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1 Introduzione

La produzione di biogas mediante digestione anaerobica delle biomasse di scarto e tra i processi piu
promettenti per la produzione sostenibile di bioenergia sotto forma di bioidrogeno e biometano. Tale processo
offre la possibilita di contenere i costi di smaltimento dei rifiuti organici, trasformandoli in risorsa e di
massimizzare il riciclo dei materiali che, se non opportunamente trattati, costituiscono un macroscopico
fattore di incremento dei gas serra. La maggior parte delle aziende agricole in cui sono dislocati gli impianti a
biogas, utilizza biomasse di scarto con bassa degradabilita: il 40-60% del carbonio organico contenuto nella
fitomassa infatti rimane inutilizzato. La struttura di questi materiali lighocellulosici composta da lunghe fibre di
cellulosa, emicellulosa e ricoperta da lignina rende complessa e difficilmente degradabile la biomassa vegetale,
(Prochazka et al., 2012). La digestione anaerobica (DA) consiste in una sequenza di reazioni biochimiche ad
opera di diversi microrganismi che, in assenza di ossigeno, trasformano un substrato organico in molecole
gassose semplici; i principali stadi di questo processo sono: idrolisi, acidogenesi, acetogenesi e metanogenesi.
All'interno della DA proprio lo stadio di idrolisi e in particolare la degradazione del materiale lignocellulosico
rappresenta un “collo di bottiglia” dell’intero processo di produzione di bioenergia (Haitjema et al., 2014). |
funghi anaerobi scoperti per la prima volta da Colin Orpin nel 1975 nel rumine degli animali, rappresentano un
promettente e nuovo settore di ricerca, poiché grazie ai loro enzimi idrolitici (cellulasi, emicellulasi, proteasi,
amilasi, amiloglicosidasi, pectinasi etc.) sono considerati gli organismi con le piu elevate capacita di idrolisi
della cellulosa (Wood and Wilson, 1995). | funghi anaerobi sono presenti all'interno del rumine di molti
erbivori e non solo (Griffith et al., 2010) dove costituiscono circa I'8-10% della biomassa microbica (Krause et
al.,, 2013; Nagpal et al) e insieme a batteri e protozoi compongono la comunita dell’ecosistema del rumine.
Diversi studi hanno sottolineato l'importanza della cooperazione o sintrofia tra questi microrganismi,
sviluppando proprio il concetto di alimentazione incrociata dei nutrienti tra e nelle micronicchie del rumine
(Krause et al., 2013). Il ciclo vitale dei funghi anaerobi & molto veloce e si sviluppa dalle 23 alle 32 ore,
alternando una fase motile (zoospora) ad una vegetativa (zoosporangio), (Lowe et al., 1987). Recentemente &
stato inoltre individuato un terzo stadio di cisti resistenti aerotolleranti capaci di mantenere vitale il fungo
oltre 9 mesi, (Haitjema et al., 2014).
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Figura 1. Ciclo vitale funghi (Haitjema et al., 2014)
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2 Scopo del progetto

Lo scopo della presente ricerca e quello di verificare le capacita idrolitiche dei funghi anaerobi del rumine ed in
particolare di Neocallimastix sp. ed Orpinomyces sp., su paglia di grano in esperimenti in batch, al fine di
potenziare la fase idrolitica della DA ed incrementare le produzioni di idrogeno e metano. Gli esperimenti
hanno seguito il processo di digestione anaerobica suddivisa in due stadi:

e | fase —idrolisi e dark fermentation con produzione di H,

e |l fase —digestione anaerobica completa con produzione di CH,

Nella | fase sono stati inoculati ceppi di funghi idrolitici del rumine e batteri idrogeno-produttori (F,10), nella Il
fase & stato inoculato il digestato della scotta selezionatosi da un impianto in continuo (CSTR) volto a produrre

metano (Concetti et al., 2013).

Tabella 1. Schema aggiornato del piano sperimentale
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* Mix = Neocallimastix + Orpinomyces
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3 Materiali e Metodi

Tutti i test condotti sono stati effettuati a 39 °C in agitazione, utilizzando paglia di grano (8 g/L VS) come
substrato da idrolizzare, in batch da 120 mL con working volume di 50 mL. E’ stato utilizzato come medium
dell’esperimento tampone fosfato 0,1 M a pH 6,61 per mantenere costante il range ottimale di pH per gli
idrogeno produttori. La paglia di grano é stata caratterizzata attraverso la determinazione dei solidi totali (TS),
volatili (VS), COD (APHA, 2005).

Tabella 2. Caratterizzazione paglia di grano

Caratterizzazione Paglia di grano

TS w/w % 92,64
VS w/w % 84,38
COoD* gr0,/gdiTS 1,32
COD** gr 0,/ g dit.qg. 1,22
COD** ki/g di TS 18,77
COD** kl/g t.q. 17,35

L'inoculo F,;o € stato attivato per 24 ore (come descritto in Marone et al., 2010) ed utilizzato tal quale.
L'inoculo fungino é stato utilizzato dopo 6 giorni di coltura nel momento di massima produzione di zoospore
(Lowe et al., 1987). | ceppi dei funghi anaerobi Neocallimastix sp. ed Orpinomyces sp. utilizzati, sono stati
ottenuti dalla collezione dell’Universitd Kahramanmaras Siitcli imam della Turchia e riattivati secondo il
protocollo fornito e dimostrato dal Prof. Comlekcioglu. | ceppi sono stati attivati in colture liquide, in roll-tubes
di Hungate, a cui e stato aggiunto glucosio per favorire la produzione di zoospore. Come atteso le colture
hanno sviluppato la quantita massima di zoospore dopo 6 - 8 giorni. Entrambe le colture non hanno presentato
alcun inquinamento batterico. Al fine di ottenere un volume sufficiente di inoculo per I'esperimento, le colture
sono state ripassate dopo 6 giorni in altri 2 roll-tube per ceppo e dopo altri 6 giorni in 2 batch da 53 mL
(working volume) per ceppo e incubati in un bagno termostatato a 39 °C, con glucosio 5 g/L, paglia 1,5 g e
inoculo al 15%. Il digestato del CSTR, invece, poiché mediante analisi al’HPLC (High Pressure Liquid
Chromatography) risultava contenere elevate quantita di acido acetico, & stato utilizzato come inoculo solo
dopo essere stato centrifugato due volte e risospeso in PBS (Phosphate Buffered Saline). La quantita di inoculo
aggiunta nella | e nella Il fase corrisponde al 20% del working volume totale

