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Sommario  

Con le attività sperimentali di questa annualità si è inteso approfondire e implementare gli studi svolti nei 
precedenti anni a scala di banco, in merito al potenziamento della produzione di biogas tramite mediante 
bioaugmentation delle comunità microbiche. Pertanto sono stati utilizzati substrati recalcitranti alla 
degradazione biologica, costituiti da biopolimeri complessi, potenziando la fase idrolitica e fermentativa della 
Digestione Anaerobica con Funghi Anaerobi Ruminali e con il pool batterico F210: sono proseguiti gli studi di 
Digestione Anaerobica su paglia di grano, quindi di natura lignocellulosica, e anche su gusci di gamberetti, di 
natura chitinosa, le cui sperimentazione era stata avviata ƴŜƭƭΩƻǘǘƛŎŀ Řƛ ŜǎǘŜƴŘŜre la DA a nuovi substrati, in 
questo caso di natura ittica.  
Le indagini circa le caratteristiche funzionali delle comunità microbiche metabolicamente attive nella DA, 
ponendole in relazione alle produzioni di CH4, sono state condotte mediante la tecnica molecolare 
Fluorescence In Situ Hybridization (FISH). Poiché tale tecnica consente di rilevare e quantificare le componenti 
microbiche attive nel processo biogeochimico, risulta particolarmente efficace per contribuire ad 
approfondire quegli aspetti necessari per compiere il difficile passaggio di scala tra lΩŀǘǘƛǾƛǘŁ ƳŜǘŀōƻƭƛŎŀ Řƛ 
organismi microscopici e le quantità, di biogas prodotto.  
Si è lavorato alla messa a punto di tecniche di microscopia in epifluorescenza per lΩƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀȊƛƻƴŜ ŘŜƛ CǳƴƎƘƛ 
Anaerobi Ruminali (ARF) ƴŜƭƭΩŀƳōƛǘƻ Řƛ ŎƻƳǳƴƛǘŁ ƳƛŎǊƻōƛŎƘŜ complesse. Infatti, sebbene questa componente 
microbica si sia rilevata oggetto di recente interesse per le produzioni di biogas, (possiedono un corredo 
enzimatico particolarmente efficace che li rende gli sono attori chiave nel sistema digestivo di vari animali 
erbivori), ancora non si dispone di una metodologia efficace e speditiva per riconoscere e quantificare tali 
microorganismi in comunità microbiche miste.  
Inoltre sono stati confrontati i risultati ottenuti nelle diverse serie sperimentali svolte nel corso degli anni, 
per le stesse condizioni di substrato, cioè per paglia di grano, in presenza di bioaugmentation della comunità 
microbica (ARF+F210), realizzate incrementando la scala dei reattori, 1:10:100. 
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1 Introduzione  

Nonostante i vantaggi offerti dalla valorizzazione energetica delle biomasse di scarto mediante Digestione 
Anaerobica, lΩŜŦŦƛŎƛŜƴȊŀ ŘŜƭ ǇǊƻŎŜǎǎƻ ƴŜƎƭƛ ƛƳǇƛŀƴǘƛ ǊŜŀƭƛ ŝ ŀƴŎƻǊŀ ǎǳōƻǘǘƛƳŀƭŜΣ Ŝ ƭŀ ǇǊƻŘǳȊƛƻƴŜ Řƛ ƳŜǘŀƴƻ 
potrebbe essere migliorata, sia in termini di quantità che di qualità. Queste limitazioni sono dovute sia alla 
recalcitranza alla degradazione degli scarti costituiti da biopolimeri complessi sia alle incomplete conoscenze 
riguardo alla struttura e funzione della comunità microbica, vero motore del processo.  

La DA infatti è operata da gruppi di microrganismi ŎƘŜ ƻǇŜǊŀƴƻ ƛƴ ǎŜǉǳŜƴȊŀ ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ Řƛ ǳƴŀ ŎƻƳǇƭŜǎǎŀ rete 
trofica e la stabilità e lΩŜŦŦƛŎƛŜƴȊŀ ŘŜƭƭΩƛƴǘŜǊƻ ǇǊƻŎŜǎǎƻ ǎƛ ōŀǎŀ ǎǳƭƭŜ ƛƴǘŜǊŀȊƛƻƴƛ ǎƛƴŜǊƎƛŎƘŜ ǘǊŀ ǇƻǇƻƭŀȊƛƻƴƛ 
appartenenti ai diversi gruppi funzionali [42. Saady et al., 2013; 54. Zheng et al., 2015]. Peraltro il metano 
ǾƛŜƴŜ ǇǊƻŘƻǘǘƻ ǎƻƭƻ ƴŜƭƭΩǳƭǘima fase del processo, ad opera di microrganismi metanigeni, appartenenti al 
dominio degli Archaea mentre gli step precedenti, idrolisi, acidogenesi, acetogenesi e omoacetogenesi sono 
svolti da microorganismi del dominio degli Eubacteria.  

Attualmente la mŀƎƎƛƻǊ ǇŀǊǘŜ ŘŜƎƭƛ ƛƳǇƛŀƴǘƛ Řƛ 5! ƻǇŜǊŀ ŎƻƳŜ ǳƴŀ ά.ƭŀŎƪ .ƻȄέ Ŝ ǉǳŀƴŘƻ ǾŜƴƎƻƴƻ ŀŘƻǘǘŀǘŜ 
delle strategie per il controllo del processo, raramente si tiene conto di aspetti riguardanti la componente 
microbica. Generalmente ci si limita al controllo del pH e della concentrazione di ammonio [36. hΩCƭŀƘŜǊǘȅ Ŝǘ 
al., 2006].  

Sono dunque necessarie ulteriori ricerche, soprattutto di ecologia microbica, per compiere il difficile 
passaggio di scala che porta ad integrare le dinamiche delle comunità attive nella DA, che si realizzano su 
scala microbica (1 µm-1 mm), con la risultante del processo a livello di reattore a scala reale. 

Pertanto nel corso della presente annualità si è provveduto a svolgere studi di microbiologia funzionale per 
porre in relazione le produzioni di biogas con le caratteristiche delle comunità microbiche coinvolte.  

Le indagini sono state condotte mediante tecniche di microscopia in epifluorescenza utilizzando in particolare 
la Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) [3. Amann R., Ludwig W., 2000; 8. Bouvier T., Del Giorgio, 2003; 
5. Barra Caracciolo et al., 2005], una tecnica che consente di individuare e quantificare solo le componenti 
microbiche metabolicamente attive nel processo, quelle che concorrono alle produzioni finali del processo 
biogeochimico [7. Blagodaskaya et al., 2013], determinando quantità e composizione del biogas.  

