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RIASSUl:TO 

La deeradazione m1crobica della T,C.D.D, proposta da più parti 

e con varie modalità come mezzo di decontaminazione, ha come 

base sperimentale descritta in letteratura, il lavoro di Matsumura 

e Benezet ( Enviromental Health Perspectives, 1973, pag, 253 ) nel 

quale si riportano risultati quantitativi ottenuti con alcuni 

ceppi ( 5 su 100 già preselezionati come attivi su pesticidi ), 

e si dichiara di non aver potuto incrementare la loro velocità 

di degradazione della T.C,D,D, 

In tale carenza di precedenti ricerche sul problema, le pBopo

ste sperimentate nell'I,S,S, hanno seBUtto due linee; la prima 

consistente in inoculi microbici attivi su sostanze clorurate 

(ma non sperimentati su T.C.D.D. ), la seconda, consistente 

nel saggiare m1crorganismi isolati dal terreno contaminato di 

Seveso e m.icrorganismi di collezione·. 



In questi ultilld aiUÙ, numerosi studi hanno dimostrato 11 ruolo 

svolto la diverse specie microbicbe nella degradazione di composti 

or~ci, naturalmente o artificialmente presenti nell'aabiente, 

e &ià dalle prime osservazioni, eseguite durante la campagna 

di ricerca dei giacimenti petroliferi ( 1 ), si sono andati 

via via acquisendo numerosi dati sia sui substrati che sui 

mecoanismi implicati nella loro degradazione ( 2,3,4,5,6 ), 

Particolare rilievo hanno assunto queste coposoenae anche in 

~elazione al problema derivante dal massiccio impiego in agricoltu

ra di diserbanti e pesticid1, per il miglioramento della resa 

agricola, che hanno fatt~ sorgere, in relazione al passaggio di 

tali sostanze negli alimenti, 11 pro~lema della loro degradazione, 

In pal"t!oplare sonn stati studiati gli intermedi metabolici impli

cati nella deeradazione di diversi composti oreanici, 1 mecca!lJ.smi 

enzimatici di idrossilazinne e di rottura dell'anello carbonioso e 

la ~tura degli enzimi che prendono parte a tali processi ( 7,f,g, 

10,11,12,13 ), 

Si llllll!lStte, generalmente, che il processo di idrcssilaldone sia 

la tappa essenziale per la rottura enzimatica dell'anello~; gli enzi

mi che catalizzano tali reazioni soM stati indicati con il termine 
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o~oida•i ( 14 ) • 

!. 'atth1tk metabolica dei micl"oreanii!mi nei cor.fronti 'èielle 

molecole oreaniche ha lasciato intravedere la possibilitk di un 

loro impiego industriale. 

E' ben noto, infatti, che miscele microbiche variamente composte 

o singcl~ specie veneono utilizzate nelle industrie petrolifere, 

in azri::~t~a, nel trattamento di scarichi industr~li e nella 

produzio!'le di maneimi per ueo ~ooteonico. 

Particolare rilievo, infine, assume l'impie5o dei microrganismi 

nel trattamento di ambienti contaminati da co~osti oreanici quali1 

fenoli, detereent1, graesi,cellulosa, cresoli, nafteni, olii, 
. ·: 

aloooli, paraffine, eco. 

Pertanto, alla luce di «ueote conoscenze ed in occasione del ben 

noto ir~idente di Seves~, cor~eeuente àlla fuoriuscita da un reatto-

1·e di tr:i cl('I.':"Ofenolo e T. C. !l.D. oon vasta oontBJtLinazione dei luoe;hi 

~o!<.o·Jr.ti, \:.Coanto ad altri mezzi di bonifica, ~ stata avanzata 

l'ipotesi di impiegare anche fanghi microbici. 