Figura 2. Batch in bagno termostatato e agitato
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Il microscopio a luce trasmessa con ingrandimento 100x (AXIOSKOP 40, Zeiss, Germania) ha permesso di
ottenere immagini relative alle varie fasi del ciclo vitale dei funghi (Axio Vision software, Axio Cam MRm, Zeiss,
Germania). Nella Figura 3 relativa a Neocallimastix sp., scattata alle 144 ore (6 giorni), si possono vedere bene
le spore resistenti, le zoospore flagellate e lo sporangio. La Figura 4 rappresenta invece il momento di adesione
della zoospora flagellata di Neocallimastix sp. alla fibra di paglia. Le figure 5 e 6 mostrano invece lo
zoosporangio e le spore di Orpinomyces sp. alle 72 ore (3 giorni).

Figura 3. Stadi vitali di Neocallimastix sp.

Figura 4. Zoospora flagellata di Neocallimastix sp.
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Figura 5. Sporangio di Orpinomyces sp.

Figura 6. Zoospora di Orpinomyces sp.

Il lavoro di raccolta delle immagini ha consentito di organizzare un database di riferimento per il
riconoscimento dei vari stadi del ciclo vitale dei funghi alle differenti condizioni sperimentali. Sono stati anche
effettuati durante la raccolta delle immagini dei vetrini con camera Burker, dotata di piccoli solchi sul vetrino,
cosi da permettere e mantenere la vitalita del campione da analizzare e seguire le dinamiche di alcune fasi di
sviluppo delle zoospore. Il microscopio ad epifluorescenza (AXIOSKOP 40, Zeiss, Germania) equipaggiato con
lampada a mercurio (HBO 50/AC) ha permesso di evidenziare e quantificare zoospore e zoosporangi
utilizzando due coloranti molto efficaci, il Propidium iodide e il DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole). Il
Propidium iodide (Pl) & stato utilizzato come riportato da letteratura (Games et al.,1980) per evidenziare



I'efficienza della vitalita fungina, infatti il colorante si lega non solo alle cellule con membrana cellulare
degenerata ma anche ai nuclei delle cellule eucariotiche mostrandone in questo caso la loro vitalita.
La Figura 7 mostra infatti due zoosporangi con zoospore vitali all'interno. Il colorante DAPI e stato utilizzato

per poter effettuare le conte totali dei microorganismi presenti negli inoculi nonché nelle fasi sperimentali.

3.1 Risultati | FASE

Per tutta la durata dell’esperimento il pH del mezzo di coltura si & mantenuto costante con valori compresi tra
6,5-7. Il pH finale era per tutti i batch 6,5. Non sono state rilevate tracce di metano durante questa fase
dell’esperimento a dimostrazione della purezza degli inoculi rispetto alla componente metanigena. In Tabella 3

Figura 7. Zoosporangio e zoospore all’interno

sono riportate le percentuali di H, contenute nel gas, gli mL/L prodotti, le rese di H, (g/VS).

Tabella 3. Confronto dei parametri di processo di produzione di H, dei diversi inoculi

Tempo
inoculo substrato pretrattamento produzione H, (%) H, (mL/L) H, (g/VS) pH fin.
max. (h)
10% F210 +
+ + +
10% Orpinomyces 24 9,1+1 158,9+11,4 23,4+1,6 6,5
10% F210 +
+ + +
10% Neocallimastix 24 9,810,5 186,8+12,2 27,5+1,8 6,5
10% F210 +
OOA ) 2 24 1040,6 184,946,8 27,5+1,8 6,5
10% Mix paglia di sterilizzazione e
20% F210 grano tampone fosfato 24 8,610,4 158,9+1,5 23,440,2 6,5
8g/LVS 0,1M
20% Orpinomyces 168 7,7£0,5 107,417,4 15,8+1,1 6,5
20% Neocallimastix 168 0,610,2 7,942,2 1,2+0,3 6,5
20% Mix* 72 5,710 93,50 13,710 6,5

* Mix = Neocallimastix + Orpinomyces
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In Figura 8 e rappresentata la resa di H, nel tempo con diversi inoculi. | risultati hanno mostrato che negli
esperimenti dove i ceppi fungini sono stati utilizzati singolarmente e stato prodotto idrogeno, seppur in
concentrazioni limitate sia a dimostrazione della capacita idrolitica di questi due funghi sia a conferma del
fatto che i funghi in questione contengono gli idrogenosomi, organelli, deputati alla conversione degli zuccheri
in idrogeno (Haitjema et al., 2014). Le produzioni piu elevate di idrogeno nei batch inoculati con ceppi singoli si
ottengono con Orpinomyces sp. alle 168 ore (107,4 +7,4 mL/L) rispetto a Neocallimastix sp. sempre alle 168
ore (7,9+2,2 mL/L). Le produzioni di idrogeno piu elevate invece si ottengono combinando insieme Fy; e
Neocallimastix sp. (186,8+12,2 mL/L).

Tra gli idrogeno-produttori F,,o e i singoli ceppi fungini, in particolare Neocallimastix sp, si pud supporre che si
instauri una cooperazione, forse una sintrofia, come dimostrato dall’incremento di produzione di idrogeno del
15% rispetto al solo inoculo di batteri Fq.

