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“A mia Madre, la mia stella”



...... fu colto dal vento, abbattuto al suolo, sollevato a dieci chilometri. Fu respirato da un
falco, discese nei suoi polmoni precipitosi, ma non penetrd nel suo sangue ricco, e fu
espulso. Si sciolse per tre volte nell’acqua del mare, una volta nell’acqua di un torrente in
cascata, e ancora fu espulso. Viaggio col vento per otto anni, ora alto, ora basso, sul mare
e fra le nubi, sopra foreste, deserti e smisurate distese di ghiaccio; poi incappo nella
cattura e nell’avventura organica....”

Primo Levi, Il Carbonio, da “Il Sistema Periodico”, Torino: Einaudi, 1975
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Abstract

| sottoprodotti di origine viti-vinicola vengono generati in grandi quantita in tutto il mondo e la
maggior parte di questi vede pochi utilizzi alternativi al compostaggio. Il lavoro di tesi sperimentale,
si propone di valutare la valorizzazione degli scarti provenienti dalla filiera vinicola mediante
I’integrazione di processi biologici e chimici in un contesto di “Bioraffineria”, finalizzato alla

produzione di energia e composti ad alto valore aggiunto.

E’ stato dunque proposto un approccio multidisciplinare per I’integrazione e valorizzazione dei

seguenti substrati: feccia di vinificazione e fanghi provenienti dal trattamento delle acque reflue.

Una prima parte di questo lavoro ha visto la produzione di biogas sia da test in batch su singoli
substrati, che mediante co-digestione di fango e feccia di vinificazione in condizioni mesofile.

Dai test BMP si e osservato che la feccia di vinificazione presenta sia i maggiori tassi di produzione
di metano (0,37 Nm3CH4/kgCODreq), rispetto al fango (0,20 Nm3CHa/kgCODreq), che le maggiori
rese di degradazione del substrato (0,55 d?), rispetto a 0,24 d* del fango.

Il processo di co-digestione & stato condotto su reattore CSTR da 0,23 m®, alimentato a regime
semicontinuo con carico organico (OLRiotaie) di 3,2 kgCOD/m?3d (rispettivamente da 0,6 kgCOD/m?d
di fango e 2,6 kgCOD/m?3d di feccia) per un tempo di ritenzione idraulico (HRT) di 23 giorni.

Alle condizioni di stato stazionario si sono ottenute rese di produzioni medie di biogas di 0,33
Nm?®biogas/kgCODreq € 0,25 Nm3CH4/kgCOD di metano, con abbattimenti di COD del 75%.

Dai test di stabilita biologica su digestato proveniente da reattore mesofilo, in base a quanto asserito
dalla Direttiva Europea CE 99/31, si & potuto definire questo substrato come non idoneo al
conferimento in discarica.

A diverse diluizioni dello stesso sono stati inoltre effettuati test di fitotossicita con tre diverse specie
target (Lepidium sativum, Sinapis alba e Sorghum saccharatum), per determinare I’Indice di
Germinazione (IG%), in accordo al D.Lgs 75/2010, per un eventuale uso come ammendante.
L’ultima parte di questo lavoro ha previsto I’estrazione di composti ad alto valore aggiunto da
campioni di feccia e digestato. Da queste analisi sono emerse concentrazioni non trascurabili di
determinate categorie di polifenoli, in particolare flavonoidi e stilbeni. Da quanto ottenuto
preliminarmente e mediante valutazioni economiche approfondite & possibile pertanto realizzare un

processo produttivo in piena scala per I’estrazione di suddetti composti.
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1 Introduzione ai processi di Bioraffineria

L approvvigionamento energetico a livello globale €, allo stato attuale, dominato dai combustibili
fossili (petrolio, gas naturale, carbone, minerali).

Attualmente, le risorse energetiche da suddetti combustibili incidono per circa il 79% sul fabbisogno
globale (https://www.worldenergy.org), ed il loro utilizzo risulta non sostenibile visti i tassi di crescita
ed i consumi previsti nei prossimi anni.

La recente volatilita dei prezzi del petrolio ed una domanda sempre maggiore di energia e prodotti da
esso derivati, ha reso necessaria la ricerca e lo sviluppo di forme di energia alternative e rinnovabili,
in modo da garantire I’approvvigionamento energetico presente e futuro.

Nel marzo 2007 il Consiglio europeo vara il Pacchetto Clima-Energia “20-20-20", che costituisce il
portafoglio di provvedimenti operativi attraverso il quale I’Unione Europea rafforza il suo impegno
nella lotta ai cambiamenti climatici per il periodo post- Kyoto, ovvero 2012-2020. Tra gli obiettivi,
vi e quello di produrre da fonti rinnovabili il 20% di energia nella copertura dei consumi finali (usi
elettrici, termici e per il trasporto). L’ltalia ha assunto I’obiettivo, di coprire con energia da fonti
rinnovabili il 17% dei consumi finali lordi; la direttiva prevede inoltre che in ogni Stato sia assicurata
una quota di copertura dei consumi nel settore trasporti mediante energie da fonti rinnovabili pari al

10% (European Commission Energy, 2010).

Di contro, un’economia basata sull’utilizzo di biomasse, puo portare al consumo di grandi volumi di
risorse, causando I’aumento dei prezzi delle materie prime, con conseguenti implicazioni a livello
ambientale, come ad esempio la perdita di foreste, I’erosione dei suoli ed una ridotta disponibilita
idrica. Risulta pertanto necessario sviluppare un nuovo paradigma industriale, definito comunemente
Biorefinery, che consenta un utilizzo piu efficiente e sostenibile delle risorse, mediante I’integrazione

di diversi processi produttivi (Ragauskas et al., 2006).

L’International Energy Agency (IEA) Bioenergy € nata nel 1978, con I’obiettivo di migliorare la
cooperazione e lo scambio di informazioni tra quei paesi che attuavano programmi nazionali per la
ricerca in ambito bioenergetico.

La vera consapevolezza delle potenzialita offerte dalla bioraffineria, si € avuta perd nel 2007, con la
creazione di una Task42, con lo scopo di acquisire nuove conoscenze per la sintesi di biocombustibili
e prodotti ad alto valore aggiunto, garantendo competitivita e allo stesso tempo sostenibilita, sicurezza

ed efficienza.
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Per il periodo attuale (2013-2015) sono stati attuati diversi obiettivi che hanno come focus le
tematiche bioenergetiche (http://www.iea-bioenergy.task42 biorefineries.com/en/ieabiorefinery.htm)

e che possono essere riassunti nei seguenti punti:

» Definizione di bioraffineria e relativa classificazione;

» Creazione di rapporti nazionali che definiscano la realizzazione di piani e programmi
condivisi tra i paesi partecipanti;

» Favorire I’aggregazione dei principali stakeholders (industrie, politica, ONG, ricerca), che

normalmente si troverebbero scissi nei diversi campi di appartenenza.

1.1 Definizione di Bioraffineria e di Biomasse

Come mostrato in Figura 1, I’'l[EA Bioenergy Task 42, definisce la Bioraffineria come il trattamento

sostenibile di biomasse per la produzione di un ampio spettro di prodotti commerciali ed energetici.

HEAT
POWER
FUELS
CHEMICALS

BIOMASS

FOOD
FEED
MATERIALS

Figura 1:La Bioraffineria ed il suo ruolo nella trasformazione della biomassa.

Come mostrato in Figura 2, questa definizione attualmente fa riferimento principalmente ad un
impianto che lavora su larga scala per la produzione di combustibili, energia, prodotti chimici e altri

beni a partire da biomasse.
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Figura 2: Principali processi industriali di conversione per le biomasse.
(http://vbn.aau.dk/en/publications/optimization-of-the-production-of-cellulosic-biofuels)

Uno dei driver principali per la realizzazione di questi processi é I’aspetto della sostenibilita. Questa
deve infatti valorizzare I’intera filiera di produzione, andando ad analizzare ogni singola fase del ciclo
di vita (costruzione, operazione e smaltimento). Tale valutazione non deve tuttavia trascurare gli
impatti negativi relativi alla competizione delle risorse prime, I’alterazione dei suoli, le emissioni di
gas serra, gli effetti sulla biodiversita ed i potenziali rischi tossicologici. Si devono inoltre considerare,
gli impatti a livello regionale e internazionale, nonché sugli utenti finali e sui consumatori.
Questo settore ¢ tuttavia propenso ad incrementare la competitivita e la ricchezza dei paesi, mediante
la creazione di nuove tecnologie, prodotti, e duties, nonché alla creazione di nuove competenze,

opportunita e mercati.

La definizione di biomassa € stata invece coniata recentemente in un programma statunitense (US
President: Developing and Promoting Biobased Products and Bioenergy, 1999; US Congress:
Biomass Research and Development, 2000) e con questa si intende: “qualunque materia organica
reperibile in abbondante quantita o in forma rinnovabile”. Queste vengono suddivise come: colture
dedicate ad usi energetici, residui agricoli e alimentari, prodotti e reflui di origine zootecnica e altri

materiali di scarto.
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1.2 Aspetti economici relativi all’'uso delle biomasse

Il valore economico delle biomasse, viene determinato dai prodotti che si possono ottenere, immettere
nel mercato e dai costi di produzione. Nella maggior parte dei casi, i prodotti con un elevato valore
di mercato, inglobano alti costi di produzione, e viceversa.

Anche la dimensione del mercato, & un aspetto fondamentale per la valutazione di un processo di
Bioraffineria, tant’e che solitamente, i prodotti ad alto valore aggiunto sono racchiusi in un mercato
molto ristretto.

Questi principi economici si rifanno a quelli per la raffinazione tradizionale di idrocarburi e per la
sintesi dei loro derivati (Kamm et al., 2006).

La Figura 3 confronta le due diverse strategie di produzione, a seconda se il tipo di substrato é fossile

o derivante da biomasse.

Fuels Fuels
and and
Energy Energy
- Bioethanaol,
- Biodiesel, Biogas
- Hydrogen
Petroleum Biomass
Material Utilisation,
Chemistry Chemistry
- Basic and Fine
chemicals,
- Biopolymers and Bioplastics
Refinery Biorefinery

Figura 3: Confronto tra raffineria convenzionale e Bioraffineria (Kamm et al., 2006).

L’elevata diversita di prodotti che si puo ottenere dalle biomasse, consente di mantenere un notevole
grado di flessibilita alle mutevoli richieste del mercato, permettendo di investire in svariate soluzioni,
per ottenere ingenti ricavi ed elevata redditivita (Lasure e Zhang, 2004).

In questo scenario, I’ implementazione di un processo di produzione integrata, serve anche per ridurre
i costi di esercizio, consentendo un minor rischio di saturazione della domanda, che potrebbe sorgere

nel momento in cui, si decidesse di produrre una sola categoria di prodotto o bene.

In Tabella 1 vengono rapportati in chiave economica i costi per la realizzazione di calore, energia,

combustibili e sostanze chimiche, a partire da substrati fossili o biomasse (de Jong, 2015).
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Le conversioni pit economiche per i substrati fossili, riguardano la produzione di calore, mentre i piu

dispendiosi sono associati alla sintesi di chemicals di base.

Costo da fonte fossile  Costo da biomassa

Prodotto
€/GJ €/GJ
Calore 3 (carbone) 4
Energia 6 (carbone) 22
Combustibile per veicoli 8 (olio) 10
Chemicals di base 30 (olio) 75

Tabella 1: Comparazione espressa in €/GJ per I’ottenimento di diversi prodotti e beni da
matrice fossile e biomasse.
La conversione a calore viene stimata utilizzando il combustibile piu economico (carbone). Il costo
per la produzione di 1 GJ di calore € pari a 3 euro, assumendo un’efficienza di conversione pari al
100%. Il costo per convertire biomasse, mediante riscaldamento da combustione, corrisponde invece

a 4 euro per GJ, e risulta attualmente la soluzione piu economica tra quelle analizzate.

Tra gli altri utilizzi dei prodotti derivanti da raffinazione di idrocarburi, si hanno spese di circa 6 €/
GJ per la produzione di energia e di 8 € /GJ per gli idrocarburi da trazione. La produzione di 1 GJ per
la sintesi di prodotti chemicals di base richiede un consumo aggiuntivo medio di 3-4 GJ, solitamente
ottenuto da olio fossile o gas naturale. Cio spiega la diretta correlazione tra I’aumento del prezzo del
petrolio con quello del gas naturale. Il costo finale per la produzione di composti chimici di base,
risulta essere di 30 €/ GJ (Sanders et al., 2010, de Jong et al., 2010).

Il confronto tra i costi della biomassa con quelli fossili per la produzione di energia e la sintesi di
prodotti chimici, rileva elevati costi di capitale se si utilizzano i primi. | costi legati al consumo
energetico potrebbero essere aggirati attraverso la conversione diretta della biomassa in una fonte
energetica direttamente utilizzabile, mentre i costi legati alla sintesi potrebbero diminuire ottenendo
direttamente determinate classi di prodotti da specifici substrati. In base ai livelli tecnologici attuali,
le spese possono raggiungere valori di 75 €/GJ se si vogliono ottenere composti con elevato livello
di purezza.

Assumendo una resa di 10-20 tonnellate su peso secco per ettaro di terreno di biomasse annuo e
ipotizzando che questa venga utilizzata solo per la produzione di calore, si ottiene un profitto
compreso tra 450-900 €/ha annuo. Questi guadagni risultano tuttavia troppo bassi, se paragonati al

costo medio della vita in Europa occidentale. E’ necessario dunque cambiare approccio, andando a
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separare la biomassa in frazioni, in modo tale da ottimizzazione I’applicazione specifica per ogni
categoria di composto da essa derivato. Un semplice frazionamento della biomassa puo portare a
notevoli vantaggi in termini economici se paragonati al reddito ottenuto, per esempio dalla sola
produzione di calore. Supponendo una diversificazione che prevede un 20% atto alla produzione di
composti chimici di base, un 40% per la produzione di biocarburanti ed il rimanente per la produzione
di elettricita e calore e ipotizzando la stessa resa di biomasse per ettaro (10-20t/ha) si otterrebbe un

guadagno potenziale tra i 2000-4000 €/ha annuo.

2002 2010 2020 2030

BioEnergia Calore ed elettricita per utilities 2,8% 4% 5% 5%
BioCarburanti  Adibiti al trasporto 0,5% 4% 10% 20%
BioProdotti Chemicals di base 5% 12% 18% 25%

Tabella2: Stima relativa all’utilizzo di biomasse per le una serie di categorie produttive
(Biomass R&D, Technical Advisory Committee,2002).

Il trend futuro per I’utilizzo di biomasse, pud essere brevemente riassunto nella Tabella2 fornita dal
Biomass Technical Advisory Committee (BTAC), il quale ha stilato un piano dettagliato, in base alla
crescente domanda del mercato, per la produzione bioenergetica, di biocarburanti e dei chemicals di

base in uno scenario temporale fino al 2030.
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1.3 Il concetto di bioraffineria nella valorizzazione
dei rifiuti di origine agro-alimentare

1.3.1 La valorizzazione dei rifiuti nello scenario Europeo

L’Europa € uno dei maggiori produttori di rifiuti organici (circa 2000 min t ogni anno)
(http://ec.europa.eu/environment/waste/publications/pdf/eufocus_en.pdf); questi derivano
principalmente da scarti di lavorazioni agricole, rifiuti da silvicoltura, fanghi derivanti dal trattamento

delle acque, scarti di lavorazione di industrie alimentari e da pratiche casalinghe, come mostrato in

Figura 4.
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Figura 4: Rifiuti e co-prodotti espressi in milioni di tonnellate per anno, derivanti dalle
principali attivita produttive in Europa (http://www.iea-biogas.net modificata).

La gestione della maggior parte dei rifiuti di origine alimentare, vede ad oggi pochi utilizzi alternativi
al compostaggio, pertanto una crescente valorizzazione di questi dovrebbe essere considerata, sia per
aumentarne il valore intrinseco che per ridurne lo smaltimento. Il loro sfruttamento, mediante processi
produttivi integrati, che prevedono la cooperazione di diversi settori produttivi, nonché la loro
trasformazione attraverso nuovi approcci biotecnologici e chimici, rappresenta la base di uno sviluppo
industriale piu sostenibile (Lin et al., 2013, Koutinas et al., 2014).

La produzione di rifiuti dalla lavorazione degli alimenti, rappresenta circa il 15% della produzione
totale, pari a circa 250 min t/anno, molti di questi, altamente inquinanti. La Figura 5 mostra come gli
scarti di lavorazione vinicola, presentino un’elevata incidenza in termini di volume prodotti da questa

filiera (circa I’8% del totale).
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Finora I’industria alimentare ha considerato concluso il “processo” di lavorazione al momento della
produzione finale, caratterizzato da un’elevata qualita, sicurezza e requisiti nutrizionali, senza
considerate il downstream. Ad oggi tuttavia I’attenzione per la sostenibilita ambientale del prodotto,
e quindi del destino degli scarti, sta crescendo: il consumatore orienta le proprie scelte d’acquisto in
base a meccanismi volti al virtuosismo, nonché alla minimizzazione dei consumi energetici e di
risorse non rinnovabili, ovvero alla valorizzazione e riuso dei sottoprodotti.

Il trattamento degli scarti risulta economicamente fattibile mediante la valorizzazione di rifiuti di
origine agro-alimentare, ovvero alla formazione di prodotti finiti di qualita superiore rispetto alle
tradizionali tecniche di lavorazione. Non a caso, in Europa negli ultimi anni i settori industriali che
prevedono la lavorazione di prodotti alimentari, bevande e farmaceutici, sono quelli che hanno
manifestato maggiore crescita in termini economici e di investimenti

(http://www.esig.org/uploads/FF_Sept2011.pdf).

Sugar productio |
Fresh, soft and coke cheese product

Pig slaughfZTASUse
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Figura 5: Generazione di rifiuti espressi in percentuale derivanti dalla lavorazione di
prodotti alimentari in Europa (Awarenet, 2004).

La produzione di sottoprodotti di origine vegetale, come potrebbe essere nel comparto vinicolo, porta
alla formazione di scarti ed effluenti normalmente ricchi in zuccheri, proteine, fibre e lipidi, oltre a
vitamine e altri composti bioattivi. Questi potrebbero rappresentare una fonte ideale per I’ottenimento
di prodotti chimici e farmaceutici ad alto valore aggiunto, nonché alla realizzazione di biomateriali e
substrati atti a favorire differenti processi biologici. Infatti, dopo una serie di specifici pre-trattamenti
con agenti fisici o biologici e procedure selettive di recupero, si & potuto ricavare numerose classi di
antiossidanti naturali, agenti microbici, vitamine ecc, oltre a numerose macromolecole ed enzimi
specifici (Federici et al., 2009).

Il mercato dei prodotti cosi ottenuti, sta aumentando notevolmente anche a livello mondiale, con
crescite da 77 a 92 miliardi di euro nel quinguennio 2005-2010 e stime volte a ulteriori incrementi
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(da 228 a 515 miliardi di euro) tra il 2015 e il 2020. Queste sono state effettuate, senza considerare
I’apporto in termini economici dalla produzione di biocarburanti e farmaci (Festel, 2013).

Come mostrato in Figura 6, I’ottenimento di energia (elettrica o calore) derivante da suddette materie
di partenza, non viene attualmente considerato come I’unico passaggio sostenibile ipotizzabile (di
una serie di trasformazioni consecutive), poiché la conversione di questi a sola energia non

rappresenta piu la soluzione migliore e piu redditizia.
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Figura 6: Raffigurazione delle principali vie di trasformazione per rifiuti di origine agro-
alimentare in base a soli processi biologici (Fava et al., 2015).

1.4 1l settore vinicolo tra tradizione e sviluppo

Il progresso umano dipende dall’ambiente naturale che lo circonda e potrebbe essere limitato dal
futuro deterioramento di quest’ultimo. L’aumento del tasso di industrializzazione, I’urbanizzazione e
la crescita demografica, avvenuti nel ventesimo, secolo ha costretto la societa a prendere in
considerazione la possibilita di veder mutare profondamente le proprie condizioni essenziali di vita
(Thomson,1997).

Il degrado ambientale, associato a tale crescita, manifesta una molteplicita di effetti negativi sulla
qualita dell’acqua, dell’aria e del suolo e di conseguenza sulla salute umana e degli ecosistemi (El-
Swaify e Yakowitz, 1998). La conseguenza di questo scenario sta progressivamente portando alla
realizzazione di nuovi paradigmi industriali, non ultimo quello vinicolo. Grazie ad una serie di
strumenti legislativi e all’innovazione tecnologica, si sono poste le basi per garantire una produzione

enologica piu sostenibile, grazie ad una maggiore considerazione dell’aspetto ambientale soprattutto,
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per quanto concerne la gestione e valorizzazione dei sottoprodotti di cantina (Recault 1998; Marais
2001; Shepherd, 1998; Shepherd e Grismer,1999).

1.4.1 11 processo industriale di vinificazione

Il vino viene definito legalmente come “il prodotto ottenuto esclusivamente dalla fermentazione
alcolica, totale o parziale, di uve fresche, pigiate o non; oppure di mosto di vino” (Navarre, 1991).
Dal processo di lavorazione dell’uva, si possono ottenere molte tipologie di vino, caratterizzati da
diverse lavorazioni e caratteristiche, che portano ad ottenere ad esempio: vini da tavola, spumanti,
vini passiti e grappe. Essi si distinguono dalla tipologia di vitigno da cui derivano, dalla lavorazione,
dai prodotti chimici utilizzati durante la vinificazione e dal livello di contenuto alcolico che si vuole
ottenere.

Nel proseguimento di questo capitolo verranno descritte le fasi principali (vedi Figura 7) per la

produzione di vino, analizzando anche i principali scarti generati da ogni processo di lavorazione.

Si possono distinguere due tipi di processi di vinificazione, a seconda del tipo di vino che si vuole
ottenere: quella in bianco e quella in rosso.

