ENEA 0

Agenzia nazionale per le nuove tecnologie,
I'energia e lo sviluppo economico sostenibile

Ministero dello Sviluppo Economico

Scale up del processo di trattamento
anaerobico di biomasse lignocellulosiche
mediante I'impiego di inoculo batterico
fungino ruminale e pool batterico
selezionato F210

M. Fabbricino, A. Ferraro, E. Bianco, L. Pontoni

Report RdS/PAR2015/270



SCALE UP DEL PROCESSO DI TRATTAMENTO ANAEROBICO DI BIOMASSE LIGNOCELLULOSICHE MEDIANTE
L'IMPIEGO DI INOCULO BATTERICO FUNGINO RUMINALE E POOL BATTERICO SELEZIONATO F210

M. Fabbricino, A. Ferraro, E. Bianco, L. Pontoni

Settembre 2016

Report Ricerca di Sistema Elettrico

Accordo di Programma Ministero dello Sviluppo Economico - ENEA

Piano Annuale di Realizzazione 2015

Area: Generazione di energia elettrica con basse emissioni di carbonio

Progetto: Bioenergia

Obiettivo: Nuovi processi di co-produzione flessibile e programmabile di elettricita e biometano
Responsabile del Progetto: Vincenzo Gerardi, ENEA

Il presente documento descrive le attivita di ricerca svolte all'interno dell’Accordo di collaborazione “Scale up del processo di trattamento
anaerobico di biomasse lignocellulosiche mediante I'impiego di inoculo fungino ruminale e pool batterico selezionato F210”

Responsabile scientifico ENEA: Giulia Massini

Responsabile scientifico Universita di Napoli: Massimiliano Fabbricino



ENEDN

% RICERCA DI SISTEMA ELETTRICO

Indice
SOMIMARIO ...ttt ettt e ettt e e e e e bttt e e e e e e s st et e e e e e s e s anbe e e e aeeee s assbteeeeeesaassbeaeeeeeseaanbbaeeeeesennnbbbeeeeesesansnnteeaens 4
1 INTRODUZIONE ...ttt ettt ettt et e ettt e e e s e st et e e e e e e e s aabe bt e eeeeesaasabeeeeeeesaaaabaeeeeeesasssbbaaeeeesasaansbaaeaeeaanann 5
2 DESCRIZIONE DELLE ATTIVITA SVOLTE E RISULTAT ...vcvviieieieeeeteteteesesesssetese s ssssesssssssesessssssssssstssesessssssssssssssesessssnns 7
21 IMETODOLOGIA SPERIMENTALE «...uteuteuteateueetesstentensesensessessesseeseessensensesseasesseeseestensensessenbesaeabesseensensensensesuessesseensensens 7
2.2 SINTESI DEI RISULTATI DELLA CA2015 ... eeeiiiiiiieeeiet ettt sttt st e e s e s snr e e e senae e s snaeeeeas 10
2.3 ANALISI DEI RISULTATI DELLO SCALE-UP DI PROCESSO ....uveuveeteeeestensensensessessessesseensensensessessessessesseensensensensessessessesseensensen 11
2.4 RISULTATI DEI TEST NON STERILI c.uteuteutenterueetesutenteusensetesuessesseeseeusensensessessessesueessensenseseeasessessesnsensensessessessesseeneensenee 17
3 CONCLUSIONI ..ttt e e ettt e e e e ettt e e e s e s b e et e e e e e aaasbe e et e e e e e s nnbebeeeeeeesannsnneeeeeeesannnnnaeeeesesannnnnnee 20
4 RIFERIMENTI BIBLIOGRAFICH ...cceiiieiiieieieeeeeieeeeeeeee ettt ettt ettt ettt ettt et et et et et et et et et et e e e e et et e seeeeeteeeeeeaseseeasasasasasasaseranarens 22
5 ABBREVIAZIONI ED ACRONIIMI....ciiieiiieiiieeeeeeeeeee ettt ettt e et e e et e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeaeaeens 24



ACCORDO DI PROGRAMMA MISE-ENEA

Sommario

Il documento illustra i risultati del processo di digestione anaerobica di paglia di grano in reattori batch del
volume di 12 L.

La sperimentazione era finalizzata a verificare replicabilita a scala 100x dei risultati precedentemente ottenuti
[28] presso questa Universita a scala banco con reattori da 120 mL potenziando la comunita microbica,
ovvero mediante bioaugmentation con un pool batterico selezionato, denominato F210, e da ceppi di Funghi
Anaerobi Ruminali (ARF). L'inoculo metanogeno é stato effettuato con reflui bufalini.

Nello studio vengono analizzate sia configurazioni impiantistiche comprendenti un’unica fase di processo,
durante la quale ARF e F210 cooperano fin dall’inizio con la comunita metanigena nello svolgimento delle
diverse fasi di trasformazione biochimica del substrato lignocellulosico, sia configurazioni impiantistiche
comprendenti due fasi distinte, poste in serie, durante le quali I’azione idrolitica e fermentativa di ARF e F210
€ separata (I fase) e precede la fase in cui si produce metano (Il fase), avviata a seguito dell’aggiunta
dell’inoculo metanogeno.

In vista dell’applicabilita del processo proposto a piena scala vengono inoltre confrontati i risultati ottenibili,
su reattori da 120 mL, attraverso sterilizzazione in autoclave del substrato adoperato, con quelli ottenibili
senza operazioni di sterilizzazione.

| risultati ottenuti sono in linea con quelli della precedente sperimentazione e mostrano che la
bioaugmentation ha un effetto positivo sullo svolgimento del processo, consentendo di aumentare la
produzione complessiva di metano in entrambe le configurazioni analizzate rispetto alla digestione condotta
con la sola comunita metanigena.

In particolare I'incremento del potenziale di biometanazione della biomassa testata & quantificabile in oltre
il 40% del valore finale cumulato. Sebbene la produzione complessiva di metano, in condizioni di
bioaugmentation ottenibile nella configurazione monofase ed in quella bifase siano simili alla fine della fase
di produzione, la realizzazione del processo in due fasi consente I'accelerazione delle cinetiche complessive
delle trasformazione. Infatti la produzione di metano in bifase e pil rapida ed inoltre consente di ottenere
idrogeno.

| test condotti in assenza di sterilizzazione in autoclave presentano valori del tutto confrontabili con quelli
ottenibili con il substrato autoclavato, testimoniando la possibilita di non dover ricorrere a questo
pretrattamento nelle applicazioni impiantistiche.

