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Sommario

| batteri anaerobici che producono biogas di solito non sono in grado di effettuare questo processo a
partire damatrici biologichecomplessg. Pertantg quandoil substratodi partenza é costituto da polimeri
ad alto peso ralecolare quali i polisaccarigiuna fase preliminare ddrolisi & importante pemprodurre
compostis e mp | i ci fermentescibili. | passqggialslla grodwziaesd |, (.
biogas.
I material lignocellulosic(LC) e la chitinsappresentano le fonti naturali di carbonio organico rinnovabile
pit abbondanti in natura. Per questa ragione il loro interesse ai fini delle produzioni bioenergetiche é
estremamente levante alcune diqueste biomassesultanole piu utilizzae per questi scopi
Perquanto riguarda gli esperimendi pretrattamento biologicoe f f et t uat i n,esond stain n o
utilizzati alcuni ceppi funginiligninolitici white rot (WR)e il fungo chitinolitico Lecanicilliummuscarium
CCFEBOO3 comeperlas per i ment azi one condotta n.dmitrorgamsmi t o d
citati sono conservatipresso & collezion di funghi di interesse industriale di microrganismi da ambienti
estremi(CCFEE)e | | " Uni ver sita.degl.i Studi dell a Tusci a
Le biomasseLCsulle qualieé stato effettuatoil pretrattamento idrolitico (segatura di abete, segatura di
pioppo e paglia di grano) sono state scelte sulla base delle considerazioni di seguito riportate

1 Disponibilita locale costante del materiale;

9 Diffusione in campo nazionale ed internazionale;

1 Esistenza di processi economicamente vantaggiosi per il riutilizzeadorizzazione.

Come biomassa chitinosa, invece, & stata scelta chitina greamamercia¢é in quantg in caso di
applicazione a livello industrialeisulterebbe decisamente piu vantaggiosaonomicamente rispetto a

guella colloidaleut i | i zzata negl. esperi menti .énbltfeequesta at i
materiale risulta decisanme piu simile agli scarti di chitina che potrebbero essere utilizzati in un processo
industriale.

| prodotti delle fermentazionicondotte a livello di laboratorio sonetati direttamente utilizzat come
substrato per la produzione di biogpsr e sUFRINI (ENEA La Casaccia)

Durante la sperimentazionspno state prelevatsettimanalmentealiquote dei brodi di fermentazione per

la determinazione dproteine totali, zuccheri riducenti, pesi secchd enzimi chitinolitici ¢hitinas). Le

analisi effettuate hanno evidenziatio tutti gli esperimentiun aumento delle proteine totali neéempo

mentre gli zuccheri riducentnostravanoun andamento variabile.

| valori inerenti i pesi secchi totali (pellet e surnatanke prodotti di fermentaziond della prima prova
(febbraio 2013) hanno evidenziato wtecrementonel tempq indicedi consumo di materiale da parte

del I " attivita met abequindcdaidralistdelsubstratd or i a del fungo
Per |l a prova i ner erchitieosilsi’'éiutdizzaid un disegna fattorialenaotiedor RSHd |
(Response Surface Methodology¥tatoottenuto utilizzandovarie combinaziomdi fattori nutrienti (chitina

grezza ed estratto di lievito (Y2 d anal i zzando | effetto di qgueste
(idrolisi della chitina) e sulla produzione di idrogeno nella fermentazione anaerobica successiva. Per quanto
riguardala produzione di enzimi chitinolitice evidente un effettasinergicodei due nutrienti

Riguardola produzione di b la concentrazione di chitina sembra essere il parametro piu influente:
all’> aumentare di essa si h a H,prodotte. Egsendofstate amcheé nlegatoa u me
un aumento deglizuccheri riducenti nel brodo di fermentazignen segui to all ”inocu
batterico anaerobico, si € ipotizzatageesenzan essadi microrganismi chitinolitici
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1 Introduzione

Obiettivo di questo studio € lo sviluppo di biosistemi fungier il pretrattamento e la valorizzazione di
materiali di scarto LC e chitinosi al fine di ottenere substrati idonei alla successiva fermentazione
anaerobica con consorzio battericaelezionato, per Igproduzione di biogas (principalmente idrogeno e
metano).Si é scelto di utilizzammateriale LC ehitino per la grande bbondanzae reperibilitadi queste
biomasseil mateiiale LC rappresenta la componente pit abbondahte | | " i nt er a bielanas s a
chitina éconsiderata isecondo polimero naturale pit abbondargal nostro pianetalopo la cellulosa?].

I metoditradizionali di pretrattamentali tali substrati(fisico, chimico, enzimatico o combinazidnquest)
song in linea di massimacostosi edaltamente energivori.P e r t a n t o specifici miceo@anisi
idrolitici rappresenta una strategia promettente per ottimizzaaelivello economicda valorizzazione di
questi scarti. A tal riguardo sono stati presi onsiderazione ceppi fungirfalcuni funghiwhite rot e il
fungo Lecanicillium muscariuneonservatipresso & collezionedi microrganismi dinteresse indugiale e la
collezione di ceppi da ambient i Questiargamsminof geClé E E)
loro capacita idrolitichén condzioni aerobiche[3-7], sono stati utilizzatial fine di ottenerei necessari
substrati fermentescibilper la successiva fase anaerobigar la produzione di idrogeno e/o metanb
ceppioggetti della sperimentazionerano gia statutilizzatiin attivita precedenti del gruppdli ricercae,
sulla base dei ridtati ottenuti dalle sperimentazioni preceden{Report RdS/2012/290si & proceduto ad

i ndagarne | ' att i vaiqguebigidstestats ubst r at i anal oghi

In concomitanzacon la suddetta attivit per diversificare e possibilmente migliorare il processo di
produzione del biogasé stata avviatauna sperimentazionerelativa ai funghi ruminaliRF) Questi
microrganismi sonan gado di degradare materiale Li@ condizioni anaerobichePertanto conil loro
utilizzo si potrebbe ottimizzarda produzione dibiogas eliminando la predrolisi in faseaerobicaed
effettuando |’ i nt erloquestocontestostoprocedutoad urza alettaghata giceica
bibliografica sui RF ed il loro mét@ismo,a prove di isolament@ mantenimentodi questi microrganismi

(
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2 Descrizione delle attivita svoleerisultati

2.1 Fasidelle attivita svolte

Scéta della biomassa LC e chitiaos

Scelta dei microrganismi idrolitiGVR Lecanicillium muscarium

Prima prova di idrolisi di materiale LC in colture agitate sommgebdraio 2013)

Seconda prova di idrolish@teriale L& biomassa chitin@ in colture agitate sommerse (maggio

giugno 2013

9 Terza prova di idrolisimateriale LC e biomassa chitia)@ colture agitate sommerse (agosto
settembre 2013)

1 Prova di isolamente mantenimento di RAuglio 2013)

= =4 -4 A

2.2 Metodi analitici

Per quanto riguarda le prove di idrojisjueste sono state effettuate im colture agitate sommerseNel
corsodella sperimentazioe si & proceduto afl seguentdeterminazior proteine totali, zuccheri riducenti,
peso secco enel caso delle colture contenenti biomassa chitingsayduzione di enzimi chitinolitici
(chitinasi)

2.2.1 Determinazione delle proteine totali

Per la determinazione delle proteine totali in soluzione si & proceduto secondo il metodo proposto da
Bradford (1976), utilizzando il reattivo Coomassie Brilliant BI(@BB)

Un’ aliquota dei prodott.i di f er mepm}tealsurnatante é tatoss t at a
impiegato come soluzione per la determinazione delle proteine A 30 p | di campi one
diluito & stato aggiunto 1 ml di reattivGBB dopo avere agitat@d incubatoper 15 minuti & stato letto

| "assorbi mewmtnd ra H9mncrm (30 pl di terreno col tur a
Per la costruzione della retta di taratura é stata preparata una soluzione a concentrazigdind albumina

da siero bovino (BSA) e si € eseguita una serie di diluizioni scalangelGl g/L.

