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BIODEGRADAZIONE DEGLI IDROCARBURI

Definizione: sostanze organiche composte solo da carbonio ed idrogeno;
possono essere molecole semplici come metano (CH,) o benzene (C Hy), 0
complesse e di “grandi” dimensioni come i derivati del petrolio (paraffine, oli,
catrami)

-Una caratteristica degli idrocarburi e la loro biodegradabilita aerobica (utilizzati come fonte di
carbonio ed energia per la crescita cellulare)

-La velocita di biodegradazione aumenta all’'aumentare della “complessita” della molecola e
allaumentare del numero di anelli aromatici

-Un elemento che determina la scarsa biodegradabilita delle molecole piu complesse e la limitata

solubilita in acqua (limitata biodisponibilita)

-In genere lo stadio iniziale nella biodegradazione degli idrocarburi da parte di batteri e la
I'introduzione nella molecola di un atomo di ossigeno (da parte di mono- o di-ossigenasi); queste
reazioni richiedono un investimento iniziale di energia (sotto forma di NAD(P)H) da parte del
microrganismo

-Le reazioni di ossigenazione convertono gli idrocarburi in prodotti piu biodegradabili e piu
biodipsonibili (pit solubili in acqua);

-| prodotti delle reazioni di ossigenazione sono piu facilmente metabolizzati attraverso reazioni
che produco energia per il microrganismo
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BIODEGRADAZIONE AEROBICA DEI BTEX

Il 22-54% del gasolio e costituito da idrocarburi aromatici quali i BTEX

Aerobic Degradation of the BTEX Chemicals

I~
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A \\
[#] Tohsene H'-"“""-—‘h
1 |
[*] Ethyibenzene fﬂj;ﬂrﬁﬂnmnw R=H
Toluene: R = CH3
"# Ethvlbenzene: R = CHCH3
mrRykee. R=CHy
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BIODEGRADAZIONE ANAEROBICA DEIBTEX

-Scoperta recente

-Ossidazione anerobica in presenza

Anaerobic Degradation of the BTEX Chemucals

g .

Fe(lll), Mn(IV), Fumarato, come penceme
accettori di elettroni [;J)
-Possibile ma generalmente piu lenta A oA, 40
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TOLUENE FUMARATO\ Un modo ingegnoso per inserire degli ossigeni sulla

molecola in condizioni anaerobiche al fine di renderla piu

(Donatore (Accettore di
di e) €)

biodegradabili (Beller e Spormann, 1997)
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BIODEGRADAZIONE AEROBICA DEGLI IPA
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GLI IDROCARBURI CLORURATI (ALIFATICI)

Clorometani
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PRINCIPALI UTILIZZI IDUSTRIALI DEGLI
IDROCARBURI CLORURATI ALIFATICI (1)

-Utilizzati per anni come sgrassanti e solventi di processo in vari settori industriali (ad es. lavaggio
a secco, sgrassaggio superfici metalliche...)

-A sequito di pratiche di impiego e procedure di smaltimento non appropriate sono contaminanti
ubiquitari delle falde

-Le caratteristiche chimico fisiche ne caratterizzano il comportamento nei suoli e acque di falda
(bassa solubilita in acqua, densita maggiore dell’'acqua)

-Tendono a formare fasi separate sugli strati impermeabili di acquiferi (DNAPL)

CAH Abbreviazione Applicazione
Cloruro di Vinile VC produzione PVC
Tricloroetene TCE Solvente, lavaggio a secco
Tetracloroetene PCE Sgrassante metalli
1,2-dicloroetano 1,2-DCA produzione PVC
1,1,1-tricloroetano TCA Sgrassante metalli
Diclorometano DCM Produzione gomme
Tetracloruro di carbonio CT Solvente, Industria fibre
Cloroformio CF Solvente

(de Best, 1999)
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PRODUZIONE INDUSTRIALE DI IDROCARBURI
CLORURATI
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EMISSIONI DI IDROCARBURI CLORURATI

Global Indwstrial Buropean Emissions at 80
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DESTINO BIOLOGICO DEGLI IDROCARBURI
CLORURATI ALIFATICI

-Sono biodegradabili in presenza di opportune condizioni ambientali e
microrganismi specializzati

