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1 Introduzione 

Il primo capitolo riporta una introduzione generale al lavoro di tesi. Viene descritta la filiera produttiva del 

vino e la valorizzazione degli scarti mediante applicazioni biotecnologiche come la digestione anaerobica e 

l’utilizzo di microalghe in un processo integrato con un approccio circolare. 

 

1.1 Produzione vinicola 

In Italia, l’agricoltura risulta il settore più sviluppato ed economicamente importante e, nello specifico, la 

produzione vitivinicola rappresenta il settore agrario più rilevante del bacino mediterraneo, con terreni adibiti 

alla coltivazione di uva estesi su tutto il territorio nazionale. Le produzioni agricole hanno un impatto 

ambientale considerevole, come riportato dall’Organizzazione Agricola e del Cibo (FAO), in quanto 

l’agricoltura produce un rifiuto agricolo associato al prodotto finale volto alla vendita. Il rifiuto agricolo è 

stato correlato al quantitativo di terra fertile consumata per produrlo, corrispondente a 1.4 bilioni di ettari 

(28% delle terre coltivabili), e all’emissione di gas serra, 3.6 giga tonnellate l’anno di emissioni di CO2 

equivalenti. La produzione di rifiuto agricolo mondiale risulta ad oggi di 1.3 bilioni di tonnellate annue, con  

una previsione di crescita associata all’aumento della popolazione umana [1]. La produzione vitivinicola 

subisce, come tutte le produzioni agricole, l’impatto del rifiuto prodotto associato al prodotto finale, dove per 

rifiuto vitivinicolo si intende il rifiuto solido organico prodotto durante la lavorazione dell’uva, le emissioni 

CO2, le fecce di vinificazione e le acque reflue prodotti durante il processo di vinificazione. La produzione 

maggiore di rifiuti vitivinicoli si incentra maggiormente nei mesi autunnali (Settembre-Ottobre-Novembre) 

durante la vendemmia, ma in realtà, considerando le diverse fasi di lavorazione del vino, la produzione 

risulta annuale (i.e. botti per l’invecchiamento) [2–4]. Il processo di vinificazione è un processo complesso e 

legato fortemente al prodotto che si vuole ottenere. In generale, il processo di vinificazione, partendo dalla 

vendemmia, prevede vari step di trattamento: pressatura, fermentazione, sedimentazione/decantazione, 

maturazione, chiarificazione e, in fine, l’imbottigliamento [5]. La quantificazione del rifiuto vinicolo è 

estremamente complessa e dipendente da molteplici fattori, dalle tecnologie applicate per la produzione al 

dimensionamento della cantina. Tipicamente, per ettolitro di vino prodotto, si ha la produzione di 196 l di 

acqua reflua, 0.1 kg di fango attivo secondario (waste activated sludge, WAS) e 1.6 kg di feccia vinicola [6].  

In Italia, la produzione annuale di vino risulta di 53 milioni di quintali e la produzione stimabile di feccia 

risulta di 2.140 milioni di quintali, considerando sia la feccia prodotta durante la vendemmia che quella 

ottenuta dall’invecchiamento in botte del vino [4].  



 

2 
 

 

Figura 1: Processo di produzione del vino e identificazione dei processi produttivi che portano alla produzione della 

feccia di vinificazione (frecce grigie). 

 

Ogni passaggio di lavorazione porta alla produzione di varie tipologie di scarti (polpa, feccia e acqua reflua); 

la feccia di vinificazione nella produzione vitivinicola gioca un ruolo cruciale per l’ottenimento di un 

prodotto di qualità. Infatti, la feccia di vinificazione favorisce la detossificazione naturale del prodotto finale 

da composti organici rilasciati dei microrganismi che effettuano la fermentazione. Tra i microrganismi che 

effettuano la fermentazione, ad esempio, vi sono funghi appartenenti alle specie Penicillium ed Aspergillus, 

che possono rilasciare sostanze tossiche come l’ocratossina A, microtossina cancerogena, ed il 4-etilfenolo e 

4-etilguaicolo, prodotti dal lievito Brettanomyces, che causano un aroma di medicinale e di speziato al 

prodotto finale. La detossificazione di queste molecole dal vino risulta essenziale e tipicamente avviene 

tramite agenti chiarificanti, carbone attivo e bentonite, ma recenti studi hanno identificato la feccia come 

detossificante naturale per la loro rimozione [5]. In fine,  la feccia di vinificazione gioca un ruolo cruciale 

nella produzione vitivinicola, in quanto interagisce con i composti polifenolici che danno le proprietà di 

colore ed organolettiche del prodotto finale (vino); liberano enzimi, grazie alla presenza di lieviti, 

permettendo l’idrolisi dei composti fenolici complessi in acido gallico o acido ellagico [7]. La feccia, ad 
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oggi, non trova applicazioni alternative, come accade invece per la vinaccia, rimanendo così un rifiuto con 

un costo di smaltimento [4]. Negli ultimi anni, la valorizzazione della feccia di vinificazione è stata studiata 

principalmente con il fine di recuperare sostante di interesse, come antiossidanti e bioetanolo [8], ma con 

costi associati ancora elevati. Ioannidou et al. [9] hanno riassunto e quantificato i prodotti ad interesse 

economico ricavabili dal trattamento della feccia, distinguendo differenti trattamenti applicabili alle due 

frazioni, liquida e solida, post centrifugazione. La feccia rappresenta il 2-6 % della produzione vinicola 

italiana, corrispondente a 646,567 tonnellate annue, di cui il 31.4 % è frazione solida, con alte concentrazioni 

di biomassa (lievito) e di zuccheri, che può essere quindi convertita in idrolizzato ricco in nutrienti per via 

fermentativa. L’estrazione con solventi applicata alla frazione solida, porta ad un estratto ricco in fenoli; le 

rimanenze di questo processo possono essere ulteriormente trattate con HCl e precipitazione per ottenere sale 

tartrato. Con un approccio a cascata, anche la rimanenza di questo secondo passaggio può essere 

ulteriormente valorizzata con idrolisi enzimatica per ottenere un idrolizzato ricco in nutrienti per produzione 

di polimeri e composti chimici (Figura 2). La frazione liquida può essere invece distillata per il recupero 

dell’etanolo, mentre la rimanenza liquida può essere valorizzata mediante idrolisi enzimatica per ottenere un 

idrolizzato ricco in nutrienti per la produzione di polimeri e prodotti chimici.  

La feccia di vinificazione, grazie alla presenza di zuccheri, può essere trattata anche mediante processi di 

fermentazione, la cui resa di conversione degli zuccheri in acidi grassi volatili risulta stimata al 50 %. Per 

questo motivo, lo sviluppo di questo processo di bioraffineria necessita di una disponibilità di carboidrati 

fermentabili superiore alle 100,000 tonnellate l’anno [10]. I reflui vinicoli prodotti in Italia, come per la 

Spagna e la Francia, possono fornire 164,103 tonnellate annue di carboidrati fermentabili da fecce di 

vinificazione, ma il processo di trattamento risulta ad oggi dispendioso [10].  

 

Figura 2: Immagine estratta dal lavoro di Ioannidou et al. [10] per lo sviluppo del processo di bioraffineria per 

l’estrazione di prodotti secondari ad alto valore aggiunto per la feccia di vinificazione. La quantificazione del refluo 

vinicolo viene riportata in valore umido ed i composti estratti su base secca. 
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La produzione vinicola italiana ha subito negli anni cambiamenti relativi alle metodologie di coltivazione, 

gestione e produzione associate al loro impatto ambientale. La necessità di modificare le pratiche vitivinicole 

risulta necessaria in risposta al cambiamento climatico in corso, dove l’aumento delle temperature e la 

variazione delle precipitazioni hanno influenzato fortemente questo settore, influendo sulle produzioni e 

qualità dei prodotti finali [11–13]. Dal punto di vista socio-economico, il cambiamento climatico ha colpito 

in modo estremamente negativo il settore della produzione vitivinicola, portando ad una diminuzione 

dell’8% della produzione a livello globale. Eventi internazionali, quali Vinitaly ed Enoforum (2013-2014), 

hanno posto l’attenzione sulle applicazioni innovative per il trattamento e valorizzazione dei reflui 

vitivinicoli, mostrando l’interesse da parte dei produttori italiani nella ricerca ed innovazione nell’ambito 

dell’economia circolare [13,14].  

Lo studio della produzione vitivinicola vede inoltre un ambiente particolare nel panorama italiano; la 

produzione di vino annua (51 milioni di ettolitri) distribuita su 795,000 ettari di terreno fertile è affidata a 

diverse classi di produttori: piccole aziende private familiari (42-46%), cooperative che trattano le uve di 

piccoli produttori (42-46%) e da grandi enti privati che trasformano le uve di terzi (8-16%).  

In conclusione, la produzione vitivinicola italiana è composta principalmente da entità familiari, che a loro 

volta influenzano il panorama regionale italiano in termini di produzione percentuale di vino. Tra le regioni 

italiane, il Veneto spicca nella produzione vitivinicola coprendo sul mercato il 17.1% di tutto il vino prodotto 

annualmente in Italia.  

Lo scenario che si mostra analizzando le produzioni e le tipologie di aziende che cooperano nella produzione 

vitivinicola, sottolinea la forte influenza delle piccole aziende, che necessitano dell’identificazione di nuove 

metodologie di coltivazione e gestione del rifiuto applicabili, e di semplice gestione, per i piccoli produttori. 

L’identificazione di applicazioni alternative del refluo vinicolo, anche rivolte ad un aumento del guadagno 

per le piccole aziende, potrebbe portare ad una riduzione dell’impatto ambientale con una riduzione della 

pratica di travaso ambientale non autorizzato, che avviene tipicamente in fognatura o nei corsi d’acqua [15–

17].  

1.1.1 Normativa 

La normativa che regola la produzione vitivinicola e lo smaltimento del refluo ad esso associato è la legge 

234/2016 “Disciplina organica delle coltivazione della vite e della produzione e del commercio del vino”, 

Gazzetta Ufficiale n. 302 del 28 dicembre 2016, conosciuta come “Testo Unico del vino”. Le indicazioni 

relative allo smaltimento e stoccaggio delle fecce di vinificazione definiscono [18,19]: 

- Che la feccia uscente dall’impianto di vinificazione deve avere un tenore alcolico di minimo 4 litri di 

alcol anidro/100 kg; 

- Il divieto di sovrappressione delle fecce e rifermentazione delle vinacce per scopi diversi dalla 

distillazione o produzione del vinello (allegato VI, lettera D, regolamento CE n.479/2008); 
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- Che prima del trasporto esterno dalla cantina le fecce debbano essere denaturate con modalità 

specifiche utilizzando sostanze rivelatrici e segnalate sul registro telematico; 

- Che la consegna dei sottoprodotti (fecce e vinacce) ad un distillatore (art. 14 della legge n. 82 del 

20 febbraio 2006) o ritiro sotto controllo (art.5) debba essere effettuato entro il 30esimo giorno 

dalla svinatura del vino; 

- Che le fecce ad uso agronomico debbano essere denaturate con solfato ferroso alla dose di 100 

grammi/100 kg; 

- L’esonero di consegna in distilleria e ritiro sotto controllo delle fecce di vinificazione per i 

produttori con produzione di mosto fino a 25 hl, per produttori di vini spumanti e frizzanti di qualità 

di tipo aromatico con mosti di uve o mosti di uve parzialmente fermentati acquistati e sottoposti a 

trattamenti di stabilizzazione per eliminare le fecce; 

- Che risulta consentita la cessione di fecce e vinacce non ancora avviate alla distillazione tra 

distillerie autorizzate ed utilizzatori di sottoprodotti della trasformazione dei prodotti vitivinicoli a 

scopo energetico.” 

Nello specifico, durante la vendemmia, il ritiro delle fecce di vinificazione deve essere effettuato entro il 31 

luglio di ciascuna campagna, prendendole in carico il giorno stesso in qui vengono separate dei mosti e dai 

vini. Lo smaltimento sotto controllo delle fecce o delle vinacce viene permesso in toto o in parte a tutti i 

produttori vinicoli, e la loro applicazione potrà essere in ambito agronomico diretto, indiretto 

(compostaggio), prodotti agroalimentari (vitamine, agenti microbici, antiossidanti [20]), energetico o 

farmaceutico/cosmetico.  

L’unica deroga ad ora presente per lo smaltimento delle fecce riguarda la lavorazione di alcuni vini 

ungheresi e slovacchi, dove la filiera produttiva prevede il trattamento di pressatura della feccia/mosto, che 

costituisce la caratteristica essenziale del vino. I vini in considerazione vedono il “Tokaji fordítás” o il 

“Tokajský forditáš”, che si ottengono dal versamento del mosto o vino su pasta di «aszú»/«výber» pressata, e 

il “Tokaji máslás” o il “Tokajský mášláš”, che si ottiene dal versamento del mosto o vino su fecce di 

«szamorodni»/«samorodné» o di «aszú»/«výber». L’unico vincolo presente per questa tipologia di vino è 

l’uso di prodotti provenienti dalla stessa vendemmia. 

Le violazioni al Testo unico del vino prevedono sanzioni amministrative pecuniarie: 

- “Violazione all’eliminazione dei sottoprodotti previsti dall’allegato VIII, parte II, lettera D, del 

regolamento (UE) n. 1308/2013 comportano sanzioni amministrative pecuniarie: da 15 euro a 75 

euro per ogni 100 chilogrammi di prodotto; 

- Violazione del divieto di rifermentazione comporta una sanzione pecuniaria amministrativa da 45 a 

250 euro per ogni 100 chilogrammi di prodotto e comunque non inferiore a 250 euro. Se vi è la 

reiterazione dell’illecito, la sanzione amministrativa pecuniaria viene raddoppiata e vi è 

l’applicazione di una sanzione accessoria della chiusura dell’impianto da tre mesi ad un anno; 
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- Dall’art. 63 del testo unico, chiunque non denatura le fecce di vino prima dell’estrazione dalla 

cantina con le sostanze rilevatrici individuate dal decreto di cui l’articolo 13, comma 5, e chi 

impiega la sostanza denaturante in difformità delle modalità previste ai sensi del medesimo comma, 

è soggetto alla sanzione amministrativa pecuniaria da 100 auro a 5.000 euro e l’infrazione è 

diffidabile sono per quantitativi inferiori a 2 tonnellate; 

- Chiunque non avvia alle distillerie autorizzate le vinacce e le fecce di vino in violazione delle 

disposizioni dell’articolo 13, comma 2 è soggetto alla sanzione amministrativa pecuniari da 100 

euro a 1.000 euro.”  

Il trasporto della feccia di vinificazione, come richiesto da normativa, ammonta a 100 €/ton [21] 

comportando un impegno economico considerevole, considerando il quantitativo di feccia prodotta 

annualmente anche nelle piccole industrie vitivinicole. La normativa che prevede la consegna della feccia in 

distilleria è stata redatta onde evitare sovrapressature o torchiature eccessive al fine di produrre vini scadenti, 

contrabbando o frode ed evitare al massimo il travaso non autorizzato in corsi d’acqua o sul terreno. 

1.2 Digestione anaerobica 

La digestione anerobica (DA) è un processo biotecnologico adoperato per la degradazione della sostanza 

organica in assenza di ossigeno (anaerobiosi), ottenendo come prodotti in uscita dal sistema il biogas ed il 

digestato [22]. Il funzionamento del sistema DA si basa sul sistema sintrofico delle popolazioni batteriche 

che collaborano nella degradazione del rifiuto organico. Come riportato in Figura 3, nel processo DA 

avvengono le reazioni di idrolisi, acidogenesi, acetogenesi e metanogenesi tramite un processo sintrofico dei 

microrganismi, quindi con un approccio” multi-step biochimico”. Effetti inibitori per il sistema DA sono 

l’accumulo di ammoniaca e acidi grassi volatili (VFA) prodotti dai processi degradativi delle proteine e dei 

lipidi [23]. 
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Figura 3: Schema del sistema sintrofico negli impianti di digestione anaerobica. 

 

Diverse ricerche si sono incentrate sullo studio del trattamento di differenti substrati nei processi di DA, dai 

reflui e rifiuti organici industriali e municipali, reflui zootecnici, rifiuti agricoli ad acque reflue da impianto 

di trattamento acque [24]. 

Il refluo di vinificazione è caratterizzato da un alto valore di domanda chimica di ossigeno (COD, 

tipicamente nella frazione solubile) un’alta concentrazione di zuccheri, polifenoli, acidi organici ed etanolo 

[6,25–27]. La caratterizzazione della feccia di vinificazione mostra la presenza di microrganismi (lieviti, che 

hanno permesso precedentemente la fermentazione alcolica del vino), polifenoli, lignina, metalli, proteine, 

sali organici (tartrati), bucce, semi, grappoli e piccioli, pH estremamente bassi (circa 3), alta domanda 

chimica di ossigeno (COD) ed alta domanda biologica di ossigeno (BOD) che ne impedisce il rilascio 

ambientale in termini di legge e necessita di pretrattamenti [18]. Dal punto di vista ambientale, il rilascio di 

feccia sul suolo causa carsismo delle componenti calcaree, in ambiente anaerobico comporta la produzione di 

metano ed anidride carbonica con alto rischio esplosivo ed in ambiente acquatico comporta una 

sterilizzazione del biota [17]. In generale, il trattamento del refluo di vinificazione mediante DA risulta ad 

oggi poco esplorato, identificando però la necessità di co-digestione con fanghi secondari (WAS) [6] o altri 

residui dei processi di produzione del vino (feccia o scarti pressati) [28] nell’ottica di incrementare la 

produzione di biogas, rendendo così il sistema DA economicamente vantaggioso. Tra i vari rifiuti vinicoli 

che si possono ottenere della produzione vitivinicola, la feccia di vinificazione, o feccia vinicola, risulta un 

interessante substrato per i sistemi DA data l’alta biodegradabilità, alto contenuto organico, disponibilità 

annuale associata all’invecchiamento in botte, e richiesta di trattamenti prima del successivo smaltimento 
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[6,29]. La feccia di vinificazione è tipicamente composta dal 10.4 % di proteine, 1.2 % acidi grassi, 5.6 % di 

ceneri e 20.7 % di acido tartrarico [9]. Per quanto la produzione di feccia di vinificazione risulti annuale, 

durante il periodo autunnale vi è un incremento considerevole di produzione; l’applicazione di un impianto 

di trattamento dei reflui di vinificazione necessita quindi di una flessibilità del sistema in risposta alle 

fluttuazioni di refluo prodotto durante l’anno [10].  

