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RIASSUNTO

la degradazione microbica della T.C.D.D, proposta da pil parti
e con varie modalitd come mezzo di decontaminazione, ha come
base sperimentalé descritta in letteratura, il lavoro 4i Matsumuwra
e Benezet ( Enviromental Health Perspectives, 1973, pag. 253 ) nel
quale si riportano risultati quantitativi ottenuti con alcuni
ceppi ( 5 su 100 gid preselezionati come attivi su pestieidi ),

e éi dichiara di non aver potuto incrementare la loro velociti
di degradazione della 7.C.D.D.

In tale carenza di precedenti ricerche sul problema, le prOpPO-
ste sperimentate nell'r,.5.S., hanno seguito due linee; la prima
consistente in inocculi microdici attivi su sostanze clorurate
( ma non sperimentati su T;C.D.D..), la seconda, consistente
nel saggiare microrganismi isolati dal terreno contaminato 41

3eveso e microrganismi di collezione,



In questi ultimi anni, numercsi studi hanne dimoatrﬁfo 1l ruwolo
avolto fa divorsq_gpeoie micrgﬁiche'nella degradaziohs di compoati__
'organici, naturalmente o artificialmente presenti nell'ambiente,-

e gii dglle primz_osaerYgzioni, eseguite durante la oampagna |
di ricerca dei giaoimenti petgélif?ri { 1.), 8i aonb andati
via via soguisendo mumerosi dati sia sul substrati che sul
meccanismi impiicati nella ioro degradazione ( é,3,4,5,6 Yo

Particolare rilievo hannﬁ_gsaﬁﬁto queste coposcenze anche in
Pela;iona ai problemsa defivante dai-massiccio immiégo in agricoltu~
ra ai diaerbanti e peaticidi, pef il miglioramnnfo della reéa '
agriooia, che hanno fatfo sorgere, {n relazioﬁé al passaggi&’di'
tali sostanze negli sglimenti, 11 prodlema dellﬁ loro degrsdazions.

In partioolﬁée édnn stati studiati gli intermedi metaboliei impli-
cati nella degradazions di.diversi composti organici, 1 meccanismi
enzﬁmatici.di idroésiiazinhe e di rottura dell'anells carbonioso e
la natura deéli enéimi éhe prendono parte a tali processi ( 7,%,9,
10,11,12,13 ), - |

Si ammette, genéralmanfé;”che_il procesac di idros&ilazioné*sia.
la teppa essenziale per la rottura enzimatica dell'anelloj'giilenjx+:

ml che catalizzkno-taii'reazioni sono stati indiecati con il termime



onzidasi ( 14 ).

L'attivitd metabolica dei microrganismi nﬁi”Cohffonti'hélie 
molecole organiche ha lasciato intravedere Ia'poésibiiithudi'ﬁh-
loro impiego industriale, |

E' ben noto, infatti, che miscele microbiche vﬁfiaﬁente.coﬁéba£e
o singcle gpecie vengono utilizzate nelle inausfiie ﬁetroliféfe;
ir agriz-ltura, nel trattamento di scarichi industrali'e neiia
rroduzione di nangimi per uso zoctecnico, | |

Particolare rilievo, infine, asaume 1'impievo dei microrg#nismi
nel tratitamento di ambienti contaminati da co_posti organici quali:
fenoli, detergenti, grassi cellulosa, creaoli, nafteni, olii,
alecooli, paraffine, ecc. | |

Pertanto, 2lla luce di gueste conoscenze ed in occasiose del ben
noto ircidente di ”e?esa, con:eguente alla fuoriuscita da un reatto-
ve i triclorofenclo e T.C. D D. con vasta oontaminazione dei luoghi
Léfuneanti, sweocan nto ad altri mezzi 4i bonifica, é stata avanzaté.
1'ipotesi ai impiegare anche fanghi microbici, |

La mancanza di precisi datl bibliogratici, ad eccezione del lavorc
a1 Matsumura e Benetz ( 15 ) sulls degradaziona della T C.D . da

parte ai mi“rorgan*ﬂmi, bof-1 reso necessaria, prima di utilizzare
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sul campo fanghi miocrobici, una sperimentazions in 1abornto£16'aiy
fine di verificarne la vliidith applicative,

Scopo della presente nota ¢, pertanto, quello 43 riferire i
risultati ottenuti nel corso di tali sperimentazioni, eseguite -
sulle base 41 protocolli prea;ntati da aloune Ditte interessate
al trattamento @i bonifica mediante microrganismi,

Le esperienze relative‘alle riscele microbiche commerciali sono
state condotte sia su terrenn contaminato i Seveso che gu subsira-
ti 4ai minime addizionati d4i T.C.D.D.

