
 

Dipartimento di Scienze Chimiche, Biologiche, 

Farmaceutiche ed Ambientali  

 

Corso di Dottorato in: Biologia Applicata e Medicina 

Sperimentale 

Curriculum Scienze Biologiche 

XXXV CICLO 

S.S.D. VET/03 

 

  Variazioni della conducibilità elettrica muscolare in esemplari 

di spigola (Dicentrarchus labrax) quale modello animale 

sperimentale per lo studio dell’intervallo post mortem 

 

 

Tesi Dottorato di Ricerca di: 

 Luca Cicero       

Relatore 

                 Prof. Giovanni Lanteri 

 

Coordinatore del Corso di Dottorato di Ricerca 

Prof.ssa Nunzia Carla Spanò 

 

 

 

ANNO 2021/2022 



1 
 

INDICE 

1. Riassunto                                Pag.2 

2. Introduzione                                                                                 Pag. 4 

3. Obiettivi dello Studio       Pag.13  

4. Materiali e Metodi                 Pag. 14 

4.1 Popolazione di studio e procedure sperimentali                      Pag. 14  

4.2 Analisi ematologiche e misurazioni degli elettroliti sierici      Pag. 15  

4.3 Gruppi sperimentali                 Pag. 16 

4.4 Strumentazione per la determinazione della conducibilità 

      Elettrica                   Pag. 17 

4.5 Analisi statistica                                                                        Pag. 19 

5. Risultati                                                                                        Pag. 22 

5.1. Popolazione di studio e parametri ematici                             Pag. 22 

5.2 Dati sperimentali: conducibilità elettrica muscolare            Pag. 23 

6. Discussioni                                                                                     Pag. 33 

7. Conclusioni                                                                                    Pag. 38 

Bibliografia.                                                                                       Pag. 39 

Ringraziamenti                 Pag. 50 

CV Dottorando                                       Pag. 51 

 



2 
 

1. RIASSUNTO 

 

La spettroscopia di impedenza elettrochimica è una tecnica 

d’indagine molto versatile ed efficace per la caratterizzazione di sistemi 

elettrochimici e di materiali. Un suo più recente ed innovativo impiego, 

ancora poco esplorato, riguarda lo studio dei processi biologici cellulari 

di base ed, in particolare, la stima dell'intervallo post mortem (post 

mortem interval; PMI), o stima dell'epoca di morte. Sebbene siano stati 

condotti innumerevoli studi con lo scopo di approssimare il PMI, ad 

oggi non esiste una metodica che singolarmente sia capace di stimare 

oggettivamente ed accuratamente l’epoca del decesso. L’obiettivo della 

presente tesi dottorale è stato quello di valutare i cambiamenti della 

conduttività elettrica dei muscoli scheletrici di 18 campioni di spigola 

(Dicentrarchus labrax), mantenuti a diversi valori di temperatura 

ambiente (Tamb: 15.0 °C; 20.0 °C; 25.0 °C) durante un periodo post 

mortem di 24 ore, mediante l’utilizzo di un oscilloscopio associato ad 

un generatore di segnale, quale tecnologia innovativa ad oggi mai 

adoperata per l’ approssimazione del PMI. Il valore efficace di tensione, 

ovvero il root mean square (RMS), è stato selezionato quale parametro 

indicativo principale tra i diversi parametri misurati e registrato ogni 15 

minuti nelle 24 ore successive alla morte. Le serie temporali risultanti 

associate ai valori di RMS misurati sono state raccolte per ciascun 

animale ed analizzate statisticamente impiegando il software 

MATLAB®. I valori registrati del parametro RMS mostravano un trend 

simile in tutti i pesci durante il PMI (24 ore). In particolare, dopo un 

breve periodo iniziale durante il quale si è osservata una diminuzione 
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del segnale RMS, si è assistito ad un trend crescente del segnale per tutti 

i campioni, fino al raggiungimento di un valore picco. 

Successivamente, il valore RMS diminuiva gradualmente in tutti gli 

animali. L’analisi statistica dei dati ha permesso di evidenziare una forte 

correlazione lineare positiva tra il tempo in cui il valore di RMS 

raggiungeva il suo valore picco (tMAX) ed il valore di temperatura 

ambientale al quale gli animali venivano mantenuti (Tamb). In 

particolare, il tMAX oscillava da 6 h post-mortem nei pesci tenuti a 25.0 

°C fino a 14 h post-mortem in quelli mantenuti alla temperatura più 

bassa (15.0 °C). Da un punto di vista biologico, il trend dei valori RMS 

qui osservato tra i soggetti è stato correlato alle fasi di insorgenza e 

risoluzione del rigor mortis, ed entrambe condizionate dalla 

stimolazione elettrica e dalla temperatura ambientale. L’impiego 

dell'oscilloscopio si è dimostrato promettente per lo studio delle 

proprietà dielettriche dei muscoli scheletrici durante il precoce PMI e 

di utile applicazione nella stima dell’epoca del decesso, rappresentando 

inoltre una tecnologia innovativa, di veloce impiego, non distruttiva e 

poco costosa. Ulteriori studi sperimentali saranno tuttavia necessari per 

convalidare e standardizzare tale tecnologia da noi esplorata per la 

prima volta nella determinazione dell’epoca di morte prima di 

prevedere una sua applicazione in indagini forensi di campo. 
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2. INTRODUZIONE 

La determinazione del PMI, definito come il periodo di tempo 

intercorso tra la morte e il ritrovamento del cadavere, è di estrema 

importanza nelle investigazioni di ordine medico-legale in medicina 

umana e in alcune investigazioni di ordine forense in medicina 

veterinaria; ad oggi, la sua esatta determinazione rappresenta una 

grande sfida per i patologi forensi a livello mondiale [1,2].  

L’esatta stima del PMI può essere cruciale nell’identificazione 

della causa e delle modalità del decesso, distinguendo tra le lesioni 

traumatiche inflitte intra-vitam e peri-mortali. Inoltre, nelle 

investigazioni di ordine forense sugli animali, la stima del PMI è di 

importanza critica per stabilire la durata di un abuso, la negligenza del 

proprietario, la presenza di frode assicurativa, o nei casi in cui vi sia la 

morte simultanea di un animale ed un essere umano [1,2].   

In particolare, la cronologia dell'abuso o dell'abbandono e la 

correlazione con la morte può essere importante in tribunale per 

stabilire il periodo di tempo durante il quale un animale vittima può 

aver subito maltrattamenti o atti negligenti con la successiva morte 

dello stesso.  

Pur essendo uno strumento investigativo fondamentale, la stima 

accurata del PMI è complessa e lo diventa sempre di più con il 

prolungarsi del PMI [3,4], e nonostante numerose ricerche siano state 

condotte con lo scopo di colmare tale criticità di settore sia in medicina 

umana che in medicina veterinaria, ad oggi, non esiste una metodica 
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che sia in grado di stimare singolarmente con esattezza e in maniera 

accurata l’epoca di morte.  