La vinificazione in bianco, consiste nella separazione (sgrondatura) delle vinacce dal mosto ottenuto
nella fase di pigiatura, procedendo direttamente con la fermentazione. Tale operazione viene fatta per
evitare che il colore delle bucce venga trasferito al mosto, indipendentemente dall’utilizzo di uve
bianche o nere. A questo punto, le vinacce sgrondate possono subire una o due torchiature per
recuperare il vino di seconda scelta e altri tipi di sottoprodotti. La vinificazione in rosso, prevede
invece una fase di macerazione in cui avviene la dissoluzione dei costituenti delle frazioni solide del

grappolo (vinaccioli, bucce ed eventualmente raspi) nel mosto d’uva.
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Figura 7: Fasi del processo di lavorazione del vino e relativi sottoprodotti

e Raccolta

La vendemmia ¢ la prima fase del processo di vinificazione. La raccolta ¢ fatta spesso durante i periodi
meno caldi della giornata, per impedire o ritardare I’accumulo di calore nell’uva. Durante il processo
di raccolta, che si sia fatta con I’'uso di macchine o manualmente, alcuni grappoli possono presentare
lacerazioni che causano il rilascio del succo. Per evitare la degradazione ossidativa di questi, che
favoriscono la crescita di lieviti o batteri, si aggiungono composti a base di zolfo.

e Diraspatura e pigiatura

Subito dopo la raccolta, le uve vengono immediatamente separate da steli, foglie e gambi. Questa
fase viene detta diraspatura e si effettua grazie ad una macchina diraspatrice, composta da un cilindro
forato che ruota in modo tale da impedire il passaggio della frazione indesiderata come le bucce ed i

vinaccioli (Figura 8).
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Figura 8: Schema di funzionamento di pigia-diraspatrice a rulli.

La pigiatura, cioe lo schiacciamento dell’acino per consentire la fuoriuscita della polpa, puo essere
combinata con la diraspatura o seguirla.

Solitamente gli acini vengono pigiati contro una parete o una serie di rulli. Il mosto ottenuto in questa
fase, viene convogliato in una vasca di fermentazione e addizionato con lieviti e attivanti.

e Fermentazione

E’ la fase per mezzo della quale i lieviti, attraverso attivita enzimatiche, convertono gli zuccheri in
alcool etilico e biossido di carbonio. Tra i fattori che piu influenzano il processo fermentativo, vi sono
la composizione e lo stato sanitario delle uve, i fattori termici al momento dell’inoculazione ed il
ruolo dell’ossigeno. L’aerazione risulta infatti necessaria ad inizio fermentazione, per consentire la
crescita e riproduzione dei lieviti.

e Macerazione

In questa fase vi e un forte rilascio di enzimi dalle cellule dell’uva, i quali favoriscono la liberazione
e solubilizzazione di composti organici, in particolare quelli fenolici presenti nelle bucce, nei semi e
nella polpa dell’uva. Questa fase é responsabile di tutte le caratteristiche visive, olfattive e gustative
che differenziano i vini rossi dai bianchi. Perché avvenga una buona vinificazione, & necessario tener
presente quali sono i fattori che intervengono nella macerazione, in particolare la durata (andra a
differenziare vini giovani e vini rossi da invecchiamento), la temperatura, il contenuto di anidride
solforosa ed il grado alcolico.

e Svinatura

In questo passaggio si ha la separazione del vino dalle vinacce e dalle fecce, per gravitd mediante

appropriati setacci che permettono I’eliminazione di eventuali acini e frazioni di bucce dal vino.
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e Pressatura delle vinacce

Solitamente in questa fase si utilizza una pressa (orizzontale, pneumatica o a vite) o un torchio per
estrarre il vino ancora contenuto nelle vinacce. La pressatura avviene solitamente con incrementi
graduali di pressione, per evitare di alterare le caratteristiche e la qualita del vino.

e Chiarificazione, Maturazione e Stabilizzazione

La fase di chiarificazione, del vino é essenziale per rimuovere frazioni insolubili presenti nel vino al
termine della fermentazione. Questa frazione é costituita essenzialmente da cellule di lievito morte,
batteri, materiale decomposto, precipitati proteici e cristalli di tartrato. Questa fase avviene
solitamente per gravita, 0 mediante I’aggiunta di aggreganti quali bentonite, gelatina o silice. In
seguito si ha la maturazione che comporta la precipitazione del materiale colloidale presente nel vino,
nonché ad una serie complessa di cambiamenti fisici, chimici e biologici con lo scopo di mantenere

e migliorare le caratteristiche del vino stesso.

1.4.2 1 sottoprodotti della vinificazione

Da ciascuna delle fasi precedentemente descritte, si generano dei sottoprodotti. | raspi sono i primi
ad essere rilasciati e corrispondono alla parte legnosa del grappolo e vengono eliminati durante la
diraspatura. Successivamente, nella vinificazione in bianco, la pigiatura rilascia una vinaccia vergine,
non fermentata, caratterizzata da elevate concentrazioni di zuccheri adibiti alla trasformazione in
alcol. Nella vinificazione in rosso, le vinacce prodotte sono invece composte da vinaccioli, bucce e
residui di raspi e sono caratterizzate da un buon livello di fermentazione degli zuccheri.

In accordo con il regolamento CEE n. 337/79 si definisce feccia di vino, quel residuo melmoso che
si deposita nei recipienti, dopo la fermentazione, durante I’immagazzinamento o dopo trattamenti
autorizzati, cosi come i residui ottenuti da filtrazione o centrifugazione di questo prodotto. La feccia
di vinificazione, puo essere divisa in “pesante” o “leggera”, in base al tipo di decadimento e
rappresenta mediamente il 2-6% del totale di vino prodotto. Questa é costituita principalmente da
cellule di lievito prodotte durante la fermentazione alcolica, batteri, sali tartarici, residui di cellule
vegetali ed etanolo (Bai et al., 2008, Naziri et al., 2012).

Infine si hanno le acque reflue, che derivano principalmente dalle operazioni di lavaggio delle
attrezzature, delle vasche e dei locali adibiti alla produzione. La determinazione media dei volumi di
queste ultime, non risulta semplice poiché le operazioni di cantina implicano I’impiego di quantita

molto variabili di acqua, in relazione alla tecnologia adottata e al dimensionamento degli impianti.
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L’intera filiera vitivinicola, non comprende solo la produzione di uva, la sua trasformazione e
commercializzazione, ma include anche una serie di processi che riguardano la trasformazione degli
scarti, come ad esempio quelli destinati alle distillerie. Questa fase di recupero costituisce dunque un
anello di giuntura fondamentale per la realizzazione di un sistema virtuoso, atto a valorizzare ogni
singola fase del processo di lavorazione e ridurne cosi, anche I’impatto ambientale.

In accordo con le stime offerte dall’OIV (International Organisation of Vine and Wine), nel 2014
sono stati prodotti, solo in Italia, 44,4 milioni di ettolitri, con un quantitativo di scarti stimato per 8
milioni di quintali di vinacce comprensive di vinaccioli (pari al 15% dell’uva vinificata) e di
2.250.000 ettolitri di fecce (pari al 5% del vino prodotto) (OIV, 2015), oltre alla produzione stimata
di circa 3 -.10° m® di acque reflue (Moldes et al., 2008).

Considerando inoltre che circa il 5% del vino italiano proviene da cantine che producono annualmente
non piu di 25 hl http://www.centrodocumentazionegrappa.it/images/download/Intervento-
Novello.pdf),

e quindi non tenute al conferimento delle vinacce in distilleria 0 a un loro utilizzo alternativo, il
potenziale nazionale di vinacce e fecce disponibili per ogni annata vendemmiale, risulta stimabile in

7,600 milioni di quintali di vinacce e 2,140 milioni di quintali di fecce.

1.5 Cenni normativi riguardo l'utilizzo alternativo

dei sottoprodotti di vinificazione

Dopo questa breve premessa, la parte successiva di questo capitolo mira a definire un quadro
normativo generale, in cui si elencheranno i principali riferimenti normativi per la valorizzazione dei

sottoprodotti di vinificazione.
1.5.1 La definizione di sottoprodotto di vinificazione

Il decreto ministeriale del 27/11/2008 intende i sottoprodotti della vinificazione come sottoprodotti,
e non come rifiuti, in quanto destinati ad essere impiegati in un ciclo produttivo.

L'art. 183 del D. L.gs 152/2006 (norme in materia ambientale) definisce i sottoprodotti come: “le
sostanze ed i materiali dei quali il produttore non intende disfarsi ai sensi dell’articolo 183, comma
1, lettera a), che soddisfino tutti i seguenti criteri, requisiti e condizioni: 1) siano originati da un
processo non direttamente destinato alla loro produzione; 2) il loro impiego sia certo, sin dalla fase
della produzione, integrale e avvenga direttamente nel corso del processo di produzione o di

utilizzazione preventivamente individuato e definito; 3) soddisfino requisiti merceologici e di qualita
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ambientale idonei a garantire che il loro impiego non dia luogo ad emissioni e ad impatti ambientali
qualitativamente e quantitativamente diversi da quelli autorizzati per I’impianto dove sono destinati
ad essere utilizzati; 4) non debbano essere sottoposti a trattamenti preventivi o a trasformazioni
preliminari per soddisfare i requisiti merceologici e di qualita ambientale di cui al punto 3), ma
posseggano tali requisiti sin dalla fase della produzione; 5) abbiano un valore economico di
mercato” (https://www.regione.sardegna.it/documenti/l_38 20091214125402.pdf).

| sottoprodotti della vinificazione, inoltre, con quanto asserito ai sensi dell’articolo 185 punto 2 del
D. L.gs 152/2006, sono individuati come materiali vegetali provenienti da attivita agricole utilizzati
nelle attivita agricole.

Nella fattispecie, i sottoprodotti della lavorazione delle uve: fecce, vinacce (bucce e vinaccioli) e
raspi, nel caso in cui i produttori non intendano disfarsene, ma reimpiegarli nell’attivita agricola,
rispondono ai criteri, requisiti e condizioni sopraesposti; sono quindi sottoprodotti dell'attivita
agricola e non rifiuti.

| sottoprodotti della vinificazione destinati ad un utilizzo alternativo alla distillazione (artt. 2 e 3 del
DM 27/11/2008) sono le fecce e le vinacce, le quali rappresentano circa il 15% in peso dell’uva
trasformata.

Il volume minimo di alcool e le caratteristiche dei sottoprodotti (sia quelli destinati alla distillazione
che quelli ritirati sotto controllo per usi alternativi), in applicazione dell’art.21, comma 1, del
Reg.(CE) n. 555/08, sono quelli previsti dall’art. 4 del D.M. 27/11/2008, e precisamente:

a) vinacce: 2,8 litri di alcool anidro (effettivo e potenziale) per 100 kg;

b) fecce di vino: 4 litri di alcool anidro per 100 kg, 45% di umidita.

La mancanza del requisito relativo al contenuto in alcool nei sottoprodotti, costituisce violazione
riconducibile alle previsioni di cui all’art.1, comma 5, del D. L.gs n. 260/2000 che, tra I’altro, sanziona
la sovrappressione delle uve e la pressatura delle fecce
(https://www.regione.sardegna.it/documenti/l_38 20091214125402.pdf).

1.5.2 Gli usi alternativi alla distillazione dei sottoprodotti di vinificazione

Il decreto 18/12/2008 del capo dipartimento delle politiche europee e internazionali del MIPAAF,
prevede che le fecce e le vinacce non consegnate ai distillatori possano essere utilizzate per fini
energetici o come fertilizzante compattato, o per gli altri usi consentiti dall’art. 5 del D.M.
27/11/2008, rispettandone le relative prescrizioni.

Per scarti di produzione differenti ai precedenti gli usi alternativi consentiti (Art. 5 Decreto MIPAAF

del 27 novembre 2008), regolamentati a livello regionale, sono:
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- spandimento diretto sui terreni per utilizzo agronomico;

- compostaggio e successivo utilizzo agronomico;

- utilizzo energetico come biomassa tramite conferimento ad impianto di biogas o di combustione;

- uso farmaceutico e/o cosmetico;

- uso alimentare, estrazione di enocianina;

- uso zootecnico, nella preparazione di mangimi.

Tali usi alternativi, in particolare I’utilizzo agronomico, sono condizionati dalla composizione dei
sottoprodotti (vinacce con o0 senza raspi): la quantita di vinacce distribuite non deve superare 3000
kg/ha con un apporto massimo di azoto pari a 50 kg/ha (quantita che deve essere tenuta presente

secondo la direttiva nitrati).

1.5.3 Cenni normativi per il riutilizzo delle acque reflue di cantina

Il D. L.gs 152/06, regolamenta il riutilizzo delle acque reflue al fine di limitare il prelievo di quelle
superficiali e sotterranee, ridurre I’impatto degli scarichi sui fiumi e favorire il risparmio idrico.

Nelle regioni dove tale pratica é disciplinata, le acque reflue, provenienti dalle aziende agricole che
esercitano anche attivita di trasformazione e valorizzazione della produzione viticola, possono essere
reimpiegate a fini agronomici, tramite spandimento nel terreno, oppure possono essere utilizzate per
veicolare i prodotti fitosanitari. Infatti I’articolo 44 del Regolamento Regionale 1/2011 “Disposizioni
in materia di utilizzazione agronomica degli effluenti di allevamento e delle acque reflue derivanti da
aziende agricole e piccole aziende agro-alimentari”, al capo 1 stabilisce che “possono essere destinate
all’utilizzazione agronomica le acque reflue di aziende agricole e di aziende agro-alimentari,
lattiero-casearie, vitivinicole e ortofrutticole che ne destinano alla utilizzazione agronomica quantita
non superiori a 4.000 metri cubi all’anno, contenenti sostanze naturali e non pericolose e quantitativi

di azoto non superiori a 1.000 chilogrammi/anno prima della fase di stoccaggio.”

Al capo 4 dello stesso articolo, vengono stabiliti gli esclusi da tali obblighi, ovvero le aziende che
producono quantitativi di acque reflue, non rilevanti dal punto di vista ambientale e che saranno
definiti con provvedimento del Direttore Generale competente
(http://www.imola.cia.it/index.php/servizi-allimpresa-mainmenu-46/fiscale-mainmenu-53/67-

documenti/202-cantine-novita-sugli-scarichi-acque-reflue).

Per poter determinare la quantita delle acque reflue prodotte, é stato convenuto di assumere i seguenti
dati: 5 m® di acque reflue ogni 100 q.li di uva lavorata che aumentano a 7 m® ogni 100 q.li di uva

lavorata per gli imbottigliatori.

27



Le aziende viti-vinicole che sono in possesso di regolare autorizzazione allo scarico ai sensi del D.Lgs

152/2006, sono esentate da tale auto-dichiarazione in quanto gia in regola.

Risulta quindi chiaro che occorre verificare la posizione di tutti i produttori vinicoli, al fine di chiarire
se sono tenuti 0 meno a presentare tale auto-dichiarazione. Dato che il termine di presentazione della

stessa e fissato in 30 giorni a partire dall’inizio della produzione dei reflui.

1.6 Stato dell’arte relativo alla bioraffineria per

scarti vinicoli

La produzione di vino a livello mondiale e di circa 279 milioni di ettolitri (OIV 2015), con il risultato
che della lavorazione di una tonnellata d’uva si generano approssimativamente 0,13 t di vinacce, 0,06
t di feccia, 0,03 t di raspi e 1,65 m?® di acque di scarico (Oliveira e Duarte, 2014).

Lo smaltimento di tali rifiuti senza appropriato trattamento, puo causare un inquinamento ambientale
molto significativo.

Come discusso precedentemente, con la nuova riforma europea (Regolamento CE 479/2008) si ha
I’eliminazione graduale dei sussidi alle distillerie, col fine di favorire la valorizzazione integrata e
sostenibile dei rifiuti da cantina.

Questo approccio consente di ottenere diversi prodotti ad elevato valore aggiunto applicando processi
modulari, con la possibilita di sfruttare un’ampia gamma di composti e minimizzando la generazione
di rifiuti.

In Tabella 3 viene riassunto lo stato dell’arte relativo alle diverse metodologie di valorizzazione dei
sottoprodotti e dei reflui dalle fasi di lavorazione dell’industria vinicola, che saranno poi discussi in

dettaglio nel proseguimento di questo capitolo.
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Residuo

Trattamento

Prodotto

Referenza

Feccia di vinificazione

Feccia di vinificazione

Vinasse

Vinasse

Feccia di vinificazione, vinaccia,
Vinasse, vinaccia

Vinasse

Vinasse

Feccia di vinificazione, graspo,
Vinaccia

Scarti potature

Vinasse

Vinaccia

Vinaccia

Vinaccia

Vinaccia

Vinaccia

Vinaccia

Vinaccia
Fango da reflui di cantina

Fango da reflui di cantina

Fango da reflui di cantina

Nessun trattamento

Estrazione acido tartarico

Trattamento alcali, microonde, fermentazione
Solubilizzazione e precipitazione
Fermentazione indotta da lieviti
Fermentazione

Fermentazione

Fermentazione

Compostaggio

Estrazione

Pre-idrolisi ed estrazione alcalina
Idrolisi, fermentazione emicellulosa
Idrolisi, fermentazione

Idrolisi, fermentazione

Estrazione

Fermentazione

Compostaggio

Compostaggio

Fermentazione
Nessun trattamento

Compostaggio

Co-digestione

Nutriente addizionale per Lactobacillus

Nutriente addizionale per
Debaryomyces hansenii
Acid Lattico

Acido tartarico

Proteine

Agente biocontrollo

Agente biocontrollo

Proteine

Substrato piante

Tannini e collante per legno
Acido Ferulico, Acido p-cumarico
Acido lattico, biosurfattante
Acido lattico, biosurfattante
Bioemulsionante

Polifenoli

Bioetanolo

Substrato piante

Substrato coltivazione funghi

Fonte nutrimento

Adsorbente per decontaminazione metalli

Nutriente per suoli

biogas ed effluente stabilizzato

Bustos et al. (2004)

Salgado et al. (2010)

Liu et al. (2010)

Versari et al. (2001), Rivas et al. (2006), Salgado et al. (2010)
Silva et al. (2011)

Bai et al. (2008), Santos et al. (2008)

Bai et al. (2008), Santos et al. (2008)

Nitayavardhana and Khanal (2010)

Diaz et al. (2002), Nogales et al. (2005), Paradelo et al (2010)
Jiang et atl., 2011

Max et al. (2009, 2010)

Bustos et al. (2004, 2005)

Portilla et al. (2007)

Portilla et al. (2010)

Vatai et al. (2009), Conde et al. (2011), Ping et al. (2011)
Rodriguez et al. (2010)

Diaz et al. (2002), Nogales et al. (2005), Bustamante et al. (2007)

Pardo et al. (2007)

Séanchez et al. (2002)
Villaescusa et al. (2004); Yuan-shen et al. (2004).

Bertran et al. (2003)
Da Ros et al. (2014)

Tabella 3: Stato dell’arte della valorizzazione di co-prodotti e rifiuti provenienti da industrie vinicole.
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1.6.1 Vinasse

Le vinasse sono classificate come reflui provenienti dalla fase di distillazione e composte solitamente
da feccia di vinificazione e graspi.

Tra gli usi riportati in letteratura oltre alla produzione di metanolo e tartrato, compaiono utilizzi come
substrato di fermentazione per la crescita di Trichoderma viride per ottenere un agente di controllo
(Bai et al., 2008).

Liu et al. (2010), hanno utilizzato invece le vinasse come fonte di carbonio per la produzione di acido
L-lattico con Lactobacillus casei mediante idrolisi enzimatica della cellulosa, mentre Bustos et al.
(2004), hanno utilizzato Lactobacillus rhamnosus per la produzione di acido lattico (105,5 g/lI) su un
substrato di glucosio (110 g/l).

Numerosi autori (Santos et al., 2008; Bai et al., 2008) ne hanno invece proposto I’utilizzo per il
controllo fitopatogeno. Un esempio fornito da Santos et al. (2008) spiega come concentrazioni tra il
5 e 7%, sono in grado di inibire totalmente la crescita fungina del Fusarium oxysporum.

Bai et al. (2008) hanno invece usato questo sottoprodotto per ottenere agenti di controllo dopo la

fermentazione con Trichoderma viride.
1.6.2 Feccia di vinificazione

| trattamenti ottenuti nella feccia di vinificazione, riguardano principalmente la valorizzazione, il
recupero e la trasformazione di composti ad alto valore aggiunto.

La feccia é tradizionalmente una materia prima fondamentale per la produzione di etanolo e acido
tartarico (Versari et al., 2001; Braga et al., 2002). Quest’ultimo presenta molte applicazioni in campo
alimentare, poiché & dimostrato essere un ottimo stabilizzante, in sostituzione dell’acido citrico
(Boulton et al., 1995).

Piu recentemente Rivas et al. (2006) hanno ottimizzato un processo integrato per la valorizzazione
della feccia di vinificazione, successivamente migliorato da Salgado et al. (2010), il quale ha
aumentato I’efficienza di estrazione dell’acido tartarico, ottenendo un prodotto piu puro e riducendo
I costi legati all’evaporazione (Rivas et al., 2006).

Salgado et al. (2010) hanno inoltre proposto un processo per la produzione combinata di acido citrico
e xilitolo (33,4 g/L), utilizzando il residuo ottenuto come nutriente supplementare per diverse

fermentazioni.

La feccia pud essere utilizzata per il recupero di prodotti ad alto valore aggiunto, come
sommariamente indicato in Figura 9. Tra questi spiccano i composti fenolici, estraibili mediante

microonde (Perez-Serradilla e Luque de Castro, 2011) o fluidi supercritici (Wu et al., 2009). Infatti
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Barcia et al. (2014) hanno determinato la presenza di composti fenolici a basso peso molecolare

(flavonoli liberi, antocianine, agliconi) aventi proprieta funzionali bioattive.

Ethanol
f Crude enzymes
» Liquid —» Distillation —» A:[cg}ul:;l-ﬁ?e - produced via a-;.:uhd
nutrient rich liquid state fermentation
Wine Lees - i
™  Antioxidants
e SR O Enzymatic lysis

Tartaric acid

Solids
) ) of yeast cells
Residual solids 1

Residual solids 2~
(rich in yeast cells)

|
.

Y
. Larben yource i Bl pulieton Nutrient-rich supplement
Crude glycerol from biodiesel ——= S creniaion -— as substitute for
producers 3 conunercial yeast extract

Figura 9: Analisi dei flussi di processo per la bioraffinazione della feccia.

Vi sono inoltre numerose pubblicazioni circa il recupero di squalene® con estrazione ad ultrasuoni
(Naziri et al., 2012; Naziri et al., 2014), lipidi e acidi grassi, utili come additivi alimentari (Gomez et
al., 2004).

