami elettrostatici) in modo da individuare quella che viene definita “biodisponibilità potenziale”, cioè la quantità di metalli disponibile per l’assorbimento da parte dei vegetali. A questo scopo si possono impiegare o estraenti blandi, quali acqua o soluzioni di sali alcalini che hanno la specifica caratteristica di non modificare le superfici del suolo.

Nell’ambito dei suoli contaminati la concentrazione totale di un metallo è un parametro del tutto insufficiente per una reale valutazione dei rischi ed una accurata scelta degli interventi di bonifica, mentre è fondamentale considerare la distribuzione dei metalli tra la fase solida e liquida del suolo.

Nella caratterizzazione del suolo nei siti contaminati c’è la necessità di operare su molti campioni in tempi relativamente brevi e questo suggerisce, tra i molteplici test a disposizione, l’impiego di una singola estrazione in grado di quantificare i metalli facilmente rilasciabili nella soluzione del terreno.
  Tra i vari estraenti riportati in letteratura (Houba et al., 1996; Houba et al., 2000; Pueyo el al., 2004; Meers et al., 2007) il più utilizzato è il cloruro di calcio. Anche se esistono alcune limiti nell’azione di questo estraente (Smith et al., 2010) il metodo è specificatamente utilizzabile per i metalli fitodisponibili e consente di valutare in termini realistici i metalli rilasciabili nella fase liquida del suolo (Rayment e Lyons. 2010) e fornire indicazioni attendibili sulla applicabilità di tecnologie di bonifica, quali la phytoremediation, e sulle concentrazioni che rappresentano un reale rischio per l’uomo e l’ambiente.

2. Principio  

Il metodo prevede l’utilizzo di un estraente blando come il cloruro di calcio (CaCl2) e si basa sulla necessità di impiegare delle soluzioni non tamponate, in modo che il pH della sospensione suolo-estraente sia determinato essenzialmente dal pH originario del suolo e non da quello dell’estraente. Inoltre, l’estrazione dei metalli viene eseguita con una soluzione 0,01 M la cui concentrazione è simile a quella dei sali nella soluzione del terreno e in cui la forza ionica dell’estraente è simile a quella della soluzione del suolo, essendo Ca2+ il catione predominante nella soluzione. 

Il calcio, come catione bivalente, assicura anche una buona coagulazione del materiale colloidale in sospensione, rendendo non necessario il ricorso a concentrazioni più elevate quali quelle che sarebbero necessarie nel caso di impiego di soluzioni di ioni monovalenti (Na, K, o NH4).

3. Reagenti

· Soluzione 0,01 M di cloruro di calcio CaCl2(2H2O

Sciogliere 1,47 g di CaCl2.2H2O in acqua distillata e portare a volume di 1L. 
4. Apparecchiature

· Spettrofotometro in assorbimento atomico corredato di sistema di atomizzazione a fiamma aria/acetilene (FAAS) o elettrotermica (GFAAS) o con generatore di idruri (VGAAS).

· Spettrometro di emissione atomica in sorgente al plasma (ICP-AES)
· Spettrometro di massa accoppiato induttivamente al plasma (ICP-MS)
5. Procedimento

Trasferire 2 ± 0,01 g di campione di terra fine, secco all'aria, macinato con mortaio d’agata e setacciato a 0,2 mm, in un tubo da centrifuga da 50 ml ed aggiungere 20 ml della soluzione 0,01 M di CaCl2. Porre in agitazione per 4h ad una temperatura compresa tra 20°C e 25°C e centrifugare a 15.000 giri per 15 minuti. Dopo la centrifugazione filtrare a 0,45 m.

6.  Preparazione della curva di taratura
Preparare la curva di taratura allo spettrofotomentro in assorbimento utilizzando fiamma protossido/acetilene (FAAS), o ad atomizzazione elettrotermica (GFAAS). Definire per lo strumento in dotazione condizioni tali da rispettare la proporzionalità tra assorbanza e concentrazione delle soluzioni standard di lavoro. Impiegare la lampada specifica e selezionare la lunghezza d’onda come indicato dal manuale d’uso dell’apparecchio. 

7. Dosaggio

Rilevare i valori in assorbanza per le soluzioni dei campioni.

Utilizzando le curve di taratura predisposte, risalire dai valori di assorbanza ai valori di concentrazione.


8. Espressione dei risultati
Il contenuto di ciascun metallo viene espresso in mg kg-1, con una cifra decimale.

Per il calcolo viene utilizzata l’espressione:
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dove: 

C = contenuto del metallo nel suolo, espresso in mg kg-1
A = concentrazione del metallo nella soluzione del campione, espressa in mg L-1 

B = concentrazione del metallo nella soluzione della prova in bianco, espressa in mg L-1
D = fattore di diluizione (D = 1 se la soluzione in esame non è stata diluita) 

V = volume finale espresso in millilitri 

m = massa del campione, espresso in grammi. 

9. Bibliografia

Houba V.J.G., Lexmond Th.M., Novozamsky I., van der Lee J.J. 1996. State of the art and future developments in soil analysis for bioavailability assessment. Science of the Total Environment 178:21-28.

Houba, V.J.G., Temminghoff, E.J.M., Gaikhorst, G.A., van Vark, W. 2000. Soil analysis procedures using 0.01 M calcium chloride as extraction reagent. Communications in Soil Science and Plant Analysis 31:1299–1396.

Meers E., Du Laing G., Unamuno V., Ruttens A., Vangronsveld J., Tack F.M.G., Verloo M.G. 2007. Comparison of cadmium extractability from soils by commonly used single extraction protocols. Geoderma, 141:247-259.
Pueyo M., Lopez-Sanchez J.F., Rauret G. 2004. Assessment of CaCl2, NaNO3 and NH4NO3 extraction procedures for the study of Cd, Cu, Pb and Zn extractability in contaminated soils. Analytica Chimica Acta 504:217-236.

Peijnenburg, W.J.G.M., Posthuma L., Eijsacker, H.J.P., Allen H.E. 1997. Conceptual frameworks for implementation of bioavailability of metals for environmental management purposes. Ecotoxicology and Environmental Safety 43:170-186. 

Petruzzelli G., Pedron F. 2006. “Bioavailability” at heavy metal contaminated sites: a tool to select remediation strategies. In: International  Conference on “Remediation of contaminated sites”, February 14-15, 2006, Rome (Italy). Pp 1 – 8.
Petruzzelli G., Pedron F. 2007. Meccanismi di biodisponibilità nel suolo di contaminati ambientali

persistenti in: Comba P.,Bianchi F., Iavarone I, Pirastu R.Ed. Impatto sulla salute dei siti inquinati:

metodi e strumenti per la ricerca e le valutazioni Roma Istituto Superiore di Sanità Rapporto ISTISAN 7/50.

Pezzarossa B., Gorini F., Petruzzelli G. 2011. Heavy Metal and Selenium Distribution and Bioavailability in Contaminated Sites: a Tool for Phytoremediation. in H. Magdi Selim (ed) “Dynamics and bioavailability of heavy metals in the rootzone”. CRC Press. Taylor & Francis Group. Pp. 93-127                     

Rayment G, Lyons D. 2010. Soil chemical methods. CSIRO Publishing Method 18 E1.

Smith B.A., Greenberg B., Stephenson G.L. 2010. Comparison of biological and chemical measures of metal bioavailability in field soils: Test of a novel simulated earthworm gut extraction. Chemosphere 81:755-766.

