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Sommario

Conle attivita sperimentali di questa annualith € intesoapprofondire eimplementaregli studi svoltinei
precedenti annia scala di bancan merito al potenziamento della produzione di biogas tramite mediante
bioaugmentation delle comunita microbichePertanto sono statiutilizzati substrati recalcitranti alla
degradazione biologicapstituiti da biopaimeri complessipotenziando la fase idrolitica e fermentativa della
DigestioneAnaerobicacon Funghi Anaerobi Ruminalcenil pool batterico F210:a@10 proseguiti gli studi di
Digestione Anaerobica su paglia di grano, quindi di natura lignocellulesacehe su gusci di gamberetti, di
natura chitinosale cui sperimentazionerastata avviatay St f Q2 G (i Ar©l& DARuoS subsBatirk S
guesto caso di natura ittica.

Leindagini circa lecaratteristichefunzionalidelle comunita microbichemetabolicamente attivenella DA,
ponendole in relazione alle produzioni di £ldono state condotte mediantda tecnica molecolare
Fluorescence In Situ Hybridizat{&hSH)Poiché tale tecnica consente di rilevare e quantificare le componenti
microbiche attie nel processo biogeochimico, risulta particolarmente efficge contribuire ad
approfondire quegli aspetti necessaer compiere il difficile passaggio di scalal@d G G A @A GE YSGl
organismimicroscopick le quantita, di biogas prodotto

Sié lavorato alla messa a punto di tecniche di microscopia in epifluorescenf@ peR Sy G A FA O 1 A2y S
AnaerobRuminal{ARFy' St f QI Yo A (2 RA codplesahfaili, isebbhere@deBtachndp&nsnte
microbica si sia rilevata oggetto di red¢erinteresse per le produzioni di biogas, (possiedono un corredo
enzimatico particolarmente efficace che li rendesgiho attori chiave nel sistema digestivo di vari animali
erbivori), ancora non si dispone di una metodologificace e speditiv@er ricanosceree quantificaretali
microorganismi in comunita microbiche miste.

Inoltre sono stati confrontati i risultati ottenuti nelle diverse serie sperimentali svolte nel corso degli anni,
per le stesse condizioni di substrato, cioé per paglia di gramwegenza di bioaugmentation della comunita
microbica(ARF+F210Jealizzate incrementanda scala dei reattori, 1:10:100.
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1 Introduzione

Nonostante i vantaggi offerti dalla valorizzazione energetica delle biomasse di swdiante Digestione
AnaerobicalQSFFAOASYT I RSt LINBOSaaz2 yS3aftA AYLAFYyGA NBI
potrebbe essere miglioratasia in termini di quantita che di qualitQueste limitazioni sono dovute sia alla
recalcitranza alla degradazione degli scarttitaisi da biopolimeri complessi sia alle incomplete conoscenze
riguardo alla struttura e funzione della comunita microbica, vero motore del processo.

La DA infatti & operata dgruppidi microrganismOK S 2 LISN} y2 Ay &Sl dzSyitetel £ f QA
trofica e la stabilitae IQ S F F ARBMSyd ALy 6 SN2 LINROS&a2 &A ol &l adzZ t S
appartenenti ai diversi gruppi funzionadid. Saady et al., 20134. Zheng et al., 2015]. Peraltro il metano
GASYS LINE R 2 imaZaseXlel pracesya ber@ difmicrorganismmetanigenj appartenenti al

dominio degliArchaeamentre gli step precedenti, idrolisi, acidogenesi, acetogenesi e omoacetogenesi sono
svolti da microorganismi del dominio de@ulacteria

Attualmente lamh 33A 2 NJ LI NIS RS3ItA AYLALFYGA RA 5! 2LISNF 02
delle strategie per il controllo del processo, raramentéiesie conto di aspetti riguardanti la componente
microbica Generalmente ci si limita al controllo del pHeadld concentrazione di ammonj86.h QCf I K S NIi &
al., 2006].

Sono dunque necessarie ulteriori ricerche, soprattutto di ecologia microbica, per compiere il difficile
passaggio di scala che porta iategrare le dinamiche delle comunita attive nella DAg shrealizzano su
scala microbica (fim-1 mm), con la risultante del processo a livello di reattargcala reale

Pertanto rel corso della presente annualita si &€ provveduto a svolgere studi di microbiologia funzionale per
porre in relazione le produzidui biogas con le caratteristiche delle comunita microbiche coinvolte.

Le indagini sonstatecondotte mediante tecniche di microscopia in epifluorescenza utilizzando in particolare
la Fluorescence In Situ Hybridizati®SH]3. AmannR.,Ludwig W, 2000; 8. BouvierT.,Del Giorgio, 2003;

5. Barra Caracciolo et al., 200%ina tecnicache consente di individuare e guantificare solo le componenti
microbiche metabolicamente attive nel processo, quelle che concorrono alle produziondéhgpliocesso
biogeochimicd7. Blagodaskaya et aR013, determinandoquantita e composiziondel biogas.

Gli studi sono stati svolti sottoponendo@A scarti costituiti dai biopolimeri compleds i piu diffusie
abbondantiin natura: materiali lignocellulosicper quel che concerne il mondo vegetale i materiali

chitinosi per quel che concerne il dominio dei funghi e degli animali.

In particolardQ dzd 2 RA &dzo & G NJ (A O éelaliakoyagignd dei gdmpberditideSsiitiisee ud I a 2
aspetto innovaitvo della ricerca: attualmente molte tipologie di scarti sono utilizzate per la loro valorizzazione
SYSNHSGAOF GN¥XYAGS 5! RIE €SGFrYS |t €AljdzZ YST | 3f
casearia, ma comunque sono tutte ottenutefde® LINBR Rdzl A2y A F ANRFf AYSy il NR S
5A O2yGNRI fF @If2NRT T I -chrdegfivfera R $atematica déradderite inefedsé, QA y
O2yaARSNIYyR2 OKS Af O2yadzy2 Y2y R kb &ipdedi calaiferizzas 5 N
RF dzyl N} LARIF ONBaOAGF RStfl LRLRfIITAZ2YSS RA NBRF
paesi per consumo di pesce, con una media annua pro capite di cirkg [FAO, Food Outlook 2Q,
http://lwww.fa 0.org/giews].