2.2.2 Determinazione degli zuccheri riducenti

Il metodo utilizzato (Miller, 1959)prevedela determinazione spettrofotometrica degli zuccheri riducenti
tramite reazione ossidativa con acido &ifitrosalicilico(DNSAutilizzandoun reattivo composto da:500

ml di NaOH al 2%, 10 g di Acido DinitroSalicilico, 2 g di fenolo, 0,5 g di sodio solfito, 200 g di potassio sodio
tartrato e acqua deionizzata peortare a volume finale di 1 |

La retta di taratura si costruisce preparando soluzioni staddli D(+)glucosio a concentrazioni da 0,1 a 1

g/L in acqua deionizzateA 500 p | di tali soluzioni S i aggiung
preparati vengono fatti bollire per 15 minuti e sferiti in ghiaccio per 10 mih,” as s or b a®4a ¢é& |
nm contro bianco costituito da 500 upl di acqua de
Per |l a determinazione degl: zuccher. riducenti i
fermentazione e stata centrifugata (15 min a 6000 rpm) e il surnatargtato impiegato nel saggio con le

modal ita sopra descritte | eggendo |’ assorbanza co

ml di DNSA, non sottoposto a reazione di riscaldamento e raffreddamento.
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2.2.3 Saggialelle chitinasi

Per quantificare | a t tdegh enzigi chitinoliticin termini di unita internazionail (UI, umol min™) si &

utilizzato nuovamente il metanl del DNSA tenendo in considerazie ¢ h e globaladelle @whitinasi

rilascia zuccheri riducenti dal polimero di chitiha. zucchero preso come riferimento per costruire la retta

di t ar a-acetitglacosammingNXAG) monomero della chitinaa concentrazioni da 0,1 ad/L in

acqua deionizzatéA 500 p | iodiisi aggeurigé 1 rsl dilreatdvo DNSA. | campioni cosi preparati
vengono fatti bollire per 15 minuti e teferiti in ghiaccio per 10 mih,” assor banza €& | etta
bi anco costituito da 500 pl di acqua deionizzata
Per la deterrmazione della quantita di AGin soluzione nei campionsono state prelevatelue aliquote

per ciascunadei prodotti di fermentaziond da uti |l i zzare una comdfinaditi vo
eliminare | ' interferenzal dierzuercdheeai non duckldsci pt
centrifugate(15 min a 6000 rpm) e il surnatante € stato impiegato nel sa@jiattivi(A), costituiti da 0,5

ml di surnatantee 0,5 mldisol uzi one di chitina alpH?50®0,630mlditampo
NAHPQ + 9,70 ml di acido citrigdgabella Mcllvaing sono stati posti ad incubare a 45°C per 15 min. Dopo
essere stati incubati si e procedut o a casetenuioi f u
sono statiimpiegatin e | saggi o del DNSA con | e modalita s
bi anco, costituito da 500 upl di terreno coltur a
e raffreddamento Gli inattivi(l), costituiti da 0,5 ml di surnaant e e 0, 5 ml di sol u
tampone fosfato/citrato pH 50, non sono stati posti ad incubare a 46 per 15 min, ma impiegati
direttamente nel saggio del DNSBai valori di assorbanza degli attivi e dei corrispettivi inattivi si é
cakolato il valore di assorbanzAsgs al quale corrispondea la concentrazione dNAG presente nei
camlpioni (s ABS—ABS. Per calcolare la concentrazioneattivita enzimatical/ml = 1 yagmo'|

min~.

ga
op
| e
i

z

2.2.4 Determinazione del peso secco

| campionidella prima prova di idrolisi, al termine di ogni processo fermentaéimaerobicg sono stati

sottoposti a centrifugazione (3900 rpm per 15 min) e si & proceduto alla determinazione del peso secco
separatamente per surnatante e pellet.

Pericampionidéle prove successive si € deciso di det erm
fungino iniziale.

2.25 Mi s u r ativitd erblitica

L’attivita idrolitica e s(tespitamwria)diamimoeulo guardizzatootramité ' at t
misurazionedel BO.D.

Sono stati rilevati i valori di B.D. ottenuti inoculando 10 ml di biomassa fungiima 100 ml diterreni
contenentimateriali LC e chitbsis el ezi onat i , per avere un’'indicazi
substrati consideratsupponendo che a BOD maggiarerrispondeun maggiore cosumo di ossigeno

dovuto a maggior attivita metabolica
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2.3 Scelta della biomasse da idrolizzare

Lebiomasse LC (segatura di abetéi pioppo, paglia di grano) sono state scelte sulla base delle seguenti
considerazioni:

9 Disponibilita locale costante del materiale;

9 Diffusione in campo nazionale ed internazionale;

1 Esistenza di processi economicamentetaggiosi per il riutilizzo & valorizzaziong

Come biomassa chitinas invece, é stata scelta chitina grezzanmercialein quanto economicamente
vantaggiosa rispetto a quella colloidateun eventuale processo trasferito su scala industribée chitha
grezza impiegata & molto piu simile di quella colloidale agli scarti chitinosi prodotti da industrie del settore
ed eventualmente utilizzabili come substrato per la produzione energetica.

2.4 Selezione di funghi ligaeellulolitici e ditinolitici per il pretrattamento biologico
(idrolisi)

Sulla base dei risultati ottenuti dalsperimentazioe precedent sono stati scelti i seguenti ceplgno-
cellulolitict Trametes versicolor Trametes trogii Pleurotus pulmonariuse Panus tigrinus(Report
Rd$2012/290)

Riguardo al preattamento di biomassa chitin@se stato scelto il ceppo antartidacanicillium muscarium
CCFEE 5003, noto in letteratura per lasotevolecapacita chitinoliticd7].
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2.5 Fermentazioni in colture agitate sommerse
2.5.1 1" prova (febbraio 2013)

Sono statitestati singolarmente i 4 ceppi di WRrémetes versicolor, Trametes trogileurotus
pulmonarius e Panus tigrinus) colture agitate somerseutilizzando terreni di colturaontenenti segatura

di pioppo opaglia di grano

2511 t NBLJ NI Tido@gS RSt Q

La biomassa miceliare necessaria a cbltara agitatapeute ' i no c
Erlenmeyerda 250 micontenenti 50 ml di terreno), incubateer 96 h in agitatore orbitale 28 °Ge 180

rpm. Il terreno di precoltura utilizzato aveva la seguente composizioegratto di malto (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany30 g/L.

Il micelio & statammogeneizzato coMixer Ultra Turraxlka, Germany)
Dopo omogeneizzazione, 2 misdispensione neeliare sono stati utilizzatiome inoculo.

2.5.1.2 Biotrattamento

Sono stati preparati due diversi terreni di coltura in beute Erlenmdge250 ml contenertti
« 80 ml di acqua deionizzata, estratto di malto (0,1 g) e 1 g di segatura di pioppo (PI).
» 80 ml di acqualeionizzatagstratto di malto (0,1 g) e 1 g gaglia (PA)

| terreni sono statsterilizzatiin autoclave a 121°C per 30 min.

Negli esperimenti precedenti si era osservata una certa difficoiapdrte dei funghi white rot a
colonizzazionde sagliedi materiale LCPertantq in questa provde biomasse LC sono stdftammentate
ulteriormente per ridurne la granulometria a.& 2 mm E evidenteche la frammentazione fine del
materiale puo incidere negativamente sui costi diaventuale processo su scala industriale.

L’ es per i toeandotbo p@rquattto aettimane e @scun ceppo fungino € stato inoculato nei terreni
colturali sopra descritti. Sono state allestite tre repliche, due delialiqutilizzate per monitorare |l
processo fermentativau base settimanalé3 settimang. Alla fine di ogni settimana sono state prelevate
aliquote di 20 ml previ@mmogeneizzazione coMlixer Ultra Turrax. | campioni prelevati sono stati invaiti
laboratori UTRINNer essere utilizzati idettamente come substrato per la produzione di biogasterza
replicaé stata utilizzata direttamentalla quarta settimana senza prelievi intermedi.