La possibilità di utilizzo della feccia di vinificazione nei sistemi DA deve infine considerare le diverse 

tipologie di fecce ottenibili dalla produzione vinicola. Vi è una distinzione relativa alla tipologia di vino 

prodotto, rosso o bianco, che determina la produzione di fecce rosse e bianche e una miscela delle due 

(“rosa”) derivante principalmente dai consorzi che producono insieme vini rossi e bianchi, ed è associata alle 

condizioni operative dei sistemi di produzione ed uva utilizzata. Date le sue caratteristiche e la necessità di 

trattamento, Ioannou et al. (2015) hanno testato le efficienze di trattamento della feccia in DA mostrando 

performance inferiori per effluenti da vino rosso (RWE) rispetto agli effluenti da vino bianco (WWE) posti 

nelle medesime condizioni operative (mesofilia), con una rimozione del COD inferiore, 85% e 92% e 0.24 l 

g-1
CODrimosso e 0.35 l g-1

CODrimosso per RWE e WWE rispettivamente [10]. Queste differenze di performance 

sono legate alle differenti caratteristiche dei reflui da vinificazione rossa e bianca, dove un esempio è la 

concentrazione di acido acetico che risulta maggiore del 25% nel WWE rispetto al RWE [30]. Le 

caratteristiche chimico-fisiche della feccia di vinificazione sono associate a diversi fattori che comprendono 

il processo di vinificazione effettuato, il tipo di uva trattata e lo stoccaggio dell’effluente [31]. Tipicamente la 

feccia contiene un alto valore di composti organici biodegradabili, tra cui lieviti, acidi organici e proteine, un 

basso contenuto di solidi volati associato alla presenza di bentonite, materiale inerte, che viene applicato per 

la rimozione delle particelle colloidali e dei solidi sospesi durante la produzione del vino [29]. Nella feccia di 

vinificazione la maggior parte del COD è rappresentata dalla frazione solubile contente zuccheri, acidi grassi 

e alcool, con alte concentrazioni di azoto e fosforo associate alle metodologie di vinificazione applicate [6]. 

Data la variabilità della feccia di vinificazione, legata all’uva utilizzata e metodologie di produzione del vino, 

per comprendere l’applicabilità nei sistemi di trattamento biologici di questo rifiuto risulta essenziale una 

valutazione del trattamento su tutte le tipologie di fecce che possono essere ottenute dal processo di 

vinificazione (feccia bianca, rossa e rosa) nel lungo periodo. La ricerca sull’applicazione di processi DA per 

il trattamento della feccia risulta ridotta. Pochi lavori hanno valutato l’applicazione della feccia, tra cui 

Hungría et al. [31], trattandola in DA in condizione di mesofilia, ha identificato una produzione di metano di 

315 LSTP CH4 kgVS
-1 associato all’alta biodegradabilità della feccia di vinificazione (52.92%). I valori 

risultano confrontabili con quelli ottenuti da Da Ros et al. [29] in test in batch di bio-metanazione (BMP), 

con 488 LSTP CH4 kgVS-1. Montalvo et al. [28] sottolinea la necessità di una co-digestione feccia-WAS per 

incrementare la produzione di metano, dove nei test di BMP porta ad una produzione di 876 – 690 LSTP CH4 

kgVS
-1. Da Ros et al. [32] definisce come OLR applicabile per il trattamento mesofilo in DA della feccia 

valori inferiori a 3.2 kgCOD m3 -1 d-1, applicando un HRT di 23 giorni; in un anno di sperimentazione 

utilizzando sola feccia di vinificazione bianca, l’SGP ottenuto è di 0.38 Nm3 kgCODalimentato
-1 con una 

composizione del 65 % di metano durante l’SSC. Applicando feccia di vinificazione bianca, contenete un 
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valore esiguo di polifenoli, non è stato identificato un effetto inibitorio legato alla presenza di polifenoli, ma 

la presenza di rame, legata ai sistemi di trattamento dell’uva durante la coltivazione, e ammoniaca potrebbero 

influire negativamente sull’attività batterica all’interno del sistema DA, diminuendo la produzione di biogas 

su lungo termine. Le caratteristiche del digestato ottenuto da Da Ros et al. [32] mostra valori di solidi totali e 

volatili nel digestato di 23.0 ± 3.7 gTS kg-1 e 16.1 ± 3.2 gVS kg-1 rispettivamente, dove la frazione volatile 

rappresentava il 65 % del totale. Il trattamento DA in mesofilia ha portato un abbattimento dell’88 % della 

frazione polifenolica in uscita dal sistema (51 ± 8.2 mga.gallico equivalenti l-1). La concentrazione di ammoniaca in 

uscita dal sistema è risultata di 1.29 ± 0.25 gN-NH4 l-1, COD totale 15.3 gCOD kg-1 di cui solo il 15 % solubile 

(1167 ± 841 mgsCOD kgww
-1), pH di 7.8 ± 0.2, alcalinità parziale e totale di 3.42 ± 0.58 gCaCO3 l-1 e 5.28 ± 0.84 

gCaCO3 l-1 rispettivamente. Dato sicuramente interessante è relativo alla concentrazione dei metalli nel 

digestato, che potrebbero avere effetto inibente per il potenziale utilizzo come substrato per la coltivazione di 

microrganismi, come identificato da Da Ros et al. [32] che evidenzia concentrazioni di zinco (1199 mg kgdw
-

1), rame (929 mg kgdw
.1), piombo (115 mg kgSS

-1), cromo (48 mg kgdw
-1), nickel (26 mg kgdw

-1), cadmio (1.6 

mg kgdw
-1) e mercurio (0.4 mg kgdw

-1). Per quanto la maggior parte dei metalli identificati risulti non elevata, 

rame e zinco mostrano valori molto elevati associati alla tipologia di feccia che può contribuire fino al 70 % 

per il rame in entrata nel sistema DA. L’aumento dei metalli pesanti nell’effluente DA può essere il fattore 

limitante il trattamento. 

 

1.3 Microalghe 

Le microalghe sono microrganismi eucarioti fotosintetici, ubiquitari in ambiente acquatico. Ad oggi sono 

note circa 30,000 specie, ma ne è stato ipotizzato un numero nettamente maggiore [33]. La classificazione 

delle specie microalgali vede una prima classificazione sulla base del pathway metabolico utilizzato per la 

produzione di adenosintrifosfato (ATP), dalla quale si ricavano tre macrocategorie (Figura 4) [34]: 

- Autotrofe o fototrofe: dove l’organicazione del carbonio inorganico (Reazione I) è dipendente da una 

prima fase “luce dipendente” (Reazione II) ed una successiva fase “luce indipendente” (Reazione III) 

che permette l’ossido riduzione del carbonio inorganico della CO2, che viene ridotto a materiale 

organico, e l’acqua viene ossidata ad O2 che viene rilasciato nell’ambiente. 

6 CO2 + 6 H2O → C6H12O6 + 6 O2           (I) 

H2O + NADP+ + Pi + ADP → O2 + NADPH + ATP     (II) 

           CO2 + NADPH + ATP → C6H12O6 + NAD+ + ADP + Pi                            (III) 

 

- Eterotrofe: l’energia per la produzione di ATP è associata al consumo di substrato organico come 

donatore dii elettroni (Reazione IV). 

                   (C6H12O6 + 6 O2 → 6 CO2 + 6 H2O)                                         (IV) 
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- Mixotrofiche: la produzione di ATP è associata sia all’attività fotosintetica che al consumo di 

substrato organico. 

 

 

 

Figura 4: Schema del metabolismo autotrofo, mixotrofico ed eterotrofo. 

 

Tra le tre classi di metabolismi, il metabolismo mixotrofico risulta il più vantaggioso per la proliferazione 

microalgale in quanto l’aumento della biomassa prodotta è associato al maggior quantitativo di ATP prodotto 

grazie all’uso sia del sistema fotosintetico sia del consumo dei substrati organici. Data la capacità metabolica 

e la possibilità di utilizzare il metabolismo mixotrofico, la presenza di microalghe nei corsi d’acqua risulta 

abbondante, associata all’assimilazione di composti essenziali per la riproduzione cellulare, quali azoto, 

fosforo e metalli e all’attività fotosintetica [1].  

Un’altra classificazione delle microalghe vede la distinzione sulla base morfologica (flagelli, corpi inclusi, 

composizione della membrana) e di colorazione, in quanto, essendo microrganismi fotosintetici, accumulano 

pigmenti necessari per effettuare la fotosintesi. Questa classificazione porta a sette gruppi tassonomici: 

Cyanophyta, Chlorophyta, Chrysophyta, Euglenophyta, Phaeophyta, Pyrrophyta e Rhodophyta [35]. La 

morfologia delle specie microalgali è estremamente variabile, da forma sferica a bastoncello, fuso, 

mezzaluna o spirale [36]. Essendo cellule eucariote, contengono organelli cellulari, nucleo, vacuolo e 

cloroplasto. Il cloroplasto contiene un DNA circolare e le clorofille per la fotosintesi. In generale, tutte le 

microalghe contengono clorofilla a ed altri tipi di clorofille che possono essere specie specifiche e 

permettono l’assorbimento di specifiche lunghezze d’onda della luce per la produzione di energia tramite la 

fotosintesi [36].  
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Nella coltivazione industriale delle microalghe ci sono due fattori importanti da prendere in considerazione; 

il primo riguarda la tipologia di metabolismo applicabile per le produzioni di prodotti secondari ad alto 

valore aggiunto/biomassa, il secondo riguarda le tipologie di reattori utilizzabili per la coltivazione. Il 

metabolismo microalgale influisce sulla tipologia di reattore che verrà utilizzato per la coltivazione, infatti 

l’applicazione di coltivazioni eterotrofe risulta vantaggiosa dal punto di vista reattoristico, in quanto richiede 

reattori più semplici (tank chiusi ed oscurati) e con minor superficie necessaria alla coltivazione, ma richiede 

elevate fonti di carbonio, che devono risultare economiche, ed un elevato rischio di contaminazione [37]. 

L’applicazione di coltivazione mixotrofiche può risultare la chiave di volta nelle coltivazioni microalgali, in 

quanto offre il miglior carbon footprint associato all’uso di carbonio inorganico ed organico [38]. Data la 

richiesta di nutrienti elevata per la coltivazione microalgale, l’applicazione di reflui, che forniscono i 

nutrienti essenziali (C, N, P, Fe, K, S, etc), può portare ad un abbattimento dei costi produttivi ed un effetto 

fitodepurativo del refluo [39]. In particolare, l’azoto presente nel refluo viene assimilato nella biomassa 

microalgale sia in forma inorganica (NO3
- e NH4

+) sia in forma organica (urea o amminoacidi) [40]. La 

concentrazione di azoto nella coltura gioca un ruolo cruciale nella coltivazione microalgale, in quanto se 

superiore a 160 mg l-1 risulta tossico [41], mentre se limitante nel mezzo, al termine dalla coltura, comporta 

un arresto della proliferazione della biomassa ed accumulo di lipidi fino al 33 % - 38 % nella biomassa al 

termine della coltivazione [42]. Altro elemento fondamentale per la proliferazione microalgale è il fosforo 

che, contrariamente all’azoto e carbonio ottenibili da fonti rinnovabili, risulta reperibile principalmente da 

fonti non rinnovabili (rocce fosfatiche fossili). L’applicazione di reflui per la coltivazione microalgale 

comporta un apporto di fosforo, in differenti forme; in particolare, l’ortofosfato risulta la forma più 

facilmente assimilabile dalle microalghe [43,44]. L’applicazione di reflui per la coltivazione microalgali 

permette dunque di effettuare un’eutrofizzazione controllata del refluo, dove per eutrofizzazione si intende 

una proliferazione eccessiva delle specie microalgali in acque contaminate comportando anossia 

dell’ambiente acquatico; l’applicazione in reattori chiusi porta alla depurazione dell’acqua contaminata e 

produzione di biomassa microalgale applicabile per la produzione di prodotti secondari ad alto valore 

aggiunto [1]. 

Dal punto di vista reattoristico, i reattori utilizzabili per le coltivazioni mixotrofiche delle microalghe 

possono essere di divere tipologie, come riportato in Figura 5. Il reattore più semplice risulta il 

fotobioreattore (PBR) tubolare verticale/orizzontale, cioè un reattore airlift o colonna a bolle, trasparente per 

permettere la penetrazione dell’irradiazione luminosa e con insuffaggio di aria tramite gorgogliamento. 

Questa tipologia di reattore risulta la più semplice ed economica in quanto composta da tubi in polietilene 

rigidi o bags. Il problema associato a questa tipologia di reattori risulta il rapporto superfice/volume (S/I), 

che se elevato e con alte densità cellulari non permette un’illuminazione omogenea in tutto il reattore. Per 

ovviare a questo limite è necessario ridurre il diametro del reattore, trasformandolo in un PBR di tipo 

“capillare”. Altra tipologia reattoristica per la coltivazione microalgale è il sistema “a pannello”, con 

spessore di pochi centimetri, risolvendo il problema del rapporto S/I. Questo sistema permette il cambio di 

inclinazione del PBR, ottenendo quindi l’assorbimento massimo della luce solare incidente 
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perpendicolarmente al reattore. Per la coltivazione in sistemi aperti, tipicamente vengono utilizzati reattori a 

vasca aperta, dove la coltura microalgale occupa pochi centimetri di profondità ed il movimento viene 

conferito da un sistema a pale rotanti. Per quanto questa tipologia reattoristica risulta estremamente 

economica, mostra una serie di svantaggi, tra cui l’evaporazione o diluizione del mezzo di coltura associata 

alle condizioni climatiche e all’alto tasso di contaminazione. Recentemente sono stati sviluppati anche 

reattori “misti” o con conformazioni particolari, quali a serpentine, fermentatori ad illuminazione interna, che 

risultano però costosi sia dal punto di vista di costruzione che di gestione dell’impianto [45]. 

 

 

Figura 5: Le diverse tipologie reattoristiche per la coltivazione microalgale in mixotrofia (da Carvalho et al. [45]). 
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1.3.1 Accoppiamento dei processi microalghe-DA 

La valutazione della crescita microalgale su reflui per l’identificazione di un trattamento biologico terziario 

efficiente, è stata valutata sia su singole specie microalgali che su consorzi microalgali o microalghe-batteri 

[46,47]. L’applicazione di policolture microbiologiche come trattamento terziario dei reflui mostra vantaggi 

nella robustezza ed efficienza del trattamento, influenzando positivamente la depurazione del refluo tramite 

l’effetto sintrofico associato alle colture miste (come nei sistemi di digestione anaerobica) ed incremento 

della robustezza del sistema in risposta a variazioni ambientali e resistenza a patogeni [46,48,49]. Tra i 

molteplici studi di applicabilità dei ceppi microalgali nel trattamento dei reflui, Scenedesmus obliquus, 

Chlorella vulgaris, Nannochloropsis salina e Chlorella pyrenoidosa, sono risultate le specie microalgali più 

studiate [1,46,50].  

Tra i reflui maggiormente studiati per l’applicazione come substrato di crescita di colture microalgali, 

l’effluente di digestione anaerobica (digestato) ha mostrato grandi potenzialità di utilizzo data l’abbondanza 

di ammonio e fosforo. Le problematiche associate all’applicazione di questo sistema di trattamento sono 

principalmente associate alla necessità di irradiazione luminosa per le colture mixotrofiche, in quanto la 

torbidità del digestato e la sua presenza di solidi sospesi impediscono la penetrazione dell’irradiazione 

luminosa [51]. L‘applicazione del digestato come substrato di crescita microalgale necessita quindi di 

pretrattamenti prima della suo utilizzo, quali filtrazione [52], sedimentazione [53], sterilizzazione [54], 

diluizione [55], centrifugazione [56], ozonazione [54], fino al trattamento con ultravioletti [57]. L’aumento 

dei pretrattamenti necessari implica un aumento dei costi del sistema e per questo motivo si ricercano 

metodologie con minor impatto economico [1].  

Il digestato è caratterizzato da alte concentrazioni di ammonio che ne  limita il suo utilizzo; l’ammonio 

risulta inibente per la proliferazione microalgale a concentrazioni specie-specifiche anche se rappresenta la 

principale fonte di azoto per la proliferazione microalgale [58]. L’ammonio presente nel digestato si trova in 

due forme dipendenti dal pH della soluzione, la forma protonata, NH4
+ (ammonio), risulta predominante a 

pH maggiori di 9, mentre la forma gassosa, NH3 (ammoniaca), a pH inferiori di 8 [1]. La tossicità 

dell’ammonio per le microalghe è strettamente legata al suo trasporto attivo e passivo attraverso la 

membrana cellulare. Tipicamente l’ammonio viene trasportato attivamente attraverso la membrana, con una 

assunzione regolata, ma ad alte concentrazioni l’assimilazione avviene passivamente comportando un effetto 

tossico sulla coltura [59]. L’effetto tossico dell’ammonio sulle colture microalgali è associato alla sua 

interazione con l’apparato fotosintetico, dove distrugge o inibisce il complesso del fotosistema II nel cluster 

del manganese (PSII) [60], inibendo il trasporto degli elettroni nella fotofosforillazione [61] e comportando 

un aumento di equivalenti redox che interferiscono con i processino di ossidazione mitocondriale per il 

trasporto degli elettroni generando una produzione elevata di specie reattive dell’ossigeno (ROS) [62]. Per 

ovviare all’inibizione della proliferazione microalgale associata alle elevate concentrazioni di ammonio nel 

digestato (> 400 mg l-1) tipicamente si effettua una diluizione dell’effluente, portando la concentrazione di 

ammonio in soluzione tra i 50 mg l-1 e i 100 mg l-1 [63–65].  
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Recenti studi hanno approfondito alcune strategie di ottimizzazione del processo basato sull’uso del  

digestato come substrato per la coltivazione microalgale, per esempio attraverso: insufflaggio della CO2 che 

favorisce sia l’incremento della biomassa microalgale che la regolazione del pH [66] e con la  selezione, 

acclimatazione e diversificazione dei ceppi microalgali utilizzati [1]. L’acclimatazione di diversi ceppi 

microalgali ha permesso l’identificazione di molte specie applicabili per la coltivazione su digestato, dove il 

processo di acclimatazione ha aumentato la capacità di depurazione dell’effluente [67]. Oltre all’applicazione 

di specie singole, l’applicazione di consorzi microalgali per il trattamento dei reflui ha mostrato robustezza 

del sistema alla presenza di sostanze tossiche e patogeni, alte produttività di biomassa ed effetti depurativi 

maggiori dati dall’effetto sintrofico della coltura per la rimozione di nutrienti [67,68]. L’applicazione di 

consorzi risulterebbe più economica e di semplice mantenimento abbassando i costi operativi [69]. 

