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Introduzione

Il progetto si propone di valutare I'impatto dovuto alla riconversione a carbone della Centrale ENEL di
Civitavecchia “Torvaldaliga nord” attraverso azioni di biomonitoraggio.

I principali inquinanti potenzialmente dannosi emessi della Centrale attualmente in costruzione
saranno: SO2, NOx, polveri sottili e ultrasottili, radiazioni ionizzanti dovuti alla presenza di radionuclidi
in tracce nel carbone e nelle ceneri, metalli pesanti (in particolare As, Ni e Hg), IPA (idrocarburi

policiclici aromatici), PCDD/PCDF (diossine), ammoniaca e alogenuti.

Il progetto si compone di tre azioni modulari e complementari di biomonitoraggio sulla componente

vegetale, animale ed umana:

— Monitoraggio di impatto ambientale tramite uso di bioindicatori vegetali (licheni).

— Valutazione del danno primario al DNA (comet assay) in organismi animali

“sentinella” sia terrestri che marini.

Dette azioni sono gia state svolte nel 2010. I risultati che si otterranno nell’anno 2011 saranno utili per
un confronto con quelli dell’anno precedente al fine di valutare una modifica dei parametri ambientali

collegati al funzionamento della Centrale.



Monitoraggio di impatto ambientale tramite uso di bioindicatori vegetali (licheni)

Lo scopo del progetto ¢ effettuare uno studio di biomonitoraggio della qualita ambientale tramite
licheni epifiti nel territorio interessato dalla centrale termoelettrica di Torre Valdaliga Nord
(Civitavecchia - Roma), di recente conversione a carbone, come richiesto dall’osservatorio ambientale
costituito dai comuni limitrofi (Allumiere, Civitavecchia, Santa Marinella, Tarquinia e Tolfa). Questo
studio mira principalmente a fornire una stima dell'impatto della conversione monitorando I'evoluzione
e 1 cambiamenti che si verificheranno nel corso degli anni nelle comunita licheniche presenti nell’area
interessata dall’attivita della centrale in oggetto. Come punto “zero” dello studio, si fa riferimento
all'indagine effettuata nel 2010, anno di attivazione del nuovo impianto.

Le metodologie applicate per ottenere la valutazione della qualita dell’aria sono:

1. Determinazione dell’Indice di Biodiversita Lichenica (I.B.L.)

2. Analisi chimica degli elementi in traccia accumulati in talli lichenici trapiantati.

La bioindicazione utilizza la sensibilita dei vegetali ai contaminanti atmosferici e permette di ottenere
informazioni sulla situazione ambientale di vaste aree. Nelle specie sensibili, in caso di inquinamento,
possono verificarsi modificazioni morfologiche, modificazioni fisiologiche con seguente riduzione della
vitalita e danni genetici che si riflettono in cambiamenti a livello delle comunita vegetali e della
biodiversita (metodo indiretto).

Nel caso del bioaccumulo, si utilizzano specie resistenti all'inquinamento atmosferico o comunque in
grado di accumulare nel tempo quantita anche elevate di elementi quali metalli pesanti, composti
organici, radionuclidi ed altri composti. Questa tecnica prevede Ianalisi chimica degli elementi

accumulati nel materiale vegetale (metodo diretto).

1. Indice di Biodiversita Lichenica

La biodiversita dei licheni epifiti ha dimostrato di essere un eccellente indicatore dell'inquinamento da
sostanze gassose fitotossiche. I licheni rispondono infatti con relativa velocita ai cambiamenti
ambientali e possono ricolonizzare in pochi anni ambienti urbani ed industriali qualora si verifichi un
miglioramento delle condizioni ambientali, come dimostrato in molte parti d’Europa (Seaward, 1997).
Gli studi della qualita dell’aria mediante licheni hanno trovato anche in Italia larga diffusione a partire
dagli anni ottanta. La metodologia oggi utilizzata si basa su un protocollo standardizzato, pubblicato

dal’Agenzia Nazionale per la Protezione del’Ambiente e per i Servizi Tecnici (ANPA  2001),



concordato in ambito europeo e che definisce regole precise per le strategie di campionamento, il
rilevamento ed il calcolo della biodiversita lichenica.

