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* | servizi ecosistemici sono i benefici multipli forniti dagli
ecosistemi al genere umano. Li distinguiamo in:

e Servizi di approvigionamento: foniscono beni quali cibo,
acqua, legname, fibre

* Servizi di regolazione: regolano il clima e le precipitazioni, i
cicli idrici, i rifiuti

* Servizi culturali: relativi alla bellezza, all’ispirazione ed allo
svago che contribuiscono al nostro benessere spirituale

* Sevizi di supporto: formazione del suolo, fotosintesi, cicli
nutritivi
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Trhush et al. (2013 ) The many uses and values of estuarine ecosystems.
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TYPE OF SERVICE Rivers | Riparian | Wet Lakes Estuaries Ground
Zones lands water
Food (e.g. fish, game, fruit) X X X X X
Water {e.g. for drinking, irrigation, cooling) X X X X X X
Raw Materials (e.g. fibre, timber, fuelwood, X X X
fodder, fertilizer)
Genetic resources (e g. for crop-mprovement ] X X X X X
and medicinal purposes)
Medicinal resources (e.g. biochemical X X X X X
oducts, models and test-organisms
Alr quality regulation (e.g. capturing (fine) X X X X X
dust, chemicals, etc)
[ Climate regulation (incl. C-sequestration, ] X X X
influence of vegetation on rainfall)
Moderation of extreme events (eg. storm X X X X X
protection and flocd prevention)
Regulation of water flows (¢.g. natural X X X X X X Servizi ecosistemici dei
drainage, irrigation and drought prevention) . ..
Wastewater treatment (especially water ] X X X X X laghl garantltl da”a
purification) e ean .
| . | . presenza ed attivita dei
Eroslon prevention x X X . . .
| ' | microrganismi
Maintenance of soll fertility (incl. soil X X X Cro ga S
formation)
Pollination X X X X
Biological control (e.g. seed dispersal, pest X X X X X
and disease control)
Maintenance of life cycles of species (incl. X X ‘ X X )
Maintenance of genetic diversity (especially in | X X ‘ X ‘ X X X
Recreation and mental and physical health X X | X X X X
Tourism X X X X X X
Aesthetic appreciation and inspiration for X ‘ X X X X . o .
culture, art and design The economics of ecosystem biodiversity,

Spiritual experience and sense of place X X X X X | X teebweb.org
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Mammals Humans

Vascular

 Piu antichi organismi sulla Terra

Origin of Earth
(4.6 bya)

~20% O, /,« Present

* Alto rapporto superficie/volume

Origin of
cellular life

* La piu alta biodiversita ,'

* Unicellulari, piccoli, semplici ma
estremamente versatili (“small but not
stupid”)

e Costante, interminabile adattamento a
nuove condizioni (xenobiosi come

Algal

is slowly
oxygenated | QOrigin of
cyanobacteria

condizione temporanea) o Bacteria

e Tutti i possibili metabolismi sono Archaea
rappresentati nel mondo microbico, o
inclusi i metabolismi degradativi degli j ! J ; !
inquinanti e

Brock Biology of Microorganisms 13th edition - © Pearson
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Geological Time (not to scale)

XENOBIOTICI E MICROORGANISMI

uOﬁgln of life on earth ﬂ

* Environment rich
in carbon and
energy sources.

* Less population
of life forms.

* Increase In population,
¢ Scarcity of carbon

and energy sources.

0

%

Competition for carbon
and energy sources

——

ﬂpmsonl time

Introduction of
xenobiotics to
environment

|

Exposure of bacteria
to xenobiotics

= | I

ﬂ Future

Application of
environmental

biotechnology

Efficient
microorganisms

v

No behavioral
response.

Evolution of bacterial
behavioral responses (o
naturally occuring carbon
and energy sources.

* Agrolaxis

« Phototaxis
* Chemotaxis
* Others

Evolution of bacterial
behavioral responses 1o
xenobiotics (environmental
poliutants) along with
degradation capabilities.

* Hydrocarbons

* Chiocroaromatics

* Nitroaromatics

Enhanced degradation
capabilities reinforced with
chemotactic properties for
efficient degradation of
xenobiolic compounds.