Siricorddnoltre che la chitina & il secondo biopolimero pit abbondante in natura dopo la cell@@d€ang

et al., 200% ed uno dei principali componenti dell'esoscheletro degli artropodi nonché della parete cellulare

dei funghi. Chimamente & un polisaccaride azotato,skaNO)n, costituito da unita di McetitD-

3f dzO2al YYAY Il dzy A ( S4) dgiidasidict (g bidssi dlle uriitddadiuYokio dhe compongono la
cellulosa) a formare lunghe catene. Queste si possono aggré@giamine unite mediante legame idrogeno.

I vari modi in cui tali lamine si aggregano tra loro determinano le tre forme cristalline note della chitina
RSYy2YAyFLdGS hx i S 1 0o

Lt LRGIGSYTALFYSyi2 RStf{QARNBEAAA § RlproEdydA&SY Gt S
substrati che,sebbene disponibili in gran quanti{d3. Sanderson K2011], a causa della complessa e
recalcitrante struttura pongono severe limitazioni alle produzioni di biogas, rallentando il processo ed in
alcuni casi comprosttendone la stabilita.
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Per tali substrati € proseguit&ttivita di ricercasul potenziamento della fasei idrolisicon Funghi Anaerobi

di origine Ruminale (ARE)fermentazionecon il pool microbico F21@rucialiin quantoR I t £ QST FA O
gueste fasdipendonoi successivi step del processqddduzione di biogas

Gli ARF possiedono una gamma ampia, compreresivgolto attiva di enzimi in grado di degradare la
biomassa lignocelluldsa[49.Solomonetal., 2016IQSFFSG i 2 O2 Yo A yehzain® MRSff tf @H TGAI 2
YSOOI yAOl RSNAGIyGS RITEQAYTFATGONITAZ2YS RSttS ATFS
microorganismi. Sono infatti dotati di enzimi escreti nonché complessi “en#imatici extracellulari
(cellulosomi). Ml rumine e nel tratto intestinale di moltissime specie animali, la loro attivita costituisce |l
primo attacco ai materiali lignocellulosici ingeriti e facilita sudvessente Q| { (fibridolitica di altri

batteri. Pertanto ilprincipale obbiettivo del trattamento biologicoon ARFconsistenel massimizzare la
rimozione della lignina per aumentare la digeribilita del substeatdiato a DA54. Zheng et al., 2015

Oltre d vantaggimenzionatj gli ARFsono consideratcandidati innovativi e promettenti per migliare le

produzioni di bioga$39. Prochazkaet al., 2013;17. Dollhoferet al., 201% per il fatto di essere adattati ad

ambienti anaerobiPertanto gl (i dzRA & dzf  LJ2 (i S ysbrib btateSndifiz2at vErsoturi approRdaR f A & |
di cotrattamento, contestualmente al processo di Dgiuttosto che applicare depre-trattamenti che
complicano la configurazione del processo con fasi aggiuntive a moeiia DA

Considerati i risultati ottenutigollaborazione coiQ! Yy A @S NA A (1 £ R Asorio btatdpfodramn@tés R S NA
sperimentazioni, poi svolte nei loro laboratogper un ulteriore passaggio di scala delle prodie
potenziamento della comunita microbica (di seguito Bioaugmentatiopagliadi grano gia sveé negli anni
precedentj utilizzandareattori da 12litri.

LabioaugmentationO2yaAaidS yStf QAYGS3ININB dzyl O2YdzyAdt YAON
(ceppi puri, pool microbici selezionati) al fine di migliorare una particolare capaettbolica del processo.

La tecnica dbioaugmentation seppur ampiamente utilizzata nei processi di biorisanamento, costituisce, in

j dzSaiG2 O2ydSaidz2z dzy | LIINRBOOAZ2 dzGAfATTFG2 LISNJ YATE
processadi digestione anaerobica
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2 Descrizione delle attivita svolte e risultati

Di seguitosono presentate attivitdelativamente a:

1) produzione diCH da scarti chitinosi: bioaugmentation delle comunita microbiche attive nel processo
di digestione anaerobica ndARF e F210

2) bioaugmentation coARF ed F21di comunita microbiche attive nella produzionebithgasper il ce
trattamento di scarti lignocellulosici: ralisi delle comunita microbiche ed approfondimento delle
relazioni strutturafunziore;

3) riepilogo dei risultati ottenuti nel corso di sperimentaziomioagumentationcon ARF ed F210
ripetute su scala di processo crescente 1:10:100, rispettivamente 120,21Le112 L.

4) messa a punto di tecniche di microscopianicroscopidn epifluorescenza per il riamento delle
componenti fungine nelle comunita microbiche attive nella DA

2.1 Produzione di metano da scarti chitinofioagumentationdi comunita microbiche
attive nela DA

Viene di segito riportato il proseguo delle attivitaavviate nella precedente annualita [Report
RAS/PAR2014/14NRA I dzl NR2 | f f Qdza & gulch di ganderdetic Ndr & prod@iore BHY 2 a A
considerandasia le produzioniquantita, qualita e resgpresentando i risultati ottenutifino al termine della
produzione di biogasshe le principali caratteristiche delle comunita batterichénoltre, ey St £ QF Yo A (i 2
guesta serie sperimentale, che nel corso della presente annualita, sono state condotte le irsddigini
produzione di bS relativamente alla componente di SRB nella comunita.
Anche in questo serie sperimentdke prima fase della DA, ovwvel@A RNR2 f A 8A RSt f 8ellay2t SO
chitna NJ LILINBaSy Gl dzy @SNER S LINBckINIRP Hailjghna ethl2208h 062 G i
particolareb OKAGAYl ySftftQSa2a0KStSGNR RSA ONRadl OSA N
altre sostanze come carbonato di calcio e sali minerali che conferiscono d{#ézEmaabe et al., 2C).
Proprio a causa del basso tasso di ddgzéione della chitindQ OOdzY dz 2 RA 3INI YRA |jdzt y
dalla lavorazione dei crostacgiti da anné emersodzy’ LINRP 6 f SYI RA LINAYIF NA I AYLR
[45. Shahidi et al.1999]. In questa fase della ricerca gli scarti chitinosi sono stati sottoposti a DA mediante
arricchimento delle comunitametanigena in particolare tramite il rafforzamento della fase idrolitica
mediante Funghi Anaerobi Ruminali (ARF), e della fase acidogeNida$ey G I yGS | 33 Adzy 2 |
[47.Shiladitya et al, 20]6Questo studio approfondisce e svilupgachei risultati preliminari gia ottenuti in
una precedente sperimentazion@7. Patriarca et al., 2014; RdS/PAR20132B2 cui veniva testata la
capacita chitinolitica del pool microbico F210 su scarti chitinosi.
Gli obiettivi principali di questinea diricercasonostati:
1) @Ftdzit NB fF LlaairoAfAdr RA dziAftATTFNB abANIA C
poichéin letteratura non figurano casi in cui siano stati utilizzati ai fini della valorizzazione energetica
con questo studio ci si propone di indagare le possibilita offerte da questa tipologia di; scarto
2) valutare QS FTFA OF OAF RSt f QI NNA OOK h Yetwhnil @ indReSiénto lnelleD 2 Y dzy
guantita e qualita di biogas prodotto (i.e. percentualéCt in esso contenutq)
3) analizzare la composizione delle principali componenti delle comunita microbiche aititedlaed
intra-guildt, in risposta alle condiziv sperimentali;
4) valuare come il passaggio di scaldxdei reattori irfluenza le produzioni di biogas;
5) valutare la concentrazione di8l nel biogas alle diverse condizioni di arricchimento della comunita