Complessivamente, quindi, le prove confermano non solo la validita del processo proposto, ma anche la
possibilita di un suo utilizzo a piena scala.
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1 Introduzione

La produzione di energia rinnovabile, sotto forma di gas combustibile, attraverso un trattamento biologico
anaerobico di substrati biodegradabili € una pratica da tempo affermatasi sia a livello di ricerca che a livello
applicativo [1-4], stante I'evidente convenienza economica del processo - denominato Digestione Anaerobica
(DA) - e la sua elevata sostenibilita ambientale.

La DA, infatti, & tra i processi a bilancio nullo in termini di emissioni di gas serra, poiché e possibile assumere
che la produzione globale di anidride carbonica derivante dalla trasformazione della biomassa e dalla
combustione dei prodotti che si ottengono dalla trasformazione stessa, € pressoché uguale alla quantita di
anidride carbonica sottratta all’atmosfera dalla biomassa nel corso del suo ciclo vitale [5-6].

Al contempo la DA non produce sovvalli o percolati che possano costituire una minaccia alla qualita
dell’ambiente circostante, potendosi addirittura recuperare i prodotti finali non gassosi per I'ottenimento di
ammendanti da adoperare in agricoltura [7-9].

Vale infine notare che, contrariamente ad altri processi di valorizzazione delle biomasse a fini energetici, la
DA puo essere applicata a prodotti di scarto, e come tale non solo non entra in competizione con le pratiche
di valorizzazione dei terreni agricoli per la produzione alimentare, ma & anche in grado di risolvere le
problematiche legate allo smaltimento dei rifiuti derivanti proprio da queste pratiche di valorizzazione [10].

Esistono tuttavia ancora delle riserve nell’applicazione della DA a piena scala per alcune biomasse particolari,
incluse quelle a matrice lignocellulosica, le quali invece, a livello teorico, sarebbero caratterizzate da un
ottimo potenziale d’uso, sia per la loro elevata capacita teorica di bio-metanazione (BMP, Bio-Methanation
Potential), sia perché abbondanti su tutto il territorio Europeo ed Italiano in particolare, come conseguenza
della vocazione di molti Paesi allo sviluppo di attivita economiche che risultano nella produzione di ingenti
guantita di substrati del genere indicato [11].

Nella fattispecie delle biomasse di scarto a matrice lignocellulosica, le riserve nell’applicazione dei processi
di DA sono da attribuirsi al fatto che il pieno completamento delle trasformazioni che porterebbero al totale
utilizzo della componente biodegradabile in esse presente, e quindi al totale sfruttamento del loro BMP,
richiederebbe una serie di modifiche di processo e di impiantistica che potrebbero risultare tanto onerosi e
complessi da non rendere conveniente lo sviluppo del processo a livello industriale, ostacolandone la piena
ingegnerizzazione [12-13].

La sequenza delle trasformazioni biologiche anaerobiche che porta alla produzione di biogas combustibile e
quindi allo sfruttamento energetico delle biomasse, passa infatti, necessariamente per la fase di idrolisi, a
seguito della quale possono svilupparsi gli altri step caratteristici del percorso degradativo della DA,
sinteticamente raggruppati nelle macro-categorie note come acido-produzione e metano-produzione.

La complessa struttura dei materiali lignocellulosici, derivante dall’accoppiamento di cellulosa, emi-cellulosa
e lignina, rende difficile proprio la fase di idrolisi, e rallenta I'intero pathway biochimico, potendo giungere,
in certi casi, ad auto-inibire la trasformazione complessiva, per il mancato equilibrio tra le fasi che la
compongono [14-16].

La conseguenza di cio e che la DA di biomasse lignocellulosiche si presenta come un processo di
trasformazione caratterizzato da cinetiche molto lente, e risulta comunque parzialmente incompleto, poiché
una parte della componente organica della biomassa resiste all’azione idrolitica e permane, praticamente
immutata, nei residui di processo (digestato). Ne consegue che per sfruttare completamente il BMP delle
biomasse lignocellulosiche & necessario ricorrere a trattamenti aggiuntivi, di natura fisica, chimica o biologica
[17-20].

Di norma i trattamenti fisici e/o chimici sono eseguiti sui substrati in ingresso all'impianto, e per questo, piu
correttamente, si configurano come pre-trattamenti. Tra essi si citano i processi di frantumazione e
disgregazione basati su azioni puramente meccaniche o sull’utilizzo di ultrasuoni e microonde, ed i processi
elettrocinetici, di idrolisi termica e di ossidazione con acidi e/o basi [21-23]. Anche i trattamenti di natura
biologica, possono essere effettuati sia prima dell’avvio del processo di digestione anaerobica, come nel caso
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dell’idrolisi enzimatica [24], sia in contemporanea ad esso, configurandosi, in quest’ultima ipotesi, come
forma di co-trattamento, di cui la bioaugmentation rappresenta uno degli aspetti piu interessanti [25-26].

| vantaggi della DA eseguita in bioaugmentation rispetto alle altre possibilita sopra riportate sono evidenti
soprattutto in termini di applicabilita del processo a piena scala. Essa, infatti, & caratterizzata da costi
realizzativi e gestionali decisamente piu contenuti, e non richiede la realizzazione di una fase apposita per lo
sviluppo del pre-trattamento, potendo avvenire all'interno degli stessi reattori convenzionalmente adottati
per i processi biologici anaerobici.

Al contempo, tuttavia, un intervento di bioaugmentation, soprattutto se basato sull’utilizzo di colture pure
e/o specifiche (esempio pool batterici fermentanti), pud necessitare di accorgimenti gestionali particolari che
ne consigliano la verifica sperimentale non solo a scala banco, e quindi in condizioni facilmente controllabili,
ma anche a scala maggiore, cosi da attestarne, unitamente alla validita di processo, anche la fattibilita
prototipale, prodromo alla completa ingegnerizzazione ed industrializzazione del processo.

Sulla base di tali premesse si fonda I’attivita oggetto del presente studio, che si pone in logica sequenza
rispetto ai risultati ottenuti nel corso di precedenti sperimentazioni [27-28], volte ad investigare
I'ottimizzazione del processo di produzione di biogas dalla paglia di grano (PG), ricorrendo alla
bioaugmentation con inoculi microbici selezionati. Viene inoltre valutata la convenienza del ricorso a
configurazioni impiantistiche che prevedono lo svolgimento del processo in due fasi separate anziché in una
fase unica.