Pandei & Jain Bacterial chemotaxis towards environmental pollutants: role in bioremediation. AEM 68, 5789-5795 (2003)
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30000

Processi che dipendono T
dall’attivita dei microorganismi: e
25000 —g::}l lissue
« Decomposizione della S S
sostanza organica 2 20000 T
.. . . . . . w—Marine host
* Riciclo e rilascio dei nutrienti o
: : : ©
- Fissazione di azoto e gas g o000
serra =
-
« Degradazione e mitigazione =
degli inquinanti
« Struttura dei sedimenti e
« Qualita delle acque 5
« Emissione e stoccaggio di 0 20000 40000 60000 80000
gas serra Number of sequences

mmm) sino ed oltre milioni di cellule per grammo, appartenenti a decine di migliaia di specie
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TECNICHE E COSTI

Tabile 2
Cost |S] per m' of remediated sediment treated by dredging capping and doremediation
Site Tectnique Asea [m'| Pollutant Cont |5} Mazerial Cont |$] pet m’
Thunder Bay * Dredging 13000 Creosote 9,300,000 71500
St. Louls Rwver * Dredgi=g 1892 Murphy od 250,000 13200
Manistiqee River * Dredping 44100 <h 25,000,000 S67.00
Kalamaroo Kover ¢ Dredpng 3700 PAN, mercury, ead 900,000 24300
Shiawassee River * Dredping 15500 s 13,558 000 IN1L00
River Ralym * Dredging 20,000 e 6,000,000 300.00
Maumee River Dredgizg 6100 s 5,000,000 820.00
St Clair River * Uredping 200 Pestachlorophencd 350 000 175000
Niagara River * Uredpeg 13,000 Dhoxin 14,000,000 107700
Mizamata B3y, hpaes * Capping 352,000 358 000,000 1.3 miom* of clean 66700
sediment
LUttle Lake Butee des Mormns * Capping 170000 7.565 000 Two 30-cm layers of 8l 4450
and cobbies and two
peotextie layers
New Bedford Harbor * Capping 760,000 12532000 1-mn layer of sand on top 4120
of 2 geotextile
Hamikoa Hardor ** Capping 10,000 Heavy metals, ICH, 650,000 S0-cm Layer of sand 65.00
PAH
Hamixoo Hardor ** Boremediation 414103 323,000 Injection of oxypen. ron 078

oxide, calcum nitrace

Perelo Review: in situ and bioremediation of organic pollutants in aquatic sediments J Haz Mat 177, 81-89 (2010)
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Bioremediation: degradazione dei contaminanti ambientali tramite
metodi biologici che sfruttano il potenziale metabolico di
microorganismi o piante capaci di degradare diversi inquinanti
organici
* Attenuazione naturale: sfrutta la innata capacita degli organismi
autoctoni, in combinazione con processi chimici e fisici

* Biostimolazione: |'attivita dei microorganismi degradanti
autoctoni viene stimolata agendo sulle condizioni ambientali
(e.g., rapporto C/N, elettrostimolazione)

* Bioaugmentazione: ceppi con alta efficienza degradativa
vengono selezionati ed introdotti in alte dosi

* Fitorimedio: utilizzo di piante ed alghe in grado di degradare e/o
rimuovere gli inquinanti
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Bacteria

T. D. Brock

Xenobiotico: una sostanza chimica estranea agli organismi viventi

Mineralizzazione: gli inquinanti sono usati come sorgente di C e totalmente
metabolizzati a CO,

Co-metabolismo: | contaminanti sono trasformati in intermed;,
possibilmente meno tossici

Immobilizazione / mobilizzazione: agire sulla biodisponibilita degli inuinanti,
tramite substrati adsorbenti o molecole biosurfattanti
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ICHo ccl,
L= |

soil

Reid, B.J., Jones, K.C., Semple, K.T. Bioavailability of persistent organic pollutants in soils and sediments-a perspective on
mechanisms, consequences and assessment. Environmental Pollution 2000a, 108, 103-112.
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Lin et al. (2017 ) Effects of rhamnolipids on the cell surface characteristics of Sphingomonas sp. GY2B and the biodegradation of phenanthrene
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* Indipendentemente dalla tecnica selezionata (in situ o ex situ,
biostimolazione o bioaugmentazione), I'approccio microbiologico e
imprescindibile al fine di:

e valutare preliminarmente il potenziale di bioremediation (quanti,
quali MO presenti e potenzialmente efficaci)

* selezionare i ceppi migliori per una eventuale bioaugmentazione

* monitorare la presenza e I'attivita dei MO degradanti durante il
processo

e sfruttare eventualmente attivita biosurfattanti (vedasi
biodisponibilita e limiti di legge)

» valutare l'efficacia dell’intervento in termini di ripristino
dell’ecologia microbica e delle relative funzioni ecosistemiche
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Table ?