A cadenza settimanals & proceduto alla determinazione delle proteine totatlegli zuccheri riducen Le
analisi sono state condotte su base settimanale al fine di minimizzare il numero di prelievi e conservare la
maggior quantita possibile di materiale per la successise fdi produzione di biogadDopo la
fermentazione anaerobigabltre ai suddettiparametri &€ stato misurato anchd peso seccqFigg.18 e
Figg.916).

Proteine totali Panus tigrinus

w
w

w

[
w

[
w

W PAGLIA

concentrazione (g/L)
]

€ PIOPPO

=

o
4]

o

(PRIMA) (DOPO) (PRIMA) (DOPQ) (PRIMA) (DOPO) (PRIMA) (DOPO)
Tempo {settimane)

Figura 1. Rilevazione d#e proteine totali negli esperimenti didrolisi con funghi white rot



ACCORDO FROGRAMMAMSEENEA

Per la prima,la seconda e la terza settimanadati (prima e dopda fermentazioneanaerobicd sono
ottenuti dalla media dei valori delle due replicher la quarta settimana e stata utilizzata esclusivamente

la terza replicaT O

concentrazione {g/L)

Proteine totali Trametes trogii

M PAGLIA

B PIOPPO

(PRIMA) (DOPQ) (PRIMA) (DOPQ) (PRIMA) (DOPO) (PRIMA) (DOPO)
Tempo (settimane)

rappresenta il terreno di coltura al

Figura2. Rilevazione die proteine totali negli esperimenti di idrolisi con funghi white rot

Per la prima, la seconda e la terza settimana i dati (prima e dmdermentazione anaerobi¢asono

ottenuti dalla media dei valori delle due repliche. Per la quarta settimastata utilizzata esclusivamente

a

terza replica. T.0 rappresenta il

3,5

2,5

concentrazione (g/L)

Proteine totali Trametes versicolor

BPAGLIA
B PIOPPO

T.0

1° 2° 3° 4 4°
(PRIMA) (DOPO) (PRIMA) (DOPO) (PRIMA) (DOPO) (PRIMA) (DOPO)

Tempo (settimane)

terreno

Figura3. Rilevazione dde proteine totali negli esperimenti di idrolisi con funghi white rot

Per la prima, la seconda e la terza settha i dati (prima e dopd¢a fermentazione anaerobigasono
ottenuti dalla media dei valori delle due repliche. Per la quarta settimana é stata utilizzata esclusivamente
la terza replica. D.rappresenta il terreno di colturad momentod el | " i nocul o.

10

di

mo Ir



ENEN

\ RICERCA DI SISTEMA ELETTRICDO

proteine totali Pleurotus pulmonarius

35
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(PRIMA) (DOPO) (PRIMA) (DOPO) (PRIMA) (DOPQ) (PRIMA} (DOPO)
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Figurad. Rilevazione dée proteine totali negli esperimenti di idrolisi con funghi white rot

Per la prima, la seconda e la terza settimana i dati (prima e d@mdermentazione anaerobi¢asono
ottenuti dalla media dei valori delle due repliche. Pequerta settimana & stata utilizzata esclusivamente
la terza replica. D.rappresenta il terreno di coltural momentod e | | " i nocul o.

Zuccheririducenti Panus tigrinus

=
(a2}

=
I~
I

=
[S]
I

[
I

WPAGLIA

o
[}

EPIOPPO

concentrazione (g/L)
Q
=]

o
IS

o
S

Q
I

T.0 1 1° 2 2° 3 3° 4 a4°
(PRIMA) (DOPO) (PRIMA) (DOPO) (PRIMA) (DOPO) (PRIMA) (DOPO)
Tempo (settimane)

Figura5. Rilevazione degli zuccheri riducentegli esperimenti di idrolisi con funghi white rot

Per la prima, la seconda e la terza settimana i dati (prima e d@dermentazione anaerobigasono
ottenuti dalla media dei valori delle due repliche. Per la quarta settimana é stata utilizzata esclusivamente
la terza replica. D.rappresenta il terrendali colturaal momentod el | " i nocul o.
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concentrazione (g/L)
o o o 2 L
[¥] = a [e:] = [}

(=)

Zuccheririducenti Trametes trogii
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Figura6. Rilevazione degli zuccheri riducentegli esperimenti di idrolisi con funghi white rot

Per la prima, la seconda e la terza settimana i dati (prima e d@mdermentazione anaerobi¢asono
ottenuti dallamedia dei valori delle due repliche. Per la quarta settimana é stata utilizzata esclusivamente
replica.

|l a terza

T.0 rappresenta il

terreno

L
L =2

[

0,8

concentrazione {g/L)

Zuccheririducenti Trametes versicolor
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Figura?. Rilevazione degli zuccheri riducentegli esperimenti di idroliscon funghi white rot

Per la prima, la seconda e la terza settimana i dati (prima e d@dermentazione anaerobigasono
ottenuti dalla media dei valori delle due repliche. Per la quarta settimana é stata utilizzata esclusivamente

la terza replicaT . 0
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Zuccheririducenti Pleurotus pulmonarius
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4
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Figura8. Rilevazione degli zuccheri riducentegli esperimenti di idrolisi con funghi white rot

Per la prima, la seconda e la terza settimana i dati (prima e dmdermentazione anaebicd sono
ottenuti dalla media dei valori delle due repliche. Per la quarta settimana é stata utilizzata esclusivamente

|l a terza

replica.

T.0 rappresenta il

Peso secco PAGLIA (T. trogii)

12

Concentrazione {g/l)

[ surnatante

M pellet

30

Tempo (settimane)

Figura9. Rilevazione dei pesi secchi di pelletsurnatantenegli esperimenti di idrolisi con funghi white rot

terreno

Per la prima, la seconda e la terza settimana i dati (dagermentazione anaerobi¢aono ottenuti dalla
media dei valori delle due repliche. Per la quarta settimana é stata utilizgatasivamente la terza replica.

TO rappresentap e s o

secco del campione al moment o

riportate. La deviazione standardreriore al20%.
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Peso secco PIOPPO (T. trogii)
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Figura 10. Rilevazione dei pesi secchi di pellet e surnatamgegli esperimenti di idrolisi con funghi white rot

Per la prima, la seconda e la terza settimana i dati (dagfermentazione anaerobig¢aono ottenuti dalla

media dei valori delle due repliche. Per la quarta settimana & stata utilizzata esclusivdmemz replica.

TO rappresentapeso secco del campione al moment o del |l " i
riportate. La deviazione standardreriore al20%.

Peso secco PAGLIA (T. versicolor)
16
14
Z12 -
g2 10 -
2
e 8
s B surnatante
E 6
§ 4 M pellet
2 -
0 T T T
T.0 1° 2° 3° 4°
Tempo (settimane)

Figurall. Rilevazione dei pesi secchi di pellet e surnatamigli esperimenti didrolisi con funghi white rot

Per la prima, la seconda e la terza settimana i dati (dagermentazione anaerobi¢aono ottenuti dalla

media dei valori delle due repliche. Per la quarta settimana € stata utilizzata esclusivamente la terza replica.
T.O rappresentapes o secco del campione al moment o del |l " i
riportate. La deviazione standardreriore al20%.
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Peso secco PIOPPO (T. versicolor)
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_ 14 -
Z12 -
g 10 -
2
e 8 -
£ B surnatante
5 o~
g a - MW pellet
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Figural2. Rilevazione dei pesi secchi di pellet e surnatamegli esperimenti di idrolisi cofiunghi white rot

Per la prima, la seconda e la terza settimana i dati (dagfermentazione anaerobig¢aono ottenuti dalla
media dei valori delle due repliche. Per la quarta settimana é stata utilizzata esclusivamente la terza replica.