La ricerca presentata si pone l'obiettivo di replicare, effettuando uno scale-up del processo, la
sperimentazione condotta a scala di laboratorio sulla PG [28], potenziando i primi due stadi della digestione
tramite I'impiego di un pool batterico selezionato, denominato F210, e di ceppi di funghi anaerobici ruminali
(ARF, Anaerobic Ruminal Fungi). Viene inoltre valutata la fattibilita di un processo di DA eseguito in due fasi
successive, ovvero portando a regime la fase idrolitica-fermentativa con relativa produzione di idrogeno
prima di provvedere all'inoculo con una comunita microbica produttrice di metano, rispetto al processo in
monofase, effettuando la bioaugmentation della comunita contestualmente all’avvio del processo di
produzione di metano

Contemporaneamente a questo aspetto primario, e coerentemente con I'obiettivo di avanzare la conoscenza
del processo in vista della sua proposizione in un sistema a piena scala, la ricerca si propone di investigare
anche I'effetto dell’azione di sterilizzazione in autoclave, eseguita, per esigenze di replicabilita, sui substrati
in uso sia nel corso delle sperimentazioni a scala banco, che nel corso dello scale-up di processo. Cio allo
scopo di accertare che I'azione dell’autoclave si risenta solo sulla comunita microbica autoctona, e non alteri
anche i complessi legami di lignina, emicellulosa e cellulosa che vanno a formare la struttura della PG,
favorendone la successiva idrolisi. E” infatti evidente che I'applicazione del processo a piena scala, deve
prescindere dal ricorso ad operazioni di sterilizzazione in autoclave per ovvie esigenze di carattere tecnico ed
economico, ed & pertanto fondamentale accertare la validita del processo di DA in bioaugmentation
proposto, anche in assenza di tali operazioni.
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2 Descrizione delle attivita svolte e risultati

2.1 Metodologia sperimentale

Come indicato nell’introduzione, le attivita sperimentali hanno riguardato, sostanzialmente, la ripetizione di
prove eseguite nel corso di una precedente campagna di analisi [28], adoperando, questa volta, reattori di
volume utile 100 volte maggiore (Campagna di Analisi 2016, CA2016).

In particolare lo scale-up & stato svolto utilizzando reattori, in vetro temperato, di volume utile paria 12 L,
funzionanti in modalita batch. Ciascuna prova é stata eseguita in triplo per minimizzare I'errore sperimentale
e ridurre la variabilita dovuta alla disomogeneita dei substrati.

In aggiunta alle prove citate, sono stati eseguiti una serie di test finalizzati a verificare I'effetto della
sterilizzazione dei substrati in autoclave (Test non Sterili, TNS). Tali test sono stati effettuati a scala banco, in
doppio, adoperando reattori in vetro del volume utile di 120 mL, funzionanti anch’essi in modalita batch.

Sia nel corso della CA2016 che dei TNS, i reattori sono stati mantenuti in condizioni di mescolamento
completo. Il processo & stato sviluppato in mesofilia, alla temperatura di 37°C, mantenuta immergendo i
reattori in un bagno termostatato, e monitorando giornalmente i valori di temperatura (Figura 2.1.1).

Figura 2.1.1 — Reattori da 12 litri adoperati nella CA2016

Le condizioni anaerobiche sono state garantite dall’utilizzo di un sistema di chiusura ermetica dei reattori
dopo il riempimento e dal flussaggio con azoto dei reattori stessi in modo da eliminare I'aria dallo spazio di
testa. Allo scopo di assicurare condizioni ottimali di pH, in tutte le prove & stata adoperata una soluzione di
tampone fosfato 0,1 M.

Prima dell’utilizzo, i reattori della CA2016, ciascuno con il suo contenuto di substrato, sono stati sterilizzati in
autoclave. Come unico substrato testato é stata selezionata la paglia di grano (PG) perché nel corso della
CA2015 aveva fornito i risultati piu interessati in termini di rendimenti del processo di digestione sviluppato
in condizioni di bioaugmentation [28]. Per la preparazione del substrato si € proceduto al taglio dei culmi e
delle foglie, precedentemente essiccati all’aria. Sono stati esclusi gli internodi e i nodi: per la loro resistenza
alla degradazione e perché di peso piu elevato dei fusti, la loro casuale distribuzione rischiava di rendere il
substrato disomogeneo.

Prima dell’utilizzo la PG & stata adeguatamente caratterizzata in termini di solidi totali (ST) e solidi volatili

(SV) in modo da garantire che tutti i test potessero essere svolti in condizioni note e controllate di carico
organico e contenuto di solidi. | risultati della caratterizzazione sono riassunti in Tabella 2.1.1.

Tabella 2.1.1 - Caratteristiche del substrato adoperato
ST (%) SV (%)
Paglia di grano 91,97 84,21
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Per le diverse condizioni di prova sono stati adoperati tre inoculi microbici distinti, ovvero un inoculo
metanogeno (M) e due colture usate per la bioaugmentation, costituite rispettivamente dal pool batterico
fermentante che favorisce I'idrogeno-produzione F210, e da una mix di 2 ceppi di funghi anaerobici ruminali
(Neocallimastix sp. e Orpinomyces sp.), con ottime capacita idrolitiche (ARF).

L'inoculo M e stato prelevato a valle di un impianto di digestione anaerobica di reflui bufalini: prima
dell'impiego ¢ stato degasato per circa 40 giorni in condizioni mesofile, adoperando reattori analoghi a quelli
utilizzati nelle prove sperimentali. Lo scopo & stato quello di rendere nullo il potenziale di biometanazione
derivante dal solo inoculo. Le caratteristiche degli inoculi F210 e ARF sono dettagliate altrove [27].

| reattori hanno operato in condizioni ad umido, mantenendo quindi una concentrazione di solidi sospesi
totali non superiore al 5%. Il mezzo liquido era costituito da tampone fosfato. Nei reattori in bi-fase (3
repliche), la metano-produzione & stata avviata dopo 5 giorni dall’avvio della sperimentazione con ARF ed
F210, aggiungendo l'inoculo metanogeno M nei reattori. Per altri 3 reattori si & adottata invece una
configurazione mono-fase, provvedendo all’aggiunta contemporanea di tutti gli inoculi. Tale scelta, operata
anche nella CA2015, e stata orientata a comprendere se la cooperazione di piu specie microbiche e fungine,
operanti tutte nello stesso tempo, possa essere da preferire, in termini di produzione di metano, rispetto al
potenziamento della fase idrolitico-fermentativa in assenza di metanigeni.

Nel dettaglio le condizioni di funzionamento testate nella CA2016 sono state le seguenti (Figura 2.1.2):

i)  reattori in configurazione mono-fase con solo inoculo M (prove di controllo, Test A);

ii) reattori in configurazione mono-fase con inoculo contemporaneo di ARF, F210 e M (Test B);

iii) reattori in configurazione bi-fase, con prima fase idrolitica-fermentativa ottenuta per inoculo con ARF
ed F210 e, dopo 5 giorni, avvio della seconda fase con aggiunta di inoculo M (Test C).

