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SCOPO DELLATESI

Questo lavoro di dottorato ha affrontato lo studianetodi per una gestione sostenibile di
criticita ambientali e nello specifico della confaarzione dei suoli. Le attivita si sono
articolate in due linee di ricerca: la prima casté da uno studio sperimentale sull’efficacia
di metodologie di rizodegradazione in aree contateira inquinanti organici, nella seconda
si sono realizzate misure e primi bilanci di caiboper i lotti sperimentali impiegati negli
esperimenti di fitorimedio, confrontando aree irigrlson aree non vegetate.

La prima parte dello studio ha avuto come obiettevaverifica dell’efficacia di due specie
erbacee perenniFestuca arundinaceae Lolium perenng nella rizodegradazione di
idrocarburi policiclici aromatici (IPA), in partid@re associata a contaminazioni avvenute
decenni addietro. La provincia di Trieste presealeune criticita per quanto riguarda
inquinamento da questa tipologia di inquinantganici; da qui I'interesse per lo studio di
possibili soluzioni a questo problema. E stata teadul’attenuazione della contaminazione nel
suolo in presenza di piante confrontato con unrotiat sperimentale, rappresentato dallo
stesso suolo non seminato. Cio al fine di verigcBinfluenza delle specie impiegate sulla
degradazione di IPA attraverso la stimolazionerdicgssi che avvengono naturalmente nel
suolo ad opera delle popolazioni microbiche praserdsso. Sono stati svolti esperimenti sia
in pieno campo che in serra, in condizioni piu colidte, effettuando analisi chimico-fisiche
(determinazione degli IPA e caratterizzazione deleno) ed analisi relative alla biomassa

microbica del suolo.

L’obiettivo della seconda linea di ricerca é statello di fornire una base sperimentale per la
valutazione dei flussi di carbonio nelle aree vafgete non su cui si e effettuata la

sperimentazione. | flussi di carbonio, misuratintii@ un analizzatore di gas all'infrarosso

(IRGA), consentono di impostare bilanci di carboaisono un elemento fondamentale per la
valutazione di un indice di sostenibita qualedtbon footprint(quantita totale di COe altri

gas serra emessi durante l'intero ciclo di vitaudi prodotto o processo), applicabile per



valutare comparativamente la sostenibilita amblenth diverse tecnologie di bonifica o
recupero ambientale.

Uno studio collaterale, riportato in appendice,riggiardato valutazioni sull’applicabilita di
approcci di bonifica a basso impatto ambientaldigueelli contemplati dal fitorimedio nel
Sito di Interesse Nazionale “Trieste”.



1. INTRODUZIONE

1.1 LA GESTIONE AMBIENTALE NELLA PROVINCIA DI TRIESTE

La provincia di Trieste presenta diverse critigggr quanto riguarda I'inquinamento di aria,
acque e suoli, provocato da diverse fonti, civiln@ustriali.

Come in tutte le aree urbanizzate di media grarajeitzraffico veicolare cittadino e la
combustione di biomasse per il riscaldamento dastesbntribuiscono ad accrescere per una
percentuale significativa I'inquinamento atmosferidell’area, interessando di conseguenza
indirettamente anche il suolo e le zone costiemeaggiunta a cio, sono presenti alcune
criticita specifiche del territorio in questionesasiate ad attivita di tipo industriale.

Il sito di Interesse Nazionale “Trieste” (Decretal #Ministero dellAmbiente del 24 febbraio
2003) interessa una superficie del territorio pmoiale di 1700 ettari, di cui 1200 a mare e
500 a terra, suddivisi tra i Comuni di Trieste edgia.

La superficie a terra € compresa quasi interamaltiteterno del perimetro dellEnte Zona
Industriale di Trieste (EZIT), area che é stataregsata in passato da imponenti interventi di
smaltimento e interramento di materiali di demaolig, rifiuti industriali misti, scorie e ceneri
da inceneritore. Fino agli anni settanta, inoleeano operativi nella zona due importanti
insediamenti industriali per la raffinazione e toccaggio di prodotti petroliferi, che hanno
provocato un notevole inquinamento da idrocarlfoino ancora oggi operativi nell’area un
importante stabilimento siderurgico, un terminapeiroli ed un cementificio.

Le operazioni di caratterizzazione effettuate @ti€rno del SIN (Sito di Interesse Nazionale)
di Trieste hanno evidenziato una situazione di imgmento diffuso (“a macchie di
leopardo”), della matrice suolo con livelli di cantinazione molto variabili a seconda della
zona considerata. Le tipologie di inquinanti cheaitsovano nell’area sono principalmente
idrocarburi policiclici aromatici (IPA), idrocarbupesanti, diossine e metalli pesanti, e sono

localizzati, in media, ad una profondita di dueeorhetri.



Tale inquinamento deriva da svariate attivita,cinainterri di prodotti di risulta di idrocarburi,
scorie derivanti dall'impiego di carbone e minegadr 'attivita di cokeria ed altoforno, rifiuti
industriali di varia origine e ceneri dell’incertere.

In particolare combustioni e distillazione del acatb generano IPA, che risultano presenti in
concentrazioni non trascurabili in molteplici sikella provincia di Trieste. L'interesse per
guesta classe di inquinanti & accresciuto dallagmza di indizi di una contaminazione diffusa
a Trieste anche per quanto riguarda I'aria, attisavetudi sui livelli di particolato atmosferico
e sulla distribuzione di tali inquinanti nell'are#tadina (Di Monte, 2008), e I'ecosistema
marino, attraverso studi sul bioaccumulo in orgamismarini bentonici (Barbieri e Maran,
2005).

Ai fini del recupero agli usi industriali e commiic delle aree del sito contaminato, é
necessario provvedere alla mitigazione delle sargétive di contaminazione e alla bonifica
e/o messa in sicurezza delle aree stesse con ogmmalppropriate, che abbiano caratteristiche
di efficacia ed efficienza nel ridurre i rischi gan ed ambientali con costi sostenibili.

In questo contesto, risulta fondamentale per lebkehie Amministrazioni utilizzare degli
strumenti atti a valutare la sostenibilita delléivid di gestione ambientale relative al
territorio provinciale, ad esempio nella valutazodi piani territoriali o di autorizzazioni
ambientali. A questo scopo, diversi sono gli inthciadi sostenibilitd a cui si puo ricorrere,
fra cui la valutazione del ciclo di vita (LCA,ife Cycle Assessmé@nt’analisi emergetica,
I"Ecological Footprint il Carbon Footprint

Un’analisi di sostenibilita di diversi processi donifica ha lo scopo di individuare le
soluzioni che comportano i minori costi complesger 'ambiente e di scegliere quindi, fra
le tante metodologie disponibili, quelle che gaism@no compromessi accettabili tra efficacia

e costi economici, sempre in un’ottica di tutelebgntale.



1.2 SOSTENIBILITA DI APPROCCI DI BONIFICA DI SITI
CONTAMINATI

bY

Per quanto riguarda il tema del risanamento di @ntaminati, € utile considerare in
particolare I'indice Carbon Footprint indicatore sintetico di emissioni di gas serrhe c
misura I'impatto che le attivita umane hanno suofltaente in termini di quantita di gas serra
prodotti, espresso in “unita di GO Esso indica la quantita totale di €@ altri gas serra
emessi durante l'intero ciclo di vita di un prodott di un servizio (Wiedmann T. e Minx J.,
2001).

Molte sono le tecnologie di bonifica disponibilirperisanamento di siti contaminati: la scelta
del tipo di intervento piu idoneo € importante peermassimizzazione dell’efficacia nella
rimozione degli inquinanti dal suolo a costi contignma e limitata dall’applicabilita alle
diverse situazioni ambientali e alle caratterisicpecifiche del sito.

Il nostro interesse é rivolto a esplorare l'ap@ittga di metodologiein situ, che non
richiedano movimentazione e rimozione di suolo & iahplichino emissioni ridotte di GO
Possibili alternative alle tecnologie tradiziondiibonifica (interventi di tipo chimico-fisico,
par. 1.3.4) che abbiano costi ambientali, econoraicganitari contenuti sono fornite da
approcci che assecondano ed eventualmente stimatanwdo controllato, processi naturali
di attenuazione della contaminazione, come ad eserhpfitorimedio o I'attenuazione
naturale monitorata (MNAYlonitored Natural Attenuation

Le tecniche dfitorimedio (v. par. 1.3.4.1), rispetto ad altre tecnicheiiadali di bonifica,
presentano dei vantaggi interessanti dal puntoisia\della sostenibilita del processo: sono
metodi meno invasivi, a basso impatto ambientalep gecniche di risanamenio situ (non
prevedono quindi la rimozione del terreno contanapa i costi degli interventi e di gestione
sono bassi. Offrono inoltre benefici dal punto @ta paesaggistico, nel caso in cui si
intervenga in aree altrimenti lasciate in condizirebbandono.

Per quanto riguarda nello specifico la valutazialet Carbon Footprint il fitorimedio
presenta vantaggi in termini di sottrazione di,Ci@ quanto vengono impiegati organismi
fotosintetizzanti, inoltre I'impatto dovuto ai tgasti € minimo e viene utilizzato un numero

ridotto di macchinari (per lo pit macchinari agtiqeer la gestione delle aree trattate).



Tali tecniche presentano naturalmente anche defiliobhe sono principalmente dovuti ai
tempi di intervento lunghi (dipendenti dal ciclotale della pianta e dall’efficienza di
estrazione), alle limitate profondita raggiungibilel suolo (che dipendono dall’'apparato
radicale della pianta) ed al livello di contamiraa® del suolo, che non deve superare le
concentrazioni fitotossiche per le specie impieghténe vi € il problema della biomassa
prodotta, che deve essere smaltita come rifiuteialge nel caso in cui non possegga le
caratteristiche qualitative per poter essere ataiana rifiuto urbano.

Il Protocollo di Kyoto riconosce agli ecosistemgetali un ruolo importante nelle strategie di
mitigazione dei cambiamenti climatici in quant@lante, attraverso il processo di fotosintesi,
assorbono grandi quantita di €©he trasformano in biomassa. Nel Protocollo di tidyo
stesso la vegetazione viene valutata in relazidlaesaa capacita di assorbire carbonio e
quindi di generare crediti contro I'inquinamentdi’aat. 3.4 infatti si prevede I'impiego dei
pozzi Ginkg di carbonio per la riduzione del bilancio nettazionale delle emissioni di gas
serra.

Una parte della COemessa in atmosfera dalla combustione di fossitiaeprocessi di
deforestazione viene prelevata dagli oceani e dabiafera terrestre. Il bilancio netto tra
fotosintesi e respirazione di autotrofi ed eterbtlegli ecosistemi terrestri e stato stimato, in
uno studio relativo agli anni '90, intorno a -1.H% Gt C/anno (Schimel al, 2001).

L’entita degli scambi gassosi tra suolo e atmosfara con il clima, il tipo di suolo, le specie
vegetali e il carico animale. La G@iene prodotta dalla respirazione del suolo, @gjetali e
degli animali ed é fissata dalle piante attravéasotosintesi.

La copertura vegetale di un suolo contaminato msolaere a funzioni molto importanti, fra
le quali il contenimento del fenomeno dell’erosipleeregolarizzazione dei regimi idrici ed il
mantenimento della biodiversita, oltre ad averémportante ruolo estetico - paesaggistico ed
una funzione ricreativa; una copertura a prato iofmobilizzi i contaminanti presenti nel
terreno (fitostabilizzazione) consente di restdual pubblico utilizzo un’area altrimenti
interdetta all’'accesso.

Vi sono in bibliografia numerosi studi che hannadewnziato la maggior capacita di terreni
con manto erboso di immagazzinare il carbonioferjere dasinkdi C rispetto, ad esempio,

ai terreni agricoli coltivati (Carlieet al, 2009).



1.2.1 CRITERI DI SCELTA PER TECNOLOGIE DI BONIFICA

Un utile strumento che consente di valutare I'aggiilita del fitorimedio a siti contaminati e

I'utilizzo di alberi decisionali (ITRC, 1999). Nellfase di progettazione di un intervento di

Y

ripristino ambientale, € importante definire inrpoi luogo gli obiettivi che si desiderano

raggiungere, ossia la destinazione dell'inquinaniig sua concentrazione finale.

Un processo decisionale per stabilire I'applicadildel fitorimedio ad uno specifico sito

dovrebbe seguire i seguenti passi:

1.

2.

Definizione del problema:

Caratterizzazione del sito;

Identificazione del mezzo da trattare e del tipoatitaminazione;

Studio della normativa vigente;

Valutazione del sito:

Caratterizzazione del sito orientata all’applicazali fitotecnologie;

Identificazione di fitotecnologie adatte al mezao,contaminanti e agli obiettivi di

bonifica;

Studio della letteratura scientifica inerente tatécnologia scelta;
Identificazione delle specie potenzialmente adatte;

Conduzione di studi preliminari

Studi di selezione delle specie;

Esperimenti sul campo;

Revisione critica della fitotecnologia e delle gpescelte, se necessario;
Valutazione dell’impianto su larga scala:

Progettazione dell'impianto;

Costruzione dell'impianto;

Manutenzione e gestione dell'impianto;

Valutazione ed eventuali modifiche all'impianto;

Valutazione dei risultati;

Raggiungimento degli obiettivi:

Conduzione di misurazioni quantitative sulla coriggione dei contaminanti;

Valutazione sull’efficacia dell'impianto;



Gli schemi ad albero riassumono in pochi puntiagletti piu importanti che possono influire
sulla riuscita di un trattamento e permettono dbgire in poco tempo se il fitorimedio sia
una possibilita applicabile oppure se sia necessamsiderare altre soluzioni. Naturalmente
si tratta di una valutazione preliminare, stireening che puo pero permettere un notevole
risparmio di tempo nella fase iniziale di un inemto di gestione di un sito contaminato.
L’albero decisionale utilizzato in questo studiar palutare I'applicabilita del fitorimedio
quale tecnologia di bonifica € riportato in Appesell.
| criteri di valutazione per la scelta del tipo teicnologia di bonifica da applicare in un
determinato sito possono essere riassunti nei saguenti:

- Tempo necessario a completare la bonifica;

- Costi complessivi di intervento;

- Efficacia nella rimozione degli inquinanti dal sapl

- Efficienza a lungo termine del metodo applicato;

- Efficacia economica (investimenti e costi operafivi

- Accettabilita sociale della tipologia di intervento

- Impatto degli scarti di processo;

- Produzione / abbattimento di GO

- Consumo d’acqua e di energia da combustibili fgssil

- Fattibilita dell'intervento e applicabilita al sigpecifico;

- Possibilita di un utilizzo multifunzionale dell’aealopo la bonifica.

In figura 1.1 si riporta un esempio di confronta tecniche a basso impatto ambientale e
tecniche chimico-fisiche di bonifica (fitorimediaitenuazione naturale monitorata -MNA-,
soil washing, incenerimento di suolo), consideraaldoni dei criteri di valutazione descritti,
da cui si evidenzia che il fitorimedio rappresentea soluzione vantaggiosa relativamente ai

costi economici ed ambientali che ne derivano.

Tempi Costi Tecnica in situ Carbon Footprint
FITORIMEDIO LUNGHI BASSI s BASSO
MNA LUNGHI BASSI sSI' BASSO
SOIL WASHING RIDOTTI INTERMEDI NO ELEVATO
INCENERIMENTO RIDOTTI ELEVATI NO ELEVATO

Figura 1.1: Confronto fra tecniche a basso impattMNA e Fitorimedio) e due tecniche chimico-fisicheli
bonifica.



1.3 LA BONIFICA DI SITI CONTAMINATI

La contaminazione di suolo e acque superficiall alda, causata da sversamenti e rilasci di
sostanze chimiche e rifiuti nel’lambiente, pud @asconseguenze negative sull'ambiente,
sulla salute delluomo e sullo sviluppo economidoud’area. Gli interventi di bonifica
ambientale rappresentano quindi strumenti, oltre dhtutela dellambiente e della salute
umana, anche di sviluppo socio-economico del terof favorendo il rilancio e la
riqualificazione di zone degradate.

In base ai dati forniti dalla Comunita Europea 8806, il numero di siti potenzialmente
contaminati nell’'Unione Europea e superiore airBikoni (CCE, 2006).

Secondo una stima del 2007 (APAT, 2007), i sititaomnati in Italia sono 4400, mentre
13000 sono i siti potenzialmente contaminati.

| Siti inquinati di Interesse Nazionale (SIN) copoocirca il 3% del territorio italiano. Nella
regione Friuli Venezia Giulia sono due,“SIN Tri€see“SIN Laguna di Grado e Marano”,
con una superficie totale di 4700 ettari a ter8Bd27 ettari a mare (Ministero del’Ambiente e
della Tutela del Territorio e del Mare, 2009).

Le azioni di tutela dei suoli nella Comunita Eurapsono inquadrate nella proposta di
“Strategia tematica per la protezione del suol@CE, 2006), che ha [I'obiettivo di
salvaguardare le diverse funzioni che il suolo puolgere alla luce della grande variabilita
che caratterizza tale matrice e dei diversi pracgisdegrado in atto, tenendo conto anche
degli aspetti socio-economici coinvolti.

La proposta di strategia € finalizzata principalteea proteggere il suolo e a garantirne un

utilizzo sostenibile, in base ai seguenti pringpida:

- Prevenire 'ulteriore degrado del suolo e manteaéerfunzionalitaG
- Riportare i suoli degradati ad un livello di funaaita corrispondente all’'uso previsto
per quei determinati siti, considerando pertantchani costi degli interventi di

ripristino ambientale.

Visti i tempi estremamente lunghi di formazione deblo, si puo ritenere che esso sia una

risorsa sostanzialmente non rinnovabile (CEE, 2006uolo svolge una serie di funzioni che



rivestono un’enorme importanza sotto il profilo iseeconomico ed ambientale e che devono
pertanto essere tutelate.

Il suolo subisce una serie di processi di degraae&ziquali 'erosione, la diminuzione di
materia organica, la contaminazione locale o di#fudimpermeabilizzazione, la
compattazione, il calo della biodiversita, la saltazione, alluvioni e smottamenti.

Il degrado del suolo & un problema diffuso, cheiarga I'intera Unione Europea, del quale
sono responsabili una serie di attivita umane,icqaélesempio pratiche agricole inadeguate,
attivita industriali, turismo, proliferazione urkere industriale e sversamenti di materiale
inquinante, che impediscono al suolo di svolgerepteprie funzioni di base. Fra le
conseguenze di tali attivita si pud citare la dimzione di fertilita del suolo, la perdita di
carbonio organico e di biodiversita ed una minoapacita di degradazione degli agenti
contaminanti.

Il degrado del suolo ha ripercussioni dirette sujlaalita delle acque e dell’aria e sui
cambiamenti climatici, oltre che incidere sullausaldei cittadini e sulla sicurezza dei prodotti

alimentari destinati al consumo umano e animale.
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1.3.1 RIFERIMENTI NORMATIVI

La complessa questione dei siti contaminati e della bonifica € emersa in Italia alla fine

degli anni ottanta, in seguito alla necessita drotlurre una concezione piu ampia di
contaminazione ambientale, non piu legata esclosmwte ad eventi accidentali ed episodici,
ma da considerarsi come un problema diffuso. Veagomuesto periodo emanate le prime
norme in cui si mettono a fuoco i problemi riguartia rifiuti e le bonifiche, senza tuttavia

disporre degli strumenti tecnici per affrontarli.

Il primo riferimento normativo in materia € rappeatato dalla_Legge 29/10/1987 n. 441

"Disposizioni urgenti in materia di smaltimento diéuti ", che affida alle Regioni il compito
di predisporre dei Piani per la bonifica delle arepiinate.
Con il successivo DM n. 185 del 16/5/198Ministero dell’Ambiente emana i criteri e le

linee guida per I'elaborazione e la predisposizionenodo uniforme dei Piani Regionali di
Bonifica, richiedendo alle Regioni di censire 1 sibntaminati o potenzialmente contaminati
presenti sul proprio territorio e di indicare legpita degli interventi di risanamento a breve e
a medio termine.

Solo nel 1999 con I'emanazione del DM n. 471&9%arriva ad una specifica normativa

tecnica organicamente inerente alla materia debaifica dei siti inquinati, seppure
inquadrata nel piu vasto campo della gestioneifilii r

I DM n. 471 nasce infatti nell'ambito di una norrganerale riguardante i rifiuti, il D.Lgs. n.
22/97, conosciuto anche come “Decreto Ronchi”,unatl’articolo 17, per la prima volta, si
fa riferimento alla “bonifica di siti contaminatill decreto 22/97 € la prima norma organica
concepita per disciplinare globalmente il problemearifiuti e il conseguente problema delle
bonifiche.

Dopo circa due anni e mezzo dal’emanazione d@tana generale, nel dicembre del 1999 il
Ministero dellAmbiente produce quindi il DM n. 47bvvero il ®Regolamento attuativo
dell'art. 17 del D.Lgs. 22/97, avviando di fatto, a livello nazionale, la granel complessa
questione dei siti inquinati da bonificare.

Precedentemente il Ministero del’Ambiente aveveesso un’altra norma, la Legge n. 426
del 9 dicembre 1998 (Ronchi ter), attraverso lde(arendendo spunto dal comma 6 dell’art.
17 del D.Lgs. 22/97) é stato istituito il primo mé® di siti inquinati «di interesse nazionale»,

inizialmente pari ad un numero di 15. Sotto quesfnizione ricadono quei siti che, per la
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loro complessita ed importanza, vengono gestithariamente dal Ministero dellAmbiente,
attraverso uno strumento tecnico (Segreteria taamigisteriale, i cui membri sono nominati
dal Ministro dell’Ambiente) ed uno amministrativia (Conferenza dei servizi) con Comuni,
Province e Regioni competenti per ciascun sito.
Con il DM n. 471 si e cercato di correggere alcdaebe lacune dell’articolo 17 del Decreto
Ronchi e di fornire una determinazione tecnicalieilli di inquinamento e delle sostanze
inquinanti, consentendo cosi alla normativa priendriavere piena attuazione.
Il campo di applicazione del DM n. 471 € molto amm quanto stabilisce i limiti di
accettabilita della contaminazione non soltantosdelo e del sottosuolo (esclusi quelli a uso
agricolo) ma anche delle acque superficiali e s@ttee.
La contaminazione dei comparti ambientali non deseessariamente essere causata da rifiuti
(ad esempio discariche), ma e sufficiente un evenialsiasi, come ad esempio uno
spandimento accidentale sul terreno di sostanzegbese durante il trasporto. Inoltre,
I'obbligo di bonifica scatta solo quando esisteuperamento dei limiti di accettabilita stabiliti.
Il principio generale del D.Lgs. n. 22/97 é ripredadl’articolo 7 del DM n. 471 ed e quello
secondo cui ¢hiunque cagiona, anche in maniera accidentalsuperamento dei valori di
accettabilita fissati dall’allegato 1 del DM 471/98vvero determina un pericolo concreto ed
attuale di superamento dei limiti medesimi, € tenat procedere a proprie spese agli
interventi di messa in sicurezza, di bonifica eigiiistino ambientale delle aree inquinate e
degli impianti dai quali deriva il pericolo di ingamentd.
Questo significa che I'obbligo di bonifica scattannsoltanto in maniera automatica in
conseguenza di fatti illeciti, ma anche, in via lg@dioria, dopo un incidente, cioe quando non
sia possibile riconoscere una responsabilita dotosalposa da parte del responsabile. Ai
sensi dell'art. 45 del codice penale, verrebbeuastp caso esclusa la configurabilita di un
reato connesso con l'inquinamento, ma non verreideo il dovere di bonifica da parte del
soggetto.
Successivamente allemanazione del DM n. 471/9% ssiate sancite ulteriori norme in
materia di bonifica di siti contaminati ad integoa® e/o modificazione delle precedenti:

- Legge n. 338/2000(Legge Finanziaria 2001), che introduce, all'atl4

«Disinquinamento, bonifica e ripristino ambientajealcune norme aggiuntive.

- Legge n. 93/200kDisposizioni in campo ambientaleche all’art. 9 riporta alcune

precisazioni rispetto al DM n. 471/99 per quel cigeiarda la necessita di operare in
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un sito inquinato, per la sua messa in sicureza@denhifica, anche nel caso in cui il
sito sia soggetto a sequestro; la seconda imperfaecisazione € che gli interventi
previsti dal DM devono essere eseguiti indipendeetdge dalle dimensioni del sito o
dalla tipologia della fonte inquinante.

- Decreto del Ministero dellAmbiente n. 468/2Q0don il quale viene approvato il

Programma di bonifica e ripristino ambientale deiiisquinati di interesse nazionale e
vengono istituiti 23 nuovi siti, tra cui iBito di Interesse Nazionale “Trieste”
comprendente in gran parte la zona industrialedetia.

- Legge n. 179/20Q02mediante la quale, oltre ad altre modifiche, wmyaggiunti 9

ulteriori siti di interesse nazionale (che a quegstoto arrivano ad un totale di 50).

Il Decreto Legislativo n. 152/200@ esto Unico Ambientale), entrato in vigore il aprile

2006, € un corpus normativo imponente, costitudopdi di 700 pagine, 318 articoli e 45
allegati.
Il Testo Unico recepisce 8 direttive comunitariec@pa disposizioni di settori omogenei di
disciplina ed abroga tutta un serie di precedéietiimenti normativi (tra cui il D.M. 471/99).
E costituito da sei parti:

- Parte I: Disposizioni comuni e principi generali

- Parte Il: Procedure per VAS, VIA, IPPC

- Parte lll: Difesa del suolo, tutela e gestione &cqu

- Parte IV: Gestione dei rifiuti e bonifica di sibtaminati

- Parte V: Tutela dell’'aria

- Parte VI: Danno ambientale

La parte quarta, che riguardadanifica di siti contaminatisi suddivide nei seguenti titoli:
- Titolo I: Gestione dei rifiuti
- Titolo II: Gestione degli imballaggi
- Titolo Ill: Gestione di particolari categorie dfititi
- Titolo IV: Tariffe per la gestione dei rifiuti uriba
- Titolo V: Bonifica di siti contaminati
- Titolo VI: Sistema sanzionatorio, disposizioni fingansitorie
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Per quanto riguarda le materie “rifiuti’ e “bonifie”, con il nuovo Codice dellAmbiente

vengono riordinate e coordinate le disposizioninmative concernenti questi settori; i punti

principali a riguardo sono i seguenti:

Vengono confermati sostanzialmente i parametriigone per la definizione di “sito
inquinato”;

Per la successiva bonifica viene inserifenhlisi di Rischio

Viene confermato il meccanismo dell’Accordo di Faigma, che prevede procedure
piu snelle e tempi piu veloci;

Vengono ridefinite le priorita nella gestione diéiuti in conformita con la normativa
UE;

Si istituisce unAuthority per acque e rifiuti, creando due sezioni al patgovecchio
Comitato di Vigilanza sull'uso delle risorse idrecle dell’Osservatorio nazionale dei
rifiuti, con una diminuzione del numero degli organ

Viene riconosciuto il ruolo delle Province in madedi rifiuti.