I’LB.L. consente di stimare gli effetti biologici dell'inquinamento misurando le deviazioni da condizioni
normali delle comunita licheniche. Tale metodologia risulta essere particolarmente utile per stimare gli
effetti sinergici degli inquinanti sulla componente biologica e rappresenta quindi uno strumento
indispensabile di monitoraggio non alternativo, ma complementare a quello strumentale.

Per il presente studio, sono state individuate, seguendo la metodologia ANPA, 25 stazioni (UCP, Unita
di Campionamento Primarie). Le UCP non sono state uniformemente distribuite sul territorio, ma
disposte con una densita maggiore vicino alla centrale di Torre Valdaliga e minore nelle zone piu
lontane dalla centrale, anche in funzione della direzione dei venti principali. I’L.B.L. verra determinato
in 18 delle 25 UCP individuate inizialmente.

Le UCP sono aree quadrate con lato di 1 km all'interno delle quali, secondo procedure standard,
vengono individuati gli alberi (forofiti) su cui si esegue il rilevamento della biodiversita lichenica.

La B.L. sara rilevata su Quercus pubescens, Q. cerris, Q. ilex, Tilia sp. e Pyrus piraster, specie arboree a scorza
acida presenti nell’area. Il numero di forofiti su cui effettuare i rilievi in ciascuna UCP sara compreso tra
un minimo di 3 e un massimo di 12, a seconda della disponibilita di alberi in possesso delle
caratteristiche di rilevabilita. Per raggiungere le UCP e georeferenziare i forofiti si fara uso di una
apparecchiatura GPS. I’LB.L. verra rilevato utilizzando il reticolo descritto nel manuale ANPA (2001) e
tutte le informazioni necessarie per 'individuazione delle stazioni e dei forofiti e per la ripetizione dello
studio verranno riportate nelle apposite schede.

I valori di I.B.L. rilevati saranno interpretati utilizzando la scala di interpretazione elaborata per 'area
Tirrenica (Loppi et al, 2002) che permette di individuare 5 classi di alterazione rispetto a condizioni
ambientali considerate di “naturalita”. I risultati verranno rappresentati graficamente producendo una
carta di naturalita/alterazione con il programma di mappatura Surfer 7.0.

Inoltre, i dati verranno correlati con la presenza industriale e urbana e con i fattori climatici, la lista
floristica sara analizzata e commentata e, per ogni stazione, verranno elaborati gli indici ecologici di pH,
xerofitismo, fotofitismo ed eutrofizzazione delle specie per una migliore caratterizzazione dell’area di

studio.

2. Bioaccumulo nei licheni

Il progetto prevede un monitoraggio biologico basato sull’utilizzo di trapianti lichenici, poiché, da un
sopralluogo effettuato nell’area di indagine, ¢ emersa 'assenza di una vegetazione lichenica idonea

all’analisi di talli presenti 7 situ.



Per le indagini di bioaccumulo verra utilizzato il lichene Ewvernia prunastri (L.) Ach., uno dei licheni
fruticosi piu comuni d’Italia, gia ampiamente utilizzato in studi del genere. Le caratteristiche
morfologiche del tallo, costituito da lobi (lacinie) a sezione appiattita, offrono una grande superficie di
esposizione e favoriscono la preparazione del campione per le analisi chimiche.

Le stazioni di monitoraggio per il bioaccumulo saranno fatte coincidere con quelle utilizzate per il
rilevamento dell’LB.L. per favorire I'integrazione dei risultati ottenuti con le due motodologie.

Le metodiche di campionamento, preparazione ed analisi chimiche dei campioni seguiranno le linee
guida proposte dal’APAT.