Non e stato necessario effettuare prove di controllo, con reattori contenenti unicamente tampone fosfato e
inoculi, perché tali risultati erano gia disponibili in letteratura [27] ed inoltre I'inoculo era stato lasciato a
degasare prima dell’uso. In Tabella 2.1.2 é riassunto il contenuto dei reattori da 12 L, adoperati nella CA2016.

Inoculo Configurazione
Test .
ARF F210 M Mono-fase Bi-fase
A
B
C
Figura 2.1.2 — Disegno sperimentale nella CA2016: reattorida 12 L
Tabella 2.1.2 — Contenuto dei reattori da 12 L (CA2016)

Test Tampone (L) PG (g) F210 (mL) ARF (mL) M (mL)
A 5 47,5 - - 1250
B 4 47,5 500 500 1250
C 4 47,5 500 500 1250

Nei TNS sono state monitorate, invece, le condizioni di funzionamento riassunte in Figura 2.1.3,
comprendenti:
i)  reattoriin configurazione mono-fase con inoculo contemporaneo di ARF, F210 e M (Test Bb);
ii) reattori in configurazione bi-fase, con prima fase idrolitica-fermentante ottenuta per inoculo con ARF
ed F210, e seconda fase con aggiunta di inoculo M (Test Cb).
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Test Inoculo Configurazione
ARF F210 M Mono-fase Bi-fase
Bb
Cb

Figura 2.1.3 — Disegno sperimentale nei TNS: reattori da 120 mL

In Tabella 2.1.3 & riassunto il contenuto dei reattori da 120 mL, adoperati nei TNS.
Tabella 2.1.3 — Contenuto dei reattori da 120 mL (TNS)

Test Tampone (mL) PG (g) F210 (mL) ARF (mL) M (mL)
Bb 40 0,475 5 5 12,5
Cb 40 0,475 5 5 12,5

Come si pu0 constatare dalle Tabelle, in tutte le prove il rapporto tra substrato e biomassa (F/M, Food to
Microrganism ratio) & stato regolato come negli esperimenti del CA2015. Tale rapporto ha infatti dimostrato
di garantire che il carico organico in ingresso non risultasse eccessivo, al fine di evitare la produzione e
I"accumulo di elevate concentrazioni di acidi che avrebbero potuto ostacolare lo sviluppo del processo, ed al
contempo non risultasse troppo basso [28].

Le misure effettuate nel corso del processo hanno riguardato, oltre al monitoraggio della temperatura, quello
del pH, la caratterizzazione quantitativa e qualitativa del biogas prodotto, e la determinazione degli acidi
volatili grassi a catena corta.

Le misurazioni del biogas sono state condotte circa ogni 12 h per i primi 5 giorni di prove, ogni 24 h per i
successivi 17 giorni ed ogni 48h fino al 39°giorno per poi ridurre la frequenza delle analisi al diminuire della
produzione di biogas. L'estrazione del liquido per il monitoraggio degli acidi, a sua volta, & stata condotta
circa ogni due giorni diradando, anche in questo caso, il numero di prelievi al ridursi della produzione di
biogas.

Per la misura quantitativa del gas si & adottato un sistema volumetrico a spostamento di liquido, differenziato
per le prove con reattori da 12 L e per quelle con reattori da 120 mL. Per i reattori da 12 L e stato realizzato
presso questa Universita un sistema composto da due cilindri in vetro contenenti una soluzione acida di HCl
1,5% tale da non solubilizzare I'anidride carbonica prodotta (Figura 2.1.4).

Figura 2.1.4 — Sistema di misura volumetrico del gas adottato nella CA2016
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| cilindri presentano superiormente, un tappo di chiusura con due fori per il passaggio di tubi di lattice che
consentono, durante la misurazione, il collegamento con i reattori. Inferiormente, vi & un tappo di chiusura
con un solo foro che consente |'uscita del liquido contenuto nella colonna. | reattori, a loro volta, presentano
superiormente un tappo forato in cui € inserita una piastra di silicone che permette l'inserimento di due aghi
sterili: a questi ultimi sono collegati esternamente due tubi di lattice, I'uno adoperato per la misura del gas
mediante connessione al cilindro sopra descritto, I'altro impiegato per il prelievo della fase liquida. | tappi
sono resi ermetici con silicone termo-resistente per evitare l'ingresso di aria. Una volta collegato il reattore
ad uno dei tubi superiori, si aprono le valvole dei due sistemi ed il gas prodotto spinge il liquido delle colonne
che viene raccolto in cilindri graduati. Il volume d'acqua spostato & proprio pari al volume di gas prodotto.
Quest’ultimo, raccolto all'interno dei cilindri puo essere campionato per determinarne la composizione.

Per i reattori da 120 mL, invece, il sistema di misura ha previsto 'utilizzo di una siringa graduata su cui
montata una piccola valvola a farfalla per consentirne I'apertura e la chiusura del flusso del gas. Durante la
misura tale siringa viene riempita completamente della soluzione acida di HCl 1,5% e immersa in un Becher.
Il gas viene convogliato alla siringa attraverso un tubicino dotato di un sistema aperto/chiuso all’estremita,
dove un ago sterile permette il passaggio del biogas dal reattore al sistema di misura. Il biogas viene cosi fatto
gorgogliare nella parte di siringa immersa nel Becher e, andando ad occuparne lo spazio di testa, crea una
sovrappressione che spinge il liquido contenuto nella siringa stessa verso il basso fino a ristabilire I'equilibrio
di pressione. Il volume di liquido spostato rappresenta la misura del volume di biogas prodotto nel reattore.
Per I'analisi qualitativa, il gas puo essere prelevato, con altra siringa, dallo spazio di testa della siringa
graduata attraverso la valvola a farfalla.

Per determinare la concentrazione di CH4, H, e CO, nel biogas campionato & stato adoperato un
gascromatografo Varian Star 3400. La concentrazione di H.S, invece, & stata valutata con metodo
colorimetrico. La determinazione degli acidi volatili, infine, & stata eseguita con I'ausilio di un HPLC Knauer,
dotato di detector Jasco RI-2031 Plus.

Tutte le analisi sono state effettuate seguendo metodiche standard. Nel corso dell’intera sperimentazione
sono stati adoperati, per le determinazioni analitiche, reagenti a grado di laboratorio ed acqua ultrapura per
eseguire ogni tipo di diluizione.

2.2 Sintesi dei risultati della CA2015

Allo scopo di verificare la scalabilita e la riproducibilita del processo studiato, & necessario, riassumere alcuni
dei risultati ottenuti nel corso delle prove effettuate su reattori da 120 mL, il cui disegno sperimentale e
illustrato in Figura 2.2.1. Per i dettagli sulle modalita di conduzione della sperimentazione in scala banco, si
rimanda alle informazioni riportate nello studio relativo alla CA2015 [27].

