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Schiuma
Type 021 N (Dick Eikelboom, 1975) bio.logica dz.u
' Microthrix
Thiothrix eikelboomii (1999) a gamma-Proteobacterium parvicella

Schiuma biologica
da:

Eikelboom nel 1975 definisce 20 Nocardioformi
morphotypes: possono essere
identificati mediante microscopia

ottica (in base alla morfologia)
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Avvento della Tassonomia

DYNAFILM

Dynamic of filamentous mOICCO|OI"€ de”e Sonde
bacteria in Industrial Systems . .
(2002-2005) blOmOICCOIGPI

+ Consente di ricostruire i rapporti evolutivi fra
tutti gli organismi viventi che nel corso del tempo
hanno generato, a partire dal comune organismo
primigenio, 'enorme varieta del mondo vivente

 TheUE Project DYNAFILM Team
(Groningen, NL, oct 2002)

+ Il gene scelto nellambito del DNA & quello che
codifica l'acido ribonucleico (RNA) contenuto nei
ribosomi (RNA ribosomiale)

2 00 5 o
Bi;%c 203;.6 Bi;j?ic Z::S
: . Albero filogenetico costruito mediante l'analisi
RNA ribosomiale 16 S filogen SR j
comparativa di circa 1800 sequenze di rRNA 16S che
riporta le principali suddivisioni dei dominii Bacteria ed
Archaea
Bacteria
Flestsatier™  Fibrobacter
Bacteroides Sl s —
e B Chiamydia
Bacteria
e G
Proseobacteria {0‘ Fusobacteria
Gram-positive Bacteria
Low G+C
€ Leptospirilli
Dewmococes
Euryarchaeota ‘Green Nonsulfur Bacteria
Aquifex
Thermorogales
3 e |
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COSTRUZIONE DI SONDE SPECIFICHE

Eub338 ACUCCUACGGGAGGCAGT <=
CACGGUCCAGACUCCUACGGGAGGCAGCAGUGGGGAAU |

CACGGUCCAGACUCCUACGGGAGGCAGCAGUUAAGAAU
CACGGACCAGACUCCUACGGGAGGCAGCAGUAAGGAAU
ACUCCUACGGGAGGCAGCAGUAGGGAAU
CACGGCCCAAACUCCUACGGGAGGCAGCAGUGGGGAAU
CACGGCCCAGACUCCUACGGGAGGCAGCAGUAGGGAAU
CACGGCCCAGACUCCUACGGGAGGCAGCAGUGGGGAAU |
CACGGCCCCA GOGCAGCAGGCGCGAAA ]

BACTERIA

CAACAGUCCAL CAGOAGGCGCGAAA
CAAGAUUCCG CAGCOAGGCGCGAAA ARCHAEA
CACGGGUCCA CAGCOAGGCGCGAAA
CAAGGGCCCA AGGCGCGAAA
CAAGGGCCCAL AGGCGCGAAA |
AACGGCUACCACAT] AGGCGCGCAA |
AAUGGCUACCA AGGCGCGCAA
GACGGCUACCA IAGGCACGCAA EUCARYA
GACGGCUAC AGGGGCGAAA |

A\

oL

Bio%czo;ﬁ

FISH
(Fluorescence In Situ Hybridization)

Fasi principali

COMUNITA' MICROBICA IBRIDAZIONE

i, sonda oligonucleotidica
marcata

[ ]
=[] O | it |~

RNA ribosomiale

MICROSCOPIA AD
EPIFLUORESCENZA

Vantaggi

-Specificita
Analisi /n situ

GRS
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*Tempi rapidi di applicazione
*Non necessita della coltivazione

Filamentous Alphaproteobacteria

S (S <

a-b) probe PPx3-1428; c-d) probe MC2-649; e-f ) probe Noli-644; g-h) probe Sita-649; i-j)
probe Combo-1031; k-l) probe Cate-1013; m-n) probe EU12-645; o-p) probe EU26-653. The
scale bar indicates 10 mm.
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Tabella 1: Principali sonde molecolari attualmente disponibili per alcuni microrganismiimportanti nell‘ambito dei sistemi di trattamento delle acque di scarico.
Sono riportate le sequenze, i1 sito specifico di attacco delle sonde sull TRNA e la percentuale di formammide utilizzata nella reazione di ibridazione