TO rappresentapeso secco del campione al moment o del |l " i
riportate. La deviazione standardreriore al20%.

Peso secco PAGLIA (P. pulmonarius)

16
14
Z12 -
g 10 -
2
g 87
s B surnatante
E 6
§ 4 M pellet

2 -

0 T T T

T.0 1° 2° 3° 4°
Tempo (settimane)

Figural3. Rilevazione dei pesi secchi di pellet e surnatamiegli esperimenti di idrolisi con funghi white rot

Per la prima, la seconda e la terza settimana i dati (dagermentazione anaerobi¢aono ottenuti dalla

media dei valori delle due repliche. Per la quarta settimana € stata utilizzata esclusivamente la terza replica.
TO rappresentapeso secco del campone al moment o dell ”inocul o. Le
riportate. La deviazione standardreriore al20%.
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Peso secco PIOPPO (P. pulmonarius)
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Figurald. Rilevazione dei pesi secchi di pellet e surnatameegli esperimenti di idrolisi con funghi white rot

Per la prima, la seconda e la terza settimana i dati (dagfermentazione anaerobig¢aono ottenuti dalla

media dei valori delle due repliche. Per la quarta settimana é stata utilizzata esclusivamente la terza replica.
TO rappresentapeso secco del campone al moment o dell "inocul o. Le
riportate. La deviazione standardreriore al20%.

Peso secco PAGLIA (P. tigrinus)

16
_ 14
B12 -
2 10 -
2
R 8
] (3 surnatante
5 6
g 4 M pellet
o

2 -

0 1 T

30
Tempo (settimane)

Figurals. Rilevazione dei pesi secchi di pellet e surnatamiegli esperimenti di idrolisi con funghi white rot

Per la prima, la s®nda e la terza settimana i dati (dofgofermentazione anaerobigaono ottenuti dalla

media dei valori delle due repliche. Per la quarta settimana € stata utilizzata esclusivamente la terza replica.
TO rappresentapeso secco del campione al momentoldéli nocul o. Le barre di
riportate. La deviazione standardreriore al20%.
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v

Peso secco PIOPPO (P. tigrinus)

12

[ surnatante

M pellet

Concentrazione (gfl)

Tempo (settimane)

Figura 16. Rilevazione dei pesi secchi di pellet e surnatamgegli esperimenti di idrolisi con funghi white rot

Per la prima, la seconda e la terza settimana i dati (dagfermentazione anaerobig¢aono ottenuti dalla

media dei valori delle due repliche. Per la quarta settimana é stata utilizzata esclusivamente la terza replica.
TO rappresentapeso secco del campone al moment o dell "inocul o. Le
riportate. La deviazione standardreriore al20%.

2.5.2 2" prova (maggiegiugno2013)

2.5.2.1 Pretrattamento di materiale LC

E’ st at wa miedaimiXt dai 4 ceppi di WRT¢ametes versicolorTrametes trogii,Pleurotus
pulmonarius e Panus tigrinus) colture agitate sommersatilizzando diversi terreréontenenti segatura di
pioppo, segatura di abete, paglia di grano.

2522 t NBLJI NI lido@&lgS RSt f Q

L' i n operdel pmve € stat prodotta in coltua agitata (beute Erlenmeyer da 250 ml contenenti 50 ml di
terreno), incubate per 96 h in agitatore orbitale a 28 °C e 180 rpm.

La biomassa da inoculare é stata ottenuta centrifuga(id® min 8000 rpmi) brodo di colturadei quattro
ceppi Inoltre, al finedi eliminare ogni traccia del vecchio terrerer evitare problemi di inibizione da
catabolitg i pellet fungini ottenuti sono stati lavatestensivamentecon acqua deionizzata sterilei-
centrifugati, risospesi tutti insieme ed omogeneizzain Mixer Utra Turrax.

Dopo omogeneiazione, sono stati utilizzati6 ml di sospensione miceliaréconcentrazione biomassa
funginal,497g/L) come inoculo.

2.5.2.3 Biotrattamento

Sono statpreparati trediversi terreni di coltura in beute Erlenmeyer da 250 ml contenenti:
* 60 ml di acqua dehizzata, estratto di malto (0,45 g) e 0,75 g di segatura di abgte (A
* 60 ml di acqua deionizzatestratto di malto (0,45 g) e O, %pdipaglia (PA).
e 60 ml di acqua deionizzatastratto di malto (0,45 g) e 0,&bdisegatura di piopo (PI)

| terreni sono stati sterilizzati imutoclave a 122C per P min.

L’ e s pnreistato condottoper quattro settimane: per ciascunterreno inoculato con la mix fungina
sono state allestite dueepliche,utilizzate per monitorare il procesgermentativo a cadenza settimanale

17
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prelievi sono stati trattati come gia riportat@l{quote di 20 ml, dopo omogeizzazione coMixer Ultra
Turray. Si € deciso di monitorare le produzidnoenergetichea partire dalla seconda settimana di idrolisi,
perché si € visto dalle sperimentazioni precedenti che durante la psittamana non si registrano livelli
produlttivi significatividi H.. Per tutto il periodo di sperimentazione le colture sono state incalma®8 °@
160 rpmin agitatoreorbitale. Peri campionisi & proceduto alla determinazione delle proteine totali e degli
zuccheri riducenti sial termine della fase di idrolisi aerobjcaia dopo d fermentazione anaerobica
(Fgg.1718).

PROTEINE Mix

0,16 W Segatura abete

0,14 W Paglia
=
E, 0,12 Segatura pioppo
Q
5 0,1
Kl
=} 0,08
c
]
£ 0,06
Q
S

0,04

0,02 +

O ,
PRIMA) DOPO) (PRIIVIA) (DOPO (PRIMA) DOPO)
tempo (settimane)

Figural7 Rilevazione dde proteine totali negli esperimenti di idrolisi con mix di funghi white rot.

Per la seconda, la terza settimana e la quarta settimana i dati (prima elddpomentazione anaerobiga
sono ottenuti dalla media dei valori delle duepliche. J rappresenta il terreno di coltura al momento
dell "inocul o.

ZUCCHERI RIDUCENTI Mix

M segatura abete

7 W paglia

segatura pioppo

Concentrazione (g/L)

1 il o
' = I
o I
To 22 23 3? 32 42 4
PRIMA DOPO PRIMA DOPO PRIMA DOPO

Tempo (settimane)

Figural8 Rilevazione degli zuccheri riducemntegli esperimenti di idrolisi con mix di funghi white rot

Per la seconda, la terza settimana e la quarta settimana i dati (priepel ' i nocul)msond at t e
ottenuti dalla media dei valori delle due repliche, rppresenta il terreno di coltura al momento
del Il > inocul o.
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2.5.2.4 Pretrattamento di residui ad alto contenuto in chitina (chitina grezza)

Per ottimizzarel ' at t i v i debceppodantarticd Lecaacicillium muscarium CCFEE H0@®lture
agitate sommers& st at o messo a punto un di segnoterfenidit ori a
colturache differivano tra loro in contenuto di chitina grezza ed estratto di lievito

2.5.2.5 Preparazione d&ifioQulo

La biomassa miceliar e neces saarpliodottaan cdltaera agitatéincbeute’ i n o ¢
Erlenmeyer da 20 mlcontenenti 50ml di terreno),a 28 °C €60 rpm, per 96 hll terreno dipre-coltura

utilizzato aveva la seguente composiziopeast nitrogen base,5 g/L e glucosio 20 g/L.

L ' i n & sta lottenuto centrifugando il brodo di coltura (10 min 8000 rpm). Inoltre, al fine di eliminare

ogni traccia del vecchio terrenger eliminare problemi di inibizione da catabolital pellet fungino

ottenuto € stato lavatopill volte con acqua deionizzata sterile, téngato, risospeso ed omogeneizzato

con Mixer Ultra Turrax

Dopo omogeneizzazioneono stati utilizzati come inocul® ml di sospensione miceliafeoncentrazione
biomassa fungin&,836g/L).