Immediatamente dopo il decesso insorgono sul cadavere 

innumerevoli alterazioni chimico-fisiche, progressive ed irreversibili, 

che si conseguono secondo ordine e progressione costante, esitando 

nella totale disintegrazione del corpo. La stima approssimativa 

dell’epoca di morte deriva dalla constatazione sul cadavere di tali 

processi trasformativi, distruttivi e/o conservativi, definiti “segni della 

morte”, nonché dalla loro prevista insorgenza e progressione sul 

cadavere [2,4]. Conoscere tali fenomeni trasformativi ed il loro ordine 

di comparsa e progressione sul cadavere è inoltre fondamentale per 

interpretare correttamente la presenza o assenza di reali lesioni, ed 

ipotizzare l’eventuale manipolazione del corpo dopo il decesso, nonché 

per stimare l’epoca di morte. [2] 

In particolare, il tasso di raffreddamento del corpo (algor mortis), 

il livor mortis e l'insorgenza e la risoluzione della rigidità muscolare 

cadaverica (rigor mortis) sono i cambiamenti post mortali più 

comunemente valutati nella stima del PMI [5, 6, 7, 8]. Tuttavia, l’entità 

e la velocità di comparsa di tali alterazioni risultano fortemente 

condizionate da innumerevoli fattori individuali (età, stato di 

nutrizione, stato di salute), nonché da fattori ambientali e circostanziali 

(temperatura ambientale, tensione di ossigeno e altitudine) e ciò limita 

la fedele applicazione nella pratica di campo dei dati generati a seguito 

di studi sperimentali in condizioni di laboratorio controllate. [8] 
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 Il metodo più utilizzato per la stima del PMI sfrutta il 

rilevamento delle variazioni di temperatura corporea dopo la morte, 

sino al raggiungimento della temperatura ambientale esterna. Tale 

metodo è stato ampiamente utilizzato nell'analisi di casi umani per 

decenni, mostrandosi tuttavia una metodica poco accurata. Inoltre, la 

fedele applicazione di modelli di decadimento della temperatura 

corporea maturati a seguito di studi sperimentali è discutibile, ed 

andrebbe contestualizzata. Il metodo del nomogramma comunemente 

usato, pubblicato da Henssge et al. [9] e basato sulla sola misurazione 

della temperatura rettale, risulta in errore da 2,8 a 7 ore in soggetti 

umani e può essere utilizzato solo per i primi due giorni dopo la morte 

[9]. 

La ricerca per determinare l'epoca di morte si è naturalmente 

concentrata sull’uomo, ma alcune investigazioni sono state condotte su 

modelli animali sperimentali. Secondo Henssge & Madea [10], le basi 

teoriche per l'utilizzo della temperatura corporea nella stima dell’epoca 

di morte erano già state formulate a metà del XIX secolo [11]. In 

particolare, Rainy [11] nel 1868, applicò la legge del raffreddamento di 

Newton alla medicina legale stimando l’epoca di morte attraverso la 

formula esponenziale che metteva in relazione la differenza tra la 

temperatura corporea e quella ambientale con il tempo. Il modello di 

decadimento esponenziale è stato successivamente perfezionato dagli 

autori Saram & Webster attraverso lo studio delle variazioni di 

temperatura rettale in 41 prigionieri impiccati in giudizio [12]. 
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Il modello esponenziale è stato oggetto di numerosi studi che 

hanno portato alla sua semplificazione o talvolta alla sua 

complicazione.  La cosiddetta regola empirica, implica un calo lineare 

della temperatura rettale con un valore tipico di 0,8°C h −1 [8] 

consentendo una semplificazione del modello. Tuttavia, tali procedure 

forniscono solo una stima approssimativa dell'ora del decesso e 

rappresentano una semplificazione non necessaria, poiché i dati di 

temperatura misurati possono essere elaborati utilizzando algoritmi 

sofisticati [13]. 

 Sorge la domanda se le estensioni proposte e le complicanze del 

modello a singolo esponenziale siano di reale valore per la stima 

attendibile dell'epoca di morte nei singoli casi. Henssge et al. [14], 

svilupparono il metodo del nomogramma rettale basato sulla 

temperatura e un pacchetto software pertinente che tiene conto del peso 

corporeo del soggetto e di una serie di fattori empirici di correzione 

ambientale. Tuttavia, nessuna correlazione significativa sembrerebbe 

esistere tra i tassi di raffreddamento ed i parametri corporei [13]. 

Un'altra domanda è se la complessità della necessaria raccolta 

dei dati sulla temperatura aiuti effettivamente a migliorare l'accuratezza 

della stima dell'epoca del decesso. In particolare, Green et al. [13] 

proponeva di utilizzare due temperature rettali misurate a circa 1 ora 

l'una dall'altra e di impiegare una registrazione continua della 

temperatura corporea durante un intervallo post mortem più lungo (4.25 

h) [13]. 
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Un'altra domanda è se e quando le misurazioni della temperatura 

rettale debbano essere preferite alle misurazioni di temperatura di altri 

distretti corporei o se l'utilizzo di dati di temperatura registrati da diversi 

siti corporei, come nell'approccio triplo esponenziale, migliori 

effettivamente la stima dell'epoca di morte. Ad esempio, un modello 

esponenziale singolo applicato al raffreddamento del bulbo oculare 

forniva una stima molto precisa dell'ora della morte fino alla 

tredicesima ora dal decesso, mentre per il periodo successivo, una stima 

più accurata si otteneva dai dati di temperatura rettali o muscolari [7].  

Oltre ai metodi fisici, i metodi chimici che prevedevano lo 

studio delle variazioni della composizione dei fluidi corporei nel tempo, 

sono stati ampiamente investigati in medicina forense con lo scopo di 

identificare biomarcatori attendibili ed oggettivi di utile impiego nella 

stima del PMI. Johnson et al. [16], dimostrava che il potassio e le 

concentrazioni di diversi ioni risultavano aumentate dopo la morte 

nell'umor vitreo di Cervo mulo (Odocoileus hemionus). Wolf et al. [17] 

investigava le variazioni di concentrazione di ioni potassio nell'umor 

vitreo del cervo quale strumento utile nella stima dell'epoca di morte. 

Hood et al. [18] utilizzava le temperature corporee interne e la 

concentrazione di diverse sostanze chimiche nell’umor vitreo per 

identificare il PMI, utilizzando le focene (Phocoena phocoena) come 

modello animale sperimentale.  Con lo stesso scopo, sono state valutate 

successivamente le variazioni post mortali di diversi ioni nell’umor 

vitro di cavalli (Equus caballus) [19], bovini (Bos taurus) [20], suini 

(Sus scrofa domestica) [7] e di cani domestici (Canis lupus familiaris) 

[21] e le concentrazioni di acido lattico, urea, aminoacidi [10] o potassio 



9 
 

[22] nel liquido cerebrospinale. E’ stato inoltre dimostrato che il 

rapporto tra la concentrazione plasmatica di sodio e potassio, e la 

concentrazione di cloruro sono correlati positivamente al PMI [23].  

Tuttavia, sebbene più accurati dei metodi fisici, nessuno di tali 

metodi chimici si è dimostrato attendibile nella stima dell’epoca di 

morte [13].   