Microrganismo Sequenza della sonda Bersagiio e posizione * % formammide

Riferimento

Universale ACGGGCGGTGTGTRG 165, 1392-1406

Olsen et al., 1986

Eubatteri GCTGCCTCCCGTAGGAGT 165, 336-355

Amann et al., 1990

Archea GTGCTCCCCCGCCARTTCCT. 165, 915-934

Stahl & Amann, 1991

Proteobatteri

Sottoclasse a CGTTCGYTCTGAGCCAG 165, 19-35

Manz et al., 1992

GCCTTCCCACTTCGTTT 235, 1027-1043

GCCTTCCCACATCGTTT 235, 1027-1043

M. parvicella GCCGCGAGACCCTCCTAG 165, 223-240

‘Thiothrix nivea CTCCTCTCCCACATTCTA 165, 652-669

Wagner et al-, 1994a

H. hydrossis GCGTACCTCAACCTGATT T6S, 655672

Wagner et al., 1994a

Type 021N TCCCTCTCCCARATTCTA 165,652-660

S. natans CATCCCCCTCTACCGTAC 165, 656-673

Acinetobacter sp. ATCCTCTCCCATACTCTA 165, 652-660

Batteri nitricanti:

Nitrosomonas, Nitrococcus CCCCTCTGCTGEACTCT 165, 338-355

Wagner et al. 1995

Nitrosomonas, Nitrococcus
Nitosolobus, Nitrosovibrio,
Nitrosospira e Gallionella

CGCGATTGTATTACGTGTG 165, 12251244

Mobarry et al., 1996

Nitrobacter spp. CGGGTTAGCGCACCGLCT 165, 1433-1450

Wagner et at. 1996

Nitrobacter spp. CCTGTGCTCCATGCTCCG 165, 1030-1047

Wagner et at. 1996

Batteri denitrificanti:

Pseudomonas spp GCTGGCCTAGCCTTC 735, 14321436

Schleifer et al., 1992

Paracoccus spp. CCTCTCTCGAACTCCAG 165, 651-668

Neef etal,, 1996

Paracoccus spp GGATTAACCCACTGTCACC 165, 1244-1283

Neef etal,, 1996

Paracoccus spp CTACCGTGGTCOGCTGEC 165, 14571474

Neef etal,, 1996

Paracoccus denitrificans CTARTCCTTTGGCGATARATC 165, 198232

Neef etal,, 1996

Paracoccus denitrificans CCTGTCTCCAGGTCACCG 165, 1031-1098
* secondo la numerazione di E. coli in Brosius et al., 1978

Neef etal,, 1996
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Elucidazione della composizione della biomassa con Full cycle G
enbank sequence
r-RNA approach iorass L=
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2 N 2 The phenomenal growth of sequence data in GenBank
> { . ) :
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qPCR Metodiche fingerprinting
Stima quantitativa del gene di interesse, e quindi del microrganismo target Stima semi-quantitativa del’abbondanza di ogni variante genica
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Applicazione della FISH nel WWT Analisi comunita microbiche impianti MBR ed CAS

Obiettivo: Analisi comunita microbiche in impianti MBR in confronto a quelle di
1. Identificazione dei gruppi microbici impianti tradizionali a fanghi attivi ( CAS)
Sfunzionali:

« Nitrifiers

* Polyphosphate accumulating bacteria (PAO)
* Glycogen accumulating bacteria (GAO) Ammonia oxidizers
* Anammox microorganisms
« Denitrifiers

* PHA accumulating bacteria

* attivita della biomassa (Metodica FISH , rapporto EUB/DAPI)

« presenza di batteri filamentosi (Analisi morfologica)

« struttura e dimensione fiocchi (Analisi morfologica)

* popolazione di batteri nitrificanti (quantificazione mediante FISH )

GAOs:yellow
Bacleria: green
Anammox e e e e R e e el it |

1 IMPIANTI MBR DI TRATTAMENTO IN SCALA REALE SITUATI IN ZONA

2. Identificazione dei «fastidious bacteriay: TURISTICA E SOGGETTI A VARIAZIONI STAGIONALI DEL CARICO !
« Filamentous bacteria: bulking and foaming Py gy oy g i U a
Thiothrix spp. Acinetobacter spp SORRENTO CAPRI/ ANACAPRI
impianto con membrane a fibre piane Kubota impianto con membrane a fibre cave Siemens
0,4 pm (microfiltrazione) 0,04 pm (ultrafiltrazione)

) - . . AlphasNostocoida

N le caratteristiche della biomassa di questi sistemi sono state confrontate con quelle di impianti

—ag [ﬁ? : E :2’ convenzionale situati in zone limitrofe ( CAS Sorrento e CAS Capri/ Anacapri)
BioMAc 2;’)16 BioMAc 2016