Gli studi sono stati svolti sottoponendo a DA scarti costituiti dai biopolimeri complessi tra i più diffusi e 
abbondanti in natura: materiali lignocellulosici, per quel che concerne il mondo vegetale, e i materiali 
chitinosi, per quel che concerne il dominio dei funghi e degli animali.  
In particolare lΩǳǎƻ Řƛ ǎǳōǎǘǊŀǘƛ ŎƘƛǘƛƴƻǎƛΣ ƛƴ ǉǳŜǎǘƻ Ŏŀǎƻ ǎŎŀǊǘƛ della lavorazione dei gamberetti, costituisce un 
aspetto innovativo della ricerca: attualmente molte tipologie di scarti sono utilizzate per la loro valorizzazione 
ŜƴŜǊƎŜǘƛŎŀ ǘǊŀƳƛǘŜ 5!Σ Řŀƭ ƭŜǘŀƳŜ ŀƭ ƭƛǉǳŀƳŜΣ ŀƎƭƛ ǎŎŀǊǘƛ ǾŜƎŜǘŀƭƛ Ŝ ŀ ǉǳŜƭƭƛ ŘŜƭƭŀ ƭŀǾƻǊŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩƛƴŘǳǎǘǊƛŀ 
casearia, ma comunque sono tutte ottenute dalƭŜ ǇǊƻŘǳȊƛƻƴƛ ŀƎǊƻŀƭƛƳŜƴǘŀǊƛ Ŝ ȊƻƻǘŜŎƴƛŎƘŜΣ ǉǳƛƴŘƛ άŘƛ ǘŜǊǊŀέΦ  
5ƛ ŎƻƴǘǊƻΣ ƭŀ ǾŀƭƻǊƛȊȊŀȊƛƻƴŜ ŘŜƎƭƛ ǎŎŀǊǘƛ ŘŜƭƭΩƛƴŘǳǎǘǊƛŀ ƛǘǘƛŎƻ-conserviera è una tematica di crescente interesse, 
ŎƻƴǎƛŘŜǊŀƴŘƻ ŎƘŜ ƛƭ ŎƻƴǎǳƳƻ ƳƻƴŘƛŀƭŜ Řƛ ǇŜǎŎŜ ŝ ǊŀŘŘƻǇǇƛŀǘƻ ƴŜƭƭΩǳƭǘƛƳƻ ǘǊŜƴǘennio nei paesi caratterizzati 
Řŀ ǳƴŀ ǊŀǇƛŘŀ ŎǊŜǎŎƛǘŀ ŘŜƭƭŀ ǇƻǇƻƭŀȊƛƻƴŜΣ Řƛ ǊŜŘŘƛǘƻ Ŝ Řƛ ǳǊōŀƴƛȊȊŀȊƛƻƴŜΦ [ΩLǘŀƭƛŀ Ǌƛǎǳƭǘŀ ŜǎǎŜǊŜ ǘǊŀ ƛ ǇǊƛƳƛ мл 
paesi per consumo di pesce, con una media annua pro capite di circa 25 kg [FAO, Food Outlook 2012, 
http://www.fa o.org/giews/]. 
Si ricorda inoltre che la chitina è il secondo biopolimero più abbondante in natura dopo la cellulosa [26. Kang 
et al., 2005] ed uno dei principali componenti dell'esoscheletro degli artropodi nonché della parete cellulare 
dei funghi. Chimicamente è un polisaccaride azotato, (C8H13NO5)n, costituito da unità di N-acetil-D-
ƎƭǳŎƻǎŀƳƳƛƴŀ ǳƴƛǘŜ ǘǊŀ ƭƻǊƻ Řŀ ƭŜƎŀƳƛ ʲ όм-4) glicosidici (gli stessi delle unità di glucosio che compongono la 
cellulosa) a formare lunghe catene. Queste si possono aggregare in lamine unite mediante legame idrogeno. 
I vari modi in cui tali lamine si aggregano tra loro determinano le tre forme cristalline note della chitina 
ŘŜƴƻƳƛƴŀǘŜ ʰΣ ʲ Ŝ ʴΦ 
Lƭ ǇƻǘŜƴȊƛŀƳŜƴǘƻ ŘŜƭƭΩƛŘǊƻƭƛǎƛ ŝ Řƛ ŦƻƴŘŀƳŜƴǘŀƭŜ ƛƳǇƻǊǘŀƴȊŀ ǇŜǊ ǇƻǘŜǊ ǳǘƛƭƛȊȊŀǊŜ ƴel processo di DA questi 
substrati che, sebbene disponibili in gran quantità [43. Sanderson K., 2011], a causa della complessa e 
recalcitrante struttura pongono severe limitazioni alle produzioni di biogas, rallentando il processo ed in 
alcuni casi compromettendone la stabilità. 
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Per tali substrati è proseguita lΩattività di ricerca sul potenziamento della fase di idrolisi con Funghi Anaerobi 
di origine Ruminale (ARF) e fermentazione con il pool microbico F210, cruciali in quanto ŘŀƭƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛŀ Řƛ 
queste fasi dipendono i successivi step del processo di produzione di biogas.  
Gli ARF possiedono una gamma ampia, comprensiva e molto attiva di enzimi in grado di degradare la 
biomassa lignocellulosica [49. Solomon et al., 2016]: lΩŜŦŦŜǘǘƻ ŎƻƳōƛƴŀǘƻ ŘŜƭƭΩŀȊƛƻƴŜ ŘŜƎli enzimi Ŝ ŘŜƭƭΩŀǘǘƛǾƛǘŁ 
ƳŜŎŎŀƴƛŎŀ ŘŜǊƛǾŀƴǘŜ ŘŀƭƭΩƛƴŦƛƭǘǊŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭŜ ƛŦŜ ƴŜƭ ƳŀǘŜǊƛŀƭŜ ŎƻƭƻƴƛȊȊŀǘƻ ƭƛ ǊŜƴŘŜ ǘǊŀ ƛ ǇƛǴ ŜŦŦƛŎƛŜƴǘƛ 
microorganismi. Sono infatti dotati di enzimi escreti nonché complessi multi-enzimatici extracellulari 
(cellulosomi). Nel rumine e nel tratto intestinale di moltissime specie animali, la loro attività costituisce il 
primo attacco ai materiali lignocellulosici ingeriti e facilita successivamente lΩŀǘǘƛǾƛǘŁ fibrinolitica di altri 
batteri. Pertanto il principale obbiettivo del trattamento biologico con ARF consiste nel massimizzare la 
rimozione della lignina per aumentare la digeribilità del substrato avviato a DA [54. Zheng et al., 2015]. 
Oltre ai vantaggi menzionati, gli ARF sono considerati candidati innovativi e promettenti per migliorare le 
produzioni di biogas [39. Procházka et al., 2013; 17. Dollhofer et al., 2015] per il fatto di essere adattati ad 
ambienti anaerobi. Pertanto gli ǎǘǳŘƛ ǎǳƭ ǇƻǘŜƴȊƛŀƳŜƴǘƻ ŘŜƭƭΩƛŘǊƻƭƛǎƛ sono state indirizzate verso un approccio 
di co-trattamento, contestualmente al processo di DA, piuttosto che applicare dei pre-trattamenti  che 
complicano la configurazione del processo con fasi aggiuntive a monte della DA.  
Considerati i risultati ottenuti, collaborazione con lΩ¦ƴƛǾŜǊǎƛǘŁ Řƛ bŀǇƻƭƛ άCŜŘŜǊƛŎƻ LLέ sono state programmate 
sperimentazioni, poi svolte nei loro laboratori, per un ulteriore passaggio di scala delle prove di 
potenziamento della comunità microbica (di seguito Bioaugmentation) di paglia di grano già svolte negli anni 
precedenti, utilizzando reattori da 12 litri . 
La bioaugmentation ŎƻƴǎƛǎǘŜ ƴŜƭƭΩƛƴǘŜƎǊŀǊŜ ǳƴŀ ŎƻƳǳƴƛǘŁ ƳƛŎǊƻōƛŎŀ Ŏƻƴ ƭΩŀƎƎƛǳƴǘŀ Řƛ ǎǇŜŎƛŦƛŎƛ ƳƛŎǊƻǊƎŀƴƛǎƳƛ 
(ceppi puri, pool microbici selezionati) al fine di migliorare una particolare capacità metabolica del processo. 
La tecnica di bioaugmentation, seppur ampiamente utilizzata nei processi di biorisanamento, costituisce, in 
ǉǳŜǎǘƻ ŎƻƴǘŜǎǘƻΣ ǳƴ ŀǇǇǊƻŎŎƛƻ ǳǘƛƭƛȊȊŀǘƻ ǇŜǊ ƳƛƎƭƛƻǊŀǊŜ ƭΩƛŘǊƻƭƛǎƛ ŘŜƭƭŜ ōƛƻƳŀǎǎŜ ƭƛƎƴƻŎŜƭƭǳƭƻǎƛŎƘŜ ƴŜƭ ŎƻǊǎƻ ŘŜƭ 
processo di digestione anaerobica. 
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2 Descrizione delle attività svolte e risultati 

Di seguito sono presentate attività relativamente a: 

1) produzione di CH4 da scarti chitinosi: bioaugmentation delle comunità microbiche attive nel processo 
di digestione anaerobica con ARF e F210; 

2) bioaugmentation con ARF ed F210 di comunità microbiche attive nella produzione di biogas per il co-
trattamento di scarti lignocellulosici: analisi delle comunità microbiche ed approfondimento delle 
relazioni struttura-funzione; 

3) riepilogo dei risultati ottenuti nel corso di sperimentazioni bioagumentation con ARF ed F210 
ripetute su scala di processo crescente 1:10:100, rispettivamente 120 mL, 1,2 L e 12 L.  

4) messa a punto di tecniche di microscopia e microscopia in epifluorescenza per il rilevamento delle 
componenti fungine nelle comunità microbiche attive nella DA. 