I talli di E. prunastri necessari per 1 trapianti saranno raccolti nella Riserva Naturale di Monte Casoli
(VT), dove lelevato grado di naturalita dell’area, non antropizzata e lontana da evidenti fonti
d’inquinamento, garantisce una bassa concentrazione iniziale di metalli nei licheni. Questo permettera di
distinguere facilmente ’'accumulo di tali elementi dovuto all’esposizione.

Le “bags” verranno realizzate con porzioni di 10 X 20 cm di rete in plastica a maglie di dimensioni 0,5
x 0,5 cm, preventivamente lavate in acqua distillata e chiuse con un filo in PVC con il quale saranno
anche fissate agli alberi. In ciascuna bag verranno posizionati tre talli distesi, in modo da evitare
sovrapposizioni e massimizzare la supetficie esposta. Alcuni det talli raccolti saranno conservati a -80°C
come materiale di riferimento (“bianco”) per le analisi.

Le bags verranno esposte entro 3 giorni dall’allestimento, in ciascuna stazione, su rami di alberi
preventivamente ripuliti da foglie o ramificazioni secondarie, ad un’altezza da terra maggiore di 150 cm
per evitare contaminazioni derivanti dal suolo. Le bags saranno esposte evitando la prossimita di strade
ad elevato traffico veicolare o altre fonti d’inquinamento per un periodo di 3-4 mesi.

I campioni ritirati saranno estratti dalle bags, ripuliti dal materiale estraneo, essiccati in stufa a
temperatura non superiore a 40° per limitare la perdita degli elementi volatili, polverizzati in mortai a
sfere d’agata e sottoposti alle analisi di laboratorio.

La determinazione del contenuto dei metalli pesanti verra effettuata mediante spettrofotometria ad
assorbimento atomico. Si procedera alla determinazione delle concentrazioni dei seguenti elementi:
alluminio (Al), arsenico (As), berillio (Be), cadmio (Cd), cromo (Cr), rame (Cu), ferro (Fe), manganese
(Mn), mercurio (Hg), nichel (Ni), piombo (Pb), titanio (T1), vanadio (V) e zinco (Zn).

I risultati delle analisi verranno interpretati sia singolarmente che in relazione ai dati ottenuti con il

metodo dell’.B.L.
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Valutazione del danno primario al DNA (comet assay) in organismi animali “sentinella”

La valutazione di esposizione precoce ad agenti mutageni verra effettuata attraverso I’analisi del danno
primario al DNA (Comet assay) in tre differenti organismi animali “sentinella” opportunamente scelti,
rappresentanti di differenti habitat presenti nel territorio potenzialmente interessato dall'impatto della
centrale termoelettrica a carbone.

L’analisi del grado di rottura del DNA valutato attraverso il test della cometa come “biomarcatore” di
esposizione correlato al rischio cancerogenetico, al danno riproduttivo e ad altri effetti negativi derivanti
dall’inquinamento ambientale ¢ stato valutato in diversi organismi animali (pesci ossei, anfibi molluschi,
policheti, crostacei) esposti a diversi contaminanti ambientali derivanti dalle attivita antropiche come
metalli pesanti, idrocarburi policiclici aromatici, diossine e composti mutageni nitroderivati (Shugart,
1990; Everaarts ez al., 1994; Everaarts et al., 1995; Padrangi ez al., 1995; Belpaeme ¢ al. 1996; Ralph ez al.,
1996; Mitchelmore and Chipman 1998, Lee and Steinert 2003; Regoli ¢z a/. 2006)

Il Comet Assay risulta quindi un metodo sensibile affermatosi anche perché tecnicamente semplice e
potenzialmente applicabile a qualsiasi cellula eucariote nucleata.

La valutazione della esposizione precoce ad agenti mutageni verra effettuata attraverso I'analisi del
danno primario al DNA (Comet assay) nei seguenti organismi: il pesce osseo lagunare Aphanius fasciatus,

il cefalopode marino-costiero Paracentrotus lividus, un echinoderma marino-costiero Octopus vulgaris e il

gasteropode terrestre Helix aspersa. Le stazioni di campionamento sono descritte nella cartina allegata.