Nel Testo Unico Ambientale vengono modificate, eisp al precedente DM 471/99, alcune

definizioni fondamentali (fra cui quelle dito contaminatpsito potenzialmente contaminato

sito non contaminatce bonificag), in seguito all’introduzione dell’Analisi di Rib® e della

distinzione fraConcentrazioni Soglia di Contaminazio(le concentrazioni corrispondenti ai

limiti tabellari del DM 471/99) eConcentrazioni Soglia di Rischio Seguono le relative

definizioni:

Concentrazioni Soglia di Contaminazione (C$Gad livelli di contaminazione delle
matrici ambientali che costituiscono valori al doga dei quali € necessaria la
caratterizzazione del sito e I'analisi di rischitosspecifica...»;

Concentrazioni Soglia di Rischio (CSR¥i livelli di contaminazione delle matrici
ambientali, da determinare caso per caso con I'mpgione della procedura di
analisi di rischio sito specifica secondo i principustrati nell'Allegato 1 alla parte
quarta del presente decreto e sulla base dei asiuttel piano di caratterizzazione, il
cui superamento richiede la messa in sicurezza ebdmifica. | livelli di
concentrazione cosi definiti costituiscono i livdilaccettabilita per il sito»;

Sito potenzialmente contaminato«un sito nel quale uno o piu valori di

concentrazione delle sostanze inquinanti rilevallen matrici ambientali risultino
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superiori ai valori di concentrazione soglia di cgaminazione (CSC), in attesa di
espletare le operazioni di caratterizzazione e dialesi di rischio sanitario e
ambientale sito specifica, che ne permettano derd@hare lo stato o meno di
contaminazione sulla base delle concentrazioniiaatjlrischio (CSR)»;

Sito contaminato «un sito nel quale i valori delle concentrazisoglia di rischio
(CSR), determinati con l'applicazione della proaeddi analisi di rischio di cui
all'Allegato 1 alla parte quarta del presente ddorsulla base dei risultati del piano
di caratterizzazione, risultano superati»;

Sito non contaminato «un sito nel quale la contaminazione rilevatal@ahatrice
ambientali risulti inferiore ai valori di concentzone soglia di contaminazione (CSC)
oppure, se superiore, risulti comunque inferiorevalori di concentrazione soglia di
rischio (CSR) determinate a seguito dell'analisridchio sanitario e ambientale sito
specifica»;

Bonifica: «l'insieme degli interventi atti ad eliminare fenti di inquinamento e le
sostanze inquinanti o a ridurre le concentraziorllel stesse presenti nel suolo, nel
sottosuolo e nelle acque sotterranee ad un livetjaale o inferiore ai valori delle
concentrazioni soglia di rischio (CSR)»;

Analisi di rischio sanitario e ambientale sito-spéca: «analisi sito specifica degli
effetti sulla salute umana derivanti dall’esposim@o prolungata all’azione delle
sostanze presenti nelle matrici ambientali contat@ncondotta con i criteri indicati

nell’Allegato 1 alla parte quarta del presente detor.

L’obiettivo delle operazioni di caratterizzaziongjéello di formulare iModello Concettuale

del Sitoin cui vengono descritte le caratteristiche spew del sito, ovvero:

Le sorgenti della contaminazione;

Il grado e I'estensione della contaminazione disusottosuolo, acque superficiali e
sotterranee e le vie di migrazione attraverso laligucontaminanti si diffondono
nellambiente;

| percorsi di migrazione dalle sorgenti di contaaziione ai bersagli ambientali e alla

popolazione.
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In seguito alla caratterizzazione e sulla baseedetlultanze di quest'ultima, al sito viene
applicata I'’Analisi di Rischio sito-specifica, cloensiste nella stima delle conseguenze sulla
salute umana e sullambiente di un evento potemaate dannoso in termini di probabilita
che le conseguenze si verifichino.

La scelta di tecnologie appropriate, che possorgiagare non solo la bonifica ma anche la
messa in sicurezza permanente dei siti contamidatie rispettare i vincoli normativi e
sottostare alle approvazioni delle Conferenze daivid tra Enti competenti (Comune,
Provincia, Regione, ARPA, Azienda Sanitaria ecdie adevono approvare i piani di
caratterizzazione e le eventuali operazioni di ficaio messa in sicurezza. Alle Conferenze
dei Servizi spetta I'approvazione delle soluzioacrologiche proposte per il recupero,

valutando anche approcci innovativi.
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1.3.2 IDROCARBURI POLICICLICI AROMATICI

Al fine di selezionare tecnologie appropriate perbbnifica o0 messa in sicurezza di siti
contaminati risulta essenziale conoscere le prigprievanti degli specifici contaminanti per
valutarne il destino ambientale. Si riporta di segwn’introduzione ad una classe di
contaminanti, gli Idrocarburi Policiclici Aromaticdi cui, in questo lavoro, ci si prefigge di
valutare la rimozione da terreni contaminati comgiiego di fitotecnologie. Come anticipato
precedentemente, la presenza di IPA risulta noscurabile in diverse matrici ambientali

campionate nella Provincia di Trieste.

Gli Idrocarburi Policiclici Aromatici sono composbrganici semi-volatili (sVOC) costituiti

da due o piu anelli benzenici condensati. (fig).1.2

Naftalene Antracene Fenantrene Acenaftene Acenaftilene

Fluorene Fluorantene

Crisene Pirene

“

. Dibenzo(a,h)antracene
Benzo(a)antracene Benzo(a)pirene

Benzo(K)fluorantene Benzo(b)fluorantene Benzo(g,h,i)perilene

Figura 1.2: Strutture dei 16 IPA inseriti nella lista dei “priority pollutants’ dal’'US-EPA (United States-
Environmental Protection Agengy
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Gli IPA si formano in seguito a processi di contirse incompleta di materiali organici con
un meccanismo piuttosto complesso: si ha dapprinaaripolimerizzazione, in carenza di
ossigeno, dei frammenti di idrocarburo formatisiradiie reazioni di demolizione delle
frazioni piu pesanti in frazioni piu volatilicfacking del combustibile). Durante questo
processo le molecole si spezzano e si riarrangianmolecole piu piccole; in seguito al
cracking prevalgono frammenti contenenti due atomi di caroche reagiscono con una
molecola di acetilene, 8. Il risultato di tale reazione € un altro radicalguattro atomi di

carbonio:

H,C=—CH + HOC=CH ——— H,0=—(H—CH=—CH

Il radicale che si forma in questa reazione pu&edguito reagire con un’altra molecola di

acetilene formando un anello a sei atomi di cardvoni

H,s—CH .
' Al
1] H
HiC—CH—CH=—CH + HC=(H =t |T — H }H
o
HC=—CH CH—¢

A questo punto una molecola di benzene si pud faenpar eliminazione di un atomo di
idrogeno, o diversamente il radicale altamentetiveapuo interagire con altre molecole di
acetilene dando luogo a catene laterali che posgomoare ulteriori anelli benzenici

condensati:

Sy
+ 2C3Hy —— - —_— + SOH,  —
i/f

Bien 2o i nemer
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Le temperature elevate (650-900 °C) e la carenpssigeno favoriscono la formazione degli
IPA: generalmente, al diminuire del rapporto osstggeombustibile si ha un incremento della
velocita della loro formazione (Baird e Cann, 2004)

Gli IPA si caratterizzano per la bassa volatilitdhasso grado di solubilita in acqua, I'elevata
capacita di aderire a materiale organico e la busmabilita nei lipidi e in molti solventi
organici.

Sono solidi a temperatura ambiente, hanno puntugslone e di ebollizione elevati e sono
degradabili in presenza di radiazione ultravioletta

A causa dell'alta lipofilia, gli IPA tendono ad asgarsi alle sostanze particellari o alle
sostanze oleose presenti nei sistemi acquosi. ludibta in acqua decresce all'aumentare del
peso molecolare: gli IPA con piu di quattro ansllitrovano sempre legati alle sostanze
particellari, mentre gli IPA a basso peso mole@l@ue o tre anelli) possono anche trovarsi
liberi nei sistemi acquosi.

La reattivita chimica degli IPA é influenzata da Ithdattori ambientali fra i quali la
temperatura, la luce, i livelli di ossigeno e dopa, la presenza di co-inquinanti e di materiale
capace di adsorbirli. E stato osservato che ldivigatdegli IPA puri é maggiore rispetto a
quella degli idrocarburi adsorbiti su fuligginep@uggerisce che I'adsorbimento su materiale
particolato funga da protezione nei riguardi dekimlazione fotochimica, che € uno fra i piu
importanti processi di decomposizione degli IPA.

Il comportamento lipofilo di tali sostanze e il g@guente bioaccumulo costitusce un rischio
per la salute degli organisimi viventi. Alcune diegte sono particolarmente dannose in
guanto possiedono una regione di recedsy (egion che, una volta ossidata all’interno
dell’organismo, porta alla formazione di derivati@gnzialmente cancerogeni (fig. 1.3).
L’esposizione agli IPA puo avvenire per inalazioimgestione di cibo o bevande contaminate,
oppure per via cutanea venendo in contatto comrercontaminato o prodotti come olii
pesanti, catrame di carbone o creosoto.

L’Agenzia per la Ricerca sul Cancro ha classifioglidPA in base alla loro cancerogenicita
(IARC, 2009). Il piu noto IPA cancerogeno € il Befgpirene, che contiene cinque anelli
benzenici condensati (fig 1.2). Tale composto e iamente studiato dal punto di vista
tossicologico e analizzato nelle varie matrici agnitélli essendo I'unico, fra i 16 IPA indicati
dallUS-EPA come priority pollutants, ad essere classificato come “cancerogeno diratstr

per 'uomo” (fig. 1.4).
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Figura 1.3: Le frecce indicano le regioni di recess (bay regior) di tre IPA, Benzo[a]pirene, Crisene e
Dibenzo[ah]antracene.

IPA " Priority Pollutants " CANCEROGENO PER L'UOMO
(US-EPA) (IARC, 2008)

Benzo[a]pirene 1
Dibenzo[ah]antracene 2A
Benzo[a]antracene 2B
Benzol[b]fluorantene 2B
Benzolk]fluorantene 2B
Crisene 2B
Indeno[123-cd]pirene 2B
Benzo[ghi]perilene
Antracene
Acenaftene
Acenaftilene
Fluorantene
Fluorene
Naftalene
Fenantrene
Pirene

Figura 1.4: 1 16 IPA definiti “ priority pollutants’ dallUS-EPA classificati in base alla cancerogemita per
'uomo (IARC, 2009): 1 = cancerogeno dimostrato pefuomo, 2A = cancerogeno probabile per 'uomo,
2B = cancerogeno possibile per 'uomo.
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Esso € un comune sottoprodotto della combustioc@nipleta dei combustibili fossili, della
materia organica e del legname e viene spesso asate indicatore della classe degli IPA
per quanto riguarda i livelli di contaminazioneiledschio cancerogeno.

Altra caratteristica importante del Benzo[a]pireénehe si accumula nella catena alimentare,
avendo un valore dog K, (coefficiente di partizione ottanolo-acqua) par6.86, simile
quindi a quello di molti insetticidi organocloruiraesso si classifica tra i dieci principali
cancerogeni organici presenti nelle acque potabili.

Un altro IPA che ha un potenziale cancerogeno eoiloBenzo[a]antracene (quattro anelli

condensati).

21



1.3.3 L'INQUINAMENTO DEL SUOLO

Con il termine “suolo” si indica lo strato detriticuperficiale della crosta terrestre che ospita
la vita delle piante, costituito da sostanze milnex@d organiche, sede di attivita biologiche
oltre che di processi chimici e fisici che ne detieano un’evoluzione pit 0 meno continua
(Giardini, 1986).
| fenomeni di inquinamento dei suoli hanno origsia dalla deposizione degli inquinanti
Immessi in atmosfera che dalla dispersione diggtdi inquinanti sui terreni.
Le possibili fonti di inquinamento del suolo soecskeguenti:

- Smaltimento di rifiuti pericolosi o industriali sesaun adeguato controllo ambientale;

- Percolato proveniente da discariche di rifiuti diplc

- Sversamenti di prodotti chimici durante il lorogparto;G

- Perdite da serbatoi interrati o fuori terra imptegeer il deposito di petrolio o altri

prodotti chimici;
- Scarichi provenienti da bacini di trattamento @uti liquidi; G
- Contaminazione da deposizioni atmosferice;

- Contaminati da pesticidi e insetticidi su terreguieoli.

In Italia le attivita responsabili di questi fenomeono essenzialmente le raffinerie petrolifere,
I'industria chimica e petrolchimica, lindustria madurgica e le diverse attivita di
smaltimento dei rifiuti industriali.

Tra i siti inquinati per dispersione diretta vi son cosiddettibrownfields ossia le aree

industriali o commerciali dismesse che si trovapesso in prossimita dei nuclei urbani.

1.3.3.1 La sostanza organica del suolo

Il suolo, a differenza dell’atmosfera e dei comhiiéi, € una matrice ambientale immobile e

spazialmente eterogenea, i cui costituenti poseedma grande capacita di trattenere i
contaminanti ambientali: in conseguenza di ciosublo si comporta da trappola per gli

inquinanti e la loro concentrazione nel suolo tesimfatti essere generalmente piu alta che in
altri comparti (ANPA, 2000).
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La sostanza organica del suolo € un insieme cospled eterogeneo di sostanze organiche,
contenente grandi quantita di nutrienti per le fashe vengono rilasciati da essa lentamente;
essa inoltre ha la proprieta di aumentare la ctgpalii scambio cationico e la capacita di
ritenzione idrica del suolo superficiale.
Gli elementi costitutivi della sostanza organicasoseguenti (Brady e Weil, 2008):

- la biomassa vivente, ossia i tessuti vegetali mahiintatti e la componente microbica,;

- iresidui vegetali (ad es. le radici morte);

- I"humus miscela amorfa e colloidale di sostanze organicheplesse non piu

identificabili come tessuti, che costituisce il 80% della sostanza organica totale del

suolo.

L’ humuse una sostanza organica non-cristallina, di natalaidale, costituita da molecole
molto grandi di composizione chimica varia. Ha weasuperficiale molto elevata e presenta
molti gruppi idrofilici, che permettono I'assorbime di grandi quantita di acqua per unita di
massa.

Esso contiene tuttavia anche molti siti idrofobsij quali vengono adsorbiti un gran numero
di composti organici apolari.

L’humusé costituito da sostanze umiche (in prevalenzdpeuna percentuale minore di
composti non-umici.

Le sostanze umiche sono composti polimerici strabtbente molto complessi (sintetizzati
dai microrganismi a partire da residui presentisugllo) e molto resistenti alla degradazione.
In base alla loro solubilita, esse si classificaome segue:

- Acidi fulvici: hanno minor peso molecolare e colathiaro, sono solubili sia in
soluzioni alcaline che in soluzioni acide e sondréione piu soggetta ad attacco
microbico (hanno un tempo di semivita di 10-50 gnni

- Acidi umici: hanno peso molecolare e colore intestimsono solubili solo in soluzioni
alcaline ed hanno media resistenza alla degradaZibforo tempo di semivita e di
centinaia di anni);

- Umine: hanno il peso molecolare maggiore, colorerscsono insolubili sia in

soluzioni alcaline che acide e sono la frazionerggistente all’attacco microbico.
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Le sostanze non-umiche sono costituite da speeitebimolecole (prodotte da microrganismi)
con proprieta chimico-fisiche ben definite, menonptesse di quelle umiche e generalmente
meno resistenti alla degradazione microbica, chaitagscono il 20-30% deliumusdel
suolo. Alcune sono composti vegetali modificati eaicrorganismi, altre sono composti
sintetizzati dai microrganismi del suolo come codutti della decomposizione, quali
polisaccaridi o composti piu semplici come acidjanici a basso peso molecolare.

Il contenuto di sostanza organica influenza noteeoite le proprieta del suolohlimusaiuta

a ridurre la plasticita e la coesione dei suoldeadoli piu lavorabili, aumenta la capacita di
ritenzione idrica ed il tasso di infiltrazione, densce il 50-90% della capacita di
adsorbimento cationico dei suoli superficiali, rendo i nutrienti cationici (K, Ca, Mg ecc.)
facilmente accessibili per le piante. Per operdedslie proprieta chelanti, contribuisce a
mantenere in forma assimilabile alcuni metalli, eoiinferro e, per via indiretta, anioni che
altrimenti sarebbero fissati al suolo (fosfati)imdati (borati). Contribuisce inoltre in maniera
sostanziale a determinare la capacita tamponeudéirgei confronti dei cambiamenti di pH;
gli acidi umici attaccano i minerali del suolo ealerano la loro decomposizione, rilasciando
nutrienti essenziali sotto forma di cationi scarbbiaL’ humusinfine influenza moltissimo la
microbiologia del suolo, rappresentando una fontauttimento essenziale per la comunita di
microrganismi eterotrofi; la concentrazione di aogh organica e inoltre correlata alla
capacita del suolo di legare inquinanti organiobfdbici (Pilon-Smits, 2005).

La determinazione del contenuto di sostanza orgaviene solitamente effettuato a partire
dall'analisi del contenuto di carbonio organico dablo, in quanto quest’ultimo parametro
puo essere determinato con maggior precisione.

Un suolo coltivato presenta generalmente una dinnome del contenuto di sostanza organica
che si aggira tra il 20 e il 50% rispetto ai swah vegetazione naturale. Questa diminuzione
e causata dall'azione concomitante di diversi fatin un suolo coltivato, infatti, gli apporti
di carbonio organico sono notevolmente ridotti eisp a quelli che si verificano in condizioni
naturali, soprattutto in caso di asporto dei rashiturali (Violante e Sequi, 2000). Allo
stesso tempo, in un suolo utilizzato per la pratgacola, la velocita di mineralizzazione
della sostanza organica aumenta a causa dellaomeigherazione e della rottura degli
aggregati conseguente alle lavorazioni (ad esatliaa), che espongono all’azione di
decomposizione da parte della biomassa microbezdni di sostanza organica altrimenti

protette fisicamente.
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I meccanismi di interazione tfaumuse argille sono responsabili della stabilizzazideda
sostanza organica del suolo, in quanto quest’ultimaappolata nei minuscoli pori formati
dalle particelle di argilla (dimensioni < 1m), diventa fisicamente inaccessibile agli
organismi decompositori.

Secondo andamenti osservabili in grandi aree géolgeaomogenee, il contenuto di sostanza
organica del suolo aumenta di norma al diminuirdadéemperatura media annua e
allaumentare delle precipitazioni. Le basse terapge sfavoriscono infatti la
mineralizzazione della sostanza organica, mentfauaiento della piovosita € spesso
associato un aumento della quantita di produzigimagpia netta e quindi della quantita di
residui vegetali che arrivano al suolo.

A parita di condizioni climatiche il fattore che ggormente influisce sul contenuto di
sostanza organica del suolo e la presenza di argjliesta, infatti, esercita un’azione di
protezione sia chimico-fisica che fisica nei controdei costituenti organici parzialmente
decomposti e di quelli labili, rallentandone la deposizione.

Tuttavia, non sono del tutto noti i meccanismi par i suoli con un elevato contenuto di
argilla risultano caratterizzati, a parita di altendizioni, da una piu elevata quantita di
sostanza organica. Per uguale apporto di carbagianeco infatti tali suoli mantengono un
livello relativamente elevato di biomassa microbigspetto a suoli la cui tessitura risulta piu

grossolana.

1.3.3.2 Gli IPA nel suolo

Gli IPA di origine pirolitica, emessi da combustiorsono adsorbiti alle particelle
atmosferiche e prima o poi raggiungono la superfierrestre depositandosi sul suolo, mentre
gli IPA presenti in atmosfera in fase gassosa,anelbna di interfaccia aria-acqua, Si
ripartiscono tra le due fasi secondo il coefficeedt trasferimento aria/acqua.

Una volta raggiunto il suolo, gli inquinanti orgenquali idrocarburi e pesticidi si muovono

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

- Volatilizzazionenell'atmosfera senza che vi sia una variazionéenedratteristiche

chimiche;
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- Adsorbiment: la sostanza organica del suolo e le argillendweun’elevata area
superficiale, rappresentano i substrati piu adsuriper alcuni composti organici.

- Lisciviazione gli inquinanti possono scendere lungo il profilel suolo in soluzione.
Tale meccanismo dipende dalla solubilita in acqualepotenziale di adsorbimento
dei diversi composti organici (le molecole forteteeadsorbite ai colloidi del suolo
tendono a non seguire questa via);

- Reazioni chimichepossono subire reazioni chimiche, all'interncutiassuperficie del
suolo, indipendenti dall’azione dei microrganismiel d suolo (idrolisi,
fotodecomposizione ecc.);

- Degradazionead opera dei microrganismi del suolo: ad esenglauni gruppi polari
su molecole di pesticidi (gruppi -OH, -CQGNHy) rappresentano punti di attacco per
I microrganismi;

- Dilavamentosuperficiale, attraverso il ruscellamento sullpesticie del suolo;

- Prelievoda parte delle piante e degli animali che entriancontatto con il suolo: in
questo modo gli inquinanti vengono trasferiti lurigacatena alimentare. La sostanza
assorbita puo rimanere inalterata all’interno @sistiti della pianta oppure puo venir
degradata e trasformata in sottoprodotti, che @ \mita possono avere un grado di
tossicita minore o a volte maggiore del composigirle.

Un parametro rilevante per valutare la pericolosigli inquinanti e per selezionare
tecnologie di rimozione degli stessi dalle mataonbientali € Igpersistenzala persistenza
nel suolo di un composto organico € il risultatonpbessivo di tutti i meccanismi di trasporto
e di degradazione elencati. | tempo di persister@auolo variano moltissimo a seconda del
composto considerato, passando da pochi giornglpénsetticidi organofosfati a piu di 20
anni per PCB, DDT ed altri idrocarburi clorurati.

| colloidi del suolo aiutano a controllare il mowemto dei composti organici verso le acque
sotterranee, trattenendoli e rallentando il lorovimento in modo da favorirne la
degradazione ad opera dei microrganismi.

Il grado di assorbimento dei composti organici detgodei colloidi del suolo si puo esprimere
attraverso ilcoefficiente di distribuzion&y, dato dal rapporto fra la frazione di composto

organico adsorbita alla matrice e la frazione inzone:
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k — mgcontaminante/kgsuolo
q =

mgcontamin ante / I soluzione

Il kq di molti composti organici apolari rispetto allaione argillosa € molto basso, in quanto
le argille sono idrofiliche e tali composti vengorespinti dal film d’acqua che ne riveste la
superficie. Gli orizzonti piu superficiali, che dengono invece elevate quantitahdimus
presentano ungkmolto maggiore, grazie all’assorbimento dei contiposyanici all'interno
della sostanza organica del suolo.

Il kydi un determinato composto pud variare molto a sgaadella natura del suolo ed in
particolare in funzione della quantita di sostaoganica del suolo stesso.

Un altro parametro, che da un’indicazione miglietdla tendenza di un composto ad essere

immobilizzato a seconda dei diversi tipi di suatoi coefficiente di partizione del carbonio

organico(Kq):

k _ mgcontamin ante_assorbito/ kgC_organico
d

- /|

mgcontamin ante ' " soluzione

Il kog Viene calcolato dividendo il coefficiente di dibtizioneky per la frazione di carbonio
organico nel suolo:

_ kK
© Jc / Ysuoio
Valori elevati dik,g € kg indicano che il contaminante e fortemente assornél suolo ed é
guindi meno esposto a lisciviazione (Brady e \26I08).
Strati di suolo piu profondi contengono generalraepbcohumused hanno quindi una
limitata capacita di immobilizzare i contaminantiganici. Al contrario, le organoargille
assorbono molto tali composti: il valore diik questo caso risulta essere generalmente 100-
200 volte maggiore rispetto allo stesso valorel@argille naturali.
Le proprieta chimiche che influenzano i movimemtun inquinante all’interno del suolo sono
I'idrofobicita, la solubilita e la polarita (US-ERAR000). L’idrofobicita si esprime attraverso il
coefficiente di partizione ottanolo-acquag Ko), costante adimensionale che descrive come

un composto organico si ripartisce tra la fase mwiggae la fase acquosa. Valori bassi di tale
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parametro 16g Kow < 1) si avranno per sostanze che passano facenadla fase acquosa,
mentre valori altilpg Koy > 3.5) indicano una maggiore affinita per la fasganica.

Molecole estremamente idrofobiche come gli IPAQGBPed altri idrocarburilég Ko > 3)
sono fortemente legate alla sostanza organica wab se non sono solubili nell’lacqua
interstiziale del suolo. La riduzione della concamibone di una molecola organica
xenobiotica attraverso il suo adsorbimento piu moneeversibile sulla sostanza organica di
origine naturale contribuisce ad attenuare glitefeecuti della contaminazione e a ridurre la

possibilita di migrazione dell’inquinante negli agigri sottostanti (Violante e Sequi, 2000).
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1.3.4 TECNOLOGIE DI BONIFICA

Le operazioni di bonifica vengono effettuate tudton Italia per lo piu con le tecniche
convenzionali, quali la rimozione e lo smaltimemtel terrenoex sity la realizzazione di
barriere di contenimento attorno al sito contangnat lavaggi chimico-fisici del suolo.
Considerazioni sull'inopportunita dell'impiego deldiscariche come soluzione al problema
dei siti contaminati, trasferendo spazialmententaminanti, indicano la necessita di valutare
soluzioni diverse. Dato il gran numero di siti caminati presenti sul territorio, € necessario
impiegare in misura sempre maggiore tecnologierratese per la bonifica, a impatto
ambientale il piu possibile ridotto e che possasseee applicate direttamente sul sito
contaminato. Cio al fine di ridurre la produzioreeasndaria di rifiuti e le operazione, onerose
sia economicamente che per 'ambiente, di movinmone di materiale contaminato.

Le diverse tecnologie di bonifica possono esseassdicate in base al luogo in cui avviene il
trattamentoif situ o ex sit) oppure sulla base del principio di funzionamestet’intervento
(metodichimico-fisici e termico metodibiologici) (fig. 1.5).

Gli interventiin situ consentono di agire sulla contaminazione senzesséa di movimentare

o rimuovere il terreno. Tali interventi risultano genere vantaggiosi da un punto di vista
economico, in quanto lo scavo rappresenta unaocimazimportante del costo globale di un
trattamento, ma sconsigliati qualora il rischiodagalla contaminazione ed alla sua probabile
diffusione sia molto elevato. Le cinetiche di altibanto dei processi biologici sono
relativamente lente, quindi sono da prevedere telinpattamento in genere lunghi.