 

2.1 Produzione di metano da scarti chitinosi: bioagumentation di comunità microbiche 
attive nella DA 

Viene di seguito riportato il proseguo delle attività avviate nella precedente annualità [Report 
RdS/PAR2014/143) ǊƛƎǳŀǊŘƻ ŀƭƭΩǳǎƻ Řƛ ǎǳōǎǘǊŀǘƛ ŎƘƛǘƛƴƻǎƛ ς gusci di gamberetti ς per la produzione di CH4 
considerando sia le produzioni (quantità, qualità e rese) presentando i risultati ottenuti fino al termine della 
produzione di biogas, che le principali caratteristiche delle comunità batteriche. Inoltre, è ƴŜƭƭΩŀƳōƛǘƻ Řƛ 
questa serie sperimentale, che nel corso della presente annualità, sono state condotte le indagini sulla 
produzione di H2S relativamente alla componente di SRB nella comunità. 
Anche in questo serie sperimentale la prima fase della DA, ovvero lΩƛŘǊƻƭƛǎƛ ŘŜƭƭŜ ƳƻƭŜŎƻƭŜ ŎƻƳǇƭŜǎǎŜ della 
chitinaΣ ǊŀǇǇǊŜǎŜƴǘŀ ǳƴ ǾŜǊƻ Ŝ ǇǊƻǇǊƛƻ άŎƻƭƭƻ Řƛ ōƻǘǘƛƎƭƛŀέ ŘŜƭƭΩƛƴǘŜǊƻ processo [23. Haitjema et al., 2014]. In 
particolare lŀ ŎƘƛǘƛƴŀ ƴŜƭƭΩŜǎƻǎŎƘŜƭŜǘǊƻ ŘŜƛ ŎǊƻǎǘŀŎŜƛ Ǌƛǎǳƭǘŀ Řƛ ŘƛŦŦƛŎƛƭŜ ŘŜƎǊŀŘŀȊƛƻƴŜΣ ǇƻƛŎƘŞ ŎƻƳōƛƴŀǘŀ Ŏƻƴ 
altre sostanze come carbonato di calcio e sali minerali che conferiscono durezza [40. Raabe et al., 2005]. 
Proprio a causa del basso tasso di degradazione della chitina, lΩŀŎŎǳƳǳƭƻ Řƛ ƎǊŀƴŘƛ ǉǳŀƴǘƛǘŁ Řƛ ǎŎŀǊǘƛ ŘŜǊƛǾŀƴǘƛ 
dalla lavorazione dei crostacei già da anni è emerso ǳƴ ǇǊƻōƭŜƳŀ Řƛ ǇǊƛƳŀǊƛŀ ƛƳǇƻǊǘŀƴȊŀ ƴŜƭƭΩƛƴŘǳǎǘǊƛŀ ƛǘǘƛŎŀ 
[45. Shahidi et al., 1999]. In questa fase della ricerca gli scarti chitinosi sono stati sottoposti a DA mediante 
arricchimento delle comunità metanigena, in particolare tramite il rafforzamento della fase idrolitica 
mediante Funghi Anaerobi Ruminali (ARF), e della fase acidogenica feǊƳŜƴǘŀƴǘŜ ŀƎƎƛǳƴǘƻ ŀƭƭΩƛƴƻŎǳƭƻ Cнмл 
[47. Shiladitya et al, 2016]. Questo studio approfondisce e sviluppa anche i risultati preliminari già ottenuti in 
una precedente sperimentazione [37. Patriarca et al., 2014; RdS/PAR2013/252] in cui veniva testata la 
capacità chitinolitica del pool microbico F210 su scarti chitinosi.  
Gli obiettivi principali di questa linea di ricerca sono stati : 

1) ǾŀƭǳǘŀǊŜ ƭŀ ǇƻǎǎƛōƛƭƛǘŁ Řƛ ǳǘƛƭƛȊȊŀǊŜ ǎŎŀǊǘƛ ŎƘƛǘƛƴƻǎƛ ŘŜƭƭΩƛƴŘǳǎǘǊƛŀ ƛǘǘƛŎŀ ŎƻƳŜ ǳƴƛŎƻ ǎǳōǎǘǊŀǘƻ ǇŜǊ ƭŀ DA; 
poiché in letteratura non figurano casi in cui siano stati utilizzati ai fini della valorizzazione energetica 
con questo studio ci si propone di indagare le possibilità offerte da questa tipologia di scarto; 

2) valutare lΩŜŦŦƛŎŀŎƛŀ ŘŜƭƭΩŀǊǊƛŎŎƘƛƳŜƴǘƻ ŘŜƭƭŀ ŎƻƳǳƴƛǘŁ ƳƛŎǊƻōƛŎŀ in termini di incremento nella 
quantità e qualità di biogas prodotto (i.e. percentuale di CH4 in esso contenuto);  

3) analizzare la composizione delle principali componenti delle comunità microbiche a livello inter -ed 
intra-guild1, in risposta alle condizioni sperimentali; 

4) valutare come il passaggio di scala 10x dei reattori influenza le produzioni di biogas; 
5) valutare la concentrazione di H2S nel biogas alle diverse condizioni di arricchimento della comunità. 

 
Criterio fondamentale di questa ricerca è stato il rispetto del principio di sostenibilità, in termini sia 
ambientali che economici. È stato possibile rispettare questo proposito poiché è stato utilizzato uno scarto 

                                                           
1 NŜƭƭŀ ŘƛƎŜǎǘƛƻƴŜ ŀƴŀŜǊƻōƛŎŀ ƛƭ ǘŜǊƳƛƴŜ άguildέ ǾƛŜƴŜ ǳǘƛƭƛȊȊŀǘƻ ǇŜǊ ŘŜǎŎǊƛǾŜǊŜ ǳƴ ƎǊǳǇǇƻ Řƛ ƳƛŎǊƻƻǊƎŀƴƛǎƳƛ Ŧǳnzionalmente relato: 

ƭΩŜǎŜƳǇƛƻ ǇƛǴ ŎƻƳǳƴŜ ŝ ǊŀǇǇǊŜǎŜƴǘŀǘƻ Řŀƭ ƎǊǳǇǇƻ Řƛ ƳƛŎǊƻǊƎŀƴƛǎƳƛ ŀǇǇŀǊǘŜƴŜƴǘƛ ŀƭ ŘƻƳƛƴƛƻ !ǊŎƘŀŜŀ ƛƴ ƎǊŀŘƻ Řƛ ǇǊƻŘǳǊǊŜ ƳŜǘŀƴƻΦ 
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reale ad alto contenuto di chitina, derivante dalla lavorazione dei gamberetti; il substrato è stato utilizzato 
tal quale senza subire pretrattamenti atti alla degradazione di biopolimeri; il processo è stato realizzato in 
mesofilia, a 37 °C, dunque con un input energetico contenuto. 
Le ricerche sono state svolte mediante due serie sperimentale, entrambe condotte in modalità batch:  

- Prima Serie Sperimentale, batch da 120 mL, con volume di lavoro di 62,5 mL. Questa sperimentazione ha 
consentito di confrontare svariate condizioni sperimentali e di selezionare le più interessanti;  

- Seconda Serie Sperimentale in reattori batch da 1,2 L, con volume di lavoro di 600 mL, quindi in base ad 
uno scale-up 10x sono state testate quelle condizioni che nella prima serie sperimentale avevano fornito 
i risultati più interessanti in termini di produzioni di metano; a queste sono state aggiunte anche altre 
condizioni ritenute interessanti e meritevoli di ulteriore approfondimento (si veda oltre). 

 

Prima Serie Sperimentale  
Anche se questa attività sperimentale era già stata avviata nella precedente annualità [Report 
RdS/PAR2014/143] per chiarezza viene comunque riportato nuovamente lo schema sperimentale (Tab. 1). Si 
ricorda che i volumi e le quantità utilizzate per allestire le differenti prove sperimentali sono stati scelti per 
poter confrontare i risultati con altri ottenuti nel corso di precedenti annualità, ottenuti lavorando con 
substrati lignocellulosici.  
 