Inoculo Configurazione
Test .
ARF F210 M Mono-fase Bi-fase
da120
b120
C120

Figura 2.2.1 - Disegno sperimentale nella CA2015: reattori da 120 mL

La produzione di idrogeno al termine della Fase 1 registrata nel corso delle prove in configurazione bi-fase, e
la produzione di metano registrata al termine delle prove in configurazione mono-fase e bi-fase, sono
riassunte in Tabella 2.2.1.
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Tabella 2.2.1 — Produzioni di idrogeno (Fase 1) e metano (Fase 2) nei reattori da 120 mL (CA2015)

Test H; (mL/L) Hz (mL-gSV?Y) | CHs (mL/L) CH4 (mL-gSV?)
a120 - - 478,4162,4 74,749,8
b120 (monofase) - - 820,8+£19,2 128,2+3,0
C120 (bifase) 46,016,0 5,7+0,8 942,4+52,8 147,2+8,3

Dai dati riportati si registra un incremento della produzione di metano pari al 97% per la prova bi-fase, ed al
72% per la prova mono-fase rispetto alla prova di controllo, senza bioaugmentation.

L'incremento (A%) & calcolato in termini percentuali come:

P . .—P
A% =-iressio 0 100 (2.2.1)

0

in cui:
P

inoculo

= produzione di metano (mL) nella prova con inoculo ARF e F210;

Po = produzione di metano (mL) nella prova senza inoculo ARF e F210.

Le cinetiche di produzione, modellate attraverso la legge di Gompertz:

M(t)=M_, -exp{— expLV:M -, —t)}} (2.2.2)

max

con:
M(t) = produzione di metano al tempo t (mL);
Mmax = massima produzione di metano (mL);
ru = tasso di produzione di metano (mL-h);
Am = tempo di ritardo nella produzione di metano (h);
portano a valori dei parametri poco distinti nelle configurazioni analizzate, sintetizzati in Tabella 2.2.2.

Tabella 2.2.2 — Parametri dell’equazione di Gompertz relativi alle prove in reattori da 120 mL (CA2015)

Test a120 Test b1z Test c120
Mmax (mL) 10 24 28
rm (mL-h?) 2,7 5,0 1,8

Complessivamente quindi si puo affermare che le prove a scala banco su reattori da 120 mL hanno mostrato
la convenienza del processo di bioaugmentation in termini di produzione di metano, con valori teorici
massimi di produzione (Mmax) non particolarmente distinti nelle due diverse configurazioni, ed hanno
evidenziato altresi la possibilita di ottenere interessanti produzioni di idrogeno nelle prove bi-fase.

2.3 Analisi dei risultati dello scale-up di processo
| risultati relativi alle produzioni qualitative e quantitative di biogas registrate nel corso delle prove eseguite
sui reattori da 12 L sono riassunti in Tabella 2.3.1 e nelle Figure 2.3.1-2.3.3

Nella elaborazione della Tabella si & adottata la stessa logica adoperata nella presentazione dei dati relativi
alle prove ottenute nel corso della CA2015 (cfr. par. 2.1), allo scopo di poter effettuare il confronto tra le due
campagne sperimentali ed evidenziare |'effetto dello scale-up.
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In analogia con la Tabella 2.2.1, pertanto, anche la Tabella 2.3.1 riporta i dati della produzione di idrogeno al
termine della Fase 1, ed i dati di produzione di metano al termine della Fase 2, in termini di produzione
complessiva (mL) e resa per grammo di substrato (mL-gSV?).

Tutti i valori sono da intendersi come medie dei test effettuati in triplo per minimizzare I’errore sperimentale
e ridurre la variabilita dovuta alla disomogeneita dei substrati. Unitamente al valore medio per ciascun dato
e riportata anche la deviazione standard.

Tabella 2.3.1 — Produzioni di idrogeno (Fase 1) e metano (Fase 2) nei reattori da 12 L (CA2016)

Test H, (mL/L) H, (mL-gSV?) | CHa(mL/L) | CHa(mL-gSV?)
A 1,1+0,1 0,20,1 1413,6+11,4 220,9+1,8
B 5,740,8 0,9t1,3 2000,6+148,6 | 312,6+23,2
C 115,8+14,1 14,5t1,8 | 2071,7£200,3 | 323,7+31,3

Dall’esame dei valori in Tabella si nota innanzitutto una produzione non trascurabile di idrogeno nelle prove
bi-fase, che conferma la capacita di idrogeno-produzione e di conseguenza, di idrolisi da parte degli inoculi
batterici e fungini adoperati per la bioagumentation. In particolare la produzione di idrogeno va attribuita in
prevalenza al pool batterico F210, essendo accertato che i soli funghi anaerobici ruminali contribuiscono in
maniera assai parziale alla fase specifica di idrogeno-produzione [27-28] ma di contro hanno elevate capacita
idrolitiche. Il processo condotto in bioaugmentation, inoltre, porta ad un incremento della produzione di
metano simile nelle due configurazioni adottate, con valori di A% pari rispettivamente al 42% per i Test B ed
al 46% per i Test C.

In termini assoluti, tuttavia, la produzione di metano ottenuta nel corso del processo in presenza del solo
inoculo M risulta non trascurabile, ad indicare che tale inoculo contiene al proprio interno un pool microbico
efficiente nella idrolisi della PG. Cio & da attribuirsi, probabilmente, al fatto che I'inoculo proviene da un
impianto di digestione anaerobica di reflui bufalini’ e presenta dunque ceppi microbici idonei alla
degradazione della paglia, presente nei reflui sia come residuo dell’alimentazione che della lettiera.

Confrontando i valori di Tabella 2.2.1 e quelli di Tabella 2.3.1, e, al contempo, esaminando gli indici di
incremento percentuale di produzione di metano registrato nella CA2015 e nella CA2016, si possono notare
delle importanti analogie, ma anche delle significative differenze a seguito dello scale-up del processo.

In primo luogo nelle prove a scala banco condotte in configurazione bi-fase, la produzione specifica di
idrogeno e quella di metano erano decisamente piu basse di quelle rilevate nelle prove di scale-up della
presente sperimentazione. Questo risultato, attribuibile all'incremento del volume e alla maggiore resilienza
che esso conferisce al processo di DA, depone a favore di ulteriori applicazioni della bioaugmentation verso
la scala reale.