L'analisi dei metaboliti dei fluidi corporei può fornire 

informazioni circa i cambiamenti metabolici nel post mortem. I 

metaboliti sono molecole di piccole dimensioni, prodotti di vari  

metabolismi, con molteplici funzioni cellulari, inclusa la generazione di 

energia, fungendo inoltre da substrati per la sintesi di macromolecole e 

la comunicazione intercellulare. I metaboliti possono essere molecole 

endogene prodotte dall'ospite o molecole esogene derivate da sostanze 

chimiche contenute negli alimenti o prodotte da microorganismi [1].  

La presenza e la concentrazione di tali metaboliti in un tessuto 

forniscono informazioni circa la funzione cellulare e loro variazioni si 

manifestano in risposta ad innumerevoli variabili endogene [1]. I profili 

metabolici dei fluidi corporei riflettono i cambiamenti endogeni 

dell’organismo e dunque i cambiamenti che inevitabilmente si 

verificano dopo la morte dovrebbero esitare in profili metabolici 

alterati. Sono stati investigati innumerevoli marker correlandoli 

all’epoca di morte, inclusi l’urea, la creatinina, il glucosio, il ferro, il 

potassio, calcio, l'insulina nelle cellule β del pancreas, frazione di 

mioalbumina e livelli di analogo del calcio stronzio-90. 

[25,26,27,28,29].  

https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0082011#B1
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0082011#B1
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I cambiamenti metabolici che si verificano durante il post 

mortem sono stati investigati ed attribuiti all’anossia in fase agonica, 

alla continuazione dei processi biochimici cellulari nel precoce PMI, 

alla diffusione di pigmenti endogeni e allo scambio di sostanze tra 

liquido interstiziale, cellule e torrente circolatorio [30].  

Recentemente, sono state esplorate metodiche di biologia 

molecolare con lo scopo di correlare la degradazione degli acidi 

nucleici (DNA, RNA) e delle proteine dei tessuti con l’epoca di morte 

[49,24,50,51,52].  

Lo studio e la correlazione tra la degradazione degli acidi 

nucleici e il PMI si è dimostrata promettente. Inoltre, l'analisi degli acidi 

nucleici offre informazioni sulle malattie e sui meccanismi 

eziopatogenetici causa di morte, rappresentando dunque un prezioso 

strumento per l’identificazione della causa di morte in patologia 

forense. In particolare, l’analisi dei fluidi corporei mirata ad analizzare 

l’espressione di mRNA specifici rappresenta una tecnica che integra 

l'analisi del DNA nei casi forensi.  

Dopo la morte, l'RNA viene degradato dalle ribonucleasi 

presenti nella cellula e/o di origine batterica o di derivazione 

ambientale. A tale processo contribuiscono inoltre innumerevoli fattori 

chimico-fisici aspecifici. Organi ricchi di ribonucleasi come il pancreas 

ed il fegato esitano in una rapida degradazione dell'RNA [5,6], mentre 

in altri tessuti quali l’encefalo, gli acidi nucleici mantengono stabilità 

fino a 96 h post mortem [16–5]. La stabilità dell'RNA durante il PMI è 

descritta nel tessuto polmonare fetale e neonatale [6], in ossa umano 
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[7], nella retina [8] e nel sangue [14,10], dimostrando che l'mRNA può 

essere estratto per intervalli post mortem superiori a 96 ore [5].  

La quantificazione dell'mRNA o la degradazione del DNA quali 

possibile indicatori dell’epoca di morte sono stati ampiamente 

investigati [53,54]. Tuttavia, solo in pochi studi è stata correlata la 

degradazione dell'RNA con il PMI. La determinazione dell'età delle 

lesioni può essere stimata mediante l'analisi dell'RNA e che ha il 

potenziale per diventare un metodo chiave in patologia forense 

molecolare. Un'altra prospettiva, più complessa è la diagnosi della 

causa e del meccanismo della morte e della malattia acuta sottostante 

studiando i cambiamenti nell’espressione di specifici geni [54].  

La degradazione delle ossa e delle proteine muscolari e la loro 

correlazione con il PMI sono state oggetto di notevole attenzione 

scientifica. Sono state esaminate diverse proteine miofibrillari e 

citoscheletriche, inclusa la titina [54), la nebulina [55], la filamina [56] 

e la troponina-T [57]. La proteolisi muscolare post mortem è stata 

inoltre investigata per spiegare la fase di risoluzione del rigor 

mortis [58].  

Tuttavia, sebbene promettenti nella stima del PMI, le metodiche 

molecolari risultano dispendiose e spesso di difficile impiego nelle 

investigazioni forensi [21,5,6].  

Dallo studio della letteratura emerge dunque che innumerevoli 

metodologiche, siano esse convenzionali o innovative, siano state 

investigate con l’obiettivo di stimare accuratamente l’epoca del 

decesso. Tali metodi, seppur promettenti, risultano spesso dispendiosi, 
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poco sensibili se utilizzati singolarmente e l’uso congiunto di più 

tecnologie è auspicabile per incrementare l’accuratezza complessiva 

del dato ottenuto [1,2].  Dunque, la ricerca di nuove tecnologie utili 

nella stima del PMI risulta necessaria, con lo scopo di colmare tale 

criticità di settore.  

Numerosi studi negli ultimi decenni hanno investigato le proprietà 

elettriche dei tessuti biologici, constatandone innumerevoli 

applicazioni pratiche in campo alimentare, medicina clinica e scienze 

forensi ambientali. Recentemente lo studio della conducibilità elettrica 

tissutale è stato applicato nella stima del PMI, risultando inoltre tale 

analisi relativamente semplice, non distruttiva, e poco costosa.  

I tessuti biologici hanno impedenze elettriche complesse perché 

contengono componenti che hanno sia resistenze che accumulo di 

carica [23]. Registrando l’impedenza elettrica di un tessuto su un 

intervallo di frequenza, è possibile determinare il comportamento 

elettrico e dielettrico dello stesso; questa può essere correlata alle 

proprietà fisiologiche e morfologiche dei tessuti, e dunque alla loro 

composizione. Infatti, la spettroscopia di impedenza elettrica è stata 

impiegata per misurare i cambiamenti post mortem nelle proprietà 

dielettriche del muscolo di specie ittiche e prevedere la composizione 

del cadavere e dunque per studiare il PMI [23].  

Poiché le proprietà elettriche dei tessuti biologici risultano 

fortemente influenzate dall’integrità morfologica e funzionale delle 

cellule, nonché dalle conduttività intracellulare ed extracellulare, le 

tecniche di spettroscopia di impedenza elettrica sono state impiegate 



13 
 

per studiare innumerevoli processi biologici cellulari, differenziando tra 

lo stato fisiologico e patologico dell’organismo, per prevedere la 

decomposizione del cadavere e nello studio del PMI, sebbene il 

parametro più rilevante ed accurato nella stima del PMI non sia stato ad 

oggi identificato [59; 60; 61].  