Criterio fondamentale di questa ricerca € statorispetto del principio di sostenibilita, in termini sia
ambientali che economici. E stato possibile rispettare quesbposito poiché& stato utilizzato uno scarto

INSt &t RAZIS&aGAZYS ghilggl SAMBSoyASO Fdziiartt Al § NMiAZy GISNJ R S & ziNdal@éhteRelatdzy 3 NHzLJ
f 0SaSYLIA2 LIAG O02YdzyS 8§ NI LIINBaSydlkidz2 RFEf 3INHzLIIZ RA YAONBNHI Y

7
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reale ad alto contenuto di chitina, derivante dalla lavorazione dei gambeiledtipstato & stato utilizzato
tal quale senza subire pretrattamenti atti alla degradazione di biopolirigaipcesso € stato realizzato in
mesofilia, a 37C, dunque con un input energetico contenuto.

Le ricerche sono state svolteediantedue serie sperimenta, entrambe condotte in modalita batch

- Prima Serie Sperimentaldatchda 120mL, con volume di lavoro di 62iBL Questa sperimentaziorfea
congentito di confrontare sariate condizioni sperimentali e di selezionare le piu interessanti;

- SecondaSerieSperimentalein reattori batch da 1,2 L, con volume di lavoro di 60@L, quindi in base ad
uno scaleup 10x sono state testate quelle condizioni che nella prima serie sperimentale avevano fornito
i risultati piu interessantin termini diproduzioni di netano; a queste sono state aggiunenchealtre
condizioni ritenute interessanti e meritevoli di ulteriore approfondimento (si veda oltre).

PrimaSerie erimentale

Anche se gesta attivita sperimentale era gia stata avviata nella precedente annualit@eport
RAS/PAR2014/14per chiarezza viene comungue riportato nuovamente lo schema sperimgftiel). Si
ricorda chel volumi e le quantita utilizzate per allestire le differenti prove sperimentali sono stati scelti per
poter confrontare i risultati co altri ottenuti nel corso di precedentinnualita ottenuti lavorando con
substrati lignocellulosici.

Tabella 1. Schema riassuntivo del Piano Sperimentale della Prima Serie Sperimsntdle con batch da 120 |
colori con cui sono indicate le divee condizioni sperimentali sono gli stessi che verranno utilizzati in seguito
per i grafici. ARE Funghi Anaerobi Ruminali; F2£0Pool microbico fermentante; M comunitametanigeng
Biomet. Potenz=hiometanazione potenziale, ovvero la capacita deflala comunitametanigenadi produrre

metano in assenza di substrai@rove sono state condotte in triplicatp

ARF F210 M CONC. | i\l
PROVA| CONDIZ. SPERIMEN]REPLIC SUBSTRAT(
% | mL | % | mL | % | mL| (s @)

A ARF + F210 + M 3 8 5 8 5 20 | 12,5 6,5 0,75

AR 0 3 3 0 49
B 0 O 0 0 O 0
C M 3 20 | 12,5 6,5 0,75
F M (biomet. potenz.) 2 20 | 124

Produzione di metano

Come & puo rilevare dal grafico in figurd e dalle tabelle2 e 3 relative al primo esperimento, alla
concentrazione di substrato di 6,5 g\/34 produzione cumulativa di metano ottenuta dalla prova arricchita
con entrambi gli inoculi (prova A), € piu elevaspetto al controllo, effettuato con solo inoculo metanigeno
(prova C): al T 70, momento di massima produzione di metano, i volumi prodotti sono rispettivamente di
1323mL/L+ 224 di Clcontro 907 mL+ 142 CH con un incremento del 46%; a fine produmdT 146) dalle
stesse prove si ottengono rispettivamente 2268/ L+ 21 e 1817Mnl/L+ 84, con un incremento tra le due
condizioni del 25%.

Le comunita microbiche utilizzano efficientemente gli scarti chitinosi e infatti, incrementandone la quantita
del50% (cioeé a 9,7 gM3k del 100% (13 gM$/le produzioni incrementano al T 70, rispettivamente del 39%
(prova A contro prova D) e del 90% (A contro E); a fine produzione gli stessi confronti danno incrementi
NRALISGGADE YSyGdS RSt nm: S RSEfQyw:o
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CH, (ml/1)

Produzioni cumulative di CH, Prima Serie Sperimentale

4500

4000 /"‘_J'—l %
rdr’*"'

3500 T

3000 —+

T100

T120 T140

T160

T80 |
Tempo (giorni)

—B-C(M) 6,5 gVS/!

~~F (no chitina+ M)

A(ARF+F210+M) 6,58/l  =s~H (ARF+ M) 6,5 gVs/I
—-E(AFR +F210 + M) 13 gVS/l  —m~B(F210 + M) 6,5 gVs/I

—-D (ARF + F210 + M) 9,7 gVS/!|

Figural. Produzioni cumulative di metana{L/ L) ottenute dalle prove sperimentali della Prima Serie Sperimentale.
Si riportano le deviazioni standard dei valori medi calcolati per ogni prova su tre repliche.r@werilevabili, i valori
di D.S.ssono inferiori dla dimensione del simbolo della coordinata. Le coordinate contrassegnate dal cerchio
corrispondono alle principali analisi microbiologiche effettuate.