Gli interventi ex-situ prevedono lo scavo del terreno contaminato, ché penir
successivamente trattato all'interno dell'areasttel stesso (metodin sitg§ oppure trasportato
in impianti di trattamento autorizzati o in discdre esterne al sito stesso (metufdisite.

| trattamenti chimico-fisicipresentano in genere la maggior efficienza di ziore dei
contaminanti e tempi di bonifica relativamente lbr&ono tuttavia anche i piu costosi e, in
generale, determinano una modifica delle caratiehnis originali del suolo o delle acque di
falda. | trattamenti fisici si basano sul passagdiofase o sulla concentrazione dei
contaminanti, in modo da rendere piu facile la ldroozione o neutralizzazione nelle fasi
successive del processo. Le tecniche chimiche haonee obiettivo la trasformazione dei

contaminanti, in modo da diminuire il rischio assta alla loro presenza nel sito da risanare.
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| trattamenti termicisfruttano invece elevate temperature per distngggecontaminanti
(termodistruzione o incenerimento) o favorirne alspaggio di fase (desorbimento termico).
L’incenerimento viene impiegato unicamente per ingati organici e porta alla quasi totale
mineralizzazione degli stessi. Il desorbimento teonina come obiettivo quello di facilitare |l
passaggio di fase del contaminante verso una fad®len(generalmente vapore) che puo
essere captata e trattata mediante opportuni sistesite

Questi trattamenti, nonostante garantiscano remndinedevati, sono generalmente molto
costosi e provocano inoltre la distruzione dellarioa trattata (come ad esempio nel caso
dellincenerimento, che porta alla completa stezdizione del suolo), rendendola quindi

inutilizzabile al termine della bonifica.

Metodi chimico-fisici in situ : Metodi chimico-fisici ex situ :

Sail flushing
Soil venting
Immobilizzazione
Desorbimento termico
Elettrocinesi

Vetrificazione

Soil washing
Termodistruzione
Ossidazione chimica
Dealogenazione
Desorbimento termico
Elettrocinesi
Vetrificazione

Metodi biologici in situ :

Metodi biologici exsitu :

Fitorimedio
Bioventing

Biostimolazione

Bioaugmentation

Compostaggio
Landfarming

Bioreattori

Figura 1.5: Alcune fra le pit comuni tecnologie dbonifica, chimico-fisiche e biologiche.

| trattamenti biologicisi basano sull'attivita metabolica di organismiyero sull’insieme di
reazioni chimiche operate dalle cellule per ottenenergia e produrre nuovo materiale
cellulare indispensabile per la loro vita e riproidme. In funzione del tipo di inquinante, i
metodi biologici impiegano una varieta di organighfierenti, sia dal punto di vista biologico

(piante, batteri, funghi), sia per quanto riguarga reazioni metaboliche utili per la
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decontaminazione. Questi metodi sono generalmeendi, | richiedono un periodo di
monitoraggio piu lungo e presentano minori efficierdi rimozione rispetto ai trattamenti
chimico fisici; i vantaggi sono il loro costo contdo e I'impatto, sulla matrice trattata e

sull’ambiente, decisamente ridotto rispetto ai rdethimico-fisici di intervento.

1.3.4.1 1l fitorimedio

Il fitorimedio € un insieme di tecniche di bonifiche utilizzano piante e i microrganismi del
suolo ad esse associati per attenuare la contaimmeamn siti inquinanti. Questo tipo di
intervento sfrutta i processi, che avvengono nanheate nel suolo, attraverso i quali le piante
e la popolazione microbica della rizosfera degradansequestrano inquinanti organici ed
inorganici.

Nonostante si tratti di una tecnologia relativareerdgcente (il terminditorimedio e stato
coniato appena una ventina di anni fa), essa a stajuesti anni oggetto di numerosissimi
studi volti a stabilirne l'effettiva efficacia e definirne i campi di applicabilita. Questo
interesse e giustificato dai molteplici vantagge cfuesta tecnica offre rispetto alle tecnologie
di bonifica tradizionali, fra cui in primo luogocosti di intervento notevolmente piu bassi e
I'evidente resa estetica di un impianto di trattatoedi questo tipo.

Le limitazioni principali di tale tecnologia rigudano la profondita raggiungibile nel suolo
dagli impianti di fitorimedio, che varia a secortilla specie utilizzata e dal substrato su cui
si interviene, e i tempi necessari per la bonifgtegettamente connessi ai tassi di crescita dei
vegetali e alle concentrazioni di inquinanti pragsenhe non devono superare i livelli
fitotossici. Un ulteriore limite puo essere datdlal@iodisponibilita del contaminante: se solo
una frazione di esso risulta biodisponibile matendard di legge impone che debba essere
rimosso completamente, il fitorimedio non potraeessapplicato, o dovra essere abbinato ad
altre tecniche.

Uno studio parallelo al lavoro sperimentale surfinedio condotto nell’ambito del Dottorato,
ha riguardato valutazioni sull’applicabilita di teche di bonifica “a basso impatto” (quali
fitorimedio e attenuazione naturale monitorgtan siti inquinati di notevoli estensioni e con
eterogeneita nel livello e tipologia di contamirmam mediante l'utilizzo di strumenti GIS
associati a criteri di scelta tratti da alberi demali. | relativi risultati sono riportati in

Appendice 1.
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Vi sono differenti meccanismi di azione del fitoadho, a seconda del tipo di inquinante e
della specie impiegata. Questi possono esserdfagan tre gruppi sulla base dell’effetto
che si ha sulla sostanza inquinante (fig. 1.6):

- Estrazionedella sostanza (fitoestrazione, fitovolatilizzam;

- Degradazionalella sostanza ( fitodegradazione e rizodegradazjo

- Contenimentaell’inquinamento (fitostabilizzazione).

Ly«

Fitodegradazione !

Fitovolatilizzazione

. Fi )
PY itoestrazione
@ \
® Inquinante e
L]
. )
[\
(o s

Fitostabilizzazione I IECRE e

Figura 1.6: Rappresentazione grafica dei possibilmeccanismi di azione del fitorimedio: I'inquinante
(cerchio rosso) pud venir stabilizzato (quadrato) alegradato (semicerchio) nella rizosfera, sequestia o
degradato all'interno dei tessuti della pianta oppue volatilizzato (tratto da Pilon-Smits, 2005).

La fitoestrazioneconsiste nell’'utilizzo di piante capaci di estearnquinanti dal suolo ed
accumularli nei propri tessuti. Il materiale vedetacontaminato deve poi essere
opportunamente asportato per evitare che le sastaczumulate vengano nuovamente
immesse nelllambiente in seguito alla morte delénta o al trasferimento ad altri elementi
della catena trofica. Gli inquinanti trattabili cajuesta tipologia di fitorimedio sono i
composti inorganici (metalli pesanti e radionuqlidi

La fitovolatilizzazionee il meccanismo per cui un inquinante, dopo ess&® trasportato

all'interno dei tessuti della pianta, viene liberat atmosfera in forma volatile.
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La fitodegradaziong o fitotrasformazione, & I'assorbimento di sosémzquinanti di tipo
organico attraverso processi metabolici e la larocessiva trasformazione, all'interno dei
tessuti della pianta, in composti meno nocivi.

La rizodegradazione o fitostimolazione, € il meccanismo per cui lama stimola la
biodegradazione di inquinanti organici da parterdmrorganismi presenti nella rizosfera (v.
par. 1.3.4.2).

La fitostabilizzaziong infine, consiste nellimpiego di piante in gradb stabilizzare
inquinanti inorganici nel suolo, semplicemente itoehdo una barriera contro I'erosione e la
lisciviazione all'interno del suolo, oppure trasf@ndo i composti stessi in forme meno
biodisponibili.

Si vuole evidenziare il fatto che la messa a dimeiamantenimento di vegetazione ha in
generale un’azione positiva di tipo fisico per l@igazione del rischio sanitario anche da
contaminanti organici, in quanto le piante limitdaspolvero di contaminanti adesi a polveri
che potrebbero essere risollevate dal suolo, riciled rischio di esposizione per inalazione.
Terreni vegetati ostacolano I'azione delle acquéenreche nel trasferire la contaminazione
alle falde e la conseguente esposizione per imayestdi contaminanti solubili (US-EPA,
2001).

In alcune specie i diversi meccanismi possono sta&sl e venir quindi sfruttati per

intervenire in siti con una contaminazione compess

1.3.4.2 Rizodegradazione di inquinanti organici:riiolo dei batteri del suolo

Uno dei meccanismi di azione del fitorimedio cotesisella degradazione dell'inquinante per
azione, diretta o indiretta, degli organismi vetietapiegati. Tale meccanismo pud avvenire
in due modi: vi puo essere degradazione all'intedwla pianta, attraverso il suo
metabolismo, oppure puo avere luogo direttamenti@ perzione di terreno circostante le
radici, la rizosfera.

Il secondo processo descritto prende il homeizbdegradazioneil contaminante viene
degradato, metabolizzato o mineralizzato dall’@ivmicrobica, che viene potenziata dalla
presenza della rizosfera (ITRC, 1999).

La rizosferae una minuscola porzione di terreno, spessa fiharallimetro, che circonda la

radice. In questa zona avvengono tutte le interdazbimiche e biologiche tra la radice ed |l
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suolo circostante che, grazie agli essudati prodetke radici, risulta particolarmente ricco di
microrganismi. Nella rizosfera il loro numero pudfatti essere di uno o due ordini di
grandezza superiore rispetto alla parte di suolo influenzata dalle radici (ITRC, 2001).
Alcune specie di microrganismi sono in grado di rddgre composti organici come
idrocarburi o solventi a base di cloro, convertdnitigorodotti non pericolosi.

In particolare, il potenziale di degradazione dA IéPa parte di alcune popolazioni microbiche
e stato dimostrato in numerosi studi (Kuigéral, 2001; Johnsen e Karlson, 2005; Kratz
al., 2005).

La rizodegradazione (chiamata andib@stimolazioneo biodegradazione assistit@uo essere
considerata un rapporto di simbiosi che si insténarda pianta ed i microrganismi del terreno
(funghi e batteri): la pianta fornisce agli orgamisdel suolo i nutrienti necessari per il loro
sviluppo, rilasciando attraverso le radici essudatitenenti carbonio organico (zuccheri,
alcoli, amminoacidi, acidi organici ed enzimi).dtrnienti rilasciati stimolano ed intensificano
I'attivita biologica e degradativa; quest’ultimeenie stimolata anche dall’afflusso di ossigeno
atmosferico e di acqua alla zona radicale dovueomkesenza della pianta. | microrganismi a
loro volta forniscono alla pianta un ambiente mépesico in cui crescere, rendendo inoltre
biodisponibili molti elementi nutritivi che vengomidasciati in seguito alla degradazione della
sostanza organica del suolo.

La presenza della rizosfera pud influenzare divpesiametri del suolo, quali il grado di
umidita, il trasporto di acqua e nutrienti, 'agme, la struttura, la temperatura ed il pH,
creando condizioni piu favorevoli per la prolifei@ze dei microrganismi (US-EPA, 2001).

La rizodegradazione, rispetto alle tecniche chaittsino I'assorbimento e I'accumulo
dellinquinante da parte della pianta, ha il vagiagdi minimizzare il trasferimento di
quest’ultimo alle porzioni superiori della pianta at’atmosfera, grazie al fatto che la
degradazione ha luogo direttamente alla sorgeniténdeinamento (nel terreno). Inoltre,
trattandosi di un interventan situ, permette di evitare la movimentazione di terreno
contaminato.

Nel caso in cui gli essudati prodotti siano idrogdli e non vengano degradati rapidamente,
questi possono migrare verso il basso nel proféb aliolo, estendendo il raggio d’azione
della rizosfera a profondita leggermente supewoguelle raggiunte dalle radici (US-EPA,
2000).
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Fra gli svantaggi di questo tipo di intervento yiréalcuni casi, la necessita di somministrare
alle piante dei fertilizzanti aggiuntivi a causallalecompetizione che si instaura con i
microrganismi del suolo per i nutrienti; pud acaadeoltre che i microrganismi, invece che
utilizzare le sostanze inquinanti come fonte diboaro, degradino prevalentemente |l
materiale organico apportato dalle piante, riducerwsi il livello di biodegradazione (ITRC,
2001).

Infine, puo accadere che gli essudati prodottiadplinta stimolino lo sviluppo di organismi
non degradanti, a spese di altre popolazioni chadavece potenziale degradativo.

Fra le specie erbacee, i genégstucae Lolium sono molto conosciuti ed utilizzati per
interventi di fitorimedio in quanto hanno un appareadicale relativamente profondo e con
un’estesa area superficiale (Pilon-Smits, 2005p0& al, 2007). Si tratta inoltre di specie
comuni e molto diffuse, caratteristica importanédlanscelta di una specie per un intervento di
fitorimedio: e preferibile infatti che la piantaasautoctona o che ancor meglio sia gia presente
nell'area da trattare. Cio pud essere una garateidatto che la pianta sia gia ben adattata
alle condizioni sito-specifiche e che per di pia sbllerante nei confronti degli inquinanti

presenti.
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2. CASI DI STUDIO

Il lavoro sperimentale si & articolato in una setlii@ttivita in campo e in serra, oltre che in
laboratorio, di cui nei paragrafi seguenti si ripdia descrizione del piano sperimentale e del

sito di studio.

2.1 ESPERIMENTO DI RIZODEGRADAZIONE DI IPA IN CAMPO

Nel corso del primo anno di Dottorato e stata aaviana sperimentazione preliminare di
fitorimedio in pieno campo, all'interno del sitoguinato “ex-OPP” di San Giovanni (Trieste),
di proprieta della Provincia di Trieste, che éstatso disponibile all’'Universita per I'attivita

di sperimentazione a partire dal 2007.

Obiettivo del lavoro e stato la sperimentazione-sfecifica di tecnologie consolidate di
fitorimedio in pieno campo, e della rizodegradaeian particolare, al fine di proporla in
alternativa a tecniche tradizionali di bonifica @&l escavazione e conferimento in discarica o
interventi di tipo chimico fisico). L'efficacia diale tecnica é stata studiata in un ambiente in
cui la contaminazione risale a decenni addietro, que gli inquinanti rimasti sono i piu
refrattari alla degradazione (Parrishal, 2005; Olsoret al,, 2008).

2.1.1 SITO DI STUDIO

La sperimentazione all'interno del Parco dellexpedale psichiatrico di San Giovanni a

Trieste nasce dalla necessita di riqualificare ig@acontaminata, ubicata a ridosso della citta,
e interdetta all'accesso in base al D.Lgs. n. 1822 L'estensione del sito contaminato & di
circa 28500 rh
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La contaminazione rilevata in quest’area e statsata dallo scarico di ceneri di combustione
derivanti dalle centrali termiche presenti nel coemgorio, che attualmente funzionano a
gasolio ma in origine erano alimentate a carbondaléincenerimento di rifiuti di vario
genere (fra cui una gran quantita di rifiuti ospgeatg nell'inceneritore presente nel sito.

Lo scarico del materiale inquinante si € protrgity un periodo di tempo molto lungo,
presumibilmente dagli inizi del ‘900 fino agli an®0-'70. Esso ha interessato in particolar
modo la scarpata che delimita a nord-ovest il Cemgorio dell’ex ospedale psichiatrico, la
guale é sostenuta a valle da un muro in pietrérck @ m di altezza costeggiante interamente
la via sottostante (via Verga) (fig. 2.1).

Da punto di vista geologico, il sito si colloca’iaierno del complesso flyschoide di eta
Eocenica che caratterizza gran parte del centranarldi Trieste. La massa rocciosa del
substrato & coperta da uno spessore di materialpattio che varia da pochi decimetri a piu
di dieci metri: tale materiale e costituito prevaEmente da rifiuti di incenerimento misti a

rifiuti vari, come vetro, plastica, residui meteile materiale inerte.

Figura 2.1: Immagine del Comprensorio dell’ex Ospedle Psichiatrico (ex-OPP) di Trieste. In rosso e
indicata la scarpata che delimita a nord-ovest il @mprensorio stesso, attualmente recintata in quanteito
contaminato.
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Gia nel 2004 emersero le prime evidenze sulla pgsdi inquinamento nell’area, in seguito
a scavi eseguiti durante i lavori di ristrutturamodell’ex Padiglione per lungodegenti “E.
Gregoretti”, condotti dal Comune di Trieste.

Una prima indagine tecnica (Kranitz, 2004) ha pesoeali individuare alcuni superamenti dei
limiti tabellari previsti dalla colonna A, tabellg allegato 1 del D.M. 471/99, riferita ai suoli
ad uso “verde pubblico, privato e residenziale™, aleuni metalli pesanti (cadmio, nichel,
piombo, rame, zinco) e diossina.

Questo risultato ha indotto il Comune di Triestpracedere alla notifica presso i soggetti
previsti dall’art. 7 del D.M. 471/99 Kotifica di pericolo di inquinamento e interventi d
messa in sicurezza d’emergef)z&’ stata quindi realizzata la recinzione deka, ancora
0ggi presente.

All'interno dell’area delimitata sono state svalgattro serie successive di indagini:

- «Piano di caratterizzazione dell’area adiacenteaittiere per la realizzazione dei
lavori di ristrutturazione dellex Pad.B del dimes®spedale per lungodegenti
“E.Gregoretti”», Ing. Fredi Luchesi, gennaio 2005;

- «Indagini Ambientali Preliminari ai sensi del D.¥I71/99 nell’area del comprensorio
“ex-OPP” di S.Giovanni (Trieste) », societa Geosght aprile 2005;

- «Indagine Ambientale Preliminare di completamergfyarea di proprieta provinciale
situata nel comprensorio “ex-OPP” di S.Giovanni¥GRA, giugno 2006;

- «Piano della Caratterizzazione ambientale perd'atieproprieta della Provincia di
Trieste situata nel Comprensorio “Ex - O.P.P.” dnSGiovanni, Trieste», CIGRA,
aprile 2009.

La prima fase dello studio & consistita in un’asiatlei risultati delle Indagini Ambientali
Preliminari (Geosyntech, 2005; CIGRA, 2006); paditerda tali dati € stata effettuata una
zonazione del sito di studio in base al tipo ditaaninazione e alla morfologia del terreno.
Sono state individuate tre aree (fig. 2.2):

- Area 1 (OPP2, OPP3, OPP4, OPP5): parte nord delisguinato, il livello di
contaminazione € contenuto rispetto al resto tielesgli inquinanti che presentano
sforamenti rispetto al limite di legge (ex tabdllaolonna A, Allegato 1, DM. 471/99)
sono in prevalenza organici (IPA e PCB); tuttiti di campionamento si trovano in

piano.

38



Area 2 (OPP1, S1, S2): parte centrale del sitoinaia, vi sono superamenti dei limiti
di legge per metalli pesanti (Be, Co, Pb, Cu, SnZV, Cr VI) e organici (IPA, PCB,
Idrocarburi >12), con livelli di contaminazione i, dovuti al fatto che quest’area si
trova a ridosso della centrale elettrica princigakiell'inceneritore del Comprensorio;
I punti di campionamento sono situati lungo la pata, quindi sono poco accessibili
ed in ombraG

Area 3 (S3, S4, S5, S6): parte sud del sito indajnia contaminazione da metalli
pesanti (Co, Ni, Sn, V, Zn) e organici (IPA, Aldrinieldrin, IC>12) risulta elevata; i
punti di campionamento si trovano sul ciglio dedlearpata e sono piu accessibili
rispetto a quelli dell'area centrale.

CILINO SUPERIORE
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Figura 2.2: |l sito di studio, un’area contaminatae interdetta all'accesso (in base al D.M. 471/99sata
allinterno del Comprensorio dell’ex-OPP di San Giwanni, Trieste. Il sito € suddiviso in 3 aree a
contaminazione omogenea in base alla zonazione ¢ffiata nella prima fase di questo studio.
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Sono state analizzate le caratteristiche sito-8pkeidell’area di studio:
- Tipologia di inquinamento: natura degli inquinamgipfondita nel profilo del suolo,
concentrazione(
- Aspetti climatici: piovosita, temperatura, ventasit

- Caratteristiche geomorfologiche del sito di studijoo di suolo, pendenz&

Ai fini della valutazione delle prestazioni dellazadegradazione si e impostata una
sperimentazione nell’Area 1 ed in particolare ingsimita del sito OPP4, in cui risultavano
presenti soltanto inquinanti organici. L'obiettieostato quello di ridurre le concentrazioni di
contaminanti nello strato superficiale, che risuitailevanti per I'esposizione per contatto

dermico o per la risospensione in aria di polveritaminate.
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2.1.2 SPECIE VEGETALI

Al fine di individuare delle specie idonee ad essemnpiegate per la rizodegradazione degli
inquinanti organici presenti nel sito di studiostata svolta un’indagine bibliografica sulla
letteratura riguardante le tecniche di fitorimedio.

Le essenze vegetali scelte sono due graminaceanpeFestuca arundinacedchreb. e
Lolium perennel. (fig. 2.3), di cui si vuole studiare l'efficiea degradativa e i tempi di

intervento in un ambiente che presenta una cont#itine complessa.

Nome comune
Nome botanico
Famiglia

Prodotto agrario
Utilizzazione
Ciclo biologico
Portamento
Apparato radicale
Foglie

Fiore

Loietto
Lolium perenneL.
Graminaceae

Pianta intera (parte epigea)

Specie foraggiera

Perenne

Erbaceo, cespicoso

Radici superficiali, fascicolate

Foglie sottili, lineari, parallelinervie con liguti 1 mm
Spighette alterne ai lati dell'asse

Nome comune
Nome botanico
Famiglia

Prodotto agrario
Utilizzazione
Ciclo biologico
Portamento
Apparato radicale
Foglie

Fiore

Festuca
Festuca arundinaceaSchreb.
Graminaceae

Pianta intera (parte epigea)

Specie foraggiera

Perenne

Erbaceo, cespicoso

Fascicolato profondo

Foglie lineari con lamina appiattita, larga mend dim
senza o con ligula appena accennata

Spighette alterne ai lati dell'asse

Figura 2.3: Caratteristiche botaniche ed agronomich delle specie impiegate in questo studio.

Sono specie note in letteratura per studi relativifitorimedio grazie alle seguenti loro

caratteristiche (Pilon-Smits, 2005):

Hanno densita di copertura elevata, permettendodquii trattare uniformemente la

superficie di suolo da bonificare;

41



Fra le piante erbacee, presentano un apparatoaladielativamente profondo, con
elevata area superficiale delle radici ('apparadicale diF.arundinaceasi sviluppa
in profondita, raggiungendo 70 cm nel profilo debk: L.perennepresenta invece un
apparato radicalehe si estende maggiormente in superficie);

Sono specie erbacee da prato comuni (facilitapnenento);

Vi & abbondanza di dati agronomici a riguardo;

Sono specie che necessitano di pratiche coltglaiivamente semplici;

Crescono e si adattano a tutte le latitudini;

Hanno buona resistenza alle malattie;

Alterano la composizione della popolazione micrahiella rizosfera favorendone la
capacita degradativa di composti organici (Olsbal, 2007; Kirket al., 2005);

Le graminacee in generale hanno dimostrato di gpdte maggiormente I'apparato
radicale rispetto alle parti aeree come strategisapmentare la propria tolleranza agli
IPA (Huanget al, 2004).
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2.1.3 PIANO SPERIMENTALE

All'interno del prato circostante il sito OPP4 ({ig. 2.2) sono state realizzate due parcelle
sperimentali di 3m x 4m (mesocosmi): una fasciarédé di circa 70 cm di larghezza é stata
mantenuta non seminata come controllo sperimemntadetre la rimanente superficie é stata
seminata con le due essenze precedentemente w@edéeistuca arundinacea Lolium
perenne(fig. 2.4).

Figura 2.4: Schema dei mesocosmi allestiti in campeel sito OPP4, costituiti da una parte coltivata a
Festuca arundinacea Lolium perenneed una fascia laterale non seminata come controlkperimentale.

Prima della semina il terreno € stato preparatdgaressa a dimora delle piante attraverso le
seguenti operazioni:

- Dissodamento (per rimuovere la parte piu grossatli@tia scheletro);

- Scarificatura (per arieggiare il terreno e pregaralle fasi successive);

- Erpicatura (per ridurre le collosita);

- Estirpatura (per rimuove le erbe del terreno g@@r

- Rullatura (per assestare il terreno).
Le lavorazioni hanno riguardato in egual modo legdi lotto destinata alla semina e la parte

lasciata a riposo, al fine di ottenere una situazimiziale omogenea fra le due condizioni
sperimentali.
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La semina e avvenuta nel mese di maggio 20074fy).

Per la realizzazione dei lotti sperimentali e latjghe colturali di gestione del sito (sfalcio,
irrigazione, messa a dimora delle piante eccnogtro gruppo di ricerca si € avvalso della
collaborazione del personale della Cooperativadsdg Monte San Pantaleone, con la quale &

stata stipulata una Convenzione.

Figura 2.5: Mesocosmi sperimentali dFestuca arundinaceda) eLolium perenne(b) a due settimane dalla
semina (giugno 2007).

Sono state effettuate 5 serie di campionamenti:
- To: giugno 2007, su terreno non seminato (contrpllo)
- T1:luglio 2007, su terreno seminato;
- T, :agosto 2007, su terreno seminato;
- Ts: ottobre 2007, su terreno seminato;
- T4 : settembre 2008, su terreno seminato e su terr@m@eminato (controllo).
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Per ciascun campionamento sono stati raccoltiuesagtipi di campione:
- Suolo (seminato/non seminato): 3 repliche riunite wn unico campione
omogeneizzato.
- Materiale vegetale (separato in foglie/radici):epliche riunite in un unico campione

omogeneizzato.

Le analisi effettuate sono le seguenti:
- Analisi di caratterizzazione del suolo (granulonzetpH, nutrienti, concentrazione di
metalli pesanti);
- Analisi chimiche di IPA in campioni di suolo e magde vegetale;
- Test di fitotossicita (UNICHIM, 2003);
- Parametri biometrici della pianta (lunghezza diitog radici, peso umido e secco);
- Solo all'ultimo campionamento {f analisi microbiologiche del suolo (biomassa

microbica e attivita enzimatica totali).
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2.2 PRIMO ESPERIMENTO DI RIZODEGRADAZIONE IN SERRA

La sperimentazione sulle tecnologie di fitorimediene spesso svolta, oltre che in campo, in
condizioni controllate in serre sperimentali. Ldtdeatura riporta ad esempio studi di
fitoestrazione di metalli (Royet al, 2005 conF.arundinacea Yang et al, 2004) e
rizodegradazione di idrocarburi cénarundinacea(Huanget al, 2005 e Hutchinson S.let

al., 2001).