2.5.2.6 Biotrattamento (disegno fattoriale)

Sono statpreparatidodicidiversi terreni di colturaontenenti60 ml di acqua deionizzata, chitina grezda e
estratto di lievito adiverse concentrazionin base almodello suggerito datlisegno fattorialeelaborato
tramite software Modde 5(Tabellal). La sperimentazionesi € eseguita in coltura agitatim beute
Erlenmeyer da 250 nal 28°C e 160 rpml terrenisono stati sterilizati in autoclave a 12 per20 min.

Talella 1. Disegno fattorialeper la RSNterreni a diversa concentrazione di chitina grezza
ed estrattodi lievito

ESpelil'?e”to Terreno | CHITINA (g/L) (;E)
1 N1 5 0,1
2 N2 30 0,1
3 N3 5 5
4 N4 30 5
5 N5 5 1,73333
6 NG 30 3,36667
7 N7 13,3333 0,1
8 N8 21,6667 5
9 N9 17,5 25
10 N10 17,5 25
11 N11 17,5 25
12 N12 17,5 25

L' e s p e sié prograttd per quattro settimane per ciascun terrenamoculato con il cepp&. muscarium

CCFEE 5004 € monitorato il processo fermentativo mediante il prelieva cadenza settimanald]i

aliquote di 20 micome gia riportato Si € deciso di monitorarke produzioni a partire dalla seconda
settimana di idrolisi, perché si € visto dalle sperimentazioni precedenti che durante la prima settimana non

si registrano livelldi produzionedi H significativi Per tutto il periodo di sperimentaziorie colture ®no

state incubate in agitatore orbitale a 28 °C e 160 rpm Per i campioni (20 ml) si & proceduto alla
determinazionedelle proteine totali e degli zuccheri riducenti silatermine della fase aerobicia dopo &
fermentazione anaerobicélabb 2-9) Alla quarta settimana non sono stati determinati proteine totali e
zuccheri riducenti dopda fermentazione anaerobi¢cgperché i campioni sono stati trattenuti presso i
laboratori ENEA per maworarne la produzionedi idrogenoper un periodo piu lungg576 hd al | * i nocu
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batterico). Settimanalmente, a partire dalla seconda settimana di idroéisstata determinataanche
I " attivi t(BabetlahO). t i nol i ti ca

ZUCCHERI RIDUCHf&fmentazione aerobica)

Takella 2. Rilevazione degli zuccheri riducemtgli esperimenti di idrolisi con
Lecanicillium muscariunCCFEE 500% rappresenta il terreno di colturaal momentoR St f QA y 2 Odzf 2

Concentrazione (g/L)
CAMPIONE T 2%settimana | 3*settimana | 4%settimana

0 idrolisi idrolisi idrolisi
N1 0,104 0,098 0,083 0,070
N2 0,161 0,142 0,099 0,074
N3 0,244 0,129 0,091 0,072
N4 0,110 0,101 0,097 0,0/
N5 0,125 0,123 0,08 0,071
N6 0,148 0,121 0,112 0,078
N7 0,153 0,130 0,108 0,071
N8 0,223 0,087 0,083 0,072
N9 0,169 0,146 0,123 0,071
N10 0,169 0,124 0,08 0,068
N11 0,169 0,130 0,14 0,077
N12 0,169 0,1 0,138 0,076

PROTEINE TOTAflekmentazione aerobica)

20

Talella 3. Rilevazione delle proteine totatiegli esperimenti di idrolisi co.ecanicillium muscariun€cCFEE
5003 Tyrappresenta il terreno di colturaal momentoR St f QA y 2 Odzf 2 @

Concentrazione (g/L)
CAMPIONE 2%settimana | 3%settimana | 4°settimana

To e e DS

idrolisi idrolisi idrolisi

N1 0,553 0,081 0,010 0,049
N2 0,556 0,186 0,031 0,015
N3 0,700 0,090 0,036 0,044
N4 0,592 0,048 0,034 0,034
N5 0,684 0,026 0,037 0,016
N6 0,553 0,02 0,044 0,036
N7 0,551 0,023 0,039 0,037
N8 0,596 0,040 0,055 0,725
N9 0,622 0,050 0,046 0,736
N10 0,622 0,044 0,032 0,732
N11 0,622 0,043 0,039 0,735
N12 0,622 0,064 0,034 0,708
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ZUCCHERI RIDUCH(giiima e dopola fermentazione anaerobica

Tabella 4. Rilevazione di zuccheri riducenti alla seconda settimana prima e
dopo la fermentazione anaerobica

secondasettimana
prima dopo
CONCENTRAZIC CONCENTRAZIQ
CAMPIONE E (g/L) CAMPIONE E (/L)
N1 0,098 N1 0,196
N2 0,142 N2 0,200
N3 0,129 N3 0,0%
N4 0,101 N4 0,125
N5 0,123 N5 0,06%
N6 0,121 N6 0,08
N7 0,139 N7 0,298
N8 0,087 N8 0,18%
N9 0,146 N9 0,0
N10 0,124 N10 0,119
N11 0,109 N11 0,245
N12 0,169 N12 0,131

Tabella 5Rilevazione di zuccheri riducenti alla terza settimana prima e dopo la fermentazione anaerobica

terzasettimana
prima dopo
CAMPIONE CONCENTRAZION CAMPIONE CONCENTRAZION

(9/L) (9/L)
N1 0,083 N1 0,090
N2 0,099 N2 0,101
N3 0,091 N3 0,074
N4 0,097 N4 0,071
N5 0,093 N5 0,069
N6 0,112 N6 0,08
N7 0,108 N7 0,08
N8 0,083 N8 0,068
N9 0,123 N9 0,071
N10 0,089 N10 0,076
N11 0,104 N11 0,147
N12 0,138 N12 0,0
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Tabella 6 Rilevazione di zuccheri riducenti alla quas&timana prima della fermentazione anaerobica

quarta settimana
prima dopo
caMPIONE | CONCENTRAZION .\ o o = | CONCENTRAZION
(g/L) (g/L)

N1 0,070 N1
N2 0,074 N2 /
N3 0,072 N3 /
N4 0,075 N4 /
N5 0,071 N5 /
N6 0,078 N6 /
N7 0,071 N7 /
N8 0,072 N8 /
N9 0,071 N9 /
N10 0,068 N10 /
N11 0,077 N11 /
N12 0,076 N12

Alla quarta settimana non sono stati determinati zuccheticenti dopo la fermentazione anaerobjca
perché i campioni sono stati trattenuti presso i laboratori ENEA per monitorarne la produzione di idrogeno
fino a 576 h dall’”inoculo batterico.

PROTEINE TOTALI

Tabella 7 Rilevazione di proteine totali alla seconda settimana prima e dopo la fermaote anaerobica.

secondasettimana
prima dopo
CAMPIONE CONCENTRAZION CAMPIONE CONCENTRAZION

(9/L) (9/L)
N1 0,081 N1 0,012
N2 0,186 N2 0,006
N3 0,090 N3 0,015
N4 0,048 N4 0,017
N5 0,06 N5 0,00
N6 0,029 N6 0,018
N7 0,023 N7 0,007
N8 0,040 N8 0,028
N9 0,050 N9 0,016
N10 0,044 N10 0,05
N11 0,043 N11 0,037
N12 0,064 N12 0,038
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Tabella 8 Rilevazione di proteine totali alla terza settimana prima e dopo la fermentazione anaerobica.

terzasettimana
prima dopo
CAMPIONE CONCENTRAZION CAMPIONE CONCENTRAZION

(9/L) (9/L)
N1 0,010 N1 0,006
N2 0,031 N2 0,015
N3 0,036 N3 0,036
N4 0,034 N4 0,028
N5 0,037 N5 0,056
N6 0,044 N6 0,04
N7 0,039 N7 0,064
N8 0,055 N8 0,037
N9 0,046 N9 0,020
N10 0,022 N10 0,078
N11 0,039 N11 0,101
N12 0,034 N12 0,002