Tabella2. Tabella riassuntiva dellproduzioni diCH:: concentrazioni(%), produzioni cumulativenl/ L), rese
(mU/gVS) di tutte le prove della Prima Serie Sperimentale; tutti i valori sono riferiti al giorno 146,

owerolQdzf GAY2 GSYLI2 RA OFYLAZ2YIlIYSyi{i2 o0FAyS
T 146 . . i

o] i corcenvadons [ O T resnc

PROVA SPERIMENT. (gVSL) CH nel biogas (% (mUL) (mU/gVSs)
A ARF + F210 + M 6,5 66,5+ 0,3 2269 + 21 357,75
9,7 69,9+4,1 3346 + 201 348,6 + 21
ARF + F210 + M 13 72,8+2,0 4128 + 182 3225+14
F210 + M 6,5 68,6 +1,4 2395 + 132 374,2+21
- c | 9~ | 6,5 63,6+ 1,8 1817 +84 | 283,8+13

6,5 385+1,1 554 + 33 86,5+5

M (no chitina) 6,5 10,6 £ 0,7 108 +7 /

Tabella3. Tabella riassuntiva dellproduzioni diCH.: concentrazioni (%), produzioni cumulag (mL/L), rese

(mL/gVS) di tutte le prove della Prima Serie Sperimentatetti i valori sono riferiti al giorno 70,
corrispondente alla fase esponenziale di produzione disCH

T70 Concentraz. . Produziore
| Substrato Concen_t razmn;a cumulativaCH Resa CH
PROVA| CONDIZSPERIMEN (QVSL) CH nel biogas (% (mUL) (mU/gVs)
A ARF + F210 +M 6,5 61,4+28 1323 +224 | 206,7+35
9,7 645+1,9 1837 £5,5 191,3+6
AR 0 13 72,3+1,7 2518 + 229 196,7 + 18
B 0 6,5 58,4 + 33 1162 +220 | 181,6+34
M 6,5 51,9+23 907 + 142 141,7 £ 22
6,5 342+1,0 503 + 30 73,65
F M = biomet. potenz. 6,5 10,6 + 0,7 108 + 6,8 /

w
Qx
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La provaH (conARF+N priva cioé di un rafforzamento della fase intermedia acidogenicaJeae fornito
produzioni di biogas inferiori a quella della prova di controllo, con solo inoculo M (prova C): al T 70 aveva
prodotto la meta circa del controllo (5081/L + 30 vs 907mL/L £ 142 di CkJ, mentre al termine

RSt f QSaLISNXYSy (uavatnieno NGB fedz (55h/1S+ 3B,A vs 1817mL/L + 84), con
RSONBYSyiA RSttQym: Ft ¢ 1n S RSt HHYy: | FAYS LINE
Questi risultati confermano che la riduzione nella produzione cumulativash@tsi realizza per effetto di
interazioni negative(es. di tipo competitivo)tra componenti microbiche, quanto piuttosto per lo
shilanciamento tra le guild funzionali della comunita: potenziando solo la fase di idrolisi, mediante ARF, e
omettendo di arricchire la successiva fase di acidogenesi con F2f#hesa una inefficienza nella catena
GNRFAOF S Af aO2ftt2 RA o02GGA3tAL¢ RSt LINRPOSaaz2sz (
RStfQARNREAAAT & LINPOIOATfYSYdS GNFXraFSNARG2 In |j dzSt
seguito). Anche Theuerl et g2015[52] sottolineano come il processo possa essere perturbato quando un
singolo passaggio & sbhilanciato e sostengiéhd YLI2 NI I yT1 I RSt f QSljdzAf A6 NRA2 N
sequenzialmente coinvolte nel processdih.

Le migliori produzioni giornaliere di metano si registrano intorno al TFigp2), da parte della condizione

ARF + F210 + M con substrato a concentrazione massima, cioé L3m¥&i E): la produzione giornaliera
raggiunge i 45ml/L; la stessa@ndizione con concentrazione di substrato di 9,7 ¢\{@bva D) raggiunge

la massima produzione giornaliera una settimana dopo, con valore medio di482insieme alla prova a

6,5 gVaL(prova A), che perd mostra un valore di produzione giornalie@Hrdi 301mL/L Per la prova B,

costituita da F210 + M a 6,5 g\Sdon si osservano produzioni giornaliere di rilievo.

Produzioni giornaliere di CH,

CH, (ml/1)

T20 T40 760 780 T100 T120 T140 7160
Tempo (giorni)
A (ARF + F210+ M) 6,58/ H (ARF + M) 6,5 gVS/I -#-C (M) 6,5 gVs/| -#-D (ARF + F210+ M) 9,7 gV$/I
-#-E (AFR + F210+ M) 13 gVS/l -m=B(F210+ M) 6,5gV5/l F (no chitina + M)

Figura 2. Produzioni giornaliere @ik (mL/L) della Prima Serie Sperimentale, calcolate moltiplicando
il volume del biogas ottenut al tempo di campionamento per la percentuale di metano

Le percentuali di metano nel biogas prodotto nelle differenti prove sperimentali sono di grande interesse:
negli impianti reali, proprio perché progettati empiricamente, con volumi di reattori spess
sovradimensionati e processi di trattamento sotimali o instabil{36.h Q Cf | K S NIi Esi @tiégnebnf ®% H
biogas con una percentuale @H del 50:60%; molti studi sono dedicati alla ricerca di soluzioni tecnologiche
economicamente sostenibili péa rimozione della CQupgrading del biogas), che, insiem€#&l, predomina

nel biogas (2545%).