Nel periodo gennaio-giugno 2008 é stato condottesperimento preliminare in vaso, in una
serra fredda posizionata in prossimita del punt®®®Rv. fig. 2.2), con le speciéestuca
arundinaceae Lolium perenngin presenza o meno di fertilizzazione organica.

Obiettivo dello studio é stato quello di approfaedi meccanismi e I'efficacia di tale specie
nella rizodegradazione di IPA facendo crescere ibtp in condizioni piu controllate
(controllo del dilavamento e dell'irrigazione, mtoraggio di parametri ambientali quali
umidita e temperatura dell’aria), mantenendo umbtmmpromesso tra una situazione molto

controllata in laboratorio ed una situazione dififiente controllabile in pieno campo.

2.2.1 PIANO SPERIMENTALE

Sono state preparate le seguenti condizioni spatahe
- Terreno tal quale senza pianta (“Non seminato”);
- Terreno tal quale con pianta (“Controfestucd, “Controllo LoliunT’);
- Terreno con pianta e con aggiunta di un fertilizgaosrganico (“Organicd-estucd,

(“OrganicoLoliun’).

Il terreno € stato prelevato dal punto OPP4 (v. i), a lato dei mesocosmi della
sperimentazione in campo. E stato setacciato garssmente (setaccio a maglia di 1 cm) e
posto in tre capienti contenitori di plastica. &freno della condizione “Organico” é stato

aggiunto il fertilizzante selezionato ed e stagziato a riposo per una settimana.
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Il terreno € stato quindi posto in vasi in PET cttaa 800 g ciascuno. Per ciascuna condizione
sperimentale sono state preparate tre replichedss.

Il fertilizzante di tipo organico utilizzato € drigine naturale, “Gran Stall”, adatto alle colture
erbacee impiegate in questo esperimeficstato somministrato una sola volta, all'inizio
dell’esperimento: in base alle indicazioni fornitglla scheda tecnica del prodotto, sono stati

aggiunti al terreno 10 g/kg di fertilizzante.

Di seguito le date dei quattro campionamenti:
- Ty: 25 febbraio 2008;
- T,:31 marzo 2008;
- Tsz:5 maggio 2008;
- T4: 3 giugno 2008;

Sui campioni di suolo sono state effettuate andktia concentrazione di IPA e sono state
annotate le misure biometriche delle due speciestadig Le analisi chimiche sono state
effettuate su campioni composifiqoled samples Caudill et al, 2007), consistenti in un

omogeneo di terreno derivante da tre vasi trattaianiera identica per ciascuna condizione.
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2.3 SECONDO ESPERIMENTO DI RIZODEGRADAZIONE IN SERR

Lo studio preliminare sulla specie erbaéestuca arundinacea proseguito con una seconda
sperimentazione in vaso, in condizioni piu conatd| al fine di ottenere basi piu solide
statisticamente da poter confrontare con le indacaZornite dalle sperimentazioni iniziali in
campo ed in serra, nel corso delle quali le andbsiterreno sono state effettuate su campioni
compositi pooled samplgs In questo secondo studio tutte le analisi setaie invece
condotte separatamente sulle tre repliche di terrenstituite da tre vasi mantenuti nelle

medesime condizioni sperimentali.

2.3.1 PIANO SPERIMENTALE

Il terreno e stato prelevato da un’area internaoahprensorio dell'ex-OPP (S3, v. fig. 2.2)
che presentava ancora superamenti delle Concemira8oglia di Contaminazione per gli
IPA (Tab. 1, colonna A, allegato 5, parte IV, ttaf D.Lgs. 152/06).
Il terreno e stato setacciato grossolanamente edjyengizzato ed € stato posto in vasi in PET
di circa 1 L e 20 cm di profondita: una parte dasive stata seminataFaarundinaceamentre
I'altra meta e stata lasciata non seminata, comeato sperimentale.
La sperimentazione ha avuto la durata complessi@antkesi (da aprile a settembre 2009) ed i
campionamenti sono stati eseguiti mensilmente ¢adzone di T che e stato effettuato a 15
giorni dalla semina). Temperatura e umidita sorapesimonitorate giornalmente all'interno
della serra fredda con un rilevatore.
Di seguito vengono riportate le date dei campiondme

- To: 14 aprile 2009;

- Ti:4 maggio 2009;

- T,:18 maggio 2009;

- Ts:5giugno 2009;

- T4: 20 luglio 2009;

- Ts: 24 agosto 2009;

- Te 21 settembre 2009.
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In ciascun campionamento sono state raccolte plcihe indipendenti di suolo e materiale
vegetale (tre vasi indipendenti) per ciascuna coade sperimentale (suolo con pianta / suolo
non seminato).
Le analisi effettuate sono le seguenti:

- Analisi di IPA nel terreno seminato e non semir(@ensilmente)

- Analisi di IPA nella pianta (campionamenti iniziadinale);G

- Analisi della biomassa microbica totale del suot@isiimente)

- Analisi del carbonio organico % del suolo (mensitteg;

- Test di fitotossicita con semi di cetriolo e cresa (UNICHIM, 2003) (mensilmente§

- Misure di biomassa e biometriche della pianta (ni@este).
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2.4 STIMA DEL BILANCIO DI C IN UN IMPIANTO SPERIMEN TALE DI
FITORIMEDIO

Ai fini di una valutazione di sostenibilita dellazodegradazione per la bonifica di siti
contaminati si &€ impostato uno studio per la deirgamione del bilancio del carbonio nel lotto
sperimentale in campo. | dati cosi raccolti possessere impiegati per la determinazione del

Carbon Footprintdi questo approccio al trattamento della contamare dei suoli.

2.4.1 PIANO SPERIMENTALE

Nel lotto sperimentale drestuca arundinace&n campo (sito OPP4) sono state eseguite le
seguenti analisi nel periodo aprile-novembre 2G@ftive ai diversi comparti nei quali si

distribuisce il carbonio nel sistema suolo-pianta:

- Rateo di fotosintesi e rateo di respirazione sudi misure sono state eseguite
mediante un analizzatore di gas all'infrarosso (p@alla misura di fotosintesi si
ottiene il dato di input di COnel sistema suolo-pianta, mentre la respiraziogle d
suolo permette di quantificare I'output di €@el sistema dovuto alla respirazione
della biomassa microbica presente nel suolo (nmgemismi, radici delle piante).

- Contenuto di carbonio organico totale del suofmer ottenere I'andamento di tale
parametro nel corso dei tre anni di sperimentazepeter fare una stima relativa al
contenuto di carbonio del suolo. Tale analisi éastdfettuata mediante un analizzatore
elementare C/H/N.

- Biomassa microbica totale suolpermette di quantificare il carbonio derivantdlala

biomassa microbica presente nel suolo.

Le misure in campo sono state ripetute 3 volte gi@scuna condizione (parte seminata a

Festucal parte non seminata); le analisi di carbonio pnigae biomassa microbica sono state
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effettuate su 2 repliche separatamente, prelevateaniera casuale all'interno del lotto con

un campionatore manuale.

Sono state eseguite tre serie di misure:
- Primaverile: 22 aprile 2009
- Estiva: 1 luglio 2009

- Autunnale: 11 novembre 2009

Le misure sono state effettuate in giornate comttamstiche meteorologiche confrontabili,
ossia cielo sereno ed assenza di vento, nelleemteadi della giornata (fra le 11 e le 14).
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3. MATERIALI E METODI

Nei paragrafi seguenti si riportano le descriziolei metodi e delle tecniche di analisi

utilizzate nel corso del lavoro sperimentale irolaorio e in campo.

3.1 CARATTERIZZAZIONE CHIMICO-FISICA DEL SUOLO

3.1.1 DETERMINAZIONE DEL GRADO DI REAZIONE - pH

Il pH dei campioni di terreno impiegati in questavdro €& stato determinato per via
potenziometrica, su sospensioni di suolo/acquao&oluzione di sali neutri (KCl o Caf}l
(Violante e Sequi, 2000; metodo III.1).

La misura di questo parametro e stata effettudtaarso del primo anno di sperimentazione

su campioni di suolo prelevati all'interno del togperimentale in campo dolium perenne

3.1.2 DETERMINAZIONE DELLA GRANULOMETRIA

La granulometria dei campioni di suolo € stata meiteata mediante un granulometro laser

Malvern Mastersizer 2000. La tecnologia laser grado di eseguire automaticamente analisi
su suoli con diametri da 2 mm a 0.02.

Il principio della tecnica LDLl(aser Diffractior) si basa sul fenomeno secondo il quale una la
luce che colpisce una particella viene difrattaos€lo un angolo che dipende dalle dimensioni

della particella stessa: I'angolo di diffrazionengersamente proporzionale alla dimensione
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della particella e l'intensita del raggio diffrattmn un dato angolo € misura del numero di
particelle aventi una determinata area della sezicasversale presenti lungo la traiettoria del
raggio. Un raggio di luce monocromatica attravéassospensione contenuta in una cella e la
luce diffratta e focalizzata su alcuni rilevatddia@arelloet al, 2009).

L’analisi é stata effettuata presso il laborataté@ gruppo di ricerca del Dr. Stefano Covelli,
Dipartimento di Geoscienze dell'Universita di Ttees

3.1.3 DETERMINAZIONE DI CARBONIO ORGANICO, AZOTO TO TALEE
FOSFORO ASSIMILABILE

La determinazione di carbonio organico e azotddalal suolo e stata effettuata mediante un
analizzatore elementare (C/HElemental Analyzérdi Perkin Elmer.

| diversi analizzatori elementari disponibili inramercio funzionano essenzialmente sulla
base del “metodo Dumas” (Dumas, 1831): tale metouilitico € fondato sulla completa ed

istantanea ossidazione del campione ffesh combustioncon conseguente conversione di
tutte le sostanze organiche ed inorganiche in ptiogiassosi (Violante e Sequi, 2000; metodo
VIL1).

| gas di combustione vengono fatti passare, inetoer di elio, su opportuni catalizzatori per

completare il processo di ossidazione ed in seguitetrato di rame, per ridurre gli ossidi di

azoto ad azoto molecolare. Successivamente, laelaisgassosa viene separata per
gascromatografia e GON,, H,O e SQ vengono rilevati da un detector a conducibilita
termica.

Per la determinazione del carbonio organico, e gsag® rimuovere il calcio carbonato

eventualmente presente nel campione per trattancent®iCl (10%) prima dell’analisi.

Per quanto riguarda la sperimentazione in campmalisi e stata eseguita su campioni di
terreno relativi a sei campionamenti effettuatiaatipe da giugno 2007 fino a settembre 2008
nei lotti diL.perennes F.arundinacea

Relativamente alla sperimentazione in serra, liahal stata effettuata su tutti i campioni,

separatamente per le tre repliche di ciascuna zmmd.
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I campioni di suolo, prima dell'analisi, sono stassiccati in stufa a 80°C per 24 ore,
polverizzati mediante un mortaio in ambra e setdcai450 m.

Per valutare il fosforo disponibile nel suolo vengautilizzati dei reattivi che consentono di
estrarre, in modo ragionevolmente accurato e veltago o una frazione del fosforo
disponibile per le piante.

La determinazione del fosforo assimilabile & sadfattuata con il metodo Olsen (Violante e
Sequi, 2000; metodo XV.3), che impiega come esteagna soluzione di sodio bicarbonato.
La concentrazione del fosforo nella soluzione attarviene determinata per via colorimetrica
utilizzando la formazione del complesso fosfomakdiblu, ridotto con acido ascorbico.

La concentrazione di azoto nitrico/nitroso biodisibde nel terreno e stata determinata per
cromatografia anionica.

L’analisi di carbonio organico e azoto totale debls € stata effettuata presso laboratorio del
gruppo di ricerca del Dr. Stefano Covelli, Dipartimio di Geoscienze dell'Universita di
Trieste.

3.1.4 DETERMINAZIONE DELLA CAPACITA DI RITENZIONE IDRICA
(WHC)

La capacita di ritenzione idrica di un terrenoalcola ponendo una quantita nota di campione
in un imbuto dotato di un filtro di carta, facenglercolare un volume noto di acqua distillata.
Dopo alcune ore si annota il volume di acqua petoot si calcola la capacita di ritenzione
idrica secondo la seguente formula:

WHC = (H,0,,, - H,0,..)+U

agg ~ ' '2“perc
dove

H>044¢ = Volume d’acqua aggiunto al campione
H>Operc = Volume d’acqua percolato

U = umidita terreno
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3.1.5 DETERMINAZIONE DEL CONTENUTO DI UMIDITA

L’umidita residua viene calcolata come differenmald massa di un campione di terra e la
massa dello stesso campione dopo essiccamento°@ p@% almeno due ore, fino a massa
costante (Violante e Sequi, 2000; metodo 11.2).

Di seguito la formula per il calcolo della perceadtudi umidita:

U =100 0Tt

U = umidita espressa in percentuale;
Mo = massa del campione prima dell’essiccazionegssprin grammi;

m; = massa del campione dopo I'essiccazione, espiegsammi.
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3.2 DETERMINAZIONE DEL CONTENUTO DI IPA IN CAMPIONI DI
SUOLO

La determinazione della concentrazione di IdrocartRoliciclici Aromatici (IPA) nei
campioni di suolo é stata effettuata mediante Gam@tografia accoppiata a Spettrometria di
Massa.

Per poter effettuare I'analisi, gli analiti devoassere estratti dalla matrice e I'estratto deve

essere purificato per eliminare eventuali interiéire

Per quanto riguarda |la sperimentazione in camp@@@r-200§lotti sperimentali diFestuca

arundinaceae Lolium perennged il primo esperimento in serra (200Banalisi chimica di

IPA é stata eseguita su campioni di suolo comp{sitbled samples Caudill et al, 2007),
ottenuti omogeneizzando tre aliquote prelevate amisra casuale in diversi punti del lotto o
tre vasi indipendenti in serra.

Le analisi relative alla seconda sperimentazionsema (2009ko0no state invece eseguite

separatamente sulle tre repliche di ciascuna camgizsperimentale (tre vasi di terreno), al
fine di dare maggior robustezza statistica ai ddditivamnte alla variabilita della misura.

3.2.1 SILANIZZAZIONE DELLA VETRERIA

| gruppi ossidrilici liberi presenti sul materiatk cui € composta la vetreria di laboratorio
tendono a trattenere gli IPA quando vengono a tinton le soluzioni che contengono
questo tipo di composti, provocando sottostimealiianaliti che possono arrivare fino al 60-
70 % (Leoret al, 2003).

Per ovviare a questo problema, tutta la vetreria €hentrata in contatto con le soluzioni
contenenti gli IPA estratti o gli standard analitie stata, prima del suo utilizzo, silanizzata

con dimetilclorosilano al 5 % (Fluka 85126), prelasaggio delle pareti di vetro con eptano.
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3.2.2 CAMPIONAMENTO DEL SUOLO

In campo: i campioni di suolo sono stati prelevati nei Isierimentali dLolium perennes
Festuca arundinaceasia nella parte con copertura vegetale che mellée non seminata,
utilizzando un campionatore manuale (fig. 3.1) peemette di campionare entro i 20 cm
dalla superficie.

Figura 3.1: Il campionatore manuale di suolo utilizato per la sperimentazione in campo.

Il suolo é stato raccolto in punti diversi all'int® della parcella sperimentale seguendo un
campionamento casuale: il terreno & stato poi om@igeato a formare un unico campione
rappresentativo dell’intero lottopgoled sample Caudill et al., 2007). | risultati analitici
ottenuti da ciascun campione rappresentano quaidiadori “medi” di ciascun sito.

Tale procedura di campionamento implica una serigatitaggi ma anche una serie di
svantaggi: fra i vantaggi vi € la riduzione di terepcosti di analisi, il fatto che il campione
cosi ottenuto rappresenta un’area piu ampia rispdtsingolo campionamento puntuale ed
infine, nel caso di analiti presenti in tracce, ppérmettere di raggiungere i limiti di
rilevabilita del metodo analitico. La scelta di s8&g questo tipo di approccio nella presente
sperimentazione é stata determinata da tali corasibmi.

D’altra parte uno svantaggio € dato dal fatto ¢hisultato di questo tipo di analisi e ottenuto
mediante una semplice media aritmetica: se laildistione dei dati singoli € molto lontana da

una gaussiana la media aritmetica puo non rappesebene la tendenza centrale; tale

57



risultato inoltre non permette di stimare la vaitigh del dato, in quanto occorrerebbe
analizzare piu campioni raccolti in questo moddiney non e possibile identificare eventuali
outlier all'interno di un campione cosi ottenuto.

| campioni sono stati essiccati in stufa a 40°C4&pre e setacciati con setaccio a maglia di
2 mm (Violante e Sequi, 2000 — cap. II). Sono gjatndi conservati in congelatore a -20°C

fino al momento dell’analisi.

In serra: le tre repliche (tre vasi) sono state trattate aizrate separatamente (fig. 3.2). Al
momento del campionamento il terreno presenteascain vaso e stato separato dal materiale
vegetale; I'aliquota destinata alle analisi chingiéhstata setacciata a 2 mm, essiccata in stufa
a 40°C per 48 ore e conservata in congelatore ‘€-fi6o al momento dell’analisi.

Figura 3.2: Tre repliche della condizione “suolo sminato a Festuca arundinacea (sperimentazione in
serra, 2009).
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3.2.3 PREPARAZIONE DEL CAMPIONE

3.2.3.1 Estrazione ASE

La prima operazione effettuata sul campione (1 gudilo essiccato e setacciato a 2 mm) é
stata quella di addizionarvi una quantita notaPdi Heuterati (Wellington Laboratories L429-
IS) per poter calcolare i recuperi, ovvero le perdiomplessive degli analiti lungo la filiera
analitica; mediante i recuperi € possibile correggevalori di concentrazione determinati
(ISO, 2000).

A questo punto si procede all’estrazione, che irestpy caso specifico consiste in
un’estrazione accelerata con solvente. Tale te@uoaoaiste nel porre la matrice da analizzare
a contatto con il solvente di estrazione ad alteperature ed elevate pressioni, tali da
mantenere il solvente liquido nonostante l'alta pematura. Cid consente di aumentare la
solubilita degli analiti, accelerare la loro diffose dalla matrice al solvente e aumentare la
penetrabilita del solvente nella matrice (Waldeh&2®05). Si accelera in questo modo
I'estrazione degli analiti dalla matrice.

Lo strumento utilizzato &€ un ASR¢celerated Solvent Extrac)at00 di Dionex.

Al termine dell’estrazione si recuperano circa 120 mL di soluzione (fig. 3.3), che
vengono ridotti, per il successivo passaggio difjgazione degli estratti, a circa 0.5 mL
mediante un evaporatore rotante oppure con unadelftusso di azoto a 35-40°C.

Figura 3.3: Le soluzioni ottenute in seguito ad esizione ASE.
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Le condizioni operative dell’'estrazione in ASE sbno
- Preriscaldamento: 5 minuti
- Temperatura di estrazione: 140°C
- Pressione: 100 atm
- 3 cicli di estrazione, della durata di 10 minuastuno
- Lavaggio con 20 mL di solvente al termine di ogola

- Solvente utilizzato: diclorometano:acetone 1:1.

3.2.3.2 Purificazione SPE

Il processo di estrazione porta in soluzione gh ilRa anche altre molecole che potrebbero
interferire con la determinazione analitica o aitldira ostruire la colonna cromatografica.

Per ovviare a questo problema & necessario pugfitastratto in modo da eliminare le
molecole indesiderate.

Per i campioni di suolo & sufficiente, dopo I'eziome in ASE e la riduzione del volume
dell’estratto, operare un’estrazione in fase sol8RRE,Solid-Phase Extractign

La SPE e una tecnica cromatografica che consentendiovere alcuni composti da una
miscela sfruttando le loro diverse affinita chingct fisiche per la fase stazionaria o la fase
mobile.

La soluzione estratta concentrata viene fattaesiniuna colonnina SPE contenente 1 g di gel
di silice (Supelco Supelclean LC-Si Spe Tube, 57@5h circa 10 mL di diclorometano.

Al termine della purificazione, I'eluito viene rinoentrato a circa 0.5 mL ed addizionato di
una quantita nota di standard interno (Pirene daiate SigmaAldrich 490695 o Perilene
deuterato, SigmaAldrich 490490); viene quindi pastaina Vial ambrata ed analizzato in
GC-MS.
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3.2.4 ANALISI IN GC-MS

Lo strumento utilizzato per le analisi di IPA diegtio lavoro € un Gas Cromatografo Agilent
6890 accoppiato allo Spettrometro di Massa AgiEI3 Inert e dotato di autocampionatore
Gerstel MPS2.

Le colonne utilizzate per le analisi sono del #gplent DB5ms 30 m x 0.25mm id, 0.2%n.
L’analisi viene condotta su 1L di campione iniettato in modalitsplitlessnelliniettore a
300°C. Il flusso detarrier He & mantenuto costante nel corso di tutta I'analil.2 mL/min.

La temperatura del forno viene mantenuta a 55°Cupeminuto, quindi portata a 320°C a
25°C/min e mantenuta a tale temperatura per 7 minut

Lo spettrometro di massa monitora le masse cheovdar85u a 450u.

L’'analisi viene condotta simultaneamente Ttal lon Count(TIC) ed in Single lon

Monitoring (SIM). In figura 3.4 sono elencate le masse moaitin modalita SIM.

non deuterati deuterati

T lon Q lonl Q lon2 T lon Q lonl
Naftalene 128 127 102 136 108
Acenattilene 152 151 76 160 158
Acenaftene 153 154 76 164 162
Fluorene 166 165 82 176 174
Fenantrene 178 176 152 188 187
Antracene
Fluorantene 202 200 101 212 106
Pirene
Benzo[ajantracene 208 226 113 240 120
Crisene
Benzo[b]fluorantene
Benzo[k]fluorantene
Benzo[e]pirene 252 253 126 264 132
Benzo[a]pirene
Perilene
Dibenzo[ah]antracene 278 292
Indeno[12_3-cd_]p|rene 276 138 288
Benzo[ghi]perilene

Figura 3.4: loni monitorati mediante spettrometro d massa in modalita SIM. T lon= Target lon; Q lon=
Qualifying lon.

Per questo lavoro di tesi sono stati monitoratiusseamente gli IPA piu pesanti elencati in

figura 3.5, dei quali il D.Lgs. 152/06 indica, garmatrice suolo, le Concentrazioni Soglia di
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Contaminazione in relazione alla destinazione iiefl&ab. 1, colonna A, Allegato 5, Parte 1V,
titolo V, D.Lgs. 152/06).

IPA monitorati Sigla
Pirene P
Crisene C
Benzo[a]antracene Bl[a]A
Benzo[b+k]fluorantene B[b+k]F
Benzol[a]pirene B[a]P
Indeno[123-cd]pirene [123-cd]P
Benzo[ghi]perilene B[ghi]P
Dibenzo[ah]antracene D[ah]A

Figura 3.5: IPA monitorati in questo lavoro.

Per gli isomeri Benzo[b]fluorantene e Benzo[k]flantene si riportano i dati espressi come
somma: cio é dovuto al fatto che la risoluzionei tpécchi di questi due isomeri diminuisce
con l'invecchiamento delle colonne cromatograficher cui la quantificazione dei singoli
benzofluoranteni ha incertezza e ripetibilita Vaitia vi € inoltre la possibile presenza
dell'ulteriore isomero Benzo[jJfluorantene, chepesso difficilmente identificabile mediante
sistemi gas cromatografici. Va infine considerate ¢ limiti di riferimento normativi per la
contaminazione dei suoli (ex D.Lgs. 152/06, com@rap per Benzo[b]fluorantene e
Benzo[k]fluorantene sono identici (0.5 mg/kg ss).

Le concentrazioni di IPA vengono determinate a#draw la costruzione di una retta di
taratura a cinque diluizioni, che comprenda gkmaalli di concentrazione dei campioni reali.
| valori ottenuti vengono corretti automaticameimebase alla concentrazione rilevata di
standard interno, mentre vengono corretti manualenenbase ai valori di recupero calcolati
mediante gli IPA deuterati addizionati ai campig@rima dell'estrazione in ASE (ISO
12884:2000).

Di seguito vengono riportate le formule che sonwiteper il calcolo delle concentrazioni:

PA, <[ PALee 15

[lS] add
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A e

dove:

[IS]ec = concentrazione di standard interno (IS) rilexde#o strumento

[1IS]agd = concentrazione effettivamente aggiunta al camgima dell’analisi

[IPAp]'sc = concentrazione dell'i-esimo IPA deuterato rileveallo strumento

[IPAp]'aqs = concentrazione delli-esimo IPA deuterato effetinente aggiunta prima
dell’'estrazione

[IPA]'sc = concentrazione dell’i-esimo IPA rilevata daltousnento

[IPA] i|s = concentrazione dell’i-esimo IPA corretta in fiore dello standard interno
[IPA]'corr = concentrazione definitiva dell'i-esimo IPA cdteein base ai recuperi.
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3.3 DETERMINAZIONE DEL CONTENUTO DI IPA IN CAMPIONI
VEGETALI

3.3.1 CAMPIONAMENTO DEL MATERIALE VEGETALE

In campo: i campioni di materiale vegetale sono stati prdiewai lotti sperimentali di
Festuca arundinacea Lolium perenneasportando tre zolle di terreno di 20 cm x 20 ten.
pianta e stata separata dalla terra, lavata coonalalnte acqua corrente e successivamente
con acqua distillata. E’ stata quindi separataaldepaerea dall’apparato radicale.

Il materiale raccolto & stato omogeneizzato a foentmmpione compositgd@oled sample
Caudillet al, 2007) rappresentativo dell’intero lotto.

| campioni sono stati essiccati in stufa a 40°C akeneno 48 ore, tritati e conservati in

congelatore a -20°C fino al momento dell'analisi.

In serra: le tre repliche (tre vasi) sono state trattate aizrate separatamente. Al momento
del campionamento il materiale vegetale presentgagrun vaso € stato separato dal terreno,
lavato con abbondante acqua corrente e acqualadessteéd essiccato in stufa a 40°C per
almeno 48 ore. | campioni (foglie e radici assiem@)o stati conservati in congelatore a -

20°C fino al momento dell’analisi.

3.3.2 PREPARAZIONE DEL CAMPIONE

3.3.2.1 Estrazione ASE

Anche in questo caso la prima operazione effettsatacampione (0.5-1 g di materiale
vegetale essiccato e setacciato a 2 mm) é stalla guaddizionarvi una quantita nota di IPA
deuterati (Wellington Laboratories L429-1S) pergyatalcolare i recuperi (ISO, 2000).

La procedura di estrazione € analoga a quellatseger i campioni di suolo (v. par. 3.2.3.1).
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3.3.2.2 Purificazione SPE

Per i campioni di materiale vegetale, analogamentquanto descritto per il suolo, é
sufficiente operare un’estrazione in fase soliddPHS Solid-Phase Extraction dopo
I'estrazione in ASE e la riduzione del volume dsdtratto.