La mancanza di precisi dati bibliografici, ad eccezione del lavorc 

di Matsumura e Benetz ( 15) sulla degradazione della T.C.D.D. da' 

parte di microrgatdsmi, ha reso necessaria, prima di utilizzare 
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sul campo f&nehi miorobici, una apert.entazione in laboratorio al 

t~ne di veriticarne la validitk appltcattva, 

Scopo della presente nota é, pertanto, quello di riferire i 

risultati ottenuti nel corso di tali eparimentazioni, eeaguita 

sulla base di protocolli presentati da alcune Ditte i"tereaeate 

al tr~~ottamento di bonifica mediante microrsaniemi, 

Le esperienze rel~~otive alle miscele miC1'o'hiche oaqero.i.ali sono 

state oondotte aia B"- terrenn contaminato di Seveso ohe ou aubstra

ti di minima addizionati di T.C.D.D. 

Ulteriori ri~erche veneono condotte eu mioror~iami isolati dal 

terreno oontsmiMto di seveso ( zona A ) e su m1ororean1smi di 

r.'llazinne ( PBeudomopqs sp, E. coli, Corinebpot![~ae sp, ser;atiae 

s~, Aoroaobacter ap), appartenenti a specie descritte in letteratura 

on=.e valide nella deeradnzione di oompost1 or6Bnic1 diversi, 

!e ricerche sui micror~smi isolati dnl "'-'Ol' co~>'fla;ninato 

sonn state dettate dal presupposto che il contatto co~ la. T.C.D,D., 

analogame~te a quanto tpotizzato per altri composti orca~ici, 

:P"Ò essere in erado di ir.durre nei micro~.:,;e::bJlli capaci t.à dazl'f.da"

+.t ,, !'avorire 1 •affermarsi di popclazinni dot•te di i.lrmeo oorre

ir: e-.zil!l.Btioo, presuppoati Q.1lest1 suffl'a.:;ati ~nr."e 1a 'l"~nto 
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riportl!otO in letteratura aùJ.· periodo ai semi vita della T,C,D,D., 

che' risulta eosere di cil'ca/un anno ( 16 ) , 

Le ricerche, invece, .sugli stipiti di collezione rivestono caratte-

re di •verifica•· di eventuale attività deeradante su modelli di 

diberu:oparadtossiné, tenendo sempre presente le esperienze di 

L~tsumura ( 15 ) che, purtroppo, evidenziano la bassissima incidenza 

di microrganismi atti a tale degradazione. 

o o o o o o o o o o o o 
.. , o o o o o o o 0·0 o o o o o 

·.·.Ai.el q\\l!'drO del1a deao~nazioné da T,C,D,D. del terreno di 

'Seveso .sono 'state effettuate .quattro serie di sperimentazioni 

impiegando due diverse misòele microbiche commerciali, denominate 

w e P, for:ilite.da Ditte specializzate e operanti nel settore della 
• 

deòontami!lAzione ambientale·, 

Le sper1mentazion1 sulle due miscele miorobiche sono state condotte 

.. ,., ...... - . 
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r;e Dit·te ;produttrici, in base ad esperienze pluriennali, avevano 

potuto rilevare la netta capaoith demolitrice delle predette 

~iscele nei confronti di composti oreanici di varia natura 

ed aro~tioi in particolare, 

Gli esperimenti, in accordo con le Ditte produttrici, sono stati 

cosi arti-alati, 

I Sptrimentazione su terreno di Seveso 

a) Preparazione del terreno contaminato 

Sono stati omogenizzati n• 4 testimonm prelevati nella zona A 

di Seveso ( 10Z,103,1041 105) del peso totale pari a g 1402. 

Tale terreno é stato ~uddivtso in quattro aliquote da g 450 

450-251-251 ( contenuto teorico in T.C.D,D. circa 1,~ mcg/aliquota), 

Le prime ilue all quote sono state addizionate di acqua nella 

propor~ione di 1:4 e sottoposte al trattamento rispettivamente 

con la miscela microbica W e P, mentre le restanti aliquote 

sono state addizionate esclusivamente di acqua nel rapporto di 1:6. 
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b) Riattivazione delle miscele microbiche 

g 25 (W) e g (40) (P) sono stati addizionati rlapettivamente 

con soluzione fisiologica in rapporto di 1110 ~con acqua 

minerale non gaseata in rapporto di 116. Tali miRcele sono 

state poste , quindi, a 32°C psr 1 o~. 

c) Arricchimento del terreno 

l'lel terreno di seveso eono state effettuata la seguenti aggiunto 

W) X:,H2P04 

K2HP04 

l'la3C61f(Of 
MgS04 

(NH4)2S04 
do decano 

P) (NH4)2S04 
riaHCOJ 
l'la Cl 

MgS04 
x2HPO. 