Idrolisi + Dark fermentation (Il fase)
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==i=10% F210 + 10% Neocallimastix =0=20% Mix*

20% F210

Figura 8. Produzione di H, nel tempo con diversi inoculi

3.2 Risultati Il FASE

Il pH ad inizio esperimento era 6,5-7 e si € mantenuto tale fino al 77° giorno, ultimo giorno di esperimento. |
risultati, al 77° giorno, mostrati nella Figura 9 evidenziano almeno 3 raggruppamenti sulla base delle
produzioni cumulative mL/L ottenute fino ad ora: i batch inoculati con i funghi anaerobi e F,;4(1357,0£140,8
mL/L con Orpinomyces, 1279,6+47,9 mL/L con Neocallimastix, 1397,2+73,2 mL/L con la mix dei funghi), i batch
inoculati solo con Fyo (988,3%148,2 mL/L), e i batch inoculati solo con i funghi (435,1+194,2 mL/L con
Orpinomyces, 236,3%27,9 mL/L con Neocallimastix e 250,8+14,6 mL/L con la mix). Il ceppo Orpinomyces a
qguesto punto dell’esperimento sembra essere piu produttivo di Neocallimastix. | risultati evidenziano e
confermano anche che il pool batterico F,; oltre ad essere una comunita di idrogeno produttori, ha capacita
idrolitiche in grado di idrolizzare e fermentare substrati recalcitranti quali la paglia di grano essiccata, costituita
principalmente da materiali lignocellulosici.

Inoltre i risultati migliori in termini di produzione (mL/L CH,) si ottengono, in tutti i casi, |a dove sono presenti
sia F,19 che ceppi fungini. Si pud quindi supporre, come gia evidenziato nella prima fase dell’esperimento, che
si instauri una cooperazione trofica tra i ceppi fungini e il pool microbico F,;, determinando attraverso un
effetto sinergico incrementi medi nella produzione di metano. Tali incrementi sono del 29% nei batch inoculati

10
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a F,10 € mix fungina rispetto ai batch inoculati solo ad F,;, e del 68% rispetto ai batch inoculati solo con
Orpinomyces.

DA-metanogenesi (Il fase)
2000
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Figura 9. Produzione di CH, nel tempo con diversi inoculi, sono riportate le barre delle deviazioni standard.
11 T9 corrisponde al TO della metanogenesi

Tabella 4. Confronto dei parametri di processo di produzione di CH, dei diversi inoculi

Tempo
inoculo substrato pretrattamento produzione CH, (%) CH, (mL/L) CH, (g/VS) fi:::le
max. (giorni)
0,
10% F21(.) * 51 56,4+3,0 1335,7+109,2 196,2+16,0 6,5-6,8
10% Orpinomyces
10% F210 +
1 4,0+1,1 1271,7+91 187,0+1 -

10% Neocallimastix > 24,01, 7£91,9 87,0£13,5 6,5-:6,8
10% F210 + 109

O.A)* 0 +10% sterilizzazione e 51 57,7+3,7 1338,6186,3 196,8+12,7 6,5-6,8
Mix paglia di grano

tampone fosfato

20% F210 8g/LVS 01M 51 50,5%3,5 952,7+77,3 140,1+11,4 6,5-6,8
20% Orpinomyces 77 29,5+10,8 467,7+214,3 68,81+31,5 6,5-6,8
20% Neocallimastix 77 16,7t1,9 244,7+31,2 35,914,6 6,5-6,8
20% Mix* 77 19,3+1,2 275,0+21,8 40,413,2 6,5-6,8

* Mix = Neocallimastix + Orpinomyces

Anche in termini di resa (mL CH,/g VS) i risultati migliori sono stati ottenuti per le condizioni in cui sono
presenti sia F,;o che ceppi fungini (199,6%20,7 mL CH,/g VS con Orpinomyces sp., 188,2+7,0 mL CH,/g VS con
Neocallimastix sp., 205,5+10,8 mL CH,/g VS con la mix dei funghi) rispetto ai batch inoculati solo con F,y
(145,3%£21,8 mL CH./g VS) o solo con i ceppi fungini (64,0£28,6 mL CH,/g VS con Orpinomyces, 34,7+4,1 mL
CH./g VS con Neocallimastix e 36,9%2,2 mL CH,/g VS con la mix).

In tabella 5 vengono riportati alcuni tra i valori massimi di resa di produzione di metano (mL CH,/g VS) presenti
in letteratura e ottenuti in condizioni sperimentali confrontabili con i risultati di questa ricerca.

11
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Tabella 5. Confronto delle rese di produzione di CH,

substrato inoculo (T/Ia: '2:1 7;?:) pretrattamenti T°C Referenze
paglia di steam-exploded .
grano letame 150-190 210 °C 10 min 37 Risberg et al., 2013
paglia di letame 170-240 - 37 Risberg et al., 2013
grano
paglia di digestato agricolo 234 - 37 Sapci et al., 2013
grano
paglia di reflui municipali 179 . 37 Sapci et al., 2013
grano
gfagrlllca) di Saccharomyces cerevisiae 275,6 - 37,5 Bauer et al., 2009
paglia di L. steam-exploded
grano S. cerevisiae 314 160 °C 10 min 37,5 Bauer et al., 2009
paglia di S. cerevisiae 305,2 steam-exploded 37,5 Bauer et al., 2009
grano 200 °C 10 min
paglia di . sterilizzazione
grano F;10, CSTR e Orpinomyces sp. 173-208 121 °C 20 min 39 Questo lavoro
paglia di F,10, CSTR e Neocallimastix 170-188 sterl!)lzzazmr?e 39 Questo lavoro
grano sp. 121 °C 20 min
paglia di F10, CSTR:, Neocallimastix 191-217 Sterlllzzazmr?e 39 Questo lavoro
grano sp. e Orpinomyces sp. 121 °C 20 min
paglia di Sterilizzazione
grano F310, CSTR 125-157 121 °C 20 min 39 Questo lavoro