Nella CA2015 si € avuta una produzione di metano maggiore nelle prove bi-fase che non in quelle mono-fase,
mentre nella CA2016 le differenze sono state non sostanziali. D’altra parte, gli incrementi nelle produzioni
cumulative di biogas tra le prove sperimentali (mono-fase e bi-fase) con bioaugmentation rispetto a quelle
con solo inoculo metanogeno M, sono stati maggiori nei reattori da 120 mL (CA 2015) che non in quelli da 12
L. Questo risultato puo essere attribuito ad un inoculo metanogeno M, molto attivo, che infatti nelle prove
di scale-up condotte in assenza di bioaugmentation, ha dato luogo comunque a produzioni elevate di metano
(Test A). Cio ha comportato da un lato valori piu bassi dell’indice di incremento percentuale A% rispetto a
guanto registrato nella CA2015, e dall’altro ad una maggiore efficacia nella cooperazione con gli ARF e con il
pool batterico F210, come evidenziato dai valori comparabili di produzione di metano nelle prove mono-fase
e bi-fase.

I Nella serie sperimentale CA2015 I'inoculo metanigeno era costituito dal digestato di un impianto pilota alimentato per
sei mesi con scotta, un substrato di scarto liquido ottenuto dalla lavorazione della ricotta, ad alto contenuto zuccherino;
pertanto la comunita autoctona metanigena verosimilmente poteva contenere una minore componente microbica a
carattere idrolitico. Tale inoculo non era pil disponibile per la sperimentazione CA2016.
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Le giustificazioni sopra riportate sono peraltro avvalorate dai risultati dei TNS eseguiti con I'inoculo M
adoperato nella CA2016 su reattori da 120 mL, di cui si dira piu avanti (cfr. par. 2.4).

Va altresi segnalato che i valori di Mmax ottenuti per le due configurazioni nella campagna CA2015 sono
risultati molto prossimi (cfr. Tabella 2.2.2), confermando una tendenza al raggiungimento di valori asintotici
similari sia nelle prove bi-fase che in quelle mono-fase. Al di la delle differenze evidenziate, i valori di Tabella
2.3.1 confermano la decisa convenienza dell’ utilizzo dei ceppi batterici e fungini proposti per la valorizzazione
energetica di substrati lignocellulosici attraverso DA, e garantiscono la possibilita di ottenere buoni risultati
anche avvicinandosi ad una scala impiantistica piu prossima a quella reale.

Nei grafici delle figure 2.3.1-2.3.2 sono illustrate le cinetiche di produzione di idrogeno e metano nelle prove
di scale-up. Per maggiore chiarezza di rappresentazione i grafici sono riferiti ai valori medi misurati. La
deviazione standard calcolata é riportata in legenda.

\

Nelle Figure non é riportata la produzione di idrogeno solforato nel biogas, sebbene questa sia stata
monitorata con continuita nel corso della sperimentazione, attestandosi su valori compresi tra lo 0,1 e lo
0,2% per le prove condotte in bioaugmentation (Test B e Test C) e su valori inferiori allo 0,1% per le prove
condotte con solo inoculo M (Test A).

Per quanto riguarda la produzione di idrogeno (Figura 2.3.1), questa é risultata significativa solo per le prove
condotte secondo la configurazione bi-fase, nelle quali il ritardato avvio dell’attivita metanogena ha
comportato una produzione sempre crescente di H; fino all’ottenimento di un volume cumulato pari ad oltre
500 mL intorno al quinto giorno, in corrispondenza del quale si & proceduto all’avvio della seconda fase. La
durata del periodo in cui si & riusciti a rilevare la produzione di H; nei test in monofase é stata circa la meta
rispetto ai bi-fase, senza peraltro che si raggiungessero produzioni interessanti.

120
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- —— B - - -
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rd
rd
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-—— - -
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/
/
J/ -o--Test A (solo M): DST=1,79+10,89%
60 - ,
,I
" -@ -Test B (mono-fase): DST=10,50+38,23%
r'd
40 n’
// ~B Test C (bi-fase): DST=5,52+27,65%
/7
/
201
!
— ‘
/
o B —— == > - - -0
0 ® » - o-=imif - - i #=o=o=t
0 1 2 3 4 5
tempo (giorni)

Figura 2.3.1 — Andamento della produzione cumulata di Hz nei reattori da 12 L. DST = deviazione standard

In Figura 2.3.2 sono presentate le produzioni cumulative di metano per le tre condizioni sperimentali - i.e.
con solo inoculo metanogeno (Test A, controllo) contro le prove con bioaugmentation, sia nella
configurazione mono-fase (Test B) che bi-fase (Test C).

13



ACCORDO DI PROGRAMMA MISE-ENEA

2566
=
~
= - --n
= 2400 | /,._.;-,-,—._l...,_._._o
z L — - -m
5 »
s o”
3 o
= L] .
© » -
g ’ _______ ‘0__—__.__4, *--
g » ).0’0‘..—_
8
E -4--Test A (solo M): DST=0,03+36,57%
3
g -@® -Test B (mono-fase): DST=2,39+36,63%
El
T
g -B Test C (bi-fase): DST=0,06+23,13%
-5 5 15 25 35 45 55 65 75 85
tempo (giorni)

Figura 2.3.2 — Andamento della produzione cumulata di CHs nei reattori da 12 L. DST = deviazione standard

Confrontando gli andamenti delle produzioni di metano nelle tre condizioni sperimentali non si rilevano
differenze nei primi 10 giorni dall'inoculo con comunita metanogena.

Dal decimo giorno gli andamenti delle produzioni cambiano drasticamente: la produzione cumulativa della
prova ci controllo A continua ad incrementare seguendo un andamento esponenziale fino al 25° giorno ed
attestandosi poi su un plateau corrispondente a 1413 mL/L + 11. Di contro nella prova con bioaugmentation
con ARF e F210 in configurazione di processo monofase (B) la fase esponenziale di produzione prosegue fino
acirca il 40° giorno, seppur con lieve flessione intorno al 20°, fornendo a fine produzione 2000 mL/L £148 di
CH,. La prova con bioaugmentation in configurazione di processo bi-fase (C) fornisce produzioni cumulative
praticamente uguali con 2017 mL/L+200, ma & da rilevare che la fase esponenziale di produzione culmina gia
al 18° giorno con un significativo vantaggio rispetto alla configurazione monofase. La configurazione bi-fase
infatti & caratterizzata da cinetiche molto pil rapide rispetto a quelle rilevate nella configurazione mono-fase
confermando, come gia osservato in altre serie sperimentali, che il primo stadio della configurazione bifase
ha un ruolo preparatorio e fondamentale per I'attivita della comunita metanogena.

Si pud quindi affermare che la possibilita di svolgere separatamente la fase di idrogeno-produzione e quella
di metano-produzione a questa scala di sperimentazione non porta complessivamente ad un miglioramento
in termini di produzione finale di metano, ma permette da un lato di sfruttare I'idrogeno prodotto nel corso
della Fase 1, e dall’altro di abbreviare i tempi di svolgimento della Fase 2, dimezzandoli con un conseguente
risparmio nella volumetria di reattori, quando si operasse a piena scala.