Nella prova ARF + F210 + M alla piu elevata concentrazione di substrato (3(gk¢®A E), gia al T 70 si
raggiunge il 72% di contenuto @H (Tab.2, Tab.3eFig.30 = O2y LA OOKA RSt f Qy oz 24
dopo il T 130. Si noti che al T 70 la concentrazioi@Hiilevata per la prova B (F210 + M) é inferiore, pari

al 58,4%, mentre per la prova di controllo & del 51,9%; un valore paa@gsante, 39%, viene ottenuto per

IQF NNA OOKAYSyiG2 O2y az2f2 ! wC OLINRGIF 10X O2yFSNXI YR
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Incremento della % di CH,nel Biogas

A(ARF +F210+ M) 6,5g/I
-m-E (AFR + F210+ M) 13 gVS/|  --B(F210 + M) 6,5 gVS/|

T40 T60

-#-H (ARF + M) 6,5 gVv§/I

T80 1100

Tempo (giorni)

-=-C(M)6,5gVs/Il
F (no chitina + M)

1120 1140

T160

-2-D (ARF + F210+ M) 9,7 gV$/I

Figura3. Incremento della percentuale di Giel biogas ottenuto per ogni prova nella Prima Serie Sperimentale

Le rese migliori in termimi mLdi CH prodotto per gVS di scarti chitinosi sono ottenute, sia al T 70 che a fine
esperimento (T 146), per le prove ARF + F210 + M alle tre concentrazioni di substrato (prove A, D, E), con
valori che si attestano intorno ai 350L/gVS, come pure pda prova F210 + M (prova B) per la quale la resa

e di 374ml/gVS * 20,Tab.2) confermanddQSFFA OA Sy T I RA
parte delle comunita microbiche. La condizione con ARF ma priva di F210 (prova H), mostrariavesa
ridotta, 87mL/gVS + 5 contro 28mL/gVS + 14 della condizione di controllo con solo M (prova C). Anche in
guesto caso si conferma la necessita di arricchire la fase acidogena fermentante.
RA diZ@ e Mitndstra@ Kriclie Addglle pekcentudd WD € |
rimozione del substrato rilevate a fine esperimento e mostrate in taldelRer tutte le prove viene rimosso

pit del 99% dei Solidi Volatili e pitu del 97% dei Solidi Totali, dimostrando che anche lelpafiigtiarie

alla degradaionesono state digerite. Questo risultato & di interesse in quanto al termine del processo la
quantita di digestato da smaltire & veramente scaif@l in particolare il rapporto C:N:S registrato per lo
scarto di partenza é di®4:1 mentre a fine esperimento é di 14:4:1 per ARF + F210 + M a L3gh¢8A E)

e di 8:2:1 per ARF + F210 + M a 9,75 lg{p8sva D), dimostrando quanto la DA si realizzi a carico del carbonio.

[ QSTFTFAOI OA L

5QI f GNJ LJ NI S

RSt f Qdza 2

i dzS & { A

NJA #maziti | G A

YSNRGFy2

dzG At ATTIFTA2YS R

dzf G SNA 2 NA

Tabella4. Valori percentuali di TS e di VS ottenuti per il substrato e per ciascuna prova sperimentale a fine
esperimento, e relative percentuali di rimozione

% TS % VS rimozione TS (% rimozione VS (%
SUBSTRATO CHITINO}] 87,8 +0,70 53,6 + 90 / /
A 1,97 £ 0,02 0,3+0,01 97,8 99,4
D 2,25 +0,03 0,37 £ 0,01 97,4 99,3
E 2,62 +0,01 0,52 + 0,02 97,0 99,0
B 1,94 +0,03 0,36 + 0,03 97,8 99,5
C 2,03+0,01 0,31+ 0,00 97,7 99,4
H 2,06 + 0,05 0,31 + 0,02 97,7 99,4
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ACCORDO FPROGRAMMMISEENEA

Intermedi di processo

D ffQlylfAaAa
attraverso la via metabolica degli acetotrofi, come del resto atteso, per il fatto che il processo si svolge in

RS3If A

AYGiSNYSRA

GH viehdN@IG A& privcipanveSteélH S

mesofilia (37°C). Si fa presente chedacentrazione di acidi rilevata € comunque la differenza tra quanto

prodotto dalla comunita e quanto da essa stessa consumata.
Dai grafici riportati in figuran =

Ay  Odzi

adz f Q2 NRAY I G F

RA &AYA&QGND

coordinga di destra le produzioni cumulative @iH, si osserva che il decremento nella concentrazione

RSffQll OAR2

aAl Af adzmaildN) G2

metanigenin mesofilia (2842 °C): si stima che in questa condizione oltre il 70% gv&idja prodotto lungo
la via metabolica egli acetotrofi.
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Figurad. Grafici delle concentrazioni degicidi grassivolatili (ppm), rilevate nel mezzo di coltura per le varie
condizioni sperimentali della Prima Serie Sperimentale; per ogni grafico si riporta anche la curva cumulativa di
produzione di CH(mU/Ly = OKS T A 3 dzNT

C

a

I OSIRAGDNB X SPa@ ¥o RKIKiaddPeRadz(2012)308 RA G SNJ S
(2013)[10], Ali Shah et a(2014)[1] riportano comelQl OS G | G 2

Ay YySNRBR S OKS 7



\ § RICERCA DI SISTEMA ELETTRICDO

La concentrazion® SdcitioCacetico & pill elevata in corrispondenza della pit elevata concentrazione di
substrato (13 gV$): raggiunge i 6111 ppm intorre T 45 nella condizione ARF + F210 + M con (prova E),
mentre al contempo si registrano 5259 ppm a 9,7 §\¢S3700 ppm a 6,5 gMS/E interessante rilevare che
nella condizione ARF + M (prova H) le concentrazioni di acido acetico, dal T 31 fino alm&fcsahttestano
intorno ai 3200 ppm e in gquesto intervallo di tempo non si osservano incrementi nella produzi@he di

Questo dimostra la difficolta da parte della comunita di metaboliza@eé OS (i | (i 2 irRduéstal2 y A 0 A

condizione sperimentale

Caatteristiche delle comunita microbiche

La densita cellulare & un parametro generalmente non riportato in letteratura ma che nel caso di questo
studio ha fornito risultati molto interessanti: infatti oltre a conoscere la frazione % delle componenti
microbiche in esame, il valore numerico delle loro dengititme vedremo in seguito, aggiunge una ulteriore

AYTF2NNITA2YS EEQFylFtAAA RA O2Ydy At S Fitl RSTFAY

Nelle prove ddh Prima Serie Sperimentale massime densita dalari si ottengono per le configurazioni di
comunita ARF F210+ M, alle tre concentrazioni di substrato (prove Bed E), al 70, tempo in cui &
massima la produzione di €ffFig.5); di contrg al T105,quando non viene piu prodotto biogasvaloi di
densita cellulare sono piu bassi che nella fasstatt-up (T 8).