 

3. OBIETTIVI DELLO STUDIO  

  Il presente studio sperimentale si propone di investigare le 

variazioni di conducibilità elettrica muscolare durante il precoce PMI 

(24 h), in esemplari di spigola (Dicentrarchus labrax) mantenuti in 

diverse condizioni sperimentali di laboratorio ed impiegando una 

tecnologia innovativa mai impiegata a tale scopo.  

La muscolatura scheletrica degli organismi acquatici si caratterizza per 

cambiamenti significativi nelle loro proprietà dielettriche durante il 

PMI, e lo studio di tali variazioni può essere di valido impiego nella 

stima dell’epoca di morte. 

Le indagini sulle proprietà bioelettriche muscolari durante il PMI in 

organismi acquatici, quali modello animale sperimentale, saranno utili 

per standardizzare e validare un nuovo metodo che sia di rapido ed utile 

impiego per una stima quantitativa dell’epoca di morte da impiegarsi in 

futuro nella pratica forense.  
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4. MATERIALI E METODI 

4.1 Popolazione di studio e procedure sperimentali 

In questo studio sperimentale sono stati utilizzati 18 esemplari di 

spigola (Dicentrarchus labrax), acquistati da un impianto di 

acquacoltura (Acqua Azzurra S.p.A., Siracusa, Sicilia, Italia), e 

stabulati presso il Centro di Ittiopatologia Sperimentale della Sicilia 

(CISS) dell'Università degli Studi di Messina (Sicilia, Italia), 

accreditato per l'uso e la produzione di organismi acquatici per indagini 

sperimentali dal 2006 (DM n 39 marzo 2006). I pesci sono stati 

alimentati due volte al giorno con mangime commerciale (Skretting, 

Italia) all'1,5% del peso corporeo (body weight BW), mantenuti in un 

ciclo luce/buio di 12 ore in una vasca da 500 L, con i seguenti parametri 

dell’acqua: temperatura 20-21 °C, salinità 35‰, pH 8,1 e ossigeno 

disciolto (DO) 7 ppm.  

Dopo un periodo di acclimatamento di 10 giorni, i pesci sono stati 

individualmente sottoposti ad eutanasia (1 pesce/giorno) con una 

overdose di anestetico (2-fenossietanolo > 0,7 mL/L) e constatato il 

decesso, sono stati registrati i parametri morfometrici (peso corporeo; 

lunghezza). Il sesso è stato determinato al termine delle procedure 

sperimentali (24 ore). Alcuni soggetti mantenuti in vasca e non 

impiegati a fini sperimentali, sono stati utilizzati come animali 

sentinella, nonché sacrificati e sottoposti ad indagini collaterali per 

escludere la presenza di malattie infettive e/o parassitarie. In 

particolare, porzioni rappresentative di tutti gli organi sono state 
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campionate, fissate in formalina tamponata e processati per indagini 

istopatologiche.  

Tutte le procedure sperimentali sono state approvate dal Comitato 

Etico del Dipartimento di Scienze Veterinarie dell'Università degli 

Studi di Messina (approvazione n. 037/2019, del 30 dicembre 2019) e 

condotte in accordo alle normative vigenti nazionali (D.L. 26/2014) ed 

europee (2010/63/UE) relative all'utilizzo degli animali ai fini 

scientifici. 

 

4.2 Analisi ematologiche e misurazioni degli elettroliti sierici 

Per ciascun soggetto, prima dell’eutanasia, è stato prelevato un 

campione di sangue dalla vena caudale utilizzando una siringa 20 G × 

1½, e raccolto in due tipi di provette: microprovette (Miniplast 0.6 mL, 

LP Italiana Spa, Milano) contenenti EDTA (rapporto 1.26 mg/0.6 mL) 

come agente anticoagulante, per valutare il profilo ematologico, e 

provette falcon senza agente anticoagulante per analizzare la 

concentrazione sierica degli elettroliti calcio, sodio, potassio e cloro. Il 

profilo ematologico è stato valutato utilizzando il contatore di cellule 

ematiche HeCo Vet C (SEAC, Firenze, Italia), opportunamente 

modificato ed utilizzando uno specifico programma software progettato 

per le analisi ematologiche di specie ittiche [62; 63; 64].  

L’esame emocromocitometrico ha previsto la determinazione della 

conta dei globuli rossi (RBC), dell'ematocrito (Hct), della 

concentrazione di emoglobina (Hgb), della conta dei globuli bianchi 

(WBC), della conta dei trombociti (TC), del volume corpuscolare 
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medio (MCV), dell'emoglobina corpuscolare media (MCH) e della 

concentrazione di emoglobina corpuscolare media (MCHC). 

Le provette falcon sono state centrifugate a temperatura ambiente 

a 1300×g per 10 minuti e i campioni di siero ottenuti sono stati 

conservati a -20 °C fino al momento della determinazione della 

concentrazione degli elettroliti. Le concentrazioni sieriche di calcio 

(Ca), sodio (Na), potassio (K) e cloro (Cl) sono state valutate 

impiegando un analizzatore automatico di chimica clinica (Konelab 

60I; Thermo Electron Corporation, Vantaa, Finlandia) ed impiegando 

kit disponibili in commercio (Thermo Fisher Scientific Oy; Clinical 

Diagnostics Finland; Vantaa, Finlandia). 

 

4.3 Gruppi sperimentali 

Le variazioni di conducibilità elettrica muscolare negli esemplari 

di spigola sono state registrate durante le 24 ore successive al decesso 

(precoce intervallo post mortem), mantenendo i soggetti in condizioni 

di laboratorio controllate (30 ± 5% di umidità; ciclo luce/buio di 12 ore). 

La temperatura ambientale (Troom) è stata diversificata, e l’effetto di 

tre differenti temperature ambientali (15,0 °C; 20,0 °C; 25,0 °C) è stato 

testato sulle variazioni di conducibilità elettrica muscolare, 

rispettivamente nei tre gruppi sperimentali. In particolare, sono state 

valutate le variazioni di conducibilità elettrica muscolare in soggetti 

mantenuti in condizioni standard di temperatura sperimentale (20 °C; 

Gruppo II: esemplari #7-12), e successivamente è stato testato l'effetto 
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di due diverse temperature esterne (25 °C; Gruppo I: esemplari #1-6) 

(15 °C; Gruppo III: esemplari #13-18). 

 

4.4. Strumentazione utile alla determinazione della conducibilità 

      elettrica  

E’ stato impiegato un generatore di segnale per produrre una forma 

d'onda quadra con frequenza di 5 kHz, valore picco-picco di 5 Volt e 

valore medio di 2,5 Volt (GwINSTEK AFG-2005, GOOD WELL 

INSTRUMENT Co., Ltd., No.7-1, Jhongsing Road, Tucheng Dist. New 

Taipei City, Taiwan DAkkS calibration). L’impiego di un timer ciclico 

(TV56, C.D.C. Elettromeccanica s.r.l., Brignano Gera d'Adda, 

Bergamo, Italia)  ha permesso al generatore di segnale di produrre un 

segnale di ogni 15 minuti della durata di 1 secondo.  