Tabella 1. Schema riassuntivo del Piano Sperimentale della Prima Serie Sperimentale svolta con batch da 120 mL. I 
colori con cui sono indicate le diverse condizioni sperimentali sono gli stessi che verranno utilizzati in seguito  
per i grafici. ARF = Funghi Anaerobi Ruminali; F210 = Pool microbico fermentante; M = comunità metanigena; 
Biomet. Potenz. = biometanazione potenziale, ovvero la capacità della sola comunità metanigena di produrre 

metano in assenza di substrato (prove sono state condotte in triplicato) 

PROVA CONDIZ. SPERIMENT. REPLICHE 
ARF F210 M CONC. 

SUBSTRATO 
(gVS/L) 

CHITINA 
(g) % mL % mL % mL 

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

D ARF + F210 + M 3 8 5 8 5 20 12,5 9,7 1,12 

E ARF + F210 + M 3 8 5 8 5 20 12,5 13 1,49 

B F210 + M 3  16 10 20 12,5 6,5 0,75 

C M 3   20 12,5 6,5 0,75 

H ARF + M 3 16 10  20 12,4 6,5 0,75 

F M (biomet. potenz.) 2   20 12,4  

 

Produzione di metano 

Come si può rilevare dal grafico in figura 1 e dalle tabelle 2 e 3 relative al primo esperimento, alla 
concentrazione di substrato di 6,5 gVS/L, la produzione cumulativa di metano ottenuta dalla prova arricchita 
con entrambi gli inoculi (prova A), è più elevata rispetto al controllo, effettuato con solo inoculo metanigeno 
(prova C): al T 70, momento di massima produzione di metano, i volumi prodotti sono rispettivamente di 
1323 mL/L ± 224 di CH4 contro 907 m/L ± 142 CH4, con un incremento del 46%; a fine produzione (T 146) dalle 
stesse prove si ottengono rispettivamente 2268 mL/L ± 21 e 1817 mL/L ± 84, con un incremento tra le due 
condizioni del 25%.  
Le comunità microbiche utilizzano efficientemente gli scarti chitinosi e infatti, incrementandone la quantità 
del 50% (cioè a 9,7 gVS/L) e del 100% (13 gVS/L), 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 
ǊƛǎǇŜǘǘƛǾŀƳŜƴǘŜ ŘŜƭ пт҈ Ŝ ŘŜƭƭΩун҈Φ  
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Figura 1. Produzioni cumulative di metano (mL/ L) ottenute dalle prove sperimentali della Prima Serie Sperimentale. 
Si riportano le deviazioni standard dei valori medi calcolati per ogni prova su tre repliche. Ove non rilevabili, i valori 

di D.S. sono inferiori alla dimensione del simbolo della coordinata. Le coordinate contrassegnate dal cerchio 
corrispondono alle principali analisi microbiologiche effettuate. 

 
Tabella 2. Tabella riassuntiva delle produzioni di CH4: concentrazioni (%), produzioni cumulative (mL/ L), rese 

(mL/gVS) di tutte le prove della Prima Serie Sperimentale; tutti i valori sono riferiti al giorno 146,  
ovvero lΩǳƭǘƛƳƻ ǘŜƳǇƻ Řƛ ŎŀƳǇƛƻƴŀƳŜƴǘƻ όŦƛƴŜ ŜǎǇŜǊƛƳŜƴǘƻύ 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
Tabella 3. Tabella riassuntiva delle produzioni di CH4: concentrazioni (%), produzioni cumulative (mL/ L), rese 

(mL/gVS) di tutte le prove della Prima Serie Sperimentale; tutti i valori sono riferiti al giorno 70,  
corrispondente alla fase esponenziale di produzione di CH4 

T 70 Concentraz. 
Substrato 
(gVS/L) 

Concentrazione 
CH4 nel biogas (%) 

Produzione 
cumulativa CH4 

(mL/ L) 

Resa CH4 
(mL/gVS) PROVA CONDIZ. SPERIMENT. 

A ARF + F210 +M 6,5 61,4 ± 2,8 1323 ± 224 206,7 ± 35 

D ARF + F210 +M 9,7 64,5 ± 1,9 1837 ± 5,5 191,3 ± 6 

E ARF + F210 +M 13 72,3 ± 1,7 2518 ± 229 196,7 ± 18 

B F210 +M 6,5 58,4 ± 3,3 1162 ± 220 181,6 ± 34 

C M 6,5 51,9 ± 2,3 907 ± 142 141,7 ± 22 

H ARF + M 6,5 34,2 ± 1,0 503 ± 30 73,6 ± 5 

F M = biomet. potenz. 6,5 10,6 ± 0,7 108 ± 6,8 /  

 
  

T 146 Concentraz. 
Substrato 
(gVS/L) 

Concentrazione 
CH4 nel biogas (%) 

Produzione 
cumulativa CH4 

(mL/ L) 

Resa CH4 
(mL/gVS) PROVA 

CONDIZ. 
SPERIMENT. 

A ARF + F210 + M 6,5 66,5 ± 0,3 2269 ± 21 357,7 ± 5 

D ARF + F210 + M 9,7 69,9 ± 4,1 3346 ± 201 348,6 ± 21 

E ARF + F210 + M 13 72,8 ± 2,0 4128 ± 182 322,5 ± 14 

B F210 + M 6,5 68,6 ± 1,4 2395 ± 132 374,2 ± 21 

C M 6,5 63,6 ± 1,8 1817 ± 84 283,8 ± 13 

H ARF + M 6,5 38,5 ± 1,1 554 ± 33 86,5 ± 5 

F M (no chitina) 6,5 10,6 ± 0,7 108 ± 7 /  
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La prova H (con ARF+M), priva cioè di un rafforzamento della fase intermedia acidogenica, ha invece fornito 
produzioni di biogas inferiori a quella della prova di controllo, con solo inoculo M (prova C): al T 70 aveva 
prodotto la metà circa del controllo (503 mL/L ± 30 vs 907 mL/L ± 142 di CH4), mentre al termine 
ŘŜƭƭΩŜǎǇŜǊƛƳŜƴǘƻ ƭŀ ǇǊƻŘǳȊƛƻƴŜ Ǌƛǎultava meno di un terzo (554 mL/L ± 33,4 vs 1817 mL/L ± 84), con 
ŘŜŎǊŜƳŜƴǘƛ ŘŜƭƭΩул҈ ŀƭ ¢ тл Ŝ ŘŜƭ нну҈ ŀ ŦƛƴŜ ǇǊƻŘǳȊƛƻƴŜΦ 
Questi risultati confermano che la riduzione nella produzione cumulativa di CH4 non si realizza per effetto di 
interazioni negative (es. di tipo competitivo) tra componenti microbiche, quanto piuttosto per lo 
sbilanciamento tra le guild funzionali della comunità: potenziando solo la fase di idrolisi, mediante ARF, e 
omettendo di arricchire la successiva fase di acidogenesi con F210, si genera una inefficienza nella catena 
ǘǊƻŦƛŎŀ Ŝ ƛƭ άŎƻƭƭƻ Řƛ ōƻǘǘƛƎƭƛŀέ ŘŜƭ ǇǊƻŎŜǎǎƻΣ ŎƘŜ ƎŜƴŜǊŀƭƳŜƴǘŜ ǎƛ ǾŜǊƛŦƛŎŀ ƴŜƭƭŀ ǇǊƛƳŀ ŦŀǎŜ ŘŜƭƭŀ 5! ŀ ŎŀǊƛŎƻ 
ŘŜƭƭΩƛŘǊƻƭƛǎƛΣ ŝ ǇǊƻōŀōƛƭƳŜƴǘŜ ǘǊŀǎŦŜǊƛǘƻ ŀ ǉǳŜƭƭŀ ǎǳŎŎŜǎǎƛǾŀΣ Ŏƻǎǘƛǘǳƛǘŀ Řŀ ǳƴ ŜŎŎŜǎǎƻ Řƛ ŀŎƛŘƛ όǎƛ ǾŜŘŀ ƛn 
seguito). Anche Theuerl et al., 2015 [52] sottolineano come il processo possa essere perturbato quando un 
singolo passaggio è sbilanciato e sostengono lΩƛƳǇƻǊǘŀƴȊŀ ŘŜƭƭΩŜǉǳƛƭƛōǊƛƻ ǘǊŀ ƭŜ ƎǳƛƭŘ ƳŜǘŀōƻƭƛŎƘŜ ŎƘŜ ǎƻƴƻ 
sequenzialmente coinvolte nel processo di DA. 
Le migliori produzioni giornaliere di metano si registrano intorno al T 70 (Fig. 2), da parte della condizione 
ARF + F210 + M con substrato a concentrazione massima, cioè 13 gVS/L (prova E): la produzione giornaliera 
raggiunge i 451 mL/L; la stessa condizione con concentrazione di substrato di 9,7 gVS/L (prova D) raggiunge 
la massima produzione giornaliera una settimana dopo, con valore medio di 432 mL/L, insieme alla prova a 
6,5 gVS/L (prova A), che però mostra un valore di produzione giornaliera in CH4 di 301 mL/L. Per la prova B, 
costituita da F210 + M a 6,5 gVS/L, non si osservano produzioni giornaliere di rilievo. 
 