Tabella 9 Rilevazione di proteine totali alla quarta settimana prima della fermentazione anaerobica

quarta settimana
prima dopo
caMPIONE | CONCENTRAZION .\ o o[ CONCENTRAZION
(gL (gL
N1 0,049 N1 /
N2 0,015 N2 /
N3 0,044 N3 /
N4 0,034 N4 /
N5 0,016 N5 /
N6 0,036 N6 /
N7 0,037 N7 /
N8 0,75 N8 /
N9 0,7% N9 /
N10 0,732 N10 /
N11 0,7% N11 /
N12 0,78 N12 [/

Alla quarta settimana non sono state determinate peoteine totali dopola fermentazione anaerobica
perché i campionsono stati trattenuti presso i laboratori ENEA per monitorarne la produzione di idrogeno
fino a 576 h dall’”inoculo batterico
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Attivita chitinolitica

Tabella 10. Rilevazione di chitinasi prodotte alla seconda, alla terza e alla quarta settimana
di idrolisi in aerobiosi

Attivita UI/L
Terreno 2settimana | 3  settimana| 4°settimana
idrolisi idrolisi idrolisi
N1 70 90 82
N2 83 82 91
N3 71 76 84
N4 78 90 78
N5 82 93 74
N6 72 79 142
N7 86 90 75
N8 118 70 72
N9 76 70 68
N10 85 83 82
N11 14 69 80
N12 73 71 73

RSM SECONDA SETTIMANA:

Tabellall. Chitinasi prodotte alla seconda settimana di idrolisi e i relativi ml di H
rilevati nellasuccessivdase di fermentazione anaerobica

Esperimento Terreno CHITINA YE CHITINASI H,
No (g/L) (g/L) (UIIL) (ml)
1 N1 5 0,1 70 0,696
2 N2 30 0,1 83 1,612
3 N3 5 5 71 0,324
4 N4 30 5 78 0,461
5 N5 5 1,73333 82 0,602
6 N6 30 3,36667 72 0,468
7 N7 13,3333 0,1 86 0,048
8 N8 21,6667 5 118 0,515
9 N9 17,5 2,5 76 0,935
10 N10 17,5 2,5 85 0,575
11 N11 17,5 2,5 154 0,853
12 N12 17,5 2,5 73 1,038
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2.5.3 3° prova (agostsettembre2013)

2.5.3.1 Pretrattamento di materiale LC

E’ stata testata |Tameaes wersichlori Trafnetes &rqflfeurotuspulmaidius (e
Panus tigrinus)n colture agitate sommersetilizzando terrenicontenenti segatura di abete paglia di
grano(le due biomasse LC che hanno dato migliori risultati nelle prove precedené)deciso di utilizzare
un quantitativo di estratto di malto ieffiore alle prove precedenti, perché in fase di applicazione
industriale risulterebbe una scelta economicamente piu vantaggiosa. In questagstas effettuato uno
scaleup di processo.

2532 t NBLJ NI Tido@&gS RSt f Q

La biomassa miceliare necessariaaiforne | ' i nocul o per | e prove €& stat
Erlenmeyer da 250 ml contenenti 50 ml di terreno), incubpée 96h a 28 °Ce 160 rpmin agitaore
orbitale. Il terreno di precoltura utilizzato aveva la seguente composizione: akirdi malto 2 g/L e
glucosio 20 g/L.

Sono stati utilizzati come inoculo 20 ml di sospensione miceljai@massa fungingari a c.a. 1,513 g/L)
ottenuta unendo aliquote uguali (5 ml) dei vari ceppi.

I singoli brodidi colturasono stati centrifugat{10 min 8000 rpm)per separare la biomassholtre, d fine
di eliminare ogni traccia dei vecchi terrgper evitareproblemi di inibizione da catabolita,pellet fungini
ottenuti sonostati lavat piu volte con acqua deionizzata sterike centrifugat, risospesed omogeneizzati
conMixer Ultra Turrax.

2.5.3.3 Biotrattamento

Sono stati preparatiue diversi terreni di coltua in beute Erlenmeyer da 5001 contenenti:
. 135ml di acqua deionizzat@,169g estratto di malto €1,69 g di segatura di abete (A).
. 135ml di acqua deionizzat@,169 g estratto di malto e 1,69di paglia (PA).

| terreni sonostati sterilizzat in autoclave a 121°C pe® 2nin.

L’ esperi ment o pér2settinsabeperchési @ cbostatatg nelle sperimentazioni precedenti
checonquesi tempistica si verificavano faigliori condizionidi idrolisiper ottenere maggiore produzione

di biogasdurantela successivéermentazione anaerobicder ciascun terreno inoculato con la mix fungina
sono state allestite8 repliche due da utilizzare comeeplicati nella successiva fermentazione anaerobica
(presso i |l aboratori ENEA) ed una Perduttoeil périoda dic o (
pretrattamento idroliticole colture sono state incubate a 28 &CL60 rpm in agitatore orbitale. Per le
aliquote si & proceduto alla determinazione delle proteineatbe degli zuccheri riducentalla seconda
settimana di idrolisi(Figg.2322). La prova € ancora in corso, si stanno ftamando le produzioni di
bioidrogenopressoi laboratori ENEA.
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Figura2l. Rilevazione delle proteine totalegli esperimenti di idrolisi con mix di funghi white rot.
T, rappresenta il terreno di colturaal momentoR St £ QA y 2 Odzf 2

ZUCCHERI RIDUCENTI Mix
(fermentazione aerobica)

16 W ABETE

14 W PAGLIA

1,2

0,6

Concentrazione (g/L)

0,4 -

0,2 +

To 22
Tempo (settimane)

Figura22. Rilevazione degli zuccheri riducentegliesperimenti di idrolisi con mix di funghi white rot.,T
rappresenta il terreno di colturaal momentoR St f QA y 2 Odz 2

2.5.3.4 Pretrattamento di residui ad alto contenuto in chitina (chitina grezza).

In questa prova é stato effettuato uno scalp di processo per otmizzare il rilevamento del biogas
prodotto.Non essendo possibile effettuare un’ altyfa spe
up a questo punto sé scelto di testare iteppo antartico Lmuscarium CCFEE 5008coltura agitata
sommersautilizzando il terrenoN7 (vedi disegno fattoriale della prova maggiagno 2013

2535 t NBLJ NI Tido@&gS RSt f Q

La biomassa miceliare necessaria a forni (inbeute’ i noc
Erlenmeyer da 250 ndontenenti50 ml di terreno) incubateper 96 h nelle condizioni suddetts terreno

di pre-coltura utilizzato aveva la seguente composiziawratto dilievito 2 g/L e glucosio 20 g/L.

L"inocul o écomegmtiportamt t enut o

Dopo omogeneizzaziorsono $ati utilizzati come inoculo 20 ml di sospensione miceli@encentrazione
biomassa fungina 6,020 g/L

2.5.3.6 Biotrattamento

E’' st at oiltepan@NYia beatd Eolenmeyer da 50t contenente
. 135 ml di acqua deionizzata,8 g chitinae 0,014g diestratto di lievita
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Il terreno € stato sterilizzato iautoclave a 122C per B min.

S é visto nelle sperimentazioni precedernthe durante la fermentazione anaerobjc registra maggiore
produzione di biogasella fase anaerobica utilizzandwateriale idrolizzato per due settimanBertanto si &
deciso di condurre’'l e s p e r i ndeersdttimane Rer il medium N7noculato con lebiomassaungina
sono state allestite 3 repliche, due da utilizzare camglicati nella successiva fermentazionaaerobica
(presso i |l aboratori ENEA) ed una come bianco
pretrattamento idrolitico le colture sono state incubateme gia riportato per gli esperimenti precedenti.
Peri campionisi & proceduto all@eterminazione delle proteine totaldegli zuccheri riducentiFigg.23224)

e delle chitinasallafine dellaseconda settimana di idrolisi. La pradiafermentazione anaerobica ancora

in corso si stanno monitorando le produzioni di ldoogenopresso iaboratori ENEA.