La feccia é stata utilizzata per la produzione di azoto mediante crescita di Debaryomyces hansenii
con xilosio come fonte di carbonio Perez-Bibbins et al. (2013) e poli-3-idrossibutirrato (Dimou et al.,
2015). Questo approccio € una valida alternativa dal punto di vista economico per la produzione di

polimeri, se paragonata alla sintesi di molecole da idrocarburi, come ad esempio il polipropilene.

Un’ulteriore valorizzazione delle fecce potrebbe essere rappresentata anche dalla produzione di
biogas ricco in metano mediante digestione anaerobica. Vi sono infatti numerosi studi che utilizzano
le fecce come co-substrato per la produzione sia di biogas che di digestato biostabilizzato, mediante
co-digestione anaerobica con fanghi di depurazione civile, sia in condizioni mesofile che termofile.
Entrambe le condizioni hanno mostrato rese simili (0,40 m3/ kg CODaggiunto) (Da Ros et al., 2014).
L’uso diretto in agricoltura non risulta invece fattibile, infatti I’elevato contenuto di composti fenolici
causa impatti ambientali negativi al biota bersaglio (Bustamante et al., 2008), come dimostrato anche
dai test di fitotossicita (Morthup et al., 1998).

L E’ un idrocarburo che funge da precursore biochimico degli steroidi e dei triterpeni
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1.6.3 Raspi d’uva e scarti di potature

I raspi delle uve provengono dalla fase diraspatrice e possiedono un elevato tenore di fibre,
principalmente lignina e cellulosa, oltre ad un elevata percentuale di elementi minerali nutritivi come
azoto e potassio. Essi vengono utilizzati soprattutto per il compostaggio (Diaz et al., 2002; Mustin,
1987) e con conseguente spandimento nel suolo (Ferrer et al., 2001). L’uso di compost nei vigneti sta
riscontrando sempre maggior successo a causa della poverta di nutrienti disponibili nel suolo, delle
basse concentrazioni di humus e dell’eccessiva erosione di questi (Balanya et al, 1994; De Bertoldi
et al, 1986).

Il compost cosi ottenuto, puo essere inoltre utilizzato come substrato per la coltivazione di Agaricus
bisporus, la specie di fungo piu utilizzata nella cucina tradizionale (Pardo et al., 2007).

Sanchez et al. (2002) hanno invece utilizzato questo substrato per la fermentazione allo stato solido
con Pleurotus spp per ottenere additivi per mangimi.

Max et al. (2009) hanno proposto un processo di trattamento sequenziale mediante pre-idrolisi e
idrolisi alcalina, per sfruttare la presenza di composti antiossidanti come derivati idrossicinnamici
(principalmente acido ferulico e p-cumarico), nonché acidi idrossibenzoici utilizzabili in campo

alimentare, farmaceutico e cosmetico.
1.6.4 Vinacce

E’ il prodotto ottenuto dalla spremitura dell’uva e viene definita “esausta” se ha subito un tradizionale
processo di distillazione per ottenere etanolo. Come per i raspi questo scarto contiene elevate quantita
di zuccheri emicellulosici, che vengono attualmente impegnati come fonte di carbonio per la
fermentazione di acido lattico, con rese di conversione dello zucchero pari a 0,71 g/g, oltre alla
produzione di bioemulsionanti (Portilla-Rivera et al., 2007; Portilla-Rivera 2010).
Numerosi studi sono stati eseguiti anche per I’estrazione di polifenoli mediante solventi organici e
anidride carbonica supercritica (Vatai et al., 2009; Conde et al., 2011). | polifenoli possono avere
molte applicazioni: i tannini vengono impiegati come collanti per il legno (Ping et al., 2011), mentre
gli antociani sono ampiamente usati come coloranti per I’industria alimentare e come antiossidanti
(Thorngate e Singleton, 1994; Karleskind, 1992).
Gallander e Peng (1980) determinarono inoltre elevate concentrazioni di acido palmitico, stearico,
arachidonico, linoleico e linolenico, i quali possono fungere da precusori per la sintesi di
biosurfattanti.
Alcuni autori (Santos et al., 2008; Bai et al., 2008) hanno proposto I’ utilizzo di vinacce per il controllo
fitopatogeno. Un esempio fornito da Santos et al. (2008) spiega come diluizioni tra il 5 e 7% in mezzo
acquoso sono in grado di inibire totalmente la crescita fungina del Fusarium oxysporum. Bai et al.
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(2008) hanno invece usato la vinaccia per ottenere agenti di controllo dopo la fermentazione di questo

substrato con Trichoderma viride.

Altri autori hanno invece proposto I’uso di vinacce con fecce di vinificazione per ottenere substrati
favorevoli all’accrescimento delle piante (Diaz et al., 2002; Nogales et al., 2005; Bustamante et al.,
2007,2009, 2010; Paradelo et al., 2010).

Paradelo et al. (2010) trovarono che le condizioni ottimali per ottenere un substrato atto alla crescita
delle piante doveva essere composto da un rapporto 1:1 tra vinaccia e feccia, con I’aggiunta di 5 g di
CaCOgz ogni 100 grammi di substrato. In queste condizioni il pH aumenta fino a valori ottimali di 8,
mentre la salinita e la solubilita del carbonio diminuiscono, rendendo cosi il substrato idoneo alla

crescita.

Nogales et al. (2005) hanno inoltre studiato il compostaggio di vinacce ottenuto dalla specie di
lombrico Eisenia Andrei, ottenendo un prodotto finale con un valore agronomico superiore grazie
alla diminuzione del rapporto C:N e della conducibilita, nonché un aumento di composti umici e

contenuti nutritivi.

1.6.5 Fango di depurazione derivante dal trattamento delle acque reflue

Quiesti scarti di lavorazione contengono numerosi elementi nutritivi, tra cui azoto e fosforo. Per questo
prodotto sono tuttavia presenti pochi riferimenti bibliografici in merito ad una loro possibile
valorizzazione.

Come per i fanghi di depurazione civile, il maggiore utilizzo é il compostaggio, in combinazione con
altri substrati di origine vinicola (Bertran et al., 2004). La legislazione permette anche I’uso diretto in
agricoltura se conforme ai limiti (Saviozzi et al., 1997). Ingelmo et al. (1998) hanno invece combinato
fanghi di cantina con rifiuti solidi urbani e fanghi di depurazione per la produzione di substrati,

favorendo la ri-vegetazione di discariche, ottenendo risultati estremamente soddisfacenti.

Il fango é stato utilizzato anche come co-substrato nella co-digestione anaerobica con feccia di
vinificazione sia in condizioni mesofile che termofile, per la produzione di biogas ed effluente bio-
stabilizzato (Da Ros et., 2014).

Altri studi hanno dimostrato un’elevata capacita adsorbente per i metalli pesanti presenti in soluzione
acquosa. L’adsorbimento avviene mediante diversi meccanismi a seconda della specie di metallo e

del tipo di fango (Villaescusa et al., 2004; Yuan-shen et al., 2004).
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2 Obiettivi del lavoro sperimentale

Il lavoro di tesi sperimentale si pone come obiettivo principale quello di redigere un approccio
integrato di bioraffineria per la valorizzazione di scarti di lavorazione agroindustriale, in particolare
per la filiera viti-vinicola.
| substrati di partenza per provare a realizzare un processo produttivo virtuoso, sostenibile ed
economicamente vantaggioso sono: la feccia di vinificazione e il fango disidratato da acque reflue.
Dalla conversione biologica e dalla separazione chimica di alcuni composti (mediante estrazione con
solvente) da suddetti substrati & possibile ottenere:

e Biogas con elevata percentuale di metano;

e Effluente stabilizzato con proprieta ammendanti;

e Specifiche categorie di composti ad alto valore aggiunto.

La prima parte della sperimentazione prevede lo svolgimento di prove in batch per determinare il
tasso di biometanazione potenziale per ogni singolo substrato considerato. Mediante test BMP viene
inoltre stimata la stabilita biologica per il digestato, con lo scopo di valutarne il livello di
stabilizzazione, in base a quanto asserito dalla Direttiva Europea CE 99/31 per un eventuale
conferimento in discarica.

La seconda parte della sperimentazione consiste in una prova in continuo su scala pilota mediante
reattore CSTR a condizioni operative (temperatura, HRT, OLR) definite dal protocollo sperimentale.
Lo scopo consiste nel valutare le rese di produzione di biogas, andando a monitorare i parametri di
stabilita ed i bilanci di massa. Si & inoltre proceduto con la caratterizzazione dell’effluente, anche in

termini di macro nutrienti.

La terza parte del lavoro prevede I’applicazione di un piano analitico per I’estrazione di determinate
categorie di polifenoli da feccia di vinificazione e digestato. Lo scopo di questa sperimentazione ¢ di
valutare quantitativamente e qualitativamente questi composti e capire se possono presentare elevata
incidenza economica in termini di domanda del mercato. Da suddette analisi € inoltre possibile
provare a stimarne il comportamento all’interno del reattore anaerobico, mediante fenomeni di

degradazione o solubilizzazione.

L’ultima parte del lavoro di tesi vede I’utilizzo di un test di fitotossicita sul digestato mediante

I’utilizzo di tre diverse specie target (Lepidium sativum, Sinapis alba e Sorghum saccharatum). Viene
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in particolare determinato I’Indice di Germinazione (IG%), uno dei parametri richiesti all’interno del

D. Lgs 75/2010 per la classificazione di determinati prodotti di origine vegetale ad uso ammendante.
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3 Materiali e metodi

Il lavoro sperimentale per la realizzazione di questa tesi € avvenuto all’interno dell’area di ricerca
scientifica dell’Universita di Ca’ Foscari di VVenezia, presso il depuratore comunale di Treviso.

Le fasi di caratterizzazione dei substrati e lo studio del processo di digestione anaerobica, sono durate
dal 26/5/2015 al 20/10/2015.

Si e infine svolto un periodo della durata di 10 giorni, presso il Dipartimento di Scienze Biologiche,
Geologiche e Ambientali dell’Universita di Bologna, con lo scopo di determinare qualitativamente e

quantitativamente specifiche classi di polifenoli.

3.1 Substrati utilizzati

In questo capitolo verranno dungue descritti i due sottoprodotti utilizzati per lo studio, ovvero il fango
(Waste Activated Sludge, WAS) derivante dal trattamento delle acque di cantina e la feccia di

vinificazione, i quali fungeranno da substrati per il processo di digestione anaerobica.
3.1.1 Feccia

La feccia utilizzata (Figura 10) deriva da un’azienda vinicola situata nel Trevigiano, la quale produce
diverse tipologie di vini sia frizzanti che spumanti D.o.c. e D.o.c.g., tra cui il Prosecco, e vini 1.g.t

bianchi e rossi di qualita.

Figura 10: Campioni di feccia utilizzati durante la sperimentazione.

La produzione di diverse tipologie di vino ci ha consentito di operare con diverse fecce. In Tabella 4
vengono espressi i parametri chimico-fisici in termini di valore medio, valore massimo, valore

minimo, coefficiente di variazione e numero di campioni utilizzati durante la sperimentazione.
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Parametro U.m. Media CV% Max Min n camp
TS gTS/kgTQ 70 20 86 49 12
TVS gTVS/kgTQ 40 36 61 24 12
TVS/TS % 57 20 72 30 12
N-NH4* mgN-NH4"/I 20 31 29 11 9
CODpart mgO2/gTS 706 18 917 506 13
SCOD gO2/Kgww 182 13 232 143 13
TKN gN/kgT$S 27 32 44 18 9
P-PO4* gP/kgTS 6,1 32 9 3 11
Polifenoli solubili mg GAE/I 659 49 1080 181 13
Polifenoli estratti mg GAE/gTS 51 50 10 3 6
COD/TKN mgCOD/mgN 28 24 40 19 9
COD/P-PO4* mgCOD/mgP-PO4* 134 29 185 69 9

Tabella 4: Caratterizzazione della feccia.

Come mostrato in Tabella 4 il contenuto medio in solidi totali e volatili, risulta essere in accordo con
Jasko et al. (2012) con valori rispettivamente di 70 gTS/kg e 40 gTVS/kg ed una percentuale di solidi

volatili media che supera il 55%.

Come illustrato in Tabella 5 il COD totale presenta invece un valore medio di 231 gO2/kg, suddiviso
in una frazione solubile corrispondente al 79% (182 g O-/kgww) €d una particolata equivalente al 21%
del totale (49 g O2/kg).

Parametro u.d.m Media % su COD tot
CODpart a/kg 49 21
CODsol a/kg 182 79
CODtot a/kg 231 100

Tabella 5: Frazionamento del COD all’interno della feccia.

Una percentuale del COD della feccia é dato dalla presenza di composti polifenolici; tra i piu studiati
vi sono: I’acido gallico, I’acido r-cumarico e I’acido gentisico (Borja et al., 1993).

Le concentrazioni di polifenoli nelle fecce caratterizzate presentano valori molto discordanti, questo
dipende principalmente dal tipo di uvaggio e dai processi di lavorazione del vino. 1l valore medio
ottenuto risulta di 659 mgGAE/I, in accordo con Melamane et al., 2007; tuttavia bisogna precisare
come fecce rosse e particolarmente cariche, superino facilmente i 1000 mg GAE/I, mentre quelle
chiare presentano valori fino ad un ordine di grandezza in meno. La percentuale di polifenoli sul COD
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totale risulta essere inferiore allo 0,5%, con una distribuzione media del 29% nella fase solida e del

71% in quella liquida.

La concentrazione media di ammoniaca risulta pari a 29 mgN-NHa4/l, con fluttuazioni stagionali fino
a 60 mgN-NH./l nel periodo estivo, dovute principalmente all’accentuarsi di fenomeni idrolitici
all’interno del barile di stoccaggio.

Il valore medio di TKN e di 27 gN/kgTS, mentre il fosforo totale presenta una concentrazione media
di 6 gP/kgTS; entrambi i valori risultano essere in accordo con Da Ros et al. (2014) e Bustamente et
al. (2007).

3.1.2 Fango

I processi di trattamento utilizzati per ridurre le sostanze inquinanti nei reflui vinicoli si svolgono in
base alle caratteristiche dei composti da trattare e del livello di depurazione che si vuole ottenere,
questo avviene solitamente mediante:

» Separazione di materiali solidi sospesi,

* Rimozione di sostanze disciolte,

» Trasformazione delle sostanze biodegradabili,

» Disinfezione di microorganismi,

In Figura 11 e raffigurata una tipica linea di trattamento per le acque reflue, in funzione della
successione e del livello di depurazione che si vuole ottenere. Le principali fasi possono essere cosi
riassunte:

» Pretrattamenti: consistono in una o piu operazioni fisiche o meccaniche, con lo scopo di
separare elementi che per dimensione o natura renderebbero difficoltoso il funzionamento
dell’impianto. Le operazioni piu diffuse sono la grigliatura, dissabbiatura e la disoleazione;

» Trattamenti primari: avvengono mediante decantazione e hanno lo scopo di eliminare elevate
percentuali di sostanze sedimentabili e parte di quelle in sospensione. Questi portano alla
formazione di un fango detto primario che puo essere trattato in modo separato o insieme al
secondario che si forma durante il processo biologico;

» Trattamenti secondari: consistono nella rimozione delle sostanze biodegradabili disciolte e
alla rimozione dei solidi in forma colloidale, non sedimentabili e quindi non separabili con
trattamenti fisici. In questa fase si ha la formazione di un fango secondario, il quale (assieme
al primario) subira processi di ispessimento, stabilizzazione, condizionamento e

disidratazione;
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» Trattamenti terziari: favoriscono la rimozione o riduzione di elementi patogeni con lo scopo

di incrementare ulteriormente la depurazione;
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Figura 11: Schematizzazione di un impianto di trattamento per le acque reflue.

Il fango utilizzato in questa sperimentazione viene ottenuto mediante trattamento di disidratazione

con filtropressa, come mostrato in Figura 12. Le rese percentuali di secco che si possono ottenere con

questo processo, dipendono dalle caratteristiche iniziali del fango, e mediamente variano dal 16% al
22% (http://www.manualihoepli.it/media/doc/pr453.pdf).

Parametro U.m Media CV% Max Min | ncamp
TS gTS/kgTQ 197 32 300 128 8
TVS gTVS/kgTQ 173 35 273 106 8
TVS/TS % 87 4 91 82 8
CODpart mgO2/gTS 826 16 1007 579 8
TKN gN/kgTS 50 35 75 30 7
P-PO4* gP/kgTS 7 22 8 4 7
COD/TKN mgCOD/mgN 18 35 26 11 7
COD/P- PO+* | mgCOD/mgP-PO.* 128 31 191 81 7

Tabella 6: Caratterizzazione del fango.
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Come illustrato in Tabella 6 il fango presenta valori medi di TS prossimi ai 200 gTS/kg con variazioni
nel corso della sperimentazione dovute alle diverse rese da filtropressatura. Il contenuto di VS e

invece di 173,26 gTVS/kg con rapporto TVS/TS dell’88%.

Figura 12: Campione di fango utilizzato durante la sperimentazione.

Il COD presenta valori medi di 826 mgO./gTS, il TKN ha valore medio 50,5 gN/kgTS (in accordo
con Bertran et al., 2003 e Saviozzi et al., 1994), mentre il fosforo totale ha una concentrazione media
di 6,9 gP/kgTS.

Altro parametro molto importante per I’ottimizzazione del processo anaerobico ¢ il rapporto COD:N;
questo dovrebbe mantenersi all’interno di un range ottimale per garantire la crescita dei
microorganismi e la sintesi di nuove proteine. In questa sperimentazione il rapporto tra COD/TKN

risulta essere di 18 mgCOD/mgN, in accordo con i valori ottenuti da Cavinato et al. (2014).
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3.2 Test in discontinuo (batch test): Biomethane

potential (BMP)

3.2.1 Introduzione a test in discontinuo (batch test)

La determinazione del potenziale di metanazione biologica consente di valutare la degradabilita di
diversi substrati e di ottimizzare il funzionamento di digestori anaerobici in piena scala (Raposo et
al., 2011), oltre a consentire valutazioni della stabilita biologica del digestato al fine di un eventuale

uso agricolo (Fricke et al., 2005).

Nella presente ricerca, I’unita di misura selezionata per esprimere il potenziale di metanazione €
Nm3biogas/gCODaggiunto, COMe suggerito da McCarty (1964), nelle condizioni di temperatura e
pressione standard (STP) a 298.15 °K e 1 atm.
Il potenziale di metanazione teorico (BMPreorico), determinato sulla base della concentrazione di COD,
viene largamente utilizzato per predire la produzione di metano di uno specifico substrato organico.
Dal punto di vista teorico si ha la formazione di 0,350 | di metano alle condizioni standard (STP) per
ogni grammo di COD rimosso (Raposo et al., 2011).
Nonostante il potenziale teorico fornisca solo una base in termini qualitativi per la produzione di
biogas da differenti substrati, alcune pubblicazioni stimano le rese di metano senza procedure
sperimentali, ma solamente sulla base della caratterizzazione chimica dei substrati (Schittenhelm,
2010).
In condizioni reali, la resa effettiva ottenuta in un reattore e sempre inferiore a quella teorica, dovuta
sia alle condizioni intrinseche dell’inoculo, che ad una serie di fattori, quali (Angelidaki et al., 2009):
* Una parte del materiale organico si lega con materiale particolato e frazioni organiche
strutturate, diventando cosi scarsamente biodisponibile;
» Alcuni composti sono scarsamente o0 per niente biodegradabili in condizioni anaerobiche
(lignina, peptidoglicano ecc);
» Una frazione del substrato ¢ sfruttata per il mantenimento e la crescita cellulare, solitamente
una percentuale che va dal 5-15% sul totale del COD rimosso (Jerger e Tsao, 1985; Henze et
al., 1997).
Esistono in letteratura differenti approcci riguardanti il pretrattamento di campioni e inoculi, la
misurazione del biogas e le tecniche di incubazione (Adani et al., 2001; Eleazer et al.,1997; Harries
et al., 2001; Heerenklage e Stegmann ,2001; Owen et al., 1979; Owens et al., 1993).

41


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852412000314#b0080

Durante questa sperimentazione e stato seguito il protocollo del gruppo ABAI (Anaerobic
Biodegradation, Activity and Inhibition), con a capo il Professor Alberto Rozzi (Rozzi e Remigi
2004).

3.2.2 Preparazione del campione

Si sono svolte due differenti sperimentazioni in discontinuo (determinazione della produzione
potenziale dei substrati e residua del digestato da essi derivato), entrambe in multi-batch, utilizzando
bottiglie in vetro da un litro con chiusura ermetica in gomma e corona in alluminio, come mostrato

in Figura 13.
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Figura 13: Bottiglia utilizzata per la determinazione dei BMP.

Per ciascuna sperimentazione é stata effettuata una prova con solo inoculo (bianco) per valutare la
produzione di metano endogena. Ciascun test batch é stato condotto in doppio.

Le prove sono state condotte a 37 °C all’interno di una stufa, mantenendo cosi la biomassa metanigena
alla temperatura ottimale.

In accordo con quanto scritto da Angelidaki et al. (2009) prima della preparazione delle singole
bottiglie si & proceduto con la degassazione dell’inoculo, che ha portato alla rimozione del residuo
organico biodegradabile. Questa procedura si € svolta in stufa a 37°C per la durata di una settimana.
La concentrazione di inoculo dev’essere correlata a quella del substrato (in questo specifico caso in
termini di COD). Questa viene calcolata applicando un semplice rapporto tra substrato e inoculo
(F/M), di circa 0,3, il quale risulta essere uno dei principali parametri che influenza la produzione di
biogas (Neves et al., 2004).

Molti studi hanno infatti riportato che valori di F/M compresi tra 0,3 e 2 favoriscono la produzione

di metano (Raposo et al., 2009).
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Dopo aver dosato inoculo e substrato, si &€ proceduto con I’insufflaggio di azoto per due minuti in
modo da garantire condizioni anaerobiche e rimuovere la CO; residua (Hansen et al., 2004).

Anche la dimensione delle particelle di substrato € un parametro molto importante per la produzione
di biogas e per gli studi sulle cinetiche di produzione (Sanders 2001; Vavilin e Angelidaki 2005).
Diverse pubblicazioni come ad esempio Palmowski e Muller (2000) e Perez-Lopez et al. (2005),
mostrano che la determinazione del potenziale di biometanazione pu0 variare a seconda della
dimensione delle particelle di substrato (Pabon-Pereiraetal., 2009). L’omogeneizzazione della feccia
e avvenuta mediante mescolamento, mentre per il fango si & operato manualmente, sminuzzando le

frazioni piu grossolane.
3.2.3 Protocollo sperimentale

Di seguito verranno analizzate dal punto di vista del set-up sperimentale le due diverse

sperimentazioni.