Struttura e dimensione dei fiocchi Attivita della biomassa: % Eub/Dapi

MBR/CAPRI-ANACAPRI

Sorrento B ver

100
g s
- |y
§% 60
2 g Gennaio 702 % 0,8 51,7+ 1,7
58
g£a% Marzo 70,020 622+ 3.1
£ 2
g Aprile 768+ 1,5 69429
0 T T 1
" gennaio marzo aprile
BIOMASSA POCO AGGREGATA MORFOLOGIA E STRUTTURA VARIA
batteri s i provalentemente in fioochi piccoli ( <50/100, s zati sia in fiocehi piccoli ( <50-100um) che in aggregati di grandi . .
O st dboli ! o ) dimensioni ( >500/100m) o compati ¢ fermi o irregolari ¢ deboli Capri-Anacapri
g 1 W wer
2 _ a0
£z o B s Gennaio 64,1409 413%02
23
3
PR Marzo 63,840,9 48808
Z2H 5
g o Aprile 702418 542+ 12
gennaio marzo aprile

+ Inaccordo con i dati di letteratura si osserva in media una attivita di della biomassa pii ridotta negli MBR (54,6%) rispetto ai CAS (69,2 % )

. si osserva per ogni campi un’attivita della biomassa dell'MBR inferiore rispetto a quella del corrispondente CAS

Caratteristici fiocchi di fango attico di medie dimensioni fermi arrotondati ¢ compatti
* Tuttavia nel campionamento di aprile si osservano nel MBR di Sorrento livelli di attivita maggiori di quelli riscontrati in uno degli impianti

convenzionali (CAS di Capri Anacapri)

*  lacaratteristiche dei fiocchi dei due impianti a membrana sono differenti da quelle di un fango, con buona capacita di
sedimentazione, di un impianto a fanghi attivi convenzionale

sgahyor 1 * Nonsiosservauniformita tra i due impianti MBR per la struttura e dimensione dei fiocchi b0

o E e Differentemente da quanto solitamente noto si osservano aggregati di grandi dimensioni nellimpianto MBR di capri anacapri _‘gE

BioMAc 2013 BioMAc 2013

P
A .3
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3 . . 0 0
Abbondanza filamentosi Batteri nitrificanti
I I ——
MBR Batteri ammonio- Batteri nitrito-ossidanti (NOB)
Fanghi Fanghi CAPRI ossidanti (AOB) — - Nitrospira
Tipo 0092 ANACAPRI Nitrospira Nitrobact Batter totali
5.5 ipo er
845 - i
2 B 5 Tipo 0581 N N
E 3.2 Nocardia ‘ g 43 ] Gennaio 23405 /9,01 1,5\ <0,1
g ‘ £ 35 Marzo 2,6 0,1 ( 10,1 £ 1,0 ) <01
- 25 K] ]
Z 285 g3 23 Aprile 12+ 04 N2/ [ <on
515 [ 1
= i I Z 5.2 MBR Batteriammonio- | Batteri nitrito-ossidanti (NOB)
3 205 | ipo g1 SORRENTO ossidanti (AOB
> k] °‘3 : : , ) 2 o3 (aoB) Nitrospira Nitrobact
z gennaiofebbraio marzo. aprile  giugno e " gennaio febbraio marzo aprile  giugno .
< Z Gennaio 33+ 1,0 ﬂs + O,A <0,1
=
|z 5 -4 Marzo 1,8+0,9 ( 105+ 1,6 ) <0,1 Batteri totali
e = [~ =
1= 243 1o & Aprile 0201 Nus=18/ [ <on
< £ ¥ O £ a4
: 1) 835 Tipo 0041 @© g g tipo 0041
H P s z: 9 & 33 CAS Batteri ammonio- Batteri nitrito-ossidanti (NOB)
5 s
H © § 2 ° E 2 AI:EAACPERI Nitrospira Nitrobacter
1 2 H
! g1 l I I l I 2 Gennaio 3709 <01 <0,1
0.5 ©
: ey ovg Marzo 75+ 04 0,3+0,0 <0,1
H gennaio febbraio marzo aprile  giugno e siofebbraio. mar. o “Aprile 09 % 0.1 o1 o1 . . .
| o bbbl - . . * La tecnica FISH ha permessso la quantificanzione
H Schiume Schiume H o CAS Batteri ammonio- Batteri nitrito-ossidanti (NOB) dei nitrificanti negli impianti CAS ed MBR
!+ MBRabbondante presenza di nocardioformi (max abb. s), + MBR nocardioformi-0092-0581 : Rt Nz « caratteristica degli impianti MBR ¢ una pit elevata
| * CAS nocardioformi (max abb. 4) * CAS tipo 0041 (max abb. 5-6) ! Gennaio 13£02 32405 <01 concentrazione di nitrito ossidanti ( nitrospira)
L
Marzo 9,1 £0,7 63+0,1 <0,1 enitrobacter non ¢ stato riscontrato in nessun
impianto
+  Siosserva una notevole presenza di filamentosi negli impianti MBR Aprile 100+ 08 73+08 <01 P
+ Nonsi riscontra uniformita tra gli impianti MBR per il tipo di filamentoso presente
+  Inaccordo con la recente letteratura viene confermata la presenza di schiume ( nocardia) nei sistemi MBR