Densita cellulari Prima Serie Sperimentale (n° cell/ml)

4,E+09

4,E+09

3,E+400 4,E+08

HH

4,E+08

3,E+09 3,E+08 |

1 oTe
T 2,E+08 ‘} _

1,E+08 mT45
0,E+00 oT105

1,E+09 B c H F

2,E+09

n° cell/mil

5,E+08

0,E+00 -+

&
X
o

Figurab. Densita cellulari della Prima Serie Sperimentale ¢efl/mL). Per tutte le prove vengono riportate le
densita riferite ai tempi di campionamento T 8, T 45 e T 70 e in piulD5 per le prove A, D ed E. Per le prove B, C,
H e per il controllo F & stato effettuato uno zoom del grafiG@uadro minore) in modo da poter meglio apprezzare
le differenze di scala tra le diverse prove e i diversi tempi di campionamento. Si rggarie DSdei valori medi
percentuali calcolati per ogni campione su tre repliche.

[ QSTFFAOFOAI yStftQdza2z RSt adzoaidN)} G2 RI LI NS RSt ¢

RFEffQ2aaSNBIT A2yS OKS It f QI doBispdnde aRcBefun increipetdo yleflax G &
densita cellulareg a questi incrementi corrispondono maggiori produzidnCH (Fig.1). Le altre prove,
compresa la prova B (F210 + M), non mostrano risultati significatjuafro diFg. 5). Pertanto saranno
discussi i risultati delle analisi microbiologiche delle sole prove A, D ed E.

E interessante considerare comella fase di starup, si rilevinofrazioni sia dEubacteriache diArchaea
inferiori a quelle attese sulla base degli inoculi utilizZzafatti la comunitametanigenaM era costituita dal

54,4% dEubacteriae dal 4,9% dArchaea(Fig6u = YSYy i NB y St f QA yBRulGadzrigilevatin m n
era del 78,9%Questi risultaticonfermano ganto riportato da Demirel & Yenigun, 20(65], ovvero che la
comunita microbica necessita di un tempo di riadattamento dipd 3 PA 2 RSt LINRPOSaaz2s:s
di una efficienteproduzione di CH
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ACCORDO FPROGRAMMMISEENEA

Struttura comunita Inoculo M

@Eubatteri  WArchaea

[=2)
o

544

S 0w
o O

=N
o o

% cellule positive alla sonda/DAPI
w
o

o

Solfato-riduttori Composizione % Guild metanigeni
_— Archaea @Methanosarcina
= ot (@88 BMethanosaeta WMethanococcales
-3 mMethanobacteriales @Methanomicrobiales
S 60 534 —
® 7
2
6 50 -
w
=
® 40
o
>
=30 -
8
o 20 -
E]
- 4 1.9
g 10 24 25 0.8
" 0 == = —

Figura 6 Composizione della comunita microbica dell'inoculo M. In alto: componente Eubacteria e cowpte
Archaea; in basso a sinistra: percentuale di solfatduttori e in trasparenza percentuale di Eubacteria totdper la
discussione di questo risultatosi veda piu avantinn basso a destra: componenti della guild di metanigeni e in
trasparenza pecentuale di Archaea totali. Le percentuali sono espresse come il numero di cellule che rispondono
alla sonda rispetto al totale delle cellule contate in DAPI. Si riportdd®dei valori medi percentuali calcolati per
ogni campione su tre repliche.

Al T70, tempo di massima produzione @H, per le condizioni A, D, E, risultano incrementate le frazloni
microrganismi appartenenti ai domiiubacterieed Archaea(Hg. 7); & interessante osservare che arq il
rapporto ArchaeaEubacteria di 1:7 contraun rapporto di 1:1(elle fasi dstart-up e fine produzione.

Struttura comunita prove A,D,E (%)
- DEubatteri MArchaea

g

g

cellule positive alla sonda/DAPI

o
T105
Figura?7. Struttura delle comunita nelle prove A, D ed E ai tempi di campionamento T 8, T 70, T 105. Le percentuali
sono espresse come il numero di cellule che rispondono alla sonda rispettotalle delle cellule contate in DAPI.

Si riportano leDSdei valori medi percentuali calcolati per ogni campione su tre repliche
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Calcolando i corrispettivi valori di densita cellulari gelbacterise Archaea per i tre tempi sperimentali, Si

rilevano al T 70 densita per entrambe le componenti superiori di un ordine di grandezza, rispetto alle fasi di
inizio e fine produzione, confermando come le dimensioni delle componenti della comunita possano
costituire un parametro importante per la valutazmulella produzione di GHCio & confermato dal fatto

OKS | ffQldzySyidlINB RSttt O2yOSydGN}XiT A2yS RA &dzad NI
Eubacteriache diArchaea(Hg. 8).

Struttura comunita prove A,D,E (n°cell/ml)

b | 22640
@ Eubatteri @ Archaea e

2,E+09 [

1,5€+0

_ 9
T 2E+09 —
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]
.:
=] 1,1E+0
z
3 b
3
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@ LE+09
]
H
H
=
:
=
2
2

5,E+08 |

3,160
2,0640 8
1,6€:0 g
1,6€+08 8
9,36+07 1,06-08 J 8.7€:07 1,1E:08 LAEI08
1,1€+07 J0E+07 AE-07 . 1,06407 1,1€407 D_Ew
P | beo| Tl T TH | meo [eco [T
A D E A D E A D E
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Figura8. Struttura delle comunita in termini di Eubacte&xr e Archaea nelle prove A, D ed E ai tempi di
campionamento T 8, T 70, T 105. Le densita sono ricavate moltiplicando la frequenza
della singola componente microbica per la densita cellulare ottenuta in DAPI

£ £ QA Y ( SNy Archadarhetahigerd(Bigh X eRig. FOR risulta prevalere la componente funzionale
degli acetotrofi a cui, si ricorda, € attribuito il 70% della produzione di metano nelle condizioni sperimentali
di mesofilia (37C).

Composizione % Guild Metanigeni T70
Archaea O Methanosarcina E Methanosaeta
B Methanococcales B Methanobacteriales B Methanomicrobiales

_ 12
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Figura9. Componenti della Guild dinetanigeninelle prove A, D ed E al T 70 espresse in percentuale e in trasparenza
percentuale diArchaeatotali. Le percentuali sono espresse come il numero di cellule che rispondono alla sonda
rispetto al totale delle cellule contate in DAPI. Si riportano&dei valori med percentuali calcolati
per ogni campione su tre repliche
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Densita cellulare Guild Metanigeni T 70 (n°cell/ml)

@ Methanosarcina B Methanosaeta
B Methanococcales B Methanobacteriales B Methanomicrobiales
~ 3,50E+08
£ 3, 16+08
=
o 3,00E+08
O
=
— 2,50E+08
% ) 2,1E+08
a b hivh =i
< 2,00E+08 :
5 1,6E+08 1,5€+08
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o
v
0 +
2 1006408 T
£ 3,7E+07
0« g JJE+
8),00& 07 336507 . I
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A D E

Figural0. Densita cellulari delle componenti della Guild elietanigeninelle prove A, D ed E al T 70 ottenute
moltiplicando la frequenza della singola componente microbica per la densita cekula
ottenuta in DAPI; in trasparenza si riporta la densitaAlichaeatotali.