3.2.3.1 Produzione potenziale dei substrati

La prima sperimentazione pone come obiettivo principale, la determinazione del potenziale di
metanazione da fango e feccia tal quali. La produzione di biogas da feccia filtrata (quindi derivante
da frazione solubile) ha invece permesso di stimare quale sia il contributo in termini di produzione di
metano della frazione liquida e solida della feccia.
La prima sperimentazione ha previsto I’utilizzo dei seguenti substrati:

» Fango disidratato;

» Feccia di vinificazione tal quale;

» Frazione solubile della feccia di vinificazione, ottenuta previa filtrazione a 0,45 pm.
In Tabella 7 sono riassunte le quantita di inoculo e substrato aggiunte ed i rapporti F/M considerati

durante la sperimentazione

U.m Inoculo Fango Feccia tal quale |Feccia filtrata
COD aggiunto g 4,89 1,47 147 1,47
V aggiunto ml 500 3 4 4
FIM 0,09 0,18 0,14

Tabella 7: Quantitativi di inoculo e substrati per questa sperimentazione.
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3.2.3.2 Stabilita biologica dell’effluente

La seconda prova prevede I’uso dell’effluente dalla digestione anaerobica di fango e feccia, con lo
scopo di valutare il grado di stabilizzazione e maturazione del digestato alle condizioni operative del
processo.

In Tabella 8 sono riassunte le quantita di inoculo e substrato aggiunte, con relativo F/M.

U.m Inoculo | Substrato
COD aggiunto g 10,58 3,17
V aggiunto ml 500 188
FIM 0,3

Tabella 8: Quantitativi di inoculo e substrati per questa sperimentazione.

3.2.4 Monitoraggio del processo

Le bottiglie sono state agitate manualmente una volta al giorno, per cinque giorni alla settimana, per
favorire il contatto tra microorganismi e substrati e per garantire condizioni di omogeneita all’interno
del sistema (Angelidaki et al., 2009).

Il volume di biogas nello spazio di testa della bottiglia e stato misurato regolarmente durante il periodo
di incubazione. Nella prima settimana le misurazioni sono state effettuate giornalmente, mentre nelle
settimane successive la frequenza si e ridotta a due per settimana, ed infine, nelle ultime due
settimane, la frequenza e stata di una misura ogni sette giorni.

Il quantitativo di biogas prodotto, € stato misurato con metodo volumetrico (come mostrato in Figura
14); il principio del metodo si basa sulla proporzionalita diretta che si ha tra produzione di biogas e il
volume di liquido (a pressione atmosferica) spostato all’interno di un cilindro graduato.

Il liquido € una soluzione di acqua e acido solforico a pH 2, in modo da evitare la solubilizzazione
della COa.

Questo gradiente (espresso in ml) corrisponde al volume di biogas prodotto all’interno del campione.
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Figura 14: Determinazione della produzione di biogas mediante metodo volumetrico.

Il prelievo del biogas per le analisi di caratterizzazione é avvenuto con microsiringa dotata di valvola
di chiusura, mediante prelievo di 0,2 ml di volume direttamente dallo spazio di testa tramite foratura

del setto in gomma. La composizione del biogas é stata determinata per via gascomatografica (vedi

sezione 3.4).

Da queste informazioni € possibile dunque calcolare:
Vsubstrato&inoculo — Vbianco
g CODaggiunto

SGP =

Vsubstrato&inoculo — Vbianco
g CODaggiunto

SMP =

Dove:
SGP e SMP sono espressi come volume in litri normalizzato prodotto per grammo di CODaggiunto

V substrato&inoculo Fappresenta il volume di biogas prodotto nella bottiglia inoculo + substrato

V inoculo rappresenta il volume di biogas prodotto nella bottiglia “bianco”
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I risultati di ogni prova corrispondono alla misura media ottenuta dalle due repliche per ogni singolo

campione oggetto di studio.

Dai valori di SGP e di produzione, é stato possibile costruire delle curve cumulative (Figura 15) dove
nell’asse delle ascisse é riportato il tempo di analisi, mentre nell’asse delle ordinate la produzione
cumulativa di biogas e biometano. Solitamente le curve sono di tipo logistico, dove I’asintoto
orizzontale rappresenta la produzione di biogas massima per grammo di COD o VS.

Net cumulative Bio-Methane Production
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Figura 15: Curve cumulative di produzioni nette di metano ottenute da test BMP.
Foto concessa da http://www.mdpi.com/2071-1050/6/12/8348/htm

La pendenza della curva, rappresenta invece il tasso di bio-metanazione ad ogni specifico istante.

E’ inoltre possibile suddividere le curve in tre fasce principali (iniziale, intermedia e finale); la prima
di queste e facilmente distinguibile dal piu alto tasso di biometanazione che decresce
progressivamente durante la fase intermedia fino ad arrivare a plateau in quella finale.

Le analisi si sono protratte fino all’osservazione di una produzione di biogas giornaliera trascurabile
rispetto alla produzione totale (inferiore al 5%). Cio si e verificato in un arco di tempo prossimo ai
30-40 giorni.

Da questi grafici & inoltre possibile ricavare la velocita di idrolisi del substrato, che corrisponde alla
prima parte della curva. Si puo definire la costante di idrolisi kn mediante cinetica di primo ordine

come enunciato da Angelidaki et al., 2009:

ds _
E—-kh.s

dove S & il substrato biodegradabile, t il tempo e kn la costante di idrolisi (d™).
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Se si effettua la separazione delle variabili e si procede con I’integrazione, si ottiene la seguente

equazione:
Boo—B

In = -kh S

dove B ¢ il valore della massima produzione di metano, mentre B é la produzione ad un dato tempo
t e la costante di idrolisi kn rappresenta il coefficiente angolare della retta ottenuta. Questo valore ¢
caratteristico per un dato substrato e il suo reciproco rappresenta il tempo necessario per idrolizzare

la materia organica (Angelidaki et al., 2009).
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3.3 Test in continuo

3.3.1 Apparato strumentale

Il test in continuo e stato effettuato in un reattore a miscelazione continua (CSTR) (visibile in Figura
16) con un volume totale di 0,25 m?, corrispondenti a un volume utile di 0,23 m3,

Il reattore é realizzato in acciaio ed &€ miscelato mediante agitatore meccanico ad albero rotante, in
cui sono poste a diverse altezze delle pale, per consentire una efficiente e uniforme miscelazione.
L’albero & posto al centro del reattore e viene mosso da un motore elettrico da 1kw che permette la
rotazione con velocita di 30 giri al minuto.

Il reattore e coibentato esternamente ed il riscaldamento avviene mediante un circuito termoidraulico
che consente il passaggio di acqua calda proveniente da una caldaia. La temperatura di esercizio é
monitorata da una sonda PT-100 formata da una termo-resistenza di forma cilindrica, con una classe
di tolleranza di +/- 0,1°C, che si trova all’interno di una camera, a diretto contatto con il fluido di
processo. Il segnale dato dal passaggio di corrente, viene convertito in temperatura, consentendo
I’accensione o lo spegnimento di una pompa centrifuga che permette il ricircolo dell’acqua calda.
La testa del reattore non risulta essere invece coibentata, pertanto durante il periodo estivo, nella
fascia oraria con massima esposizione solare, si € assistito ad un raggiungimento di temperature
operative maggiori di quelle volute. Per sopperire a questo tipo di problematiche si & deciso di
chiudere la valvola di mandata dell’acqua di riscaldamento, isolando cosi il fluido all’interno delle

serpentine e riducendo lo scambio termico per convezione.

L‘alimentazione del reattore & stata effettuata manualmente in modalita discontinua con cadenza
giornaliera per 5 giorni a settimana, mediante un’apertura posta sulla sommita del reattore e dotata di

imbuto.

Il volume del mezzo all’interno del reattore € mantenuto costante grazie alla fuoriuscita dell’eccesso
di digestato dal troppo pieno. L’effluente viene raccolto all’esterno, in una vasca di raccolta per il
campionamento.

In testa al reattore son presenti due valvole a tre vie che consentono il collegamento, mediante tubi in
plastica a componenti esterni per poter effettuare la determinazione del biogas.

Il gas prodotto viene convogliato dalla testa del reattore ad una guardia idraulica esterna, per poter
mantenere il sistema in leggera pressione, in modo tale da evitare scambi d’aria con I’esterno. Dalla

guardia idraulica il biogas passa un counter posto alla base del reattore.
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Il flusso di gas in entrata provoca una rotazione del tamburo di misurazione, immerso in un liquido
(solitamente acqua o olio a bassa viscosita), che mediante accoppiamento ad un ingranaggio interno,
fornisce una misura cumulativa del volume di biogas prodotto.

Figura 16: Digestore anaerobico CSTR utilizzato durante la sperimentazione.

Per la preparazione dei substrati e stata utilizzata una bilancia elettronica industriale con piattaforma
in acciaio e con incertezza di pesataa +/- 1 g.

Al fine di massimizzare la superficie specifica attaccabile dai microorganismi durante la preparazione
dell’alimentazione, i substrati sono stati miscelati e omogeneizzati mediante blender con lamelle
d’acciaio.

3.3.2 Protocollo sperimentale

Il protocollo sperimentale per il test in continuo si rifa a condizioni sperimentali gia consolidate (Da
Ros et al., 2014) e prevede I’esercizio in condizioni di mesofilia con un HRT di 23 giorni ed un OLR
medio in stato pseudo-stazionario di 3,2 kgCOD/m3d composto da 0,60 kgCOD/ m*d del fango e 2,60
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kgCOD/ m3d della feccia. Considerando il volume del reattore, la portata complessiva & di 10

litri/giorno mediante I’aggiunta di acqua.

In Tabella 9 sono riassunte le condizioni operative per questo tipo di sperimentazione.

Parametro u.d.m Reattore

Volume m3 0,23
T °C 37
HRT D 23

OLR | kgCOD/m3d | 3,2

Tabella 9: Condizioni operative del reattore.

L’intera sperimentazione puo essere suddivisa in due fasce temporali: la fase di start-up iniziale di 45
giorni, con lo scopo di acclimatare la popolazione batterica, lo stato di regime pseudo-stazionario,

della durata di circa 100 giorni, I’equivalente di 4 HRT.
3.3.3 Definizione dei principali parametri di processo

Verra di seguito riassunto il significato di ogni parametro valutato durante il processo di digestione

anaerobica:

e Temperatura
Nella digestione anaerobica, il mantenimento di un certo optimun di temperatura, € uno dei parametri
pitl importanti per la crescita, riproduzione e metabolismo dei microorganismi coinvolti nella fase di

idrolisi e di formazione di metano.

e Tempo di residenza idraulico (HRT)

Viene inteso come tempo di permanenza di un substrato nel digestore (tempo di residenza idraulico
teorico), dato dal rapporto tra il volume utile del digestore (m®) e la portata idraulica di miscela
alimentata (m/g). L’HRT del processo deve essere adeguato per consentire la completa degradazione
del substrato ed é legato al valore di carico volumetrico, in quanto i due parametri risultano

inversamente proporzionali tra loro.
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V reattore (m?3)

T

Dove:
HRT = tempo di residenza idraulico;
Q = portata in ingresso al reattore, (m®/giorno);

V =volume del reattore, (m3);

Le prestazioni di una comunita microbica in un sistema di digestione anaerobica, sono determinate
principalmente dall’HRT (Water Pollution Federation Controllo, 1987). Le reazioni di idrolisi,
fermentazione e metanogenesi sono direttamente correlate a questo parametro, tant’e che esiste un
valore minimo per ogni singola reazione. Se questo valore é inferiore all’lHRT minimo, i batteri non
possono crescere abbastanza rapidamente e il processo di digestione verra cosi interrotto ad una certa
pathway metabolica (WEF, 1998).

e Carico organico (OLR)
Il carico organico indica la quantita di sostanza organica che viene alimentata ogni giorno in un

digestore, riferita al volume unitario. E’ quindi dato dal rapporto trai SV, TS, COD, ecc alimentati al

Q[ﬁ_f' |
g

giorno ed il volume netto del reattore.
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Dove:

OLR = carico organico;

Q = portata influente, (m®/giorno);

S = concentrazione di substrato nella portata influente, (kg/m?3);

V = volume del reattore, (m®);

Nel trattamento anaerobico, il tasso organico volumetrico gioca un ruolo fondamentale. Un processo

sovraccarico € spesso accompagnato da un’eccessiva concentrazione di acetato, il quale inibira
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termodinamicamente la degradazione del propionato e butirrato. Il fenomeno di sovraccarico provoca
pertanto, un aumento della produzione di biogas, seguita da una diminuzione progressiva dovuta

all’accumulo di VFA.

e Velocita di produzione del biogas (GPR)
La velocita di produzione del biogas, viene definita come la portata di biogas ottenuto in funzione al

volume del reattore e al tempo.
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dove:

GPR= velocita di produzione del biogas;
Qbiogas= portata di biogas prodotto, (m3/giorno);
V= volume del reattore, (m®);

e Produzione specifica di gas (SGP)

Considerato I’effetto che la stabilita del processo ha sulla produzione di biogas, la produzione
specifica di biogas € il primo e piu comune parametro utilizzato per il monitoraggio ed il controllo
del processo (Ahring, 2003). Questo parametro indica la quantita di biogas prodotta per quantita di
sostanza organica immessa nel reattore e viene molto utilizzato per definire le rese dei processi

anaerobici, oltre ad essere strettamente correlato alla degradabilita del substrato.
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Dove:

SGP = produzione specifica di biogas;

Quiogas = portata di biogas prodotto, (m*/giorno);

Q= portata influente, (m*/giorno);

C= concentrazione di substrato nella portata influente, (kg SV/m?);
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e Efficienza di rimozione del substrato

Durante un processo di digestione anaerobica vi sono diversi parametri utilizzati per esprimere
I’efficienza di rimozione (in riferimento a Carbonio, Azoto e Fosforo totale). Per vedere quelli
utilizzati in questa sperimentazione si faccia riferimento alla sezione 4.2.3.

L’equazione utilizzata per la conversione del substrato in biogas viene espressa in termini di
percentuale:

(@xS)(Q*Se)

o4 =
0% ovs

Dove:

n, percentuale di COD rimosso;

Q, portata influente ed effluente, (m*/giorno);

S, concentrazione di COD nella portata influente, (kg/m®);

Se, concentrazione di COD nella portata effluente calcolata come differenza tra la massa entrante ed

il biogas prodotto (flussi di pit facile quantificazione), (kg/m®);
3.3.4 Definizione del piano di monitoraggio del sistema

Le performance di processo sono state seguite giornalmente mediante quantificazione del biogas
prodotto. Tale misurazione e stata effettuata durante tutto il corso dell’esercitazione mediante
contatore volumetrico da 1 litro (Ritter Company, drum-type wet-test volumetric gas meter).

La produzione di gas giornaliera (Gas Production) corrisponde alla differenza tra la produzione

indicata dallo strumento e quella del giorno precedente, come mostrato nella seguente equazione:

GP= n° giri giorno x — n°giri giorno x-1= | biogas/giorno = m® biogas/giorno

Come gia spiegato pocanzi, I’alimentazione é stata eseguita solo nei giorni feriali, pertanto il volume
di biogas misurato di lunedi corrispondere alla sommatoria di quanto prodotto durante tutto il fine
settimana. La separazione di queste produzioni (in termini di volumi) ¢ avvenuta considerando le
cinetiche di produzione giornaliere ottenute e memorizzate dal supporto LabVIEW (Figura 17)

all’interno del software on line myRI0.
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Figura 17: Interfaccia del sistema LabVIEW.

Non si e tenuto conto della produzione giornaliera di biogas in particolari momenti di criticita,
soprattutto di natura climatica, a causa della difficolta del sistema di mantenere le condizioni mesofile
prestabilite, o in giornate in cui per motivi tecnici e operativi (stacchi di corrente, temporanea assenza
di substrati) si e dovuto sospendere I’alimentazione del reattore.

Per quanto concerne le analisi di laboratorio, queste sono state svolte con la frequenza mostrate in
Tabella 10. | parametri di stabilita sono stati svolti mediamente due volte a settimana, mentre il
contenuto di solidi totali, solidi volatili e conseguenti analisi su residuo secco, sono state svolte

mediamente una volta a settimana.
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Parametri di stabilita U.d.M Frequenza

pH due a settimana
Alcalinita mgCaCOsl/l due a settimana
Ammoniaca mgN-NH4* due a settimana

Analisi di caratterizzazione

Conducibilita mS/cm due a settimana
Solidi totali e volatili (TS e TVS) 9/kQuw uno a settimana
Domanda di ossigeno disciolto (COD) mgCOD/kg uno a settimana
COD solubile (sCOD) gCOD/kg due a settimana
Azoto totale di Kjeldal (TKN) mgN/kg uno a settimana
Fosforo totale mgP-PO4%/kg uno a settimana
Polifenoli solubili mgGAE/I uno a settimana
Polifenoli insolubili mgGAE/I uno a settimana

Rese di produzione

Produzione specifica di gas (SGP) m3biogas/kgd giornalmente

Composizione del gas % uno a settimana

Tabella 10: Piano di monitoraggio delle analisi in campo e laboratorio.

3.3.5 Monitoraggio della stabilita del processo di digestione anaerobica

La digestione anaerobica € intesa come un processo biochimico complesso, e come tale, risulta affetto
da numerosi fattori, alcuni dei quali sono indicatori della stabilita del processo. | seguenti parametri

analizzati e discussi, possono pertanto indicare I’andamento e I’efficienza del processo.

e pH

Il sistema di digestione anaerobica e limitato ad un intervallo di pH relativamente ristretto. Valori
esterni al range tra 6,0 a 8,5 possono portare ad uno squilibrio del sistema. Nella maggior parte dei
digestori anaerobici, la condizione ottimale viene considerata con valori di pH tra 6,8-7,2. (Water
Pollution Control Federation, 1987).

Il pH é stato misurato nel surnatante, mediante pH-metro con elettrodo di vetro,

precedentemente tarato con soluzioni tampone commerciali a pH 7.02 e 4.00.

e Alcalinita

L’alcalinita & la capacita di un sistema di neutralizzare gli ioni H" e corrisponde alla sommatoria delle
basi titolabili con un acido forte. Essa rappresenta principalmente le specie di bicarbonati, carbonati
e ioni idrossido nei relativi equilibri, in funzione del pH e viene espressa come mgCaCOs/l.
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A causa dell’elevata frazione di CO2 nel biogas, una parte di questa, tende a solubilizzarsi e formare
acido carbonico, il quale contribuisce a consumare alcalinita (Water Pollution Control Federation,
1987); e pertanto necessaria un’alcalinita totale di 2000-2500 mgCaCQzs/I per mantenere il pH a
condizioni ottimali.

L alcalinita, consente di tamponare I’ eventuale acidificazione dovuta alla formazione di acidi grassi
volatili e di acidi organici; di conseguenza, puo rappresentare un parametro che caratterizza la
capacita di carico dell’intero processo biologico. Infatti, un aumento del carico organico che
determina un incremento della capacita idrolitica ed acidificante del sistema, pud portare ad uno
sbilanciamento della popolazione batterica a favore della componente acidogenica (in seguito
all’aumento della concentrazione di VFA) a discapito di quella metanigena. L’alcalinita totale (TA),
viene misurata mediante titolazione con acido cloridrico a concentrazione 0,1 N, fino a un valore di
4,0. A questo valore di pH piu del 99% dei bicarbonati sono stati convertiti a biossido di carbonio
(http://www.tdx.cat/bitstream/handle/10803/5323/ifm1del.pdf;jsessionid=FD10EFB1572491FCBD
1AEC44D4A0869A.tdx1?sequence=1). Questa misurazione non viene tuttavia considerata molto
rilevante per valutare una possibile fase di instabilita di processo, poiché un aumento della
concentrazione di VFA favorisce una diminuzione della concentrazione di bicarbonati, mantenendo
una TA circa costante.

Si rileva dunque I’alcalinita parziale (PA) a pH 6,0 ottenendo cosi, un miglior indicatore sul
cambiamento della concentrazione delle specie bicarbonato.

La misura di PA pu0 pertanto fornire una stima indiretta dell’accumulo di VFA all’interno del

reattore, garantendo cosi, il monitoraggio della stabilita (Bjornsson et al., 2001).

e Ammoniaca

Nella digestione anaerobica, I’ammoniaca deriva dalla componente azotata solubile gia presente
nell’influente, dalla degradazione di proteine e altri composti come I’urea.

Questa, puo determinare effetti di tossicita sui microorganismi, cosi come concentrazioni totali di
ammonio e ammoniaca, possono inibire la fermentazione se superiori a 3000 mg/l, come riportato da
Kroeker et al. (1979), Chamy et al. (1998); Gallert et al. (1997) e Gallert et al. (1998).

La determinazione dell’azoto ammoniacale e stato eseguita mediante sonda di ammoniaca a semicella

solida prodotta dalla Thermo Scientific Orion 9512.
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E’ stato inoltre possibile calcolare il contenuto di FAN (Free-Ammonia Nitrogen), sulla base

dell’equazione proposta da Emerson et al., 1975:

K.= 0,09108+ o2t
PR T ()
Dove T & la temperatura di esercizio (310°K) e pKa € la costante di dissociazione acida
dell’ammoniaca.

Si ottiene quindi che I’ammoniaca libera corrisponde a:

FAN= TAN

e Anidride solforosa

La tossicita dell’anidride solforosa prodotta dalla riduzione microbica, é ritenuto come un fattore di
primaria importanza per questo tipo di processo (Cappenberg, 1974; Kroiss e Wabnegg, 1983;
Lawrence, 1966; Speece e Parkin, 1983).

Viene prodotta dalla degradazione di materiale proteico e inibisce I’attivita microbica gia a
concentrazioni di 2000 ppm nel gas (Vos e Gray 1979).