Anni 2010 ReseARCH ARTLE
i Dynamics of the Fouling Layer Microbial
New Generation Community in a Membrane Bioreactor

Sequencer e ety s

llumina PO e ot
sompromsbaci oo S NN ERERE 'z o = )5

o

Nitospirae; Nitospira = 2 21 23 2 15 1s 2 (38 35 |4 33 (46 38 38 13 21 22 26 37 38 33
Alphaproteobacteria; Hyphomicrobium - a4 0s 07 o s o4 os 4% (46 (38 (3730 3 87|/ 2 22 2 22 a7 22 1
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nto di un Betaproteobacteria; Limnohabitans F EEE 1o IR - o IR
Sequenziatore di Nuova Generazione che P———— R s REREGE « ie) o¢ o o 4 o

RSN iianaseguencing library»: it oot RN o ' o] o s o (6188 o 541 o (5
a) supporto;b) adaptors; c) frammenti di DNA Betaproeobaciei: Hycrogenophaga - &) [82] 621 a2 &) Jo2 8] o o5 84 o4
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Betaproecbactra Maka - [8] 18] 8 B s AR E - . -
2222255222 25
3343433888868¢8¢ 5k
Mappa con i 10 piu abbondanti Generi batterici riscontrati in un
. % impianto pilota MBR ed uno convenzionale (MBR e CAS), Ziegler et
BioMAc 2016 BioMAc 2016 al 2016
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Fig4. a) PCA plot showing overall differences between CAS bulk sludge samples (CAS, green), MBR bulk sludge samples (MBR,

blue) and biofilm samples (BF , red). b) Stability plotshowing how similar each sample is to the previous one using Bray-Curtis
dissimilarity.

doi:10.1371foumal pone.0156811.9004
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Temporal changes in extracellular polymeric substances on @,Wm
hydrophobic and hydrophilic membrane surfaces in a submerged
membrane bioreactor

Gerald Matar *, Graciela Gonzalez-Gil ", Husnul Maab *, Suzana Nunes *,
Pierre Le-Clech *, Johannes Vrouwenvelder *““, Pascal E. Saikaly

Four hollow-fiber ultrafiltration membranes (pore sizes ~0.1 mm) at 1,

10, 20 and 30 days of MBR operation, (EPS) accumulated extracted and

characterized by:

- TCH, LC-OCD), - fluorescence excitation - emission matrices (FEEM),

- Fourier transform infrared (FTIR) and - CLSM).

- TMP quickly stabilized with higher values for the hydrophobic
membranes than hydrophilic

- The same type of organic foulants ; shifted from protein towards
polysaccharides dominance Nonmetric multidimensional scaling of

LC-OCD data showed that biofilm samples clustered according to the
sampling event (time) regardless of the membrane surface chemistry
A (hydrophobic or hydrophilic) or operating mode (with or without

wi permeate flux).

BioMAc 2016

Conclusioni
.|

- These results suggest that: e La microscopia tradizionale fornisce in via speditiva

- EPS composition may not be the dominant informazioni sulla presenza di batteri legati alla formazione
parameter for evaluating membrane performance di schiume biologiche.

- possibly other parameters such as biofilm
thickness, porosity, compactness and structure
should be considered in future studies for
evaluating the development and impact of
biofouling on membrane performance

e La tecnica FISH permette di visualizzare e quantificare
importanti cluster di batteri rilevanti (Poly-P, Nitrifiers, etc.)

e Complete caratterizzazioni microbiche passano attravreso
I'impiego dei moderni Sequenziatori di Nuova Generazione
(NGS lllumina). | risultati pero’ devono essere confermati
tramite FISH.

¢ Caratterizzazioni microbiologiche tramite NGS (Ziegler et al
2016) mostrano similarita’ tra biomassa dei CAS e del MBR

nonché del biofilm che si forma. Poco & tuttora noto sui
meccanismi di produzione dei biofoulants e sulla loro
B correlazione con le specie microbiche che li producono -,

e
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