Tra le molteplici specie microalgali studiate, Chlorella vulgaris risulta la microalga Chlorophyta più 

coltivata a livello mondiale con applicazioni dalla produzione di integratori alimentari alla farmaceutica e 

cosmesi, al trattamento di effluenti di varia natura. Come per le altre specie microalgali, la composizione in 

proteine, lipidi, carboidrati ed altri prodotti secondari ad alto valore aggiunto è strettamente legata alle 

condizioni colturali quali temperatura, irradiazione luminosa e concentrazioni di nutrienti [70,71]. Di 

particolare interesse è stata l’applicazione di C. vulgaris per il trattamento di reflui associato alla produzione 

di prodotti secondari ad alto valore aggiunto (i.e. lipidi per la produzione di biodiesel) [72–75] tramite 

differenti metodologie di coltivazione: batch, semi-continuo e continuo [76] (Tabella 1). L’applicazione di 

coltivazioni in semi-continuo e continuo possono rappresentare la chiave di volta nell’uso delle colture 

microalgali nel trattamento dei reflui, permettendo il continuo rifornimento di nutrienti, dal refluo, con 

continua produzione di biomassa e refluo depurato in uscita dal sistema [76]. 
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Tabella 1: Applicazione di C. vulgaris per il trattamento di digestato o acqua reflua in coltivazioni in batch e semi-continuo. 

Substrato Specie microalgale Coltivazione 
HRT 

(giorni) 

Volume 

reattore 

Ammonio 

iniziale 

(g l-1) 

Rimozione di 

ammonio 

Rimozione 

fosforo (%) 

Rimozione 

COD (%) 

Biomassa 

(g l-1) 
Ref 

Acqua reflua (da liquame) Chlorella sp. Batch - 0.5 l 0,01 ± 0.03 95.44 ± 0.32 % 86.2 ± 0.02 72.52 ± 0.03 0.83 ± 0.00 [77] 

Digestato da amido 
Chlorella 

pyrenoidosa 
Batch - 2 l 0.21 – 0.33 20 - 84 % 50-100 50- 20 1.50 - 2.50 [53] 

Refluo secondario 

municipale 
C. vulgaris Batch - 0.2 l 0.07 20 - 82 % 20-100 - 0.13 g l-1 d-1 [78] 

Digestato da letame suino Chlorella sp. Semi-continuo 5 150 l 0.80 - 1.60 
40.9 - 63.7 (mgN-

NH4
+ l-1 g-1) 

- - 
0.04 - 0.09 g l-1 

d-1 
[79] 

Digestato da letame C. vulgaris Semi-continuo 5 0.5 l 0.03 - 0.11 - - - 9.00 [80] 

Digestato da biomassa 

microalgale ispessita 

Microalgae-

Cianobacteria 

consortium 

Semi-continuo 8 35.8 l 0.01 ± 0.00 58% - 50.6 0.67 [81] 

 

Digestato da letame suino 
Chlorella sp. Semi-continuo 3 - 0.06 ± 0.00 95% 85 73 0.55 [82] 

Refluo da allevamento 

suino 
Chlorella sp. Semi-continuo 10 0.15 l 0.19 ± 0.02 86 - 88 % 0.4 - 2 33 -38 0.80 ± 0.06 [83] 

Mezzo sintetico C. vulgaris Continuo  3 l - - - - - [72] 

Digestato da letame C. vulgaris Semi -continuo 

5 

1 l 0.05 - 0.06 

99.00 ± 0.40 % 92.00 ± 1.00 75.50 ± 2.40 

0.40 - 0.76 [55] 10 58.00 ± 1.00 % 82.40 ± 2.80 41.20 ± 5.40 

20 100 ± 0.00 % 89.20 ± 1.70 55.40 ± 0.40 
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1.4 Il concetto di economia circolare applicato alla produzione vitivinicola: la bioraffineria 

Per “economia circolare” si intende l’applicazione ed utilizzo di nuove tecnologie volte all’uso dei rifiuti 

come nuova materia prima per la produzione di nuovi prodotti economicamente ed ambientalmente 

sostenibili [84]. Il concetto di economia circolare è oramai parte integrante delle strategie governative a 

lungo temine, con l’obiettivo principale di affrontare il problema della scarsità di materia prima legata 

all’incremento della domanda energetica globale [85]. L’applicazione del modello economico lineare 

“prendi-produci-usa-smaltisci” adottato fino ad ora non risulta più sostenibile; quindi, vi è la necessità 

dell’applicazione di un modello circolare dove il rifiuto diventa nuova materia prima (Figura 6). 

L’applicazione reale del modello circolare risulta fondamentale per uno sviluppo sostenibile, permettendo 

così un riequilibrio dell’attività socio-economica associata all’utilizzo di risorse naturali [86]. 

Concettualmente parlando, l’economia circolare si basa sul principio naturale che “nulla si crea, nulla si 

distrugge, tutto si trasforma”, perciò un rifiuto non deve essere considerato solo come tale ma può diventare 

nuovamente materia prima [13]. L’inquinamento deriva da un utilizzo scorretto o incompleto delle risorse, la 

soluzione alla sua riduzione è legata all’uso di prodotti o materiali a lungo utilizzo e riciclabili. [87].  

 

Figura 6: Schema dell’economia circolare. Nello schema vengono riportati i flussi dei materiali tecnologici e biologici 

[88]. 
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Ad oggi l’imperativo primario è la trasformazione del rifiuto in nuovo prodotto o energia [89] ed uno dei 

primi processi applicati per la valorizzazione dei rifiuti organici è stato il processo di digestione anaerobica 

(DA), dal digestato al biogas prodotto [90]. La composizione del digestato effluente dal sistema DA è 

strettamente legata alla tipologia di rifiuto applicata come substrato e può essere classificato come rifiuto in 

dipendenza della sua composizione chimica, alte concentrazioni di macronutrienti, quali il fosforo, azoto, 

potassio, calcio e sodio, ed elementi in tracce (i.e nichel e ferro) ne impediscono il rilascio ambientale [91]. 

Normalmente il digestato viene separato meccanicamente in due frazioni, liquida e solida, con caratteristiche 

e destini diversi, e dove la frazione liquida contiene la maggior parte dei nutrienti ed azoto in forma 

inorganica. Date le caratteristiche chimiche della frazione liquida, il rilascio ambientale risulta regolato in 

accordo con la Direttiva EC dei Nitrati (91/676/EEC) e la legislazione per le aree vulnerabili per i nitrati 

(NVZ) [92]. Date quindi le caratteristiche chimiche del digestato vi è la necessità di effettuare trattamenti 

volti all’abbattimento dei composti organici ed inorganici presenti, i problemi per il suo trattamento vedono 

la necessità di spazi specifici adibiti per lo stoccaggio e l’applicazione di sistemi di trattamento costosi volti 

alla rimozione dell’azoto e del fosforo per permettere il suo riciclo negli impianti di trattamento [93]. Per 

quanto concerne invece il biogas prodotto, vi è la necessità di trattamento (biogas upgrading) al fine di 

ottenere concentrazioni di metano elevate, rimozione della CO2, acqua e H2S, per essere immesso in rete 

come “nuova” fonte energetica, con applicazioni come carburante (biometano) o di inserimento nella rete di 

distribuzione di gas naturale [94]. Il biogas upgrading può essere effettuato mediante diverse tecnologie di 

tipo chimico fisico (adsorbimento su ossidi di metallo o carbone attivo, scrubbing con ammine, sistemi a 

membrana, scrubbing ad acqua pressurizzata) che permettano la rimozione dei composti indesiderati. 

Nell’applicazione dell’economia circolare si inserisce il concetto della bioraffineria, dove si intende, in modo 

molto simile alla raffineria petrolchimica, l’utilizzo di biomassa rinnovabile che diventa materia prima per la 

produzione di prodotti commerciali, da combustibili ad integratori alimentari [95]. Semplificando il concetto 

si può affermare che le differenze tra raffineria petrolchimica e bioraffineria sono, in sintesi, il materiale di 

partenza (biomassa rinnovabile) e le tecnologie utilizzate per l’ottenimento di prodotti di interesse (green 

chemistry). L’ottimizzazione dei processi estrattivi per i prodotti secondari ad alto valore aggiunto  da 

biomasse ridurrebbe la produzione di scarti di lavorazione, soppiantando l’uso di fonti non-rinnovabili e 

diminuendo l’impatto ambientale associato all’attività antropica [96]. Nell’applicazione della bioraffineria, le 

biomasse microalgali hanno suscitato un crescente interesse dato l’alto contenuto proteico, di carboidrati ed 

oli che possono essere applicati in svariati settori di produzione [97]. I costi associati agli upstream e 

downstream della coltivazione microalgale influiscono negativamente sul processo di bioraffineria, per gli 

upstream i costi maggiori sono associati ai nutrienti necessari alla coltivazione microalgale (azoto e fosforo), 

ceppi microalgali utilizzati, necessità di insufflaggio della CO2 e costi energetici associati all’illuminazione 

del sistema di coltivazione; per i costi di downstream l’influenza principale è associata alle metodologie di 

recupero della biomassa estrazione e purificazione dei prodotti di interesse.[97]. Ad oggi gli alti costi 

associati all’utilizzo di solventi chimici, macchinari e tecnologie specifiche per la separazione dei composti, 

che limitano al minimo la degradazione delle altre frazioni biologiche provenienti dalla biomassa 
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microalgale, influenzano negativamente l’applicabilità della biomassa microbiologica nella bioraffineria. La 

tipologia di trattamento (conversione biochimica, termochimica, transesterificazione e cella a combustione 

microbiologica) che viene applicata sulla biomassa microalgale, viene identificata sulla base dalla quantità e 

qualità della biomassa, valutazione economica dell’applicabilità del trattamento, prodotto desiderato e 

struttura dell’impianto [96]. 

Per queste ragioni, la necessità di identificare tecnologie di coltivazioni che diminuiscano i costi di upstream 

e downstream risulta essenziale. L’applicazione di un sistema accoppiato DA-microalghe può rappresentare 

una soluzione per abbassare i costi di upstream del processo di coltivazione microalgale, in quanto 

l’applicazione del digestato come substrato e l’insufflaggio di biogas uscenti dal sistema DA fornirebbero i 

nutrienti (azoto, fosforo e CO2) per la coltivazione microalgale unendo in un unico sistema (bioraffineria) il 

trattamento del biogas per l’ottenimento biologico di biometano, biogas upgrading, trattamento del digestato 

e produzione di biomassa, chiudendo il loop dell’economia circolare (Figura 7) [90].  

La letteratura scientifica relativa all’applicazione dell’economia circolare nell’ambito della produzione 

vinicola risulta estremamente ridotta. Come riportato da Berardi e Dias [13], effettuando una ricerca su 

differenti database di pubblicazione scientifica, solo 41 articoli risultano focalizzati sull’applicazione 

dell’economia circolare nelle produzioni vinicole, di cui 33 riguardano complessivamente studi a scala 

laboratorio preliminari di valorizzazione del rifiuto vinicolo, relativi al trattamento e recupero di energia, non 

prendendo in considerazione la potenziale applicabilità della CO2 prodotta durante il processo fermentativo 

che potrebbe essere applicata nei sistemi di coltivazione microalgale, ottenendo un abbattimento delle 

emissioni. 



 

19 
 

 

 

Figura 7: Schema dell’applicazione della coltivazione microalgale associata alla digestione anaerobica sviluppata in questo studio. 
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1.5  Applicazione della feccia di vinificazione per la coltivazione microalgale 

La letteratura scientifica risulta povera nella ricerca di applicazioni della feccia di vinificazione direttamente 

come substrato per la coltivazione microalgale, come per la sua applicazione come co-substrato nei sistemi 

DA. Gli studi identificati risultano ancora molto generici ed esplorativi per quanto riguarda il potenziale 

utilizzo della feccia per la coltivazione microalgale ed applicano in via preliminare la sola feccia di 

vinificazione bianca. Solo un lavoro, Salati et al. (2017) [98], vede lo studio di C. vulgaris, con risultati 

promettenti, per la coltivazione diretta su feccia di vinificazione. Lo studio mostra il potenziale utilizzo 

applicando un’alimentazione in continuo (HRT 5 giorni), in quanto i dati in batch identificavano tassi di 

crescita confrontabili tra condizione sperimentale e controllo. Nella condizione in continuo, la biomassa in 

uscita dal sistema risultava di 1.75 ± 0.05 g l-1. Questo studio però risulta l’unico dove è stata svolta una 

caratterizzazione della biomassa microalgale, indicando in composizione: 17-18 % di acidi grassi, 6-7 % 

amido e 48.49 % di proteine, la restante frazione è identificata come carboidrati. L’alto contenuto proteico 

identificato viene associato alla condizione metabolica di coltivazione (mixotrofia) e tipologia di fonte 

carboniosa fornita, che influenzerebbe l’accumulo di proteine. Veronesi et al. [99] ha effettuato la stessa 

metodologia di coltivazione, mixotrofica su feccia bianca, utilizzando Nannochloropsis salina SAG 40.85 in 

batch, riscontrando che l’incapacità di crescita di N. salina SAG 40.85 fosse correlata dalla contaminazione 

funginea nella coltivazione. L’ipotesi è che la capacità di crescita, consumo del substrato e resistenza alla 

contaminazione microbiologica per le coltivazioni su feccia di vinificazione potrebbe essere specie-specifica. 

Dati i dati ottenuti da Salati et al. [98], l’ipotesi potrebbe essere corretta, ponendo C. vulgaris come ceppo 

promettente per il trattamento diretto della feccia di vinificazione e produzione di biomassa contente prodotti 

secondari ad alto valore aggiunto. Come sottolinea Salati et al. [98], l’alto contenuto proteico della biomassa 

microalgale coltivata su feccia di vinificazione bianca ha mostrato una composizione amminoacidica 

promettente dato che un terzo degli amminoacidi prodotti risultava composto da amminoacidi essenziali, con 

valori maggiori rispetto a quelli presenti nella soia e carne, stimando una produzione di 0.52 kg di proteine 

per kg di rifiuto utilizzato per la coltivazione.  

Altri due studi valutano la coltivazione microalgale su reflui vitivinicoli, ma riguardano l’applicazione di 

estratti di feccia e acqua reflua di cantina. Martin-Gordillo ed al. [100] valuta la variazione di pigmenti in 

Chlorella sorokiniana in risposta a diverse concentrazioni di estratto, evidenziando che una diluizione di 

1:10 dell’estratto porta ad una crescita migliore ed accumulo di pigmenti, mentre diluizioni inferiori (1:2) 

risultano tossiche. Tsolch et al. [101] utilizzando una coltura mista di cianobatteri (Leptolyngbya sp.) e 

Ochromonas sp. (microalga, presenza del 5 % nella coltura) effettua dei test in batch su acqua reflua di 

cantina, non specificando la diluizione applicata, adoperando come pretrattamento la sola filtrazione e non 

sterilizzazione. I dati ottenuti mostrano che la coltura mista ha un tasso di crescita di 0.24 d-1 – 0.29 d-1, 

produttività di 98.3 mg l-1 d-1 – 123.2 mg l-1 d-1 e una percentuale di lipidi nella biomassa di 11 ± 1.1 % e 7 ± 

0.9 %. La rimozione di sCOD identificata è risultata del 92.8 %, con concentrazione iniziale di 3700 mg l-1. 

Lo studio ha sottolineato che se la rimozione di sCOD risultasse inferiore al 90 % potrebbe essere associato 

alla presenza di composti colloidali o composti organici con lenta biodegradabilità. NO2- risulta rimosso 
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totalmente nelle prime 24h di coltivazione e NO3- contrariamente permane nella coltura con una rimozione 

variabile dal 38.4 ± 4.4 % al 51.2 ± 6.8 %. Il fosfato mostrava una rimozione dal 92.4 ± 1.4 % e 97.0 ± 0.7 % 

e l’elevata rimozione è associata al suo utilizzo nella sintesi di proteine ed acidi nucleici. 

Per quanto i risultati dell’applicazione della feccia e/o dei suoi estratti per la crescita microalgale siano 

promettenti per, lo studio e ricerca per il suo utilizzo risultano molto scarni e preliminari, ponendo questo 

lavoro di tesi come primo studio approfondito sulle potenziali applicazioni per la coltivazione microalgale.
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2 Scopo del lavoro di tesi 

La particolarità e l’importanza della produzione vinicola italiana, soprattutto nella regione Veneto, necessita 

dell’identificazione di un sistema di trattamento efficiente per il rifiuto vitivinicolo. In particolare, 

l’identificazione di applicazioni innovative della feccia di vinificazione in ottica di economia circolare risulta 

essenziale. L’applicazione innovativa di un sistema DA-microalghe applicabile anche su piccola scala 

porterebbe ad una diminuzione dello sversamento non autorizzato del refluo, sovrapressature o torchiature 

eccessive per la produzione di vini scadenti, frodi o contrabbando e favorirebbe lo sviluppo di nuove fonti di 

guadagno economico per le aziende che produrrebbero biomasse rinnovabili per la produzione di prodotti 

secondari ad alto valore aggiunto.  