PROTEINE TOTALI Lecanicillium muscarium
(fermentazione aerobica in medium N7)

0,545

0,54 T

0,535

0,53

0,525

0,52

0,515

concentrazione (g/L)

0,51

0,505
To 2% settimana

Figura23. Rilevazione delle proteine totalegli esperimenti di idrolisi cotecanicillium muscarium

CCFEE 5008 medium N7. Frappresenta il terreno di colturaal momentoR St £ QA y 2 Odz 2

ZUCCHERI RIDUCENTI Lecanicillium muscarium
(fermentazione aerobica in medium N7)

concentrazione (g/L)

02

01

a
Ty

2 % settimana

Figura24. Rilevazione delle proteingotali negli esperimenti di idrolisi coecanicillium muscarium

CHITINASI

CCFEE 5008 medium N7. Frappresenta il terreno di coltural momentoR S f QA y 2 Odzf 2 ®

Sono state determinate le chitinasi prodotte alla seconda settimampaediattamentoidrolitico aerobim. Il
valore medio ddé tre replichee risultato pari 1131 + 10,4 UVL
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ARNREAGAOLI

In parallelo alla provallestita ad agosto 2013i é deciso dimisurarel attivita idrolitica correlandolacon

| * at t i balica ai umedcalo quantizzato tramite misurazione deD.B. (Biochemical Oxygen

Demand)

Sono stati rilevati i valori di.8.D. (lettura a 99 hpttenuti inoculando 10 ml di biomassa fungina in 100 ml
di media contenent.i mater.|i

ceppi sui substrati considerasupponendo che a.B.D maggiore corrisponde un maggiotensumo di

ossigeno dovut@ maggior attivita metabolic@labellal2).

26.1 Preparazione del | [

al i LC

nocul o

e

chitinosi

sel e

Sono stati preparati due diversi terreni di coltura ed inoculati con 10 ml di sospensione miceliare di
Trametes trogi{concentrazione biomasdangina0,663 g/L):
. 100 ml di acqua deionizzata, 0,125 g estratto di malto e 1,25 g di segatura di abete (A).
. 100 ml di acqua deionizzata, 0,125 g estratto di malto e 1,25 g di gly&sio

| terreni sono stati sterilizzaith autoclave a 122C per P min

Al fine di confrontar e

attivita

d r roetabotizzabila

rispetto al glucosio, labiamo utilizzato due diversi terreni di ctdira, uno contenete glucosie |

segatura di abete

Sono statiinoculati nel medium N7L0 ml di sospensione miceliare Hi muscarium(concentrazione

biomassa fungin&,020 g/L)

. 100 ml di acqua deionizzata0Q, g estratto di lievito e 1,33 g di chitina

Il terrenoe stato sterilzzato in autoclave a 12C per B min.

Tabella 12Valori di BO.D. rilevati a 99h

CEPPO Terreno B.O.D.
.. G 507
Trametes trogii A 164
Lecanicillium muscarium N7 459

’
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2.7 Prove disolamento e mantenimento di funghi anaerobici

Estata avviata un’anal i si b(RA)ir gradogdr dedradardematerialé l&Ct i v a
direttamente in condizioni anaerobiché.’ u t di uesd mioroganismi si pensa possa potenziare la fase
anaerobica di produzione del biogaliminando la prddrolisi incondizioniaerobide. In questo contesto si

e proceduto a prov@reliminaridi isolamento e mantenimento di RF

2.7.1 Analisi bibliografica

| funghi intestinali anaerolsi pensa derivino déorme libere diChitridiomicetiche hanno evolutd abilita

di soprawvivere in condizioni anaerobiche nel tratto digestivo degli erbivori che li ospitamparticolare

ruminanti { RF costituiscono c.a. 89%idunghi intestinali anaerobi8-10]. L assenza dai mi t
presenzadi idrogenosomsonoi ndubbi amente un adat t aalte adatameatiel ' an a
peculiarita biochimichsi sono sviluppati in rispostd duro ambiente chimico del rumirj8,11].

Inquadramentotassonomico dei funghi del rumine:

CLASSEhytridiomycetes

FAMIGLIANeocallimastigacaeae

GENERINeocallimastix[8,12], Piromyces[8,13], Caecomyce$8,14]; Orpinomyceq8,13]; Anaeromyces
[8,15]

Caratteri morfologici generali

1 Neocallimastix monocentrico; zoospore poliflagellatenolte specie presentano sia sviluppo
endogeno che esogeno; sistema rizoidale miceloide filamer{gjso

1 Piromycesmonocentrico; zoospore uniflagellate; molte specie presentano sia sviluppo endogeno
che esogeno; sistema rizoidale miceloide filament@o

1 Caecomyce¢Sphaeromongs monocentrico; zoospore uniflagellate; molte specie presentano sia
sviluppo endogeno che esogeno; sistema rizoidale bulf#jso

1 Orpinomyces policentrico, zoospore poliflagellate, nella fase iniziale di crescita presenta
sporangiofori e sporangi intercalati nelle ife, presenta sporangi nella zona terminale degli
sporangiofori mat ur i e quest’ ul ti mi possono s
[8]

1 Anaeromyces policentrico; zoospore uniflagellate; non presantomplessi sporangiofori e gli
sporangi (che sono soprattutto ellissoidali e fusiformi) si trovano nella zona terminale su
sporangiofori singo(iB]

| funghi anaerobici sono autoctonel rumine e degradano attivamenta parete cellulare delle pianted i
carboidrati.Producono cellulasi altamente attived emicellulasisoprattutto xilanasi

| RFpossiedonola capacitadi penetrare la cutiola superficiale delle pianted i tessuti lignificati delle
pareti cellulari. Inoltre, digeriscono substrati rezitanti, come la pagligpiu facilmente(37-50%) di quanto
nonfacciano i batteri ruminali [1&7].

Questi microrganismsono i colonizzatori iniziali dehateriale lignocellulogco negli animali erbivorie
giocanoun ruolo fondamentale nella biodegradaziodella biomassa vegetatia questiingerita[16,18].

I RFsono in gradadi colonizzare estensivamente frammenti vegetali fibrosi con conseguente sviluppo di
talli. Le fome uniflagellate sono statédentificate comestadio iniziale del ciclo vitald. ° a t delle c o
zoospore al materiale LE rapido emassivo da colonizzazione elevata (osservata su substragjetali

fibra SISAL, steli di erba medica fresca, paglia di erba medica e paglia d[¥hno)

Dall > anal i si b i bdsistamayaridalvaridi earatterizzai®ne dela produzioneherzimatica
dei RF. Al contrarigolo recentementes i e focalizzata | ' attenzione sul
mediantel ' i mpi eg o dganismiuest i mi cr o
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L’ aggi unt a diedi fngilat gihmais o erbani famghi difermentazione anaerobicanfluenza
positivamente la resa di biog§20].

Pertanto la ricerca su questi interessanti degradatdii biomasse lignocellulosiche in condizioni
anaerobiche & moderna e particolarmente coerente con le problematiche del nostro progetto.