 
Figura 2. Produzioni giornaliere di CH4 (mL/ L) della Prima Serie Sperimentale, calcolate moltiplicando 

 il volume del biogas ottenuto 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 spesso 
sovradimensionati e processi di trattamento sub-ottimali o instabili [36. hΩCƭŀƘŜǊǘȅ Ŝǘ ŀƭΦΣ нллс], si ottiene un 
biogas con una percentuale di CH4 del 50÷60%; molti studi sono dedicati alla ricerca di soluzioni tecnologiche 
economicamente sostenibili per la rimozione della CO2 (upgrading del biogas), che, insieme al CH4, predomina 
nel biogas (25÷45%).  
Nella prova ARF + F210 + M alla più elevata concentrazione di substrato (13 gVS/L) (prova E), già al T 70 si 
raggiunge il 72% di contenuto in CH4 (Tab. 2, Tab. 3 e Fig. 3ύΣ Ŏƻƴ ǇƛŎŎƘƛ ŘŜƭƭΩуо҈ ƻǘǘŜƴǳǘƛ Řŀ ǎƛƴƎƻƭŜ ǊŜǇƭƛŎƘŜΣ 
dopo il T 130. Si noti che al T 70 la concentrazione di CH4 rilevata per la prova B (F210 + M) è inferiore, pari 
al 58,4%, mentre per la prova di controllo è del 51,9%; un valore poco interessante, 39%, viene ottenuto per 
lΩŀǊǊƛŎŎƘƛƳŜƴǘƻ Ŏƻƴ ǎƻƭƻ !wC όǇǊƻǾŀ IύΣ ŎƻƴŦŜǊƳŀƴŘƻ ǉǳŀƴǘƻ ƎƛŁ ŜǎǇƻǎǘƻ ǎƻǇǊŀΦ 
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Figura 3. Incremento della percentuale di CH4 nel biogas ottenuto per ogni prova nella Prima Serie Sperimentale 

 

Le rese migliori in termini di mL di CH4 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 350 mL/gVS, come pure per la prova F210 + M (prova B) per la quale la resa 
è di 374 mL/gVS ± 20, (Tab. 2) confermando lΩŜŦŦƛŎƛŜƴȊŀ Řƛ ǳǘƛƭƛȊȊŀȊƛƻƴŜ Řƛ ǉǳŜǎǘŀ ǘƛǇƻƭƻƎƛŀ Řƛ ǎǳōǎǘǊŀǘƻ Řŀ 
parte delle comunità microbiche. La condizione con ARF ma priva di F210 (prova H), mostra invece una resa 
ridotta, 87 mL/gVS ± 5 contro 284 mL/gVS ± 14 della condizione di controllo con solo M (prova C). Anche in 
questo caso si conferma la necessità di arricchire la fase acidogena fermentante. 
[ΩŜŦŦƛŎŀŎƛŀ ŘŜƭƭΩǳǎƻ Řƛ ǎŎŀǊǘƛ ŎƘƛǘƛƴƻǎƛ ǇŜǊ ƭŀ ǇǊƻŘǳȊƛƻƴŜ di CH4 è dimostrata anche dalle percentuali di 
rimozione del substrato rilevate a fine esperimento e mostrate in tabella 4. Per tutte le prove viene rimosso 
più del 99% dei Solidi Volatili e più del 97% dei Solidi Totali, dimostrando che anche le parti più refrattarie 
alla degradazione sono state digerite. Questo risultato è di interesse in quanto al termine del processo la 
quantità di digestato da smaltire è veramente scarsa. Più in particolare il rapporto C:N:S registrato per lo 
scarto di partenza è di 39:4:1 mentre a fine esperimento è di 14:4:1 per ARF + F210 + M a 13gVS/L (prova E) 
e di 8:2:1 per ARF + F210 + M a 9,75 gVS/L (prova D), dimostrando quanto la DA si realizzi a carico del carbonio. 
5ΩŀƭǘǊŀ ǇŀǊǘŜ ǉǳŜǎǘƛ Ǌƛǎǳƭǘŀǘƛ ƳŜǊƛǘŀƴƻ ǳƭǘŜǊƛƻǊƛ ŀǇǇǊƻŦƻƴŘimenti. 

 
Tabella 4. 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 CHITINOSO 87,8 ± 0,70 53,6 ± 0,90 /  /  

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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Intermedi di processo 

DŀƭƭΩŀƴŀƭƛǎƛ ŘŜƎƭƛ ƛƴǘŜǊƳŜŘƛ Řƛ ǇǊƻŎŜǎǎƻ ŜƳŜǊƎŜ ŎƘŜ ƭŀ ǇǊƻŘǳȊƛƻƴŜ Řƛ CH4 viene realizzata principalmente 
attraverso la via metabolica degli acetotrofi, come del resto atteso, per il fatto che il processo si svolge in 
mesofilia (37°C). Si fa presente che la concentrazione di acidi rilevata è comunque la differenza tra quanto 
prodotto dalla comunità e quanto da essa stessa consumata.  
Dai grafici riportati in figura пΣ ƛƴ Ŏǳƛ ǎǳƭƭΩƻǊŘƛƴŀǘŀ Řƛ ǎƛƴƛǎǘǊŀ ǎƛ ǊƛƭŜǾŀƴƻ ƭŜ ŎƻƴŎŜƴǘǊŀȊƛƻƴƛ ŘŜƎƭƛ ŀŎƛŘƛ Ŝ ǎǳƭƭŀ 
coordinata di destra le produzioni cumulative di CH4, si osserva che il decremento nella concentrazione 
ŘŜƭƭΩŀŎƛŘƻ ŀŎŜǘƛŎƻ ǎƛ ŎƻƳōƛƴŀ Ŏƻƴ lΩƛƴŎǊŜƳŜƴǘƻ Řƛ ǇǊƻŘǳȊƛƻƴŜ Řƛ /I4. Krakat et al. (2010) [30]Σ 2ŀǘŜǊ Ŝǘ ŀƭΦ 
(2013) [10], Ali Shah et al. (2014) [1] riportano come lΩŀŎŜǘŀǘƻ ǎƛŀ ƛƭ ǎǳōǎǘǊŀǘƻ ǇƛǴ ƛƳǇƻǊǘŀƴǘŜ ǇŜǊ ƛ ōŀǘǘŜǊƛ 
metanigeni in mesofilia (28÷42 °C): si stima che in questa condizione oltre il 70% di CH4 venga prodotto lungo 
la via metabolica degli acetotrofi. 

 
Figura 4. Grafici delle concentrazioni degli acidi grassi volatili (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 CH4 (mL/ LύΣ ŎƘŜ ŦƛƎǳǊŀ ǘǊŀǘǘŜƎƎƛŀǘŀ ƛƴ ƴŜǊƻ Ŝ ŎƘŜ Ŧŀ ǊƛŦŜǊƛƳŜƴǘƻ ŀƭƭΩŀǎǎŜ ǎŜŎƻƴŘŀǊƛƻ ŀ ŘŜǎǘǊŀ. 
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La concentrazione ŘŜƭƭΩacido acetico è più elevata in corrispondenza della più elevata concentrazione di 
substrato (13 gVS/L): raggiunge i 6111 ppm intorno al T 45 nella condizione ARF + F210 + M con (prova E), 
mentre al contempo si registrano 5259 ppm a 9,7 gVS/L e 3700 ppm a 6,5 gVS/L. È interessante rilevare che 
nella condizione ARF + M (prova H) le concentrazioni di acido acetico, dal T 31 fino almeno al T 76, si attestano 
intorno ai 3200 ppm e in questo intervallo di tempo non si osservano incrementi nella produzione di CH4. 
Questo dimostra la difficoltà da parte della comunità di metabolizzare lΩŀŎŜǘŀǘƻ ŘƛǎǇƻƴƛōƛƭŜ in questa 
condizione sperimentale. 
 