Per i dettagli si rimanda al paragrafo 3.2.3.2.

3.3.3 ANALISI IN GC-MS

La determinazione della concentrazione di IPA renpioni di materiale vegetale e stata
effettuata mediante GC-MS, con procedura analditaloga a quella seguita per i campioni
di suolo. Per i dettagli si rimanda al paragrata 4.
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3.4 ANALISI MICROBIOLOGICHE DEL SUOLO

3.4.1 DETERMINAZIONE DELLA BIOMASSA MICROBICA TOTAL E DEL
SUOLO

3.4.1.1 Campionamento del suolo

In campo: all’interno dei lotti sperimentali dFestuca arundinacea Lolium perennesono
stati campionati i 20 cm piu superficiali di sualtlizzando un campionatore manuale (fig.
3.1). In totale sono stati prelevati 500 g di teaeger ciascun campione, raccolti in punti
diversi all'interno dei lotti, seguendo un campiorento casuale. Si € ottenuto quindi un
unico campione omogeneo rappresentativo di ciascondizione (parte seminata e parte non
seminata dF.arundinaceee diL.perenng

| campioni sono stati setacciati a 2 mm e consematrigorifero a 5°C per alcuni giorni
prima di essere sottoposti alle analisi.

Il campionamento di suolo per le analisi microbgiie e stato effettuato la prima settimana
di ottobre 2008. La scelta del periodo autunnaldip&sa dalla necessita di campionare il
terreno in un momento in cui esso presenti un byrado di umidita e in cui le condizioni

climatiche non siano estreme in termini di preeipibni e temperature.

In serra: le analisi microbiologiche sono state avviate drgb stesso del campionamento, su
campioni di terreno fresco, opportunamente sepadatta parte vegetale e setacciato su
maglia di 2 mm di diametro. L’analisi € stata cott@osu ciascuna delle 3 repliche

separatamente.

3.4.1.2 Preparazione del campione

Sui campioni di suolo freschi sono state determirapacita di ritenzione idrica (WHC,
Water Holding Capacifye contenuto di umidita (v. paragrafi 3.1.4 e ®);1sono stati quindi
posti in pre-incubazione per una settimana in coadi standard (40-50% WHC; 25°C) al

fine di stabilizzare la comunita microbica del suol
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3.4.1.3 Metodo della Fumigazione-Estrazione

Il metodo della fumigazione-estrazione si basafatib che la fumigazione del suolo con
cloroformio induce la morte e la lisi delle celluatteriche con il conseguente rilascio del
citoplasma nel suolo; il materiale cellulare pudndu venir estratto dal suolo con una
soluzione salina di §$5Os (Vanceet al, 1987; Alef e Nannipieri, 1995).

Al termine della settimana di pre-incubazione éastaiovamente misurata I'umidita del suolo,
al fine di poter riferire i calcoli al peso secc@ampioni sono stati quindi posti in essiccatore
sotto vuoto in atmosfera satura di cloroformio.(Bg).

Figura 3.6: | campioni di suolo incubati sotto vuob in atmosfera satura di cloroformio.

Al termine di un’incubazione di 24 ore, I'essica&@ stato aperto e dai campioni di terreno
sono stati rimossi i residui di cloroformio attrase piu cicli di evaporazione sotto vuoto.
Ciascun campione é stato estratto con una soluztbbeM di K;SO, nel rapporto
suolo(g):estraente(mL) 1:4 in agitazione media 3@minuti su piastra oscillante e quindi
filtrato con carta Whatman n.42 (fig. 3.7).

Le soluzioni cosi ottenute sono state conservatengelatore a -20°C in attesa dell’analisi.
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Figura 3.7: | campioni di suolo fumigati ed estratt vengono filtrati su carta prima dell’analisi.

La stessa procedura si ripete per un’eguale qaadtitterreno che viene incubato in

essiccatore in assenza di cloroformio (campionefaongato).

3.4.1.4 Analisi del Carbonio Organico Disciolto

L’analisi del carbonio organico disciolto (DODijssolved Organic Carbgre stata effettuata
mediante un analizzatore TOQTafal Organic Carbon AnalyzerShimadzu, in dotazione
presso il Dipartimento di Scienze Agrarie ed Amhadirdell’'Universita degli Studi di Udine
(fig. 3.8).

Figura 3.8: I'analizzatore TOC utilizzato per I'analisi del carbonio organico disciolto in estratti disuolo.

68



Dalla differenza fra carbonio organico discioltol mampione fumigato e in quello non-
fumigato si ricava una stima della quantita di béssa microbica presente nel campione di
terreno.

Il contenuto totale di carbonio della biomassa obara (G, espresso ing C/g suolo secco)

si calcola sottraendo il valore del carbonio nehNfumigato (Gg) a quello del carbonio nel

Fumigato (G) secondo I'espressione:

Ceg=GC-Cyr

Nel calcolo finale si rapporta il risultato al pesecco del terreno.

L’analisi del carbonio organico disciolto e deltigita enzimatica del suolo (par. 3.4.2) sono
state effettuate presso il laboratorio del gruppocgrca del Dr. Marco Contin, Dipartimento
di Scienze Agrarie ed Ambientali dell’UniversitagiieStudi di Udine.

3.4.2 ANALISI DI ATTIVITA ENZIMATICA TOTALE

L’attivita enzimatica o idrolasica totale da un’icaizione dell’abbondanza e dell'attivita
eterotrofica della microflora del suolo. Le idralasono enzimi che trasformano le
macromolecole in composti piu semplici rompendaitagcovalenti attraverso una reazione
di idrolisi. La degradazione di macromolecole qualiboidrati, proteine e composti organici
del fosforo e la conseguente mineralizzazioneatei prodotti monomerici riveste una grande
importanza nei cicli biologici dei nutrienti (C, NB, S). Tale attivitd & svolta da cellule
metabolicamente attive ed € dovuta ad un ampiopgrugi enzimi ad attivita lipasica,
proteasica ed esterasica capaci, in opportune ziondi sperimentali, di idrolizzare il
Diacetato di Fluoresceina (FDA) (Schnurer e Rodswi182; Gasparet al, 2001). La
fluoresceina ottenuta dall’idrolisi della FDA, enegtdo fluorescenza, puo essere rilevata da
uno spettrofotometro UV-vis ed essere cosi sfiuttper un’analisi quatitativa della
popolazione batterica.

Questo metodo e stato usato su un’ampia varietardpioni che vanno dalle muffe cresciute
su terreni forestali e su materiali organici adasidi piante, fanghi attivi, suoli e sedimenti

marini.
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L’idrolisi della FDA aumenta quasi linearmente abtempo di incubazione, con la quantita
di terreno e con la biomassa batterica e funginandsuolo (Schnurer e Rosswall, 1982),
mentre terreni sterilizzati in autoclave non mastralcuna attivita idrolasica.

Poiché l'idrolisi della FDA e catalizzata da un huoumero di enzimi (lipasi, proteasi ed
esterasi), I'attivita idrolasica globale del sudlitesa come quantita di Fluoresceina Diacetato
idrolizzata- viene considerata tuttora come unaunaigiell’attivita microbiologica del suolo
nel suo insieme (Schnurer e Rosswall, 1982).

L’estere, essendo non polare, pud essere facilmeagportato attraverso la membrana
cellulare delle cellule attive mentre il prodottbvalizzato, polare, rimane fuori delle cellula.
Pertanto, in questo modo € possibile valutare lkileeattive presenti nel suolo (Alef e
Nannipieri, 1995), le quali sono in grado di risgdere a qualunque tipo di stress ambientale.
Il procedimento consiste nell’aggiunta ad un cameidi suolo (1 g) di 20 mL di buffer sodio
fosfato (pH 7.6) e di una soluzione di FDA (concenibne finale di 10 g/mL); le provette
vengono incubate e agitate a 24°C e 70 mawajutions per minudeper 2 ore.

Al termine dell'incubazione la reazione viene blaiec con I'aggiunta di acetone e, dopo
centrifugazione a 4000 rpm per 5 minuti, si misaita spettrofotometro la densita ottica del

surnatante a 490 nm.
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3.5 TEST DI FITOTOSSICITA

In aggiunta agli esperimenti in campo, € stato @segdn laboratorio un saggio di tossicita
cronica breve su semi di due dicotiledoni, cetri@acumis sativyse crescionelepidium
sativun), e una monocotiledone, il sorgdgrghum saccharatum

Il metodo utilizzato € il n.1651 UNICHIM (Edizior2003), “Determinazione dell’inibizione
della germinazione e allungamento radicaleCcumis sativud.., Lepidium sativumL.,
Sorghum saccharatuioench”.

Tale metodo viene impiegato per determinare getaffossici cronici di sostanze presenti in
matrici acquose sulla germinazione e sull’allungatmeadicale di semi delle tre specie sopra
indicate. Puo essere utilizzato per diverse matyjigali acque superficiali, di falda, di pioggia,
di scarico, percolati ed ovviamente campioni solgliali suoli, sedimenti, fanghi di
depurazione o di risulta da attivita produttive.

| semi di cetriolo, crescione e sorgo vengono ds@bscampione ed incubati al buio alla
temperatura di 25+2 °C per 72 ore. Al termine dslbosizione vengono contati i semi
germinati e viene misurata la lunghezza dell'apjparadicale di ciascuno di essi.

L’effetto sulla germinazione e sull’'allungamentodicale si esprime come Indice di
Germinazione Percentuale (1G%).

| campioni di terreno sono stati setacciati a 2 rmamo stati determinati contenuto di umidita
e capacita di ritenzione idrica (WHC). In una cdad$Retri sono stati posti 10 g del campione,
che é stato portato al 100% della sua WHC ed aano stati aggiunti ulteriori 5 mL di acqua
distillata. Sulla sospensione risultante, opponto@ate omogeneizzata e distribuita nella
capsula, e stato appoggiato un filtro di cartacggudle sono stati posizionati i semi. Le Petri,
chiuse in sacchetti di plastica, sono state inaibbbuio.

Sono state preparate 4 repliche per ciascun campiGome controllo negativo e stata
utilizzata una soluzione di acqua e nutrienti (aztosforo).

Qui di seguito viene riportata la formula per illccdo dell'Indice di Germinazione

Percentuale:

IG%=£*100

c™—=C
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dove:

G1 = numero di semi germinati nel campione
Gc = numero di semi germinati nel controllo
L; = lunghezza radicale nel campione

Lc = lunghezza radicale nel controllo

Nel caso in cui I'lG% del campione risulti maggiattell'lG% del controllo (che € sempre
uguale a 100) il campione presenta biostimolazionegaso contrario presenta inibizione
della germinazione.
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3.6 STIMA DEI FLUSSI DI CO, NEL SISTEMA SUOLO-PIANTA

All'interno del lotto sperimentale in campo Eestuca arundinaceaono state effettuate, nel
2009, delle misure di fotosintesi e respirazioné gimlo mediante un analizzatore di gas
all'infrarosso (IRGA Infra-Red Gas Analyzgrin dotazione presso il Dipartimento di Scienze
della Vita dell’'Universita degli Studi di TriestBalla misura di fotosintesi si ottiene il dato di
input di CQ nel sistema suolo-pianta, mentre la respirazioré gliolo permette di
guantificare l'output di C@del sistema dovuto alla respirazione della biomasgrobica
presente nel suolo (microorganismi, radici delknpe).

L’'IRGA € un tipo di strumento largamente utilizzgier misurare gli scambi gassosi tra gli
organismi fotosinteticamente attivi e 'ambientaliTstrumenti spettrofotometrici misurano,
sfruttando il picco di assorbimento nell'infraross$ella CQ, attorno 4.6 m, le variazioni di
concentrazione di CQra I'aria che entra e quella che esce dalla carfagyliare in cui viene
posto il campione (fotosintesi), oppure all'interdella cappa in PVC che viene posta a
diretto contatto con il suolo (respirazione suolo).

La misura di fotosintesi viene effettuata inseretalparte fogliare all'interno di una cella di
area nota (25mm x 25mm). Il parametro misurato fugso molare di aria per unita di

superficie fogliare (y:

u = flusso molare di aria in mol/s

area = area fogliare in‘m

Per misurare lo scambio gassoso associato allaaesme della biomassa presente nel suolo
si utilizza, al posto della camera fogliare, unppzain PVC di volume noto. Tale cappa viene
posta direttamente sulla porzione di suolo chaisleranalizzare (fig. 3.9).

La misura della C@avviene attraverso un analizzatore all'infrarosso.

E’'necessario misurare anche la temperatura dgbercie fogliare e del suolo superficiale al
momento dell'analisi (attraverso una termocopplb)sistema misura automaticamente la
radiazione fotosinteticamente attiva (PAR) e laspi@ne atmosferica.

L’intervallo di misura della C@dello strumento utilizzato € 02000 ppm, con usaluzione

di 1 ppm.
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Le misure mediante IRGA sono state effettuate Ilaborazione con il Dr. Michele Codogno,
Dipartimento di Scienze della Vita dell’Universdagli Studi di Trieste.

Figura 3.9: Misura di respirazione del suolo mediate IRGA, all'interno del lotto sperimentale di Festuca
arundinaceaa sinistra e nella fascia non seminata a destra.
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3.7 ANALISI STATISTICA DEI DATI

Il software utilizzato per I'analisi statistica d#ati della sperimentazione in vaso del 2009 e
SPSS versione 12.0.1 (SPSS, 2003).

Le variazioni temporali di concentrazione di IPAl s&iolo sono state valutate attraverso
I'analisi della varianza. E’ stato applicato il teSNOVA univariata, previa verifica della
distribuzione normale e del’'omogeneita delle vazia delsetdi dati. Il test stabilisce se vi
siano differenze significative del valore di un etetinato parametro nei diversi tempi di
campionamento.

All'interno di un campione di osservazioni, si dexautare se le differenze eventualmente
rilevate tra le medie dei diversi gruppi siano digative e riflettano quindi reali differenze
nella popolazione oppure se siano dovute al caso.

L’analisi della varianza (ANOVAFi utilizza nel caso in cui i gruppi confrontai@so piu di

due. Le assunzioni alla base di ANOVA sono le setiue

- Le osservazioni devono essere tra loro indipengdenti

- Lavariabile dipendente deve avere distribuziormenate (test della normalita);

- Le varianze all'interno dei gruppi devono essemailsitra loro (test di omogeneita

delle varianze).

L'ipotesi nulla (H) prevede che i dati di tutti i gruppi abbiano tassa distribuzione e che le
differenze osservate tra le medie dei gruppi sieasuali; I'ipotesi alternativa prevede che
almeno una coppia di medie presenti una differstatésticamente significativa.
Nel caso in cui il p-valuesia molto basso, si rifiuta I'ipotesi nulla, sedora quale tutte le
medie sono uguali; cio significa che c’é almeno woapia di medie la cui differenza é
statisticamente significativa.
E’ necessario a questo punto individuare quali senmedie diverse tra loro, verificando
'uguaglianza tra tutte le possibili coppie di medittraverso opportuni test. Tali test, detti
post-hog prevedono come ipotesi nulla che per ogni codpiamedie la differenza tra queste
sia pari a zero; l'ipotesi alternativa € che le thetdlie differiscano significativamente tra loro.
Il test post-hocutilizzato nel nostro caso e il test HSHofest Significant Differengedi

Tukey, che € servito a specificare quali sono nel dettagtempi di campionamento che

differiscono fra loro. Si tratta di un test nongoaetrico di confronti multipli, che viene usato
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guando si vuole verificare se uno dei due gruppiéead avere valori molto diversi rispetto
ad un altro gruppo (Tukey e Siegel, 1960).
Visto il numero ridotto di repliche (n=3), € statpplicato allo stesssetdi dati anche il test di

Kruskal-Wallis ('equivalente non parametrico dell’'analisi dellarianza), al fine di

confermare i risultati ottenuti con ANOVA. Il liviel di significativita utilizzato € 5%.

Per confrontare i valori dei parametri analizzatiiendue condizioni sperimentali (seminato e
non seminato) e verificare se le differenze siameeno significative, e stato utilizzato il test
di Student (livello di significativita 5%).

Il test t-Studen€ un test statistico equivalente ad ANOVA perdi @ cui si confrontino solo
due campioni, di cui si vuole verificare 'uguaglza tra le medie.

| dati relativi alla concentrazione di IPA all'inte dei tessuti della pianta sono stati analizzati
mediante tale test, per verificare la significaéivilella differenza di concentrazione fra inizio
e fine della sperimentazione.

E’ stata effettuata infine un’analisi di correlazéosu tutto ilsetdi dati al fine di verificare se
vi siano correlazioni significative fra 'andamerdei diversi parametri nelle due condizioni
sperimentali (seminato e non seminato) o se visavessi risultino indipendenti fra loro.

Il test utilizzato € I'indice di correlazione di &son(p-value = 0.05).

Date due variabili statistiche X e Y, I'indice dircelazione di Pearson {fp & definito come
la loro covarianza divisa per il prodotto delle @evoni standard delle due variabili.

Il coefficiente assume valori compresi tra -1 e +1.

Se Ry > 0 le variabili x e y si dicono direttamente @&bate, oppure correlate positivamente;
se Ry = 0 le variabili x e y si dicono non correlate; B, < 0 le variabili x e y si dicono
inversamente correlate, oppure correlate negatingane

L’analisi statistica dei dati e stata effettuatan db software SPSS in licenza presso il

Dipartimento di Scienze della Vita dell’Universdagli Studi di Trieste (Dr.ssa Paola Ganis).
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4. RISULTATI E DISCUSSIONE

Si riportano in questo capitolo i risultati consiigunegli studi sperimentali effettuati
all'interno del sito inquinato “ex-OPP” di San Ganni (Trieste) negli anni 2007, 2008, 2009
al fine di ottenere informazioni sulla rizodegradaz di IPA e sugli scambi di GOn suoli
con e senza la presenza di una copertura vegetale.

2007-2008 Nel corso del primo anno di Dottorato € stataiaavla sperimentazione di
fitorimedio in pieno campo, all’interno di un sitoquinato di proprieta della Provincia di
Trieste (ex-OPP di San Giovanni), situato in urdavebana e nelle vicinanze dei laboratori
dell’'Universita. Durante il primo anno di sperimanibne € stata testata I'applicabilita
dell'intervento di bonifica al sito di studio, arfiee da una ricerca bibliografica che ha portato
alla scelta di specie erbacee con comprovate patadaz rizodegradative,Festuca
arundinaceae Lolium perennedi queste specie € stata studiata 'adattakilitito specifico,

la resistenza, le necessita colturali e [Iefficadiiegradativa nei confronti di una
contaminazione da Idrocarburi Policiclici Aromatigeneratasi in oltre sessant’anni di
discarica di residui di combustione, terminata nemhni settanta del secolo scorso

(contaminazione da IPA “invecchiati”).

2008-2009 Al termine del primo anno di sperimentazioneg sleciso di proseguire il lavoro

in condizioni piu controllate e di verificare I'etacia degradativa in vaso (in una serra fredda)
delle specie considerate. Questo al fine di limitalcune delle tante variabili che
intervengono in un lavoro in pieno campo, qualidilavamento, il mancato controllo
dell’irrigazione, I'apporto di materiale organicsterno ecc.

Sono state effettuate due sperimentazioni in serre preliminare con le due specie,
studiando l'effetto sulla degradazione di IPA dadigiunta di fertilizzante organico al suolo;
la seconda esclusivamente con la spEestuca arundinaceaal fine di irrobustire dal punto

di vista statistico i risultati ottenuti nella speentazione iniziale in campo.
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4.1 ESPERIMENTO DI RIZODEGRADAZIONE IN CAMPO

Seguono i risultati ottenuti nel corso della spemtazione iniziale di rizodegradazione in
campo (periodo giugno 2007- settembre 2008) caluéespecie erbac&estuca arundinacea

e Lolium perenne

4.1.1 CARATTERIZZAZIONE DEL SUOLO

Il suolo utilizzato per la sperimentazione in camgpatato caratterizzato dal punto di vista
chimico-fisico.

E’ stato misurato il pH dei campioni di suolo prelé ai tempi 5, T; e T3 (giugno, luglio ed
ottobre 2007) nel lotto coltivato laolium perenne Si registra una leggera diminuzione del
valore di pH nel tempo ([=7.9, 1 =7.6, T =7.5).

La concentrazione di azoto nitrico/nitroso biodisibde nel terreno analizzato e 0.18 g/kg.

La concentrazione di fosforo assimilabile e 0.0&gtale valore rientra neange proposti in
letteratura per il fosforo presente nella soluzidaksuolo (0.01 — 0.2 mg/l) (Violante e Sequi,
2000).

E’ stata eseguita un’analisi di tessitura del suwidabella 4.1 viene illustrata la percentuale
ottenuta per ciascuna classe granulometrica. Ire lastriangolo tessiturale dellUSDA

(United States Department of Agricultyireterreno risulta “Franco”.

Classi diametriche Frazione %
Sabbia grossa >200 um 18,4
Sabhia fine 20-200 um 21,5
Limo grosso <50 um 124
Limo fine <20um 30,4
Argilla <2um 17,3

Tabella 4.1: Tessitura del suolo utilizzato per queo studio, espressa come percentuale delle diverse
frazioni granulometriche.
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E’ stata inoltre determinata la concentrazione étath pesanti nel suolo utilizzato per la
sperimentazione. Tale analisi era gia stata et nel corso della Caratterizzazione
preliminare all'interno del sito inquinato ex-OPPS&n Giovanni nel 2006 (CIGRA, 2006) e
non ha evidenziato superamenti dei limiti di leg& D.Lgs. 152/06, Tab. 1 colonna A,
Allegato 5, Parte IV, titolo V) relativamente altcsiin cui sono stati posizionati i lotti
sperimentali dFestuca arundinacealLolium perenndv. par. 2.1.1.).

Nel settembre 2008 e stata ripetuta I'analisi detaiti all'interno del lotto diFestuca
arundinacea(tab. 4.2): neanche in questo caso sono statrna@ssuperamenti del limite di
legge.

In tabella sono indicati i valori limite di leggexX Tab. 1 colonna A, Allegato 5, Parte 1V,
titolo V, D.Lgs. 152/2006) e le concentrazionisdireeningper i suoli riguardanti il rischio
ecologico per le piante, ossia la concentraziongsimaa di contaminante accettabile nel suolo
tale da garantire un’adeguata protezione ai rate#oologici, in questo caso le specie
vegetali che vengono a contatto con il suolo st@dSHBEPA, 2005). Tale valore rappresenta
un dato di tossicita medio calcolato in base a datetteratura per sei diverse specie in
differenti condizioni di pH e contenuto di sostamzganica.

Il sito risulta non contaminato da metalli pesantsensi della legge italiana, mentre lo studio
statunitense a cui si fa riferimento sopra evidename le concentrazioni rilevate siano

superiori ai livelli discreeningecologico per il nichel.

[mg/kg ss] Cu Pb Zn Co Cr Ni
Limite D.Lgs. 152/06 120 100 150 20 150 120
Livello di screeningeco. (US EPA, 2005) 70 120 160 13 / 38
Festuca arundinacea 46,28 27,05 101,26 16,33 43,74 97,21
Non seminato 36,36 29,10 83,90 12,47 32,32 72,29

Tabella 4.2: Concentrazione di metalli pesanti nesuolo del lotto sperimentale diFestuca arundinaceae
nel Non seminato, espresse in mg/kg di suolo secBono riportati inoltre i limiti di legge (ex D.Lgs. 152/06)
e le concentrazioni massime accettabili nel suol@ple piante come livelli discreeningecologico (US-EPA,
2005).
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4.1.2 IPA NEL SUOLO

Il risultato delle analisi chimiche sulla concemimme di IPA nei campioni di suolo si pud
esprimere comeercentuale di attenuaziortella contaminazioné un determinato periodo

di tempo (da Ta T), calcolata nel modo seguente:

cfr,)

ATTENUAZIONE = 1- ——

c(Ti)

Le analisi relative alla sperimentazione in camfP0722008sono state condotte su campioni

compositi pooled sampless Caudill et al, 2007) per ciascuna condizione, ottenuti
omogeneizzando tre aliquote di terreno prelevateunti diversi all'interno dei lotti. Per
ciascun valore € stata riportata nei grafici unaed’incertezza del 30%, che corrisponde
all'incertezza della procedura analitica ricondieilal metodo di misura utilizzato (GC-MS).
Nei campioni di suolo della rizosfera diestuca arundinaceafig. 4.3) i valori di

concentrazione degli IPA diminuiscono nel corso gleattro campionamenti effettuati nei
primi mesi di coltura (anno 2007) e passano darvalaperiori al limite di legge (Tab. 1
colonna A, Allegato 5, Parte 1V, titolo V, D.Lgs52/2006) a valori inferiori a quest’ultimo.
Considerando la somma degli IPA totali, la riduBqgmercentuale della concentrazione nel
campione prelevato al tempag {ottobre 2007) rispetto al campione iniziake(@iugno 2007)
risulta essere del 72% con una stima del 24% peemella prima stagione di crescita.

Al termine della seconda stagione di crescitadsatre 2008) i valori di concentrazione degli
IPA analizzati rimangono inferiori al suddetto ltidi legge e confrontabili con quelli
dall’anno precedente per quel che riguarda la mhrseolo coltivata (fig. 4.3).

Nella parte non seminata invece i valori di con@aibne a settembre 2008 rimangono
significativamente piu alti rispetto a quelli dalodo con pianta, pur essendo anch’essi
inferiori al limite di legge. L'eccezione € dataiddue analiti Benzo[ghi]perilene e
Indeno[123-cd]pirene che mantengono valori leggetmeuperiori al limite di legge: essi
sono infatti IPA ad elevato peso molecolare (a @llarbenzenici) e refrattari alla
degradazione, in quanto meno biodisponibili rispatl IPA piu leggeri, a 2-4 anelli (Olsenh
al., 2008).

80



Considerando la somma degli otto IPA monitorati, fiduzione percentuale della
concentrazione nel campione prelevato a setteni®8 Hspetto alla concentrazione iniziale
(To, giugno 2007) e stata dell’80% nella parte comtaige del 55% nella parte lasciata non
seminata (fig. 4.5).

Questo risultato indica che nel periodo di temposiderato (giugno 2007-ottobre 2008) vi €
stata una significativa riduzione della concentragi degli IPA nella parte di suolo lasciata
non seminata (che si definisce “attenuazione nigrena anche che la presenzaFdistuca
arundinaceaha stimolato una maggiore e piu rapida degradazi@gli inquinanti considerati.
Anche le lavorazioni del terreno possono aver iwd@rocessi di tipo chimico fisico di
degradazione (ossidazione, fotodegradazione edatiolando quindi meccanismi di
attenuazione naturale della contaminazione. Leemdirtotto non seminata e stata interessata
dalle medesime lavorazioni pre-semina condotteasudkte destinata ad accogliere le piante,
per cui tale effetto di tipo chimico-fisico si putbnsiderare uniforme per entrambe le
condizioni sperimentali.