Oltre alla sua elevata tossicita sul processo di digestione anaerobica, questo rappresenta una minaccia
anche a livello componentistico, a causa dell’elevata capacita corrosiva per i materiali ferrosi quali
valvole, contatori e bruciatori delle unita CHP, oltre a favorire la sedimentazione di elementi in tracce
nel fermentatore. La determinazione avviene anch’essa mediante misuratore portatile Geotech

GA2000 Plus Infrared Gas Analyser.
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3.4 Metodologie analitiche

Le metodologie analitiche adottate durante I’esperienza di laboratorio e di seguito descritte, sono state
eseguite in accordo agli Standard Methods (APHA-AWWA-WEF, 1998).

3.4.1 Preparazione dei campioni

Solidi Totali, Solidi Volatili e conducibilita sono stati determinati da substrati ed effluenti tal quali.
Le analisi potenziometriche (pH, ammoniaca e alcalinitd) sono state invece determinate sul
surnatante, ottenuto dalla centrifugazione di un campione (Hettich ROTOFIX 32) a 4000 giri per 6
minuti.

Le analisi sulla componente solubile (SCOD e polifenoli totali solubili) sono state invece effettuate
nella componente filtrata con filtro Whatman™ di cellulosa a fascia nera (0.45 um) del surnatante
precedentemente preparato.

Le analisi condotte sui solidi e sulla composizione del biogas verranno, espletate di seguito.

e Contenuto in solidi (Solidi Totali e Solidi Volatili)
I Solidi Totali (o materiale secco) (TS, gTS/kgww) corrispondono alla frazione rimanente dopo
I’evaporazione dell’acqua di un campione posto a 105 °C per 48 ore. Questo rappresenta un primo

indicatore di carico del digestore, anche se non ne definisce il contenuto organico.

I Solidi Volatili (o materiale organico) (TVS, gTVS/kgww) corrispondono alla perdita di massa
causata dell’incenerimento di un campione (precedentemente essiccato a 105 °C) a 550 °C per 24 ore
in muffola. Rappresentano una frazione dei TS, costituita prevalentemente dalla sostanza organica e
sono il vero indicatore della massa biodegradabile del substrato. Le ceneri rimanenti, costituiscono il

carbonio minerale e composti inorganici.

¢ Richiesta chimica di ossigeno (COD)

La domanda chimica di ossigeno (COD) (mgO2/kgww) € la quantita di ossigeno necessaria per la
completa ossidazione dei composti organici e inorganici presenti nel campione.

Il metodo prevede che tutto il materiale organico e inorganico venga ossidato da un ossidante forte
(bicromato di potassio), previa opportuna digestione con acido solforico, solfato di mercurio e solfato

d’argento, quest’ultimo utilizzato come catalizzatore per la reazione.
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La retro-titolazione del bicromato di potassio in eccesso, con ferro (II) ammonio solfato (FAS),
consente di stabilire la quantita di bicromato consumato, che e proporzionale alla quantita di composti

organici e inorganici ossidati.

e Azoto totale di Kjeldahl

L’ azoto totale di Kjeldahl (TKN) (mgN/gTS) rappresenta la somma dell’azoto organico all’interno
di un campione precedentemente essiccato.

Il metodo, si basa su una preliminare trasformazione di tutti i composti dell'azoto organico (-NH.) in
solfato d’ammonio ((NH4)2S0.), mediante una digestione acida a 370°C con acido solforico, solfato
di potassio come coadiuvante per alzare il punto di ebollizione dell’acido solforico, ed ossido di
mercurio come catalizzatore. In seguito il campione viene distillato in corrente di vapore, dopo aver
neutralizzato I’eccesso di acido solforico con idrossido di sodio e I’'ammonio liberato, viene catturato
da una soluzione di acido borico. Viene quindi determinata per via spettrofotometrica la

concentrazione di azoto ammoniacale mediante reattivo di Nessler.

e Fosforo totale

La determinazione del fosforo totale (gP-PO4*>/kgTS), prevede una preliminare trasformazione dei
composti in ortofosfato, mediante attacco ossidante con soluzione nitrico-perclorica e con acido
solforico.

Gli ioni fosfato, vengono quindi fatti reagire con il molibdato d’ammonio in ambiente acido che in
presenza del catalizzatore antimonil tartrato forma un complesso fosfomolibdico che viene ridotto
dall’acido ascorbico con formazione del blu di molibdeno, intensamente colorato, misurato per via

spettrofotometrica a 710 nm.

e Produzione e composizione di Biogas

Per i test in discontinuo la composizione del biogas € stata determinata mediante gascromatografo
GC 6890N Agilent Tecnologies, il quale utilizza argon come carrier, ed una temperatura di esercizio
del forno di 40 °C. Il gas viene prelevato con microsiringa e iniettato in un iniettore split-less per poi
fluire verso una colonna HP-PLOT-MOLESIEVE (30 x 0,53 mm ID x 25 um film), e giungere infine
ad un rilevatore di conducibilita termica (TCD) mantenuto a 220 °C. Il risultato € un cromatogramma,
che consiste in una serie di picchi che rappresentano I’eluizione dei singoli analiti, separati dal
processo cromatografico. Da queste informazioni € possibile determinare la composizione del biogas
sia qualitativamente (mediante diversi tempi di ritenzione dei singoli composti) che

quantitativamente, mediante confronto tra le aree dei picchi.
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La calibrazione del gascromatografo, € effettuata utilizzando idrogeno al 100% (ottenuto da idrolisi),
0ssigeno e azoto (provenienti da un campione d’aria) e una miscela di metano e biossido di carbonio

con rapporto 60:40.

e Quantificazione dei polifenoli totali

I polifenoli nella feccia e nel digestato, sono determinati per via spettrofotometrica, previa reazione
con il reattivo di Folin-Ciocalteu. I polifenoli, in ambiente alcalino, riducono la miscela di acido
fototungstico e di acido fosfomolibdico, costituente il reattivo di Folin—Ciocalteu, in una miscela
di ossidi di tungsteno e di molibdeno avente una colorazione blu. La lettura di questo campione
avviene mediante spettrofotometro, alla lunghezza d’onda di 750nm.

La calibrazione viene effettuata con concentrazioni note di acido gallico, composto di riferimento,
pertanto la concentrazione totale e espressa come mg equivalenti di acido gallico per litro (mgGAE/I).
Si & inoltre proceduto con la determinazione dei polifenoli su matrice solida, mediante essicamento a
40 °C del residuo solido, ottenuto da centrifugazione. Il campione cosi disidratato, é stato estratto con
soluzione di metanolo-acqua (80:20) per 24 ore alla temperatura di 40 °C e analizzato per via

spettrofotometrica mediante reattivo di Folin-Ciocalteu.

e Caratterizzazione dei polifenoli con HPLC
I composti fenolici comprendono una larga varieta di composti chimici. Questi possono essere
classificati in diversi modi, ma il sistema piu utilizzato e stato definito da Harborne e Simmonds

(1964) che li suddivisero in base al numero di carboni all’interno della molecola (Tabella 11).

Struttura Classe
C6-C1 Acidi fenolici
C6-C3 Acidi cinnamici
Ci15 Flavoni
C6-C2-C6 Stilbeni

Tabella 11: Classificazione dei polifenoli secondo Harborne e Simmonds
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I polifenoli oggetto di studio in questa sperimentazione ricadono all’interno delle seguenti categorie:

e Acidi fenolici o idrossibenzoici e aldeidi
Sono caratterizzati da un anello benzenico con almeno un gruppo ossidrilico e un gruppo carbossilico,

come mostrato in Figura 18 e riassunti in Tabella 12.

R2 R1
O
R3

OH
R4

Figura 18: Struttura base degli acidi fenolici

Gruppo sostituente
R1 R2 R3 R4
H OH | OH
OCHsz| OH H
OH | OH | OH
OCHs| OH |OCHa

Composto

Acido Protocatecuico

Acido Vanillico
Acido Gallico

I I I =T

Acido Siringico

Tabella 12: Classificazione degli acidi fenolici per questa sperimentazione

A questo gruppo appartiene anche la Vanillina che ha un gruppo aldeidico al posto del carbossilico.

e Acidi cinnamici
Sono derivati dell’acido cinnamico, la cui struttura di base & mostrata in Figura 20, mentre in Tabella

13 sono elencati principali polifenoli di questo gruppo. Tra questi vi € anche I’acido clorogenico che

rappresenta I’estere dell’acido caffeico con I’acido quinico.
OH
R NP
0
R:
R

Figura 19: Struttura base degli acidi cinnamici

61


https://it.wikipedia.org/wiki/Gruppo_ossidrilico
https://it.wikipedia.org/wiki/Gruppo_carbossilico

Gruppo sostituente
Composto
R1 R2 R3
Acido Cinnamico H H H
Acido Caffeico OH OH H
Acido Cumarico H OH H
Acido Sinaptico OCHsz | OH | OCHjs

Tabella 13: Struttura base degli acidi cinnamici
e Flavonoidi
La struttura generale dei flavonoidi é costituita da uno scheletro di difenilpropano, ossia due anelli
benzenici (indicati come A e B, vedi Figura 20) collegati da una catena di tre atomi di carbonio che

forma un anello piranico (anello eterociclico contenente 0ssigeno)

Figura 20: Struttura base dei flavonoidi

a) Flavonoli
I flavonoli rispetto ai flavoni presentano un gruppo ossidrilico in posizione 3 dell’anello C, che puo

essere anche glicosilato. Tra i flavoni piu studiati ci sono il kaenforolo, la quecitina e la miricetina

b) Flavanoni
I flavanoni, anche detti diidroflavoni, hanno I’anello C saturo; quindi, a differenza dei flavoni,
mancano del doppio legame tra le posizione 2 e 3 e questa € I’unica differenza strutturale tra i due

sottogruppi di flavonoidi. Tra questi vi € la naringenina e la rutina che e un glicoside flavonoico.

¢) Flavanoli
I flavanoli sono detti anche flavan-3-oli poiché il gruppo ossidrilico e quasi sempre legato in posizione
3 dell’anello C; vengono comunemente chiamati catechine. A questa categoria appartengono

I’epigallo catechina, I’epicatechina, I’epigallo catechina gallata, e I’epicatechina gallata.
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o Stilbeni
Lo stilbene e una classe di composti fenolici che presenta struttura C6-C2-C6 (come mostrato in
Figura 21)

Figura 21: Struttura base dei stilbeni

I composti di maggiore interesse sono il cis e trans-piceide il cis e trans-resveratrolo, nonché

numerosi derivati di questi come il cis-resveratroloside, trans-resveratroloside ed il piceatannolo.

Per la caratterizzazione dei polifenoli si & usata, come metodica di riferimento proposta da Ferri et al.
(2009).

Per la determinazione dei polifenoli nella frazione solida si €& inizialmente proceduto con la
centrifugazione del campione per 5 minuti a 5000 giri. L estrazione é avvenuta con 5 ml di metanolo
al 95% su 0,5 grammi di campione in agitazione al buio per una notte. Il campione é stato
successivamente filtrato con apparato Millipore su filtri Whatman® GF/B e raccolto in eppendolf.
Si & proceduto poi con I’evaporazione del metanolo in SpeedVac a 45°C fino alla riduzione del

volume a 0,5 ml, per consentire ai polifenoli di restare trattenuti nella colonna Strata™-X.

Per il campioni in fase liquida, e stato sufficiente prelevare 5 ml di campione, centrifugarli e filtrarli

come descritto precedentemente.

Sia I’estratto della frazione solida che liquida, sono passati all’interno di una colonna Strata™-X ed
i polifenoli sono stati eluiti con 1,8 ml di metanolo al 100%.

Prima dell’iniezione diretta al cromatografo si & proceduto con la rimozione del metanolo dal
campione mediante SpeedVac e successiva risospensione in 200 microlitri con acetonitrile e acido
acetico.

Il campione viene iniettato in un loop da 200 um e convogliato, prima in una precolonna
SecurityGuard Ea e poi in una colonna Gemimi c18, con particelle da 5 um per 4,6 mm mantenuta a

40°C da un forno termostatato.
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Il principio di separazione avviene per fase inversa (la fase stazionaria é apolare, mentre quella mobile
e polare). Gli eluenti utilizzati sono acetonitrile puro e acqua per HPLC con lo 0,2% di acido acetico
ed operano con eluizione a gradiente, in cui le concentrazioni di acetonitrile aumentano non
linearmente dal 9% fino al 100%, mediante due pompe da 1ml/min.

Il rilevatore usato ¢ a fotodiodi DAD ed in questo caso il detector esegue uno spettro UV dei composti
in uscita dalla colonna. Questo puo essere impiegato per analisi qualitative o quantitative: nel primo
caso si registra tutto lo spettro della sostanza da determinare, mentre nel secondo si seleziona solo
una singola lunghezza d’onda, corrispondente al massimo assorbimento dell’analita. Sono state
utilizzate le seguenti lunghezze d’onda: 270, 323, 285, 305, 365 per definire le diverse categorie di
polifenoli. In Tabella 14 vengono raggruppati tutti i polifenoli determinati in base alla lunghezza

d’onda in cui si verifica I’assorbimento.
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Lunghezza d’onda tipo di polifenolo Sigla
Acido gallico AGAL
Epigallo catechina EGC
Catechina CAT
Acido siringico ASIR
270 Epigallo catechina gallata EGCG
Acido protocatecuico APROC
Acido vanillico AVAN
Epicatechina EC
Vanillina VAN
Acido cinnamico ACIN
Cis-piceide cPIC
Cis-resveratrolo CRESV
Cis-resveratroloside cRDE
285 Naringe_nin_a NAR
Trans-piceide tPIC
Acido cumarico ACUM
Trans-resveratroloside tRDE
Trans-resveratrolo tRESV
Acido clorogenico ACLOR
323 Acido sinapico ASIN
Piceatannolo PICEAT
Acido caffeico ACAF
Rutina RUT
365 Miriceti_na MIR
Quercetina QUERC
Kaenferolo KAE

Tabella 14: Elenco dei polifenoli determinati con relativa abbreviazione e lunghezza d’onda

La calibrazione dello strumento e avvenuta con campioni puri forniti da Sigma-Aldrich.
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3.5 Test di fitotossicita

| test di fitotossicita sono stati condotti al fine di valutare la tossicita potenziale di campioni di
digestato, provenienti dal processo di co-digestione anaerobica studiato. La tossicita é stata misurata
come inibizione della germinazione, dell’allungamento della plantula e della produzione di biomassa
rispetto ai controlli negativi (bianco). Le prove sono state condotte su un digestato con caratteristiche
tali da rispecchiare i valori medi del periodo per i vari periodi resi in considerazione, come riportato
in Tabella 15.

Parametro u.d.m Digestato
TS gTS/kgTQ 22,1
TVS gTVS/kgTQ 12,4
TVSITS % 55
pH 7,7
Conducibilita mS/cm 5,7
PA mgCaCOs/l 1525
TA mgCaCOsl/l 2300
N-NH4* mg/I 640
CODpart mgO./gTS 653
sCOD g02/kgTQ 0,34
TKN mgN/gTS 40,7
P-POs* mgP/gTS 8,8
Polifenoli mgGAE/I 33

Tabella 15: Caratterizzazione del digestato destinato all’esecuzione dei test di fitotossicita

Quiattro diluizioni di digestato in acqua ultrapura (acqua MillQ, Millipore, Milano, Italia) sono state
testate (5, 10, 25, 50%) in modo da poter costruire un’eventuale curva di diluizione- risposta.

Il test & stato eseguito in base a quanto definito da Beltrami et al. (1999) e OECD, (2006). La
sperimentazione ha previsto I’utilizzo di una batteria composta da tre macrofite terrestri, tra cui due
dicotiledoni (Lepidium sativum e Sinapis alba) e una monocotiledone (Sorghum saccharatum)
(Baudo, 2012).

I semi utilizzati sono certificati e garantiti da Ecotox Ltd. (L. sativum -lot LES290311; S. alba
SIA051011, S. saccharatum -lot SOS140611). Sono state scelte diverse specie in quanto la sensibilita
di ciascuna puo essere diversa rispetto alla matrice ambientale o sostanza pura.

Come previsto dal protocollo (Beltrami et al., 1999 e OCSE, 2006) la germinazione dei semi ha avuto

luogo su filtri di carta Whatman no. 1 all’interno di capsule Petri in polistirene. In ognuna di queste,
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sono stati deposti in maniera equispaziata 10 semi appartenenti alla stessa specie € 5 ml di campione
gia preventivamente diluito. Questa procedura € stata effettuata per ogni specie ad ogni diversa
concentrazione di digestato. Ogni diluizione é stata analizzata in triplicato. La stessa procedura e stata
effettuata anche per il controllo negativo, costituito da acqua Milli-Q ultrapura.

Le piastre Petri sono state incubate per 72 ha 25 °C al buio. Al termine delle 72 h, i semi non germinati
sono stati discriminati da quelli germinati fotografando il contenuto di ogni capsula. L acquisizione
dell’immagine, tramite fotocamera digitale, si & resa necessaria per acquisire le morfometrie delle

plantule tramite software grafico (ImageJ) (Schneider et al., 2012), come mostrato in Figura 22.

Figura 22: Acquisizione fotografica mediante fotocamera digitale

Per ogni plantula, sono state misurate le lunghezze di ipocotile ed epicotile (foglie escluse). In seguito,
il contenuto di ogni Petri é stato trasferito in porta-campioni di alluminio realizzati allo scopo di
registrare il peso umido per ogni replica (n=3). | contenitori sono stati inseriti in stufa (UNES500,
Memmert) a 105 £ 1 °C per 24 h. Una volta disidratati, e dopo un passaggio di 1 h in essiccatore (al
fine di far raggiungere alla biomassa la temperatura ambiente), si e proceduto alla determinazione del
peso secco. Per differenza, é stata determinata la biomassa complessivamente prodotta in ciascuna

replica di ciascun trattamento somministrato.

Gli endpoint considerati per questo studio, sono la germinazione (G), I’inibizione dell’accrescimento
della plantula (ICP), I’indice di germinazione (1G%) e la variazione di biomassa relativa ai soli semi
germinati (Su peso secco). La valutazione degli effetti avviene normalizzando il dato del trattamento

(diluizione del digestato) rispetto al controllo negativo.
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Il numero di germinazione (G%) é stato cosi determinato:
G= (NStot — NSger)'lOO
Dove: Nstot = numero semi totali all’inizio della sperimentazione

NSger = NumMero semi totali germinati al tempo prestabilito

L’indice di accrescimento della plantula (ICP%) é stato cosi determinato:
A

ICP% = 100 — 100 - (—)

Ac

Dove: A= allungamento ad una determinata diluizione

Ac= allungamento alla condizione di controllo

L’indice di germinazione (IG) viene invece calcolato come (Baudo et al., 1999):

Gc ‘Lc
Gt-Lt

IG%= - 100

Dove: Gc = n° medio dei semi germinati nel campione
Gt = n° medio dei semi germinati nel controllo negativo
Lc =lunghezza radicale media nel campione

Lt = lunghezza radicale media nel controllo negativo

IG (%) e, inoltre, stato utilizzato per determinare il Germination Index Ratio (GIR), definito da Di

Maria et al. (2014) come:

GIR = 60
T IG

Questo puo essere accoppiato con i parametri in allegato nel D.Lgs. 75/2010 per la caratterizzazione
di substrati organici ad ammendanti. E’ stato infatti stimato da suddetto Decreto un 1G% > 60% al
30% di diluizione per poter far rientrare questo tipo di substrato nella categoria degli ammendanti per

utilizzo agronomico.

| dati di tossicita per i vari endpont (germinazione, inibizione dell’allungamento delle plantule, indice
di germinazione e inibizione della produzione di biomassa) sono stati espressi come percentuali di
effetto (%) rispetto al controllo negativo. Ove possibile é stato calcolato il valore di concentrazione
efficace al 50% (EC50) rispetto all’endpoint considerato e il relativo limite fiduciale (o= 0,05),
facendo ricorso a metodi parametrici 0 non parametrici a seconda delle necessita. | dati di tossicita

sono stati comparati tra loro considerando le possibili differenze nei gruppi e tra i gruppi di dati
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omogenei mediante test ANOVA, previa verifica della normalita e dell’omoschedasticita della
distribuzione dei dati nei relativi database. Test post-hoc (Tukey’s e Dunnett’s test) sono stati

utilizzati per verificare la significativita nella variabile delle risposte tra i controlli negativi e i

trattamenti.

Le elaborazioni statistiche sono state ottenute con Excel 2013/XLSTAT©-Pro (Version7.2, 2003,
Addinsoft,Inc.,Brooklyn,NY,USA).
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4 Risultati e discussioni

4.1Test in discontinuo (batch test)

4.1.1 Caratterizzazione di inoculo e substrati

I test di biometanazione sono stati condotti miscelando un inoculo metanogenico campionato da
effluente di un digestore mesofilo a regime pseudo-stazionario, con un substrato di fango disidratato
di acque di cantina e feccia di vinificazione.

La scelta di un inoculo mesofilo e stata ponderata per mantenere le medesime condizioni di
temperatura adottate nel test in continuo su scala pilota e permettere la migliore acclimatazione della
biomassa al nuovo sistema.

L’inoculo ed i substrati sono stati caratterizzati in termini di TS, TVS, pH, alcalinita, COD, azoto e
fosforo totale (Tabella 16).

BMP
Parametro U.d.m Inoculo WAS WL
TS gTS/kgTQ 16 147 95
TVS gTVS/kgTQ 9 128 61
TVSITS % 56 87 65
pH 8,1 nr nr
Conducibilita mS/cm 5,7 nr nr
PA mgCaCOs/l 1475 nr nr
TA mgCaCOs/| 2450 nr nr
N-NH4" MgN-NH4*/I 606 nr 44
CODpart mgO2/gTS 579 579 825
SCOD gO2/KgTQ 0,8 nr 169
TKN mgN/gTS 35,4 40,4 42,0
P-PO4* mgP/gTS 10,1 7,2 7,8
Polifenoli mgGAE/I 20,8 nr 1080

Tabella 16: Caratterizzazione inoculo e substrati

Il contenuto di solidi totali e volatili per I’inoculo risulta essere di 15,8 gTS/kg e 8,9 gTVS/kg con
una percentuale TVS/TS del 56% e che risultano essere all’interno del range di stabilita per il

processo. Le concentrazioni di CODpart e SCOD risultano rispettivamente di 579 mgO./gTS e 0,8
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g02/KgTQ ed entrambe risultano inferiori ai valori medi ottenuti durante il periodo di stabilita
(rispettivamente di 676 mgO2/gTS e 1,7 gO./KgTQ). | parametri di stabilita analizzati (PA, TA, N-
NH,™) risultano all’interno del range di stabilita, cosi come per quelli di caratterizzazione.