Dall’analisi dei metaboliti sono risultati diversi prodotti di fermentazione. L'analisi & stata effettuata sui
maggiori prodotti di fermentazione ottenuti nelle idrolisi fungine da Lwin et al., 2012 e Jin et al., 2011. Sono
stati presi in considerazione esclusivamente: acido acetico, acido propionico, acido butirrico, acido formico,
acido lattico, acido succino e etanolo. Alla fine della prima fase, rappresentato dal cerchio rosso nella Figura 10
(O’Fallon et al., 1991), i maggiori prodotti metabolici sono risultati acido acetico e butirrico, relativamente agli
inoculi con i funghi si & notata un’elevata produzione di acido lattico come via metabolica preferenziale. E’
noto infatti da letteratura che alcuni funghi, tra cui Neocallimastix frontalis, hanno un metabolismo ad acido
lattico dovuto alla presenza della lattato deidrogenasi.

Ethanol

NAD*

]\ T
N4

\ Pyruvate
/ HCD,", ATP
No {
detectable P, ADP
tricarboxyhc

No detectable

reductive carboxylic

acid cycle
Scheme 1. Primary metabolic conversion of glocose inte scetate, ethanel and lactate by N, frontalis EBISS

Numbers designate the following enrymes: |, pyruvate carboxylase; 2. malate dehydrogesase; 3, ‘malic’ enzyme; 4, NADH (NADPH) - ferredoxn
onidoreductases; 5, hydrogenase; 6, lactate dehydrogenase; 7, pyruvate decarbonylase; §, alcobol debydrogenase

Figura 10. Vie metaboliche in Neocallimastix frontalis (O’Fallon et al., 1991)
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Al T77 (giorno 77°), I'esperimento & terminato e sono stati consumati tutti gli acidi prodotti nei batch inoculati
a funghi e F,1 e la produzione di metano infatti sembra aver raggiunto il plateau, mentre nei batch inoculati
solo con funghi non sono ancora stati consumati tutti gli acidi, ma la produzione di biogas € terminata. Cio
dimostra che la cooperazione dell’inoculo fungino con il consorzio F,;o non solo incrementa la produzione di
metano ma ne riduce anche i tempi di ritenzione, passando da 77 a 51 giorni.

E’ stata inoltre effettuata I'analisi della varianza (ANOVA) ad un fattore, utilizzando un alfa di 0,01 sia per le
produzioni di idrogeno che di metano e i risultati hanno mostrato che le differenze tra i gruppi sono
statisticamente significative (Figura 11).
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2500 2500
2000 2000
£1500 £1500
a g
24000 1000
500 500
0 0]
T1 T3 717 @ T11 T14 T18 T23 T29 T37 T44 T56 T63 T70 T77
tempo tempo
«=¢==Formico == Acetico === Propionico === Butirrico === Formico =~ Acetico == Propionico  ==>=Butirrico
=é=Succinico  =®=Etanolo === Lattico == Succinico =@ Etanolo === Lattico
10% F210 + 10% Mix* 20% Orpinomyces
2500 2500
2000 2000
£1500 € 1500
g s
21000 1000
500 500
0 > — 0
T1 T3 T7 @ T11 T14 T18 T23 T29 T37 T44 T56 163 T70 T77
tempo tempo
=== Formico ~i= Acetico «=fe=Propionico === Butirrico === Formico == Acetico === Propionico === Butirrico
== Succinico =@- Etanolo === attico =#=Succinico =®=Etanolo «=t==Lattico
. . o, Tw ¥
20% Neocallimastix 20% Mix
3000 2500
’ ‘ 2000
E2000 E1500
& a
1000 1000
500
0 o]
T1 T3 T7 @ T11 T14 T18 T23 T29 T37 T44 T56 T63 T70 T77 T T3 717 T11 T14 T18 T23 T29 T37 T44 T56 T63 T70 T77
tempo
tempo
=#=Formico == Acetico ==Propionico =>¢=Butirrico
. X === Formico @ Acetico «=fe==Propionico  ==>é=Butirrico
=¥=Succinico ~ =®=Etanolo === Lattico = Succinico =@ Etanolo e Lattico
20% F210
2500
2000
£1500
Q.
21000
500
0
T1 T3 T7 e T11 T14 T18 T23 T29 T37 T44 T56 163 T70 T77
tempo
=®=Formico == Acetico === Propionico  ==>€=Butirrico
==#=Succinico =@=Etanolo === Lattico

Figura 11. Andamento della concentrazione dei principali metaboliti nel tempo delle fasi | e Il (il cerchio rosso indica
la conclusione della fase | e il tempo 0 della Il fase)

13



ACCORDO DI PROGRAMMA MSE-ENEA

L'esperimento evidenzia I'effetto positivo che I’'aggiunta dell’inoculo fungino ha sulla produzione di biogas;
I'importanza dei differenti ruoli funzionali assolti dalle componenti della comunita microbica — attivita
idrolitica, acidogenesi, acetogenesi e metanogenesi, € come la carenza di una delle componenti funzionali
riduca I'efficienza del processo di DA: in particolare, la dove i funghi, forti idrolizzatori, sono assenti e ridotta la
produzione di metano. Se non viene aggiunto il pool di idrogeno produttori non vengono prodotte molecole
utili per i metanigeni rallentando cosi il processo di produzione di metano. Gia nel 1975 Wolin ha identificato
qguesta complessa successione di microorganismi come determinanti nel “catabolismo cooperativo” dei
substrati e produzione dei prodotti finali di fermentazione. L’effetto sinergico dei funghi e F,;, determina un
incremento nelle produzioni di idrogeno del 15% e di metano del 29% rispetto agli esperimenti dove é stato
inoculato solo F,;. La cooperazione dell’inoculo fungino con il consorzio F,;5 non solo incrementa la
produzione di metano ma ne riduce anche i tempi di ritenzione, passando da 77 a 51 giorni.