Degrading activity of some simpie bacrena, and in masture [ 1121
Organnm FA) degradation (1), atandard devastion it 1y < 35X

Naphthalene  Acenaphidene Fuorene  Aathracene  Pyrene

Patugomonas sp 155 30 MAA 254 a3
Pnoporas sasguiness 128 70 1756 156 44
Coraba wrncoke 21A 20 210 224 40
Mrorodys ostrectss 254 JUunh 2006 190 20
Fomiropsts pofvsims 195 75 0 N7 7.3
Doedoleo elegans 353 58 59 A 2%
Pycnoporas sasguiess mised with Freudomonas sp 135 9 42 e 174
Cortolae wrricoky milsed with PMrudcenondd sp 1535 F o) 24 250 a3
Plearods odtreatss mitced with Merudorsonal sp 13 5 19 200 170
Fomdropsts pelusints maved with Areudomonas sp. 13 163 163 120 Qa?
Docdoleo elepon mixad with Pseudomanas 5. 23 149 149 14 &4
Acrated yoil 3% S0X WHC in preaence of Sphicgpomonas and Asonptrilium 100 10 H4 ;
Acrated yoil 32 SOK WHC; KNGO, andd K; NI, i poeserc e of Sphingomonus sad Axonpin liem 100 100 " w0
Acraned sodl a1 40% WHC: nutrients: biosurfactant MATI0 100 100 79 @0
Acraned sodl a1 40% WHC: nutrients: ferric ion added as ferric omoace 190 100 a7 &3

Librrando and Pappalrardo In silico bioremediation of PAHSs: a frontier in environmental chemistry J of Molecular Graphics and Modelling 44, 1-8 (2013)
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* | microorganismi possono essere utilissimi alleati per le bonifiche ambientali.
Dobbiamo pero affrontare alcune domande:

* Come possiamo individuare e trovare i migliori degradanti ?
* Quali metodi per selezionarli ?
e Come produrli su larga scala ?

 Come fare con i composti piu recalcitranti ?
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LIFE BIOREST sta implementando un approccio biologico per la bonifica in situ di
suoli contaminati da idrocarburi

Rivegetazione e
recupero delle Restituzione ad uso
funzioni pubblico
ecositemiche

Decontaminazione

1. Dimostrare l'efficienza di un approccio di biorisanamento per suoli
inquinati basato sulla BIOAUGMENTATION con BATTERI e FUNGHI
autoctoni, adattati ecologicamente

2. Dimostrare la fattibilita di SCALARE la produzione di microrganismi attivi
nel biorisanamento.

3. Sviluppare protocolli e LINEE GUIDA PER IL BIORIMEDIO che possono
essere applicati con successo in altri scenari.

4. Diffondere a livello europeo i chiari vantaggi sociali di affrontare il
problema della CONTAMINAZIONE.
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Fidenza, Emilia Romagna
Sito di interesse nazionale ex-Carbochimica ed ex-CIP, Fidenza

LIFE15 ENV/IT/000396
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Suolo inquinato da Fidenza

4

Isolamento e arricchimento di batteri degradanti

p-

Dereplicazione e identificazione molecolare di isolati

¢=

Screening in microtiter per quantificare efficienze
degradanti e selezionare i migliori isolati

-

Test dei migliori isolati e dei consorzi su microcosmi di 100 g

p-

Test dei migliori consorzi su mesocosmi da 15 kg

4

Test dei migliori consorzi a livello di biopila

CATTOLICA LIFE-BIOREST: NUMERI E SCHEMI

4 differenti suoli,
3 profondita (sino a 3 m)

192 ceppi

133 ceppi (20 patogeni)

113 ceppi X 6 inquinanti
= 798 misuri

35 microcosmi X 2 replicati

6 mesocosmi X 3 replicati

350 m3 di suolo trattato in
biopila
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10g suolo contaminato + terreno minerale (M9) contenente inquinanti come sola sorgente di C