Il segnale (S) è stato applicato a ciascun esemplare posizionando 

due elettrodi nei muscoli scheletrici laterali utilizzando aghi da 21 G 

come segue: l'elettrodo positivo (E1) è stato posizionato nel muscolo 

epaxialis, dietro l'opercolo, e l'elettrodo di massa (E2) è stato 

posizionato nel muscolo hypaxialis, lasciando una distanza verticale di 

2 cm tra di essi. Il primo canale (C1) dell'oscilloscopio è stato collegato 

agli stessi aghi (E1)-(E2) per misurare il segnale di ingresso 

(GwINSTEK 2202E, GOOD WELL INSTRUMENT Co., Ltd., No.7-

1, Jhongsing Road, Tucheng Dist. New Taipei City, Taiwan. Procedura 

di calibrazione: GWS-Q3-2S-010). Quindi, per misurare il segnale in 

uscita sono stati utilizzati i seguenti elettrodi posizionati come segue: il 

primo terminale della sonda (E3) è stato posizionato a una distanza 
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orizzontale di 10 cm dall'elettrodo (E1), mentre il secondo (ground) è 

stato collegato all'elettrodo di massa comune (E2). Il segnale di uscita 

risultante (E3)-(E2) è stato inviato al secondo canale dell'oscilloscopio 

(C2). Gli aghi sono stati inseriti nei muscoli a una profondità di circa 7 

mm.  

La Figura 1 mostra uno schema del circuito elettrico. 

 

 

Figura 1. Rappresentazione schematica del sistema elettrico 

impiegato. 

Il valore di tensione RMS (root mean square), rilevato sul secondo 

canale dell'oscilloscopio, è stato registrato ogni 15 minuti per 24 ore 

dopo la morte. Le serie temporali RMS(t) per ciascun soggetto sono 

state registrate ed analizzate statisticamente. 
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4.5. Analisi statistica  

Per verificare se le serie temporali risultanti associate ai valori 

RMS di ciascun soggetto fossero correlate tra loro, è stato valutato il 

coefficiente di correlazione lineare: 

( )
( ) ( )

cov ,i j

ij

i j

T T
r

T T 
=

          (1) 

dove cov(Ti, Tj) indica la covarianza tra i valori RMS dei campioni i e 

j, mentre σ(Ti) è la deviazione standard dei valori RMS del campione 

i-esimo. 

Inoltre, è stata formulata la funzione che meglio approssimasse la 

dipendenza temporale osservata tra i valori RMS nel periodo delle 24 

ore. Poiché, dal punto di vista biologico, ci si aspetta che il valore RMS 

raggiunga un picco dopo un intervallo di tempo dopo la morte, è stata 

prodotta la seguente funzione: 

0( ) exp exp 1MAX MAXt t t t
RMS t y A

w w

 − −  
= + − − − +  

                        (2) 

dove tMAX, y0, A e w sono costanti. Questa funzione predice un valore 

iniziale: 

0(0) exp exp 1MAX MAXt t
RMS y A

w w

  
= + − + +  

  
                                   (3) 

seguito da un massimo raggiunto a tMAX, dove si ottiene il valore 

RMS: 

   0( )MAXRMS t y A= +                                                                   (4) 

e, successivamente, diminuisce esponenzialmente verso il valore y0. 
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L'escursione massima tra il valore iniziale e il valore al massimo è data 

dalla seguente funzione: 

1 exp exp 1MAX MAXt t
V A

w w

   
 = − − + +   

   
                                     (5) 

mentre l'area tra il segnale RMS e il valore RMS minimo, valutato sulla 

finestra temporale complessiva (24 ore), è data da: 

  
24

0

( ) min ( )

t h

t

Area RMS t RMS t dt

=

=

= −
                                                 (6) 

Infine, per testare il potere predittivo del fitting di cui sopra, ovvero per 

quantificare la bontà del fitting per l'analisi di regressione lineare, 

abbiamo calcolato anche il valore di R-Squared aggiustato (adj.R2) 

attraverso: 

( )( )2

2
1 1

. 1
1

r N
adj R

N k

− −
= −

− −                                                                (7) 

dove r2 è il quadrato del coefficiente di correlazione lineare definito in 

(1), N è il numero di punti nel set di dati e k è il numero di variabili 

indipendenti nel modello. 

Per stabilire se la popolazione analizzata può essere suddivisa in gruppi 

omogenei rispetto ad alcune caratteristiche definite, è stata eseguita 

un'analisi dei cluster basata su un metodo di clustering gerarchico 

agglomerativo. Nella prima fase, questo algoritmo richiede la 

costruzione della matrice delle distanze. A questo scopo, è stata 

calcolata la metrica euclidea standard tra tutti gli esemplari. Quindi, la 

distanza tra i cluster è stata valutata utilizzando il metodo di 

agglomerazione "average linkage", in cui la distanza tra due cluster è 
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data dalla distanza media ponderata tra gli elementi di due cluster 

adiacenti, con pesi proporzionali al numero di oggetti all'interno di 

ciascun cluster. Il livello di fusione delle entità è stato misurato dalla 

distanza copenetica (d), rappresentativa della distanza tra i cluster. Gli 

oggetti del set di dati originale sono stati quindi collegati tra loro in un 

albero gerarchico graduato, il cosiddetto dendrogramma. Risalendo 

l'albero, gli oggetti vengono combinati in rami, a loro volta fusi a 

un'altezza maggiore (una distanza copenetica maggiore). Più piccolo è 

il livello di fusione, più simili sono gli oggetti. Infine, le informazioni 

desiderate sui diversi cluster risultanti sono state dedotte tagliando il 

dendrogramma a una determinata distanza. 

Tutte le indagini numeriche e statistiche sono state effettuate 

impiegando MATLAB® (versione R2021a). 

Infine, è stata eseguita un'analisi della varianza a due vie (ANOVA 

a due vie) seguita da un test di Tukey per evidenziare eventuali 

differenze significative nei valori RMS tra i gruppi sperimentali 

(Gruppo I T 25 °C, Gruppo II T 20 °C e Gruppo III T 15 °C), in base al 

sesso e alle condizioni di temperatura ambiente. Inoltre, è stata condotta 

l'analisi ANOVA ad una via sui parametri ematologici, per verificare 

l’assenza di differenze significative tra i soggetti che potessero alterare 

l'accuratezza dei valori RMS misurati.  

Le analisi univariate sono state eseguite utilizzando il software 

PAST V.4.0. Il valore p è stato fissato a p < 0,05. 

Tutti i dati sono presentati come media ± deviazione standard (DS). 
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5. RISULTATI 

5.1. Popolazione di studio e parametri ematici 

In questo studio sperimentale sono stati utilizzati 18 esemplari di 

spigola (14 maschi e 4 femmine) (peso corporeo: 135,08 ± 13,72 g; 

lunghezza: 23,00 ± 4,50 cm). I pesci sono stati suddivisi in tre gruppi 

(6 esemplari per ogni gruppo), in base alla temperatura ambientale 

utilizzata durante le procedure sperimentali, come segue: 

• Gruppo I (Troom = 25,0 °C): esemplari #1-6; peso corporeo: 

134,89 ± 12,59 g; lunghezza: 26,50 ± 4,72 cm; 

• Gruppo II (Troom = 20,0 °C): esemplari #7-12; peso corporeo: 

130,05 ± 11,13 g; lunghezza: 21,40 ± 3,51 cm; 

• Gruppo III (Troom = 15,0 °C): esemplari #13-18; peso 

corporeo: 133,34 ± 12,27 g; lunghezza: 21,10 ± 3,49 cm). 