Tutti gli acetotrofi rilevati appartengono al genebMethanosarcina di contro la sonda usata per i
MethanosaetalQ £ G N2 ISy SNBE 02y 23a0Adzi2 Rtvi | Méanbaitingddor = Y 2
O2yaARSNIY GA 3ISy SNI[88ASEHIThA Ingr&ni Smihg2Z0@32. [RuSef a., Q00st jperohé

hanno una affinitiper questo composty St t Q2 NRAY S RA YaX &aAiAl LISNOKS Lk
substrao qualilIQ4/CQO; e composti metilici. Di contro Methanosaetasono speciali$ A 206 6f A 3 G A
RStfQFOSGIrG2Y O2y IFFAYAGL VS iMettbBddehy il chdlesslS > a «
considerati a strategia ecologidatipor, rispetto aiMethanosaetaa straegiak (Tab.5)[4. Andrews & Harris,
1986;14.De Vriezeet al., 2012 ben concorda con le elevate concentrazioni di acetato riscontrate.

5QFf G0N LI NGSS 8§ adlar NRAE SO G Argh&é@tanigghlancieNd T A 2 y
relativa solo aMethanococcalegnon sono stati rilevatvethanobacterialese Methanomicrobialel (Fig.9);

le percentuali dMethanococcaleél,2% in A; 1,6% in D; 2,0% in E), nonché i relativi valori di densita cellulari,
crescono al crescere delle quantita di substrato fornito ai reattori, che peraltro mosteacbe
concentrazdni crescenti di acetato, come precedentemente illustrato i & Questo risultato puo far

ALRGATTINB dzy Nzt 2 RA ONBAOSY(HS AYLRNIFYyT I RSt
substrato fornito e alla concentrazioneldiOS G I G 2Y ljdzSadGlF & Ay 3INI R2,eRA N
CQe viceversa, sulla base delle condizioni ecologiche del prof@g@do QCf I KSNIig Sid Ff & H

In questo studia@ stata testata anchiQ A yy 2 @ (i A 9. Bréokmérrdt al. 2@perlQA RSy G A FAOI 1
del genereNeocallimastixusato insieme ®rpinomycesome inoculo pelQ NNA OKA YSy G2 RSt € I
Sebbene siano state effettuate diverse prove a differenti valori di stringeteaonda non ha dato esito
positivo.[ Qaldi tale sonda é infatti infase di sperimentazione da parte della comunita scientifica e visti gli
incerti risultati non & ancora registrateel databaseProbBaselelle sonde oligonucleotidiche per rRiBkget
(http://probebase.csb.univie.ac.al/ Pertanto sono state svoltie attivita descritte nel successivo paragrafo

2.4, dedicate alla messa a punto delle tecniche di rilevamdatgli ARFnediantecolorazioni fluorescenti

2/ 2y Af GSNNAYS &G&GNARY3ISYyTFé OA &A NATFSNA & @Sequerizé domplemdrlarDA G+ OF
ed e una caratteristica distintiva di ogni sonda; Le condizioni di stringenza ottimali dipendono dalla combinazione diteanper
ROAOGNARITA2YySS O02yOSYyidNITAZ2YyS &1 ftAyl S LISJulifiddgedactieformado T2 NY I Y
f QAONAR2 | 00 &alméR@ed® H paiarBetfd dGeNdenk daxato nfadgiormente.
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Second&Serie Serimentale

Nella Seconda Serie Sperimental&caleup, si € poceduto ad un aumento di scala 10x della Prima Serie
utilizzando reattori da 2 L. Di seguito si riporta lo schema del Disegno Sperimeritale). In questa serie
sperimentale sono state testate le stesse condizioni della Prima Serie ma per tutevée & deciso di
testare il substrato alla massima concentrazione di VS, ovvero 18 g¥8hdo ottenuto i migliori risultati

di produzione nella Prima Serlaoltre:

)b St O20aRMl ,AatgSaggiunta una prova)(im cui la componente FRifigura con una
02 y OSy i NI % sultofafe ddR@Kinf) @lmeovverola metarispetto alla prova B;

2) Nella condizion&x ! w C , B staiaéaggiunta una prova)(lm cui la componente ARF figucon una
02 y OSy i NI % sultofafe déR@Kinf) Wyme ovverola metarispetto alla prova H;

Tabellab. Schema riassuntivo del Piano Sperimentale dello Segievolto utilizzando reattori da 22 L. | colori con
cui sono indicate le diverse condizioni sperimentali sono gli stessi che verranno utilizzaeguito per i grafici.
ARF= Funghi Anaerobi Ruminali; F210= Pool microbico fermentante; M= comon@tanigena

ARF F210 M CONC.
PROVA CONDIZ. REPLICH SUBSTRAT] SUBSTRAH
SPERIMENT. % | mL| % |mL| % | mL (gVsL) ()]

|2 | \Jii

~ F20+M 2 |1 120 13 13,8

--_-___

ARF + F210 + M 48 | 8 48 20 120 13 138

PerlQF t £t SAGAYSyidi2 RSA NBFGG2NR S bifdgd rispetidlalid Pima Felriey Sy i /
Sperimentale ma sono state utilizzate bottiglie di vetro Pirex da d@0@unite di tappi a 3 vi€VICI Safety

Cap, GL45, 3 poitshe hanno reso piu agevoli i campionamenti, non essendoci necessita di capovolgere i
reattori (come invece avviene nella i Serie Sperimentale}Fig. 11). | reattori sono stati agitati
manualmente ogni giorno per circa 20 secondi ognuno.