BENZENE PARAFFIN OIL

28 isolati 55 isoalti 9 isolati



ARRICCHIMENTI

PARAFFIN OIL CRUDE OIL

28 bacterial isolates 55 bacterial isolates 9 bacterial isolates
Soil -3
Soil -2

53% B N P Phe Pa (o] total

28 12 7 15 15 4 81

18 14 6 12 34 9 93

9 9 5 7 14 1 45
219

25% 16% 10% 15% 29% 7%
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— METHODS

Culturomica

Metagenomica

campionamenti arricchimenti

* Campioni prelevati a 3 profondita del suolo (1,2 e 3 m)

e Arricchimenti sequenziali su inquinanti bersaglio M9 + 7
come unica fonte C

* Campioni per metagenomica prelevati dal terreno originale
e ogni fase di arricchimento (1, 2 e 3 settimane)

* Isolamento dei ceppi alla fine dell'arricchimento (3
settimane)
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Spini et al. (2018) Molecular and microbiological insights on the enrichment procedures for the isolation of petroleum degrading bacteria

and fungi. Frontiers in Microbiology, in press.
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Constrained Variance 36.1 %
model P= 0.001
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Constrained Variance 8.3 %
model P= 0.002
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* Estrazione del DNA
dagli isolati
* Amplificazione con
PCR del gene 16S

=)

Figure.
agarose

n° 20 patogeni scartati (ina

ccordo con il Dr.L 81/2008) -

IDENTIFICAZIONE DEGLI ISOLATI

Sequenziamento dei
prodotti di PCR

P1-P6 PCR products visualized on
gel (expected length 1500bp)

Generi

* Pseudomonas
* Bacillus/Paenibacillus
* Sphingobacterium
* Pseudoxanthomonas
* Enterobacter
* Acinetobacter

RDP Sequence match

Solid Screening
Isolated from those Ischated from these
"nes soils cultural bnes
RAPD best matoh-ist of isolates B Pa O s1 s2 s3 B Pa o
Helicobacter -
Gordonia rubripertincus
Pseudomonas putida
Bacillus sp.
Paenibacillus spp.
Sphingobacterium

IR MG e b Ut

multivorum
Pseudomonas putida
Pseudoxanthomonas spp.
Pseudomonas putida
Achromobacter spp.
Sphingobacterium
multivorum
Pseudomonas putida
Pseudoxanthomonas
mexicana
Pseudoxanthomonas
mexicana
Achromobacter
xylosoxidans
oy Bacillus Subtilis
S Stenotrophomonas
acidaminiphila
Al Bacillus xiamenentis

Sphingobacterium
Stenotrophomonas

4% Pseudomonas

Acinetobacter 31%

5%

Others

Stenotrophomonas 7%

0,
Serratia
3%

Pantoea
4%
Stenotrophomonas
3%
Achromobacter
3% Pseudoxanthomonas
3%

Paenibacillus
5%
Sphingobacterium
9%
Cupriavidus
2%

Liquid Enrichment

Isclated from theose
sois

s1 s2 s3

Bacillus

9%
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[\ ISOLATI

6 substratl o BATTERICI

Pyrene
Phenanthrene
Heptadecane
Paraffin
Benzene
Naphtalene

Paraffin (1% v/v) ET0  ETI ET2 W73 T6

0,35

30 positive

03 1 responses
L |
I 035 9 positive
Il responses
T T - 0,3
= = ns 0,25 [
0,2
: 0,15 1
EC34 EC103 EC17 EC33 EC52 P33
0,1 I
I
0,05
B19 C80

LI F E 15 E N ’ B7 EC34 EC103 EC17

0,25
. Benzene ET0 ET1  ET3 T6
0,15

0,1

0,05

Active Metabolism Dye (OD750 nm)