Sulla base di questi presupposti, lo scopo generale della ricerca è stato quello di verificare differenti 

condizioni di crescita di colture microalgali per il trattamento del digestato da feccia di vinificazione, 

definendo quindi i parametri ottimali per l’integrazione dei due processi.  

Nello specifico, gli obiettivi della tesi sono: 

- Verificare l’adattabilità del processo di digestione anaerobica dei fanghi di depurazione da reflui di 

cantina e le fecce di vinificazione sul lungo periodo, con particolare attenzione ai cambi di tipologia 

della feccia stessa prodotta durante l’anno;  

- Ottimizzare la crescita di C. vulgaris su digestato da refluo vinicolo prodotto, con attenzione alla 

variazione delle caratteristiche del digestato; 

- Verificare la possibilità di utilizzo della feccia di vinificazione direttamente come substrato per la 

coltivazione microalgale. 

- Valutare il potenziale di biometanazione della biomassa algale prodotta sia in mono-digestione che 

in co-digestione con fanghi e feccia,  

Al fine di raggiungere gli obiettivi individuati, è stato messo a punto un piano sperimentale qui riassunto 

(Tabella 2) e articolato maggiormente nel capitolo 3:  
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Tabella 2: Sintesi del piano sperimentale volto all’identificazione di un trattamento efficiente mediante microalghe del 

digestato e feccia di vinificazione. 

Valutazione dei pretrattamenti meccanici del digestato per la coltivazione microalgale 

Screening in Piastra Petri dei ceppi microalgali con digestato da FORSU  

Applicazione di basse diluizioni del digestato da FORSU per la coltivazione microalgale 

Test in batch: confronto coltivazione di Chlorella vulgaris su digestato da FORSU e vinicolo a basse 

diluizioni 

Test preliminare batch-semicontinuo: coltivazione di C. vulgaris su digestato vinicolo 

Coltivazione in semi-continuo: applicazione di differenti HRT e diversi digestati vinicoli (DIG-WL, DIG-

RL e DIG-PL) 

Test batch di coltivazione di C. vulgaris su feccia di vinificazione previa centrifugazione a differenti 

diluizioni 

Test batch di coltivazione di C. vulgaris su feccia di vinificazione previa filtrazione a differenti diluizioni 

Test BMP: valutazione degradabilità della biomassa microalgale nei sistemi DA 
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3 Materiali e metodi 

Nel seguente capitolo sono riportati: 

- la caratterizzazione del digestato da Frazione Organica dei Reflui Urbani (FORSU) utilizzato nella prima 

parte sperimentale della tesi (§ 3.1); 

- le condizioni operative del digestore anaerobico lab scale alimentato a feccia di vinificazione e monitorato 

nel corso dei 3 anni di tesi (§ 3.2); 

- i metodi analitici utilizzati per la caratterizzazione del digestato e della biomassa microalgale prodotta (§ 

3.3); 

- le condizioni sperimentali applicate (§ 3.4) 

- test di biometanazione su biomassa microalgale ed in combinazione con reflui vinicoli (§ 3.5) 

 

3.1 Caratterizzazione del digestato da trattamento della Frazione Organica dei Reflui Urbani 

Il digestato della frazione organica dei reflui urbani (FORSU) è stato utilizzato come primo substrato di 

screening delle colture microalgali prima dell’applicazione del digestato da feccia di vinificazione. Il suo 

utilizzo è stato effettuato al fine di identificare i pretrattamenti necessari al digestato prima della coltivazione 

microalgale, screening dei ceppi microalgali ed acclimatazione. Il digestato è stato campionato da un 

impianto di trattamento dei reflui municipali (Nord Italia) dove il trattamento della FORSU veniva eseguito 

mediante co-digestione anaerobica di fango si supero e FORSU. L’impianto risulta di volume di 2000 m3, 

con un carico organico (OLR) di 1.8 kgVS m-3d-1 e produzione specifica di gas (SGP) 0.6 ± 0.1 m3kgVS-1 in 

condizioni mesofile (37 ± 2 °C). La caratterizzazione del digestato da FORSU è stata effettuata tramite 

metodologia APHA e APHAT-IRSA/CNR [102,103] per la quantificazione in termini di domanda chimica 

di ossigeno solubile (sCOD), totale degli acidi grassi solubili totali (VFA), pH, alcalinità totale e parziale, 

solidi totali e volatili (TS e TVS). La concentrazione di ammonio e fosfati è stata effettuata tramite 

cromatografia anionica e cationica. La caratterizzazione del digestato da FORSU viene riportata in Tabella 3.  

Il digestato da FORSU è stato adoperato come terreno di screening preliminare relativo al metabolismo e 

pretrattamenti meccanici necessari per la coltivazione i due ceppi microalgali: Scenedesmus obliquus e 

Chlorella vulgaris. Inoltre, il digestato da FORSU è stato utilizzato per effettuare l’adattamento di C. 

vulgaris per la coltivazione a diluizioni inferiori di digestato (da 1:10 a 1:5). 
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Tabella 3: Caratterizzazione digestato da FORSU 

 DIG-FORSU 

TS (gTS kg-1) 17.26 ± 0.93 

TVS (gTVS kg-1) 9.60 

Azoto ammoniacale (gN-NH4
+ l-1) 0.79 ± 0.01 

Fosforo (mgP l-1) 45.65 

Azoto (gN l-1) 1.52 

pH 7.74 ± 0.12 

Alcalinità totale (g CaCO3 l-1) 5.18 ± 0.70 

Alcalinità parziale (g CaCO3 l-1) 3.66 ± 0.65 

VFAtotali (gCOD l-1) 0.41 

sCOD (gO2 l-1) 0.47 ± 0.01 

 

3.2 Condizioni operative del digestore anaerobico per il trattamento della feccia di vinificazione 

Il digestato da feccia di vinificazione è stato ottenuto tramite l’ausilio di un digestore anaerobico in scala da 

laboratorio con volume di 4 l presso i laboratori dell’Università Ca’ Foscari (Venezia, Italia). La feccia di 

vinificazione ed il WAS sono stati ottenuti dalla ditta Serena Wines S.P.A. (Conegliano, Italia). Sono state 

applicate tutte le differenti fecce di vinificazione ottenibili dai processi vitivinicoli, quindi bianca, rossa e una 

miscela delle due tipicamente ottenibile nei consorzi vitivinicoli al termine della vendemmia per la 

produzione di vino rosso e rosa, definita in questo lavoro come “rosa”. Per tutte le fecce di vinificazione 

utilizzate per l’alimentazione del sistema DA, il tempo di ritenzione idraulica (HRT) applicato è stato di 20 

giorni. Durante le condizioni di stato stazionario (SSC) di alimentazione a feccia bianca, rossa e rosa di 

vinificazione, il digestato è stato collezionato, caratterizzato ed utilizzato per i test di crescita microalgale 

previa centrifugazione a 9000 rpm per 5 minuti per la rimozione dei solidi sospesi. Non è stata effettuata 

nessuna sterilizzazione del digestato. 

Il carico organico applicato (OLR) è stato di 3.77 ± 0.38 gCOD l-1 d-1 per tutte le fecce di vinificazione 

utilizzate nel sistema DA.  

La caratterizzazione della feccia di vinificazione bianca, rossa, rosa e WAS ha seguito le line guida riportate 

nei protocolli APHA e APAT-IRSA/CNR [102,103]. I dati di caratterizzazione dei substrati sono riportati in 

Tabella 4. Il contenuto di CH4 è stato quantificato mediante un misuratore della composizione di biogas 

(ETG, Portable biogas analyzer MCA 100 Bio-P) ed il volume di biogas prodotto totale tramite un 

MilligasCounter.  
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Tabella 4: Caratterizzazione del fango attivo (WAS), feccia di vinificazione bianca (WL), rossa (RL) e rosa (PL). 

 WAS WL RL PL 

TS (gTS kg-1) 171.26 95.95 126.60 ± 0.03 116.00 ± 0.05 

TVS (gTVS kg-1) 152.17 24.50 59.38 ± 1.39 39.33 ± 1.01 

N ammoniacale (mgN-NH4
+ l-1) - 2.75 ± 0.25 12.90 ± 0.00 4.60 ± 2.50 

Fosfati (mg l-1) 8.00 ± 2.00 1.50 ± 0.10 1,985 ± 12.75 500.98 ± 50.29 

TKN (mgN l-1) 168.10 13.92 - - 

COD sul secco (gO2 gTS-1) 0.66 ± 0.21 474.39 ± 9.75 629.00 ± 58.31 490.45 ± 166.65 

pH 7.42 3.37 3.01 ± 0.04 3.43 ± 0.01 

sCOD (gO2 l-1) - 185.00 ± 3.53 137.79 ± 0.58 165.00 ± 0.70 

 

3.3 Metodi analitici 

3.3.1 Analisi sulla frazione liquida del digestato 

Le analisi di caratterizzazione della frazione liquida del digestato, feccia di vinificazione ed l’effluente al 

termine della crescita microalgale sono state: pH, sCOD, alcalinità totale e parziale, acidi grassi volatili 

(VFA) in accordo con i metodi APHA, APAT AWWA WET e IRSA-CNR [102,103]. La cromatografia 

cationica ed anionica per l’identificazione in mg l-1 degli ioni Na+, NH4
+, K+, Mg2+, Ca2+, Cl-, NO2

-, NO3
-, 

PO4
3- e SO4

2- è stata applicata utilizzando per la cromatografia cationica eluente H2SO4 22 mN con 

precolonna Guard Ion Pac OG12A (2-50 mm, Dionex), soppressore con autorigenerazione CSRS ULTRA II 

(4 mm, Dionex), ED50 Elettrochenical detecter, GS50 Gradient pump, LC25 Chromatography Oven. La 

cromatografia anionica (761 Compact IC, Metrohm) ha utilizzato una precolonna di separazione Guard Ion 

Pac AG18 (2-50 mm, Dionex), colonna di separazione AS18 (2-250 mm, Dionex) con NaOH 23 mM come 

eluente. La concentrazione di polifenoli totali è stata effettuata applicando il metodo del Folin-Ciocalteu 

[104]. 

 

3.3.2 Ceppi microalgali e mezzi di crescita 

I ceppi microalgali delle specie C. vulgaris e S. obliquus sono stati concessi dalla collezione ACUF (Algal 

Collection of University of Federico II, Napoli, Italia). La scelta nell’utilizzo e valutazione di queste specie 

microalgali è stata determinata dall’abbondanza di studi per l’applicazione nel trattamento del digestato. Il 

mantenimento dei ceppi è stato effettuato nelle prime fasi sperimentali utilizzando il mezzo sintetico di 

crescita ISO 8692 (Standard ISO per i test di inibizione delle cellule algali unicellulari) applicando 
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un’illuminazione di 3 klux, areazione di 2.3 lh-1 vvm ed agitazione magnetica di 330 rpm in beute 

Erlenmeyer da 300 ml a temperatura di 20 ± 1 °C. La scelta del mezzo ISO 8692 per il mantenimento ed i 

test preliminari si è basata sulla composizione del mezzo sintetico, che risulta minimo e di solo 

mantenimento e tipicamente viene applicato nei saggi di fitotossicità in quanto non interagisce sull’effetto 

dell’inquinante sulla cultura microbica. I test di screening su digestato da FORSU in mezzo liquido e solido 

(piastre Petri) sono stati utilizzati per identificare il ceppo con migliori capacità di crescita, condizioni 

metaboliche e valutazione dell’effetto del digestato se applicato a concentrazioni maggiori nel mezzo di 

coltura. Successivamente all’identificazione del ceppo, il mezzo di crescita è stato sostituito con BG11 

modificato (78% in meno di nitrato di sodio per valutare l’effettiva rimozione dei composti azotati dei ceppi 

microalgali dal digestato) e sono state valutate le performance di crescita sui diversi effluenti DA in 

condizioni batch e semi-continuo in fotobioreattori (PBR) con volume di 4 litri. 

 

3.3.3 Monitoraggio della crescita cellulare 

Il monitoraggio della crescita cellulare è stato effettuato tramite misurazione spettrofotometrica (λ 680 nm e 

750 nm), conta cellulare con microscopio ottico da banco Leika DMIL con l’ausilio della camera di Bürker 

con ingrandimento 40X e peso secco tramite filtri in acetato di cellulosa con porosità di 0.45 µm (Whitman). 

Il tasso di crescita specifico (µ, d-1) della biomassa è stato calcolato tramite l’equazione 1 riportata da 

Dickinson [105]: 

µ (𝑑−1) =  
ln 𝑋𝑓−ln 𝑋𝑖

𝑡𝑓− 𝑡𝑖
                                                                 (1) 

Dove Xf rappresenta la concentrazione di biomassa finale, Xi la concentrazione di biomassa iniziale, tf e ti il 

tempo iniziale e finale rispettivamente.  

 

3.3.4 Caratterizzazione della biomassa 

La caratterizzazione della biomassa è stata effettuata mediante l’uso di varie metodologie estrattive di 

chimica classica. La quantificazione delle clorofille a (Ch a), b (Ch b) e carotenoidi totali contenuti nella 

biomassa presente in un campione di soluzione (1ml) è stata concentrata applicando una centrifugazione a 

12000 rpm per 5 minuti. Il pellet di biomassa prima dell’estrazione dei pigmenti è stato lavato 

risospendendolo in acqua distillata e centrifugato nuovamente. Il pellet di biomassa finale ottenuto è stato 

utilizzato per l’estrazione dei pigmenti aggiungendo 3ml di metanolo (Sigma Aldrich) e ponendolo in bagno 

termico a 60°C per 60 minuti. Al termine, i campioni sono stati centrifugati a 9000 rpm per 5 minuti ed il 

surnatante è stato utilizzato per la quantificazione dei pigmenti mediante metodo spettrofotometrico a λ 470 

nm, 652.4 nm e 665.2 nm seguendo le equazioni 2, 3 e 4 [106,107]. 

     Ch a (mg l−1)  =  (16.72 ∗  DO665.2) – (9.16 ∗  DO652.4)                                (2) 

                                              Ch b (mg 𝑙−1)  =  (34.09 ∗  DO652.4) – (15.28 ∗  DO665.2)                           (3) 
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        Carotenoidi totali (mg 𝑙−1) =
((1000 ∗ DO470)– (1.63 ∗ Ch a)–(104.96 ∗ Ch b))

221
                      (4) 

Per la caratterizzazione percentuale della biomassa microalgale in termini di proteine, amido e lipidi, la 

biomassa microalgale collezionata è stata centrifugata a 9000 rpm per 5 minuti, lavata distillata e 

centrifugata nuovamente. Il pellet è stato successivamente congelato per effettuare la liofilizzazione tramite 

il macchinario EDWARDS Freeze Dryer Modlyo (con temperatura settata a -40 °C) e pompa a vuoto 

EDWARDS A653-01-93.  

Il contenuto di proteine totali è stato ottenuto campionando 10 mg di biomassa liofilizzata finemente tritata, 

inserito 1 ml di NaOH 0.5M e posto a bagno termico a 80°C per 10 minuti. Successivamente i campioni sono 

stati centrifugati a 12,000 rmp per 5 minuti. Il procedimento estrattivo è stato ripetuto tre volte sullo stesso 

campione di biomassa liofilizzata e il surnatante è stato collezionato per ottenere 3 ml finali di campione 

[108–110]. La quantificazione è stata ottenuta mediante il campionamento di 1 ml di estratto ed aggiungendo 

2 ml di reagente Biuret (Kit Biuret, Merk, Germania). Dopo 20 minuti di reazione a temperatura ambiente, 

l’assorbanza a λ 540 nm è stata misurata e la quantificazione delle proteine totali è stata ottenuta tramite retta 

di calibrazione con siero di albumina bovina (Sigma Aldrich) con concentrazioni da 0.4 a 2.0 mg ml-1 [108–

110]. 

Il contenuto di amido percentuale nella biomassa liofilizzata finemente tritata è stato ottenuto tramite 

l’utilizzo del kit di analisi per l’amido totale (Method 76-13.01, Megazyme, Irlanda) e reazione colorimetrica 

effettuata con il reagente GOPOD (Megazyme, Irlanda) e lettura spettrofotometria a λ 510 nm. 

La quantificazione di lipidi totali ha applicato il metodo Folch [111] utilizzando una soluzione cloroformio-

metanolo 2:1 su 0.02 g di biomassa liofilizzata finemente tritata. Il campione con 4 ml di soluzione 

cloroformio-metanolo è stato posto in sonicatore per 1 ora ed al termine è stato centrifugato a 9000 rpm per 5 

minuti. Il surnatante ottenuto è stato lavato con acqua distillata per ottenere la separazione di fase e la fase 

acquosa è stata rimossa. La soluzione cloroformio-metanolo contenente la frazione lipidica è stata 

successivamente essiccata in Rotavapor a 30°C per 25 minuti. L’equazione per i lipidi totali è riportata 

nell’equazione 5.  

      𝐿𝑖𝑝𝑖𝑑𝑖 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑖 (%) = (
𝑃1−𝑃0

𝑔𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎
) ∗ 100                                  (5) 

Dove P0 è il peso del pallone vuoto (g), P1 è il peso del pallone con la frazione lipidica essiccata (g). 