Figurall Allestimento dellall Serie Serimentale usando eattori da 1,2 Lcon
tappo a tre vie i reattori sono stati posti nel termostatpa 37°Ce al buio
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Produzione di metano

Al'T 70 le migliori produzioni cumulative dis@Hg.12 e Tab.6) si registrano per la condizione F210 8% + M
(prova b) (1912nl/L), con un incremento rispetto al controllomsolo inoculo M (prova C) del 15%, mentre

la prova ARF + F210 + M (E) ha fatto registrare una produzi@diil703mLU/LT R QI f G4 NI LJ NI S=
ha raggiunto una percentuale @iH nel biogas piu elevata, facendo registrare una media del 7798l T

Produzioni cumulative di CH, - Scale-up

2000

1600 -

1200 -

800 -

CH, (ml/1)

400

T0 T10 T20 T30 T40 T50 T60 170 T80
Tempo (giorni)
-#-b (F210 8% + M) -8B (F210 16% + M) ~4-C (M)
-m-E (ARF + F210 + M) h (ARF 8% + M) -m-H (ARF 16% + M)

Figural2. Produzioni cumulative di metanangl/ L) ottenute dalle prove sperimentali dello Scalap utilizzando
reattori da 1, 2 L. Siriportano le deviazioni standard dei valori medi calcolati per ogni prova su due repliche.
Ove non leggibi, i valori di D.S sono inferiori alla dimensione del simbolo della coordinata.

Tabella 6 Tabella riassuntiva dellproduzioni diCH: concentrazioninel biogas (%), produzioni cumulatienl/ L),
rese Mk 3 + { O ulimd cBlbnhatsono riportate leconcentrazoni di BS nel biogas (%)l cuigrafico
viene riportato nella sezione successiva, per tutte le prove sperimentali dstlale-up;
tutti i valori sono riferiti al giorno 70

CH nel biogas Produglone Resa CH | H:Snel
cumulativa CH .
PROVA |  CONDIZ. SPERIMENT. (%) muD) (mUgVs) | biogas (%)
63,6 1912 147,1 0,10
F210 (16%) + M 67,8 1685 129,6 0,39
M| 636 1668 1283 0,31
ARF + F210 + M 77,3 1703 131 0,02
66,1 1510 116,1 0,17
| 627 1195 92 0,37

Inoltre gli incrementi % di Gldegistrati nel corso del tempo della prova E sono piu elevati rispetto alle altre
prove, fin dalle prime settimane di esperimenteid.13).
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-3 RICERCA DI SISTEMA ELETTRICDO

Incremento della % di CH, nel Biogas - Scale-up

TO T10 T20 T30 T40 T50 T60 T70 T80
Tempo (giorni)

—=—b(F210+M) —W—B(F210+M) —8—C(M) —@—E(ARF+F210+M) h{(ARF+M) —m—H (ARF + M)

Figural3. Incremento della percentuale di Gliel biogas ottenuto per ogni @va nelloscale-up

Per la prova F210 16% + M (prova B) si ottengono produzioni cumula@¥kerdaggiori (168%nL/L) rispetto

al primo esperimento (116&1L/L), con un incremento del 45%. Gialima precedente sperimentazione ENEA
effettuata utilizzando gbstrati lignocellulosici, € stato riscontrato che effettuando uno Saopl€i processo

con reattori 10x, i risultati precedentemente ottenuti risultano enfatizggtlS/PAR2014/145).

La prova F210 8% + M (b) ha fornito anche le migliori produzioni gevendICH: al T 57 sono stati prodotti
421mUl/Ldi CH, anticipando, insieme alla prova ARF + F210 + M (E), le migliori produzioni giornaliere rispetto
alle altre prove, rilevate intorno al T 70.

Anche nel S & LIS NJ Sc8eviplie2coniiZioni che hanrfornito le produzioni pitl scarse sono quelle con
lwC b aX OA28 LINARGS RSt f QfermdNtade) ferevit@uyite & coRc@iitrazioni, T I &4 S
rispettivamente ARF 8%+M (prova h) e ARF 16% (prova H).

A questo proposito, Nkemka et al., (20[3), utilizzando unicamentéunghi ruminaliper potenziare la fase

di idrolisi di materiali lignocellulosici (paglia di grano), non hanno riscontrato un incremento nelle produzioni
di CH. Di contro gli studi condotti in ENEA utilizzando paglia di granarto dimostrato che utilizzando gli

ARF in combinazione con il pool batterico fermentante F210, gli incrementi nella produzione di metano
raggiungonaancheil 224%RdS/PAR2014/145

| risultati di queste sperimentazioni confermano ancora una \QIita Ytad2a e il ruolo svolto nella DA dalle
interazioni tra guild funzionali di microrganismi e come, nel caso di impiego di colture miste per migliorare le
produzioni, queste debbano essere comprese a fondo al fine di ottenere comunita funzionalmente teilancia
[21. Ghosh et al., 2016 Anche Theuerl et al., (20152] sottolineano che la realizzazione di consorzi
microbici equilibrati garantisce al processo una alta efficienza come pure la capacita di resilienza rispetto ai
disturbi, ed & attualmente considato comelQl & LJISG G2 LIAG ONMHzOAI €S LISNJ €S
produzione di biogas.

Intermedi di processo

Anche nel secondo esperiment@ OA R2 I OSGiA 02 LINBR2YAYIl |IBgMN)diladzi G S
decrescita della sua concentragimsi associa cd@ A Yy ONBYSy i 2 RGH.f S LINPRdZ A2y A
5QFf iNRBYRS €S LINBP@®S 'wC b a 6K S 10 Y2adNry2 €S LJ
02y | wC 7228 dp (pfova coB ARF al 16%ltre la concentrazione di 4000 ppriferata gia dalla

prima settimana per entrambe le prove conferma la difficoltd da parte della comunita nel metabolizzare

IQF OAR2 | OSGAO2: OKS AyTFlLiailodH F2NyAao0z2y2 €S LIAG ol &
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Figura 14 Concentrazioni deghcidi grassivolatili (ppm), rilevate nel mezzo di coltura per le varie condizioni
sperimentali dello Scalaip; per ogni grafico si riporta anche la curva cumulativa di produzione di
CHMUW X OKS FAIdzNF GNFX GGS3I3aAFGlr Ay ySNB S OKS FI

Concatrazione di HS nel biogas e di specie di solfuri nel mezzo liquido

Nel corso della Seconda Serie Sperimentale sono state monitorate le concentrazigiingil lHiogas e, dal
28° giorno di esperimento, anche le concentrazioni di specie di solfuri nedlonligriido, utilizzando una
metodica innovativa[2. Aliboni et al., 201p | risultati ottenuti dalle due analisi verranno trattati
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