-Biodegradazione puo avvenire in condizioni aerobiche e/o
anaerobiche

-Utilizzati dai microrganismi come donatori di elettroni, accettori di
elettroni, fermentazioni

-Biodegradazioni accoppiate alla crescita dei microrganismi (processi
metabolici) o trasformazioni fortuite (cometaboliche)
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DESTINO BIOLOGICO DEGLI IDROCARBURI

CLORURATI ALIFATICI [ALCUNE REGOLE
GENERALI]

Aerobico

Velocita di biodegradazione

| | i I
1 2 3 4
N° di atomi di Cl sulla molecola

-Tipicamente la velocita di biodegradazione aerobica diminuisce alllaumentare del numero di
atomi di cloro sulla molecola

-Al contrario la velocita di biodegradazione in condizioni anaerobiche aumenta allaumentare
del numero di atomi di cloro sulla molecola
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ESEMPI DI REAZIONI DI (BIO)DEGRADAZIONE
DEGLI IDROCARBURI CLORURATI ALIFATICI

HCI

Ossidazioni aerobiche (composto Riduzioni anaerobiche (composto
clorurato utilizzato come donatore di ~ clorurato utilizzato come donatore
e|ettr0ni) ;i elettrOnl)
1
H v : cl Cl
Oz o ! 24+ R H
2e”, 2H
H—(IE—CI —_— |:H—IEI:—E:IJ —ZV H—{|3=D I H—&—&—H —I-E + 2HCI
H H sponlaneous  H : ||.| ||.| H H
[
1
1
1

H Cl 0. H O Cl f
—— >£ 5.{ organic
”: iH H acids

H sponlaneous

Idrogenolisi (declorazione riduttiva)

Dicloroeliminazione
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DECLORAZIONE RIDUTTIVA DEL PCE

= €l 21 Hcl C H24 Ho H H2H Ho H H2n Ho R H
. s Y /

/ N, \ ! N
Cl Cl Cl cl Cl cl H Cl H H

TCE DCEs Ve ETH

PCE
\ 4 ®—> » CO, + HCI + H,0

-Il PCE e recalcitrante alla biodegradazione aerobica (ossidazione) mentre
puo essere ridotto in condizioni anaerobiche (declorazione riduttiva, RD)

-il PCE e utilizzato come accettore di e-

-Quando tale processo e accoppiato alla crescita (metabolico) si tratta di
una vera e propria respirazione anaerobica (definita “Dehalorespiration” )

-Il nome del primo microrganismo in grado di compierlo “Dehalobacter
restrictus”
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BATTERI ANAEROBICI IN GRADO DI LA
DECLORAZIONE RIDUTTIVA METABOLICA DEL PCE

Epacies Electron Donors Dechlorination Products Raf*.

_Low GaC Gram Posltive Bacteria

Ohrseaifitodunc e frappesn TCEN Hz, lactate, formate, pyruvabe, elhonol, bubyrate cOHCE o

Despifitobacierum sp. siramn FCEI H;, lactale, fmate, pyTuvale, ethandl, butyrats, TCE b
SLCCInale

Desuifitobachaimun sp. shram ¥51 Pyruvale, formats, laclala tDCE C

Cloefmaonm Blsrmmiians Yist aotract glucosse cDCE i

Nahakhactar rasinicine TEFA H; TCF eCF ]

Dghalobacter resincivs PER-K2Y He cDCE {

E.Prolecbhacteris

Decpifromonas chiorathenes TTAB Acetale pyrivats cDCE q,h

Doepifuromonas michipanencs BB1 and  Acotalo, lactabe, pyneato, succinate, makan, cDCE i

ORS furmarale

g- Proteobacteria

Dshalorpinium mutiorang Pynazate, lactate, ethandgd, formate, gheoared, H; cCE i

Swilforoapirfe holoreapirans Loctoie cBCE k

zn Men-Sulfur Bagterla
Durlmrlocporomes elleogpers 195
LeicCocasdas Sp.