All'esame clinico, tutti i soggetti erano in buono stato di salute e 

nessuno di loro mostrava lesioni esterne e/o infestazioni da 

ectoparassiti. Non sono state osservate lesioni macroscopiche ed 

istopatologiche negli animali sentinella.  

I valori relativi ai parametri ematologici rientravano nell'intervallo 

fisiologico per la specie in tutti i soggetti [32]: WBC (14,94 ± 1,22 × 

103/μL); Rbc (2,74 ± 0,41 × 106/μL); Hgb (6,94 ± 0,93 g/dL); Hct 

(29,35 ± 4,19%); MCV (117,04 ± 12,11 fL); MCH (27,75 ± 2,29 pg); 

MCHC (24,16 ± 1,56%); TC (55,51 ± 10,08 × 103/μL). I livelli di 

elettroliti sono stati valutati come segue: calcio: 12,6 ± 2,23 mg/dL; 

sodio: 188,62 ± 12,21 mmol/L; potassio: 4,60 ± 1,69 mmol/L; cloruro: 

158,96 ± 9,51 mmol/L. 
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La media e la deviazione standard dei diversi parametri ematologici e 

dei livelli di elettroliti per i pesci inclusi nei tre gruppi sperimentali sono 

riportati in Tabella 1. L'analisi della varianza (ANOVA a una via) non 

ha mostrato differenze significative tra i valori dei parametri 

ematologici nei soggetti inclusi nei tre gruppi sperimentali (p > 0,05). 

 

 

Tabella. 1. Media e deviazione standard dei parametri 

ematologici e della concentrazione sierica degli elettroliti 

misurati nei soggetti inclusi nei tre gruppi sperimentali. 

 

5.2. Dati sperimentali: Conducibilità elettrica muscolare 

I valori RMS della tensione di uscita registrati durante le 24 ore per 

ciascun soggetto sono riportati in Figura 2.  

 WBC 

(10^3/μL) 

Rbc 

(10^6/μL) 

Hgb 

(g/dL) 

Hct 

(%) 

MCV 

(fL) 

MCH 

(pg) 

MCHC 

(%) 

TC 

(10^3/μL) 

Calcium 

(mg/dL) 

Sodium 

(mmol/L) 

Potassium 

(mmol/L) 

Chloride 

(mmol/L) 

Media ± DS 

Gruppo I 

(25°C) 

14.57 ± 

1.88 

2.61 ± 

0.53 

7.18 ± 

1.31 

30.22 ± 

6.87 

116.70 ± 

16.99 

27.90 ± 

3.48 

24.04 ± 

2.1 

56.23 ± 

13.54 

13.12 ± 

1.87 

187.67 ± 

14.02 

4.83 ± 1.97 156.18 ± 

11.79 

Media ± DS 

Gruppo II 

(20°C) 

14.83 ± 

0.75 

2.92 ± 

0.26 

6.77 ± 

0.95 

28.58 ± 

1.49 

115.51 ± 

10.62 

27.60 ± 

2.16 

24.52 ± 

1.50 

54.60 ± 

9.03 

12.17 ± 

1.94 

191.5 ± 

14.36 

5.3 ± 1.35 162.35 ± 

6.19 

Media ± DS 

Gruppo 

III (15°C) 

15.41 ± 

0.70 

2.68 ± 

0.40 

6.86 ± 

0.46 

29.24 ± 

2.93 

118.91 ± 

9.48 

27.74 ± 

1.02 

23.93 ± 

1.16 

55.69 ± 

8.87 

12.65 ± 

3.01 

186.7 ± 

9.40 

3.67 ± 1.54 158.33 ± 

10.31 
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Figura 2. Valori del parametro RMS valutati nelle 24 ore 

successive alla morte nei 18 esemplari di spigola.  

 

L’analisi statistica non ha mostrato differenze significative relative 

al valore RMS in relazione al sesso dei soggetti (p > 0.05), mentre è 

stata osservata una differenza significativa relativamente ai valori RMS 

tra i soggetti inclusi nei gruppi I e III (p = 0.001).  

Sebbene il valore RMS iniziale presentasse alcune fluttuazioni tra i 

diversi soggetti, in tutti gli animali è stata osservata un trend simile nei 

valori RMS durante il PMI indagato (24 ore). In particolare, dopo un 

breve periodo in cui il segnale RMS era decrescente, è stato osservato 

un trend crescente del segnale in tutti i soggetti, sino al raggiungimento 
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di un picco massimo. Successivamente, il valore RMS diminuiva 

progressivamente nel tempo sino a raggiunge i valori basali. Tutti i 

segnali registrati sui due canali dell'oscilloscopio erano sempre in fase, 

fornendo una chiara indicazione della natura puramente resistiva dei 

tessuti dei pesci.  

Per verificare l'esistenza di una correlazione tra le serie temporali 

precedenti, sono stati calcolati i coefficienti di correlazione uno a uno 

rij, Equazione (1), e i risultati sono mostrati in Figura 3.  

 

Figura 3. Density plot della correlazione lineare del coefficiente 

rij. 
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Per simmetria, sono state rappresentate solo le serie temporali che 

hanno avuto un impatto positivo; inoltre, è stata illustrata solo la parte 

triangolare inferiore in quanto esattamente simmetrica. Poiché rij era 

compreso tra 0.978 e 0.999, si è ottenuta una forte correlazione lineare, 

confermando che il comportamento temporale sopra descritto è valido 

per tutti i soggetti.  

Quindi, è stata esplorata la possibilità di trovare la funzione che 

meglio rappresentasse l'andamento dell'RMS durante il PMI, 

esplorando i risultati in Figura 2 e confrontando ogni curva con il 

miglior adattamento derivante dalle funzioni di picco riportate 

nell'equazione (2). I risultati sono illustrati in Figura 4 e, per ogni 

campione, abbiamo anche calcolato il valore adj.R2 (vedi Figura 5). 
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Figura 4. Dati sperimentali RMS (linee nere) e best fit ottenuti 

utilizzando l'equazione (2) (linee rosse). 
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Figura 5. Valori corretti di R-quadrato (adj.R2) (7) risultanti 

dall'analisi effettuata in Figura 4, valutati per ciascun soggetto. 

 

 

I valori ottenuti, adj.R2 > 0,86, hanno confermato che la funzione di 

cui sopra può essere utilizzata in modo soddisfacente per descrivere  

l'andamento del parametro RMS nelle 24 ore successive alla morte del 

soggetto. Alcune prove affrontate con altre funzioni di picco hanno 

fornito valori di adj.R2 inferiori. Per caratterizzare meglio l'andamento 

dell'RMS, abbiamo analizzato il tempo in cui viene raggiunto il valore 

massimo (tMAX) e l'escursione massima della tensione RMS (ΔV) 

(Equazione (5)), nonché l'area sotto la curva (Equazione (6)). I risultati 

sono presentati nella Figura 6.  
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Figura 6. Intervallo di tempo in cui il picco massimo del valore 

RMS viene raggiunto (tMAX) nei tre gruppi sperimentali.  