Ulteriori rigerche vengono condotte su microrganisci isolati dal
terreno contaminato di Seveso ( 20ma A ) e su miororganismi dai
c>1lezione ( Pseudomonms sp, E, coll, Qorinebacterise sy, gg;gggigg
sp, Acromobacter sp), appartenenti a specie deseritte in letteraturs
enze valide nella degradazisne di ocompostl organici diversi,

Te ricerche sui microrganismi isolati dal aucls coptaninato
sono state dettate dal presuppesto che il contatto cow 1la T.C.D.D.y
analogamente a quanto ipotizzato per altri composti organici,
pnd essere in grado di irdurre nei microrgsanlami cepaciti dagradan~
fi-n favorire 1'affermarsi di popolazioni dotate di idoneo corre-

io e+zimatico, presupposti guesti suffracati anche 2a quanrto
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riportato in letteratura sul periodo 81 semivita della T.C.b;D;.
che’ risulia essere di circa um anno ( 16 ).

Te ricerche, invece, sugli stipiti di collezione riveatono caratie—
re 41 Pverifica®™ di eventuale attivitd degradante su modelli 41
dibvenzoparadiossine, tenendo sempre presente le esperinﬁze ai
Iatsumura ( 15 ) che, purtroppe, evidenziano la bassissima incidenza

di microrganismi atti a tale degradazione.

000000000000
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+Hel quadro della decontaminazion¢ da T.C.D.D. del terreno di
“Seveso dono ‘state effettunte quatiro serie di sperimentazioni
impiegando due diverse misgele microbiche commerciali, denominate
¥ e P, fornite.ds Ditte specializzale e operanti nel settore delle
dedontaminnzione ambientale,

1e sperimentazisni sulle due miscele microbiche sono. state condotte

in paralleldy: -

e f? T .-



Ie Ditte produttiieci, in base ad esperienze Pluriennali, avevano
potuto rilevare la netta capacith demolitrice delle predette
miacele;nei confronti 41 composti organici di varia natura

ed aromaticl in particolare,

Glilequ:imenti, in eccordo con le Ditte produttrici, sono stati

cosl artiazolati.

I Sperimentazione su terreno di Seveso

a) Preparazione del terreno conteminato

Sono stati omogenizzati n® 4 testimond prelevati nella zona A

di Seveso ( 102,103,104,105) del peso totale pari a g 1402.

Tale terreno é stato suddiviso in quatiro aliquote da g 450
450-251-251 ( contenute teorico in T.C.D.D. circa 1,9 mecg/aliquota).
Te prime due eliquote sono state eddizionate di acqua nella
proporzione di t1:4 a sottoposte al trattamento rispettivamente

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

sono state addizionate esclusivamente di acqua nel rapporto di 1:5.



. b) Riattivazione delle miscele microbiche .
g8 25 (W) e g (40) (P) sono stati addiziomati rispettivamente
con soluzione fisiologice in rappbrfb a1 1310 » con chﬁa ”
minerale non gassata in rapporto 4i 1:6. Tali miscele smono
state poste , gquindi, a 32°C per 1 ora..

¢) Arricchimento del terreno
Nel terreno di Seveso sono state effettuate le seguenti aggiunt:

xzm4 | 0,7%
Fa,CoH Oy 0,05%
Mgs0, 0,01%
(m:4.)2$o4 q,ﬂ‘
dodecano 1 ml
P) (m4)2so4 o 1,3 g
T:B.HC°3 - 3,2 g
NaCl _ . 0s6$
Mgs0, - 0,2 8
xznpol 1,5 &
'03012 0!2 £
Fa,CsH50q 0,3 & |

d) Conduzione dell'esperimento

I campioni di terreno arricchito sonc getati addigionati delle
piscele microbiche riattivate e posti sotto agitaziome per sei
ore, indi, addizionato di ulteriori composti organici ( w= dode



ml 1 ; P= tryptose broth dehydrated Difoo £ 2 ) e di acqua fing
al rapporto finale di 1:6. E' stata quindi riphistinata 1'agitazio-

ne & l'ossigenazione per ulteriori 96 ore.