Per quanto riguarda i test condotti in bi-fase (Test C), si conferma una produzione nulla di metano nella
Fase 1, coerente con I’assenza di inoculo metanogeno.

Nei grafici della figura 2.3.3 & riportata la composizione percentuale del biogas registrata nel corso del
processo per le tre diverse condizioni sperimentali. Come si evince dagli istogrammi riportati, il biogas nella
serie di reattori del controllo (Test A) e del mono-fase (Test B) si compone essenzialmente di CH, ed CO,.

Di contro, nei reattori bi-fase si registra una produzione di H, che concorre alla composizione del gas con una
percentuale media del 40% nei 5 giorni che precedono I'inoculo metanogeno, durante i quali erano presenti
solo gli inoculi ARF e F210. Da notare che tra il giorno -5 ed il giorno -4 si registra inoltre un picco di H;
dell’80%. Per tutta la durata della fase 2, avviata con I'inoculo della comunita M, la composizione del biogas
nei reattori bi-fase continua ad essere costituita quasi esclusivamente da CH; e CO,. L'idrogeno solforato
concorre per un valore di 0,1-0,2% e non viene rappresentato nei grafici. Da rilevare la concentrazione
particolarmente elevata di CH,4 intorno al 40° giorno. | dati relativi alla produzione di biogas ed il buon
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andamento generale delle prove in tutte le configurazioni analizzate sono coerenti con i valori del pH, che si
sono attestati intorno a 6,910,1.
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Figura 2.3.3 — Composizione percentuale del biogas prodotto nei reattori da 12 litri

Nei grafici delle figure 2.3.4 e 2.3.5 sono riportate le concentrazioni registrate durante il periodo sperimentale
dei principali intermedi del processo: acido lattico, acetico, propionico, butirrico, isovalerico e valerico.

La concentrazione di acido lattico (Figura 2.3.4.a) si mantiene sempre molto bassa, indicando una buona
transizione tra la fase di acido-produzione e quella di metano-produzione. Il picco raggiunto prima
dell’inoculo metanogeno, nella prova bi-fase & ovviamente da attribuirsi all’elevata capacita idrolitica di ARF
e F210, che da luogo ad una immediata accelerazione del processo fermentativo, con relativo consumo
dell’acido formatosi, che va rapidamente a zero, nell’arco di circa 10 giorni.

Anche la concentrazione di acido acetico (Figura 2.3.4.b) presenta un trend regolare, caratterizzato da una
fase di crescita ed accumulo che va progressivamente riducendosi all’avanzare della fase di metano-
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produzione. L’'accumulo maggiore misurato nella prova mono-fase condotta in bioaugmentation &
verosimilmente connessa alla presenza degli inoculi F210 e ARF che favoriscono la biodegradabilita del
substrato, facendo si che, nel complesso, il processo di digestione sia limitato dalle cinetiche della metano-
produzione.
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Figura 2.3.4 — Andamento nel tempo della concentrazione di acidi volatili nei reattori da 12 L:
a) Acido lattico; b) Acido acetico

Per quanto concerne gli andamenti di produzione e consumo degli acidi propionico (Figura 2.3.5.a), butirrico
(Figura 2.3.5.b), isovalerico (Figura 2.3.5.c) e valerico (Figura 2.3.5.d), essi presentano sempre un picco nei
primi giorni, seguito da un rapido consumo. L’unica eccezione e costituita dall’acido propionico, per il quale
il picco permane per un arco temporale molto ampio (dal 1° al 35° giorno) in tutte e tre le configurazioni
testate, senza per questo determinare una irregolarita nello sviluppo del processo, nel senso di un
rallentamento o una inibizione nella produzione di biogas.
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Figura 2.3.5 — Andamento nel tempo della concentrazione di acidi volatili nei reattori da 12 L: a) Acido
propionico; b) Acido butirrico; c) Acido isovalerico; d) Acido valerico
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Piu irregolari e frastagliati sono gli andamenti delle concentrazioni di acido isovalerico e valerico, il primo
caratterizzato da punte particolarmente elevate nella configurazione bi-fase, ed il secondo da punte piu
accentuate nella configurazione mono-fase.

In generale i picchi di acidi sono coerenti con le produzioni di biogas: la presenza di massimi assoluti rilevabili
all'inizio del processo e contenuti in un arco di tempo molto ristretto mostrano come la digestione del
substrato riesca a procedere senza ritardi dovuti all’accumulo di acidi.

2.4 Risultati dei Test non sterili

I TNS hanno prodotto risultati particolarmente interessanti non solo per conoscere l'effetto della
sterilizzazione in autoclave del substrato sulla eventuale degradazione dei composti lignocellulosici, ma
anche per valutare I'effetto dello scale-up eseguito a pari caratteristiche di inoculo metanogeno (M). Come
indicato in precedenza (par. 2.1) i TNS sono stati condotti, infatti, su reattori da 120 mL, adoperando lo stesso
inoculo M utilizzato nella CA2016.

Tabella 2.4.1 - Produzioni di idrogeno (Fase 1) e metano (Fase 2) nei reattori da 120 mL
senza sterilizzazione del substrato (TNS)

Test H; (mL/L) H; (mL-gSVv?) CH4 (mL/L) CH4 (mL-gSV?)
Bbmonofase = - 1802,01‘89,6 296i14,1
Cbuifase 50,9+37,8 9,8+4,7 1632,1+£190,4 293+29,8

| risultati delle prove, in termini di produzione di gas, sono sintetizzati in Tabella 2.4.1 e nelle Figure 2.4.1 e
2.4.2. Come si puo osservare confrontando questi dati con quelli riportati in Tabella 2.2.1, I'assenza di
sterilizzazione non ha determinato una maggiore difficolta nello sviluppo del processo, ad indicare che
I'azione dell’autoclave non ha favorito I'idrolisi del substrato. Le rese di produzione di metano e di idrogeno
sono addirittura maggiori di quelle ottenute nella sperimentazione del CA2016 condotta con reattori della
stessa dimensione, e pil prossime, seppur inferiori, a quelle effettuate su reattori da 12L. Questi risultati
mettono in evidenza il ruolo svolto dall'inoculo scelto per la produzione di metano e ulteriori studi circa la
composizione della comunita metanigena di partenza sono certamente necessari per approfondire questo
aspetto.