 

Il risultato principale ottenuto da questa figura è che il momento in 

cui viene raggiunto il valore massimo dipende fortemente dalla 

temperatura ambientale in cui gli animali sono mantenuti. Come 

mostrato in Figura 6a, il valore picco dell’RMS è stato raggiunto prima 

negli animali mantenuti a 25,0 °C (a partire da 6 ore circa a meno di 8 

ore). 

 Negli animali mantenuti a 20,0 °C, i valori massimi di RMS sono 

stati raggiunti da 8 a 11 ore dopo la morte, mentre sono stati raggiunti 

da 12 a 14 ore nei pesci mantenuti alla temperatura più bassa (cioè 15,0 

°C). I risultati ottenuti con l'ANOVA hanno confermato le differenze 

osservate nel valore di picco RMS, mostrando una significativa 

variabilità tMAX tra i gruppi sperimentali (p < 0,05) (Tabella 2). 
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Tukey's multiple comparisons test 

Mean 

Diff, 

95,00% CI of 

diff, Significant? Summary 

Adjusted P 

Value 

tmax 25 vs. tmax 20 -3.233 -4.710 to -1,757 Yes ** 0.002 

tmax 25 vs. tmax 15 -6.995 -8.153 to -5,837 Yes **** <0.0001 

tmax 20 vs. tmax 15 -3.762 -5.306 to -2,217 Yes ** 0.0012 

      

Tabella 2. Analisi statistica (ANOVA) realizzata utilizzando i 

valori di picco RMS (tMAX) raggiunti nei tre gruppi 

sperimentali. 

 

Una considerazione diversa può essere fatta sull'escursione massima 

della tensione RMS (ΔV) e sull'area rappresentata dalla curva di best fit 

riportata in Figura 6b, c. Infatti, ad eccezione di tre casi isolati 

(campioni #9, #10 e #18), i valori mediani e la deviazione standard dei 

primi sono M(ΔV) = 0,23 V e σv = 0,09 V, mentre quelli dei secondi 

sono: M(Area) = 2,98 V-h e σv = 1,87 V-h. Pertanto, i nostri dati 

suggeriscono che questi parametri non sono così cruciali nel 

discriminare il comportamento post mortem. La possibilità di dividere 

la popolazione in gruppi è stata ulteriormente convalidata eseguendo 

l'analisi dei cluster, basata su un metodo di clustering gerarchico 

agglomerativo. A questo scopo, i 18 esemplari sono stati analizzati in 

base a diverse caratteristiche (sesso, Troom, tMAX, ΔV e Area), come 

riportato nella Tabella 3. I risultati sono riportati nella Figura 7. 
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Specimen gender Troom [°C] tMAX       [h] V [V] 
Area 

[Vh] 

1 M 25 6.84 0.23 2.43 

2 F 25 5.80 0.20 2.68 

3 M 25 5.67 0.15 1.83 

4 M 25 7.49 0.22 2.38 

5 M 25 6.03 0.16 2.20 

6 M 25 6.52 0.22 2.26 

7 M 20 9.27 0.23 2.59 

8 M 20 9.28 0.24 3.06 

9 M 20 10.80 0.39 6.05 

10 F 20 10.82 0.38 5.90 

11 M 20 9.19 0.22 2.44 

12 M 20 8.39 0.18 2.91 

13 M 15 12.80 0.28 4.93 

14 M 15 13.30 0.19 3.37 

15 F 15 13.50 0.28 4.88 

16 M 15 13.32 0.27 4.79 

17 M 15 13.30 0.18 3.18 

18 F 15 14.10 0.50 9.05 

 

Tabella 3. Dati utilizzati per la cluster analysis. 
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                            Figura 7. Dendrogramma generato con il metodo di    

                            clusterizzazione agglomerativa. 

 

Tagliando il dendrogramma alla distanza copenetica d = 5, si sono 

ottenuti tre cluster diversi e ben separati (si notino i colori nella figura), 

che coincidono esattamente con i tre gruppi sperimentali corrispondenti 

alla temperatura ambiente in cui sono stati mantenuti i pesci, e che 

identificano anche i diversi intervalli di tempo in cui si raggiunge il 

massimo del valore RMS. 
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6. DISCUSSIONI 

Il presente studio, realizzato durante il triennio dottorale, si 

proponeva di indagare le variazioni di conducibilità elettrica del 

muscolo scheletrico in esemplari di spigola utilizzando un oscilloscopio 

associato ad un generatore di segnale, quale tecnologia innovativa, con 

lo scopo di identificare un parametro che oggettivamente possa 

utilizzarsi nella stima del precoce PMI.  

L'impiego di un oscilloscopio si è rivelato promettente, con il 

vantaggio di essere una tecnologia di rapido impiego, non distruttiva e 

poco costosa. Tra tutti i parametri misurabili attraverso l’oscilloscopio, 

è stato selezionato l'RMS dimostrandosi il più promettente e mostrando 

un trend sovrapponibile in tutti gli animali nelle 24 ore analizzate, 

sebbene piccole variazioni siano state inizialmente osservate tra i 

soggetti. In particolare, dopo un breve periodo in cui il valore del 

parametro RMS si mostrava decrescente, il segnale aumentava fino a 

raggiungere un valore massimo, prima di decrescere gradualmente nel 

tempo.  

L'iniziale trend decrescente del valore RMS durante le prime 0-4 

ore denota una ridotta conduttività delle membrane cellulari e potrebbe 

essere correlata all'inizio del rigor mortis. Analogamente, è stato 

riscontrato un aumento significativo dell’impedenza durante le prime 

ore dopo il sacrificio di soggetti, nella fase di inizio del rigor mortis 

[61]. L'aumento della resistenza, con ridotta conduttività delle 

membrane cellulari durante la fase di rigor mortis, è generalmente 

predominante nel tessuto muscolare con gap junctions [65], e sembra 
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essere correlato all'aumento della resistenza extracellulare dovuta agli 

spostamenti di acqua indotti dall'osmosi e al conseguente edema 

cellulare [66].  

Diverse variabili possono influenzare l'insorgenza del rigor mortis, 

tra cui la specie ittica esaminata, la manipolazione dei soggetti e lo 

stress indotto prima della morte, lo stato di salute dell'animale e le 

condizioni ambientali [67]. Inoltre, è possibile osservare un'elevata 

variazione nel tempo di insorgenza del rigor mortis neglii organizmi 

acquatici anche se abbattuti nelle stesse condizioni, probabilmente a 

causa di variazioni biologiche naturali tra gli individui [44, 68]. Le 

variazioni biologiche individuali potrebbero anche spiegare le 

fluttuazioni iniziali dei valori RMS osservati tra i soggetti in questo 

studio.  