3.3 Rilevamento della comunita fungina tramite fingerprinting molecolare (PCR-DGGE)

| campioni provenienti dai processi di produzione di bio-idrogeno e bio-metano sono stati analizzati tramite la
tecnica di fingerprinting molecolare PCR-DGGE (Figura 12) presso il laboratorio di Microbiologia del DEB,
Universita della Tuscia, Viterbo.

Principio generale di funzionamento: I'elettroforesi su gel in gradiente denaturante (DGGE) & un metodo di
separazione basato sulle differenze di comportamento nella denaturazione di frammenti a doppia elica di
DNA. Il principio della DGGE & che, in presenza di un gradiente di sostanze denaturanti, le molecole di DNA a
doppio filamento si denaturano in domini distinti. Una volta raggiunto il punto di denaturazione di un dominio,
tale porzione del frammento di DNA inizia a denaturare, originando molecole ramificate che hanno una
mobilita pilu ridotta nel gel di poliacrilammide. In presenza di concentrazioni molto elevate di denaturanti il
frammento di DNA sara completamente denaturato in due molecole a doppio filamento.

Pertanto, teoricamente, frammenti di DNA aventi stessa dimensione, ma con una sequenza differente
mostreranno una diversa risposta al gradiente denaturante. L'ambiente denaturante durante la corsa € creato
da una soluzione di urea e formammide a temperatura costante che deve situarsi nel range 50-65 °C.

Questa tecnica prevede I'estrazione del DNA totale dal campione prelevato, I'amplificazione selettiva (Nested
PCR) di target genici specifici per gli organismi studiati e la corsa su gel in gradiente chimico denaturante. |
pattern di bande identificato e rappresentativo delle varie specie.
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PCR fragment
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Figura 12. Schema generale della metodica PCR-DGGE
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Nel nostro caso, si sono utilizzati i seguenti materiali e strumenti:
»  Kit per I'estrazione del DNA totale: “Plant/fungi DNA isolation kit (Norgen Biotek corp., Canada);
»  Primers fungini per il frammento ITS1: ITS5f-ITS4Ar;
» Termociclatore: Q-Sat 24 (Hain Life science, U.K.).

Condizioni di PCR:
Prima PCR:
e Primers utilizzati: ITS1f/1TS4;
e programma di amplificazione: 1- 95 °C 3 min; 2, 95 °C 30 sec; 3- 55 °C 30 sec; 4-72 °C 32 sec.
Gli step 2,3,4 sono ripetuti per 35 volte. 5- 72 °C 5 min; 6- 4 °C infinito.
Seconda PCR:
e Primers utilizzati: GC-ITS 1f/ ITS2
e programma di amplificazione: 1- 94 °C 5 min; 2- 94 °C 30 sec; 3- 55 °C 30 sec; 4-72 °C 32 sec.
Gli step 2,3,4 sono ripetuti per 35 volte. 5- 72 °C 5 min; 6- 4 °C infinito.

» Apparato DGGE-1 (Elettrofor s.a.s., |)

» Condizioni di corsa GEL DGGE: Gradiente denaturante DGGE: 20-70%; Corsa gel: 200 V
per 5 ore a 60 °C;

» Colorazione con gelred (67 pL in 200 mL DW) per 30 min.

» Acquisizione immagine tramite ChemiDoc MP (Biorad, USA)

»  Analisi di immagine e elaborazione dendrogrammi con software “Phoretix 1D PRO” (Totallab, U.K.).

| gel DGGE (Figura 13) mostrano bande specifiche relative ai due funghi utilizzati nella sperimentazione e
provenienti da colture pure: Neocallimastix sp. e Orpinomyces sp.. Inoltre, € possibile rilevare come
nell'inoculo prelevato dal reattore CSTR sia evidente la presenza di funghi anaerobici. La diversa distribuzione
delle bande riferite all'inoculo CSTR indica presenza anche di funghi anaerobici differenti dalle due specie da
noi utilizzate per I'arricchimento. La densita relativa delle bande sembra chiarire che durante il processo ci sia
un potenziamento (aumento di concentrazione) di Orpinomyces piuttosto che di Neocallimastix, ma
soprattutto indica un arricchimento delle specie gia presenti nell’inoculo CSTR.

Seper

_—-h—“, pe— — — — —

Op Neo  Ondi% Ned Mad0% Mabo CSTR  Od0% Neod0% Moo0% Od0% Neod0% Mocth

O TOR TR TV TR T9R TCHE TXCHA T2CHE TSCHA TSCHA TSCIW Immagine elaborata con software di analisi “Phoretix 1D”

Figura 13. Fingerprinting molecolare dell’evoluzione della comunita microbica fungina nelle varie fasi
dell’esperimento di produzione di bio-idrogeno e bio-metano effettuata tramite gel di PCR-DGGE
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| dendrogrammi ottenuti e la clusterizzazione effettuata attraverso i coefficienti di Dice e Pearson (Figura 14)
mostrano come durante il processo i vari campioni subiscano variazioni nella composizione relativa delle
specie fungine considerate.

| risultati ottenuti devono comunque considerarsi preliminari e sono necessari gel di conferma per avere
informazioni piu precise. Per ragioni logistiche, questi verranno effettuati in una fase successiva.