Osservando le variazioni di concentrazione deidingA, dal tempo § (giugno 2007) al
tempo T, (settembre 2008) si pud notare che pestuca arundinacek degradazione risulta
particolarmente efficiente per ogni singolo congenka particolare per Benzo[a]antracene si
ha un’attenuazione del 64% nel suolo con piantatmemella parte non seminata essa é
appena del 2%, ossia la concentrazione e rimaatcamente identica a quella di partenza
(fig. 4.5).

Nei campioni di suolo coltivato holium perenne(fig. 4.4) la riduzione percentuale della

concentrazione degli IPA totali nei primi mesi gesmentazione (fra i campionament el
T3) e stata del 26 % con un valore del 9% su base faensi

Al termine della seconda stagione di crescita lxgduale di attenuazione e stata del 41%
nella parte con pianta e del 43% nella parte nomrsga (considerando la somma degli IPA
monitorati).

La degradazione degli IPA inolium perenngfig. 4.6) risulta essere selettiva, con valori di
attenuazione diversi tra i congeneri.

Anche per questa specie il caso piu estremo eayjdellBenzo(a)antracene, per il quale si ha
un valore di attenuazione molto basso nel suolos®mninato (11%) mentre nella parte con
pianta non si € registrata affatto un’attenuazideka contaminazione (la concentrazione di

IPA e, a piu di un anno di distanza, confrontabde quella del campione iniziale -tempg)T
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Per Benzo[b+k]fluorantene, Benzo[a]pirene, Inde@8ftd]pirene, Dibenzo[ah]antracene e
Benzo[ghi]perilene la percentuale di attenuazioakarparte seminata € maggiore di quella
della parte non seminata (ad es. per I'analita Bjgirene si ha un’attenuazione del 65%
nella parte coltivata contro il 56% del controll@mseminato).

Per Pirene, Crisene e Benzo[a]antracene invea@arsaggiore I'attenuazione naturale che si
e registrata nella parte non seminata (ad esl pinene si ha un’attenuazione del 42% contro
il 29% del suolo coltivato holium perenng

| valori di attenuazione riscontrati péolium perennefisultano sensibilmente inferiori a
quelli riportati inletteratura (Olsormt al, 2008) nel caso di studi in serra per contamorazi
da IPA “invecchiati”, che giungono a circa I'80% uma stagione vegetativa, analogamente a
quanto si € qui misurato in pieno campo pestuca arundinacea

Un’'interpretazione per la diversa attenuazione aiaerdalle due specie tramite
rizodegradazione puo essere fornita da una lorersivtolleranza a microcontaminazioni da
metalli pesanti. Nello specifico, si € evidenzigtoco sopra (par. 4.1.1) che i terreni in
questione presentano concentrazioni di nichel imfieralla concentrazione soglia di
contaminazione prevista per una destinazione ddg@ssuolo residenziale o a verde pubblico;
si € anche per0 osservato come queste concenfra@mo superiori a livelli dscreening
ossia di possibile effetto tossico per i vegetdzondo US-EPA (2005).

Festuca arundinaceha buone capacita di fitoestrazione ed assorbomdinnhetalli nei tessuti
radicali ed inoltre presenta un’elevata tolleraazaontaminazione da metalli pesanti e di
nichel (Krzyzaket al, 2006); nel caso diolium perennenvece, la presenza di nichel a
concentrazioni superiori a tale livello sitreeningpuo aver provocato fitotossicita (Wong e
Bradshaw, 1982), diminuendo la sua resa in biomgssa 4.1.4) e lattivita degradativa di

inquinanti organici.
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Figura 4.3: concentrazione (espressa in mg/kg di slo secco) di IPA nel suolo all'interno del lotto
sperimentale diFestuca arundinacearelativamente al periodo giugno 2007 — settembr2008. Le barre in
verde rappresentano il suolo con pianta, quelle areione il suolo non seminato.
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Figura 4.4: concentrazione (espressa in mg/kg di slo secco) di IPA nel suolo all'interno del lotto
sperimentale diLolium perenne relativamente al periodo giugno 2007 - settembr2008. Le barre in verde
rappresentano il suolo con pianta, quelle arancioni suolo non seminato.
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Figura 4.5: Attenuazione % della concentrazione diPA nel lotto di Festuca arundinaceaelativamente al
periodo giugno 2007-settembre 2008.
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Figura 4.6: Attenuazione % della concentrazione diPA nel lotto di Lolium perennerelativamente al
periodo giugno 2007-settembre 2008.
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4.1.3 IPA NEI TESSUTI VEGETALI

Al fine di valutare il possibile trasferimento daliolo alle piante e il conseguente possibile
ingresso in catena trofica, sono state analizeatehcentrazioni di IPA all'interno dei tessuti
vegetali delle due specie impiegate in questa s@eriazione in corrispondenza dell’'ultimo
campionamento della prima stagione di crescitampo (&,ottobre 2007).

Osservando gli istogrammi in figura 4.7 si puo ogsee come, degli 8 IPA monitorati in
questo studio (ovvero gli IPA da analizzare nellsuo base al D.Lgs. 152/06, v. fig. 3.5),
solamente il Pirene — contaminante non cancerogei@ostato rilevato nei tessuti della pianta;

gli altri analiti sono risultati inferiori al limé di rilevabilita (LOD Limit of Detectioi.

Si riportano i risultati disponibili per gli IPA pileggeri: il Fluorene si ritrova solamente nelle
foglie, mentre Fenantrene, Antracene e Fluoransem® presenti sia nelle foglie che nelle
radici di entrambe le specie. Le concentrazioniosiontutti i casi inferiori a 0.05 mg/kg di

sostanza secca.

Il Benzo[a]pirene, IPA particolarmente significativn quanto cancerogeno dichiarato per

'uomo (IARC, 2009), non é stato rilevato in nessuiei casi analizzati.
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Figura 4.7: concentrazione (espressa in mg/kg di stanza secca) di IPA in radici e foglie diFestuca
arundinacea(a sinistra) eLolium perenne(a destra), relativamente al campionamento di ottare 2007. Le
barre in verde rappresentano la concentrazione nadlfoglie, quelle marrone nelle radici.
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Al fine di fornire un miglior dettaglio sulle cormoni della sperimentazione, si riportano dati
rilevati per la biomassa vegetale delle piante sultati di test di fitotossicita nella prima
stagione vegetativa, e per la biomassa microbical edrbonio organico del suolo a fine
sperimentazione. Un maggior approfondimento sulisatterizzazione microbiologica del
suolo, inizialmente previsto, non é stato possipdequesto studio a seguito dell'interruzione

di una collaborazione scientifica.

4.1.4 MISURE BIOMETRICHE DELLE PIANTE

| valori di biomassa secca per unita di superfigjgn’) aumentano in modo costante per
Festuca arundinaceaa luglio ad ottobre 2007;0lium perenneaumenta piu rapidamente
fino al mese di agosto, per poi fermarsi ad un neath biomassa costante nei successivi due
mesi (fig. 4.8).
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Figura 4.8: Biomassa totale secca diestuca arundinacea Lolium perennenel periodo luglio-ottobre 2007
(prima stagione di crescita, sperimentazione in capo).

Nelle foto in figura 4.9 si pud osservare a setten#t907 la differente condizione di crescita
tra le due specie: mentfearundinaceaappare uniformemente verde e rigoglidsperenne
presenta gia alcune zone in cui la pianta e tendemente ingiallita e secca. Cio puo essere
riconducibile al fatto che Festuca ha un appamdicale che si sviluppa in profondita, mentre
Lolium radica in superficie, disponendo cosi dimimor apporto idrico. Tale differenza di
comportamento ha trovato riscontro anche nellardaveapacita di degradazione di IPA,

discussa nel par. 4.1.2.
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Figura 4.9: | lotti sperimentali di Lolium perenne(a) eFestuca arundinacedb) a settembre 2007.
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4.1.5 TEST DI FITOTOSSICITA DEL SUOLO

Al fine di monitorare la detossificazione del suoto seguito dell’applicazione della
rizodegradazione sono stati effettuati in laboiatalei saggi di tossicita cronica breve con
semi di Cucumis sativusL., Lepidium sativumL. e Sorghum saccharatunMoench

(UNICHIM, 2003) su eluati di suolo. Il test e sta#geguito in corrispondenza dei quattro

campionamenti effettuati nel corso del primo anngspérimentazione (2007).

Suolo coltivato d&estuca arundinacefig. 4.10-a):

| valori di IG % dei semi dSorghum saccharatusono per tutti e quattro i campionamenti
inferiori al 100 % (vi € quindi inibizione della grinazione), ma si osserva comungue un
aumento di tale valore da giugno ad ottobre 200&,passa dal 56% all’'87% (ossia vi € una
graduale diminuzione della tossicita nel tempo).

Nelle prove effettuate con semi Gucumis sativud'Indice di Germinazione percentuale
mostra un valore iniziale (giugno 2007) relativateebasso (80%), con inibizione della
germinazione; vi € poi biostimolazione nei due nmmsgicessivi (luglio e agosto), mentre in
corrispondenza dell'ultimo campionamento del 208l7t¢rmine del primo ciclo vegetativo
della pianta) il valore di IG % si abbassa nuovameh94%.

Il valore di germinazione diepidium sativunmal campionamento iniziale & elevato (oltre il
120%, ad indicare una biostimolazione), mentre arrispondenza dei tre campionamenti
successivi tale valore si mantiene piu 0 meno obstael tempo, attorno al 100%.

Suolo coltivato d olium perennéfig. 4.10-b):

Cucumis sativuspresenta inibizione alla germinazione nei primiedmesi (70%),
biostimolazione in corrispondenza del campionamehtagosto 2007 (105%), mentre ad
ottobre I' IG % torna a scendere a valori di inibie (80%).

Lepidium sativunsi comporta in modo analogo a quanto visto psudlo diF.arundinacea

si parte da un valore di germinazione gia elevatocampionamento iniziale ed in
corrispondenza degli ultimi due campionamenti essmantiene su valori prossimi a 100
(101% ad agosto e 92% ad ottobre). Si evidenziadjwin aumento graduale della tossicita
nel tempo.

Infine Sorghum saccharatunpresenta nell’arco di tutto il periodo inibizionalla

germinazione (IG% < 100).
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Figura 4.10: Indice di Germinazione percentuale diCucumis sativugbarre azzurro), Lepidium sativum
(barre viola) e Sorghum saccharatum(barre giallo) su suolo diFestuca arundinacea(a) e su suolo di
Lolium perenne (b), calcolato in seguito all’applicazione del teégli fitotossicita (Unichim, 2003).

| test di fitotossicita impiegati non risultano fcientemente sensibili per il monitoraggio
della detossificazione di suoli contaminati da misadi IPA invecchiati e a pesi molecolari
elevati, caratteristiche che ne determinano ungdtenbiodisponibilita.

L’agenzia per 'ambiente statunitense (US-EPA, 330&isce per la speci@éucumis sativus
un valore di tossicita massima nel suolo per mésabl IPA, ossia la concentrazione di
contaminante massima accettabile nel suolo aldirgarantire un’adeguata protezione a tale
specie: il valore indicato € 750 mg/kg di suoloceeper una miscela di IPA, misurato
attraverso il parametro E(50%Effect Concentration

Il suolo utilizzato per gli studi riportati in questesi presenta valori di IPA totali sempre
inferiori a 10 mg/kg ss. La contaminazione e cogétinoltre da miscele di IPA “invecchiati”,

che presentano quindi limitata biodisponibilita @1t et al, 2008), rendendo i test di
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fitotossicita uno strumento poco sensibile per dnitoraggio della tossicita di un suolo con
tali caratteristiche.

Relativamente al nichel, metallo presente nel s@olmncentrazioni superiori al livello di
screeningecologico indicato da US-EPA (2005; v. par. 4. 1'Apgenzia statunitense fornisce
dati specifici per la specieolium perennema non per le tre specie impiegate nel test di
fitotossicita C.sativusL.sativum S.saccharatuin
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4.1.6 BIOMASSA MICROBICA DEL SUOLO ED ATTIVITA ENZI MATICA
TOTALE

In considerazione del ruolo essenziale della cotaumicrobica nella rizodegradazione di
inquinanti organici, e stata effettuata un’anaimscrobiologica del suolo dei lotti sperimentali
di Festuca arundinacea Lolium perennen corrispondenza del campionamento di settembre

2008 (al termine della seconda stagione di crgscita

PerLolium perennd risultati di biomassa microbica totale del sustmo concordi con cio

che ci si attendeva, ossia la popolazione microdiella parte coltivata e risultata essere
maggiore rispetto a quella del suolo senza pi&88 (g g* per il suolo coltivato e 239 g*
per il suolo non seminato). Tale dato trova conferanche nei risultati dell'attivita
enzimatica totale determinata mediante il metodéldielisi della Fluoresceina Diacetato
(FDA), che sono 7.70g g* h* per il suolo coltivato contro i 2.90y g* h™ del suolo non
seminato, e nei risultati del carbonio organical®tdel suolo (suolo coltivato: 2.34% C,
suolo non seminato: 1.62% C; v. par. 4.1.7).

PerFestuca arundinacemvece il dato di biomassa microbica non ha mtstia andamento

significativo per quel che riguarda il confronta fparte di suolo coltivata e parte non
seminata (rispettivamente 339 g* e 359 g g%). Anche per i valori di carbonio organico
non si registra un trend significativo, come siodupo invece osservare ctwolium perenng
ma risultano sostanzialmente costanti, attornakdre di 1.5 %.

La misura di attivita enzimatica, invece, ha dato risultato atteso, con valori
significativamente piu elevati per la parte semingt.33 g g* h?) rispetto al suolo non
seminato (2.90g g* hh).
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4.1.7 CONTENUTO DI CARBONIO ORGANICO NEL SUOLO

Nell'arco dei tre anni di sperimentazione (2007-208ono state eseguite analisi periodiche
del contenuto di carbonio organico del suolo dd#folai Festuca arundinacean campo,
mediante analisi elementare al CHN, mentre Ljpgium perennde misure sono limitate al
periodo 2007-2008.

In fig. 4.11 si riporta il risultato per tale paratro sia per il suolo coltivato che per la parte
non seminata. Si pud osservare un aumento sigificael contenuto di carbonio del suolo
coltivato aLolium perenngda luglio 2007 a settembre 2008.

Tale aumento puo essere riconducibile al fattoiolmalmente il terreno in esame ha subito
delle lavorazioni, nella fase di costruzione d¢ii lsperimentali e della semina delle essenze
vegetali, che puo aver causato una perdita di c@wbarganico, che é poi stato reintegrato
dall'azione di organicazione della pianta. Questsune sono state effettuate al fine di
caratterizzare in modo piu completo il tipo di suatilizzato per lo studio. E’ infatti difficile
osservare variazioni significative nello stock tetdi carbonio organico di un suolo nell’arco
di pochi anni; a tale scopo & necessario monitafaesto parametro per tempi piu lunghi, da
un minimo di 4-5 anni per i suoli delle foreste atpuiali (dove si verifica il massimo grado
di produzione primaria e si ha una rapida deconzpwse della sostanza organica) a decine di

anni per altri tipi di suolo (Oades J.M., 1998).

@ C % suolo diFestuca arundinacea ®) C % suolo diLolium perenne
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Figura 4.11: Carbonio organico % del suolo diFestuca arundinacedaa) e Lolium perenne(b) in campo
nel’arco dei 3 anni di sperimentazione (periodo Iglio 2007-luglio 2009). Le barre arancione
rappresentano il controllo non seminato (fascia larale della parcella sperimentale lasciata senzagita).
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4.2 PRIMO ESPERIMENTO DI RIZODEGRADAZIONE IN SERRA

La sperimentazione in pieno campo pud essere dag@etmaniera marcata a eventi
meteorologici e a sorgenti incontrollate di contaazione o confondimento dei parametri di
interesse in studi metodologici, come quelli gaittati. Si € quindi proceduto ad effettuare
nuovi esperimenti in microcosmi conservati in ueaa fredda (v. par. 2.2).

In considerazione dell’eventualita di una piantuibae delle specie erbacee studiate in
terreni agronomicamente poveri, e stato effettwaito studio preliminare in serra sull’effetto
dell'aggiunta di un fertilizzante organico sullaategradazione di IPA da parte Fkstuca
arundinaceae Lolium perennelLa sperimentazione é stata svolta nel periodo@ergiugno
2008.

4.2.1 CONCENTRAZIONE DI IPA NEL SUOLO

Il terreno utilizzato per la sperimentazione inraesvoltasi nel periodo febbraio-giugno 2008
e stato prelevato da una fascia di terreno adiacantdue lotti sperimentali in campo di
Festuca arundinacea Lolium perenngal fine di proseguire il lavoro con lo stessaootigh
terreno utilizzato nel corso della sperimentazioneampo 2007-2008.

Degli otto IPA pesanti analizzati solo due preseatauperamenti del limite di legge (Tab. 1
colonna A, Allegato 5, Parte IV, titolo V, D.Lgs52/06), I'Indeno[123-cd]pirene ed il
Benzo[ghi]perilene, analogamente a quanto risctminalla sperimentazione in campo (par.
4.1.2): sono i congeneri piu pesanti, a 6 anellhzeaici, e di conseguenza i meno
biodisponibili.

Per questa ragione nei grafici seguenti (figg. 413-4.14) sono riportati i risultati
esclusivamente dei due analiti sopra elencati [pBenzo[a]pirene, cancerogeno conclamato
per 'uomo (IARC, 2009), di cui si ritiene neceseariportare i dati di degradazione
nonostante i suoi valori, in questo caso, si magaea sempre al di sotto del limite di legge
tabellare.

Per la condizioneNon seminatosi € avuta un’elevata attenuazione percentualéa del

concentrazione dei tre IPA considerati, superiore5@% per un periodo di 4 mesi.
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L’Indeno[123-cd]pirene ed il Benzo[ghi]perilene paro da valori superiori al limite di legge
(0,1 mg/kgy a valori inferiori al limite.

Nel suolo coltivato &Festucaarundinacea(fig. 4.12 e 4.14) si e avuta attenuazione della

contaminazione in tutte le condizioni sperimentakl Controllo (suolo con pianta senza
fertilizzante) i valori sono simili a quelli d&lon seminatpcon attenuazione superiore al 55%
per i tre analiti.

Anche per la condizion®rganico (suolo fertilizzato con concime organico) si é tavuna
buona riduzione della concentrazione di IPA nettadei 4 mesi di osservazione, anche se
inferiore a quella delle due precedenti condizi@mimedia la riduzione e stata del 40%). Si
pud osservare perd che le concentrazioni di paatdralative cioé al campionamento di
febbraio) risultano gia inferiori a quelle dellanclizione Controllo, ad indicare che, in
presenza di fertilizzazione, si € avuta un’atteruraz della contaminazione piu rapida nel

primo mese di crescita della pianta (la seminavewta a gennaio 2008).

Non Seminato +.arundinacea Controllo - F.arundinacea Organico - F.arundinacea
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0,20+ 0,20 0,20
0

@ 015 EB(@@)P @ 0151 EB(@a)P o 0157 mB@)P
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Figura 4.12: Concentrazione di Benzo[a]pirene (bly)Indeno[123-cd]pirene (giallo) e Benzo[ghi]perilea
(viola) nel suolo diFestuca arundinacearelativamente ai due campionamenti iniziale e fiale (febbraio e
giugno) della sperimentazione in serra 2008. La lem orizzontale rossa indica il limite di legge per tre
IPA considerati (0,1 mg/kgg (ex tab. 1-A, D.Lgs. 152/06).

Nel suolo coltivato d.olium perenngfig. 4.13 e 4.14) 'andamento della contaminagi@n

diverso: i valori di concentrazione sono scesicsdtiimite di legge in corrispondenza del
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campionamento di febbraio e si mantengono costaitd mesi di osservazione, sia nella

condizioneControllo che nella condizion®rganica

In sintesi, per il suolo coltivato #&estuca arundinaceasi € avuta una significativa
attenuazione della concentrazione di IPA sia neket® sul quale la pianta & stata fatta
crescere naturalmente sia con l'aggiunta di concorganico. |l tasso di attenuazione
mensile (circa 15% per la condizio@entrollo) € inferiore - anche se non drammaticamente
- a quello rilevato per I'esperimento in pieno @an§24%).

Un grado di attenuazione lievemente inferiore meethnto significativo si € osservato nei
vasi contenenti suoloon seminatodegna di nota € stata quindi anche I'attenuaziaterale
non riconducibile al fitorimedio (associata anchiée aoperazioni di preparazione dei

microcosmi), di poco inferiore all’attenuazione che@ avuta in presenza della pianta.

Per il suolo coltivato &olium perennde differenze fra concentrazione iniziale e finatan
sono significative in nessun caso nei 4 mesi cematd ma presentavano gia al primo
campionamento un livello di concentrazione infexi@ quello riscontrato nel suolo non
seminato e nel suolo coltivato a Festuca, oltre deetrato nei limiti di legge. La

degradazione maggiore si € avuta in questo cagurined mese di crescita della pianta.
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Figura 4.13: Concentrazione di Benzo[a]pirene (bly)Indeno[123-cd]pirene (giallo) e Benzo[ghi]perilea
(viola) nel suolo diLolium perenne relativamente ai due campionamenti iniziale e fiale (febbraio e
giugno) della sperimentazione in serra 2008. La lem orizzontale rossa indica il limite di legge per tre
IPA (0,1 mg/kgs9 (ex tab.1-A D.Lgs.152/06).
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Figura 4.14: Attenuazione % della concentrazione dilPA in serra nel suolo coltivato a Festuca
arundinacea(a sinistra) eLolium perenne(a destra) relativamente al periodo febbraio-giuga 2008.

Le evidenze raccolte per la prima sperimentazicglarserra fredda indicano attenuazioni
non trascurabili, ma non associabili con certezita @zodegradazione. Paiono piuttosto
rilevanti i processi di attenuazione naturale, @axbnnessi alle operazioni di preparazione dei
microcosmi, che hanno in ogni modo comportato aéoea ed esposizione del suolo alla
luce, con possibile fotodegradazione degli IPAfiAé di ottenere informazioni migliori si
impostato un secondo esperimento in serra, corepleehe indipendenti per ogni condizione

testata.
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4.3 SECONDO ESPERIMENTO DI RIZODEGRADAZIONE IN SERR

Uno degli obiettivi degli studi sul fitorimedio éuello di caratterizzare cinetiche di
degradazione o assorbimento dei contaminanti, ghendono da molti parametri, anche
meteoclimatici. Al fine di produrre dati meno coridnati dalle specifiche condizioni
metereologiche della stagione di sperimentazione,impostato un affinamento dello studio
in serra (periodo aprile-maggio 2009), al fine drificare la capacita rizodegradativa della
specieFestuca arundinaceacon maggior solidita statistica, secondo quatitstiato nel

paragrafo 2.3.

4.3.1 CONCENTRAZIONE DI IPA NEL SUOLO

| risultati della sperimentazione sono riportatifig. 4.15 e portano delle evidenze inattese.
Bisogna notare che le analisi sono state effettunatpiesto caso per ogni condizione su tre
repliche (vasi) indipendenti.

Considerando i valori di concentrazione all'inizfd,, maggio 2009) ed alla fine della
sperimentazione ¢ settembre 2009), si pu0 osservare in figura 4A®& non vi é stata
riduzione statisticamente significativa della camcazione di IPA, per nessuno dei congeneri

analizzati nel suolo diestuca arundinacea

La situazione € diversa per quanto riguarda ilenoh seminatosi osserva una riduzione dei

valori medi di concentrazione in corrispondenzd’'ulemo campionamento per 5 degli 8
congeneri analizzati (Benzo[b+k]fluorantene, Bemajofene, Indeno[123-cd]pirene,
Benzo[ghi]perilene, Dibenzo[ah]antracene).

Inoltre, per entrambe le condizioni i valori di, T3 e T, sono molto simili fra loro, mentre al
tempo & si ha un aumento nella parte con pianta ed unandazione nella parte non seminata.
Si deve notare che la variabilita fra le tre rdpdi@ in ogni caso elevata, tanto da far si che le
differenze di concentrazione fra un campionamentdakro non siano statisticamente

significative per nessuna delle condizioni consatker
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Figura 4.15: concentrazione di IPA, espressa in mkg di suolo secco, nel suolo drestuca arundinacea

(barre grigio) e non seminato(barre arancione), relativamente a 5 campionamenteffettuati fra maggio

(To) e settembre 2009 (d). In viola il campionamento iniziale (Tp). Ciascuna barra rappresenta il valore
medio di tre repliche indipendenti.
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In fig. 4.16 € riportato un istogramma con i valai attenuazione percentuale della
concentrazione di IPA nel suolo nell'arco dei sasindi sperimentazione: si pud osservare
come si sia verificata una degradazione solo peunalcongeneri ed unicamente per la
condizioneNon seminato

L’andamento della concentrazione di IPA nel suotm misulta in questo caso influenzato
dalla presenza della pianta, come invece era stgervato nella sperimentazione in pieno
campo (par. 4.1.2). Le condizioni particolari dailascita in vaso e le condizioni ambientali
della serra possono aver provocato sofferenza ezhlomell’attivita diFestuca arundinacea
(nei mesi centrali della sperimentazione, luglioagosto, si sono raggiunte in serra
temperature notevoli, con picchi oltre i 40°C, nstamte sia stato posizionato un telo
ombreggiante sul tetto della serra). Nei vasi eoahti suolo non seminato i fenomeni di
degradazione naturale hanno determinato invece aggior grado di attenuazione della
concentrazione di IPA.

Le condizioni sperimentali impostate paiono nonsamire una valutazione dei fenomeni di
rizodegradazione pefFestuca arundinacealn particolare si ritiene che le condizioni di
controllo dei parametri microclimatici debbano venmigliorate rispetto a quanto impostato
nella serra fredda e che le dimensioni dei microgofrasi) impiegati possano essere
incrementate. Questo per garantire un ambientencaggior inerzia rispetto a variazioni
critiche (ad es. stress idrici) ed una miglior liesza per le simbiosi tra comunita

microbiologiche e piante impiegate per il fitorinned
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Figura 4.16: Attenuazione % della concentrazione diPA nel suolo coltivato aFestuca arundinacegbarre
verdi) e nel suolonon seminato(barre arancione) relativamente al periodo aprilesettembre 2009.
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L’esecuzione di repliche indipendenti consente mnglior valutazione statistica dei risultati
gia commentati nei paragrafi precedenti, che, ireu®@, non hanno evidenziato variazioni

rimarcabili per la sperimentazione della rizodegeaibne in vaso.