Il fango presenta valori di TS e TVS di 147,1 gTS/Kg e 127,7 gTVS/Kg, leggermente inferiori ai valori
medi ottenuti per la sperimentazione. Anche il CODpart (579 mgO2/gTS) risulta considerevolmente
inferiore rispetto a quello medio (826 mgO2/gTs).

Anche per la feccia i TS e TVS risultano leggermente inferiori ai valori medi ottenuti, mentre il
rapporto TVS/TS e del 56%, superiore del 7% rispetto a quanto ottenuto mediamente. Il CODpart per
questa risulta essere di 825 mgO2/gTS, superiore di circa 100 mgO2/gTS rispetto a quanto ottenuto
mediamente, mentre I’'SCOD ha un valore di 169 gO2/KgTQ, in accordo con i valori di tutta la
sperimentazione.

Assumendo che tutto il COD aggiunto venga convertito in biogas, mediante un calcolo
stechiometrico, si ottiene un SMP potenziale di 0.397 Nm3biogas/kgCOD#q, in accordo con i valori

presentati da Raposo et al. (2011).
4.1.2 Run1

Il primo test & durato complessivamente 37 giorni, finché la produzione giornaliera di biogas e

risultata trascurabile (inferiore al 5% della produzione totale).

4.1.2.1 BMP fango

Il fango presenta un SGP di 0,44 Nm3biogas/kgCODreq in accordo con quanto pubblicato da Wook et
al., 2000 e un SMP di 0,20 Nm3CHa/kgCOD#eq.

Convertendo la produzione specifica su base TVS, si ottiene un SGP di 0.64 Nm3biogas/kgTV Sted,
valore superiore a quanto riportato da Bolzonella et al., 2005, ovvero un intervallo tra 0.07-0.18
Nm?2biogas/kgVSrq; Ci0 potrebbe essere imputabile ad un maggior rapporto TVS/TS, che in questa
sperimentazione risulta considerevolmente elevato oltre alla diversa natura del fango.

In Figura 23 (in viola) é segnato I’andamento della produzione percentuale di biogas; questa presenta
valori iniziali attorno al 20% di CHa per poi crescere gradualmente fino al 60% nel periodo centrale
della sperimentazione e ristabilizzarsi al 30% fino al termine, a dimostrazione di come I’iniziale fase

idrolitica abbia fornito i precursori necessari per la produzione di biogas.
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Figura 23: Raffigurazione dell’SGP, SMP reale e potenziale e contenuto % di CHa nel
biogas, per le prove di BMP con fango.

In questa sperimentazione, I’SMP potenziale risulta molto superiore a quello determinato
sperimentalmente. Questo a dimostrazione di quanto detto precedentemente: non tutto il COD
aggiunto viene realmente convertito dalla comunita microbica in biogas.

Come mostrato in Figura 23, piu del 90% della produzione di metano derivante da fango, e stata
ottenuta dopo circa 20 giorni, mentre in accordo con quanto definito da ”Ordinance for the
Environmentally Sound Landfilling (AbfAblV)” tale produzione dovrebbe raggiungersi entro il quinto
giorno.

Il basso tasso di produzione di biogas potrebbe essere imputabile all’assenza di sostanza organica
solubile, ovvero facilmente biodegradabile, che si traduce in una minore digeribilita del substrato e

che si riflette, non solo sulla cinetica stessa, ma anche sul potenziale di metanazione.
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4.1.2.2 Feccia tal quale e feccia filtrata

Dai grafici in Figura 24 e Figura 25 si possono osservare come entrambi i campioni di feccia,
presentino valori di SGP e SMP nettamente superiori a quelli del fango, a causa della maggiore
degradabilita del substrato. Per la feccia tal quale, si ha un valore di SGP pari a 0,63

Nm?®biogas/kgCOD+q4, mentre per la feccia filtrata, & di 0,48 Nm3biogas/kgCOD#eq.

Considerati i diversi contenuti di metano, gli SMP risultano essere relativamente simili tra loro:
0,37 Nm3CHa/kgCODreq € 0,41 Nm?® CH4/kgCODreq rispettivamente per la feccia tal quale e filtrata.
11 90% della produzione totale di metano per la feccia filtrata si raggiunge entro il sesto giorno, mentre
per la feccia tal quale, questo avviene entro il decimo giorno, a dimostrazione di come la frazione
solubile risulti pit velocemente degradabile di quella particolata.

Le uniche prove di digestione anaerobica di feccia di vinificazione riportate in letteratura, sono state
condotte da Lo e Liao (1986) e Roati et al. (2012), i quali pero hanno espresso SGP e SMP in funzione
dei Solidi Volatili e Solidi Totali.

E’ possibile calcolare la produzione specifica sulla base dei VS (per substrati da produzione vinicola)
utilizzando la conversione suggerita da Marai e Ekama, 1976:

ACOD=1,43 AVS

In questo modo si ottiene un SGP di 0,57 Nm®biogas/kgTSrq dalla feccia tal quale, rispetto ad un
valore di 1,61 Nm?3biogas/kgT Steqd Stimato da Roati et al. (2012) ed un SMP di 0,52 Nm3CHa/KgTV Sted
, rispetto ad un valore di 1,05 Nm3CHa/kgTVStq ottenuto da Lo e Liao, (1986).

I rispettivi trend della composizione di biogas risultano invece molto simili, con una percentuale
media di metano del 56,7% per la feccia tal quale, in accordo con quanto scritto da Roati et al., 2012
e Lo e Liao, 1986, mentre risulta leggermente inferiore (52,7%) per la feccia filtrata. E” possibile
tuttavia aver commesso delle imprecisioni durante la fase di campionamento e analisi del biogas,
poiché la tendenza dovrebbe essere quella di avere maggiori percentuali di metano dai campioni di
feccia filtrata, dovuti ad una minor durata della fase idrolitica (avendo quest’ultima solo COD in

forma solubile).
Dalla differenza delle due tipologie di fecce & possibile valutare la produzione di biogas derivante

dalla sola componente solida. Per questa frazione € stato calcolato un SGP di 0,51
Nm3biogas/kgCODreg.
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Figura 24: Raffigurazione dell’SGP, SMP reale e potenziale e contenuto % di CH4 nel
biogas, per le prove di BMP con feccia tal quale.
BMP - Feccia filtrata
0,7
- 90
R
0,6 i
\} * 3
[~=l, %
0,5 50 X
n-;'.’
0,4 h . .
% ———— 10 —4—SMP feccia filtrata
< =fll—SGP feccia filtrata
T 03 i
2 = SMP potenziale
0,2 =% CH4
0,1
oM
0 5 10 15 20 25 30 35 40
tempo (giorni)

Figura 25: Raffigurazione dell’SGP, SMP reale e potenziale e contenuto % di CH4 nel

biogas, per le prove di BMP con feccia filtrata.
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4.1.2.3 Indice di biodegradabilita e costante di idrolisi

La produzione di metano osservata, puo essere utilizzata per calcolare il tasso di biodegradabilita
anaerobica della sostanza organica, in riferimento alle condizioni operative, mediante la seguente

equazione (Raposo et al., 2011):

BDCH4 (%) = (SMPSperimentale) 00

SMPpotenziale

Dove per SMP potenziale si assume che tutto il COD venga convertito in biogas.

Per il fango si ha una rimozione del 28%, in accordo con quanto ottenuto da Elbeshbishy et al. (2012).
Per i substrati di feccia tal quale e filtrata si hanno invece di rimozioni nettamente superiori,
rispettivamente del 92% e 100%.

Un altro approccio per studiare la diversa biodegradabilita dei substrati &€ quello di calcolare le costanti

di idrolisi (Kn), ottenute dalla pendenza dei primi punti della curva cumulativa del metano

(corrispondenti alla fase idrolitica), come suggerito da Angelidaki et al. (2009).

Costanti di idrolisi Kh
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Figura 26: Raffigurazione delle cinetiche di degradazione di fango, feccia tal quale e
filtrata, nonché della derivazione dei diversi Kh.
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Come mostrato in Figura 26, il fango (in verde) possiede la minor Kn, con un valore di 0,24 d*%, a
dimostrazione di un parziale processo di stabilizzazione e conseguente minor degradabilita avvenuto
prima della fase di campionamento.

La feccia tal quale (in rosso) e quella filtrata (in blu) hanno K rispettivamente di 0,55 d* e 0,69 d?,
a dimostrazione di come la fase idrolitica sia favorita dalla diretta disponibilita di materiale facilmente
biodisponibile, come la frazione solubile della feccia.

L’andamento della fase di idrolisi cosi simile tra le due tipologie di feccia é facilmente visibile anche
semplicemente sovrapponendo i due SMP cumulativi (come mostrato in Figura 27). Da questa, si
osserva come i primi punti oggetto di studio, rispettino quanto ottenuto graficamente dall’equazione
di Angelidaki et al. (2009).

Confronto tra SMP di feccia filtrata e tal quale
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Figura 27: Rappresentazione degli SMP cumulativi di feccia tal quale e filtrata in funzione
del tempo.

Facendo il reciproco della kn, si ottiene infine il tempo di ritenzione necessario per completare la fase
idrolitica, che risulta di 4,2 giorni per il fango, contro i 1,8 e 1,45 giorni per la feccia tal quale e

filtrata.
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4.1.3 Run 2

Il test di stabilita biologica per i rifiuti solidi, & uno dei principali metodi per valutare le emissioni a
lungo termine e I’impatto potenziale a livello ambientale del conferimento in discarica (Cossu e Raga,
2008). L attuale legislazione europea (Direttiva Europea CE 99/31) sottolinea la necessita di ridurre
le concentrazioni di sostanza organica biodegradabile, tant’e che paesi membri come Germania
(Anon., 2001) e Austria hanno fissato un valore limite di produzione di biogas residua di 20 NI/kgTS
(Binner e Zach 1999). Questo test si rifa a quanto definito da Binner et al. (1997), ovvero alla
produzione di biogas in condizioni anaerobiche per la durata complessiva di 21 giorni (SGP-1). Dal
punto di vista sperimentale va sottolineato come il monitoraggio sia durato complessivamente 48
giorni, per poter valutare le cinetiche di degradazione anche della componente piu lentamente

degradabile.

4.1.3.1 Caratterizzazione di inoculo e substrati

L’inoculo metanogenico e stato prelevato dal digestore mesofilo a regime pseudo-stazionario e
opportunamente miscelato. Questo digestato & stato scelto per garantire I’acclimatazione della
comunita batterica, e quindi la capacita degradativa, ai composti presenti nei residui vinicoli. Per
ridurre I’effetto della sostanza organica biodegradabile residua, il digestato é stato stoccato per 15
giorni a 37°C, e poi diluito due volte. Le caratteristiche dell’inoculo, prima della diluizione e del

substrato sono riportate in Tabella 17.

BMP per la stabilita biologica
Parametro U.d.m Inoculo | Substrato

TS gTS/kgTQ 31,9 24,9
TVS gTVS/kgTQ 17,4 16,3
TVS/TS % 54,7 65,6
pH 7,6 7,7
Conducibilita mS/cm 6,1 5,3
PA mgCaCOs/I 1625 1325
TA mgCaCOs/l 2650 2275
N-NH4" mgN-NHJ/I 594 553
CODpart mgO2/gTS 663 681
SCOD gO2/KgTQ 0,4 1,4
TKN mgN/gTS 55,2 48,0
P-POs* mgP/gTS 6,2 7,5
Polifenoli mgGAE/I 24,2 71,9

Tabella 17: Caratterizzazione inoculo (non diluito) e substrato
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Lo stoccaggio del substrato ha favorito la riduzione dei TS e TVS e del COD particolato e solubile,
e quindi dei polifenoli.

Com’ e facilmente intuibile, inoculo e substrato, essendo entrambi digestati dello stesso reattore
anaerobico possiedono parametri di stabilita e caratterizzazione molto simili. Le differenze piu
sostanziali si hanno nei rapporti TVS/TS, con rapporti del 65,6% per il substrato e del 55% per
I’inoculo e nell’SCOD dove la concentrazione del substrato e sette volte maggiore (1,4 contro 0,2

g02/KgTQ) rispetto a quella dell’inoculo se si considera la diluizione effettuata sullo stesso.

Come mostrato in Figura 28, il substrato presenta un SGP2: di 0,038 Nm®biogas/kgCODred, che su
base TS risulta avere un SGP di 0,035 Nm®biogas/kgTSrq. Dal confronto con il valore massimo
definito dal protocollo (0,020 Nm®/kgTS) si puo pertanto definire questo effluente come non idoneo
al conferimento in discarica. La produzione nei primi 21 giorni corrisponde all’80% della produzione

totale, dopo 48 giorni, questa & pari a 0,047 Nm>biogas/kgCODseq.
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Figura 28: Raffigurazione dell” SGP sperimentale, per le prove di BMP per le analisi di
stabilita.

Il livello di stabilita del digestato e dimostrata anche dal punto di vista teorico in Figura 29, dove la
curva B, possiede un andamento simile a quanto ottenuto sperimentalmente. Questa rappresenta il
trend per campioni ben stabilizzati, in cui la sostanza organica viene convertita in meno di 90 giorni,

pertanto entro tali tempi, si ha la completa produzione di biogas.
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Figura 29: Modello di produzione del biogas per la valutazione del livello di stabilita

(Adani et al., 2001).

La curva A rappresenta invece gli effetti tossici dovuti all’acidificazione e conseguente inibizione
dell’attivita metanigena, mentre la curva C descrive I’andamento di rifiuti ancora ricchi in composti

organici degradabili, con produzioni residue che si protraggono oltre il 90 giorni.
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4.1.3.2 Indice di biodegradabilita e costante di idrolisi

Anche in questa sperimentazione é stato stimato I’indice di biodegradabilita. Questo risulta essere del
4% al 21-esimo giorno e del 5% al 48-esimo giorno, a dimostrazione di come risulti svantaggioso
prolungare I’HRT per cercare di incrementare la rimozione del COD nel campione.

Costante di idrolisi Kh

15 20 25 30

05 |—

y=-0,0696x

il
_2 il

™

In(Binf-B)/Binf

-2,5

tempo (giorni) —@— Stabilita biologica

Figura 30: Raffigurazione della cinetica di degradazione del substrato di digestato, nonché
della derivazione del Kh.

Anche la stima del coefficiente di idrolisi (come mostrato in Figura 30), rispettivamente di 0,0696 d-

! conferma I’elevata stabilita del substrato ottenuto da digestione anaerobica.
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4.2Test in continuo su scala pilota

4.2.1 Inoculo

Il digestato utilizzato come inoculo proviene da una precedente sperimentazione di co-digestione con

fango e feccia di vinificazione in condizioni mesofile.

In Tabella 18 sono riassunte le caratteristiche dell’inoculo, in termini di TS, TVS, pH, TA, PA, N-

NH,4", COD solubile e particolato, azoto e fosforo totale e polifenoli solubili.

Parametro U.d.m Valore

TS gTS/kgTQ 43
TVS gTVS/kgTQ 26
TVSI/TS % 55
pH 7,9
Conducibilita mS/cm 9,3

PA mgCaCOs/l 2925

TA mgCaCOs/| 4300
N-NH4* mgN-NH4*/| 840
CODpart mgO>/gTS 709
SCOD g02/KgTQ 0,6
TKN mgN/KgTS 54
P-PO4* mgP/KgTS 10
Polifenoli solubili mgGAE/I 63

Tabella 18: Caratteristiche dell’inoculo per la sperimentazione in continuo

Il contenuto di Solidi Totali risulta essere di poco superiore al 4%, con un rapporto tra TVS e TS del
55%. La concentrazione di azoto totale risulta essere di 54 mgN/kgTS mentre quella del fosforo totale
e di 10,2 mgP/kgTS.

Dalla determinazione dei parametri di stabilita non risultano evidenti problemi; il valore di pH risulta
essere di circa 8 (in accordo con Da Ros et al., 2014) mentre i valori di TA e PA risultano essere
piuttosto alti, rispettivamente di 4,3 e 2,9 gCaCOz/l. Anche I’ammoniaca risulta essere in accordo con
Da Ros et al. (2014) con valori attorno a 840 mg/l, mentre il COD particolato e solubile risultano
essere di 700 mgO2/gTS e 0,6 gO2/KgTQ.
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4.2.2 Run per il test in continuo

In Figura 31 vengono raffigurati I’HRT e I’OLR in funzione del tempo, quest’ultimo espresso come

istogramma dove si ripartiscono i carichi volumetrici di feccia di vinificazione (in rosa) e di fango (in

grigio).

OLR - HRT
Start-up

4 25

20

é I Fango

< 2

8 I Feccia

Q 10

oo 1,5 —tOLR
em— HRT

1 9 15 21 25 31 37 43 49 53 59 65 72 78 82 86 90 94 100106112120127133137143
tempo (giorni)

Figura 31: Raffigurazione dell’HRT e OLR in funzione del tempo per il test in continuo

La fase di start-up & iniziata con un OLR di 1,30 kgCOD/m?d ottenuto da 0,88 kgCOD/m?d di fango
e 0,42 kgCOD/m?d di feccia, in una portata complessiva di 10 I/g. 1l carico & progressivamente
aumentato fino ad arrivare a 2 kgCOD/m?d, al 15-esimo giorno, ottenuti mantenendo il contributo di
fango inalterato (0,88 kgCOD/m?3d) ed aumentando progressivamente quello della feccia, fino a valori
di 1,10 kgCOD/m?3d.

Dal 15-esimo al 23-esimo giorno si e aumentato ulteriormente il carico organico, mantenendo
costante il contributo del fango, ed incrementando gradualmente quello della feccia, fino a valori pari
a 2,45 kgCOD/m?d, con I’aggiunta di 6,6 litri d’acqua, per ottenere la portata finale.

Dal 23-esimo giorno all’81-esimo si € mantenuto la condizione di OLR prestabilita dalla
sperimentazione, ovvero di un OLR complessivo di 3,2 kgCOD/m?3d dato da 0,6 kgCOD/m?d di fango
e 2,6 kgCOD/m3d derivante dalla feccia. Durante questo periodo si hanno avute piccole variazioni di
carico dovute principalmente alle fluttuazioni delle caratteristiche dei substrati (in primis il COD e
SCOD della feccia).
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Dal giorno 82-esimo al giorno 92-esimo, corrispondenti alla seconda e terza settimana di agosto,
I’alimentazione € stata interrotta a causa della sospensione delle attivita di cantina. La
sperimentazione & ripresa con un OLR ridotto di 2,30 composto da 0,6 kgCOD/m3d di fango e 1,70
kgCOD/m?d feccia, per una durata complessiva di quattro giorni, per poi ripartire con un OLR di 3,2

kgCOD/m?d fino al termine della sperimentazione, corrispondente al 148-esimo giorno.

4.2.2.1 Rese di produzione di biogas

Nei grafici in Figura 32, Figura 33,Figura 34, vengono riprodotti gli andamenti di GPR, SGP, %CHjs
e SMP (nell’asse secondario) in funzione del tempo, inoltre I’OLR totale e rappresentato nell’asse
primario.

In queste condizioni & stato determinato un GPR con valore medio di 1,08 Nm3biogas/m®d ed un SGP
medio allo stato stazionario di 0,33 Nm3biogas/kgCODr.q, in accordo con quanto ottenuto da Da Ros
et al. (2014). Dal grafico in Figura 33 € possibile osservare un progressivo incremento dell’SGP
durante lo start-up, dato dall’aumento graduale della frazione facilmente biodegradabile presente
nella feccia. Si osserva inoltre un leggero decremento della produzione di biogas tra il 60-esimo e 70-
esimo giorno, dovuto probabilmente sia all’utilizzo di una feccia bianca, che ha portato ad una
probabile sovrastima dell’SCOD, sia alle difficolta di mantenere la temperatura operativa; infatti,
I’elevata esposizione solare di quel periodo ha determinato un incremento di temperatura nel reattore
fino a 45 °C.
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Figura 32: Raffigurazione del GPR e dell’OLR in funzione del tempo per il test in continuo
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Figura 33: Raffigurazione dell’SGP e OLR in funzione del tempo per il test in continuo.

Secondo Bolzonella et al. (2005) la percentuale di biogas nella maggior parte dei casi dovrebbe essere

compresa tra il 60-70%, tale intervallo risulta in accordo con quanto ottenuto, con produzioni

rispettive del 70% allo stato stazionario e del 66% durante la fase di start-up, come mostrato in Figura

34.
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Figura 34: Raffigurazione dell’SGP e della percentuale di CHa in funzione del tempo per il
test in continuo.



In Figura 35 viene invece raffigurato I’andamento dell’SMP, questo risulta stabile durante tutto il

periodo stazionario, con valori medi attorno al 0,25 Nm3CH4/kgCOD.
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Figura 35: Raffigurazione dell’SMP e dell’OLR in funzione del tempo per il test in continuo.

Durante la sperimentazione € stata monitorata anche la concentrazione di HzS. Nello start-up questa
risultava essere maggiore di 800 ppm, per poi stabilizzarsi attorno ai 500 ppm durante la fase

stazionaria.

4.2.2.2 Caratteristiche degli effluenti e parametri di stabilita

Il contenuto medio di solidi risulta di 23 gTS/kgTQ in accordo con quanto ottenuto da Da Ros et al.
(2014) con una percentuale di TVS/TS del 58%. Il COD particolato risulta avere una concentrazione
di circa 670 mgO./gTS, in linea con quanto ottenuto da Da Ros et al. (2014).
Anche la concentrazione di SCOD é un importante indicatore per la salute del sistema, poiché
concentrazioni elevate nell’effluente suggeriscono I’accumulo di composti intermedi e I’inibizione
dell’acidogenesi e della metanogenesi. Nel suddetto lavoro la concentrazione media nel digestato
risulta essere di 2 gO2/Kgww. Generalmente la concentrazione di SCOD é direttamente proporzionale
alla concentrazione di VFA, e lo studio dell’alcalinita ha mostrato che essi rappresentano il 23% del
COD solubile, pari ad una media di 456 mgHAeq/I.
Di seguito verranno descritti gli andamenti dei parametri di stabilita (TA, PA, pH e ammoniaca).
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Sin dalle prime fasi del processo, si & verificato un decremento verso valori di stabilizzazione dei
parametri di TA e PA, mantenendo tuttavia tra di loro una differenza minima. Cio, sta ad indicare che
non si son verificate significative perturbazioni che hanno portato ad uno sbilanciamento della catena

trofica anaerobica (come mostrato in Figura 36).
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Figura 36: Raffigurazione di TA, PA e dell’OLR in funzione del tempo per il test in
continuo.