RUMEN FUNGI DENDROGRAMS
Dendrogram: UPGMA (Dice)
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Figura 14. Dendrogrammi relativi all’evoluzione della comunita microbica fungina nei vari campioni analizzati
tramite fingerprinting molecolare (PCR-DGGE). La clusterizzazione é stata effettuata
sia tramite il coefficiente di DICE che tramite il coefficiente di PEARSON
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4 \Verifica dell’attivita chitinolitica dell’inoculo F,1g

Dopo la cellulosa, la chitina & il piu abbondante biopolimero presente in natura. Infatti, € uno dei principali
componenti dell'esoscheletro degli insetti e di altri artropodi, della parete cellulare dei funghi, ed & presente
anche nella cuticola epidermica o in altre strutture superficiali di molti altri invertebrati. Ogni anno vengono
prodotti al mondo circa 3mld di scarti contenenti elevate quantita di chitina provenienti dalla lavorazione dei
crostacei. Un’altra fonte importante di materiale ad alto contenuto in chitina & il micelio esausto delle
industrie produttrici di metaboliti fungini quali antibiotici, enzimi, acidi organici, ecc.
Scopo dell’esperimento era la verifica delle capacita chitinolitiche dell’inoculo F,y, ipotizzate nella ricerca
precedente effettuata utilizzando chitina purificata (Gorrasi et al., 2014). A tal fine si & utilizzato un materiale
chitinoso molto simile a quello ottenibile da scarti realmente prodotti, ad esempio dalla lavorazione industriale
di crostacei, con I'idea di trasformarlo in risorsa/substrato da cui ottenere energia sotto forma di bio-idrogeno
e/o bio-metano. E’ stato allestito un esperimento avvalendosi di un modello disegnato tramite metodologia
RSM (Response Surface Methodology) e successiva validazione statistica dello stesso. Nel modello utilizzato le
variabili studiate erano:

e concentrazione di chitina (ottenuta da carapaci di gamberetti prelevati da industria del settore, lavati

ed essiccati), utilizzata come substrato principale;
e concentrazione di Corn Step Liquor (CSL) utilizzato in concentrazione minimale al fine di promuovere il
metabolismo microbico come gia riportato per vari processi industriali (Juarez-Jimenez et al., 2010)

Il disegno fattoriale, riportato in Tabella 6, € stato progettato ed analizzato nel laboratorio di Microbiologia
coordinato dal Prof. Massimiliano Fenice presso il Dipartimento di Scienze Ecologiche e Biologiche (DEB)
dell’Universita della Tuscia. Presso lo stesso laboratorio sono stati preparati i materiali ed approntati i terreni
di coltura per I'inoculo con I'F,1q.

Tabella 6. Terreni colturali formulati secondo il disegno fattoriale dell’esperimento chitina

N° esperimento Nome Chitina, g/L CsL, g/L
1 N1 5 0
2 N2 20 0
3 N3 5 1
4 N4 20 1
5 N5 5 0,5
6 N6 20 0,5
7 N7 12,5 0
8 N8 12,5 1
9 N9 12,5 0,5
10 N10 12,5 0,5
11 N11 12,5 0,5
12 N12 5 0
13 N13 20 0
14 N14 5 1
15 N15 20 1
16 N16 5 0,5
17 N17 20 0,5
18 N18 12,5 0
19 N19 12,5 1
20 N20 12,5 0,5
21 N21 12,5 0,5
22 N22 12,5 0,5
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4.1 Risultati | FASE

L’esperimento e stato dopo aver attivato per 24 ore l'inoculo di batteri idrogeno-produttori F,;0. La quantita di
inoculo aggiunta corrispondeva al 20% del volume di lavoro. Per tutta la durata dell’esperimento il pH del
mezzo di coltura si € mantenuto costante con valori tra 6,5 e 6,8; il pH finale per tutti i batch e risultato pari a
6,8. | dati in Figura 5 sono stati mediati e raggruppati per repliche. Le analisi hanno mostrato che la produzione
di idrogeno raggiungeva le massime concentrazioni tra le 24 e 48 ore. La produzione di idrogeno € stata
inizialmente monitorata 2 volte nelle prime 48h. Successivamente, quando questa procede piu lentamente, i
campionamenti sono stati diradati (cfr Accordo di Programma anno precedente). Le produzioni piu elevate si
ottengo alle massime concentrazioni di corn steep liquor e alle pil basse di chitina (1:5) (242,2+2,7 mL/L),
mentre le piu basse alle pil basse concentrazioni di corn steep liquor e piu alte di chitina (0:20) (123,9+23,7
mL/L); cid dimostra che concentrazioni elevate di chitina rappresentano un fattore limitante per il processo,
infatti le rese piu alte si ottengono alle piu basse concentrazioni di chitina.

In Tabella 7 sono riportate le percentuali massime di H, contenute nel gas e gli mL/L prodotti alle diverse
concentrazioni di substrato. Come si puo dedurre altresi dalle Figura 14 e Figura 15, buona produzione del gas
avviene anche in assenza di CSL a basse concentrazioni di chitina confermando che questo substrato non &
essenziale, ma utile per migliorare le rese.

Tabella 7. Confronto dei parametri di processo di produzione di H, a diverse concentrazioni di substrato

Chitina

CsL

T. produz. max

N° esperimento &/L) (&/L) e H, (%) | Hy, (mL/L) pH finale
1 5 0 48 11,5 221,4 6,5
3 5 1 48 13,2 248 6,5
4 20 1 48 8,4 181,1 6,5
5 5 0,5 24 13,1 244 6,5
6 20 0,5 24 9,0 191,7 6,5-7
7 12,5 0 24 7,9 170 6,5
8 12,5 1 24 10,4 208 6,5
9 12,5 0,5 24 9,3 196,1 6,5
10 12,5 0,5 24 8,3 176,8 6,5
11 12,5 0,5 24 9,5 198,4 6,5
12 5 0 24 11,1 224,7 6-6,5
|13 [ 20 [ o | o4 | 96 [ 1407 [ 65 |
14 5 1 24 12,1 250,7 6,5
15 20 1 24 8,1 179,2 6,5
16 5 0,5 24 11,7 244,1 6,5
17 20 0,5 24 8,1 175,6 6,5
18 12,5 0 24 7,8 165 6,5
19 12,5 1 24 9,7 202 6,5
20 12,5 0,5 24 8,8 183,3 6,5
21 12,5 0,5 24 9,1 188,4 6,5
22 12,5 0,5 24 9,8 207,2 6,5