4.3.1.1 Analisi statistica dei dati

| risultati della sperimentazione in vaso, essenglativi a tre repliche indipendenti per
ciascuna condizione, sono stati sottoposti ad singhatistica, al fine di verificare la
significativita delle differenze di concentraziodei parametri analizzati (concentrazione di
IPA nel suolo e nella pianta, biomassa microbiadjde di Germinazione %) nel corso del
tempo (6 mesi di sperimentazione) e fra le due izomd sperimentali (suolo coltivato a

Festuca arundinacea suoloNon seminatp

A. Differenza di concentrazione nel tempo:

Mediante il test ANOVA Analysis of Variancee stato verificato se le variazioni nel tempo
della concentrazione di IPA nel suoloF#stuca arundinacea nel suoldNon seminatsiano
statisticamente significative.

In tabella 4.17 si riporta il risultato del testrplesuolo con pianta: si osserva che nessuno
degli IPA analizzati ha mostrato differenze sigrafive nel corso dei sei mesi di
sperimentazione, ossia la concentrazione é riniagagiata nel tempo (p>0.05).
Analogamente, in tabella 4.18 si pud osservare qoenda condiziondlon seminataon vi

sia alcuna differenza significativa di concentragimei sei mesi di sperimentazione.

parametro G.L. F Sig.
P 3 .901 482
C 3 2.396 144
B[a]A 3 3.545 .068
B[b+K]F 3 .908 479
B[a]P 3 1.714 241
I[123-cd]P 3 3.027 .093
B[ghi]P 3 5.274 .027
D[ah]A 3 1.946 201

Tabella 4.17: Risultato del test ANOVA applicato aidati di concentrazione di IPA nel suolo di
F.arundinacea relativi ai 6 campionamento effettuati fra aprile e settembre 2009. G.L. = gradi di liberta,
F = risultato del test, Sig. = significativita al 36 (p<0.05).
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parametro G.L. F Sig.
P 3 541 .667
C 3 476 .708
Bla]A 3 .389 .764
B[b+k]F 3 .034 991
Bla]P 3 .091 .963
[[123-cd]P 3 312 .816
B[ghi]P 3 .316 .813
D[ah]A 3 .028 .993

Tabella 4.18: Risultato del test ANOVA applicato adati di concentrazione di IPA nel suoldNon seminato
relativi ai 6 campionamento effettuati fra aprile esettembre 2009. G.L. = gradi di liberta, F = risutiato del
test, Sig. = significativita al 5% (p<0.05).

B. Differenza di concentrazione fra le condiziopgsmentali:

Al fine di verificare se vi siano differenze sigodtive fra la concentrazione di IPA nel suolo
coltivato e nel suolo non seminato, é stato apjiddestt di Student ai dati relativi a ciascun
campionamento.

In tabella 4.19 si riporta il risultato del teserp campionamenti di maggio, giugno ed agosto
non vi & alcuna differenza statisticamente sigatfia fra le due condizioni sperimentali.

A settembre invece tale differenza risulta sigaitica per i due analiti Indeno[123-cd]pirene
e Benzo[ghi]perilene: dagli istogrammi in figurald. si pud osservare come la loro
concentrazione risulti maggiore nella condizioneenigato” rispetto al controllo non
seminato. Alla luce pero dell’analisi ANOVA soprastritta, si nota come tale aumento di
concentrazione nel suolo coltivatd~arundinacearisulta significativo nel tempo solamente

per il secondo analita, il Benzo[ghi]perilene.

Maggio '09 Giugno '09 Agosto '09 Settembre '09
parametro  G.L. t Sig. G.L. t Sig. G.L. t Sig. G.L. t Sig.
P 4 453 674 4 846 .445( 4 1.065 .347| 4 1.058 .350
C 4 967 .388| 4 .723 .510( 4 1.010 .370( 4 1.337 .252
Bl[a]A 4 639 557| 4 554 609 4 1.034 .360( 4 .927 .407
B[b+k]F 4 252 813| 4 412 .701| 4 .008 .994( 4 1.135 .320
Bl[a]P 4 022 .983| 4 .321 .764| 4 293 .784 4 1.800 .146
I[123-cd]P 4 .038 971| 4 220 .837| 4 .358 .739| 4 3.152 .034
B[ghi]P 4 382 .722| 4 337 .753| 4 .013 991 4 3.863 .018
D[ah]A 4 042 969| 4 198 .852| 4 316 .768| 4 1.407 .232

Tabella 4.19: Risultato del testt di Student applicato ai dati di concentrazione diPA nel suolo per i 4
campionamenti analizzati, confrontando fra loro ledue condizioni sperimentali (seminato - non seminaj.
G.L. = gradi di liberta, t = risultato del test, Sig. = significativita al 5% (p<0.05).
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C. Correlazione fra I'andamento della concentrazinglle due condizioni sperimentali:

E’ stato applicato all'intero set di dati il testabrrelazione di Pearson, al fine di verificare se
I'andamento delle concentrazioni degli IPA nel suadultasse correlato per le due condizioni
sperimentali (tab. 4.20).

Risultano significativamente correlati Benzo[b+ufftantene, Benzo[a]pirene ed Indeno[123-
cd]pirene, ma anche Pirene e Benzo[a]antracene swit vicini alla significativita: cio
significa che 'andamento della concentrazione kst IPA non varia fra le due condizioni
sperimentali, ossia non dipende dalla presenzarmrdella pianta.

Crisene, Benzo[ghi]perilene e Dibenzo[ah]antracema risultano invece correlati, ad
indicare che vi € un andamento differente fra le dondizioni sperimentali (suolo con

F.arundinaceae suoloNon seminatp

parametro  Corr. di Pearson Sig.
P .810 .051
C 744 .090
B[a]A .808 .052
B[b+k]F .937 .006
Bl[a]P .878 .022
I[123-cd]P .838 .037
B[ghi]P 776 .070
D[ah]A 570 237

Tabella 4.20: Risultato del test di correlazione dPearson applicato all'interosetdi dati di concentrazione
di IPA nel suolo. Il valore in tabella rappresentala correlazione fra 'andamento del parametro nella
condizioneseminatoe nella condizionenon seminato Sig. = significativita al 5% (p<0.05).
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4.3.2 CONCENTRAZIONE DI IPA NELLA PIANTA

Sono stati analizzati campioni di materiale veget@relevati nel corso del primo
campionamento (- maggio 2009, pianta molto giovane) e dell'ultig - settembre 2009,
pianta sviluppata). Diversamente da quanto evideénziella sperimentazione in campo (v.
par. 4.1.3), sono presenti all'interno dei tesslitiFestuca arundinacedutti e 8 gli IPA
monitorati. Le concentrazioni di ciascun analitasanferiori a 0.1 mg/kg di sostanza secca
(fig. 4.21).

In particolare la concentrazione di Benzo[a]piremeico fra i composti analizzati ad essere
cancerogeno dichiarato per 'uomo (IARC, 2009)ultess a settembre 2009 inferiore a 0.02
mg/kg di sostanza secca. In corrispondenza del icar@mento finale, le concentrazioni di
tutti gli analiti si sono significativamente ridettispetto al campionamento iniziale (v. par.
4.3.2.1).

La riduzione media e stata del 50%, la minima d%3(Indeno[123-cd]pirene) e quella
massima del 57% (Dibenzo[ah]antracene).

Le concentrazioni rilevate nella pianta risultargngicativamente inferiori a quelle registrate
nel suolo. Con tali concentrazioni, le piante nismiltano essere in sofferenza; si deve anche

notare che la normativa vigente non riporta lirpér il bioaccumulo di IPA nei vegetali.
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Figura 4.21: Concentrazione di IPA nei tessuti diFestuca arundinacearelativamente al primo (maggio) e
all'ultimo (settembre) campionamento della sperimetazione in serra 2009.
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4.3.2.1 Analisi statistica dei dati

Si riporta in tabella 4.22 il risultato dell’applizione del test t-Student ai dati di
concentrazione di IPA nei tessutifeiestuca arundinaceal fine di verificare se la differenza

fra i valori relativi al campionamento di maggimigiale) e al campionamento di settembre
(finale) sia statisticamente significativa.

La diminuzione di concentrazione nei tessuti deinta fra inizio/fine sperimentazione e
risultata essere statisticamente significativa petti gli IPA, ad eccezione di

Benzo[a]antracene, che presenta ad ogni modo vnevdeél test prossimo alla significativita.

parametro G.L. t Sig.
P 4 3.575 .023
C 4 3.044 .038
Bl[a]A 4 2.370 .077
B[b+k]F 4 11.247 .000
B[a]P 4 13.406 .000
I[123-cd]P 4 3.307 .030
B[ghi]P 4 13.047 .000
D[ah]A 4 9.789 .001

Tabella 4.22: Risultato del testt di Student ottenuto per i dati di concentrazione dIPA nei tessuti di
Festuca arundinaceanei due momenti T, (campionamento iniziale) e T (campionamento finale). G.L. =
gradi di liberta, t = risultato del test, Sig. = sgnificativita al 5% (p<0.05).
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4.3.3 TEST DI FITOTOSSICITA

Si pud osservare come la tossicita del suolo saltata relativamente bassa gia in
corrispondenza del campionamento iniziale (tempp aprile 2009), con un Indice di
Geminazione percentuale (IG%) del 100% pepidium sativunme del’'80% perCucumis
sativus

L’andamento di questo indice nelle prove effettu@e semi diCucumis sativugfig. 4.23-a)

e risultato altalenante e non ha messo in eviddifierenze significative fra il livello di
tossicita nel suolo coltivatoRestuca arundinacea nel suolaon seminato

Per quanto riguarda I'andamento della tossicita teehpo, si evidenzia un calo nella
germinazione (quindi un aumento della tossicita)r mntrambe le condizioni in
corrispondenza del 4°campionamento (luglio 2008anglo si scende a valori di IG% di poco
inferiori all’l80%. In corrispondenza di tutti glilte campionamenti invece I'lG% varia
all'interno dell'intervallo 80+106%.

Il solo caso in cui si registra una differenza #igativa fra le due condizioni sperimentali e il
campionamento finale T settembre 2009), in cui I'lG% del suolofkstuca arundinacea
dell’83% mentre per il suolblon seminat@ 93%.

Nelle prove effettuate con semi ldepidium sativun{fig. 4.23-b), I'Indice di Germinazione

percentuale non mostra un andamento chiaro iniogl@al tempo ma si osserva, a partire dal
guarto campionamento (periodo luglio-settembre 2008a differenza significativa fra la
percentuale di germinazione nella parte seminagaedia del non seminato (28% in piu nella
parte seminata a luglio, 18% ad agosto e 19% arsbktt), esprimendo un livello di tossicita
marcatamente inferiore nel suolo coltivato.

Nei primi tre mesi di sperimentazione (da aprilgiggno 2009) I'andamento di IG% risulta
invece analogo per le due condizioni sperimentali.

Nel suoloNon seminatai € registrata biostimolazione (IG% > 100) salacorrispondenza
del campionamento di giugno, con un valore par08%, mentre per il suolo coltivato a
F.arundinaceasi € avuta biostimolazione a 15 giorni dalla semih maggio 2009) con un
IG% pari a 104, a luglio (IG% = 113) ed in corrispenza del campionamento finale a
settembre 2009 (IG% = 107).
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In conclusione, il test di fitotossicita non harfibo informazioni utili a valutare I'eventuale
detossificazione del suolo in seguito alla messaltura. Globalmente la germinazione per
Cucumis sativue Lepidium sativumrisulta elevata in tutti i casi e non correlatal@rocessi

di fitorimedio, che nell’esperimento di fatto noon® stati evidenziati; si osserva come, per i
test suL.sativum negli ultimi tre mesi si abbia una promozionelagerminazione per gli
estratti da terreno seminatdrastuca arundinaceaspetto al controllamon seminatoCio e
interpretabile con il fatto che le condizioni dab$ siano state migliorate dalla presenza delle
piante, come viene evidenziato anche dall’'esamia #d@massa microbica nei suoli (v. par.
4.3.4), che per i microcosmi con Festuca aumeigjgetto a quelli non seminati, negli ultimi

tre mesi di sperimentazione.
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Figura 4.23: Indice di Germinazione percentuale dCucumis sativuga) eLepidium sativum(b) su suolo di
Festuca arundinacedbarre verde) e su suolmon seminato(barre arancione). La barra gialla rappresenta
il valore di IG % all'inizio della sperimentazione (Ty).

4.3.3.1 Analisi statistica dei dati

In base ai risultati del test ANOVAtab. 4.24), si puo osservare come vi siano alcune
differenze statisticamente significative per entoarte condizioni sperimentali e per entrambe

le specie impiegateCucumis sativus Lepidium sativum
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Per il suolo coltivato &.arundinaceail valore di IG% diC.sativuspiu alto é stato registrato
a giugno '09: dal test post-hoc di Tukey é risaltahe tale valore é significativamente
differente solo dai valori registrati a luglio eettembre.

Per il suoloNon seminatdl valore di IG% diC.sativuspiu basso é stato registrato a luglio '09:
dal test post-hoc di Tukey é risultato che tal®rak significativamente differente dai valori
di tutti gli altri campionamenti.

Per quanto riguarda I'andamento di IG%_dpidium sativumil valore piu basso si registra il
maggio '09 (2°campionamento): nel suoloFdarundinaceatale valore e significativamente
inferiore rispetto a tutti gli altri, mentre persiloloNon seminatda differenza é significativa

solo rispetto ai campionamenti di aprile e giugd®.’

Cucumis sativus

parametro G.L. F Sig.
IG% - F.arundinacea 3 11.456 .003
IG% - Non seminato 5 9.208 .001

Lepidium sativum

parametro G.L. F Sig.
IG% - F.arundinacea 3 12.795 .002
IG% - Non seminato 5 9.025 .001

Tabella 4.24: Risultato del test ANOVA applicato aidati di IG% di Cucumis sativuse Lepidium sativum
testati su eluati di suolo diF.arundinaceae Non seminato | dati sono relativi ai 6 campionamenti effettuai
fra aprile e settembre 2009. G.L. = gradi di liberh, F = risultato del test, Sig. = significativita &5%
(p<0.05).

Il testt di Studente stato applicato ai dati relativi a ciascun campmento. In tabella 4.25 si

puo notare come pérepidium sativuml parametro in esame mostri differenze significat
fra le due condizioni sperimentali in corrispondemegli ultimi tre campionamenti (luglio,
agosto, settembre): si puo affermare quindi chaldrv di IG% sono significativamente piu

alti per il suolo coltivato &.arundinacea

Il test di correlazione di Pearsa@nstato infine applicato all'intero set di datior@e si puo

notare in tabella 4.26, i dati sono risultati noarrelati, ossia vi € un andamento

significativamente diverso fra le condizidhiarundinaceae Non seminato
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IG% Cucumis sativus

campionamento G.L. t Sig.
apr-09 4 1.875| .134
mag-09 4 .760 | .489
giu-09 4 1.404] .233
lug-09 4 .035 | .974
ago-09 4 1.021] .365
set-09 4 3.138] .035
IG% Lepidium sativum
campionamento G.L. t Sig.
apr-09 4 .588 | .588
mag-09 4 1.185] .301
giu-09 4 1.436| .224
lug-09 4 3.317(.029
ago-09 4 6.767(.002
set-09 4 2.840]| .047

parametro Corr. di Pearson Sig.
IG% C.sativus .690 129
IG% L.sativum 468 .349

Tabella 4.25: Risultato del test di Student applicato ai dati di IG% di Cucumis sativuse Lepidium sativum
nei 6 campionamenti effettuati, per il confronto fa le due condizioni sperimentali (seminato - non
seminato). G.L. = gradi di liberta, t = risultato del test, Sig. = significativita al 5% (p<0.05).

Tabella 4.26: Risultato del test di correlazione dPearson applicato all'interosetdi dati di IG%, per le due
specie Cucumis sativuse Lepidium sativum |l valore in tabella rappresenta la correlazione fra
'andamento del parametro nella condizione seminato e nella condizione non seminato Sig. =

significativita al 5% (p<0.05).
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4.3.4 BIOMASSA MICROBICA TOTALE DEL SUOLO

Premessai dati di B; (Biomass Carbon) originali sono stati corretti bmase al rapporto
costante BC/BN = 6 (Joergensen, 1995). La correzi@rstata applicata per ridimensionare
una sovrastima di tale valore riconducibile, proldaiente, ad un’incompleta eliminazione

dei residui di cloroformio dal suolo al termine defase di fumigazione in laboratorio.

Il dato di biomassa microbica totale del suologmiito mediante il metodo della fumigazione-
estrazione, mostra un andamento simile fra partensg¢a e non seminata nei primi due mesi
di sperimentazione (aprile-maggio 2009); a padakterzo campionamento (giugno 2009) il
valore nel suolo seminato Bestuca arundinaceamumenta progressivamente nel tempo
rispetto a quello del suolo non seminato, che témdece a mantenere un valore piu basso e
relativamente costante nel periodo giugno-setterd®@® (fig. 4.27).

| valori molto simili fra le due condizioni sperimili nel corso del mese iniziale si possono
attribuire alla necessita di un periodo di adattatmeper la popolazione microbica del suolo,
durante il quale vi possono essere fluttuazionevali e poco influenzate dalla presenza della

pianta e dal suo apparato radicale ancora pocappato.
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Figura 4.27: Biomassa microbica totale del suolo drestuca arundinacealbarre verdi) e del suolonon
seminato (barre arancione) per i 6 campionamenti effettuatinel corso della sperimentazione in serra
(periodo aprile-settembre 2009). La barra gialla &elativa al campionamento iniziale (T).
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4.3.4.1 Analisi statistica dei dati

Per quanto riguarda I'andamento nel tempo di(Biomass Carbonnel suolo coltivato a
F.arundinacea l'aumento di tale parametro dal mese di agostmede di settembre risulta
statisticamente significativo in base al test post di Tukey, applicato in seguito al test
ANOVA (tab. 4.28). Non vi sono altre differenze rsificative nel tempo.

Nel suolo Non seminato la diminuzione del valore di B in corrispondenza dei
campionamenti di giugno e luglio & significativa senfrontata con i due campionamenti

precedenti (4 e 18 maggio '09).

parametro G.L. F Sig.
B¢ - F.arundinacea 3 4.857 .033
B¢ - Non seminato 5 8.127 .003

Tabella 4.28: Risultato del test ANOVA applicato aidati di B¢ (Biomass Carboip del suolo coltivato a
Festuca arundinacea del suoloNon seminato | dati sono relativi ai 6 campionamenti effettuai fra aprile
e settembre 2009. G.L. = gradi di liberta, F = risltato del test, Sig. = significativita al 5% (p<0.6).

In base al testdi Student, I'unica differenza statisticamentengigativa del valore di B fra
suolo coltivato e suolo non seminato si ha in spondenza del campionamento di luglio (tab.
4.29).

campionamento G.L. t Sig.
apr-09 4 .043 .968
mag-09 4 .029 .978
giu-09 4 2.321 .081
lug-09 4 7.890 .001
ago-09 4 1.821 .143
set-09 2 1.348 .310

Tabella 4.29: Risultato del testt di Student applicato ai dati di Biomassa Microbicatotale (Bc) nei 6
campionamenti effettuati, per il confronto fra le due condizioni sperimentali (seminato - non seminajo
G.L. = gradi di liberta, t = risultato del test, Sig. = significativita al 5% (p<0.05).

In base al test di correlazione di Pearson infinéati risultano non correlati, ossia il
parametro B ha un andamento significativamente diverso nellee dcondizioni

F.arundinaceae Non seminat@Correlazione di Pearson = 0.727; Sig. = 0.101).
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4.3.5 CARBONIO ORGANICO NEL SUOLO

La variazione del contenuto di carbonio organicbsu®lo non é risultata significativa né in
relazione al periodo di tempo considerato né conéado il dato relativo alla parte seminata
con quello della parte non seminata (tab. 4.30e Pparametro si attesta attorno ad un valore
medio di 1.83 %. Questo dato e spiegabile conttib fehe variazioni significative nellstock
totale di carbonio organico di un suolo si registraconsiderando tempi piu lunghi,
analogamente a quanto e stato riscontrato nellnspetazione in campo (par. 4.1.7).

Non sono state registrate fluttuazioni significativeanche per I'azoto totale del suolo, il cui

valore medio € 0.13% sia per la parte coltivalestuca arundinaceehe per ilhon seminato

Non seminato Festuca arundinacea

Data N° camp. C% dev.st. N % dev.st. C% dev.st. N % dev.st.
15/04/2009 B 1,73 0,36 0,32 0,01 / / / /
18/05/2009 T 1,87 0,14 0,15 0,01 1,71 0,19 0,12 0,0p
16/06/2009 T 2,29 0,41 0,14 0,02 1,87 0,15 0,11 0,0
20/07/2009 T 1,69 0,11 0,11 0,02 1,63 0,03 0,12 0,0
24/08/2009 T 1,89 0,27 0,10 0,01 2,14 0,35 0,14 0,0
21/09/2009 T 1,90 0,10 0,14 0,01 1,24 0,113 0,25 0,0

Tabella 4.30: Carbonio organico e azoto totale naluolo Non seminatoe nel suolo diFestuca arundinacea
relativamente ai 6 campionamenti effettuati nel caso della sperimentazione in serra (periodo aprile-
settembre 2009).
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4.3.6 MISURE BIOMETRICHE

Ad ogni campionamento sono stati registrati i dadmetrici di base della pianta, ossia
lunghezza di radici e foglie e peso fresco (fi@14. Per quanto riguarda le radici, si osserva
un allungamento massimo ad agosto e valori in cago ad un mese di distanza, al
campionamento finale di settembre. Le foglie invemastrano un aumento graduale della
lunghezza da maggio a settembre 2009. Il pesodngssenta un picco nel mese di luglio (si
osserva pero in questo caso una variabilita maéeaga fra le tre repliche, costituite da tre
vasetti trattati indipendentemente I'uno dall’aJiran calo ad agosto (dovuto probabilmente
ad una condizione di sofferenza a causa delletaitgerature registrate in serra) ed una

ripresa nel mese di settembre, in condizioni clichat piu miti.

@ (b)

Lunghezza radici e foglie Festuca arundinacea Peso fresco Festuca arundinacea
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Figura 4.31: Misure biometriche di Festuca arundinaceanell’arco dei 6 campionamenti dell’esperimento
in serra (maggio-settembre 2009). (a) lunghezza gentimetri di radici e foglie (b) peso fresco in gammi
del materiale vegetale totale di 1 vaso (espressante media di 3 repliche).
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Si é evidenziato in questo studio che interventbpavasivi e relativamente economici, quali
piantumazioni ma anche semplici lavorazioni delrdro, portano ad un’attenuazione di
situazioni di contaminazione complesse come quefldiata, associate alla presenza di
miscele di IPA *“invecchiati” e relativamente pocaobisponibili. Tali azioni hanno

caratteristiche di “sostenibilita” se comparate adtre tipologie di approccio alla bonifica o

messa in sicurezza.

Si vuole qui proporre una valutazione di un ulteeigparametro di sostenibilita, ossia un
primo bilancio del carbonio o “carbon footprint”ifipronta di carbonio) per un’area

piantumata con Festuca arundinacea ed utilizzatagperimentazioni di fitorimedio, finora -

al meglio della nostra conoscenza - non disponibile letteratura. Tale indicazione,

comparabile con il bilancio di carbonio di un terme nudo, puo fornire basi per una
valutazione del “carbon footprint” di tecnologiea @itorimedio rispetto ad altre tipologie di

tecniche di bonifica.

4.4 STIMA DEI FLUSSI DI CO, ALL'INTERNO DEL LOTTO DI
FESTUCA ARUNDINACEA

La sperimentazione effettuata in campo nel periadole-novembre 2009 ha permesso di
delineare una prima stima dei flussi di carbonibsigtema suolo-pianta a confronto con lo
stesso suolo senza pianta, al fine valutare ilrdmrtb della fissazione di CQda parte della
specie erbacea utilizzata e della respirazionesuab all'emissione di CQOn atmosfera. Tali
dati possono essere utilizzati per ottenere deflermazioni sull’ “impronta di carbonio” del
fitorimedio (carbon footprint indicatore di sostenibilita ambientale di procesprodotti), in
modo da poterlo confrontare con altre possibilintdagie applicabili nello stesso sito
(tecnologie di bonifica chimico-fisiche tradizional

In figura 4.32 vengono riportati i risultati delbaisure diurne di fotosintesi e respirazione del
suolo effettuate con lo strumento IRGA.

Il rateo di fotosintesi diF.arundinaceae stato misurato solo ad aprile e a luglio (non a
novembre in quanto la pianta era secca e gia & dagjuiescenza), con una misurazione
effettuata, per entrambi i campionamenti, fra le bt e le ore 14. In aggiunta a questi due

parametri, lo strumento IRGA misura evaporazioresdalo e traspirazione della pianta.
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In primavera (campionamento di aprile) il suol@esentava molto umido: é stata registrata
una forte evaporazione nella parte non seminatafreneella parte con pianta il valore risulta
inferiore. Cio e dovuto alla capacita delle radleila pianta di mantenere un buon grado di
umidita del suolo.

In estate (campionamento di luglio) il suolo sigaetava molto secco, infatti il valore di

evaporazione dal suolo é risultato molto basspaiticolare nella parte non seminata, rispetto

allo stesso dato misurato in primavera.

In linea con quest'ultimo dato e il valore di resgione del suolo di luglio, che nella parte

non seminata & molto basso (0.9tol CO/m?s). Cid indica che nel periodo di luglio

I'attivita batterica nel non seminato era estremateedotta.

Nella parte coltivata &.arundinaceail valore di respirazione totale del suolo a logdi €

mantenuto su livelli significativamente piu eleyatonfrontabili con quelli primaverili (2.81
mol CO/m?s).

Lotto Festuca arundinacea
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Figura 4.32: Rateo di fotosintesi (verde) e respimone totale del suolo dFestuca arundinacedrosso) e del
suolo Non seminato (giallo), relativamente alle tre giornate di campimamento (primaverile, estiva,
autunnale). | valori sono espressi in molco,/m?s e rappresentano osservazioni istantanee.

Di seguito vengono riportate due diverse stimendbilancio dei flussi di carbonio all’interno
del sistema suolo-pianta, in base alle misure m@iinteffettuate (NEP,Net Ecosystem
Production.

NEPISTANTANEOQO:

In tabella 4.33 € riportato il bilancio fra i flugliurni di CQ, in uscita e in entrata nel sistema

suolo-pianta, relativo alle tre giornate di anal{primavera, estate, autunno), calcolato
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sottraendo al valore istantaneo di fotosintesialove istantaneo di respirazione totale del

suolo:

- in primavera il bilancio istantaneo tra i flugsili 1.1 mol CO/m?s (assorbimento di G

nella parte coltivata &.arundinaceamentre nel non seminato il flusso & -2rBol CO/m?s

(rilascio di CQ all’atmosfera).