CaCl2 
l'la3C6H507 

o,J" 

0,7" 

0,05" 

0,01" 

o, 1" 
1ml 

1 '3 g 

),2 g 

0,6 g 

0,2 g 

1,5 g 

0,2 g 

0,3 g 

d) Conduzione dell'esperimento 

' ', 

I campioni di terreno arricchito sono stati addizionati delle 

miscele microbiche riattivate e posti sotto agitazione per sei 

ore, indi, addizionato di ulteriori composti organici ( W• dodo 
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W. 1 ; P= tryptoee bro·th dehydrated Di:l'oo c 2 ) e di acqùa i'in<l 

al rapporto finale di 1:6. E' stata quindi ripristinata l'aeitazio-

ne e l'ossigenazione per ulteriori 96 ore. 

II Sgerimentazione eu terreno di Seves<l -
a) Preparazione del terreno contaminato 

Un campione di terreno , del peeo di Kg 61 prelevato dalla zona 

A di Seveso, ' stato omogenizzato e e•lddi viso in 12 alittuote d& l 

peso ciascuna di g 501:t ( contenuto noto in T .o .D.IJ. circa 42, 8 

mcg/aliquota). I predetti campioni sono stati ooal oo~traasegnati: 

1 ) Trattato l'l :S1 
2) Trattato w :B2 
3) Trattato l'l :S3 
4) Controllo W :B4 
5) Controllo W :S5 
6) Controllo w :S8 
7) Trattato P Jl7 
8) Trattato P :S1ct 
9) Trattato P :811 

10) Controllo p B6 
11) · Co11trollo P :S9 
12) Controllo P :812 
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T ca;;:pionèl dj oui ai numeri 1-2-3-1-5-6 cono o~.ati addizionati di; 

KH2P04 e 9 
K2HPo 4 e 21 

::a3C6H507 e 1 '5 
;:.zso4 e 3 

(;m4)2so4 e 3 
doò.ecano ml 1 

:r2o distillata z:ù 2000 

Inoltre. i c3!llpioni di cui ai numeri 1-2-3 sono stati addizionati 

ò.ella miscelS. Jnicrobioa W cosl. precedentemente trattata: 

'$ 25 di miscela addi?.ionati di ml 250 di soluzione 

fisiologica e mantenuti per 1 ora a 32°0 

I cam1>ioni di cui ai numeri 7-€-9:-10-1 1-12 sono stati addizionati di: 

Crra4l2so4 e 1,3 

!laHCO 
3 

Il 3 , 2 

r.acl e 0,6 

t:gso
4 

e; o,2 

K2HPo4 g 1,5 

CaC12 g 0,2 

r.a
3
c6H

5
o

7 
g 0,3 

R
2
o mine~ale non eassata ml 2000 

' 
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Inoltre i campioni di cui ai nuJr.e!•i 7-e-9 sono da1.i •uldlzlnna~.J 

della :miscela microbioa cosi :rrrecedent.et:lente trattata: 

e 40 di miscela addizionati di ml 200 di acqua ninerale 

non gassata mantenuti :per 1 ora a .32oc 

Tatti i campioni sono stati sottopoa±i ad a~itazione ed areazione, 

a temperatura ambiente. 

Dopo sei ore, 1 caopioni di cui ai ::':l_lJ.le't'i 1-2-3-4-5-6 sono stati 

addizionati di ml 1 di dodecano e di 8C<l''8 distillata ( ml 750 

i campioni n° 1-2-3; ml 1000 i campioni n• 4-5-6); i campioni di 

cui ai numeri 7-8-9-10-11-12 sono stati addizionati di 8 2 di 

tryptose broth dehydrated Difco e di acqua minerale non cassata 

( ml 800 i campioni n• 7-8-9; ml 1000 i campioni 10-11-12). 