Durante il periodo di start-up non si sono osservati segnali di instabilita, gli alti valori di TA e PA
rispettivamente di 4400 mgCaCOz/l e 3250 mgCaCOs/l sono riconducibili all’inoculo, derivante da
condizioni precedenti di carico, nettamente superiori a quelle adottate in questo lavoro. Durante la
sperimentazione si ¢ assistito ad una progressiva diminuzione di TA e PA, non dovuto al consumo di
VFA o acidi, ma alla variazione delle condizioni operative. Infatti come si vede nella Figura 37, la
concentrazione di VFA é rimasta pressoché costante durante tutto il periodo di analisi (tra i 420 e 600
mgHAeq/l).
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Figura 37: Raffigurazione di FOS e dell’OLR in funzione del tempo per il test in continuo.

La Figura 36 evidenzia inoltre un calo accentuato di TA e PA attorno al giorno 30, dovuto
probabilmente ad un aumento della concentrazione di SCOD (e quindi VFA) e conseguente calo del
pH (vedi Figura 38). Tale situazione evidenzia come il sistema abbia una buona capacita tampone,
capace di mantenerlo stabile.

Il trend si € infine stabilizzato durante la fase stazionaria a valori medi di 2500 mgCaCOz3/l di TA e
1600 mgCaCOs/l di PA, in concomitanza con I’andamento costante dell’OLR. Tali valori rientrano
nell’intervallo ottimale (1.000-5.000 mgCaCOxs/l) definito da Grady et al. (1999), Qamaruz-Zaman
(2010) e Chynoweth (1987).

Durante il periodo di start-up e stazionario, il pH (Figura 38) € rimasto stabile a valori di 7,6; questo
valore risulta coerente con quanto osservato da Da Ros et al. (2014) per la co-digestione di fango e
feccia di vinificazione, i quali presentavano un valore medio di 7,8. Il valore ottenuto da questa
sperimentazione rientra nell’optimum (tra 6,5 e 8,0) determinato da Saedi et al. (2008) per la

digestione anaerobica in condizioni mesofile.
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Figura 38: Raffigurazione del pH e dell’OLR in funzione del tempo per il test in continuo

Si e infine misurata la concentrazione di ione ammonio (TAN) e ammoniaca libera (FAN), i quali
risultano essere le due principali forme di azoto inorganico in soluzione. Secondo Kroeker et al.
(1979) e de Baere et al. (1984), I’lammoniaca libera € la causa principale di inibizione nei processi di
digestione anaerobica, in quanto diffonde liberamente nella cellula, causando squilibri protonici e
carenze di potassio (Sprott e Patel, 1986 e Gallert et al., 1998).

Anche I’ammoniaca mostra un andamento progressivamente decrescente, con valori massimi di 1 g/l
a inizio sperimentazione, fino a stabilizzarsi a circa 600 mg/l durante la fase stazionaria (come

mostrato in Figura 39).

88



1200

1000

800

600

mg N-NH,*/I

400

200

Start-up TAN-FAN

400

AA A - 350

- 300

A‘ A‘ AA - 250
| Y AA “ﬂ 200

- 150 A N-NH3

t - 100
A
A A - 50
A0 ATwad, Al L

A N-NH4+

mgN-NH,/I

0 30 60 90 120 150
tempo (giorni)

Figura 39: Raffigurazione di TAN e FAN in funzione del tempo per il test in continuo

La concentrazione media di FAN allo stato stazionario risulta essere di 41,5 mgN-NHz/I, tale valore

¢ inferiore

alla soglia di inibizione stimata da Hansen et al. (1998).

Anche i valori di azoto e fosforo totale risultano essere in accordo con Da Ros et al. (2014),
rispettivamente di 43 gN/KgTS e 9 gP/KgTS, mentre la concentrazione totale di polifenoli risulta di
39 mg GAE/I, di cui lo 0,39 mg GAE/I apportato dalla frazione solida.

In Tabella

19 sono riportati i valori medi, massimi, minimi nonché il CV% relativi allo stato

stazionario delle produzioni di biogas, caratteristiche dell’effluente e dei parametri di stabilita.
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Parametro u.m Media CV% Max Min n camp
Produzioni di biogas
GPR m3/m3d 1,1 17,8 1,6 0,7 61
CH4 %(V/IV) 70,2 55 77,1 64,0 13
CO2 %(VIV) 28,6 13,4 36,0 22,9 13
SGP m3kgCOD 0,33 16,7 0,5 0,2 59
SMP m3kgCOD 0,25 20,3 0,3 0,2 13
H2S ppm 500 1700 250 8
Parametri di stabilita
pH 7,7 18 8,1 7,5 26
TA mgCaCOs3/I 2652 16 2150 1300 27
PA mgCaCOs/I 1637 13 3425 2250 27
Conducibilita mS/cm 6,2 9,8 7,5 53 28
N-NH4* mgN-NHa4*/I 642 9 758 553 18
FAN mgN-NHs/I 41,5 37,3 76,5 24,2 18
VFA mgHAeq/I 456 32 838 257 25
Caratteristiche degli effluenti

TS gTS/kgTQ 22,9 17,6 31,9 15,8 18
TVS gTVS/kgTQ 13,6 20,6 17,5 8,6 14
TVSITS % 57,6 11,3 67,3 43,9 14
P-PO4* mgP/gTS 8,9 13,8 10,6 6,2 11
TKN mgN/gTS 43 18 55 35 8
CODpart mgO2/gTS 676 9 760 579 14
SCOD gO2/Kgww 1,7 38,3 3,1 0,4 25
PF solubili mgGAE/I 38,4 45,2 72,6 14,7 16
PF solidi mgGAE/gTS 0,38 33,6 0,65 0,27 10

Tabella 19: Valori medi, massimi, minimi e CV% allo stato stazionario relativi alle
produzioni di biogas, ai parametri di stabilita e alla caratterizzazione dell’effluente.
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4.2.3 Bilanci di massa

Il continuo miglioramento dei processi biologici ingegnerizzati risulta essere ad oggi una delle piu
importanti sfide nel contesto ambientale e produttivo (Koch, 2015). Per valutare I’efficacia a livello
di processo, si ricorre ai bilanci di massa e al calcolo delle efficienze di rimozione. Questi parametri
sono stati valutati considerando le portate medie e le loro caratteristiche, durante il solo periodo
stazionario.

La Figura schematizza i flussi in entrata relativi all’alimentazione e gli output (biogas ed effluente)

per il reattore oggetto di studio.

BIOGAS
TS (g/d) 261
TVS (g/d) 261
COD (g/d) 461

ouT

ALIMENTAZIONE DIGESTATO
TS (g/d) 347 IN ouTt TS (g/d) 229

TVS (g/d) 248 T=37°C TVS I::g,fd} 136
o () 41 | w75, | | coniya) i
N (g/d) 11,9 N (g/d) 9,9

P (g/d) 2,25 @ P (g/d) 2,04

Figura 40: Rappresentazione dei flussi in entrata e uscita del sistema oggetto di studio.

Per valutare la coerenza dei bilanci, si € calcolato I’errore ad essi associato. Questo viene stimato
sulla differenza tra il flusso in ingresso e quello in uscita, in rapporto a quello in ingresso. Per
determinare I’efficienza di rimozione si e utilizzato lo stesso approccio, con la sola differenza che per
i flussi in uscita é stato considerato il solo contributo derivante dal digestato.

Di seguito vengono descritti singolarmente i bilanci di massa relativi a COD, fosforo, azoto totale

mentre per i TS, TVS e polifenoli si € calcolata la sola I’efficienza di rimozione.
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e Sostanza organica
In questa sperimentazione la sostanza organica viene intesa come COD; questo € stato valutato in

entrata mediante sommatoria della frazione solubile e particolata per ogni substrato, mentre per i
flussi in uscita si € sommato il contributo del digestato (solubile e particolato) con quello convertito
in biogas.

La conversione del biogas a COD é stata effettuata mediante calcolo stechiometrico a partire dalla

seguente reazione:

CHs+2 0O, — CO, + 2H,0

Avendo quantificato il volume di CHa si possono ricavare le relative moli, che coincidono in rapporto
1:2 con le moli di Oz. Quindi si moltiplicano le moli di Oz per il peso molecolare dell’O; per ottenere
i grammi di ossigeno necessari per ossidare il metano ad anidride carbonica, tale valore corrisponde
al COD.

COD
Errore |Rimozione
CODi (9/kg) CODour (9/kg) (%) (%)
COD fango | COD feccia | CODtot | COD digestato | COD biogas |CODtot | (in-out)/in
136 605 741 172 462 634 15 74

Tabella 20: Bilanci di massa per il COD.

Come mostrato in Tabella 20 per il COD si e ottenuto un figura nel bilancio di materia pari al 15%.
Tra le cause ad esso associate si potrebbe ipotizzare ad errori di misurazione del biogas o
all’imprecisione durante la determinazione analitica. L’efficienza di rimozione del carbonio in

condizioni di mesofilia appare piuttosto elevata, con valore prossimo al 75%.

e Azoto e fosforo
Il contenuto dell’azoto totale & stato stimato sommando i contributi dell’azoto ammoniacale e del

TKN.

Azoto totale
Nin (g/d) Nourt (g/d) Errore (%)
N fango N feccia N tot N digestato N tot (in-out)/in
8,3 3,6 11,9 9,9 9,9 16

Tabella 21: Bilanci di massa per I’azoto totale.
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Come mostrato in Tabella 21, I’errore percentuale nel bilancio di massa dell’azoto totale risulta pari
al 16%, questo potrebbe essere dovuto ad una sovrastima della concentrazione di TKN in entrata, 0

da una sottostima del contenuto in uscita dall’effluente.

Fosforo totale
Pin (g/d) PouT (g/d) Errore (%)
P fango P feccia | P tot P digestato P tot (in-out)/in
1133 1118 2251 2037 2037 9

Tabella 22: Bilanci di massa per il fosforo totale.

L’errore percentuale nel bilancio di massa del fosforo totale (vedi Tabella 22) risulta pari al 9%,
questo potrebbe essere causato dalla formazione di sali che precipitano, in stretta dipendenza ai valori

di pH all’interno del reattore, come suggerito da Battistoni et al. (1998).

Solidi totali e solidi volatili
Le Tabella 23Tabella 24 riportano le rese di rimozione peri TSei TVS.

TS
TS IN (g/d) TS OUT (g/d) Rimozione
TS fango | TS feccia | TS tot TS dig %
165 182 347 229 35
Tabella 23: Bilanci di massa per TS.
TVS
TVS IN (g/d) TS OUT (g/d) | Rimozione
TVS fango | TVS feccia | TVS tot TVS dig %
145 104 248 136 45

Tabella 24: Bilanci di massa per TVS.

Risulta evidente come a causa della degradazione della materia organica e successiva conversione in
biogas, la quantita di TVS in uscita risulti inferiore a quella in entrata. Lo stesso andamento si
dovrebbe verificare anche per i TS, anche se le rese sono state differenti, rispettivamente del 35% per
i TS e 45% per i TVS. Le rese maggiori dei Solidi Volati sono giustificate poiché la formazione di

biogas si ha solo da quest’ultima frazione.
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e Polifenoli solubili
Sono stati infine determinati i flussi in entrata ed uscita dei polifenoli da feccia e digestato, derivante

dalla sola frazione solubile (vedi Tabella 25), poiche la frazione solida rappresenta un quantitativo

trascurabile.

Polifenoli
Polifenolin Polifenoliout Rimozione
Pf feccia Pf tot Pf digestato Pf tot (%)
1736 1736 388 388 78

Tabella 25: Bilanci di massa per i polifenoli solubili.

In accordo con Melamane et al. (2007) e Léven et al. (2012) si ha una rimozione dei polifenoli solubili
pari al 78%.
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4.3 Caratterizzazione dei polifenoli da feccia di
vinificazione e digestato

In Figura 40 e Figura 41 vengono rappresentate le concentrazioni di polifenoli espressi sulla base del
peso umido (Hg/gPF) rispettivamente per campioni freschi di feccia rossa e bianca.

Caratterizzazione polifenoli feccia rossa
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Figura 40: Caratterizzazione dei polifenoli nella frazione solida e liquida per campioni di
feccia rossa.
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Caratterizzazione polifenoli feccia bianca
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Figura 41: Caratterizzazione dei polifenoli nella frazione solida e liquida per campioni di
feccia bianca.

Da una prima osservazione riguardante i grafici per la feccia rossa e bianca, si vede come nella prima
la concentrazione totale di polifenoli sia fino ad un ordine di grandezza superiore rispetto a quelle
rinvenute nella bianca. Questo & spiegato dal diverso processo di vinificazione, infatti durante la
macerazione (vinificazione in rosso) i composti antiossidanti presenti nella buccia e nei semi vengono
progressivamente rilasciati. In questa fase il tempo di contatto tra le bucce gioca un ruolo cruciale
sull’estrazione dei polifenoli, tant’é che vini piu giovani presentano solitamente concentrazioni piu
basse rispetto a vini che hanno subito maggior macerazione (Kovac et al., 1992, Vrhovsek et al.,
2002, Zimman et al. 2002, Spranger et al. del 2004).

Sebbene le maggiori concentrazioni siano state riscontrate nella feccia rossa, il numero di composti
rilevati nella bianca & maggiore. Inoltre nella feccia bianca sono stati rilevati polifenoli appartenenti
alla categoria degli stilbeni (basse concentrazioni di cis-resveratrolo, trans-resveratrolo, cis-
resveratroloside ed oltre 10ug/gPF di cis-piceide). Questi polifenoli sono prodotti dalla vite mediante
sistema enziamtico stilbene-sistasi, specie-specifica per le uve rosse, mentre in quelle bianche si
dovrebbero osservare concentrazioni maggiori di calcone, ubiquitario. Questo fa ipotizzare che
durante lo stoccaggio di questi sottoprodotti in cantina, nonostante il colore piu 0 meno chiaro, si
possa aver assistito ad un fenomeno di mescolamento che ha coinvolto fecce rosse e che ha portato il

rinvenimento di stilbeni in concentrazioni non trascurabili.
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Considerando la distribuzione tra la fase liquida e solida, si vede come a parita di peso fresco per
entrambe le fecce la concentrazione di polifenoli risulti nettamente superiore nella frazione solida.
Bisogna tuttavia sottolineare come la frazione solida (intesa come TS) rappresenta il 7% della massa
totale di feccia; € pertanto evidente che in una unita complessiva di feccia sono maggiori i polifenoli
disciolti che quelli legati alla frazione particolata, in accordo con i valori ottenuti per la
determinazione quantitativa dei polifenoli totali. Ad esempio in un kilogrammo di feccia si ritrovano
mediamente 660 mg GAE/I disciolti e soli 5,1 mg GAE/gTS nella frazione solida.

Dall’analisi di ogni singolo composto si osserva come la categoria che mostra le maggiori
concentrazioni all’interno della feccia risulta essere quella dei flavanoli. In particolare I’epigallo
catechina, mostra valori superiori a 130 pg/gPF nella feccia rossa e 40 pg/gPF nella bianca.
Confrontando le concentrazioni per questa sperimentazione con quelle rinvenute in letteratura (Barcia
et al., 2015, Pérez-Serradilla e Luque de Castro, 2011), si osserva come le prime risultino
significativamente inferiori. Questo potrebbe essere spiegato dalle diverse rese estrattive e
dall’elevata fotodegradazione (Sabaikai et al., 2014) di alcuni composti, infatti lo stoccaggio delle
fecce e stato fatto all’esterno con prolungata esposizione solare oltre ai fenomeni fermentativi
avvenuti in concomitanza con i precedenti.

Nei grafici a seguire (Figura 42 Figura 43 Figura 44 Figura 45) sono raffigurati e ordinati per categorie

i singoli composti polifenoli rinvenuti in campioni di digestato prelevati ogni 20 giorni circa.

1,2 1,2
1 1
0,8 0,8
Y— Y—
o o
g6 M Frazione liquida 06 M Frazione solida
) )
=1 =1
M Frazione solida M Frazione liquida
0,4 0,4
0,2 0,2
0 0 —
AGAL APROC
1,2

Figura 42: Caratterizzazione degli acidi
1 fenolici (I’acido gallico, protocatecuico e
siringico) nella frazione solida e liquida
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Figura 43: Caratterizzazione degli acidi cinnamici (acido sinaptico) nella frazione solida e liquida

per campioni di digestato.
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Figura 44: Caratterizzazione dei flavonoidi (epigallo catechina, catechina, epicatechina,
epicatechina gallata) nella frazione solida e liquida per campioni di digestato.
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Figura 45: Caratterizzazione dei stilbeni (cis-piceide, cis-resveratroloside, cis-resveratrolo)
nella frazione solida e liquida per campioni di digestato.

Dall’analisi sui digestati si nota oltre ad un notevole abbattimento nel contenuto totale in polifenoli,
anche ad una solubilizzazione per alcuni di questi nella frazione liquida, questo fenomeno risulta
particolarmente accentuato per I’acido gallico. La categoria di polifenoli predominante nell’effluente
resta quella dei flavonoidi, a dimostrazione del fatto di come questi possano manifestare una certa
resistenza alla degradazione dovuto all’elevata stabilita dello scheletro di difenilpropano.
Si é osservato inoltre un progressivo aumento delle concentrazioni di acido gallico nel tempo ( Figura
42), questo puo essere causato dalla progressiva degradazione di composti organici complessi come

i tannini condensati (in particolare le proantocianidine) o la lignina (Arumugam et al., 2014).
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4.3.1 Valutazione economica per I'’estrazione dei polifenoli

In questa sezione si cerchera di fare una quadro preliminare per quanto concerne I’analisi costi
benefici derivante dall’estrazione di composti fenolici dai diversi substrati. In Tabella 26 sono
elencati i singoli polifenoli con relativo prezzario per due differenti categorie d’uso: per I’industria

chimica e quella farmaceutica. | prezzi sono forniti da Sigma-Aldrich e sono relativi alla vendita al

dettaglio.
. . standard chimico* standard farmaceutico
Polifenoli
€/g €/
Acido gallico 0,58
Epigallo catechina 38000 26800
Catechina 17000 12760
Acido siringico 5600
Epigallo catechina gallata 11500 16500
Acido protocatecuico 2080
Acido vanillico 2,8
Epicatechina 99 20700
Vanillina 11,5
Acido cinnamico 2930
cis-Resveratrolo 1520 1225
Naringenina 32
Acido cumarico 14
trans-Resveratrolo 1520 1225
Acido clorogenico 89 23300
Acido sinapico 43
Acido caffeico 6
Rutina 2,56
Miricetina 4200
Quercetina 600
Kaenferolo 9200

Tabella 26: Prezzo relativo per ogni tipologia di polifenolo in base al tipo d’uso.
* grado di purezza almeno del 95%

Da una prima osservazione si puo osservare come i prezzi per scopi farmaceutici risultino molto
superiori a quelli per utilizzi chimici, questo é facilmente spiegabile dal maggior grado di purezza
che si vuole ottenere per i primi.

Dai risultati emersi da questa sperimentazione per i substrati analizzati, le categorie che possono
garantire i maggiori profitti sono quelle dei flavonoidi e degli stilbeni. Da quanto emerso dai grafici

sovrastanti e dalle concentrazioni stimate in letteratura si potrebbe ipotizzare ad una strategia di
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estrazione dei polifenoli ed in particolare dei flavonoidi dalla sola frazione solida delle fecce rosse,
poiché le fecce bianche presentano concentrazioni minori.

Tra le voci che incideranno nel bilancio economico complessivo per questo tipo di processo vi sono
I costi legati all’essicazione, che sono proporzionali al lavoro, I’energia e alle analisi di controllo
nonché al quantitativo di residui da trattare. | costi di estrazione, dipendono dal tipo di tecnica
utilizzata (I’estrazione con fluido supercritico puo costare oltre 10 volte di piu alla tradizionale con
solvente), vanno inoltre aggiunti i costi di decantazione e filtrazione (che sono necessari solo per
I’estrazione con solvente). Occorre infine ponderare anche i costi legati all’investimento in

attrezzature ed i costi per la produzione, i quali andranno sommati ai precedenti.
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4.4 Risultati e discussioni dei test di fitotossicita

In questa sezione saranno esposti e discussi i risultati ottenuti dai test di fitotossicita per le diverse

diluizioni di digestato valutate.

Lepidium sativim
Digestato %% 0 5 10 25 50
n.germ %o % 936 67 £ 15 83x12 1010 13£6
allung. mim 268 287 14 £3 4=3 1=0.3
ICP% % -8 47 86 03
I1G% % 100 79x 22 52+ 20 2=x1 1+03
Sinapis alba
Digestato % 0 5 10 25 50
n.germ % % 93£12 936 1000 976 36
allung. mm 54 =13 46 =7 46 = 4 77 0.7=1
ICP% % 15 15 15 87
1G% % 100 8824 96=x31 18 £ 21 0.1x0.2
Sorghum saccharatum
Digestato % 0 5 10 25 50
n.germ %o % 83 =x 12 87 =15 §0=10 T7x12 67=x12
allung. mm 38+6 39+12 20+16 12+ 14 8+7
ICP% % -3 23 69 79
IG% % 100 109 38 7539 3436 17=15

Tabella 27: Determinazione alle diverse diluizioni di esposizione in acqua milliQ e
digestato per il L. sativum, S. alba e S. saccharatum.
Dove: ICP%=Inibizione Crescita Plantula (%)
IG%=Indice germinazione (%)

Dalla Tabella 27 si osserva che per L. sativum la maggior percentuale di semi germinati e relativo
allungamento radicale, si ha al 10% di diluizione, con una percentuale di semi germinati dell’83% ed
un allungamento radicale di 28 mm; mentre le piu basse si hanno al 25 e 50% con numero di semi
germinati inferiori al 15% ed un allungamento massimo di 4 mm. L’ICP% cresce all’aumentare del
contenuto di digestato, fino al 93% al 50%. L’1G% e del 79% alla diluizione al 5%, del 52% al 10%
¢ < al 5% con diluizioni al 25 e 50%.