È stato dimostrato che il tempo che intercorre tra la morte e 

l'insorgenza del rigor mortis varia da 45 a 54 ore nella trota iridea [69] 

e da 12 a 36 ore nel salmone atlantico, anche se entrambi sono 

mantenuti nelle stesse condizioni di conservazione [70]; mentre 

l'insorgenza del rigor mortis può realizzarsi entro 2 ore dalla morte in 

animali stressati a causa della bassa concentrazione pre mortem di 

glicogeno nei muscoli [70; 71; 72], o nei pesci sottoposti a stimolazione 

elettrica. In particolare, la stimolazione elettrica produce una rapida 

deplezione di ATP nei muscoli, inducendo una rapida insorgenza del 

rigor mortis, nonché il rapido raggiungimento del picco e la sua rapida 

risoluzione [70].  
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Il successivo trend crescente dei valori RMS osservati in questo 

studio potrebbe riflettere l’avvio della fase di risoluzione del rigor 

mortis, con perdita di permeabilità selettiva delle membrane cellulari. 

L’insorgenza del rigor, così come la sua durata e risoluzione, sono 

influenzati da molteplici fattori, tra cui la temperatura ambientale. A 

questo proposito, la durata del rigor mortis è più breve a temperature 

esterne più elevate. Inoltre, la conducibilità elettrica è correlata 

positivamente alla temperatura, con un aumento significativo dell'1,5-

5,0% per grado centigrado [73]. 

Nel nostro studio, la conducibilità elettrica è stata inoltre correlata 

alla temperatura ambientale ed il tempo in cui il valore RMS ha 

raggiunto il picco variava in funzione alle diverse temperature esterne 

alle quali i soggetti nei diversi gruppi sperimentali erano mantenuti. 

Infatti, il coefficiente di correlazione lineare tra Troom e tMAX dà il 

valore r = 0.973, rivelando una forte correlazione positiva tra questi 

parametri. In particolare, il valore di picco RMS è stato raggiunto 

precocemente negli animali mantenuti a 25.0 °C, e sino a 14 ore dopo 

la morte nei soggetti mantenuti alla temperatura più bassa (15°C).  

La perdita di permeabilità selettiva della membrana cellulare e 

l'autolisi potrebbero essere responsabili del trend crescente dell’RMS, 

come conseguenza di una riduzione dell’impedenza cellulare alla 

corrente elettrica.  

Con l'aumento del PMI, si perde la permeabilità selettiva della 

membrana cellulare, con conseguente graduale fuoriuscita di fluidi 

intracellulari e diffusione passiva di ioni in diversi compartimenti 
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extracellulari corporei. Il mescolamento dei fluidi intra- ed 

extracellulari provoca un aumento della conducibilità elettrica dei 

tessuti dopo la morte, poiché entrambi i fluidi sono ricchi in elettroliti 

[74]. Inoltre, poiché le attività metaboliche cellulare continuano a 

livello tessutale dopo la morte, gli enzimi endogeni promuovono la 

proteolisi miofibrillare e l'idrolisi dei grassi, con conseguente 

disorganizzazione della struttura muscolare [75], e la decomposizione 

di macromolecole come le proteine e il DNA in molecole più piccole e 

cariche elettricamente, determina un aumento della conduttività [76], 

che potrebbe spiegare il progressivo trend crescente del valore RMS 

osservato in questo studio.  

I cambiamenti nel contenuto elettrolitico e idrico e l'autolisi 

cellulare si verificano più rapidamente nel muscolo conservato ad alte 

temperature [77], e questi cambiamenti possono spiegare le differenze 

nei valori di picco RMS qui riscontrate.  

In particolare, il calcio svolge un ruolo cruciale in un'ampia gamma 

di processi fisiologici, tra cui la modulazione dell'eccitabilità e della 

permeabilità delle membrane plasmatiche, la contrazione muscolare, il 

segnale intracellulare e la trasduzione del segnale nervoso [78]. Durante 

il PMI, le variazioni della concentrazione di calcio sono fortemente 

influenzate dalle temperature esterne. In genere, la concentrazione di 

calcio aumenta rapidamente, raggiungendo un valore massimo 4 ore 

dopo la morte a temperatura ambiente quindi, la sua concentrazione 

diminuisce progressivamente fino a scendere al di sotto del livello ante 

mortem a 24 ore [79].  
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Al contrario, le variazioni delle concentrazioni sieriche di calcio 

avvengono più lentamente a 4 °C e la concentrazione massima viene 

generalmente raggiunta a 15 h dopo la morte [80].  

La progressiva diminuzione della concentrazione di calcio durante 

il post mortem potrebbe anche spiegare la tendenza alla diminuzione 

dei valori RMS osservati in questo studio. Inoltre, poiché i fluidi 

biologici e la maggior parte dei tessuti presentano un coefficiente di 

resistività termica negativo, il progressivo raffreddamento dei tessuti 

determina un aumento della loro resistività elettrica [80].  

Nel nostro studio, le concentrazioni sieriche degli elettroliti, 

compreso il calcio, sono state determinate prima dell'eutanasia dei 

soggetti. Purtroppo, non sono disponibili in letteratura dati relativi alle 

concentrazioni sieriche fisiologiche degli elettroliti negli esemplari di 

spigola. Tuttavia, poiché i livelli di elettroliti nel siero ottenuti erano 

simili tra tutti i pesci arruolati nel nostro studio, si può presumere che 

questi valori siano fisiologici. 
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7. CONCLUSIONI 

In questo studio è stata impiegata una nuova tecnologia con lo 

scopo di approssimare il precoce intervallo post mortem, investigando 

le variazioni di conducibilità elettrica del muscolo scheletrico ed 

impiegando esemplari di spigola quale modello animale sperimentale. 

Sebbene si tratti di risultati preliminari maturati a seguito di un primo 

impiego dello strumento a tale scopo, l’utilizzo di un generatore di 

segnale associato ad un oscilloscopio si è dimostrato promettente per lo 

studio delle proprietà dielettriche del muscolo scheletrico da impiegarsi 

nella stima del precoce PMI, con il vantaggio inoltre di essere una 

tecnologia di facile e veloce impiego, non distruttiva e poco costosa.  

La principale sfida risiede nella configurazione del setup di 

misura e nell'elaborazione dei dati ottenuti. Sebbene promettente, 

saranno necessarie ulteriori indagini sia pratiche che teoriche attraverso 

la conduzione di ulteriori studi sperimentali sulla stessa specie ittica e 

su specie ittiche differenti ed introducendo innumerevoli variabili 

individuali ed ambientali nonché prolungando l’intervallo post mortem, 

con lo scopo di standardizzare e validare questa tecnologia prima di 

impiegarla nelle investigazioni forensi di campo.  

Inoltre, sebbene non interferisca con i meccanismi di conduzione 

elettrica muscolare, l’eventuale influenza dell’anestetico impiegato per 

l’abbattimento dei soggetti nel rispetto delle normative vigenti sul 

benessere animale, sulle misurazioni di conducibilità elettrica 

muscolare richiederà ulteriori investigazioni.   
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