In Figura 15 é riportato |'effetto combinato dei due substrati sulla produzione di idrogeno, mentre i grafici di
Figura 16 descrivono gli stessi risultati, ma considerando I'effetto del singolo parametro.
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Figura 15. Superficie di risposta della modellizzazione RSM inerente la massima produzione di idrogeno in
terreni colturali contenenti diverse concentrazioni di chitina e CSL e sottoposti a DF dopo inoculo con F,y
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Figura 16. Effetto dei singoli componenti del terreno colturale (chitina e CSL) sulla massima
produzione di idrogeno DF dopo inoculo con F,;q

Il modello RSM elaborato nel presente studio é risultato statisticamente significativo come si puo dedurre dai
parametri riportati in Figura 17 e Tabella 8.
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Figura 17. Principali parametri statistici (R> e Q°) del modello RSM
Tabella 8. Parametri statistici del modello RSM (ANOVA Table)
Hydrogen DF SS MS F p SD
(variance)

Total 22 868039 39456,3
Constant 1 841823 841823
Total Corrected 21 26215,4 1248,35 35,3321
Regression 5 24227,5 4845,49 38,9983 0,000 69,6096
Residual 16 1987,98 124,249 11,1467
Lack of Fit 3 644,537 214,846 2,07898 0,153 14,6576
(Model Error)
Pure Error 13 1343,44 103,342 10,1657
(Replicate Error)
N =22 Q2= 0,770 Cond. no. = 3,5792
DF =16 R2 = 0,924 Y-miss = 0
Comp. =2 R2 Adj. = 0,900 RSD = 11,1467
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5 Analisi con tecnica FISH delle comunita microbiche

Sono state avviate le indagini microbiologiche delle comunita microbiche delle differenti condizioni
sperimentali (cfr schema del piano sperimentale di Figura 18) mediante la tecnica di microscopia in
epifluorescenza FISH (Fluorescence In Situ Hybridization). La tecnica consente la visualizzazione,
I'identificazione, 'enumerazione e la localizzazione di cellule batteriche metabolicamente attive senza dover
ricorrere a tecniche colturali. Utilizzando specifiche sonde oligonucleotidiche di DNA (circa 15-20 nucleotidi)
complementari alle sequenze dell’'rRNA ribosomale 16S (16S rRNA) e legate covalentemente ad un opportuno
fluorocromo all’estremita 5’, & stato possibile identificare selettivamente specifici taxa batterici e/ gruppi
funzionali. La FISH é& utilizzata in accordo al criterio di classificazione filogenetica: partendo dal dominio
(Bacteria/Archea).

Per i vantaggi che offre la tecnica FISH viene sempre pilu frequentemente utilizzata per studiare la
composizione quali-quantitativa delle comunita batteriche attive nella DA nonché gli shift nelle comunita in
risposta alle variazioni dei parametri sperimentali e alle differenti configurazioni di reattore.

5.1 Metodologie e risultati ottenuti

La prima fase d’indagine FISH ha riguardato la caratterizzazione degli inoculi utilizzati, rispettivamente F,;, e
CSTR.

| campioni opportunamente diluiti sono stati filtrati su membrana in policarbonato (0,2 um) e sottoposti a
pretrattamenti enzimatici con Lisozima e Proteinasi-K al fine di aumentare la permeabilizzazione delle pareti
cellulari delle cellule Gram+. Solo successivamente i campioni sono stati sottoposti a ibridazione con la sonda
oligonucleotidica specifica (Amann, 1995; Pernthaler et al, 2001).

RARAE
LR _!U
R S W 7'!.. W .v"-
— - 9
— s
arget (rit mal rRNA '6';‘?
-

Figura 18. Schema delle fasi per I’analisi delle comunita batteriche tramite tecnica FISH

Le caratteristiche delle principali sonde in corso di utilizzazione sono riportate nella Tabella 9, mentre nella
tabella 10 é riportato uno schema riassuntivo delle indagini finora eseguite.

Tabella 9. Principali sonde utilizzate

Inoculo Probe Probe Probe Probe Probe
Fz10 EUB338mix ALF968 ALF1b GAMA42A LGC354a,b,c ARCH915
CSTR EUB338mix ARCH915
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Tabella 10. Indagini eseguite

Funz’l)i?:c;apcaoll:glca Gruppi filogenetici Sonde Sequenza (5’-> 3’) Posizione rRNA Bibliografia
Metanogeni Archaea ARCH915 GTGCTCCCCCGCCAATTCCT 16S5(915 —934) Stahl and Amann, 1991
Metanogeni Acetoclastici Methanosarcinaceae Mms821 CGCCATGCCTGACACCTAGCGAGC 16S (821-844) Raskin et al., 1994
Metanogeni Acetoclastici Methanosaetacea MX825 TCGCACCGTGGCCGACACCTAGC 165(825-847) Raskin L.et al., 1994
Eubatteri Bacteria EUB338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT 165(338-355) Amann et al., 1990
Eubatteri Bacteria EUB338lII GCAGCCACCCGTAGGTGT 16S5(338-355) Daims et al., 1999
Eubatteri Bacteria EUB338Ill | GCTGCCACCCGTAGGTGT 16S5(338-355) Daims et al., 1999
Idrolitici e Idrogeno produttori Gram+ - Firmicutes LGC354a TGGAAGATTCCCTACTGC 16S(354-371) Meier et al., 1999
Idrolitici e Idrogeno produttori Gram+ - Firmicutes LGC354b CGGAAGATTCCCTACTGC 16S(354-371) Meier et al., 1999
Idrolitici e Idrogeno produttori Gram+ - Firmicutes LGC354c CCGAAGATTCCCTACTGC 16S(354-371) Meier et al., 1999
Idrogeno produttori a-Proteobacteria ALF1b CGTTCGYTCTGAGCCAG 16S5(19-35) Manz et al., 1992
Idrogeno produttori a-Proteobacteria ALF968 GGTAAGGTTCTGCGCGTT 165(968-985) Neef, 1997
Idrogeno produttori y-Proteobacteria GAMA42a GCCTTCCCACATCGTTT 235(1027-1043) Manz et al., 1992

a) b) <)