F'CE I only cometabolised if aith DCE arVC 15 uﬂl!ﬂﬂ a5 elactron acc
¥ Dnhaln.smnllum mullivarans has recen irillum mutivarans (Lugten ef all 2003)

% References: a- Gerritee of al. 1990; b- Gerritee of al, 1996; ¢- Suyama of al. 2001; d- Chang of al. 2000; e- Wild of al,

1987, - Holbger & &l 1936, g- Kumirole 19397, b Boaomhole el al. 1998, - Sung o @l 2003, j- Scholemuramaksu e
al. 1995, k- Luiten ef al. 2003; - Maymo-Gatell ef al. 1999 m- Maymo-Gatell ef al. 1997, n- Heef al. 2003a.
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Dehalococcoides e I'unico microrganismo in grado di condurre la completa degradazione
anaerobica del PCE ad ETH (anche se lo stadio VC —ETH avviene attraverso
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cometabolismo), e per questo motivo riveste un grande interesse!
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Aulenta F., Gossett JM, Petrangeli Papini, Rossetti S, Tandoi V (2005) Biotechnology &
Bionegineering. In press
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DONATORI DI ELETTRONI PER LA RD DEL PCE

-Per poter avvenire la RD del PCE necessita la presenza di un donatore
di elettroni

-Molti substrati carboniosi (lattato, butirrato, benzoato, metanolo) si sono
dimostrati ottimi donatori di elettroni per la RD dei solventi clorurati [sia in
studi di laboratorio che in studi di campo]

-Nella maggior parte dei casi I'H, prodotto dalla fermentazione
anaerobica di tali composti e I'effettivo donatore di elettroni utilizzato dai
microrganismi decloranti
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RELAZIONI METABOLICHE IN UN
ECOSISTEMA ANEROBICO (DECLORANTE)

Elwcuon dones === Donatore di elettroni

orgamnc matariala
o
Ol grenis macroavre s
|
Accetori di elettroni """1"""'"
) ||
Acetale and inpdrogen lorma
¢ ¢ "
\ L= Hl
tleciron accoplon n:kILl}m nlid]ml-un End produsts
Bullals l. ; = Eulids
1I'ﬂvl'l|,1l1:| = Tl'l:l'ﬂltll
ERrbon # Listhans
PLE = TCE * cxDCE L L T T

McCarty PL (1997) Science, Vol 276, Issue 5318, 1521-1522

' Dr. Federico Aulenta 60 |



EAPAT  cormeimeicioggy ot wloiiboaimeios (/LA 0pIEIA

Vriveruns Jepll Yl i Roces

INTERAZIONI METABOLICHE IN UN CONSORZIO
MICROBICO PCE-DECLORANTE (CON METANOLO
QUALE DONATORE DI ELETTRONI)

Metanigeni

Acetoclasu

/ A
(FHTTITS T
Aceto gﬂﬂi melanvlotrohea
produttori di H.,,
Metanigen
idrogenatrofi
» Batten
decloranu
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Anche altri contaminanti organici possono agire come donatori
di elettroni per la RD del PCE

Flusso dell’acqua di

Zona satura
tfalda

ZONA AEROBICA
(OSSIDAZIONE
DI VC E ¢cDCE)
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CASI IN CUI LA RD DEL PCE PUO RISULTARE
INCOMPLETA CON ACCUMULO DI INTERMEDI TOSSICI (1)

CE TCE DCE

Conce

NATORKNdie

yC

-

Posmzione

-Nel caso riportato in figura la RD e limitata dalla presenza di un donatore di e
-Presente in quantita insufficienti a consentire la completa RD

-Presente potenzialmente in quantita sufficienti ma utilizzato da metabolismi in
competizione con la RD
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CASI IN CUI LA RD DEL PCE PUO RISULTARE
INCOMPLETA CON ACCUMULO DI INTERMEDI TOSSICI (2)

cDMCE

DHONAT

("onc

Posizione

-RD e limitata dalla presenza di opportuni microrganismi (ad es. Dehalococcoides)

-Microrganismi sono presenti ma le condizioni ambientali non sono favorevoli alla loro attivita
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DESTINO DEI PRODOTTI DELLA RD DEL PCE
(CDCE E VC)

cDCE e VC possono essere biodegradati in
condizioni aerobiche

-Molti microrganismi isolati in grado di
utlizzare il VC in condizioni aerobiche come
unica fonte di carbonio ed energia
(Mycobacterium spp., Pseudomonas spp.,
Rhododcoccus, Xantobacter, Nocardioides

spp....)