1 Apbhanius fasciatus

1l pesce Aphanins fasciatus ¢ tipico di ambienti lagunari del mediterraneo, dove compie lintero ciclo
biologico. Si tratta di una specie relegata a questi ambienti che solo a causa di eventi alluvionali puo essere
trasportata passivamente in mare. Per tale motivo questa risulta una specie target idonea, rappresentativa
delle condizioni ambientali delle lagune in cui vive, le quali, a loro volta, per la scarsa circolazione idrica
possono essere sede di accumulo di eventuali inquinanti.

La stazione di campionamento scelta ¢ la R.N. delle Saline di Tarquinia, area protetta che non ¢
sottoposta ad impatti antropici, che ¢ posta a N.O. rispetto alla Centrale di Torrevaldalica nord, quindi
sottovento rispetto ai venti dominanti di scirocco.

Le analisi saranno condotte su eritrociti di 5 — 10 individui per ogni campionamento effettuato; saranno
condotti 2 campionamenti stagionali (1 + una replica) nelle due stazioni individuate, per un totale di 4

campionamenti e 20 — 40 individui.

2 Rana esculenta complex

Gli anfibi compiono gran parte degli scambi respiratori attraverso la cute, per cui assorbono facilmente e
con immediatezza gli inquinanti eventualmente presenti negli ambienti che frequentano.

Il complesso Rana esculenta, inoltre, ¢ costituito dalle due specie parentali Rana lessonae e Rana ridibunda e
dall’ibrido Rana esculenta. 1’ibrido Rana esculenta puo riprodursi solo per ibridogenesi con Rana lessonae, per
cul necessita di questa specie parentale per compiere il proprio ciclo. L’elevata eterozigosi dell'ibrido gli
conferisce una maggiore resistenza a condizioni di stress ambientale per cui le percentuali relative di R.
lessonae e R. esculenta possono definire la qualita delle acque attraverso il cosiddetto “Indice Rana esculenta”
(Andreani ez al., 2003).

La valutazione della esposizione precoce ad agenti mutageni verra quindi preceduta da una preliminare
valutazione di tale indice, attraverso il riconoscimento delle due specie con marcatori genetici, al fine di
definire la qualita ambientale attuale delle stazioni di campionamento.

Sono state individuate le seguenti 4 stazioni di campionamento: stagni in prossimita della R.N. delle Saline
di Tarquinia (1 stazione), stagni della R.N. di Macchiatonda (1 stazione), stagni dei Monti della Tolfa (1
stazione); Bosco della Roccaccia (Tarquinia — 1 stazione).

Le localita di prelievo sono state scelte in base alla loro ubicazione, a N.O. a E. e a S.E. rispetto alla
Centrale di Torrevaldalica nord, quindi sottovento rispetto ai venti dominanti di scirocco, libeccio e

maestrale; inoltre tali aree non sono sottoposte ad impatti rilevanti di altra natura.



Le analisi saranno condotte su eritrociti di 5 — 10 individui per ogni campionamento effettuato; saranno
condotti 2 campionamenti (1 + una replica) in 2 stagioni, per un totale di 10 campionamenti e 20 — 40

individui.

3 Helix aspersa

Le specie del genere He/ix hanno la capacita di accumulare diverse classi di inquinanti di natura chimica e
si trovano in costante contatto con il substrato e le deposizioni umide che su di esso si formano e per tale
motivo sono ampiamente utilizzate nel biomonitoraggio di habitat terrestri (Regoli e a/. 2006 e citazioni
1vi contenute).

Il gasteropode terrestre Helix aspersa ¢ ampiamente diffuso in tutti gli habitat terrestri della zona
potenzialmente interessata da ricadute di inquinanti, ed ¢ quindi possibile scegliere opportunamente
diverse stazioni di campionamento, pitt 0 meno prossime all'impianto di Torrevaldaliga nord.