Figura 18. Micrografie relative alle comunita microbiche degli inoculi ottenute mediante tecnica FISH.
a) Inoculo F,4: cellule batteriche marcate contemporaneamente con DAPI e sonde EUB 338, LILIII marcate con
Indocarbocianina Cy3 per il rilevamento degli Eubatteri; b) analoga micrografia che evidenzia le sole cellule di
Eubatteri; c) Inoculo CSTR: Archea evidenziati mediante sonda Arch915 marcata con Indocarbocianina — CY3.

Le stime ottenute con le sonde di ibridizzazione sono riferite alla abbondanza batterica totale ottenuta con la
colorazione in DAPI effettuata tramite il metodo della conta diretta al microscopio ad epifluorescenza
(AXIOSKOP 40, Zeiss, Germany) (Figura 18).

| risultati ottenuti hanno messo in evidenza che nell’inoculo F,qq il 78,8% dei batteri € positivo al dominio dei
Bacteria, mentre non ¢ stato rilevato nessun segnale positivo per il domino degli Archea. Come si puod
osservare nel grafico riportato in Figura 19, nell’inoculo F,;y predominano i batteri del gruppo degli Alpha-
Proteobacteria e i LGC. Firmicutes, che raggiungono rispettivamente, il 47,4% e il 43,4%.

Il 10,9% dei batteri e risultato positivo per la sonda dei Gamma-Proteobacteria. Tutti i gruppi includono batteri
con notevoli capacita idrolitiche e in grado di produrre idrogeno. | risultati ottenuti per l'inoculo Fji
concordano con I'analisi FISH gia effettuata e presentata nella Relazione AdP della precedente annualita, in cui
si rilevava la predominanza di Alpha-Proteobacteria (42%) e Gamma-Proteobacteria (20%). Rispetto alla
precedente indagine & stato possibile rilevare I'importante componente dei LGC — Firmicutes — (43,4%) grazie
alla messa a punto del pretrattamento combinato con Lisozima e Proteinasi-K. La loro presenza era stata
evidenziata mediante altre tecniche molecolari (Di Bonito et al., 2013 e cfr Relazione AdP precedente

annualita).
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Figura 19. Analisi delle comunita F210 e CSTR utilizzate come inoculi. Alpha = Alpha-Proteobacteria; Beta =
Beta-Proteobacteria; Gamma = Gamma-Proteobacteria; LGC = Gram + con basso contenuto di G+C (Firmicutes).

Le barre verticali riportano le deviazioni standard per tre repliche.

Nell'inoculo CSTR, si rilevano rispettivamente il 74,7% di Bacteria e il 7,2% di Archea.
In Tabella 11 e riportato infine lo schema delle analisi FISH, attualmente in corso, con un confronto tra
condizioni sperimentali e relative sonde utilizzate: si stanno infatti analizzando i campioni riferiti al T9 e al T11,
corrispondenti rispettivamente al termine della fase a idrogeno e a 48 ore dall’inizio della fase a metano, dopo
I'inoculo con CSTR.

Tabella 11. Analisi FISH (Fluorescence In Situ Hybridization)
Sigla N°Esperimento | Inoculo Tempo Probe
ALF968
0,
A (1-2-3) 18; F210 + T9 EUB338mix | ALF1b | GAMA42A | LGC354a,b,c | - - -
° T11 EUB338mix | ALF968 | GAM42A | LGC354a,b,c | ARCH915 | MS821 | MX825
Orpinomyces
ALF1b
ALF968
B (10-11-12) 10% F210 +|T9 EUB338mix | ALF1b | GAM42A | LGC354a,b,c | - - -
10% Mix* T11 EUB338mix | ALF968 | GAM42A | LGC354a,b,c | ARCH915 | MS821 | MX825
ALF1b
ALF968
0,
c (13-14-15) T 210 Tl19|EUB33BMIX|ALF1b | GAM42A | LGC3SAabc| - . .
C | T11 EUB338mix | ALF968 | GAM42A | LGC354a,b,c | ARCH915 | MS821 | MX825
Neocallimastix
ALF1b
ALF968
T9 EUB338mix | ALF1b | GAM42A | LGC354a,b,c | - - -
- - 0, My
D (19-20-21) 20% F210 T11 EUB338mix | ALF968 | GAM42A | LGC354a,b,c | ARCH915 | MS821 | MX825
ALF1b
20% . | ALF968
E (4-5-6) Orpinomyces | 111 |EUB338MiX| )\ pqpy [ GAMA2A|LGC354ab.cl ) piiiors | mss21 | Mxs2s
20% ALF968
-8- 11 EUB i 2A | L
F (7-8-9) Neocallimastix | | UB338mix | )1 F1p | CAMA2A |LEC3SADC] o o015 | mss21 | Mxs2s
ALF968
_17- 0, e H
G (16-17-18) 20% Mix T11 EUB338mix ALF1b GAMA42A | LGC354a,b,c ARCHO15 | Mss21 | Mxs25
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