La caratterizzazione della frazione lipidica è stata ottenuta campionando 0.2 – 0.3 mg di biomassa liofilizzata 

applicando il metodo di derivatizzazione per gli acidi grassi della frazione lipidica [112–118]. Il contenuto 

lipidico dei campioni è stato trasformato nei loro corrispondenti metilesteri tramite una transesterificazione a 

singolo step utilizzando 50 µl di m(trifluorometilfenil)trimetilammonio idrossido, 2.5% in metanolo, a 

temperatura ambiente. Un microlitro di ogni campione derivatizzato è stato iniettato automaticamente tramite 

autocampionatoe AS1310 (Thermoscientific) nel sistema Trace GC 1300 (Thermoscientific) equipaggiato 
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con un detector spettrometro di massa ISQ 7000 con un analizzatore quadripolo (Thermoscientific). La 

separazione cromatografica è stata effettuata con una colonna capillare a ponti di silicio DB-5MS (30 m di 

lunghezza, 0.25 mm, 0.25 µm-5% fenil metil polisilossano), utilizzando l’elio come gas carrier (velocità di 

flusso 1 ml min-1). La temperatura di iniezione era di 280 °C, l’interfaccia MS a 280 °C. la linea di 

trasferimento è stata mantenuta a 280 °C e la fonte MS era a temperatura di 300°C. è stata applicata la rampa 

di temperatura da 50 °C a 320 °C a 10 °C min-1, mantenendo la temperatura stabile per 5 minuti, per la 

misurazione. L’MS ha corso in Full Scan mode (m/z 40-650), 1.9 scans/s. L’energia di ionizzazione 

elettronica era di 70 eV. I composti sono stati identificati tramite confronto con le librerie NIST e MS Search 

1.7 di Spettri di Massa e una libreria creata per i campioni. L’analisi quantitativa è stata ottenuta utilizzando 

l’acido nonadecanoico come standard interno e la soluzione standard conteneva acidi saturi (miristico, 

palmitico e stearico) e insaturi (oleico, linoleico, linolenico e palmitoleico) e glicerolo. I dati quantitativi 

sono espressi come percentuale di acido grasso su totale di acidi grassi estratti (%w/w).  

 

3.4 Condizioni sperimentali 

3.4.1 Valutazione di differenti pretrattamenti meccanici del digestato per la coltivazione 

microalgale  

I ceppi microalgali C. vulgaris e S. obliquus sono stati testati mediante coltivazioni in batch su digestato da 

FORSU con diluizione di 1:10, valutando i differenti metabolismi: autotrofia, mixotrofia ed eterotrofia. La 

sperimentazione ha visto l’applicazione di beute da 300 ml (Erlenmeyer) con illuminazione di 2.01 klux (per 

le condizioni di autotrofia e mixotrofia), insufflazione d’aria a 137.5 lh-1 vvm ed agitazione magnetica a 330 

rpm applicati in continuo. Per la condizione eterotrofa l’unica differenza di coltivazione ha riguardato 

l’irradiazione luminosa che è stata assicurata assente tramite una copertura integrale delle beute con 

alluminio. L’esperimento è stato svolto a temperatura controllata di 20 ± 1 °C. La condizione di controllo ha 

utilizzato il mezzo di crescita ISO 8692, che è stato utilizzato anche per effettuare la diluizione 1:10 del 

digestato. L’inoculo per i due ceppi microalgali aveva concentrazione di 7 ± 1 milioni di cellule ml-1 e 2.9 ± 

0.5 milioni di cellule ml-1 per S. obliquus e C. vulgaris rispettivamente. Il digestato da FORSU è stato testato 

in condizione tal quale (senza nessun pretrattamento, noPT), dopo centrifugazione a 5000 rpm per 5 minuti 

(AC) e dopo filtrazione con filtri in acetato di cellulosa con porosità di 0.45 µm (Whatman) (AUF). Le 

condizioni di controllo sperimentali sono state autotrofia (mezzo ISO 8692), mixotrofia (1 g l-1 di glucosio) 

ed eterotrofia (1 g l-1 glucosio) come riportato da Di Caprio [119]. Il glucosio è una molecola facilmente 

assimilabile dai microrganismi ma necessita di pathway metaboliche specifiche in condizione di mixotrofia 

ed eterotrofia per le specie microalgali (pathway del pentosio-fosfato ed Embden-Meyerhof rispettivamente). 

Per questo motivo la concentrazione di 1 g l-1 di glucosio è stata applicata per le condizioni di controllo 

valutando se vi fosse un effetto inibitorio della crescita. La durata del test è stata di 8 giorni, tutte le 

condizioni sperimentali avevano la loro corrispettiva copia sperimentale e le analisi di monitoraggio sono 

state effettuate in duplice copia su ogni condizione in batch. 
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3.4.2 Test in piastra Petri: screening dei ceppi microalgali su digestato da FORSU 

Identificato il pretrattamento meccanico sul digestato migliore per la crescita su mezzo liquido dei ceppi S. 

obliquus e C. vulgaris è stato effettuato uno screening in piastra Petri utilizzando un terreno selettivo 

composto da digestato FORSU diluito 1:10 e 1:5 con ISO 8692 o acqua di rete. Il mezzo solido è stato 

ottenuto aggiungendo al mezzo liquido 1.5 % di Agar Agar (Sigma Aldrich). Le diluizioni 1:10 e 1:5 sono 

state necessarie in quanto la concentrazione di ammonio presente nel digestato (573 ± 124 mg l-1) risulta 

tossica per i ceppi microalgali, dove tipicamente il limite massimo di concentrazione è di 160 mg l-1 [41,120]. 

Sono state applicate sulle piastre Petri due differenti illuminazioni per valutare l’effetto dell’irradiazione 

luminosa sulla crescita microalgale su mezzo solido di 2.10 klux e 3.90 klux. Dopo 8 giorni dall’inoculo, una 

goccia di reagente Nile Red (Sigma Aldrich) è stata posta sulle colonie microalgali per osservare l’accumulo 

di composti idrofobici all’interno delle colonie. La preparazione del reagente ha seguito quella illustrata da 

Greenspan [121], la soluzione madre di Nile red (1000 µg ml-1) subisce diluizione di 1:100 con acetone 

(Sigma Aldrich) e successivamente viene utilizzata per l’analisi qualitativa sulle colonie microalgali. Su ogni 

colonia sono state poste due gocce di soluzione Nile Red e, dopo 20 minuti al buio, le piastre Petri sono state 

sposte a luce ultravioletta per identificare la fluorescenza del Nile Red. Tutti i test sono stati effettuati in 

duplicato e le condizioni di controllo per l’analisi qualitativa sono state esposte a luce UV senza applicazione 

del reagente onde evitare falsi positivi eliminando l’emissione di fondo. 

 

3.4.3 Valutazione dell’applicazione di basse diluizioni del digestato per la coltura microalgale  

S. obliquus e C. vulgaris sono state coltivate su digestato da FORSU diluito 1:5 con ISO 8692 e acqua di rete 

(DIG+ISO e DIG+TW rispettivamente). Le condizioni di controllo autotrofe sono state applicate con ISO 

8692 o acqua di rete (ISO e TW rispettivamente). L’inoculo risultava con densità cellulare di 3.8 ± 0.5 

milioni di cellule ml-1 e 6.0 ± 1.0 milioni di cellule ml-1 per S. obliquus e C. vulgaris rispettivamente. 

Agitazione magnetica (330 rpm) ed irradiazione luminosa (3.90 klux) sono state applicate in continuo, 

l’insufflazione di aria non è stata applicata per valutare l’effettivo consumo di azoto e minimizzare la 

rimozione dell’ammonio determinato dallo strippaggio. Tutte le condizioni sperimentali e di controllo erano 

in duplice copia in parallelo. Il test ha avuto durata di 8 giorni utilizzando beute da 300 ml (Kimax) a 

temperatura di 20 ± 1 °C con inoculo iniziale a diluizione 1:5 come le condizioni sperimentali. Sui vari 

terreni utilizzati è stata effettuata una caratterizzazione della frazione ionica prima della crescita microalgale 

(Tabella 5). 
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Tabella 5: Caratterizzazione cationica ed anionica delle differenti condizioni sperimentali: ISO 8692 (ISO), acqua di 

rete (TW), digestato da FORSU diluito 1:5 con acqua di rete (DIG+TW) o mezzo sintetico (DIG+ISO) prima della 

coltivazione microalgale. 

  ISO TW DIG+TW DIG+ISO 

Cl- (mg l-1) 19.00 ± 5.00 8.00 ± 1.00 57.00 ± 4.00 64.00 ± 1.00 

NO2
- (mg l-1) 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

NO3
- (mg l-1) 0.5.0 ± 0.20 16.60 ± 0.10 12.20 ± 0.20 0.90 ± 1.00 

PO4
3- (mg l-1) 0.50 ± 0.00 0.50 ± 0.60 14.50 ± 0.10 18.00 ± 1.00 

SO4
2- (mg l-1) 6.10 ± 0.20 15.00 ± 1.00 13.50 ± 0.30 5.40 ± 0.50 

Na+ (mg l-1) 18.90 ± 0.10 8.60 ± 0.30 246.00 ± 6.00 253.00 ± 1.00 

NH4
+ (mg l-1) 1.60 ± 0.10 0.00 ± 0.00 196.00 ± 13.00 203.00 ± 4.00 

K+ (mg l-1) 1.30 ± 0.30 1.30 ± 0.20 104.00 ± 4.00 106.00 ± 1.00 

Mg2+ (mg l-1) 3.80 ± 0.10 30.80 ± 0.10 184.00 ± 19.00 142.00 ± 5.00 

Ca2+ (mg l-1) 4.00 ± 3.00 39.00 ± 7.00 490.00 ± 32.00 417.00 ± 9.00 

 

 

3.4.4 Test in batch: confronto effetto digestato da FORSU e digestato vinicolo su C. vulgaris 

C. vulgaris è stata acclimatata alla crescita in presenza di digestato mediante inoculi seriali in fotobioreattori 

verticali tubolari (PBR) da un litro applicando un’irradiazione luminosa di 3.9 klux, agitazione magnetica 

(330 rpm) e areazione (2.3 lh-1 vvm) in continuo. C. vulgaris è stata coltivata in batch utilizzando digestato 

da FORSU diluito 1:10 con concentrazione iniziale della biomassa microalgale di 0.1 g l-1. Il processo di 

acclimatazione del ceppo microalgale per la coltivazione su digestato a diluizioni inferiori è stato effettuato 

tramite inoculi seriali: in principio il ceppo è stato inoculato a diluizione 1:10 con digestato da FORSU con 

diluizione 1:10, monitorata la crescita della biomassa e identificata la fase esponenziale. La biomassa in fase 

esponenziale è stata prelevata ed utilizzata come inoculo per l’allestimento di tre colture in successione nelle 

medesime condizioni sperimentali (1:10). Successivamente, l’inoculo è stato inoculato in presenza di 

digestato da FORSU diluito 1:5 con BG11 ed è stato propagato per tre volte in fase esponenziale nella 

medesima condizione sperimentale. Al termine della fase di acclimatazione, la coltura ottenuta è stata 

utilizzata per il test in batch in PBR tubolari da 4 litri, applicando come substrato digestato da FORSU e 

digestato da feccia di vinificazione bianca (DIG-WL) diluiti 1:5. Il test in batch su PBR ha utilizzato un 

inoculo con concentrazione iniziale di biomassa di 0.20 ± 0.07 g l-1. Il test è stato effettuato in mixotrofia con 

illuminazione di 5.58 ± 0.78 klux utilizzando quattro lampade al neon da 100 w ed areazione con un aeratore 

da acquario (2.3 lh-1 vvm, AMTRA Mouse) applicate in continuo. Il test ha avuto durata di 10 giorni.  
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3.4.5 Test a due fasi di coltivazione batch-semicontinuo di C. vulgaris su digestato vinicolo 

Il primo test di coltivazione preliminare di coltivazione in semi-continuo è stato effettuato applicando una 

coltivazione a due step su digestato vinicolo (DIG-WL). Nel primo step è stata utilizzata una coltivazione di 

tipo batch e, identificata la fase stazionaria (ottavo giorno), la coltivazione è stata convertita in semicontinuo 

applicando un HRT di 8 giorni (secondo step). È stato valutato solo un ciclo completo di HRT. Irradiazione 

luminosa di 3.9 klux, agitazione meccanica (330 rpm) e insufflazione d’aria (2.3 lh-1 vvm) sono stati 

applicati in continuo. L’inoculo risultava con densità cellulare e peso secco di 40 milioni di cellule ml-1 e 

0.06 ± 0.00 g l-1 rispettivamente. Il test è stato svolto su PBR tubolare verticale con volume da 1 l (Pyrex, 

altezza 454 mm) (Figura 8). Il test è stato effettuato in duplice copia. 

 

3.4.6 Test in semicontinuo in PBR a differenti HRT 

Sulla base dei dati ottenuti, la coltivazione microalgale è stata valutata in semicontinuo applicando differenti 

HRT (47 giorni, 20 giorni, 10 giorni) per il trattamento del digestato da feccia bianca, rossa e rosa (DIG-WL, 

DIG-RL e DIG-PL rispettivamente). L’alimentazione dei PBR con digestato da vinificazione è avvenuta a 

giorni alterni, in nessuna sperimentazione è stata ricircolata la biomassa microalgale uscente dal sistema. I 

test sono stati effettuati su PBR tubolari verticali da 4 litri (47 cm X 12 cm) (Figura 7), l’illuminazione è 

stata fornita da quattro lampade al neon bianche per ogni reattore (10.17 ± 1.12 klux) ed aerazione (3.4 l min-

1, Amtra Technik Mouse 4, Germania) in continuo. Il valore di peso secco iniziale dell’inoculo era di 0.70 ± 

0.08 g l-1 e l’analisi di conta cellulare è stata effettuata giornalmente per identificare variazioni morfologiche, 

potenziali contaminazioni (i.e. rotiferi) e monitoraggio della densità cellulare durante i test. Ogni test in 

coltivazione in semicontinuo è stato monitorato fino al termine del second/terzo ciclo di HRT. Ogni test è 

stato effettuato in duplicato. Il digestato utilizzato per l’alimentazione dei PBR ha subito la sola 

centrifugazione a 9000 rpm per 5 minuti come pretrattamento volto alla rimozione della sola frazione solida 

presente nel digestato. 
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Figura 8: Impianto sperimentale con PBR tubolari verticali, volume 4 litri. 

 

3.4.7 Coltivazione di C. vulgaris su feccia di vinificazione 

L’applicazione di coltivazioni microalgali su feccia diretta di vinificazione può potenzialmente aprire nuove 

applicazioni delle colture microalgali portando alla possibilità di coltivazioni dirette negli impianti di 

vinificazione e riducendo così i costi di impianto legati al trattamento anaerobico. Il pretrattamento comune 

della feccia di vinificazione prima della coltivazione microalgale è stata la centrifugazione a 9000 rpm per 5 

minuti per la rimozione dei solidi sospesi. Le differenze che si possono evidenziare a visione ad occhio nudo 

della frazione liquida della feccia di vinificazione è la colorazione, che risulta quasi incolore per la feccia 

bianca e purpurea per la feccia rossa. 

Per valutare l’applicabilità delle varie fecce per la coltivazione microalgale sono stati eseguiti test in batch 

con C. vulgaris a differenti diluizioni (1:10, 1:5 e 1:2). Il monitoraggio della crescita cellulare è stato 

eseguito mediante conta cellulare e peso secco, i substrati sono stati caratterizzati per identificare il 

quantitativo di sCOD, polifenoli e composti ionici presenti nel mezzo di crescita ed il potenziale effetto 

inibitorio della crescita microalgale dei bassi valori di pH della feccia. In nessun caso la feccia di 

vinificazione è stata sterilizzata mediante autoclave. 
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3.4.7.1 Test in batch: coltivazione di C. vulgaris su feccia di vinificazione ad elevata diluizione 

Il test di crescita è stato eseguito applicando una diluizione 1:10 alla frazione liquida della feccia di 

vinificazione bianca e rossa ottenuta dopo centrifugazione a 9000 rpm per 5 minuti. L’inoculo di C. vulgaris 

è stato applicato nelle varie condizioni sperimentale mantenendo la diluizione 1:10, la restante parte del 

mezzo era composta da BG11 modificato, per un volume totale di 200 ml. La condizione di controllo è stata 

impostata applicando una diluizione 1:10 dell’inoculo di C. vulgaris in BG11. Le condizioni mixotrofiche 

sono state mantenute applicando continua irradiazione luminosa di 3.9 klux, agitazione meccanica (330 rpm) 

e insufflazione d’aria (2.3 lh-1 vvm). Il monitoraggio della biomassa è stato effettuato tramite conta cellulare, 

peso secco e monitoraggio delle clorofille e carotenoidi. Il test ha avuto durata di 18 giorni ed al termine la 

biomassa delle differenti condizioni sperimentali è stata collezionata e caratterizzata in termini di lipidi, 

amido e proteine totali (%). Sul surnatante delle differenti condizioni è stato monitorato periodicamente il 

pH, concentrazione di ammonio, polifenoli e sCOD. 

Tutte le condizioni sperimentali e le analisi sono state svolte in copia. 

 

3.4.7.2 Test in batch: coltivazione di C. vulgaris su feccia di vinificazione a bassa diluizione 

Dati i risultati sperimentali ottenuti dal test in batch a diluizione 1:10, è stata testata la capacità di crescita di 

C. vulgaris a concentrazioni maggiori di feccia rossa di vinificazione applicando diluizioni di 1:5 e 1:2. La 

feccia utilizzata è stata pretrattata con la sola centrifugazione a 9000 rpm per 5 minuti. La feccia diluita a 1:5 

e 1:2 è stata testata applicando l’inoculo di C. vulgaris alle medesime condizioni di diluizione 1:5 e 1:2, la 

restante parte di mezzo di crescita (solo per la condizione 1:5) era composto da BG11 modificato, per un 

volume totale di 200 ml. Le condizioni di controllo applicate erano C. vulgaris in BG11 modificato con 

diluizioni di 1:5 e 1:2. Tutte le condizioni sperimentali sono state testate in condizione metabolica di 

mixotrofia applicando continua irradiazione luminosa di 3.9 klux, agitazione meccanica (330 rpm) e 

insufflazione d’aria (2.3 lh-1 vvm). Il test ha avuto durata di 28 giorni. Le condizioni sperimentali e di 

controllo avevano le loro rispettive copie sperimentali. Le analisi di monitoraggio della crescita della 

biomassa (conta cellulare, peso secco e monitoraggio delle clorofille e carotenoidi) sono state svolte durante 

tutta la durata della sperimentazione, al termine del test la biomassa è stata collezionata e sono stati 

quantificati i lipidi, amido e proteine totali (%) per tutte le condizioni sperimentali. Sul surnatante è stati 

monitorati il pH, concentrazione di ionica, polifenoli e sCOD. 