Per S. alba si ha un numero di semi germinati superiore al 90% fino a valori di diluizione al 25%,
mentre risulta del 3% al 50%. L’allungamento radicale é il medesimo (circa 46 mm) per diluizioni al

5 e 10%, mentre decresce progressivamente fino a meno di Imm al 50%.
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L’ICP% é del 15% alle diluizioni del 5, 10, 25%, mentre aumenta fino all’87% per la diluizione al
50%. 1l maggior 1G% si e ottenuto al 10% , con percentuale maggiore del 95%, mentre il pit basso
si e avuto al 50%, con valore inferiore all’1%.

Per S. saccharatum il numero di semi germinati risulta elevato a tutte le diluizioni testate, in
particolare si hanno percentuali del 75% circa per le soluzioni al 5, 10, 25% e superiori al 65% per il
50% di digestato. L allungamento radicale mostra un progressivo decremento con valori massimi di
38 mm alla diluizione al 5%, fino a valori minimi di 8 mm al 50%. L’ICP% cresce linearmente fino
a valori prossimi dell’80% al 50%, mentre I’IG% risulta complessivamente il piu alto, con valori

massimi superiori al 100% per la diluizione al 5% e minimi attorno al 15% alla diluizione del 50%.

Da una prima analisi si puo osservare come la risposta vari per ogni singola specie, a dimostrazione
della diversa sensibilita di queste alla matrice oggetto di studio. Un esempio facilmente visibile e dato
dall’assenza di correlazione tra la germinabilita e ICP %.

La percentuale di semi germinati per S. alba & uguale o maggiore nelle concentrazioni al 5, 10 e 25%
rispetto al controllo, mentre questo non e avvenuto per I’allungamento radicale, in cui si sono
verificate progressive diminuzioni della lunghezza all’aumentare della concentrazione.

Un’altra considerazione interessante e data dal fatto che a concentrazioni del 5% di digestato si sia
assistito ad un effetto di ormesi, per le specie S. saccharatum e L. sativum, cioé biostimolazione
dell’allungamento radicale rispettivamente del 3 e 8% rispetto alla campione di controllo.

Da queste prime considerazioni € pertanto fondamentale calcolare I’'IG% per ogni specie.
Sommariamente, questo mostra un trend progressivamente decrescente all’aumentare del contenuto
di digestato, con la sola eccezione per S. saccharatum in cui si & avuta una biostimolazione del 9% al
5% di digestato. Un’altra informazione che ci fornisce questo indice € la differente sensibilita delle
specie all’aumentare della concentrazione. Si nota come L. sativum e S. alba mostrino sensibilita
maggiori e di conseguenza minor tolleranza all’aumentare delle diluizioni di digestato. Gli indici di
germinazione sono risultati < 1% al 50% di digestato, diversamente S. saccharatum ha mostrato un
IG% maggiore del 15% alla medesima diluizione.

1G% puo comprendere valori maggiori o minori di 100, in cui un valore uguale al 100% corrisponde
ad un eguale tasso di germinazione ed tasso di allungamento della plantula tra un specifico trattamento
ed il controllo negativo (Baudo et al., 2012). Se i valori sono compresi tra 80 e 120% gli effetti son
probabilmente legati al controllo negativo, tuttavia valori superiori al 120% indicano biostimolazione,
mentre se inferiori all’80% definiscono fenomeni di inibizione.

Sulla base D.Lgs. 75/2010 relativo al “Riordino e revisione della disciplina in materia di fertilizzanti,

a norma dell’articolo 13 della legge 7 luglio, n 88), un ammendante per essere disperso sui suoli
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agricoli deve rispettare precise soglie per una serie di parametri fisico-chimici (pH, carbonio, azoto),

microbiologici e di tossicita come riportato in Tabella 28. In particolare, per il parametro di tossicita,

il digestato diluito al 30% deve presentare un 1G% > 60%.

pH
C org su secco
N org su secco

C/N

Salmonella

E. coli

6-8,5
almeno 20%
almeno 80%
max 50

0 CFU/g
1000 CFU/g

IG% al 30% di digestato  almeno 60%

Tabella 28: Parametri richiesti per accettare un rifiuto organico vegetale come
ammendante sulla base del D.Lgs. 75/2010.

Nei grafici di Figura 46, Figura 47 e Figura 48Figura 47, sono riportati gli 1G% per ogni singola

specie, alle diverse diluizioni di digestato e per ognuno di questi si trovano associate le tabelle con i
risultati del test ANOVA.

Indice germinazione %

120

100 +

80 +

60 T

a0 4

20 T+

=20 T

=40

L. sativum
B
% B
] i
Q15 Q1-10 q:ﬂm q:Jg:
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Figura 46:Effetto alle diverse concentrazioni di digestato considerando 1I’1G% per L.

sativum.
Contrasto Differenza Diff stand Valore critico Pr > Diff Significativo
50 vs 5 -78,856 -6,030 3,310 0,002 Si
50 vs 10 -50,615 -3,870 3,310 0,025 Si
50 vs 25 -2,168 -0,148 3,310 0,999 No
25vs5 -76,687 -5,245 3,310 0,005 Si
25vs 10 -48,446 -3,313 3,310 0,050 Si
10 vs 5 -28,241 -2,160 3,310 0,224 No
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Modalita Medie stimate Errore standard Limite inf (95%) Limite sup (95%) Gruppi

50 0,958 9,247 -20,908 22,824 A
25 3,126 11,325 -23,654 29,907 A
10 51,573 9,247 29,706 73,439 B
5 79,814 9,247 57,948 101,680 B

Tabella 29: Valutazione mediante testi ANOVA per verificare se esiste una differenza
significativa a diverse concentrazioni dell’ 1G% per L. sativum.
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Figura 47: Effetto alle diverse concentrazioni di digestato considerando I’'1G% per S. alba.

Contrasto Differenza Diff stand Valore critico Pr > Diff Significativo
50 vs 10 -95,685 -3,139 3,690 0,088 No
50vs 5 -88,083 -2,890 3,690 0,114 No
50 vs 25 -27,046 -0,836 3,690 0,836 No
25vs 10 -68,639 -2,848 3,690 0,119 No
25vs 5 -61,038 -2,533 3,690 0,168 No
5vs 10 -7,602 -0,353 3,690 0,983 No

Limite sup

Modalita  Medie stimate Errore standard Limite inf (95%) (95%) Gruppi
50 0,289 26,399 -67,572 68,150 A
25 27,334 18,667 -20,651 75,319 A
5 88,372 15,241 49,192 127,551 A
10 95,974 15,241 56,794 135,153 A

Tabella 30:Valutazione mediante test ANOVA per verificare se esiste una differenza
significativa a diverse concentrazioni dell’IG% per S. alba.
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Figura 48: Effetto alle diverse concentrazioni di digestato considerando I’IG% per S.
saccharatum.

Contrasto Differenza Diff stand Valore critico Pr > Diff Significativo
50vs 5 -83,141 -2,413 3,462 0,174 No
50 vs 10 -49,374 -1,433 3,462 0,525 No
50 vs 25 -24,991 -0,662 3,462 0,908 No
25vs 5 -58,150 -1,688 3,462 0,405 No
25vs 10 -24,383 -0,708 3,462 0,891 No
10vs 5 -33,767 -1,096 3,462 0,705 No

Modalita ~ Medie stimate Errore standard Limite inf (95%) Limite sup (95%) Gruppi
50 25,659 26,686 -39,641 90,958 A
25 50,650 26,686 -14,650 115,949 A
10 75,032 21,789 21,716 128,349 A
5 108,800 21,789 55,483 162,117 A

Tabella 31: Valutazione mediante test ANOVA per verificare se esiste una differenza
significativa a diverse concentrazioni dell’ IG% per S. saccharatum.

Dall’ANOVA, risulta che per S. alba e S. saccharatum le diverse diluizioni di digestato non hanno

avuto un effetto statisticamente significativo sull’indice di germinazione. Nel caso del L. sativum &

stata evidenziata una differenza significativa (0=0,05) di effetto tra i valori medi dell’IG(%) e le

diverse diluizioni di digestato (come mostrato in Figura 46). Le uniche differenze non significative si

hanno avute solo dal confronto tra le concentrazioni 50 vs 25 e 10 vs 5. Le stesse considerazioni

sono state fatte per valutare la variazione di biomassa (g) alle diverse condizioni sperimentali. |

risultati per ogni specie sono visibili in Figura 49, Figura 50 e Figura 51.
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Figura 49:Effetto alle diverse diluizioni di digestato considerando la variazione di biomassa
per L. sativum.

Modalita Differenza Diff stand Valore critico Differenza critica  Pr > Diff  Significativo
0 vs 50 0,140 3,021 2,891 0,134 0,040 Si
0vs 25 0,065 1,398 2,891 0,134 0,471 No
0vs 10 0,047 1,012 2,891 0,134 0,711 No
Ovs5 0,011 0,239 2,891 0,134 0,997 No
Tukey’s test

Tabella 32:Test ANOVA per verificare possibili differenze significative a diverse diluizioni
di digestato sulla base della variazione di biomassa per L. sativum.
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Figura 50: Effetto alle diverse diluizioni di digestato considerando la variazione di
biomassa per S. alba.

Si puo osservare sia dalla Figura 50 che dalla Tabella 33, come non compaia la diluizione al 50% di

digestato. Questa non é stata considerata perché non si & verificato alcun incremento della biomassa.

Modalita Medie stimate Errore standard Lim inf (95%) Lim sup (95%) Gruppi
5 0,023 0,001 0,020 0,026 A
25 0,025 0,001 0,021 0,028 A
0 0,026 0,001 0,023 0,029 A
10 0,026 0,001 0,023 0,029 A
ANOVA
Confronto  Differenza Diff standard Valore critico Differenza critica  Pr> Diff  Significativo
Ovs5 0,003 1,558 2,880 0,006 0,336 No
Ovs25 0,001 0,689 2,880 0,006 0,832 No
0vs 10 0,000 -0,016 2,880 0,006 1,000 No

Tukey’s test

Tabella 33: Test ANOVA per verificare possibili differenze significative a diverse diluizioni
di digestato sulla base della variazione di biomassa per S. alba.
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Figura 51: Effetto alle diverse diluizioni di digestato considerando la variazione di
biomassa per S. saccharatum.

Modalita Medie stimate Errore standard Lim inf (95%) Lim sup (95%) Gruppi
10 0,008 0,001 0,005 0,010 A
5 0,009 0,001 0,006 0,012 A
0 0,011 0,001 0,008 0,013 A
ANOVA
Modalita Differenza Diff standard Valore critico Differenza critica  Pr > Diff  Significativo
Ovs10 0,003 1,851 2,863 0,005 0,189 No
Ovs5 0,001 0,925 2,863 0,005 0,582 No
Tukey’s test

Tabella 34:Test ANOVA per verificare possibili differenze significative a diverse diluizioni
di digestato sulla base della variazione di biomassa per S. saccharatum.

Anche in questo caso non sono state considerate le diluizioni al 25 e 50%, poiché non si & assistito ad
un aumento della biomassa per questi valori.

Da Tabella 33 e Tabella 34 si pud osservare come per le specie di S. Alba e S. Saccharatum I’effetto
alla condizione di controllo non differisca significativamente in termini di variazione della biomassa
al variare delle concentrazioni di digestato. Differente € quanto ottenuto per il L. sativum, infatti,
mediante I’integrazione del test post-hoc di Tukey all’ANOVA, si é potuto osservare un effetto
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significativamente rappresentativo tra la variazione di biomassa rispettivamente alle condizioni di
controllo e al 50 % di diluizione con digestato, come mostrato in Tabella 32.

Quanto emerso da queste discussioni ci porta a riflettere dei diversi endpoint valutati in questa
sperimentazione. L’unica specie che si & presentata conforme, in termini di significativita della
risposta € il L. sativum.

Nel proseguimento di questo capitolo si provera pertanto a determinare una concentrazione massima

di digestato affinché questo possa rientrate nella categoria degli ammentanti, in base a quanto detto
dal D.Lgs. 75/2010 e Di Maria et al. (2014).

In Figura 52 e in Figura 53 vengono raffigurati 1G% e ICP% per L. sativum.
100 4.
% L. sativum

\ y = 96,184e0/102
80 \ T R2 = 0,8807

70 \
g0

AlG

O T T - T T - 1

0 10 20 DigesBito (%) 40 50 60

Figura 52: Effetto alle diverse concentrazioni di digestato per L. sativum considerando
I”Indice di Germinazione (1G%).
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Figura 53: Effetto alle diverse concentrazioni di digestato per L. sativum considerando
I’Inibizione di accrescimento della plantula (ICP%).

Dalle curve di ICP% e 1G% si e potuto ricavare le seguenti equazioni:
y = 44,006In(x) - 66,964 (Eq. 1)
y = 96,184 0102 (Eq. 2)

Dall’equazione della curva logaritmica di IGP(%) (Eqg. 1) e stato possibile ricavare la diluizione di
digestato teorica affinché questo possa rientrare all’interno dei limiti stabiliti dal D.Lgs. 75/2010,
questa risulta essere del 4,5%.

Dall’equazione della curva esponenziale di IG (%) (Eq. 2) si &€ potuto invece ricavare I’lCsg,

rispettivamente del 14,2 %.

Si ¢ inoltre proceduto al calcolo del Germination Index Rate (GIR) come descritto da Di Maria et al.
(2014), che corrisponde al rapporto tra 60 e I’IG% previsto dal D.Lgs. 75/2010. Per GIR<I, la
fitotossicita del digestato permette I’uso in agricoltura, per valori superiori a 1 il digestato ha un livello
di tossicita eccessivo per le colture. Nel caso del digestato esaminato il GIR ¢é pari a 13.

Tale risultato classifica questo substrato come non idoneo all’uso come ammendante. Di Maria et al.
(2014) mettono inoltre a confronto il GIR con il rapporto FOS/TAC ed indicano come ad alti valori
di FOS/TAC sono associati GIR superiori a 1.6. Nella suddetta sperimentazione questa relazione non
e stata osservata, in quanto il digestato ha un FOS/TAC di circa 0.2, valore che dovrebbe coincidere
con GIR inferiori a 1. | livelli di tossicita presenti nel digestato potrebbero trovare una spiegazione
considerando la presenza di concentrazioni elevate di ammonio e probabilmente di metalli pesanti,
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in particolare del rame, derivante dai trattamenti anticrittogamici sulla vite (e.g poltiglia bordolese a

base di solfato di rame). Queste attivita saranno oggetto di future investigazioni
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5 Conclusioni

In questo lavoro sperimentale é stato possibile applicare un approccio integrato di Bioraffineria per

la valorizzazione di scarti da produzione viti-vinicole, con fine di ottenere energia e composti ad alto

valore aggiunto.

Analizzando i risultati ottenuti e stato dunque possibile affermare quanto segue:

Come atteso, le prove dei BMP hanno dimostrato che la feccia tal quale e la feccia filtrata
mostrano un maggior potenziale di biometanazione rispetto al fango. La feccia tal quale
presenta infatti un SMP di 0,37 Nm3CHa/kgCODxeq, la filtrata di 0,41 Nm3CHa/kgCOD+eq ed
il fango di 0,20 Nm3*CHa/kgCODsed.

Risulta evidente quindi come la co-digestione anaerobica pud migliorare le performance di
processo, rispetto ad una digestione di soli fanghi.

La feccia possiede inoltre un coefficiente di idrolisi (kn) maggiore rispetto al fango, in
particolare 0,55 d e 0,69 d™! per la tal quale e la filtrata e 0,24 d™! per il fango, a dimostrazione
di come quest’ultimo abbia gia subito un processo di stabilizzazione prima del
campionamento e che ha portato ad una minor degradabilita del substrato.

Dai BMP su digestato mesofilo é stato possibile determinare la stabilita biologica, in accordo
a quanto asserito dalla Direttiva Europea CE 99/31. Questo risulta avere un SGP di 0,035
Nm?®biogas/kgT Sreq, che se confrontato con il valore limite imposto dalla Direttiva CE 99/31
(0,020 Nm®biogas/kgTSreqd) ci permette di dire come un leggero incremento dell’HRT, pud
portare a completa stabilizzazione del digestato, e che visti i valori molto simili, mediante
ulteriori approfondimenti, questo potrebbe gia essere conferibile in discarica.

Nei testi in continuo effettuati su reattore pilota CSTR, in condizioni mesofile, e stato adottato
un OLR totale di 3,2 kgCOD/m?3d, (ottenuto da 0,6 kgCOD/m?d di fango e 2,6 kgCOD/m3d
di feccia) per un HRT di 23 giorni.

Allo stato stazionario si & ottenuto un GPR di 1,08 Nmbiogas/m3d, un SGP di 0,33
Nm3biogas/kgCODrd €d un SMP di 0,25 Nm3CHa/kgCODrq, in accordo con quanto
realizzato da Da Ros et al., 2014.

L’efficienza di rimozione del COD risulta essere piuttosto elevata, con una resa di
abbattimento prossima al 75%, mentre per i TS e TVS si hanno rese di rimozione del 35% e
45%.

In suddette condizioni di processo di sono avute anche ottime rese di abbattimento dei

polifenoli. Questi composti risultano essere abbondanti soprattutto nella frazione liquida della
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feccia e possono causare inibizione a determinate pathway metaboliche. Le rese di rimozione
per questa sperimentazioni sono prossime dell’80%, in accordo con quanto riportato in
letteratura.

Dalla caratterizzazione analitica dei polifenoli per substrati di feccia rossa e bianca risulta che
le piu alte concentrazioni di questi sono stati rinvenuti nella prima, a causa dei fenomeni di
solubilizzazione durante la macerazione, una tipica fase del processo di vinificazione in rosso,
presentando complessivamente una maggiore distribuzione per la frazione solida, se si
considera il peso umido.

Dalla caratterizzazione analitica dei polifenoli per i substrati di digestato si nota un notevole
abbattimento nel contenuto totale, in accordo con quanto ottenuto durante la sperimentazione
in continuo, oltre alla solubilizzazione per alcuni di questi, come I’acido gallico. La categoria
predominante risulta essere quella dei flavonoidi, a dimostrazione di come lo scheletro di
difenilpropano impartisca un’elevata stabilita, che si pud tradurre in una minor capacita
degradativa.

Grazie ai test di fitotossicita con L. sativum € stato possibile determinare 1’IG% a diverse
diluizioni di digestato. Il D.Lgs 75/2010 stabilisce infatti che un determinato scarto di origine
vegetale per poter esser utilizzato come ammendanti, oltre a precisi parametri chimico-fisici
e biologici deve possedere in 1G% non minore del 60% ad una diluizione del 30%. Questo
valore e stato ottenuto mediante diluizione dell’effluente al 4,5% su matrice acquosa. La
determinazione del GIR ci ha invece permesso di definire questo substrato come non idoneo

all’uso agronomico.

Si puo pertanto affermare come un approccio di Bioraffineria per i sottoprodotti studiati in questo

lavoro sperimentale é possibile. Infatti la co-digestione anaerobica di fecce di vinificazione e fanghi

pud apportare un buon recupero energetico (stimato in 16.5 Kwh/m®.q di calore netto e 50,5

Kwh/m3eq di elettricita, per tonnellata di substrato digerito), garantendo allo stesso tempo una

maggior sostenibilita ambientale dell’intera filiera produttiva, grazie ad un efficiente smaltimento di

sottoprodotti di lavorazione. Da questo processo si ricava inoltre un effluente, che secondo i test BMP

non risulta ancora stabilizzato a sufficienza. Dai test di fitotossicita sul medesimo substrato € emerso

come questo, mediante opportuna miscelazione, potrebbe fungere come ammendante di qualita.

Viene tuttavia richiesta una miglior caratterizzazione dei parametri, soprattutto per la valutazione

dell’ammoniaca e dei metalli.
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Anche I’estrazione di composti ad alto valore aggiunto, potrebbe risultare una valida alternativa,
anche se risultano necessari studi economici e di fattibilita non affrontati in questo lavoro di tesi. Si
puo in ogni caso preliminarmente affermare che nella feccia rossa sono state rinvenute concentrazioni
non trascurabili di composti fenolici con elevata incidenza di mercato (in particolare flavonoidi e
stilbeni). Considerando che la maggior parte di questi, a parita di peso umido, sono distribuiti nella
fase particolata del substrato, si potrebbe pensare ad un processo di separazione a monte della
digestione anaerobica, in cui la frazione solida viene utilizzata come substrato per I’estrazione di
polifenoli, mentre la liquida viene digerita anaerobicamente, garantendo le migliori produzioni di

biogas.
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6 Glossario

ANOVA: Analysis of Variance, Analisi della Varianza

BMP: Biomethane Potential, potenziale di bio-metanazione

COD: Chemical Oxygen Demand, domanda chimica di ossigeno (mgO-/l o mgCOD/I)
CSTR: Continuos Stirred Tank Reactor, reattore miscelato in continuo

FAN: Free-Ammonia Nitrogen, Ammoniaca Libera (mgN-NHs3/I)

FOS: Fluchtige Organische Sauren, Acidi Organici Volatili (mgCH3COOH/I)

G: Numero di semi germinati (%)

GPR: Gas Production Rate, velocita di produzione di biogas (m3/m?3d)

HPLC-DAD: High Performance Liquid Chromatography-Diode Array, Cromatografia, Liquida ad
Alte Prestazioni con Rivelatore a Serie di Diodi

HRT: Hydraulic Retention Time, Tempo di Ritenzione Idraulico (giorni)

ICP: Inibizione Crescita Plantula (%)

IG: Indice di Germinazione (%)

OLR: Organic Loading Rate, Carico Organico Volumetrico (kgsubstratosq /m3d)

PA: Partial Alkalinity, Alcalinita Parziale (mgCaCOa/l)

SCOD: solubile COD, COD solubile(mgCOD/I)

SGP: Specific Gas Production, Produzione Specifica di Biogas (m3biogas/kgsubstratofeq)
SMP: Specific Methane Production, produzione specifica di metano (m3CHa/kgsubstratofeq)
TKN: Total Kjiendhal Nitogen, azoto totale con metodo Kjiendhal (mg/gTS)

TA: Total Alkalinity, Alcalinita Totale (mgCaCOs/l)

TAN: Total Ammonia Nitrogen, concentrazione di ammoniaca totale (mgN-NH4*/I)

TS: Total Solids, Solidi Totali (g/kg)

VFA: Volatile Fatty Acids, Acidi Grassi Volatili (mgCOD/I o mgCHsCOOQOH/I)

VS: Volatile Solids, Solidi Volatili Totali (g/kg)
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