Active Metabolism Dye (OD750nm)
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Isolate ID Genus/Species Isolation approac Isol(au::l)on Substrate Substrate Substrate Substrate|
EC1 Gordonia rubripertincus enrichment culture  30°C Naphtalene (++) * Paraffin (++)
EC33 Achromobacter xylosoxidans enrichment culture  30°C Heptadecane (+) Naphtalene (++) Benzene (++4) Paraffin (++)
EC17 Pseudomonas putida enrichment culture  30°C Paraffin (++) Benzene (+++) Naphtalene (++)
EC34 Pseudoxanthomonas mexicanaenrichment culture  30°C Naphtalene (+++) Benzene (++) Paraffin (+)
o7 Pseudomonas putida solid screening 24°C Paraffin (+)
06 Pseudomonas putida solid screening 24°C Paraffin (+)
02 Pseudomonas sp. solid screening 24°C Paraffin (+)
EC52 Sphingobacterium sp. enrichment culture  30°C Benzene (+++) Paraffin (++) Naphtalene (++)
B7 Bacillus idriensis solid screening 24°C Naphtalene (++) Benzene (++)
EC43 Pseudomonas fluorescens  enrichment culture  30°C Paraffin (+)
B17 Pseudomonas chlororaphis solid screening 24°C Paraffin (+)
EC47 Pseudomonas fluorescens  enrichment culture  30°C Paraffin (++)
EC103 Serratia marcescens enrichment culture  30°C Benzene (+++) Naphtalene (+) Paraffin (++)
EC80 Bacillus subtilis enrichment culture  30°C Benzene (++) Paraffin (++)
P31 Agrobacterium sp. SCAU685  solid screening 24°C Paraffin (+)
P32b Rhizobium sp. solid screening 24°C Paraffin (++)
P33 Rhizobium sp. solid screening 24°C Naphtalene (++) Benzene (++) Paraffin (++)
P37 biocide-degrading bacterium  solid screening 24°C Paraffin (+)
B19 denitrifying bacterium SN230  solid screening 24°C Benzene (++)
B20 Ochrobactrum sp. solid screening 24°C Paraffin (+)
P36 Agrobacterium sp. solid screening 24°C Paraffin (+)
EC42 Serratia marcescens enrichment culture  30°C Paraffin (+)
P34 Pseudomonas plecoglossicida  solid screening 24°C Paraffin (+)
B11 Pseudomonas putida solid screening 24°C Pyrene (+) Phenanthreng (++) Paraffin (++)
05 Pantoea agglomerans solid screening 24°C Paraffin (++)
P26 Pseudomonas putida solid screening 24°C Paraffin (+)
B10 Pseudomonas putida solid screening 24°C Paraffin (++)
P34B Pseudomonas putida solid screening 24°C Benzene (++) Paraffin *x Phenanthreng¢  (++)
P27 Pseudomonas putida solid screening 24°C Paraffin (++++) Phenanthreng (+)
P30 Pseudomonas chlororaphis solid screening 24°C Paraffin (+++4)
P28 Pseudomonas putida solid screening 24°C Paraffin (+++)
P29 Acinetobacter calcoaceticus solid screening 24°C Paraffin (++4)
B13 Pseudomonas putida solid screening 24°C Phenanthrene (++)

*percentage increase of the OD at 750nm after six days (t6) compared to the zero time (t0), normalized to the abiotic controls
(+) more than 150% (+++) greater than 300%
(++) between 200% and 300% (++++) greater than 400% (**) greater than 700%



| g E%\{E)Ragﬁ SCREENING DEGLI ISOLATI PER ATTIVITA’
V' aal SacroCuore BIOSURFATTANTI

< Test colorimetrici (ABTS, Poly R478)

< Test su piastra (Oil spread test, emulsification test, etc.)
< ldentificazioni chimiche metabolomiche
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SELEZIONE IN MICROCOSMO

Micro
cosm/ strains Rationale
thesis
1 CP7 1st best degrader
2 B11 2nd best degrader
3 EC77 3rd best degrader
4 CP7+B11+EC77 first best 3
'% S CP7+B11+EC77+P34-24 first best 3 + biosurfactant prouducer
g 6 03 good pyr degrader (isolated from oil)
7 0O3+P34-24 good pyr degrader + biosurf (bioavailability issue)
8 06 degrader isolated from oil
9 EC31 versatile on different pollutants
10 CP122 versatile on different pollutants
11 127 first best fungus
12 71 second best fungus
13 299 third best fungus
14 127 + 71 + 299 3 best fungi
S 15 219+ 15+304+ 117 best mitosporic fungi
..5 16 219+ 15+304+ 117 + 127 best mitosporic fungi + basidiomycete
17 219+ 15+304+ 117+ 127 + 71 + 299 best mitosporic fungi + 3 best fungi
18 51 + 203 g:\)gr&ge’r?se best tens, different growth, biosurfactant
19 304 + 117 + 307 + 308 isolated from oil
20 304+ 117+ 307 + 308 + 127 isolated from oil + basidiomycete