Tre stazioni di campionamento “prossime” sono localizzate ad una distanza massima di dieci chilometri
dall'impianto lungo le tre direttrici principali definite dai venti dominanti (N.O. N.E. e S.E.), mentre altre
tre stazioni “distanti” sono localizzate in zone limitrofe, non sottoposte ad impatti rilevanti di altra natura:
R.N. delle Saline di Tarquinia, R.N. di Macchiatonda e Monti della Tolfa.

Le analisi saranno condotte su ematociti di 5 — 10 individui per ogni campionamento effettuato; saranno
condotti 2 campionamenti stagionali (1 + una replica), per un totale di 4 campionamenti e 20 - 40

individui.

4 Octopus vulgaris

E’ un cefalopode stazionario che vive nelle zone costiere ed ¢ quindi suscettibile ad essere esposto alle
contaminazioni (Mangold, 1983). Le condizioni ambientali locali influenzano I'accumulo dei metalli nei
tessuti e molti studi hanno dimostrato la capacita di questi organismi nell’accumulare alti livelli di
elementi essenziali e non essenziali, soprattutto nelle ghiandole digestive. (ex. Miramand and Guary,
1980; Miramand and Bentley, 1992; Bustamante ¢# a/., 1998a, b; Raimundo e7 a/., 2004,2005; Napoleao ez
al., 2005). Saranno testati animali catturati in natura in 4 stazioni da S a N di Civitavecchia seguendo le
correnti e la ventilazione predominanti dell’area (S-N): Santa Marinella, Civitavecchia, Tarquinia e
Montalto di Castro. Ogni campionamento prevede il prelievo di 5 organismi per ogni specie in ogni
stazione con frequenze diverse durante la durata del monitoraggio, in base ai risultati ottenuti nelle

campagne precedenti. Ogni individuo campionato sara immediatamente messo in ghiaccio per massimo



3h, poi sara pesato, misurato e identificato il genere. I tessuti campione saranno immediatamente

sezionati per poi essere processati con ’analisi del danno genotossico tramite il test del DNA cometa.

S Paracentrotus lividus

E’ un echinoderma che vive stanzialmente nelle aree costiere e si nutre prevalentemente di alghe e
fanerogame marine (Posidonia oceanica). I tessuti che saranno presi come campioni sono le gonadi, le
cellule digestive e le pareti corporee. Le gonadi sono particolarmente sviluppate nel periodo invernale e
tardo primaverile. Saranno testati animali catturati in natura in 4 stazioni da S a N di Civitavecchia
seguendo le correnti e la ventilazione predominanti dell’area (S-N): Santa Marinella, Civitavecchia,
Tarquinia e Montalto di Castro. Ogni campionamento prevede il prelievo di 5 organismi per ogni specie
in ogni stazione con frequenze diverse durante la durata del monitoraggio, in base ai risultati ottenuti
nelle campagne precedenti. Ogni individuo campionato sara immediatamente messo in ghiaccio per
massimo 3h, poi sara pesato e misurato. I tessuti campione saranno immediatamente sezionati. In

questo organismo sara valutata soltanto la concentrazione di eventuali metalli pesanti.

Per controllo, per quanto riguarda le due specie marine, saranno effettuati dei campionamenti in un
area meno esposta agli agenti inquinanti ed agli effetti dell’antropizzazione, quale I’Area Marina

Protetta ‘Arcipelago Toscano’ nella zona Giannutri.

I test saranno affiancati dall’analisi delle concentrazioni di metalli pesanti, oltre che sull’Octopus vulgaris e
sul Paracentrotus lividus, anche sui tessuti dei tre organismi sentinella (Aphanius fasciatus, Helix aspersa e

Rana esculenta complex). Di seguito 1 metalli che saranno indagati: As, Cd, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb.
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