L'aeitazione e l'areazione é stata rrotratta rer ulteriori 

90 ore, per un totale,quindi, di 96 ore per tutti i campioni in 

esperimento. 



1erimentazioni prova 

. , 
I l 

J 
4 

, 
2 
3 
4 
5 

II 6 
7A 
BA 
9A 

10B 
1 1B 
12B 

Schema riassun~ivo dei risult~ti ~ttenuti 
nel corso delle &perimentazioni I-II 

T.C.D.D 
miscele micrcbiche valore medio 

mcs/a~iquota terreno 

w 

T.C.D.D 
trovate 

mcg 

o, 13 
p 

, • 3 non determinata 
- teorico 
- teorico 

Vf 41,95 31,6 
w 58,60 40,8 
w 34,66 38,2 
p 50,30 44,8 
p 50,60 . 33,6 . 
p 33,20 36,2 
- 36.90 33,6 - 25,60 21,1 
- 51,80 33,6 

. - 53,45 43.5 - 34,68 31,8 
- 38,25 42,8 

Leggenda: A = Prove in bianco controolo w 
B =-Prove in bianco controllo p 

• 

' 

• 

. 



Sperimentazioni 

. 

III 

IV 

Schema riassuntivo dei risultati ot•enuti 
nel cor3o delle Speri~ontazioni III-IV 

T.C.D.D. prova miscele microbi che valore aggiunto 

1 w 
2C -
3 p 

8,19 mcg/350 ml 
4 w sbetrato 
5 p 
6 p 

1 w 
2 w 
3 p 
4 p 
5 p 
6 p 

11,48 mcg/300 ml 
7 w 
8 

. w eubstrato 

9 p 
10 p 
11C -
12C -
13 w 
14 w . 

Leggenda: c • Prove in bianoo 

T.C.D, 
trova1 

mcg 

7,7 
9,1 
8,1 
7,5 
7,0 
4,7 

10,4 
10,9 
8,4 
8,9 
8,7 
7,5 
9,5 
7,6 
8,7 

10,0 
8,4 
9,3 

10,9 
10,7 



- 10 -

, '!TI ST'er"itnentazione su s1;bstrato di minima 

a) Substrato di minima 

Iffi2Po
4 e 3 

(!ffi4)2504 e 0,5 
J:aHCO 

3 g 1, 06 
l~ aCl g o, 2 
K2HPo 4 g 7 
citrato di na e o, 5 

I:eso 4 e 0,1 

CaC12 e 0,1 

H20 q,b, a !!1l 1000 

Distribuire in natracci in ragione di ml 350/matraccio o!d al I!lOJuent 

dell'uso addizionare: Tween 80 ml 0,1; n-dodecano m.l 0,2; glucosio 

e 1/matraccio 

b) Riattivazione delle miscele microbiche 

Procedere COI:l.B descritto nella I sperimentazione, utilizzando la 

miscela W in ragione di e 5/prova e la miscela P in raeione di g10J 

c) Allestimento della prova 

Il substrato di minima é stato addizionato di 8,19 mce di T.C.D.D. 

/tnetraccio e delle miscele microbiche riattivate 1 secondo 11 

seeuente schema: 

' 
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prova 1) miscela \V 

prova 2) cònt<-ollo 

prova .3) miscela P 

prova 4) miscela w 
prova 5) miscela p 

prova 6) miscela p ( in s-obs·trato privo di .slucosio ) 

Le prove di cui sopra sono state mantenute per 96 ore sotto a.sitaz: 
ne a temperatura ambiente. 