Caratteristiche delle comunità microbiche 

La densità cellulare è 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 densità, come vedremo in seguito, aggiunge una ulteriore 
ƛƴŦƻǊƳŀȊƛƻƴŜ ŀƭƭΩŀƴŀƭƛǎƛ Řƛ ŎƻƳǳƴƛǘŁ Ŝ ŀƭƭŀ ŘŜŦƛƴƛȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭŀ ŦǳƴȊƛƻƴŀƭƛǘŁ ŘŜƭ ǇǊƻŎŜǎǎƻΦ  
Nelle prove della Prima Serie Sperimentale le massime densità cellulari si ottengono per le configurazioni di 
comunità ARF + F210 + M, alle tre concentrazioni di substrato (prove A, D ed E), al T 70, tempo in cui è 
massima la produzione di CH4 (Fig. 5); di contro, al T 105, quando non viene più prodotto biogas, i valori di 
densità cellulare sono più bassi che nella fase di start-up (T 8). 

Figura 5. Densità cellulari della Prima Serie Sperimentale (n° cell/mL). Per tutte le prove vengono riportate le 
densità riferite ai tempi di campionamento T 8, T 45 e T 70 e in più il T 105 per le prove A, D ed E. Per le prove B, C, 

H e per il controllo F è stato effettuato uno zoom del grafico (riquadro minore), in modo da poter meglio apprezzare 
le differenze di scala tra le diverse prove e i diversi tempi di campionamento. Si riportano le DS dei valori medi 

percentuali calcolati per ogni campione su tre repliche. 

 
[ΩŜŦŦƛŎŀŎƛŀ ƴŜƭƭΩǳǎƻ ŘŜƭ ǎǳōǎǘǊŀǘƻ Řŀ ǇŀǊǘŜ ŘŜƭƭŜ ŎƻƳǳƴƛǘŁ ŎƻƴŦƛƎǳǊŀǘŜ ŎƻƳŜ !wC Ҍ Cнмл Ҍ a ŝ ŎƻƴŦŜǊƳŀǘŀ 
ŘŀƭƭΩƻǎǎŜǊǾŀȊƛƻƴŜ ŎƘŜ ŀƭƭΩŀǳƳŜƴǘƻ ŘŜƭƭŀ ǉǳŀƴǘƛǘŁ Řƛ ǎǳōǎǘǊŀǘƻ ŦƻǊƴƛǘo corrisponde anche un incremento nella 
densità cellulare, e a questi incrementi corrispondono maggiori produzioni di CH4 (Fig. 1). Le altre prove, 
compresa la prova B (F210 + M), non mostrano risultati significativi (riquadro di Fig. 5). Pertanto saranno 
discussi i risultati delle analisi microbiologiche delle sole prove A, D ed E. 
È interessante considerare come nella fase di start-up, si rilevino frazioni sia di Eubacteria che di Archaea 
inferiori a quelle attese sulla base degli inoculi utilizzati: infatti la comunità metanigena M era costituita dal 
54,4% di Eubacteria e dal 4,9% di Archaea (Fig. 6ύΣ ƳŜƴǘǊŜ ƴŜƭƭΩƛƴƻŎǳƭƻ Cнмл ƭŀ ŦǊŀȊƛƻƴŜ Řƛ Eubacteria rilevati 
era del 78,9%. Questi risultati confermano quanto riportato da Demirel & Yenigun, 2006 [16], ovvero che la 
comunità microbica necessita di un tempo di riadattamento dopo lΩŀǾǾƛƻ ŘŜƭ ǇǊƻŎŜǎǎƻΣ ŦƻƴŘŀƳŜƴǘŀƭŜ ŀƛ Ŧƛƴƛ 
di una efficiente produzione di CH4. 
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Figura 6. Composizione della comunità microbica dell'inoculo M. In alto: componente Eubacteria e componente 
Archaea; in basso a sinistra: percentuale di solfato-riduttori e in trasparenza percentuale di Eubacteria totali (per la 

discussione di questo risultatosi veda più avanti); in basso a destra: componenti della guild di metanigeni e in 
trasparenza percentuale 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 riportano DS dei valori medi percentuali calcolati per 

ogni campione su tre repliche. 

 
Al T 70, tempo di massima produzione di CH4, per le condizioni A, D, E, risultano incrementate le frazioni di 
microrganismi appartenenti ai domini Eubacteria ed Archaea (Fig. 7); è interessante osservare che al T 70 il 
rapporto Archaea:Eubacteria è di 1:7 contro un rapporto di 1:10 nelle fasi di start-up e fine produzione. 

Figura 7. Struttura delle comunità 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 rispetto al totale delle cellule contate in DAPI.  

Si riportano le DS dei valori medi percentuali calcolati per ogni campione su tre repliche. 
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Calcolando i corrispettivi valori di densità cellulari per Eubacteria e Archaea, per i tre tempi sperimentali, si 
rilevano al T 70 densità 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 comunità possano 
costituire un parametro importante per la valutazione della produzione di CH4. Ciò è confermato dal fatto 
ŎƘŜ ŀƭƭΩŀǳƳŜƴǘŀǊŜ ŘŜƭƭŀ ŎƻƴŎŜƴǘǊŀȊƛƻƴŜ Řƛ ǎǳōǎǘǊŀǘƻΣ ǎƛ ǊƛƭŜǾŀ ǳƴ ƛƴŎǊŜƳŜƴǘƻ ŘŜƭƭŀ ŘŜƴǎƛǘŁ ŎŜƭƭǳƭŀǊŜ ǎƛŀ Řƛ 
Eubacteria che di Archaea (Fig. 8). 

 
Figura 8. Struttura delle comunità in termini di Eubacteria e Archaea nelle prove A, D ed E ai tempi di 

campionamento T 8, T 70, T 105. Le densità sono ricavate moltiplicando la frequenza 
 della singola componente microbica per la densità cellulare ottenuta in DAPI. 

 
!ƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ ŘŜƭƭŀ ƎǳƛƭŘ Řƛ Archaea metanigeni (Fig. 9 e Fig. 10), risulta prevalere la componente funzionale 
degli acetotrofi a cui, si ricorda, è attribuito il 70% della produzione di metano nelle condizioni sperimentali 
di mesofilia (37 °C). 

Figura 9. Componenti della Guild di metanigeni nelle prove A, D ed E al T 70 espresse in percentuale e in trasparenza 
percentuale 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 riportano le DS dei valori medi percentuali calcolati  
per ogni campione su tre repliche. 

 



ACCORDO DI PROGRAMMA MISE-ENEA 

16 

Figura 10. Densità cellulari delle componenti della Guild di metanigeni nelle prove A, D ed E al T 70 ottenute 
moltiplicando la frequenza della singola componente microbica per la densità cellulare  

ottenuta in DAPI; in trasparenza si riporta la densità di Archaea totali . 