2.7.2 Prove preliminari di isolamento e mantenimento di funghi anaerobici

Dall " anal i si bi bl i ccanstatafeche iafunghicanadrobicitriechiedono mélta gumthealld o
procedure di prelievo di campioni, trasporto, isolamento e mantenimeitoltre, sono solo poche le
collezionia livello mondialadi questi fungh{in Italia nessuna micoteca dispone di cepipR&) Analizzando

vari lavori scientifici si &ndividuato un gruppo di ricerca particolarmente esped settore il gruppo del

Dott. Ugur ComlekcioglyUniversitak a hr amanmar as S i.tAldire dilabb@viare i t€nprdc h i a)
apprendimento delle tecniche di campionamento e di coltivazione degli RF, si & preso contatto con i
colleghi suddeit Nel mese di lugli@a013n e | | ’ a umiprogracnma ERASMUS trailgnmsita della Tuscia

ed il gruppo di gerca suddettoi colleghi hanno trascorso una settimana in Italia durante la quale ci sono
stati numer o0S i i nterscambi e confronti sull a tem
|l " UTRI NN. l nol tre i c o | | n@zjohi iper iTcampoiamento a messa intcalttaas f e r
degli RF attraverso attivita di laboratorio (presstaboratori ENEA) alle quali hanno partecipato tutti i
ricercatori interessati al progetto.
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3 Conclusioni

L’ anali si dei r i seffdttwate ha evidenziate che, durantailgptodesso db idraisclee

se in maniera differenziata a secondo delle varie tesiutti gli esperimentile proteine totali aumentano

nel corso delle settimane. L ' aontchréo nvariabileoQuedte gal ai ZUc
confermare i risultati ottenuti nelle precedenti sperimentazi@Report RdS/2012/290)

Nel corso della prima prova (febbraio 2018 registrato undecrementodei valori dei pesi secchi totali

(pellet e surnatante) Rtcordiamo che questo parametrdaun’ i dea generlduhge had i Ci
consumato respirando ehe é stato eliminato sotto forma di GO

L’aumento del peso s ec tridascio dilsostanaer snl@bili aeh tereeno (pecoteines at o
zuccheri,ec ...) , puo0 essere considerato comunque un indi

di composti fermentescibilovrebbe essere buon substrato per la fermentazione a idrogeno successiva.

Per quanto riguarda il disegno fattorialegme esempio labiamo riportato la produzione di idrogeno e di
enzimi chitinolitici alla seconda settimariagrafici mostrati rappresentano la proiezione del modello RSM
sulle variabili suddette mentre gli esperimenti effettivamente condotti sono quelli proposti daklaod
riportati nella tabella 1

Possiamo notare un effetto sinergico della concentrazione di chitina e YE sulla produzione enzimatica.
Infatti, le chitinasiaumentanoproporzionalmente allaumentaréella concentrazione djuesti substrati

Mentre l'aumento di enzima & sempre proporzionale alla concentrazione di YE, per la chitina questo
avviene solo fino a c.a. 16 g/Effettivamente all'ulteriore aumentare di questa, probabilmente per
problemi reologici, la produzione di enzima diminuig€igural9).

Per quanto riguarda la produzione dj, lihvece, il parametrpiu influentesembra essere laoocentrazione

di chitina Figura20). Laproduzionedel gas infatti, aumenta proporzionalmente alla concentrazione di
chitina ed € massima c.a. 3@/l di chitina e 0,75 g/L di YE.

Questo risultato, apparentemente contrastant®n i risultati di produzione enzimaticpotrebbe essere
spiegato con la presenza di microrganismi chitinolitici nel consorzio batterico utilizzato nella fermentazione
anaerobica. Questgotesi &€ supportata dal generataimento degli zuccheri riducenti durangeiesta fase

chiaro segno di idrolisi del polisaccaride.

Inoltre, la prova che ha ottenuto i migliori risultati di produzione enzimatica e quindi di idrolisi aerobica ha
generato laminore produzione di i Questo perchéprobabilmenteil fungo aerobico corlidrolisi e
conseguente crescitida sottratto substrato ai microrganismi anaerobici

Pertanto, alla luce djueste considerazionge si confermasse la presenza di batteri chittiwdlnella mix
anaerobicala fase idrolitican aerobiosinon sarebbe determinante potrebbe essere evitatdnoltre gli

scarti di chitina potrebbero essere davvero considerati substrati molto promettenti per la produzione di
bioidrogeno.

Riguardo allec ar at t eri zzazi one de lTrametes tragjinodulato reiddueotdrrent i ¢ a
contenentiglucosio e segatura di abete, si pud affermare dai valori@DBrilevati (Tabellal2), che norwi

e sostanziale differenzdi metabolizzazione dedue substrati testatiln altre parole, ssendo simile il
consumo di ossigend, ceppo sembra cresceli@ maniera analogau entrambi i substratmostrando un

i ndi ce dmetabalicagitd i vi t a

Comparando, invece, i valori di@D. rilevati perTrametes trogie Lecanicillium muscariunsi pud notare

che sono simili. Tuttavia, essendo la biomassa del primo, dieci volte inferiore a quella del secondo (come
mi surato con i pesi secchi), §.itrogipéunettanteoter supeniocker e C |
guella diL. muscariumsui terreni testati

Per quanto concerne eventuali sviluppi futuri, oltre a caratterizzare ulteriormente il processo idrolitico di
muscariuminoculandolo nel medium piu produttivo, si proseguira ad isolare picdpfunghi ruminali ed
impostare prove preliminari di pretrattamento idrolitico in condizioni anaerobiche.
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Abbreviazioni ed acronimi
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A: abete

DNSA: acido dinitrosalicilico
G: glucosio

LC: lignocellulosica

NAG: Nacetilglucosammina
PA: paglia

Pl:pioppo

RFrrumen fungi

RSM: response surface methodology
WR: white rot

YE: yeast extract
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Curriculum scientifico del gruppo di ricerca

Il Laboratorio di Microbiologia e Microbiologia Applicata fa parte del DEB (Dipartimento di Scienze
Ecologiche®8i ol ogi che) dell " Universita della Tusci a. 1
a network quali CONISMA (Consorzio Interuniversitario per le Scienze del Mare) e CNISM (Consorzio
Nazionale Interuniversitario per le Scienze Fisiche ddbaeria). Il laboratorio, cui afferisce anche |l

“Laboratorio di Mi crobiologia Marina Applicata”
Mare), € attivo in vari campi di ricerca tra loro interconnessi, che comprendono:

. La biodiversita di miorganismi marini

. La biodiversita di microrganismi estremofili;

. Le biotecnologie microbiche;

. La microbiologia ambientale;

. L”’ecol ogia microbica.

Tra i numerosi progetti di ricerca, finanziati a livello nazioredeinternazionale, che afferisconalle
suddette tematiche alcuniguardano i seguenti argomenti:

. Lo studio di microrganismi marini e loro potenziali applicazioni.

. Lo studio di microrganismi o consorzi microbici per la degradazione ed il riuso di efBuenti

scartiagraindustriali
Sonoattivi studi sul seguenti ambienti estremi 0 stdstremt

1 Mare Mediterraneo;

1 Mar Bianco (Circolo Polare Artico, Russia);

1 Mare di Ross (Antartide);

1 Lago “La Caldera” .(Sierra Nevada, Spagna).

Sono attivi studi su:

1 Produzione e caratterizzazione di enzirairdicrorganismi marini;

1 Produzione e caratterizzazione di enzimi da microrganismi estremofili (in particolare psicrofili e
psicrotolleranti);

9 Ottimizzazione della produzione di Biogas (idrogeno e metano).

9 Utilizzo di microrganismi (batteri, funghi e algleenzimi microbici nel trattamento biologico di
sostanze recalcitranti ed effluenti o scarti agndustriali; applicazione delle interazioni tra
microrganismi Sono attivi studi su:

f Trattamento microbico di scarti dell’”industri a

1 Applicazione didnghi micoparassiti o loro enzimi.

Il laboratorio ha collaborato o collabora attivamente con numerose istituzioni nazionali e internazionali tra
cui:

. University of Aberdeen, Dep. of Molecular and Cell Biology, Aberdeen, Scotland.

. University of Granaddnstituto del Agua, Granada, Spain.

. University of Moscow (Lomonosov), (White Sea Oceanographic Station), Moscow, Russia.
. NESTEC, Centre Recherce Nestle, Lausanne, CH.

. ENEA, Sez. Biologia Ambientale e Conservazione della Natura, Casaccia Roma, Italy.

. Barone Ricasoli s.p.a. Brolio, Siena, Italy.
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