Rationale

Microcosm/thesis strains
21 1-%73; 714299 +EC77 + B+ CP7+ 3 best fungi and bacteria
219+ 15+ 304+ 117 + 127 +299 + .
22 EC77 + B11 + CP7 + P37 T17 + 3 best bacteria
23 304+ 117+ 03+ 06 isolated from oil
24 304+ 117 + O3 + 06 + 127 + 299 isolated from oil +
basidiomycete
those that seem to grow on
25 304 + 51 + 299 + CP7 + EC77 + P37 soil + basidiomycete + best
bacteria
best fungi and bacteria
219+15+304+117+148+ .
o 26 06+EC31+CP122+ CP7+ECT7 oc_corldng to 20d data of
5 microcosms
° best fungi and bacteria
5 .
2 304+117+307+308+299+148 + Omf;ggg;%lf f)%‘;ddm of
f<) 06+EC31+CP122+EC77+B11+P37 . .
< biosurfactant bacterial
- producers
fungi with high growth in
8 143+ 131 +307+ 188+ 177 + microplate + best bacteria in
06+EC31+CP122+P29+EC30+EC101 microcosm+ alkanes
bacterial degraders
fungiisolated in enrich +
59 245 + 239 + 203+307 + 131 + 188 + 299  pyr/phe growing fungi +
+ B24+ EC101+EC77+P36+EC31 versatile bacteria on different
pollutants
pyr or phe or alkanes growing
30 203 + 274+ 177+51+148 + 299 + fungi + basidiomycete +
P29+EC30+03+B19+B20+B10 pyr/phe and alkanes
bacteria degraders
31 Thesis 21 + biosurfactants Th§5|s 2]. " k?l_osgrfoc’ron’r
(bioavailability issue)
o = . .
55 32 Thesis 22 + biosurfactants Thesis 22 + biosurfactant
5 G (bioavailability issue)
o O . . Thesis 26+ biosurfactant
b=
:g 5 33 Thesis 26+ biosurfactants (bioavailability issue)
m o . .
€9 34 Thesis 27+ biosurfactants Th§5|s 27.+ b!(‘)su'rfocfon’rs
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Mesocosms Corresponding Composition

theses microcosms

A 22 219+ 15+ 304+ 117 + 127 +299 + EC77 + B11 + CP7 + P37

B 32 219+ 15+ 304+ 117+ 127 4299 + EC77 + B11 + CP7 + P37

C 27 304+117+307+308+299+148 + 06+EC31+CP122+EC77+B11+P37

D 28+biosurfact 143+ 131 + 307 + 188 + 177 + 06+EC31+CP122+P29+EC30+EC101

E 29 245+ 239 + 203+307 + 131 + 188 + 299 + B24+ EC101+EC77+P36+EC31

F 35 203 + 274 + 177+51+148 + 299 + P29+EC30+03+B19+B20+B10
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e Le comunita microbiche degradanti il petrolio sono state arricchite da 4
diversi ambienti:

Sample Sample Grain size pH MO Organic N; H TPH
label description distribution (%) (%) C (%) (%) (%) content
mg/
Sand Silt Clay (mg/e)
R Refinery reservoir 53.17 4.65 11.95 6.97 5.40 3.14 0.14 1.21 207.54
soil
K Petroleum station 63.6 11.7 17.6 7.79 6.07 3.53 0.11 5.11 141.49
soil
S Sediment from 91.3 0.5 1.7 7.96 1.77 1.03 0.11 24.08 4,67
Teboulba harbor
Sample label Sample description pH CE mmh/cm RS g/L % of su
ma
E Seawater from 7.56 53 37 1.
Teboulba harbor

Abbreviations: N, total Nitrogen; C carbon; MO organic matter; H water content in %, TPH total petroleum
hydrocarbon

Omrani et al. (2018) Modulation of microbial consortia enriched from different polluted environments during petroleum biodegradation.
Biodegradation, 29:187-209
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| consorzi arricchiti sono stati testati per la loro capacita di degradare il
petrolio greggio.