 
Tutti gli acetotrofi rilevati appartengono al genere Methanosarcina; di contro la sonda usata per i 
Methanosaeta, lΩŀƭǘǊƻ ƎŜƴŜǊŜ ŎƻƴƻǎŎƛǳǘƻ Řƛ ŀŎŜǘƻǘǊƻŦƛΣ ƴƻƴ Ƙŀ Řŀǘƻ ǎŜƎƴŀƭƛ Ǉƻǎitivi. I Methanosarcina sono 
ŎƻƴǎƛŘŜǊŀǘƛ ƎŜƴŜǊŀƭƛǎǘƛ ƴŜƭƭΩǳǎƻ ŘŜƭƭΩŀŎŜǘŀǘƻ [48. Smith & Ingram Smith, 2007; 32. Liu et al., 2008], sia perché 
hanno una affinità per questo composto ƴŜƭƭΩƻǊŘƛƴŜ Řƛ ƳaΣ ǎƛŀ ǇŜǊŎƘŞ Ǉƻǎǎƻƴƻ ǳǘƛƭƛȊȊŀǊŜ ŀƭǘǊŜ ǘƛǇƻƭƻƎƛŜ Řƛ 
substrato quali lΩI2/CO2 e composti metilici. Di contro i Methanosaeta sono specialisǘƛ ƻōōƭƛƎŀǘƛ ƴŜƭƭΩǳǎƻ 
ŘŜƭƭΩŀŎŜǘŀǘƻΣ Ŏƻƴ ŀŦŦƛƴƛǘŁ ƴŜƭƭΩƻǊŘƛƴŜ ŘŜƭƭŜ ˃aΦ [ŀ ǇǊŜŘƻƳƛƴŀƴȊŀ ŘŜƛ Methanosarcina, nel complesso 
considerati a strategia ecologica di tipo r, rispetto ai Methanosaeta a strategia k (Tab. 5) [4. Andrews & Harris, 
1986; 14. De Vrieze et al., 2012] ben concorda con le elevate concentrazioni di acetato riscontrate.  
5ΩŀƭǘǊŀ ǇŀǊǘŜΣ ŝ ǎǘŀǘŀ ǊƛƭŜǾŀǘŀ ŀƴŎƘŜ ǳƴŀ ŦǊŀȊƛƻƴŜ Řƛ ƛŘǊƻƎŜƴƻǘǊƻŦƛ ƴŜƭƭŀ ƎǳƛƭŘ Řƛ Archaea metanigeni anche se 
relativa solo ai Methanococcales (non sono stati rilevati Methanobacteriales e Methanomicrobiales) (Fig. 9); 
le percentuali di Methanococcales (1,2% in A; 1,6% in D; 2,0% in E), nonché i relativi valori di densità cellulari, 
crescono al crescere delle quantità di substrato fornito ai reattori, che peraltro mostrano anche 
concentrazioni crescenti di acetato, come precedentemente illustrato in Fig. 4. Questo risultato può far 
ƛǇƻǘƛȊȊŀǊŜ ǳƴ Ǌǳƻƭƻ Řƛ ŎǊŜǎŎŜƴǘŜ ƛƳǇƻǊǘŀƴȊŀ ŘŜƭƭŀ ŎƻƳǇƻƴŜƴǘŜ ōŀǘǘŜǊƛŎŀ ƻƳƻŀŎŜǘƻƎŜƴƛŎŀ ŀƭƭΩŀǳƳŜƴǘŀǊŜ ŘŜƭ 
substrato fornito e alla concentrazione di ŀŎŜǘŀǘƻΥ ǉǳŜǎǘŀ ŝ ƛƴ ƎǊŀŘƻ Řƛ ǘǊŀǎŦƻǊƳŀǊŜ ǇŀǊǘŜ ŘŜƭƭΩŀŎŜǘŀǘƻ ƛƴ I2 e 
CO2 e viceversa, sulla base delle condizioni ecologiche del processo [36. hΩCƭŀƘŜǊǘȅ Ŝǘ ŀƭΦΣ нллс].  
In questo studio è stata testata anche lΩƛƴƴƻǾŀǘƛǾŀ ǎƻƴŘŀ Daр [9. Brookman et al., 2000] per lΩƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀȊƛƻƴŜ 
del genere Neocallimastix, usato insieme a Orpinomyces come inoculo per lΩŀǊǊƛŎƘƛƳŜƴǘƻ ŘŜƭƭŀ ŦŀǎŜ ƛŘǊƻƭƛǘƛŎŀΦ 
Sebbene siano state effettuate diverse prove a differenti valori di stringenza2, la sonda non ha dato esito 
positivo. [Ωǳso di tale sonda è infatti infase di sperimentazione da parte della comunità scientifica e visti gli 
incerti risultati non è ancora registrata nel database ProbBase delle sonde oligonucleotidiche per rRNA-target 
(http://probebase.csb.univie.ac.at/). Pertanto sono state svolte le attività descritte nel successivo paragrafo 
2.4, dedicate alla messa a punto delle tecniche di rilevamento degli ARF mediante colorazioni fluorescenti. 
  

                                                           
2 /ƻƴ ƛƭ ǘŜǊƳƛƴŜ άǎǘǊƛƴƎŜƴȊŀέ Ŏƛ ǎƛ ǊƛŦŜǊƛǎŎŜ ŀƭƭŀ ŎŀǇŀŎƛǘŁ ŎƘŜ ƻƎƴƛ ǎƻƴŘŀ ƴǳŎƭŜƻǘƛŘƛŎŀ Ƙŀ Řƛ ŀǇǇŀƛŀǊǎƛ Ŏƻƴ ƭe sequenze complementari 
ed è una caratteristica distintiva di ogni sonda; Le condizioni di stringenza ottimali dipendono dalla combinazione di temperatura 
ŘΩƛōǊƛŘŀȊƛƻƴŜΣ ŎƻƴŎŜƴǘǊŀȊƛƻƴŜ ǎŀƭƛƴŀ Ŝ ǇŜǊŎŜƴǘǳŀƭŜ Řƛ ŦƻǊƳŀƳƳƛŘŜΦ vǳŜǎǘΩǳƭǘƛƳŀ ƛƴǘŜǊŦŜǊƛǎŎŜ Ŏƻƴ ƛ ƭŜgami idrogeno che formano 
ƭΩƛōǊƛŘƻ ŀōōŀǎǎŀƴŘƻ ƭŀ ǘŜƳǇŜǊŀǘǳǊŀ Řƛ melting ed è il parametro che viene variato maggiormente. 

http://probebase.csb.univie.ac.at/
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Seconda Serie Sperimentale  
Nella Seconda Serie Sperimentale ς Scale-up, si è proceduto ad un aumento di scala 10x della Prima Serie 
utilizzando reattori da 1,2 L. Di seguito si riporta lo schema del Disegno Sperimentale (Tab. 5 ). In questa serie 
sperimentale sono state testate le stesse condizioni della Prima Serie ma per tutte le prove si è deciso di 
testare il substrato alla massima concentrazione di VS, ovvero 13 gVS/L, avendo ottenuto i migliori risultati 
di produzione nella Prima Serie. Inoltre: 

1) bŜƭƭŀ ŎƻƴŘƛȊƛƻƴŜ άCнмл Ҍ aέ, è stata aggiunta una prova (b) in cui la componente F210 figura con una 
ŎƻƴŎŜƴǘǊŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩу% sul totale del working volume, ovvero la metà rispetto alla prova B;  

2) Nella condizione ά!wC Ҍ aέ, è stata aggiunta una prova (h) in cui la componente ARF figura con una 
ŎƻƴŎŜƴǘǊŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩу% sul totale del working volume, ovvero la metà rispetto alla prova H; 

 
Tabella 5. Schema riassuntivo del Piano Sperimentale dello Scale-up svolto utilizzando reattori da 1,2 L. I colori con 

cui sono indicate le diverse condizioni sperimentali sono gli stessi che verranno utilizzati in seguito per i grafici. 
ARF= Funghi Anaerobi Ruminali; F210= Pool microbico fermentante; M= comunità metanigena 

PROVA 
CONDIZ.  

SPERIMENT. 
REPLICHE 

ARF F210 M CONC. 
SUBSTRATO 

(gVS/L) 

SUBSTRATO 
(g) % mL % mL % mL 

b F210 + M 2  8 48 20 120 13 13,8 

B F210 + M 2  16 96 20 120 13 13,8 

C M 2   20 120 13 13,8 

E ARF + F210 + M 2 8 48 8 48 20 120 13 13,8 

h ARF + M 2 8 48  20 120 13 13,8 

H ARF + M 2 16 96  20 120 13 13,8 

 
Per lΩŀƭƭŜǎǘƛƳŜƴǘƻ ŘŜƛ ǊŜŀǘǘƻǊƛ Ŝ ǇŜǊ ƛ ŎŀƳǇƛƻƴŀƳŜƴǘƛ ǎƛ ŝ ǇǊƻŎŜŘǳǘƻ ƛƴ ƳƻŘƻ analogo rispetto alla Prima Serie 
Sperimentale ma sono state utilizzate bottiglie di vetro Pirex da 1200 mL munite di tappi a 3 vie (VICI Safety 
Cap, GL45, 3 ports) che hanno reso più agevoli i campionamenti, non essendoci necessità di capovolgere i 
reattori (come invece avviene nella Prima Serie Sperimentale) (Fig. 11). I reattori sono stati agitati 
manualmente ogni giorno per circa 20 secondi ognuno. 
 