II Sperimentazione su terreno di Seveso

a) Preparazione del terrenc contaminato

Un campione di terreno , del peso di Xg 6, prelevato dalla zona
A di Seveso, & stato omogenizzato e suddiviso in 12 aliguote del
peso ciascuna di g 500 ( contenuto noto in T.C.D.D. cirea 42,8

meg/aliquota). I predetti campioni sono atati cosl contrassegnatis

1) Trattato ¥ B1
2) Trattate ®# B2
3) Trattato ® B3
4) Controllo W B4
5) Controllo W BS
6) Controllo W BS
7) Trattato P B
8) Trattato P B10
9) Trattato P Bi1t1
10) Controllo p B6
11) Controllo P RY
12) Controllo P Bt2
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T camplont 43 cul ai numeri 1-2-3-4-5-6 cono stati addizionafi dis

EH,FO,. &9
KZHPO4 FA 21
ra306H507 £ 1,5
130, g 3
(7:114)2504 el
dodecano - oml 1 -
E,0 distillata nl 2000

Jnoltre, i campionl 41 cui ai

numeri 1-2-3 sono stati addizionsti

della miscels microbica W cosl precedentemente trattata:

-8 25 di miscela addizionati di ml 250 4di soluzione

- Pisiologica e mantenuti per 1 ora a 32°C

I campioni. dk cui al numeri 7-8-9-10-11-12 sono steti addizionati di:

(FH . ) 550
L*&ECOB
T.aCl
I-..-gSO4
K2HP0
Call

ﬂasc6ﬁso7

4

A

N

£ 1,3
g 3,2
g 0,6
g 0,2
£1,5
g 0,2
g 0,3

Hzo minerale non gassata ml 2000



Inoltre i camplioni di cui ai nuweri 7-8-9 sono ntati addizinnatll

della riscela microbica cosl precedentemente trattata:
g 40 di miscela addizionati di ml 200 41 acqua ninerale
non gassata mantenuti per 1 ora a 32°C

™itti 1 campioni sono stati sottoposti ad agitazione ed areazione,
a temperatura ambiente,

Dopo sei ore, 1 canpioni d4i cui a2i mmeri 1-2-3-4-5-6 sono stati
addizionati di ml 1 41 dodecanc e di acqua 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 4i g 2 di
tryptose broth dehydrated Difco e di acqua minerale non gassata
( ml 800 i campioni n® 7-8-9; ml 1000 i campioni 10-11-12).

L'egitazione e l'areazione é stata protratta per ulteriori

90 ore, per un totale,qQuindi, d4i 96 ore per itutti i campioni in

esperimento.



Schema riaasunbivo deli risulteti pttenuti
nel corso delle Sperimentazioni I-II

T.C.D.D - T.C.D.D
rimentazioni)prova | miscele microbiche velore medio 1 ¢rovato
o nmeg/aliguota terrenoc meg
1 w 0,13
I 2 P 1,3 non determinata
3 - ’ teorico
4 1 - teorico
1 W 41,95 1,6
2 w 58,60 40,8
3 w 34,66 38,2
4 P 50, 30 44,8
S P 50,60 33,6
iI 6 P 33,20 36,2
TA - 36,90 33,6
8A - 25,60 21,1
9A - 51,80 33,6
10B - - 53:45 41,5
11B ~ 34,68 31,8
128 - 38,25 42,8

Leggenda: A = Prove in bianco controole W
B = Prove in bianco controlle P




Scheme riassuntivo dei risulteti otesnuti
nel corso delle Sperirmentazioni III-IV

: T.C.D.D T+C.D.
Sperimentazioni|prova | miscele microbiche valor; ;g;i;nto - tr;z:i

1 w T:7

2C - 3,1

3 P o

m | " B e | s
5 P 7,0

6 P 4,7

1 L} 10,4

2 W 10,9

3 r 8,4

4 P 8,9

5 P 8,7

: : 11,48 meg/300 ml I

?

;v 8 W sgbstrato 7,6
Q P 8,7

10 P 10,0

11¢ - 8,4

12C - 9,3

13 W 10,9

14 W 10,7

Leggenda: C = Prove in bianco
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, 211 Srerimentazione su substrato di minime

2) Suvbstrato di minima

¥H, PO

2774 g 3
(HH4)2504 £ 0,5
IfaHCO3 g 1,06
HaCl £ 0,2
KZHPO4 g1
citrato di Ta g 0,5
150, g 0,1
CaCl, £ 0,1
B,0 g.b. a ml 1000

Distribuire in matracei in ragione di ml 350/matraccio 4d al monent
dell'uso addizionare: Tween 8 ml 0,1; n-dodecano ml 0,2; glucosio
£ 1/matraccio

b) Riattivazione delle miscele microbiche
Procedere come descritto nella I sperimentazione, utilizzando la

miscelas W in ragione d4i g 5/prova e la miscela P in ragione di g£10;