 

3.4.7.3 Test in batch: coltivazione di C. vulgaris su feccia con pretrattamenti meccanici 

Dati i dati sperimentali ottenuti dal test in batch con diluizione 1:5 e 1:2 della feccia rossa di vinificazione 

centrifugata, è stato svolto un ulteriore test in batch applicando centrifugazione e filtrazione come 

pretrattamenti della feccia di vinificazione rossa. La frazione liquida utilizzata per il test è stata ottenuta 

tramite centrifugazione a 9000 rpm per 5 minuti ed il surnatante ottenuto è stato filtrato a 0.2 µm tramite 
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filtri in acetato di cellulosa (Whatman). La feccia filtrata è stata caratterizzata in termini di pH, sCOD, 

polifenoli, cromatografia anionica e cationica e testata con diluizioni 1:5 e 1:2 in batch, per un volume totale 

di 200 ml. Le condizioni di controllo utilizzate hanno visto l’applicazione di C. vulgaris in mixotrofia con 

diluizione dell’inoculo di 1:5 e 1:2 in BG11 modificato. La mixotrofia è stata mantenuta applicando 

continuativamente irradiazione luminosa (3.9 klux), agitazione meccanica (330 rpm) e insufflazione d’aria 

(2.3 lh-1 vvm). Il test ha avuto durata di 28 giorni e le condizioni sperimentali e di controllo avevano le loro 

rispettive copie sperimentali. Il monitoraggio della biomassa è stato effettuato periodicamente (conta 

cellulare, peso secco e clorofille). Al termine della sperimentazione la biomassa ottenuta è stata collezionata 

e caratterizzata in termini di lipidi, amido e proteine totali (%) e sul surnatante sono stati monitorati pH, 

sCOD, concentrazioni di polifenoli, cromatografia anionica e cationica per identificare la rimozione degli 

ioni in soluzione. 

 

3.5 Biochemical methane potential (BMP) 

Il test di biometanazione della biomassa microalgale è stato svolto utilizzando come inoculo un digestato 

proveniente da un impianto di trattamento di fanghi da depurazione (municipali) nel nord Italia (Veneto). I 

substrati utilizzati per il test sono stati: 

- Biomassa liofilizzata; 

- Biomassa post congelamento; 

- Biomassa liofilizzata (33%), feccia di vinificazione rosa (33%) e WAS (33%); 

- Biomassa post congelamento (33%), feccia di vinificazione rosa (33%) e WAS (33%); 

- Feccia di vinificazione rosa (50%) e WAS (50%). 

Basandosi sullo studio di Angelidaki et al. [122], il test di biometanazione è stato svolto a temperatura di 

39°C applicata in continuo, utilizzando bottiglie in vetro con volume di 150 ml sigillate con tappi in silicone 

e ghiere in modo da poter isolare il sistema e quantificare la produzione di biogas e la sua composizione. La 

scelta delle percentuali dei substrati utilizzati nelle prove BMP è stata dettata dalle condizioni di 

alimentazione utilizzate nell’impianto pilota DA alimentato a feccia di vinificazione, dove il rapporto in base 

TVS di feccia e WAS come input del sistema risulta del 50%. Per tutte le condizioni testate è stato applicato 

un rapporto substrato inoculo (S/I) di 0.5. Il test è terminato quando è stata identificata una produzione di 

biogas inferiore all’1 %, rispetto alla cumulativa, per tre giorni consecutivi [123]. Il digestato utilizzato per il 

test di BMP è stato caratterizzato prima della sperimentazione identificando i valori di TS e TVS, sCOD, 

NH4
+ e VFAtot di 35.45 ± 0.06 gTS kg-1, 21.59 ± 0.75 gTVS kg-1, 356.87 ± 32.68 mgO2 l-1, 687.55 ± 9.40 

mg l-1 e 64.64 ± 0.57 mg l-1 rispettivamente, alcalinità parziale e totale di 2825 mgCaCO3 l-1 e 2162.5 

mgCaCO3 l-1 rispettivamente. 

La misurazione quantitativa del biogas prodotto è stata effettuata giornalmente mediante l’ausilio di un 

cilindro graduato contente acqua acidificata per evitare la solubilizzazione della CO2 (water displacement, 
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Figura 9). Il biogas ottenuto è stato collezionato in gas bags (Superlco, Tedlar, PA) e misurata la percentuale 

di CH4 (ETG, Portable biogas analyzer MCA 100 Bio-P). I dati riportati sono stati standardizzati (Nl, 0°C a 1 

atm [122]),  

 

 

Figura 9: Metodo quantitativo di misurazione del biogas con cilindro graduato e setto di deviazione del biogas in uscita 

per collezionarlo all’interno delle gasbag. 

4 Risultati e discussione 

4.1 Digestione anaerobica della feccia di vinificazione 

Attualmente, l’utilizzo della feccia di vinificazione come co-substrato nei sistemi DA risulta ancora poco 

approfondito. L’unico lavoro disponibile al riguardo è quello di Da Ros et al. [6], dove però il monitoraggio 

del sistema di DA risulta limitato all’applicazione di una sola tipologia di feccia di vinificazione come co-

substrato per una durata complessiva di un anno. Data l’assenza di studi nel lungo periodo per il trattamento 

in DA della feccia di vinificazione, lo studio di tesi ha valutato l’applicazione di tutte le tipologie di feccia 

ottenibili dai processi di vinificazione nei sistemi DA a lungo termine. L’alimentazione del sistema è stata 

effettuata tramite switch diretti delle differenti tipologie di feccia applicate come co-substrato. La 

sperimentazione ha avuto una durata complessiva di tre anni ed ha valutato la produzione e composizione del 

biogas, la composizione del digestato in uscita dal sistema DA e la robustezza del trattamento al cambio 

repentino del substrato. 

Il monitoraggio del sistema DA alimentato con differenti fecce di vinificazione (Figura 10) non ha 

evidenziato variazioni di pH né di accumulo di acidi grassi volatili al cambio di alimentazione. Le variazioni 

maggiori sono state riscontrate nella concentrazione dell’sCOD del digestato e nel biogas prodotto in risposta 

alla variazione delle fecce applicate come alimentazione del sistema DA.  
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Figura 10: Monitoraggio del sistema DA alimentato a feccia bianca (WL), feccia rossa (RL) e feccia rosa (PL). a) 

monitoraggio dell’alcalinità parziale, alcalinità totale e pH; b) monitoraggio dell’ORL e SGP. 
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Il sistema di co-digestione del WAS e delle fecce di vinificazione è risultato stabile nei tre anni di 

sperimentazione. I valori stabili di alcalinità, che sottolineano la capacità tampone del sistema, unito alla 

bassa concentrazione di VFA (< 100 mgCOD l-1), la stabile percentuale di CH4 (63 %) e la stabilità generale 

dei parametri indicano un’attività di metanogenesi non inibita [29].  

I dati relativi alla velocità di produzione del biogas (GPR) (Tabella 6) hanno evidenziato un abbassamento 

della produzione di biogas in corrispondenza dell’alimentazione con RL. L’abbassamento del GPR e 

l’aumento dell’sCOD durante l’alimentazione con RL possono essere associati all’alta concentrazione di 

polifenoli presenti in questa tipologia di feccia di vinificazione, portando ad una iniziale inibizione dei 

microorganismi, fatto evidenziato anche da un accumulo di sCOD che quindi non viene efficacemente 

convertito a gas. Come riportato da Da Ros et al. [29], l‘etanolo presente nella feccia non risulta un composto 

limitante il processo DA, in quanto, anche se limitante la metanogenesi, dopo l’acclimatazione del sistema 

risulta facilmente e velocemente biodegradabile. Le analisi del bilancio di massa sui polifenoli dimostrano 

comunque un forte abbattimento della frazione polifenolica per tutte le fecce di vinificazione prese in esame, 

come identificato da Da Ros et al. [6], ottenendo una rimozione del 94 %. In questa sperimentazione, la 

quantificazione della rimozione polifenolica durante l’alimentazione con WL non è stata presa in esame data 

la bassa concentrazione di polifenoli iniziale, mentre per RL e PL la rimozione percentuale di polifenoli è 

risultata del 96.80 % e 89.72 % rispettivamente, in linea con i dati di Da Ros [6]. In Tabella 6 vengono 

riportati i dati di caratterizzazione dei differenti digestati ottenuti dall’alimentazione con feccia di 

vinificazione bianca (DIG-WL), rossa (DIG-RL) e rosa (DIG-PL). I dati ottenuti nella sperimentazione sul 

lungo periodo sono stati confrontati con l’unico lavoro disponibile in letteratura per il trattamento della 

feccia di vinificazione in mesofilia nei sistemi DA, condotto da Da Ros et al., [6]. I risultati evidenziano che 

nel lungo periodo la produzione di biogas, come la sua composizione in metano, risulta legata alla tipologia 

di feccia di vinificazione applicata come co-substrato e le concentrazioni di ammonio nell’effluente risultano 

pressoché stabili. La caratterizzazione del biogas in uscita dal sistema ha mostrato valori di metano 

percentuale di 67.48 ± 3.94 %, 62.53 ± 1.97 % e 62.46 ± 2.64 % per il biogas prodotto dalla degradazione di 

WL, RL e PL rispettivamente, in linea con Da Ros et al. che indica una percentuale di metano variabile dal 

64 % al 73 % [6]. La percentuale di CO2 identificata durante la sperimentazione è risultata stabile nel tempo, 

22.79 ± 0.65 %, 23.68 ± 0.81 % e 23.80 ± 0.59 % per il biogas prodotto dalla degradazione di WL, RL e PL 

rispettivamente. 
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Tabella 6: Caratterizzazione dei differenti digestati proveniente dalle alimentazioni del sistema con feccia di 

vinificazione bianca (DIG-WL), rossa (DIG-RL) e rosa (DIG-PL) durante lo stato stazionario (SSC). 

 DIG-WL DIG-RL DIG-PL Da Ros. et al. [6] 

TS (gTS kg-1) 34.89 ± 1.74 38.09 ± 2.45 35.93 ± 4.47 24.30 ± 2.90 

TVS (gTVS kg-1) 15.03 ± 1.12 17.90 ± 2.47 14.76 ± 2.01 14.20 ± 1.70 

N ammoniacale (gN-NH4
+ l-1) 0.84 ± 0.01 0.35 ± 0.07 0.36 ± 0.13 0.40 ± 0.05 

Fosfati (mg l-1) 266.34 ± 19.31 161.65 ± 0.21 372.19 ± 12.02 213.84 ± 38.88 

TKN (mgN gTS-1) - - - 36.30 ± 4.50 

COD sul secco (gO2 gTS-1) 610.41 ± 10.59 868.05 ± 39.65 - 559.67 

sCOD (gO2 l-1) 0.23 ± 0.04 0.41 ± 0.03 0.25 ± 0.04 0.40 ± 0.20 

VFA tot (gCOD l-1) 0.14 ± 0.05 - - - 

pH 7.69 ± 0.01 7.80 ± 0.02 7.78 ± 0.14 7.46 ± 0.19 

Alcalinità totale (g CaCO3 l-1) 2.27 ± 0.07 2.47 ± 0.09 1.85 ± 0.07 2.24 ± 0.2 

Alcalinità parziale (g CaCO3 l-1) 1.95 ± 0.11 2.14 ± 0.08 1.49 ± 0.17 1.37 ± 0.12 

OLR (kgCOD m-3-1 d-1) 3.99 3.66 3.96 3.2 

GPR (m3 m-3 d-1) 1.23 ± 0.02 0.77 ± 0.02 0.85 ± 0.05 1.2 

SGP (m3
biogas kgCOD

-1) 0.30 ± 0.00 0.21 ± 0.00 0.21 ± 0.01 0.38 ± 0.04 

 

La caratterizzazione del digestato riportata in Tabella 6 mostra caratteristiche del digestato similari per tutte 

le fecce di vinificazione testate e applicando lo stesso OLR per il trattamento di ognuna. Le differenze 

riscontrabili rispetto allo studio di Da Ros et al. [6] possono essere associate alla diversa tipologia di feccia 

utilizzata, in quanto le caratteristiche dei reflui di vinificazione risultano strettamente legati alla tipologia di 

processo produttivo applicato che può essere differente da cantina a cantina, rendendo i confronti complessi. 

Il sistema di trattamento DA è risultato stabile nel lungo periodo, anche se il cambio di feccia 

nell’alimentazione ha influito negativamente sul sistema DA, in particolar modo l’applicazione di RL e PL, 

contenenti un’alta concentrazione di sCOD e polifenoli ha comportato un probabile sovraccarico del sistema 

ed un abbassamento dell’SGP. La scelta di valutare il sistema DA applicando cambi di alimentazione senza 

riduzione dell’OLR per adattare il sistema biologico è stata svolta in ottica di valutazione della robustezza 

del sistema DA e potenziale applicazione nelle cantine per lo smaltimento della feccia, dove, per le 
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cooperative vinicole, tipicamente la produzione di differenti fecce risulta celere e necessita di veloce 

smaltimento. Come sottolineato da Da Ros et al. [6] e da ricerca bibliografica, non risultano studi né 

sull’applicazione a lungo termine della feccia di vinificazione nei sistemi DA né studi sull’applicazione nel 

sistema DA di tutte le fecce che derivano dai diversi processi produttivi del vino. Questo studio si pone 

quindi come primo studio a lungo termine per la valutazione del sistema DA nel trattamento della feccia di 

vinificazione, identificando l’effettivo trattamento della feccia di vinificazione a lungo termine per tutte le 

tipologie di feccia vinicola, ottenendo promettenti produzioni di biogas per la produzione di energia. La 

frazione liquida del digestato vinicolo ottenuto mostra concentrazioni di fosforo e ammonio che possono 

limitare la sua applicazione nel ricircolo negli impianti di trattamento aerobico, in quanto vi è la necessità di 

trattamenti specifici per la loro rimozione. Queste caratteristiche chimiche del digestato pongono però la 

frazione liquida come potenziale substrato idoneo alla coltivazione microalgale, permettendo così un 

trattamento biologico terziario che porterebbe alla fitodepurazione dell’effluente DA e produzione di 

biomassa microalgale applicabile per la produzione di prodotti secondari ad alto valore aggiunto o energia.  

 

4.2 Identificazione dei pretrattamenti sul digestato da FORSU e metabolismo cellulare per la 

coltivazione microalgale 

Il lavoro riportato nel seguente capito lo è estratto dalla pubblicazione Scarponi P., Volpi 

Ghirardini A.M., Bravi M., Cavinato C. Evaluation of Chlorella vulgaris  and Scenedesmus 

obliquus  growth on pretreated organic solid waste. Waste Management 119, 235 -241. 2021 

[124].  

Durante il primo periodo di alimentazione del sistema DA con feccia di vinificazione, il digestato uscente 

non risultava in condizioni di stato stazionario, quindi inapplicabile per le sperimentazioni di coltivazione 

microalgale. Dati i tempi di attesa necessari per l’utilizzo del digestato da feccia di vinificazione, i primi test 

sono stati effettuati utilizzando digestato da frazione organica di reflui municipali (FORSU), focalizzandosi 

sull’identificazione dei pretrattamenti necessari e condizioni metaboliche da utilizzare per la coltivazione 

microalgale. Il digestato da FORSU è un digestato facilmente reperibile data l’abbondanza di FORSU 

prodotta annualmente, circa 2.2 miliardi di tonnellate l’anno traducibili in 2kg pro capite al giorno [125]. Lo 

smaltimento della FORSU avviene solitamente tramite compostaggio dove però si hanno varie 

problematiche relative ai consumi legati all’aerazione dei cumuli, alle emissioni di GHG ed una 

valorizzazione energetica nulla [125]. Ad oggi, lo smaltimento della FORSU tramite sistemi integrati DA-

compostaggio è in costante crescita, nello specifico con DA in condizioni semi-dry mediante co-digestione 

con WAS [126]. Come riportato da Bolzonella et al. [127], circa 400,00 tonnellate annue di FORSU vengono 

prodotte in Europa ed il processo di co-digestione porta alla produzione di 180,00 MWh termali e 112,00 

MWh elettrici per anno. L’applicazione della FORSU negli impianti DA è associata alla sua elevata 

biodegradabilità, scarsa presenza di micro-contaminanti e materiali inerti, mostrando produzioni di 200 m3 di 

biogas per tonnellata di FORSU trattata. Il biogas prodotto può essere convertito in 300 l kg-1
solidi volatili totali di 
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metano, comportando una riduzione delle emissioni di CO2 di 200-300 kgCO2t-1 [126]. La FORSU è un 

rifiuto di tipologia annuale ed è composto da rifiuto organico, prevalentemente cibo, residui di carta ed altro 

materiale organico.  

Le caratteristiche del digestato uscente dal sistema DA alimentato a FORSU mostrano una ripartizione in 

frazione solida (10-20%) e frazione liquida (80-90%), dove la frazione solida può essere compostata o 

utilizzata come bio-fertilizzante ma la frazione liquida, che contiene la maggior parte dei composti organici, 

azoto e fosforo, necessita di pretrattamenti. Le elevate concentrazioni di N e P ne impediscono il rilascio 

ambientale e varie tipologie di pretrattamento sono state studiate per il trattamento della frazione liquida, 

quali lo strippaggio, trattamento chimico e biologico (i.e. ANAMMOX) ma hanno eccessivi costi operativi 

[128–131]. 