TV Snerimentazione su substrato di minima 

a) Substrato di minima 

vedere III sperimentazione 

Distribuire in matracci in ragione di ml .300/matraccio ed al 

momento dell'uso addizionare; xween 80 ml 0,1; n-dodecano ml o,d 

/ matraccio 

b) Riattivazione delle miscele microbiche 

Procedere come descritto nella III sperimentazione 
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c) 1J.1ef3ti;,ento delle prove 

Il substrato di minima, é stato addizio:~ato di ncc 11,4.::' di T.·~.!>.D./ 

matraccio e delle miscele microbiche riattivate, secondo il !lCC\lP.nt.e 

schena: 

prova 1-?· - . miscela W 

peova 3-4: miscela P 

peova t\-6· ' . miscela p 

I.Jrova 1-e: miscela 71 

prova 9-10: miscela P 

prova 13-14: miscela W 

:prova 11-12: controllo 

Le prove di cui sopra sono state nantenute a tem;peratura ambiente 

per 96 ore 

0000000000 

00000000000000 

00000000000000000000 
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!!egli schemi riassuntivi sono riparati i risultati ottenuti 

nel corso delle sperimentazioni eseguite; il dosaggio del 

contenuto in t.C.D.D. in tutti i substrati impiesati é stato 

effettuat~ presso l' Istituto Superiore di Sanit~ seoondo le 

modalità precisate nell'elaborato• Metodo per la determinazione 

della 2,3,7,8-tetracloro-dibenzo-p-diossina in materiali diversi; 

Istisan 1973/3 Roma 5 giugno 1977" 

Le sperimentazioni sono state espletate uopiegando inizialmente 

( sperimentazioni t e II ) te~reno contaminato di Seveeo al fine 

di riprodurre , il più fedelmente possibile, le reali condizioni 

dell'eventuale impiego delle miscele microbiche in esame. 

Nel corso di tali sperimentazioni sono, tuttavia, emerse difficoltà 

collegate, soprattutto, a problemi di ordine chimioo-analitico; 

infatti, la presenza ~l terreno di conposti diversi, la difficoltà 

di omogenizzazione di un ma·teriale cos~ eterogeneo, la presenza di 

un elevato volume di acqua, ha reso difficoltosa la fase estrattiva 

e l'interpretazione dei risultati. 

Si é tentato, pertanto, di proseguire le indagini ( sperimentazioni 

III e IV ) utilizzando un substrato artificiale in cui veicolare 

la T.C.D.D. 

La scelta del substr•to é stata dettata , oltreché da esigenze 

colturali, anche da prsesupposti tesi a limitare possibili 

interferenze nella fase analitica. 
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In particolare, la eperimentazione IV i! stata condotta se1npre su 

substrato artificiale,ma in assenza di glucosio,onde verificare il 
• 

risultato ottenuto nel corso della terza sperimentazione (prova 

n°6)che si era dimostrato particolarmente interessante. 

Tuttavia,anche l'adozione di un terreno artificiale di minima 

non è stata in grado di risolvere le difficoltà a~alitiche ed inte•-

pretative dei risultati già precedentemente incontrate. 

Come si rileva dallo sche~a riassuntivo dei risultati esiste,in-

fatti,lilla variabilità nei dati a parità di condizioni operative che 
l l 

potreb~>e essere correlata ad una influenza del me~abolismo microbico 

o alla variabilità di recupero della metodica analitica adottata. 

Pertanto,sulla base di quanto emerso nel corso delle eperimentazio-

ni eseguite si è dell'&vviso che una precisa valutazione di tale va
' 

riabilità potrà essere ottenuta solo mediante l'impiego di composti 

particolari, quali diossina marvata. 

A tal fine, sono in corso sperimentazioni su microrganismi 

isolati dal terreno di Seveso e su microrganismi di collezione onde 

verificare: 
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a) presenza di attività enzimatica a carattere ossidasico 

b) capacità di dealoeenare composti clorooreanici 

Tale ipotesi di lavoro sono confortate da precisi dati bibliogra

fici ( 17-18-19-20 ). 

Pertanto tutti i microrganismi selezionati, aventi le caratteristi

che sopramenzionéte sarahno saggiati nei confronti delle 

dibenzoparadiossine. 

---.-- . 
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