¢) Allestimento della prova
11 subsirato d4i minima é stato addizionsto d4i 8,19 meg 4i T.C.D.D.
/metraccio e delle miscele microbiche riatiivate , secondo 11 .

seguente schenas



~ 11 =

prove 1) miscela ¥
prova 2) controllo
prova 3) miscela P
prova 4) miscela W
prova 5) nmiscela P

prova 6) miscela P ( in substrato prive di glucoasio )

Le prove di cuil sopra sono state mantenute per 96 ore sotto agitaz:
ne a temperatura ambiente,

TV Sverinentazione su substrato di minina

a) Substrato di minima

vedere III sperimentazione

Distribuire in matracci in ragione di ml 300/matreccio ed al

momento dell'uso addizionare; TWeen 80 ml 0,1; n-dodecano ml 0,8

/ matraccio

b) Riattivazione delle miscele microbiche

Procedere come descritto nella III sperimentazione



e —MMM

c) fllestimento delle prove

!

I1 substrato di minima, & stato addizionzto di mcg 11,42 4i T.C.D.D./

matraccio e delle niscele microbiche riatiivate, secondn il seguente

schena:
prova 1-2: niscela W
peova 3-4: miscela P
peova 5-6¢ miscela P
prova 7-8: miscela W
prova 0-10: miscela P
prova 13-14: miscela W

prova 11-12¢ controllo

Te prove d4i cui sopra sono state mantenute =2 temperatura ambiente

per Q6 ore

0000000000
00000000000000
00000000000000000000
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Negli scheml riassuntivi sono riporati i risultati ottenuti
nel corso delle sperimentazioni eseguite; i1 dosaggio del
contenuto in ?,C.D.D., in tutti i substrati impiegatl ¢é stato
effettuats presso 1° Tatituto superiore d1 Sanitd secondo le
modaliti precisate'nell'elaborafo" Hbtodo'pef la determinazione
della 2,3,7,8-tetracloro-dibenzo-p-diossina in ﬁateriaii diversi;
Istisan 1973/3 Roma 5 giugno 1977" |

Le sperimentazioni sono state espletate impiegando inizialmente
( sperimentazioni T e II ) terreno contaminato di Seveso al fine
di riprodurre , il pil fedelmente possibile, le resli coﬁdizioni
dell'eventuale impiego delle miscele microbiche in esame.

Nel cbrso di tali sperimentazioni sono, tuttavia, emerse difficolta
collegate, soprattﬁtto, a pfoblemi di ordine chimioco-analitico;
infatti, la presenza pel terreno 4i composti diversi, la difficoltd
di omogenizzazione di un materiale cosi eterogeneo, la presenza di
un elevato volume di acgqua, ha reso d;fficoltosa la fase estrattiva
e 1{1nterpretazione dei risultati.

Si & tentato, pertanto, di proseguire le indegini ( aperimentazioni

TII e IV ) utilizzando un substrato artificiale in cui veicolare

la T.C.D.D.

L

La scelta del substrato é stata dettata , oltreché da esigenze
colturali, anche da prsesupposti tesi a limitare possibili

interference nella fase analitica.
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In particolare,la sperimentazione IV ¢ stata condotta sempre su
substrato %rtificiale,ma in assenza 4i glucosio,onde verificare il
risultato ottenuto nel corso della terza sperimentazione (prova
n°6)che 8i era dimostrato particolarmente interessante,

Tuttavia,énche l'adozione di un terreno artificiale 4i minima
non & stata in grado 4i risolvere le difficoltd analitiche ed inter-
pretative dei risultati gid precedentemente incontrate,

Come si rileva dallo scheda riassuntivo dei risultati esiste,in-
fatti,una variabilitd nei dati a paritad di condizioni operative'che
potrebhe essere correlata ad una influenza del me*abolismo microbico
o alla variabilitd di recupero della metodica analitica adottata.

Pertanto,sulla base di quanto emerso nel corso delle sperimentazio-
ni eseguite si @ dell'avviso che una precisa valutazione di tale va-
riabilitd potra essere ottenuta solo mediante l'impiego di composti
particolari, quali diossinsa mareata,

A tal fine, sono in corso sperimentazioni su microrganismi

isolati dal terreno 4i Seveso e su microrganismi di collezione onde

verificare:
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2) presenza di attivita énzimatica a carattere ossidasico
b) capacitd di dealogenare composti cloroorganici

Tale ipotesi 4t lavoro sone confortate da precisi dati bibliogra-
fiei ( 17-18-19-20 9,

Pertanto tutti i microrganismi selezionati, aventi 1le caratteristi-

che sopramenzionate sarahno saggiati nei confronti delle

dibenzoparadiossine,
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