- in estate i valori sono di 1.9mol CO/m?’s nella parte coltivata B.arundinaceae di -0.9
mol CO/m?’s nella parte non seminata.

- in autunno si & assunto che la fotosintesi sitarimnitata; il flusso risulta essere negativo

in entrambe le condizioni: -1.6nol CO/m?s nella parte coltivata e -3.1 nel non seminato.

PRIMAVERA ESTATE AUTUNNO
F.arundinacea 1,1 1,9 -1,6
Non Seminato -2,5 -0,9 -3,1

Tabella 4.33: Bilancio fra i flussi diurni di CO, in uscita e in entrata nel sistema suolo-pianta fie parte di
lotto sperimentale coltivato aFestuca arundinacea nella parte di lotto lasciata non seminata.

NEPSULL'INTERO PERIODO:

Al fine di condurre una misura piu accurata € ne@es pero tener conto del fatto che la
respirazione del suolo non seminato e relativauss@mente alla componente eterotrofa del
suolo, mentre quella della parte seminata e dosiatalla componente eterotrofa (comunita
microbica del suolo) che alla componente autotfefapirazione delle radici della pianta).

| due contributi non sono stati distinti per il smocseminato, quindi i valori non sono
direttamente confrontabili.

Per ovviare a questo problema, il dato di respirazidel suolo coltivato € stato corretto in
base alle indicazioni presenti in letteratura syltaporzione fra contributo autotrofico ed
eterotrofico alla respirazione totale di un suadtiicato a specie erbacee.

Hansonret al. (2000) hanno sintetizzato i risultati di divestiidi in campo sul contributo della
respirazione della rizosfera (data dalla respirai@utotrofa delle radici sommata alla
respirazione microbica eterotrofa) alla respiragidotale del suolo. | dati considerati sono

integrati su scala annuale o su un’intera stagitinerescita delle piante studiate. E’ stato
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stimato, per un tipo di vegetazione non forestate,valore medio annuale di respirazione
della rizosfera pari al 60% della respirazionel®t@ale dato rappresenta un’approssimazione,
in quanto la respirazione radicale puo assumem@ivalolto diversi a seconda della specie e
varia a seconda della stagione (é solitamente raeggella stagione di crescita e minore nel
periodo di quiescenza della pianta).

Assumendo che la misura istantanea effettuata eappti la respirazione media giornaliera,
si e stimato il dato di respirazione complessivdistero periodo di analisi (aprile-novembre
2009), sommando le due aree riportate in figurd 4sBolo diF.arundinacea e 4.35 (suolo
Non seminatp | segmenti A e B, ai quali sono sottese le acedlegano nel grafico i tre

valori giornalieri del parametro in esame.

Figura 4.34: Le due aree evidenziate nel grafico mpresentano una stima della respirazione complessiv
del suolo diFestuca arundinaceanel periodo di tempo considerato (in blu: periodaaprile-luglio 2009; in
giallo: periodo luglio-novembre 2009), espressa ig(C)/m?.

Figura 4.35: Le due aree evidenziate nel grafico ppresentano una stima della respirazione complessiv
del suoloNon seminatonel periodo di tempo considerato (in blu: periodoaprile-luglio 2009; in giallo:
periodo luglio-novembre 2009), espressa in g(C)fm
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Alla respirazione complessiva del suoloFdarundinaceacosi stimata e stato quindi sottratto
il contributo della respirazione della rizosfera 0% della respirazione totale. R - da
Hansoret al, 2000):

= R = 40w
Rior =R + R, R

oT

E’ possibile a questo punto confrontare il valoosiottenuto di respirazione eterotrofica del

suolo coltivato (R, fig. 4.36) con quello relativo al suolo non seatm

periodo Rrot giornaliero Rrot complessivo Ra Rn
apr-09 2,93

F.arundinacea lug-09 2,91 547,90 328,74 219,16
nov-09 1,67
apr-09 2,55

Non Seminato lug-09 0,96 416,89 / 416,89
nov-09 3,21

Figura 4.36: in tabella sono riportati i valori di respirazione del suolo misurati in campo (Ror giornaliero)
e stimati per lintero periodo di analisi (Rror complessivo), espressi in g(C)f. Il valore di Rh per il
suolo coltivato aF.arundinaceaé stato calcolato come il 40% della respirazionetale (Hansonet al, 2000).

Il bilancio netto dell’ecosistema (NERet Ecosystem Productiprsi calcola in base alla
seguente formula:
a) NEP = GPP - R
Essendo:
b) NPP = GPP - R
la formula a) diventa:
c) NEP =NPP - R

dove

“GPP” é la Produttivita Primaria Lorda5foss Primary Productivily ossia la fissazione
totale di energia ad opera della fotosintesi; “NRP1a Produttivita Primaria NettaNét
Primary Productivity, che quantifica la conversione della £@mosferica in biomassa

by

vegetale; “R” e la respirazione eterotrofica del suolo.
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Se NEP < 0: prevale il rilascio di G atmosfera, ossia I'ecosistema é una fonte rdtiacao;
Se NEP > 0O: prevale I'assorbimento di £dall’'atmosfera, ossia I'ecosistema risulta essere
unsinkdi carbonio.

Essendo R significativamente inferiore nella parte di sudaoltivata aF.arundinaceaed
essendoci in aggiunta il contributo di assorbimeditdCO, da parte della biomassa della
pianta (attraverso la fotosintesi), si puo affernahe il bilancio netto dell’ecosistema sia
significativamente piu favorevole (tendente a viapmsitivi) nella partecoltivata rispetto al
non seminatpil quale costituisce invece una fonte di carbpeimntribuendo in questo caso
unicamente al rilascio in atmosfera tramite la iregone del suolo.

Per una scienza ed un’economia sempre piu attebitaaci della CQ queste informazioni
possono fornire elementi utili ad operare sceltéevad una gestione sostenibile del territorio

e delle risorse.
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5. CONCLUSIONI

Il lavoro sviluppato nell’arco dei tre anni di dothto ha avuto come fine la valutazione
dell’'applicabilita, dell’efficacia e dei vantaggmdientali apportati da interventi di bonifica a
basso impatto per la riqualificazione di aree cantate da inquinanti organici, come la
rizodegradazione. Si sono allestiti e gestitinovdotti sperimentali in un sito contaminato ed
una serra fredda per sperimentazione in condiziomontrollo migliori rispetto a quelle di

pieno campo.

Preliminarmente, considerando la criticita del peola dei siti contaminati nella provincia di
Trieste - che ospita un Sito di Interesse Nazior{8l¥N), oltre a diverse aree inquinate
dislocate sul territorio - si € evidenziata, comesgibile alternativa o approccio
complementare alle tecnologie tradizionali di bmaif(escavazioni, conferimenti a discarica,
cementificazione, interventi di tipo chimico-fisjgd’opportunita di considerare metodi che
abbiano costi ambientali ed economici contenutimeoil fitorimedio e I'attenuazione
naturale monitorata Una valutazione delle tipologie di contaminaziarszontrate su 492
sondaggi georiferiti nel S.ILN. “Trieste” e la dwafiione di criteri di applicabilta del
fitorimedio mediante un albero decisionale (presenlz contaminazione esclusivamente
superficiale, assenza di contaminazioni estrerhet-5pot%., relativa distanza da bersagli
sensibili) hanno portato a individuare 25 sondadg soddisfano questi criteri e che quindi
si prestano ad una successiva valutazione sitafg@eai applicabilita di approcci di

bonifica con fitorimedio.

Si é quindi proceduto agli studi sperimentali, @fati in indagini sito-specifiche -esterne al
SIN- sull'applicazione di essenze erbacee ad peaifica tipologia di contaminazione e in

studi sui flussi di carbonio nei lotti sperimentali
La prima sperimentazione di fitorimedio é statalsvan pieno campo in un sito inquinato

urbano di Trieste, situato in una porzione del ®atell’ex Ospedale Psichiatrico di San
Giovanni, studiando la rizodegradazione di una ammazione da Idrocarburi Policiclici
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Aromatici (IPA) “invecchiata” e quindi caratterizzada una moderata biodegradabilita,
operata da due specie erbadesstuca arundinacealolium perenne

| risultati relativi all'attenuazione della concestione di IPA nel suolo di Festuca hanno
dimostrato una buona capacita della pianta di ovigte processi di degradazione; nei primi 4
mesi di sperimentazione si € avuta un’attenuazil@h&2% sulla concentrazione totale di IPA,
mentre a 15 mesi dalla semina tale valore ha raggil80%. In ogni caso, gia al termine
della prima stagione di crescita le concentrazbriutti gli IPA monitorati erano scese al di
sotto dei limiti tabellari previsti dal D.Lgs. 18% (Tab. 1, colonna A, allegato 5, parte 1V,
titolo V).

Tale risultato, in accordo con precedenti studis@let al, 2008), suggerisce che la
degradazione della frazione piu biodisponibile d&#gA nel suolo pud avvenire gia nel corso
della prima stagione di crescita della pianta el@strapolazione di risultati di degradazione
a lungo termine a partire da studi di breve dupté fornire di conseguenza risultati non
attendibili. Anche nel suolo di controllo non seatm si € registrata una significativa
attenuazione della concentrazione di IPA, con uforgapari al 55% in 15 mesi di
sperimentazione, a fronte della semplice prepanazie diserbo meccanico del lotto

considerato.

La specid.olium perennaion é risultata essere altrettanto efficienteanélodegradazione di
IPA, mostrando valori di attenuazione della contamione confrontabili con quelli rilevati
nel suolo non seminato: le concentrazioni di IRAetiori a 10 volte la concentrazione soglia
di contaminazione per la destinazione d’'uso a verdeblico o residenziale del D.Lgs
152/2006, hanno subito una attenuazione in entrdenbendizioni sperimentali nel corso dei
15 mesi di osservazione, anche se inferiore a @jusitontrata peF.arundinacea E’ stato
evidenziato che il terreno impiegato per la spentazione in campo presenta concentrazioni
di nichel ben inferiori al limite indicato dal D.kg 152/06 per una destinazione d'uso del
suolo residenziale o a verde pubblico, ma supemwece ai livelli discreeningecologico
indicati dall'agenzia per I'ambiente americana (BBA, 2005), ossia le concentrazioni limite
al di sopra delle quali vi e la possibilita di uifleéto tossico per i vegetali. A tal proposito, &
stato evidenziato in precedenti studi ¢festuca arundinacepresenta un’elevata tolleranza a
contaminazione da metalli pesanti (Krzyzdlal, 2006), mentre per la spedielium perenne

la presenza di nichel a concentrazioni superioriinalli di tossicita riportati puo aver
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provocato fitotossicita (Wong e Bradshaw, 1982y conseguente riduzione di vigoria e
della capacita di rizodegradazione di IPA.

Questa osservazione e confortata dal’esame deiri di crescita delle due specie, che
hanno mostrato un diverso comportamerfestuca arundinaceda avuto una stagione
vegetativa piu lunga, con una copertura uniformecoenpatta nell'intero periodo di
sperimentazione, al contrario dolium perenneche ad agosto/settembre presentava la parte
epigea ingiallita e secca in diversi punti deldoffale differenza puo essere riconducibile alla
differente tipologia di apparato radicale, proformy Festuca e superficiale per Lolium, che
pud aver determinato per quest'ultimo una minoneacda di resistenza agli stress idrici.
Fenomeni abiotici di attenuazione sono risultaees significativi per quanto riguarda la
tipologia di inquinanti studiata; le lavorazioniiziali del terreno in campo possono aver
indotto o accelerato processi di degradazione i thimico-fisico della frazione di IPA

“ invecchiati” legata al suolo.

Una seconda fase dello studio sulla rizodegradazibiPA si € svolta in vaso, in una serra
fredda, con due successivi esperimenti.

Un esperimento preliminare in serra, con entrangbsplecie impiegate in campo e in due
diverse condizioni sperimentali (con e senza fer@zione organica), ha mostrato un buon
livello di attenuazione della concentrazione di IR#A suolo coltivato &estuca arundinacea
nei 4 mesi di osservazione, anche se tale perdentuatata di poco superiore a quella
registrata nel suolo di controllo senza pianta (5%8#tiro il 50% del non seminato).

Nel suolo coltivato dolium perennesi € avuta una percentuale di degradazione maggior
rispetto a Festuca e al suolo non seminato nelgpnmase di crescita della pianta, mentre nei
4 mesi successivi di osservazione le concentrasimmd rimaste stabili e al di sotto del limite
tabellare (ex D.Lgs. 152/06), sia nel suolo cortiliezazione che nelcontrollo senza

fertilizzante.

La seconda sperimentazione in serra, nella quaktata impiegata solamenteestuca
arundinacea e nella quale sono state considerate tre repliciigpendenti per ogni
condizione studiata, ha dato dei risultati inattéandamento della concentrazione di IPA é
risultato analogo fra suolo seminato e non semipatoil periodo di tempo considerato (sei

mesi), ad indicare che tale andamento non e sttenzato in modo evidente dalla presenza
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della pianta. Inoltre, non sono state registrateageoni significative di concentrazione in

funzione del tempo, né per il suolo coltivato n& flesuolo a riposo. Le condizioni

sperimentali utilizzate non hanno consentito di itoware i processi di rizodegradazione degli
IPA.

Si e osservata inoltre una grande variabilita &aré repliche indipendenti, indicando una
notevole eterogeneita nella matrice analizzatandliai statistica dei dati ha infatti chiarito
che le differenze di concentrazione nel tempo r@rossignificative a causa della variabilita

all'interno di ciascun campionamento.

Al fine di una valutazione della rilevanza dellieitta degradativa dei microrganismi del suolo,
si e analizzato il dato di biomassa microbica imeseche ha fornito risultati ben interpretabili.
Dopo un iniziale periodo di adattamento alle coiudiz particolari della crescita in vaso, la
popolazione microbica del suolo coltivato é cresciprogressivamente nella seconda meta
della sperimentazione, mentre quella del suolo s@minato € rimasta costante o addirittura,
considerando i valori medi, ha subito un calo rexiquo estivo rispetto ai valori del periodo
iniziale primaverile.

La maggiore abbondanza di biomassa microbica r@bstoltivato aFestuca arundinacea
non risulta, in questa sperimentazione in serrayetada ad un aumento della capacita
degradativa di IPA da parte della popolazione niiim® stessa. La degradazione non risulta
infatti influenzata dalla presenza della pianta ¢ahtrario di quanto registrato in pieno
campo). Il suolo non seminato in vaso ha mostratdrariamente un grado di attenuazione
naturale attorno al 30-40% nei sei mesi di spertamane, attribuibile in questo caso
maggiormente a fenomeni di tipo chimico-fisico, n@ssendo stato evidenziato un

corrispondente aumento nella quantita di biomasseobica del suolo.

Il test di fitotossicita (UNICHIM, 2003) non é rikato essere sufficientemente sensibile da
fornire informazioni utili a valutare I'efficaciaegjradativa delle specie impiegate e la tossicita
del suolo analizzato, ne per quanto riguarda lammgatazione in campo né per quella in vaso.
Un’ipotesi possibile per spiegare tale risultatche concentrazioni e tipologia di IPA fossero
tali da non provocare effetti tossici significativelle specie utilizzate per il tes€cumis
sativus Lepidium sativumSorghum saccharatum
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In merito alla speci€ucumis sativud’agenzia per 'ambiente statunitense (US-EPA)3)0
da come indicazione dicreeningun valore limite di tossicita nel suolo pari a #@/kg di
suolo secco per una miscela di IPA, misurato attsy il parametro EC50 (50%ffect
Concentratioi: il suolo utilizzato per i nostri esperimenti pemta valori di IPA totali sempre
inferiori a 10 mg/kg ss. Inoltre, la presenza nallg utilizzato per questo studio di miscele di
IPA “invecchiati” e a pesi molecolari elevati puoveane determinato una limitata
biodisponibilita, rendendo i test di fitotossicigoco sensibili per il monitoraggio della

detossificazione in un tale contesto.

Le condizioni sperimentali impostate per la spentagione in vaso paiono non aver
consentito una valutazione dei fenomeni di rizoddgrione pefFestuca arundinacealn
particolare si ritiene che le condizioni di contwodei parametri microclimatici debbano
venire migliorate rispetto a quanto impostato naléara fredda e che le dimensioni dei
microcosmi (vasi) impiegati possano essere incréamenQuesto per garantire un ambiente
con maggior inerzia rispetto a variazioni critidlaé es. stress idrici) ed una miglior resilienza

per le simbiosi tra comunita microbiologiche e peaimpiegate per il fitorimedio.

In campo, all'interno del lotto sperimentaleF#stuca arundinaceasi € impostato un primo
studio sui flussi di carbonio nel sistema suolaa misurando, seppur puntualmente e con
acquisizioni istantanee, i flussi di G@ ingresso attraverso la fotosintesi ed i flussiiscita
dovuti alla repirazione totale del suolo, mediameanalizzatore di gas all'infrarosso (IRGA).
Dalla stima preliminare effettuata risulta cheahtributo di assorbimento di G@a parte del
suolo con copertura vegetale é significativo, edséhfenomeno della respirazione del suolo
compensato dalla fissazione di €@d opera della fotosintesi della pianta, destiradia
produzione di biomassa vegetale. La parte di lotho seminata costituisce invece una fonte
di carbonio, contribuendo in questo caso unicameteilascio di CQ in atmosfera,
attraverso il processo di respirazione della coreptaeterotrofa del suolo.

Queste informazioni forniscono un utile strumen@® ichpiegare nella pianificazione di
attivita volte ad una gestione sostenibile deltmip e delle risorse. Poter quantificare i flussi
di carbonio derivanti da un intervento di fitorimedi ritiene essere un elemento essenziale
per comparare, attraverso un indice di sosterabiljtiale ilcarbon footprint I'efficienza

ambientale di diversi approcci alla riqualificazéodi aree contaminate.
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La metodologia di analisi impiegata per la misur@iminare sugli scambi di C(nhel sistema
suolo-pianta in questo studio su piccola scala fpodare un’utile applicazione in studi sul
bilancio del carbonio anche su scala piu ampiggnmatndo le suddette misure di respirazione
eterotrofa del suolo (effettuate a terra) con stilngateo di fotosintesi netta ottenute mediante
indici radiometrici (misure dremote sensing. L'integrazione di questi due tipi di analisi
rappresenta un effettivo strumento per la valutezidelcarbon footprintdi territori estesi,

come quello della provincia di Trieste.

Considerato che circa il 60% dei siti contaminathtengono una contaminazione mista di
organici e inorganici (Pilon-Smits, 2005), si evidi&a la necessita di effettuare studi di
fitorimedio in campo monitorando l'effetto di emntnle le tipologie di inquinante, attraverso
un lavoro interdisciplinare che metta in collegatoericercatori provenienti da differenti
settori. Molti esperimenti di fitorimedio, inoltr&engono condotti in serra o in laboratorio,
con suolo artificialmente contaminato e previa iktgazione del suolo ed inoculo della
microflora autoctona: cio crea delle condizioni toalliverse da quelle reali ed & possibile
ottenere dei risultati discordanti rispetto a queil sperimentazioni effettuate in campo. |
meccanismi che intervengono in un processo diifitedio sono risultati infatti essere molto
legati alle caratteristiche specifiche del siteegame, della contaminazione e alle condizioni
di crescita della pianta.

Gli sviluppi futuri di questo lavoro sono orientaila caratterizzazione della componente
microbica del suolo, che permetta I'identificaziodei ceppi presenti nel sito di studio in
grado di degradare la tipologia di inquinante &tatt E’ stato dimostrato in molti studi che
esistono organismi che degradano gli IPA (Kuiperal, 2001; Johnsen e Karlson, 2005;
Krutz et al, 2005). Analisi approfondite sulla popolaziondtér@ca del suolo vengono oggi
effettuate mediante tecniche molecolari quali lentea DGGE Denaturing Gradient Gel
Electrophoress) (Kirk et al 2005; Royet al 2005): si ritiene necessario associare
esperimenti di questo tipo a studi di rizodegraolazi di inquinanti organici al fine di
comprendere le differenze nella capacita degraalatigi ceppi microbici presenti nella

rizosfera rispetto a quelli presenti nello stessassenza pianta.

! Sono stati impostati studi su questo tema in coliabione con il Gruppo demote Sensined Ecologia del
Dipartimento di Scienze della Vita dell’'Universdagli Studi di Trieste.
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ABBREVIAZIONI

ANOVA: Analysis of Variance

B[a]A: Benzo[a]antracene

B[a]P: Benzo[a]pirene

B[b+k]F: Benzo[b+k]fluorantene
B[ghi]P: Benzo[ghi]perilene

BC: Biomass Carbon

C: Crisene

D[ah]A: Dibenzo[ah]antracene

DOC: Dissolved Organic Carbon
ECso: 50% Effect Concentration

GIS: Geographic Information System
IPA: Idrocarburi Policiclici Aromatici
FDA: Fluoresceina Diacetato

WHC: Water Holding Capacity

HC: Idrocarburi

IARC: International Agency for the Research on @anc
[[123-cd]P: Indeno[123-cd]pirene
IG%: Indice di Germinazione percentuale
IRGA: Infra-Red Gas Analyzer

LOD: Limit of Detection

MNA: Monitored Natural Attenuation
NEP: Net Ecosystem Production
NPP: Net Primary Production

P: Pirene

PAR: Photosyntetic Active Radiation
ppm: parti per milione

rpm: revolutions per minute

SIN: Sito di Interesse Nazionale

sVOC: semi-Volatile Organic Compounds
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APPENDICE I: UTILIZZO DI GIS E ALBERI DECISIONALI P ER
VALUTAZIONI SULL’APPLICABILITA DEL FITORIMEDIO

Come lavoro parallelo a quanto presentato in quessa € stato prodotto nel corso del
Dottorato uno strumento di supporto alle decisigiie a valutare I'applicabilita di tecnologie
di bonifica “a basso impatto ambientale” (intervantsitu caratterizzati da una impronta di
carbonio earbon footprint contenuta) quali ilfitorimedio e I'attenuazionenaturale
monitorata (MNA, Monitored Natural Attenuation in aree inquinate estese e a
contaminazione eterogenea, sia per tipologia chenpéondita e concentrazione.

| risutati qui riportati sono stati ottenuti utiando il softwaréArcGISdi Esri, con il quale é
stato costruito un database georeferenziato cquossibilita di applicarvi criteri di scelta
selezionati da alberi decisionali.

L’albero decisionale (illustrato in fig. 6.1) € ustrumento che consente di effettuare una
rapida valutazione preliminare sull'applicabilitd dn intervento di fitorimedio ad un
determinato sito (ITRC, 1999). Questo schema rimassin pochi punti gli aspetti piu
importanti che possono influire sulla riuscita di wattamento di fitorimedio e permette di
stabilire preliminarmente se tale tecnologia sanih al sito in questione.

L’albero decisionale consiste in una serie di cdasizioni iniziali sulle condizioni climatiche
e sulle caratteristiche della contaminazione piesael sito oggetto di studio; vi € poi una
parte centrale atta a stabilire quali siano i gmsmeccanismi di fitorimedio coinvolti
(fitoestrazione, fitovolatilizzazione, fito- e ridegradazione, fitostabilizzazione), in base alle
caratteristiche del contaminante e delle specietadig mentre I'ultima parte dello schema
riguarda la destinazione finale degli inquinantaenodalita di smaltimento della biomassa
utilizzata per la bonifica.

L’applicazione di questo strumento consente unaitgaione iniziale, che richiede una

successiva analisi piu approfondita sulle variadib-specifiche.
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Figura 6.1: Albero decisionale per valutare I'applcabilita del fitorimedio quale tecnologia di bonifca ad
un sito contaminato (da ITRC, 1999).
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E’ stata effettuata una prima valutazione su uaaentaminata estesa del Sito di Interesse
Nazionale (SIN) “Trieste”, la piana di Zaule (india in fig. 6.2), all'interno della quale sono
stati completati i Piani di Caratterizzazione, tiglaa 492 sondaggi per un totale di circa
30.000 dati analitici.

Figura 6.2: L’area di studio (piana di Zaule) ed isondaggi presi in considerazione in questo lavoro.

Sono state ricercate, all’interno del SIN, dellmeaon cui un approccio di bonifica quale il
fitorimedio fosse ragionevolmente applicabile, attraversoleldiimento di un Sistema
Informativo Geografico (GISGeographic Information SystémTale strumento integra
informazioni analitiche sulla contaminazione trattd piani di caratterizzazione dell’area e
criteri di selezione volti ad escludere le aree mwmmee alle tecnologie considerate.

Il Sistema Informativo Geografico messo a puntoquessto lavoro € basato sulla Cartografia
Tecnica Regionale Numerica (CTRN) e daktabaselivingstone (Golder Associates S.r.l.),
utilizzato per gestire linformazione sulla contmazione ricavata dai Piani di
Caratterizzazione del SIN.

Successivamente, per valutare l'adeguatezzafitgimedio alle aree adiacenti ai 492

sondaggi analizzati, sono stati applicati i seguatteri decisionali:

1. Assenza di sondagpptspot per gli interventi di fitorimedio vengono seleaaie aree

con concentrazioni di inquinanti da basse a modegrat con distribuzione della
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contaminazione il piu possibile omogerfg&-EPA, 2000); eventualiotspotdevono
essere trattati con altri tipi di tecnologie;

2. Eliminazione dei sondaggi posizionati entro un raggi 35 metri dal sondaggio
hotspot € questo un criterio conservativo, scelto al fitieselezionare aree con
contaminazione moderata,

3. Contaminazione limitata ai primi 3 metri di profaotad la contaminazione deve essere
raggiungibile dall’apparato radicale della pianfinahé questo tipo di trattamento

risulti efficace.

Come risultato del lavoro si & ottenuta una magpar@orta le aree, selezionate in base ai
suddetti criteri, all'interno delle quali € potealmhente applicabile iffitorimedio quale

tecnologia di bonifica (fig. 6.3).

Figura 6.3: Sondaggi risultati idonei all'applicazone delfitorimedio quale tecnologia di bonifica in base ai
criteri di scelta selezionati (v. par. 4.7), all'iterno dell'area della piana di Zaule (SIN “Trieste”).

Per il fitorimedio, le aree cosi individuate rapgetano indicativamente il 5% del totale delle
aree analizzate e su di esse risulta ragionevalduwrce approfondimenti sito-specifici per

valutare I'applicabilita di questi approcci, poaustosi e a basso impatto ambientale.
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Tra gli sviluppi futuri si cita la possibile integgrione del Sistema Informativo Geografico con
un modello idrogeologico di dettaglio, attualmeimtéase di valutazione.

| risultati di questo studio sono stati presenghtkKl Congresso di Chimica dellAmbiente e
dei Beni Culturali (della Torret al, 2008).
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