-1 solo isolato in grado di utilizzare il cDCE
come unica fonte di carbonio ed energia
(Polaromonas JS666) (Coleman et al., 2002)

- Data la rilevanza ambientale di tale
microrganismo il Dipartimento dell’energia
(US-DoE) in collaborazione con il Joint
Genome Institue hanno sequenziato I'intero
genoma di tale microrganismo

METARILIC PATHWAYE
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SOMMARIO SULLA BIODEGRADABILITA DEGLI
IDROCARBURI CLORURATI

Il principio dell’infallibilita microbica:

“For every naturally occurring organic compound, there exists a microbe or
enzyme system capable of its degradation—-E.F. Gale (1952)”
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VALUTAZIONE DEL DESTINO BIOLOGICO DI
SOLVENTI CLORURATI IN UNA FALDA
CONTAMINATA

| protocolli di caratterizzazione

“RABITT: A treatability test for evaluating the potential applicability of the
Reductive Anaerobic Biological In situ Treatment Technology to
remediate chloroethenes”.

(DoD; Battelle Memorial Institute; Cornell University; EPA; Air Force Amstrong
Laboratory)

Il protocollo valuta se esistono 0 possono essere stimolate in situ appropriate
popolazioni microbiche e/o condizioni idrogeologiche tali da consentire la
degradazione biologica dei Solventi Clorurati!
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RABITT

Il sistema di valutazione e suddiviso in tre cateqorie indipendenti:

Evidenza della formazione di

. . . Score
sottoprodotti della biodegradazione
12 Presenza di Etilene 25
PROFILO del Presenza di Cloruro di Vinile 15
CONTAMINANTE o _
Presenza di Dicloroetilene 5
Nessun sottoprodotto, ossigeno 0

disciolto > 1mg/L

Nessun sottoprodotto, ossigeno disciolto -6
< 0.5mg/L e nitrato < 1 mg/L
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RABITT

Il sistema di valutazione e suddiviso in tre categorie indipendenti:

Conducibilita Idraulica Score

2a
K>103cm/s 25
PROFILO
IDROGEOCHIMICO 104 < K <103 cm/s 0
K <10°cm/s -50
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RABITT

Il sistema di valutazione e suddiviso in tre categorie indipendenti:

361
PROFILO
GEOCHIMICO

Parametri

Ossigeno Disciolto
Nitrato
Solfuro di Idrogeno

Solfato
Potenziale Redox
Temperatura
COD
Alcalinita

Metano
pH

Score

-3—>3
-3—> 3
0—->3

0->2
-1 ->1
-3—> 3
0—->3

-1-51

0—->3
553

Dr. Federico Aulenta

70



- - Il trasportodel cortamiranti nel suclo e nel satosuolo: AN H
Q APA] compertamerto f sico e modkll per [0 studio del motos /La Sapienza

rsiore S Vrveruns degll Yimsdl i Roees

“TECHNICAL PROTOCOL FOR EVALUATING
NATURAL ATTENUATION OF CHLORINATED
SOLVENTS IN GROUNDWATER” (EPA).

Tale protocollo verifica la possibilita che nel particolare acquifero considerato
| processi di attenuazione naturale (immobilizzazione; adsorbimento;
diluizione e degradazione biologica) possano essere da soli in grado di
ottenere la decontaminazione del sito.
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VALUTAZIONE DEL DESTINO BIOLOGICO DI
SOLVENTI CLORURATI IN UNA FALDA
CONTAMINATA

Gli studi di microcosmo

-Suolo e acqua di falda contaminati sono posti in contatto all’'interno di
bottiglie (microcosmi) in modo da riprodurre le condizioni presenti
nella falda o potenzialmente realizzabili con I'aggiunta di ammendanti
0 microrganismi dall’esterno

-La concentrazione di contaminanti clorurati (ad es. PCE, TCE) e del
relativi prodotti della degradazione(cDCE, VC, Etilene) viene
monitorata per un periodo non inferiore a 6 mesi
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La Sapienza