 
Figura 11. Allestimento della II Serie Sperimentale usando reattori da 1,2 L con  

tappo a tre vie: i reattori sono stati posti nel termostato, a 37 °C e al buio 
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Produzione di metano 

Al T 70 le migliori produzioni cumulative di CH4 (Fig. 12 e Tab. 6) si registrano per la condizione F210 8% + M 
(prova b) (1912 mL/L), con un incremento rispetto al controllo con solo inoculo M (prova C) del 15%, mentre 
la prova ARF + F210 + M (E) ha fatto registrare una produzione di CH4 di 1703 mL/LΤ ŘΩŀƭǘǊŀ ǇŀǊǘŜΣ ǉǳŜǎǘΩǳƭǘƛƳŀ 
ha raggiunto una percentuale di CH4 nel biogas più elevata, facendo registrare una media del 77% al T 70.  

Figura 12. Produzioni cumulative di metano (mL/ L) ottenute dalle prove sperimentali dello Scale-up utilizzando 
reattori da 1, 2 L. Si riportano le deviazioni standard dei valori medi calcolati per ogni prova su due repliche.  

Ove non leggibili, i valori di D.S. sono inferiori alla dimensione del simbolo della coordinata. 

 
 

Tabella 6. Tabella riassuntiva delle produzioni di CH4: concentrazioni nel biogas (%), produzioni cumulative (mL/ L), 
rese (mLκƎ±{ύΦ bŜƭƭΩultima colonna sono riportate le concentrazioni di H2S nel biogas (%), il cui grafico  

viene riportato nella sezione successiva, per tutte le prove sperimentali dello scale-up;  
tutti i valori sono riferiti al giorno 70 

  
CH4 nel biogas 

(%) 

Produzione 
cumulativa CH4 

(mL/ L) 

Resa CH4 
(mL/gVS) 

H2S nel 
biogas (%) PROVA CONDIZ. SPERIMENT. 

b F210 (8%) + M 63,6 1912 147,1 0,10 

B F210 (16%) + M 67,8 1685 129,6 0,39 

C M 63,6 1668 128,3 0,31 

E ARF + F210 + M 77,3 1703 131 0,02 

h ARF (8%) + M 66,1 1510 116,1 0,17 

H ARF (16%) + M 62,7 1195 92 0,37 

 
 
Inoltre gli incrementi % di CH4 registrati nel corso del tempo della prova E sono più elevati rispetto alle altre 
prove, fin dalle prime settimane di esperimento (Fig. 13). 
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Figura 13. Incremento della percentuale di CH4 nel biogas ottenuto per ogni prova nello scale-up 

 
Per la prova F210 16% + M (prova B) si ottengono produzioni cumulative di CH4 maggiori (1685 mL/L) rispetto 
al primo esperimento (1162 mL/L), con un incremento del 45%. Già in una precedente sperimentazione ENEA 
effettuata utilizzando substrati lignocellulosici, è stato riscontrato che effettuando uno Scale-up di processo 
con reattori 10x, i risultati precedentemente ottenuti risultano enfatizzati [RdS/PAR2014/145). 
La prova F210 8% + M (b) ha fornito anche le migliori produzioni giornaliere di CH4: al T 57 sono stati prodotti 
421 mL/L di CH4, anticipando, insieme alla prova ARF + F210 + M (E), le migliori produzioni giornaliere rispetto 
alle altre prove, rilevate intorno al T 70. 
Anche nellΩŜǎǇŜǊƛƳŜƴǘƻ Řƛ Scale-up le condizioni che hanno fornito le produzioni più scarse sono quelle con 
!wC Ҍ aΣ Ŏƛƻŝ ǇǊƛǾŜ ŘŜƭƭΩŀǊǊƛŎŎƘƛƳŜƴǘƻ ŘŜƭƭŀ ŦŀǎŜ ŀŎƛŘƻƎŜƴƛŎŀ-fermentante, per entrambe le concentrazioni, 
rispettivamente ARF 8%+M (prova h) e ARF 16% (prova H).  
A questo proposito, Nkemka et al., (2015)[35], utilizzando unicamente funghi ruminali per potenziare la fase 
di idrolisi di materiali lignocellulosici (paglia di grano), non hanno riscontrato un incremento nelle produzioni 
di CH4. Di contro, gli studi condotti in ENEA utilizzando paglia di grano hanno dimostrato che utilizzando gli 
ARF in combinazione con il pool batterico fermentante F210, gli incrementi nella produzione di metano 
raggiungono anche il 224% [RdS/PAR2014/145].  
I risultati di queste sperimentazioni confermano ancora una volta lΩƛƳǇƻrtanza 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 comunità funzionalmente bilanciate 
[21. Ghosh et al., 2016]. Anche Theuerl et al., (2015) [52] sottolineano che la realizzazione di consorzi 
microbici equilibrati garantisce al processo una alta efficienza come pure la capacità di resilienza rispetto ai 
disturbi, ed è attualmente considerato come lΩŀǎǇŜǘǘƻ ǇƛǴ ŎǊǳŎƛŀƭŜ ǇŜǊ ƭŜ ǇǊŜǎǘŀȊƛƻƴƛ ŘŜƛ ǊŜŀǘǘƻǊƛ Ŝ ƭŀ 
produzione di biogas. 
 

Intermedi di processo 

Anche nel secondo esperimento lΩŀŎƛŘƻ ŀŎŜǘƛŎƻ ǇǊŜŘƻƳƛƴŀ ǇŜǊ ǘǳǘǘŜ ƭŜ ŎƻƴŘƛȊƛƻƴƛ ǎǇŜǊƛƳŜƴǘŀƭƛ όFig. 14) e la 
decrescita della sua concentrazione si associa con lΩƛƴŎǊŜƳŜƴǘƻ ŘŜƭƭŜ ǇǊƻŘǳȊƛƻƴƛ Řƛ CH4.  
5ΩŀƭǘǊƻƴŘŜ ƭŜ ǇǊƻǾŜ !wC Ҍ a όƘ Ŝ Iύ ƳƻǎǘǊŀƴƻ ƭŜ ǇƛǴ ŜƭŜǾŀǘŜ ŎƻƴŎŜƴǘǊŀȊƛƻƴƛ Řƛ ŀŎƛŘƻ ŀŎŜǘƛŎƻΣ сосс ǇǇƳ όǇǊƻǾŀ 
Ŏƻƴ !wC ŀƭƭΩу҈ύ Ŝ 7228 ppm (prova con ARF al 16%); inoltre la concentrazione di 4000 ppm rilevata già dalla 
prima settimana per entrambe le prove conferma la difficoltà da parte della comunità nel metabolizzare 
lΩŀŎƛŘƻ ŀŎŜǘƛŎƻΣ ŎƘŜ ƛƴŦŀǘǘƛ ŦƻǊƴƛǎŎƻƴƻ ƭŜ ǇƛǴ ōŀǎǎŜ ǇǊƻŘǳȊƛƻƴƛ Řƛ CH4. 
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Figura 14. Concentrazioni degli acidi grassi volatili (ppm), rilevate nel mezzo di coltura per le varie condizioni 
sperimentali dello Scale-up; per ogni grafico si riporta anche la curva cumulativa di produzione di  

CH4 (mL/ LύΣ ŎƘŜ ŦƛƎǳǊŀ ǘǊŀǘǘŜƎƎƛŀǘŀ ƛƴ ƴŜǊƻ Ŝ ŎƘŜ Ŧŀ ǊƛŦŜǊƛƳŜƴǘƻ ŀƭƭΩŀǎǎŜ ǎŜŎƻƴŘŀǊƛƻ ŀ ŘŜǎǘǊŀ 

 

 

Concentrazione di H2S nel biogas e di specie di solfuri nel mezzo liquido 

Nel corso della Seconda Serie Sperimentale sono state monitorate le concentrazioni di H2S nel biogas e, dal 
28° giorno di esperimento, anche le concentrazioni di specie di solfuri nel mezzo liquido, utilizzando una 
metodica innovativa [2. Aliboni et al., 2015]. I risultati ottenuti dalle due analisi verranno trattati 






















