Data quindi la facile reperibilità del digestato da FORSU e le sue caratteristiche, il digestato da FORSU è 

stato utilizzato come substrato per la coltivazione microalgale per i test preliminari volti all’identificazione 

dei pretrattamenti necessari sul digestato per avere crescita microalgale, condizione metabolica microalgale 

da applicare (mixotrofia o eterotrofia) e ceppo microalgale con maggior resistenza e produzione di metaboliti 

secondari da testare sul digestato vinicolo.   

Il test in batch ha confrontato la coltivazione di Scenedesmus obliquus e Chlorella vulgaris in presenza di 

digestato da FORSU senza pretrattamenti (noPT), dopo centrifugazione (AC) e dopo filtrazione a 0.45 µm 

(AUF) in mixotrofia ed eterotrofia (Figura 11). La sperimentazione ha mostrato l’inapplicabilità del 

monitoraggio attraverso valutazione della densità ottica allo spettrofotometro per la quantificazione della 

biomassa microalgale nelle differenti condizioni sperimentali in presenza di digestato data la colorazione 

gialla del mezzo e la presenza di solidi sospesi (condizione noPT). L’analisi spettrofotometrica risulta 

inapplicabile in quanto non permette la discriminazione delle cellule microalgali dal particolato del digestato 

che influenza negativamente anche l’analisi di conta cellulare al microscopio ottico data la presenza di 

particolato fine. 
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Figura 11: Condizioni sperimentali con digestato da FORSU diluito 1:10 senza pretrattamenti (noPT), dopo 

centrifugazione (AC), dopo filtrazione a 0.45 µm (AUF). 

 

I dati ottenuti dalla sperimentazione in batch (Tabella 6) mostrano la scarsa capacità di utilizzo del glucosio 

da parte dei due ceppi microalgali se confrontati con il controllo autotrofo, in quanto l’applicazione della 

coltivazione mixotrofia indica valori di tasso di crescita identici alla condizione autotrofa, identificando la 

fotosintesi come via preferenziale per la produzione di biomassa. Le coltivazioni eterotrofe di controllo in 

presenza di glucosio mostrano una scarsa produzione di biomassa e valori di tasso di crescita confrontabili 

con lo studio di Di Caprio et al. [119] (0.29 ± 0.02 d-1). Questa scarsa produzione di biomassa in presenza di 

glucosio può essere associabile a differenti fattori, quali l’assenza di vari enzimi (tra cui l’enzima lattato 

deidrogenasi) che permettono l’assimilazione del glucosio [132] o l’applicazione di una bassa 

concentrazione di carbonio organico che è risultata velocemente assimilata dai ceppi microalgali risultando 

limitante. Le coltivazioni in presenza di digestato noPT mostrano la necessità di pretrattamenti del digestato 

volti a rimuovere la frazione solida per ottenere crescita microalgale (Tabella 7). Ponendo a confronto i due 

ceppi microalgali, C. vulgaris mostra capacità di crescita su digestato migliori rispetto a S. obliquus nelle 

condizioni mixotrofiche AC ed AUF e l’inibizione della crescita identificata nelle condizioni eterotrofiche e 

noPT indicano che vi è la necessità di pretrattamento del digestato per rimuovere la frazione solida ed 

irraggiamento luminoso. Ponendo a confronto i dati ottenuti dalla crescita mixotrofica dei due ceppi nelle 

condizioni AC e AUF, non si identificano variazioni di crescita microalgale tra l’applicazione dei due 

pretrattamenti ma C. vulgaris mostra valori di crescita migliori rispetto a S. obliquus come riportato da 

Zuliani et al. [133]. I dati di tasso di crescita (µ) ottenuti risultano confrontabili con i dati pubblicati da 

Uggetti et al. [41] e Khanh [134] dove la variazione del tasso di crescita tra 0.2 d-1 e 1 d-1 è associata a 

parametri quali irradiazione luminosa, torbidità del digestato, inoculo e composizione del digestato. Dato 

interessante è la variazione della capacità di crescita di S. obliquus tra le condizioni mixotrofiche AC e AUF, 

dove la diminuzione della crescita all’aumento dei trattamenti applicati potrebbe essere associata alla 

rimozione di molecole o microrganismi, che attuerebbero un meccanismo sintrofico per la degradazione di 
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composti limitanti la crescita, post filtrazione che limitano la crescita di S. obliquus. Confrontando i dati di 

crescita di C. vulgaris e S. obliquus nelle condizioni mixotrofiche AC e AUF, la rimozione tramite filtrazione 

di batteri o funghi dal digestato non sterilizzato potrebbe influenzare la crescita di S. obliquus rimuovendo 

microrganismi con effetto sintrofico sulla coltura [135]. 

 

Tabella 7: Conta cellulare e tasso di crescita di C. vulgaris e S. obliquus nelle differenti condizioni metaboliche di 

crescita (autotrofia, mixotrofia ed eterotrofia) nelle condizioni di controllo (1 g l-1 di glucosio) ed in presenza di 

digestato senza pretrattamenti (noPT), dopo centrifugazione (AC) e filtrazione (AUF) con diluzione 1:10. 

 Conta cellulare (milioni di cellule ml-1) Tasso di crescita (µ, d-1) 

 C. vulgaris S. obliquus C. vulgaris S. obliquus 

Autotrofia 138.10 ± 4.00 44.00 ± 1.00 0.41 ± 0.02 0.30 ± 0.00 

Mixotrofia (1 g l-1 Glucosio) 140.00 ± 12.00 27.00 ± 2.00 0.41 ± 0.02 0.30 ± 0.00 

Eterotrofia (1 g l-1 Glucosio) 44.20 ± 11.00 23.10 ± 0.80 0.27 ± 0.20 0.20 ± 0.10 

Mixotrofia Digestato nPT 98.00 ± 10.00 92.10 ± 27.00 0.44 ± 0.01 0.40 ± 0.10 

Mixotrofia Digestatato AC 479.00 ± 31.00 131.00 ± 12.00 0.60 ± 0.00 0.50 ± 0.10 

Mixotrofia Digestato AUF 539.00 ± 11.00 123.00 ± 20.00 0.60 ± 0.00 0.40 ± 0.00 

Eterotrofia Digestato noPT 15.00 ± 1.00 11.60 ± 0.10 0.20 ± 0.00 0.20 ± 0.10 

Eterotrofia Digestato AC 4.20 ± 0.00 7.10 ± 0.00 0.04 ± 0.00 0.10 ± 0.10 

Eterotrofia Digestato AUF 3.20 ± 0.40 6.00 ± 0.90 0.01 ± 0.01 0.10 ± 0.10 

 

Sulla base dei dati ottenuti è possibile dedurre che entrambi i ceppi microalgali possono crescere in presenza 

di digestato da FORSU diluito 1:10 in condizione di mixotrofia applicando pretrattamenti (AC e AUF). 

Nello specifico, la sola centrifugazione come pretrattamento mostra risultati confrontabili di produzione di 

biomassa per entrambi i ceppi, potendo così diminuire i potenziali costi del processo del 20-30% eliminando 

la sterilizzazione/filtrazione del digestato. In aggiunta, la centrifugazione viene largamente applicata come 

metodologia di recupero della biomassa microalgale data la flessibilità e capacità di trattamento di grandi 

volumi, anche se con richieste energetiche abbastanza elevate [136]. 

La rimozione totale dell’ammonio nelle condizioni sperimentali in cui è avvenuta crescita microalgale 

(noPT, AC e AUF) dopo otto giorni, risultando compresa tra il 96 % ed il 99 %, è in linea con i dati ottenuti 

da Franchino [137], Ledda [138], Kumar[139], Ji [140] e Cicci [141]. Le condizioni sperimentali hanno 

posto i ceppi a concentrazioni iniziali di N-NH4
+ non tossiche (50 mg N-NH4

+ l-1) e la rimozione del 50 % 

dell’ammoniaca in soluzione è stata identificata a 24 h dall’inizio del test, la rimozione quindi può essere 

associata probabilmente ad un effetto congiunto dello strippaggio ed utilizzo nel metabolismo microalgale, 

dove valori alti di pH determinati dall’attività fotosintetica aumentano la rimozione dell’ammonio tramite 

strippaggio ed allo stesso tempo la biomassa ne utilizza il 25-35 % [138,142–144]. 
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Sulla base dei dati ottenuti si evince che per entrambi i ceppi la condizione di crescita applicabile è quella di 

mixotrofia per la coltivazione su digestato, con necessità di pretrattamento del digestato per rimuovere i 

solidi sospesi. Il confronto tra le crescite in mixotrofia di C. vulgaris e S. obliquus indica che la 

centrifugazione può essere applicata come singolo pretrattamento sul digestato, senza necessità di filtraggio a 

0.45 µm. In aggiunta, l’analisi dei dati di crescita microalgale hanno mostrato che la filtrazione può avere un 

effetto negativo per la coltivazione di S. obliquus su digestato, probabilmente associato alla rimozione della 

microfauna del digestato che può avere un effetto sintrofico per la proliferazione del ceppo microalgale. 

Ovviamente per l’applicabilità del sistema di coltivazione microalgale su digestato su larga scala vi è la 

necessità di migliorare principalmente le condizioni operative di sistema che pesano maggiormente sull’up-

stream: la diluizione del digestato ed i pretrattamenti meccanici necessari alla sua applicazione come 

substrato nelle colture microalgali. L’identificazione di coltivazioni a basse diluzioni del digestato 

permetterebbero un trattamento efficiente in tempi minori, mentre l’applicazione della sola centrifugazione 

potrebbe ad un abbattimento dei costi degli impianti di trattamento in quanto potrebbe essere utilizzata sia 

nell’up-stream del pretrattamento del digestato che nel down-stream per il recupero della biomassa 

microalgale. 

 

4.3 Screening su piastra Petri  

Il seguente capitolo è estratto dalla pubblicazione Scarponi P., Bonetto A., Bolzonella D., 

Astals S., Cavinato C. Anaerobic Co-Digestion effluent as substrate for Chlorella vulgaris  

and Scenedesmus obliquus  cultivation. Energies 13 (18), 4880. 2020.  

Lo screening su piastra Petri è stato effettuato applicando differenti concentrazioni di digestato da FORSU 

diluito 1:5 e 1:10 con mezzo sintetico o acqua di rete applicando differenti intensità di irradiazione luminosa 

(28.35 µmol di fotoni m-2 e 52.65 µmol di fotoni m-2). Come si evidenzia in Figura 11, l’effetto di inibizione 

della crescita è evidente per il ceppo S. obliquus (1 e 2 in Figura 12), come riportato da Zuliani et al. [133], 

contrariamente C. vulgaris mostra un aumento della biomassa prodotta in presenza di digestato a diluzioni 

inferiori. Sulle colonie ottenute nelle varie condizioni sperimentali è stato applicato un ulteriore screening 

tramite il reagente Nile red che viene tipicamente utilizzato per la visualizzazione dello stoccaggio di 

composti idrofobici (i.e. PHA, lipidi) nelle biomasse microbiologiche (Figura 13). La colorazione è stata 

applicata su tutte le colonie, le colonie utilizzate come “bianco”, non sottoposte a colorazione, sono state 

comunque esposte ad irradiazione UV in modo da eliminare l’emissione di fondo. Questa metodologia di 

screening è una tipologia qualitativa, un metodo veloce e pratico per valutare la produzione di prodotti 

secondari idrofobici nei microrganismi su varie tipologie di substrato rispetto alle tipiche estrazioni con 

solventi [145]. È una metodologia tipicamente applicata per cellule animali e batteri ma non risultano 

applicazione su ceppi microalgali ponendo questo studio come prima evidenza di applicabilità anche su 

cellule microalgali [121,146,147]. 
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Figura 12: Screening in piastra Petri dei ceppi S. obliquus (1 e 2) e C. vulgaris (3 e 4) su digestato da FORSU diluito 

1:5 e 1:10 con ISO 8692 (DIG+ISO) o acqua di rete (DIG+TW). 

 

 

Figura 13: Screening con Nile red sulle colonie microalgali dei ceppi S. obliquus (1 e 2) e C. vulgaris (3 e 4) coltivate 

su digestato 1:5 e 1:10 diluito con mezzo sintetico (ISO) e acqua di rete (TW) a differenti intensità di irradiazione 

luminosa (2.1 klux e 3.9 klux). Immagine ottenuta dopo 20 minuti di colorazione al buio che mostra l’emissione del 

colorante legato ai composti idrofobici sotto eccitazione con radiazione UV.  
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4.3.1 Valutazione della crescita microalgale a concentrazioni maggiori di digestato FORSU 

Il seguente capito è estratto dalla pubblicazione Scarponi P., Bonetto A., Bolzonella D., 

Astals S., Cavinato C. Anaerobic Co-Digestion effluent as substrate for Chlorella vulgaris  

and Scenedesmus obliquus  cultivation. Energies 13 (18), 4880. 2020.  

I dati ottenuti dallo screening in piastra Petri sono stati confermati testando i ceppi microalgali in batch su 

digestato da FORSU diluito 1:5 con mezzo sintetico o acqua di rete per i ceppi microalgali C. vulgaris e S. 

obliquus. Il monitoraggio della crescita cellulare mediante conta diretta, peso secco e densità ottica (OD, λ = 

680 nm e 750 nm) ha confermato i dati ottenuti dallo screening in piastra Petri: la capacità di crescita di C. 

vulgaris in ogni condizione sperimentale, contrariamente a S. obliquus (Tabella 8). Simili risultati sono stati 

ottenuti da Zuliani et al. [133], dove è stata identificata l’inibizione di S. obliquus, con differenze relative alla 

densità cellulare che risulta inferiore rispetto allo studio prima citato (2.0 e 1.8 volte inferiore per C. vulgaris 

e S. obliquus rispettivamente). Queste differenze in produzione posso essere associate ai differenti set up 

sperimentali, dove Zuliani et al. applicano sia la sterilizzazione del mezzo di crescita che areazione della 

coltura microalgale, contrariamente le condizioni sperimentali da noi applicate hanno visto l’applicazione 

della sola centrifugazione del digestato e l’assenza di areazione per effettuare una valutazione relativa della 

crescita microalgale associata al consumo del substrato e rimozione dell’ammonio. Le analisi in microscopia 

ottica durante la conta cellulare evidenziavano un cambiamento morfologico delle cellule di C. vulgaris, 

dove al proseguire della sperimentazione incrementavano di diametro, probabilmente in risposta 

all’accumulo di composti intracellulari, come identificato precedentemente in piastra Petri. La crescita 

maggiore riscontrata nelle condizioni di diluzione con acqua di rete può essere associata alla composizione 

ionica dell’acqua utilizzata, portando ad un aumentato delle concentrazioni di ioni essenziali (quali il Mg2+ 

per le clorofille), permettendo così una proliferazione maggiore.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

47 
 

Tabella 8: Concentrazione cellulare, densità cellulare (OD) e peso secco dei ceppi C. vulgaris e S. obliquus nelle 

differenti condizioni sperimentali: mezzo sintetico (ISO), acqua di rete (TW), digestato da FORSU diluito 1:5 con 

acqua di rete (DIG+TW) o mezzo sintetico (DIG+ISO). 

  C. vulgaris S. obliquus 

OD680 

ISO 0.40 ± 0.02 0.50 ± 0.10 

TW 0.05 ± 0.01 0.50 ± 0.03 

DIG+ISO 1.08 ± 0.01 0.04 ± 0.03 

DIG+TW 1.20 ± 0.10 0.37 ± 0.05 

OD750 

ISO 0.39 ± 0.01 0.54 ± 0.04 

TW 0.07 ± 0.01 0.56 ± 0.03 

DIG+ISO 0.86 ± 0.01 0.11 ± 0.02 

DIG+TW 1.03 ± 0.08 0.42 ± 0.04 

Milioni di cellule ml-1 

ISO 32 ± 8.00 29.0 ± 8.00 

TW 6 ± 2.00 15.0 ± 4.00 

DIG+ISO 40 ± 8.00 2.70 ± 0.20 

DIG+TW 49 ± 1.00 4.90 ± 0.90 

Peso secco (g l-1) 

ISO 0. 04 ± 0.01 0.08 ± 0.02 

TW 0.01 ± 0.00 0.2 ± 0.07 

DIG+ISO 0.25 ± 0.00 0.16 ± 0.00 

DIG+TW 0.31 ± 0.00 0.23 ± 0.01 

ISO 0.2 ± 0.03 0.25 ± 0.30 

Tasso di crescita  

(µ, d-1) 
TW 0 ± 0.04 0.17 ± 0.30 

 DIG+ISO 0.23 ± 0.02 0 ± 0.00 

 DIG+TW 0.25 ± 0.00 0.03 ± 0.20 

 

Al termine del test batch, sono stati misurati i pigmenti (Figura 14) e le rimozioni di anioni e cationi nelle 

varie condizioni sperimentali (Figura 15 a e b).  

Per S. obliquus, i contenuti di clorofilla a e b (Ch a e Ch b) e carotenoidi totali nella biomassa al termine del 

test in batch mostrano valori simili tra le condizioni di controllo (ISO e TW) e le condizioni sperimentali 

(DIG+ISO e DIG+TW). Contrariamente C. vulgaris mostra un aumento delle concentrazioni di carotenoidi 

totali in presenza di digestato, mentre la coltivazione su acqua di rete ha favorito l’accumulo di clorofilla a e 

b. Il rapporto Ch a/Carotenoiditotali viene tipicamente utilizzato per identificare condizioni di stress durante la 

crescita cellulare, associate all’aumento di carotenoidi [147]. I valori ottenuti, se posti a confronto con lo 

studio di Zuliani et al. [133] dove entrambi i ceppi risultavano in condizione di inibizione, che riporta come 

valore del rapporto pari a 1.87, portano ad un rapporto Ch a/Carotenoiditotali di 6.6 ± 0.8 e 9.0 ± 0.2 nelle 
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condizioni sperimentali DIG+ISO e DIG+TW rispettivamente, concludendo che C. vulgaris non risulta in 

condizioni di stress in presenza di digestato da FORSU a diluizione 1:5 in batch.  