APPLICAZIONE DEI PROTOCOLLI DI
CARATTERIZZAZIONE AD UN SITO CONTAMINATO
DA SOLVENTI CLORURATI

Insediamento Chimico

Parametro

TCE (g L™ 5310
PCE (ug L™ 2060
t-DCE (ugL™) 380

VC (ug L) 13

Etilene (ug L™) 4.3
Cloruri (mgL™) | 12.9
Nitrati (mg L™) 12.7
Solfati (mgL™) |401.8
COD (mg L™ 34.6
pH 6.29
Conducibilita (ms) |1.321
Temperatura (°C) | 16.4
DO (mgL™) 0.27
ORP (mV) 196

T —
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|
Parametro 345 A}A—G/ lnsediamemto Chimico
TCE (ugL™) < d.l. | 138000 A4
PCE (ug L™ <d.l.| 590 I
t-DCE (ugL™) | <d.l. 0 ve— -

VC (ug L) <d.l. 0
Etilene (ngL™) |[<d.l.| 0.196
Cloruri(mgL™) | 161 | 45.9
Nitrati (mgL™) | 39.3 | 27.3
Solfati (mgL™") | 506 | 174.8

COD (mg |_'1) 19.9 21
oH 587 | 6.73
Conducibilita (ms) (0.411| 1.04
Temperatura (°C) | 15.8 14.5
DO (mg L™ 1.54 | 0.29
ORP (MV) 284 | 243

Ll
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RABITT RATING SYSTEM SCORE SUMMARY TABLE
FOCOLAIO

PARAMETRI DI VALUTAZIONE SCORE

Profilo del contaminante 15
Profilo idrogeologico 25
Profilo geochimico 9

Total Score 49: Soddisfacente. Le condizioni idrogeologiche e
geochimiche sono favorevoli ed e probabile che la declorazione stia
avvenendo.

Dr. Federico Aulenta 75 |



2. T L, Il trasportodel cordaminanti mel sudo e nel satosunlo: ' "
Q 1ML E‘U'HTF'g'hfﬂil'tD fisico e modelli per |o studio del moto ; Il-a Sap]enza
I

della dispersiors averunts Jeghl Hnad: i Rorva

RABITT RATING SYSTEM SCORE SUMMARY TABLE
A valle del FOCOLAIO

PARAMETRI DI VALUTAZIONE SCORE

Profilo del contaminante 5
Profilo idrogeologico 25
Profilo geochimico 8

Total Score 38: Soddisfacente. Le condizioni idrogeologiche e
geochimiche sono favorevoli ed € probabile che la declorazione stia
avvenendo.
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biodegradation of ——=
chlorinated o |
organics 1
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VALUTAZIONE DEL DESTINO BIOLOGICO DI
SOLVENTI CLORURATI IN UNA FALDA
CONTAMINATA

Gli studi di microcosmo

Campionamento
del materiale
acquifero e
dell’acqua di falda

Set completo di Preparazione dei
microcosmo microcosmi

(differenti trattamenti, utilizzando una cappa
ognuno in triplicato) anaerobica
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CONDIZIONI SPERIMENTALI ADOTTATE NEGLI STUDI DI
MICROCOSMI PER VALUTARE IL POTENZIALE PER
ATTENUAZIONE NATURALE O STIMOLATA

Suolo+Acqua di falda

Z
o

Niente (controllo abiotico, autoclavato)

Niente (controllo biotico)

Niente + fattori di crescita (GF)

Estratto di lievito (YE) (200 mg/l) + GF
Lattato (3 mM)+GF

Lattato (3 mM)

Butirrato (3 mM)+GF

Butirrato (3 mM)

H, (3 mM)+GF

H, (3 mM)

Acqua di falda

Ol | N bW |IN]|F

=
o

|
[EEN

H, (3 mM) + inoculo declorante + GF

Suolo
12 Soluzione minerale sintetica + TCE + H, (3 mM) + GF

13 Soluzione minerale sintetica + TCE + Butirrato (3 mM) + GF
Fattori di crescita (GF): Vitamina B,, (0.05 mq/l); Estratto di lievito 20 mq/I
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ANDAMENTO DELLA CONCENTRAZIONE DEL TCE IN UN
MICROCOSMO AMMENDATO CON ACIDO BUTIRRICO

Tk
L=

@ TCE -4 DCE -e-VC -4 ETH
= Controllo autoclavato (TCE)
':E“ ] s A i}
5 Keasy
Eﬂl T " .-"/A
i 4
0 & /: 4 1

L=
L —

40 60 80 100
Tempo (giorni)
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