| risultati ottenuti evidenziano la possibilita di condurre il processo di DA con bioaugmentation senza dover
sterilizzare il substrato di partenza: infatti la flora microbica autoctona non sembra ostacolare I'attivita degli
inoculi adoperati per la bioaugmentation.
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Le concentrazioni di acidi volatili rilevate nel corso dei TNS, riassunte nelle Figure 2.4.3 e 2.4.4, presentano
andamenti simili, in linea di massima, a quelli delle prove della CA2016 eseguita nelle stesse condizioni e
secondo la stessa configurazione, ma in reattori di volumetria maggiore.
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Figura 2.4.3 — Andamento nel tempo della concentrazione di acidi volatili nei TNS L:
a) Acido lattico; b) Acido acetico
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Figura 2.4.4 — Andamento nel tempo della concentrazione di acidi volatili nei TNS:
a) Acido propionico; b) Acido butirrico; c) Acido isovalerico; d) Acido valerico

Una evidente eccezione é costituita dal picco di acido acetico, che nelle prove non sterili @ maggiore nel test
bifase rispetto al monofase, mentre il contrario si verifica nelle prove eseguite su reattori da 12L in condizioni
sterili. Tutto cio enfatizza la perfetta scalabilita del processo proposto, ed avvalora le ipotesi sopra riportate

circa le differenze esistenti tra la CA2015 e la CA2016.
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3 Conclusioni

La digestione anaerobica di scarti lignocellulosici costituisce argomento di intense ricerche: infatti la
possibilita di produrre idrogeno e metano dalla trasformazione di materiali di scarto abbondanti sul territorio
nazionale ed Europeo quali possono essere la paglia di grano ed altri substrati analoghi, rappresenta una
alternativa allo sfruttamento energetico di risorse fossili troppo importante per poter essere trascurata a
livello applicativo, ed essere relegata al campo della ricerca.

D’altra parte i materiali lignocellulosici costituiscono una tipologia di substrato tra le piu recalcitranti alla
degradazione a causa della presenza di legami complessi tra lignina, emicellulosa e cellulosa che ne rallentano
il processo di idrolisi, e di conseguenza alterano I'equilibrio tra le diverse fasi del percorso biochimico
degradativo della digestione anaerobica limitando la produzione di biogas e idrogeno.

Nell’ambito di questa problematica il presente studio si € posto come obiettivo quello di facilitare il passaggio
delle attivita di ricerca al campo delle applicazioni. A tal fine sono state effettuate prove di scale-up di
esperimenti che avevano fornito risultati molto interessanti di produzione di CH, e H; da paglia di grano
mediante bioaugmentation della comunita metanogena con ceppi di Funghi Anaerobi Ruminali e il pool
batterico fermentante F210: il processo, gia testato a scala di banco con risultati molto promettenti (CA2016),
e stato studiato su reattori da 12L, effettuando un passaggio di scala 100x. Si & inoltre analizzata la possibilita
di eseguire bioaugmentation senza sterilizzare preventivamente il substrato.

| risultati ottenuti hanno dimostrato che:

- anche aumentando la dimensione dei reattori (100x), le prove con bioaugmentation della comunita
metanogena forniscono maggiori produzioni di CH, rispetto alle prove di controllo, condotte con solo
inoculo metanogeno M; in questa serie sperimentale I'incremento del 42% e del 46% rispettivamente
per la configurazione in mono-fase ed in bi-fase;

- la configurazione in bi-fase aumenta le cinetiche di produzione dimezzando i tempi di produzione di
CH,: infatti la fase esponenziale della sua produzione si conclude a 40 giorni nella configurazione
monofase e a 20 giorni nella bifase;

- le produzioni finali di biogas ottenibili in presenza di bioaugmentation non dipendono dalla
configurazione impiantistica adottata: sia il processo condotto in bi-fase che quello condotto in
mono-fase giungono allo stesso valore finale di produzione specifica di metano. D’altra parte, poiché
le cinetiche del processo bi-fase sono molto piu veloci, tale configurazione risulta di maggiore
interesse nella pratica applicativa;

- nel passaggio di scala, utilizzando reattori da 12 litri si rileva, per tutte le condizioni sperimentali, un
incremento sia nelle produzioni cumulative di CHs (mL/L) e che nelle rese (mL-gSV?), con valori
raddoppiati. D’altra parte I'incremento della produzione e della resa anche delle prove di controllo,
mettono in luce I'importanza delle caratteristiche dell’inoculo utilizzato per la avviare la produzione
di metano: in questa serie sperimentale & stato utilizzato I'effluente di un impianto di DA alimentato
con reflui bufalini che si suppone avere una comunita microbica caratterizzata da una maggiore
diversita funzionale della rispetto a quella utilizzata nel precedente esperimento, e attualmente non
disponibile (si veda nota 1);

- lo sviluppo del processo bi-fase, in presenza di ARF e del pool batterico F210, permette lo
sfruttamento non solo del CHs4, ma anche dell’H; risultante dalla prima fase, che va a costituire circa
il 40% della produzione di gas nel corso dei primi 5-6 giorni di processo;

- la produzione di idrogeno solforato nel biogas, monitorata con continuita nel corso della
sperimentazione, si attesta su valori compresi tra lo 0,1 e lo 0,2% per le prove condotte in
bioaugmentation (Test B e Test C) e su valori inferiori allo 0,1% per le prove condotte con solo inoculo
M (Test A);

- @ possibile svolgere il processo di DA con bioaugmentation senza dover sterilizzare il substrato di
partenza: infatti la flora microbica autoctona non sembra ostacolare I'attivita degli inoculi adoperati
per la bioaugmentation.
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L'insieme dei risultati ottenuti suggerisce, come immediato prosieguo della ricerca, da un lato la
sperimentazione su scala pilota, con reattori funzionanti in continuo, per i quali potrebbe risultare piu difficile
la regolazione dei parametri di processo, dall’altro la sperimentazione con inoculi liofilizzati, da attivare
direttamente sull'impianto.

Potra essere opportuno ottimizzare anche il trattamento del digestato prodotto al termine del processo,
pensando eventualmente di adoperarlo come ammendante per la crescita di nuovo substrato, realizzando
cosi un circuito virtuoso che includa la valorizzazione energetica degli scarti, ed il recupero dei nutrienti dagli
stessi.

Andra infine valutata la possibilita di condurre la digestione in condizioni diverse in termini di umidita,
eventualmente mescolando gli scarti lignocellulosici con acque reflue agro-industriali in percentuali tali da
massimizzare la produzione energetica, minimizzando i volumi degli impianti da realizzare.
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5 Abbreviazioni ed acronimi

ARF = funghi anaerobici ruminali;
BMP = potenziale di biometanazione;
CA2015 = campagna di analisi 2015;
CA2016 = campagna di analisi 2016;
DA = Digestione Anaerobica;

DST= Deviazione Standard

M = inoculo metanogeno;

PG = paglia di grano;

ST = solidi totali;

SV = solidi volatili;

TNS = test non sterili.
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