Il campionamento e stato effettuatoa 0, 1 2, 4 e 8 settimane

Su ciascun campione sono state eseguite le seguenti analisi:

« Degradazione chimica (idrocarburi totali, aromatici, alifatici)

* PCR deigenidi degradazione

 analisi molecolari per valutare la struttura della comunita batterica
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Percentages of biodegradation of TPH (total petroleum hydrocarbons), NAH (non-aromatic Hydrocarbons) and AH
(aromatic hydrocarbons)

Of ZCO by the bacterial consortia K,R,S and E at various incubation periods.

Values followed by the same letter are not significantly different according to HSD test for comparison of means

Sample Wi W2 W3 W4 W38 F value
TPH 63.4+0.8c 69.4+£8.8bc84.8+2.1 ab88.4+0.9a 92.0£1.7a 18.288**

R NAH 28.14+2.3¢c 36.0+4.4bc48.4+3.6 ab57.8+4.2a 63.7+5.8a 24.601**
AH 30.84£22b 63.7+£2.8a 68.1+0.2a 72.845.7a 80.9+7.4a 23.93**
TPH 67.4+14.1a75.7+12.0a83.84+3.4a 86.3+2.1a 88.0+0.1 a 2.055"

K NAH 13.0£2.3b 37.4+84a 459+42a 529+73a 5494+5.6a 16.269**
AH 272+0.0e 38.6+09d 48.8+0.0c 55.6+0.4b 69.4+0.4a 2275.6%**
TPH 57.9+£1.0c 745+2.1b 83.443.2a 883 =*1.7a 91.2+0.7a 95.01***

S NAH 18.6+0.6b 21.4+42b 33.8+7.5b 57.2+0.4a 64.3+2.1a 54.312%**
AH 31.8£1.7¢c 383+4.8¢c 47.249.6bc64.0+3.7ab71.6 £0.4a 21.531**
TPH 61.34+9.6a 68.8£152a86.5+2.0a 87.2+1.7a 89.1£1.9a 4.797"

E NAH 15.1+6.5b 28.7£8.6 ab40.8 +7.7 ab47.4+7.1a 55.8+4.8 a 10.326*
AH 349+21.0a46.6 £13.5a55.7+11.1a58.0+9.6 a 67.0+6.1 a 1.701"s

s not significant; * <0.05; ** <0.01; *** <0.001



Table 3. Detection of catabolic genes in soil samples before and during biodegradation assays

week 0 week 1 week 8

gene inoculum  treat treat  control treat treat control

Consortium R

AlKB + + + + + + -
NdoB + + - - - -
Cat23 + + + + + - -
XylA - + + - + - -
NidA1 - - - - - - -
Consortium K
AlKB + + + + + + +
NdoB - + + - - - -
Cat23 + + + -
XylA - + + + + + +
NidA1 - - - - - - -
Consortium S
AlkB + + + - + _ T
NdoB - - - - - - -
Cat23 + + + - + - +
XylA - + - - + - +
NidA1l - - - - - - -
Consortium E
AlkB + + + + + + +
NdoB + - - - - - -
Cat23 + - + + - - -
XylA - - - - - - -
NidA1l - - - - - - -

(+) fragments of the same size of the reference; (-) no bands of the expected size were detected
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| microorganismi sono i nostri migliori alleati per il biorisanamento

Esiste una biodiversita ampia e in parte sconosciuta da studiare e poi
sfruttare

| processi di scaling-up sono necessari per minimizzare i problemi
Passaggi chiave:

 Seguire con appropriati indicatori le attivita ed il destino dei ceppi
degradanti, siano essi stimolati o bioaugmentati

 Valutare il biorisanamento di composti fortemente recalcitranti
 |dentificare e superare vincoli fisici (biodisponibilita) e legali (limiti

di legge, risk assessment, ecotossicologia)
 INTERDISCIPLINARIETA’ !!



UNIVERSITA
CATTOLICA ACKNOWLEDGEMENTS

del Sacro Cuore

* Giulia Spini
* Simona Zangrillo
e Rahma Omrani

UNIVERSITA
CATTOLICA

del Sacro Cuore

LIFELSENV/IT/000396