 

 

Figura 14: Concentrazione di clorofilla a, b (Ch a e b) e carotenoidi totali nella biomassa di C. vulgaris e S. obliquus al 

termine del test in batch nelle condizioni di controllo (mezzo sintetico, ISO, e acqua di rete, TW) e sperimentali: 

digestato da FORSU 1:5 diluito con mezzo sintetico o acqua di rete (DIG+ISO e DIG+TW). 

 

La sperimentazione è stata svolta in assenza di insufflaggio, riportando una rimozione di ammonio in 

soluzione superiore al 40 % che può essere correlata al diretto metabolismo microalgale [142,148]. Come 

prevedibile, la rimozione di ammonio identificata è inferiore rispetto ad altri studi, quali Massa et al. [149], 

Xia e Murphy [150], Gentili et al. [151], Ledda et al. [148] che indicano la quasi totale rimozione 

dell’ammonio. Questa differenza è legata al set up sperimentale, dove l’insufflazione e pH elevati portano 

allo strippaggio dell’ammonio in tempi brevi. Per quanto riguarda la rimozione del nitrato, i dati ottenuti 

sono vicini a quelli riportati da Park et al. [152], che indica una proporzionalità tra rimozione di nitrato con 

incremento della biomassa microalgale. Il 91 % - 99 % di rimozione di fosfato risulta in linea con le 

pubblicazioni di Gentili et al. e Riuz-Martinez et al. [144,151] mentre la rimozione del solfato risulta 

maggiore per C. vulgaris rispetto a S. obliquus dato che potrebbe essere associato ai processi del 

metabolismo aerobico (fissazione della CO2, bio-produzione di O2, fissazione della N2 e la riduzione dello 

ione nitrato). Per questo motivo l’assenza di rimozione del fosfato per il ceppo S. obliquus può essere 

direttamente associata alla sua assenza di crescita [153,154].  
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Figura 15: a) Rimozione degli ioni (%) di C. vulgaris e S. obliquus nelle condizioni sperimentali in presenza di 

digestato da FORSU diluito 1:5 con acqua di rete (DIG+TW) o mezzo sintetico (DIG+ISO); b) Rimozione giornaliera 

in mgione rimosso gbiomasa -1 nelle condizioni sperimentali in presenza di digestato da FORSU diluito 1:5 con acqua di rete 

(DIG+TW) o mezzo sintetico (DIG+ISO). 

 

In conclusione, la sperimentazione in piastra Petri e la successiva sperimentazione in batch hanno mostrato la 

miglior capacità di crescita di C. vulgaris in presenza di digestato, anche a basse diluizioni, con valori di 

rimozione per gli ioni Na+, NH4
+, K+, Mg2+, Ca2+, NO3

-, PO4
3- e SO4

2- maggiori rispetto a S. obliquus. Perciò 

le sperimentazioni successive vedranno l’acclimatazione del ceppo C. vulgaris alla presenza di digestato ed 

applicazione del ceppo per il trattamento del digestato vinicolo.  
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4.4 Effetto sulla coltivazione di C. vulgaris del digestato da FORSU e digestato da feccia di 

vinificazione  

Il seguente capitolo è estratto dalla pubblicazione Scarponi P., Izzo F.C., Bravi M., Cavinato 

C. C. vulgaris growth batch tests using winery digestate as promising raw material for 

biodiesel and stearin production. Waste Management. (Accepted after minor revision). 

4.4.1 Acclimatazione di C. vulgaris  

C. vulgaris, identificata come miglior specie per la coltivazione su digestato, è stato acclimatato per la 

coltivazione su digestato da FORSU diluito 1:5 mediante inoculi seriali al fine di un ottenere un ceppo più 

robusto e applicabile in un sistema in semicontinuo. C. vulgaris, fornito dalla collezione ACUF, risultava 

come “wild type”. Perciò il ceppo è stato acclimatato alla coltivazione su digestato al fine di ottenere, ad 

esempio, un aumento della produzione di biomassa [78,155].  L’acclimatazione del ceppo è avvenuta tramite 

l’applicazione di inoculi seriali in fase esponenziale utilizzando inizialmente digestato da FORSU 1:10 e 

successivamente digestato da FORSU diluito 1:5, monitorando ed indentificando un aumento della 

produzione di biomassa e del tasso di crescita, da 0.37 ± 0.03 g l-1 a 0.61 ± 0.03 g l-1 e da 0.18 ± 0.01 d-1 a 

0.23 ± 0.00 d-1 rispettivamente. Il ceppo acclimatato è stato testato applicando un test in batch su due diversi 

digestati: digestato da FORSU (DIG-FORSU) e digestato da feccia di vinificazione (DIG-WL) diluiti 1:5.   

 

4.4.2 Effetto dell’applicazione di differenti digestati a basse diluizioni sulla biomassa microalgale  

Il ceppo acclimatato di C. vulgaris è stato coltivato applicando digestato da FORSU (DIG-FORSU) e 

digestato da feccia di vinificazione bianca (DIG-WL) diluiti 1:5 in fotobioreattori tubolari verticali (PBR) da 

4 litri per valutare l’effetto del digestato sulla biomassa microalgale, robustezza del ceppo ed effetto 

depurativo sull’effluente. L’applicazione del DIG-FORSU a basse diluizioni, come per altre tipologie di 

digestato, comporta l’inibizione determinata dalle alte concentrazioni di ammonio, ma anche altri vari fattori 

che possono inibire la proliferazione microalgale. Il DIG-WL, oltre alle elevate concentrazioni di ammonio, 

presenta composti polifenolici e metalli pesanti (i.e. rame) che hanno un potenziale effetto inibitorio sulla 

crescita microalgale [156,157].  

La sperimentazione ha confermato la robustezza del ceppo acclimatato che risulta capace di crescere su due 

differenti tipologie di digestato con una concentrazione finale di biomassa di 1.36 ± 0.08 g l-1 e 1.05 ± 0.13 g 

l-1 su DIG-WL e DIG-FORSU rispettivamente. I dati ottenuti risultano in linea con i valori ottenuti da 

Veronesiv [158] e Skorupskaite [159] (1.52 g l-1 e 1.4 g l-1 rispettivamente) per Chlorella coltivata su 

digestato. Ponendo a confronto la crescita della biomassa con la rimozione di ammoniaca nel mezzo (Figura 

16), il ceppo acclimatato mostra similari fasi esponenziali, contrariamente la rimozione nel tempo 

dell’ammonio risulta differente. La rimozione di ammonio in presenza di DIG-WL è stata celere, con 

rimozione totale dell’ammonio al quarto giorno di sperimentazione, mentre in presenza di DIG-FORSU la 

rimozione totale dell’ammonio è avvenuta al nono giorno di sperimentazione. Questa differenza di rimozione 
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e produzione di biomassa ottenuta nell’applicazione di differenti tipologie di digestato può essere associata 

alla concentrazione iniziale di ammonio inferiore nel DIG-WL rispetto al DIG-FORSU (116.00 ± 25.00 mg l-

1 e 196.00 ± 38.00 mg l-1 rispettivamente), risultando meno limitante per la proliferazione microalgale. Come 

riportato da Park et al. [152] la concentrazione inibente la crescita microalgale risulta 200 mg l-1, perciò, dati 

i valori sperimentali di ammonio durante i test, il DIG-FORSU ha avuto un effetto parzialmente inibente la 

crescita, dove però viene comunque completamente rimosso dall’effetto sinergico dell’attività metabolica del 

ceppo acclimatato e strippaggio, dati i valori di pH della soluzione che sono risultati di 9.20 ± 0.50 e 8.63 ± 

0.03 per il DIG-FORSU e DIG-WL rispettivamente.  

La rimozione di altri composti ionici in soluzione (K+, Na+, Mg2+ e Ca2+) (Tabella 9) ha sottolineato che le 

rimozioni ioniche sono principalmente legate alla proliferazione della biomassa, come per il magnesio che è 

il costituente essenziale delle clorofille [160], Na+ e Ca2+ che sono fondamentali per l’attività fotosintetica, 

metabolismo del glicerolo e componente strutturale della membrana dei tilacoidi. La bassa o nulla rimozione 

del potassio invece può essere associata all’assenza di stress salino, che ne comporta invece un accumulo 

intracellulare [161].  

 

 

Figura 16: Produzione di biomassa del ceppo C. vulgaris acclimatato e rimozione di ammonica in presenza di digestato 

da FORSU (DIG-FORSU) e digestato vinicolo (DIG-WL) con diluizione 1:5. 
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Tabella 9: Composizione ionica iniziale e finale e rimozione percentuale ionica del mezzo di crescita in presenza di 

digestato da FORSU (DIG-FORSU) e da feccia di vinificazione bianca (DIG-WL) diluiti 1:5. 

  Concentrazione iniziale (mg l-1) Concentrazione finale (mg l-1) Rimozione (%) 

D
IG

-F
O

R
S

U
 

Na+ 315.0 ± 35.0 276.9 ± 0.4 11.8 ± 2.5 

N-NH4
+ 196.0 ± 38.0 0.0 ± 0.0 100.0 ± 0.0 

K+ 150.0 ± 7.0 197.0 ± 8.0 -43.2 ± 9.5 

Mg2+ 136.0 ± 7.0 85.0 ± 3.0 37.1 ± 0.9 

Ca2+ 417.0 ± 58.0 205.0 ± 4.0 50.7 ± 0.21 

D
IG

-W
L

 

Na+ 286.0 ± 4.0 235.0 ± 45.0 17.9 ± 0.1 

N-NH4
+ 117.0 ± 25.0 0.0 ± 0.0 100.0 ± 0.0 

K+ 104.0 ± 14.0 97.0 ± 14.0 6.9 ± 0.2 

Mg2+ 131.6 ± 0.7 68.0 ± 1.0 48.4 ± 0.1 

Ca2+ 399.0 ± 9.0 197.0 ± 5.0 50.7 ± 0.1 

 

4.4.3 Caratterizzazione della biomassa coltivata su DIG-FORSU e DIG-WL 

La composizione del mezzo di coltura influenza la composizione della biomassa uscente dal sistema. In 

particolare, fosforo e azoto rappresentano i nutrienti cardine per l’applicazione del digestato per la 

coltivazione microalgale, permettendo l’aumento della biomassa, e la loro limitazione comporta un aumento 

dello storage di prodotti secondari ad alto valore aggiunto (i.e. lipidi). Tipicamente la coltivazione 

microalgale segue parametri precisi, dove vengono settati gli optimum di coltivazione quali intensità 

luminosa, agitazione, velocità di insufflaggio d’aria ed i rapporti tra elementi chimici che permettono 

l’indirizzamento della produzione in maniera specifica [162]. Tra i parametri di importanza fondamentale per 

la coltivazione microalgale, il rapporto azoto-fosforo risulta specie-specifico con un range che varia da 8:1 a 

45:1 [163,164]. Per C. vulgaris il rapporto N:P ottimale per ottenere buone concentrazioni di biomassa (3.56 

± 0.15 g l-1) risulta 15:1 [164]. In questo studio, C. vulgaris acclimatato non subisce un’influenza negativa 

dalle basse concentrazioni del fosforo, anche al suo esaurimento, infatti si si ha produzione di biomassa, 

rimozione dell’ammonio [165] e l’accumulo di lipidi, che sembrerebbe maggiormente associato a deficit di 

azoto o presenza di metalli (i.e. ferro) [162]. Il quantitativo di fosforo nel DIG-FORSU e nel DIG-WL diluiti 

1:5 risulta di 51.62 mgP l-1 e 16.16 mgP l-1 rispettivamente [6,32,124] e la sua quantificazione ha tenuto conto 

sia del fosforo fornito dalla frazione liquida del digestato (8% del totale [166]) e quello fornito dal BG11 

modificato che rappresenta a diluizione 1:5 l’80% della soluzione. Lo stesso procedimento è stato svolto per 

la quantificazione di azoto in termini di mgN l-1 volto a identificare il rapporto N:P nelle condizioni 
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sperimentali. Il calcolo teorico ha identificato un rapporto N:P nelle condizioni sperimentali di 4:1 e 8:1 per 

il DIG-WL e DIG-FORSU rispettivamente. Dati i differenti rapporti N:P per differenti digestati, si è andati 

ad investigare la variazione in composizione della biomassa microalgale al termine della sperimentazione in 

quanto l’azoto risulta il composto che influenza maggiormente l’accumulo di lipidi, mentre il valore del 

rapporto N:P è principalmente associato alla proliferazione della biomassa microalgale. L’azoto, come il 

fosforo, è principalmente implicato nei processi metabolici cellulari collegati al trasferimento di energia, 

attività fotosintetica, segnali di traduzione e respirazione cellulare. Perciò teoricamente, il rapporto N:P 

identificato per il DIG-WL porterebbe ad una minor produzione di biomassa rispetto al DIG-FORSU, 

contrariamente si identifica una produzione maggiore di biomassa in presenza di DIG-WL che potrebbe 

essere associato ad un minor stress da ammonio. All’esaurimento dell’azoto in soluzione si dovrebbe 

identificare un accumulo di lipidi nella biomassa microalgale. Dato che in presenza di DIG-WL l’ammonio 

in soluzione è risultato completamente rimosso al quarto giorno di sperimentazione, l’analisi della 

caratterizzazione della biomassa microalgale al termine del test dovrebbero mostrare valori di lipidi 

percentuali più alti rispetto alla biomassa ottenuta dalla coltivazione su DIG-FORSU. Le analisi di 

caratterizzazione della biomassa al termine della coltivazione in batch (Tabella 10) hanno mostrato che per 

quanto di riguarda la percentuale di proteine ed amido totali non vi è differenza nella biomassa ottenuta dai 

differenti substrati, contrariamente e some supposto precedentemente, l’accumulo di lipidi risulta fortemente 

differente tra le due biomasse e maggiore in presenza di DIG-WL. 



 

54 
 

Tabella 10: Caratterizzazione della biomassa di C. vulgaris acclimatato in presenza di DIG-FORSU e DIG-WL in 

termini di percentuale totale di proteine, amido e lipidi e caratterizzazione della frazione lipidica (%w/w). 

 DIG-FORSU DIG-WL 

Proteine (%) 67.65 ± 5.81 67.59 ± 2.58 

Amido (%) 7.35 ± 0.06 9.28 ± 0.71 

Lipidi totali (%) 6.15 ± 0.20 28.86 ± 0.05 

Acido miristico (C14:0) (%w/w) 1.59 ± 0.33 0.20 ± 0.06 

Acido palmitico (C16:0) (%w/w) 45.71 ± 12.40 20.88 ± 6.49 

Acido stearico (C18:0) (%w/w) 3.11 ± 1.19 1.40 ± 0.41 

Acido palmitoleico (C16:1) (%w/w) 3.89 ± 0.35 1.47 ± 0.38 

Acido grasso-C16:2 (%w/w) 3.68 ± 1.78 1.34 ± 0.01 

Acido linolenico (C18:3) (%w/w) 0.31 ± 0.15 0.15 ± 0.06 

Acido linoleico (C18:2) (%w/w) 17.69 ± 10.02 9.58 ± 0.46 

Acido oleico (C18:1) (%w/w) 27.14 ± 2.09 64.99 ± 6.91 

 

L’accumulo elevato di proteine riscontrato in entrambe le biomasse risulta maggiore rispetto al valore tipico 

di Chlorella sp. coltivata in condizioni ottimali di crescita (51-58%) [167], tipicamente l’accumulo di 

proteine è associato alla fase esponenziale di crescita in quanto appartiene al metabolismo primario e si 

arresta alla totale rimozione dell’azoto. Per quanto la rimozione totale dell’ammonio è stata identificata per 

entrambe le condizioni sperimentali, l’accumulo di proteine elevato in entrambe le condizioni sperimentali 

può essere associato alla spinta attività fotosintetica/fissazione di C e gli alti valori di pH [84].  

Per quanto riguarda l’accumulo di amido e lipidi vi è la necessità di effettuare una distinzione per i due 

pattern metabolici. Per entrambi, l’assenza di azoto risulta essenziale, in quanto inibisce la proliferazione 

cellulare e questa condizione tipicamente comporta un accumulo primario di amido e solo successivamente 

di lipidi. Lo stoccaggio di lipidi però può surclassare l’accumulo di amido se la disponibilità di fonti 

carboniose risulta in eccesso rispetto a quelle necessaria per il pathway di sintesi dell’amido. Amido e lipidi 

hanno ruoli ben definiti nella cellula, l’amido rappresenta una fonte di energia primaria a basso costo che a 

sua volta può essere utilizzato parzialmente per la sintesi dei lipidi. I lipidi invece rappresentano un 

composto di stoccaggio di energia secondario associato spesso ad una “barriera elettronica” in difesa della 

produzione eccessiva di specie reattive dell’ossigeno data dall’eccesso di elettroni durante l’attività 

fotosintetica [168], come identificato da Fernandes et al. [169] che segnalano l’utilizzo di amido e lipidi per 
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la produzione di biomassa al cambio delle condizioni di coltura. Su queste premesse, la percentuale di amido 

bassa ed invariata nelle due colture può potenzialmente identificare uno shift metabolico, dove l’amido 

accumulato è stato utilizzato parzialmente come fonte energetica per la crescita della biomassa su ambe le 

tipologie di digestato. La rimozione totale dell’azoto avvenuta in tempi minori in presenza di DIG-WL 

rispetto al DIG-FORSU comporta, come identificato dalla caratterizzazione della biomassa, l’accumulo di 

lipidi maggiore in presenza di DIG-WL, che potrebbe essere associato allo spostamento del pathway di 

sintesi per i lipidi data un’attività fotosintetica maggiore [168]. 

La percentuale di lipidi totali in C. vulgaris coltivata su DIG-WL risulta confrontabile con i dati sperimentali 

ottenuti da Zhu et al. [170] applicando una diluizione 1:4 su digestato caseario per la coltivazione di C. 

vulgaris (32.00 ± 1.00 %). Ma i dati bibliografici per lo stoccaggio di lipidi nella biomassa microalgale 

coltivata su digestato risultano estremamente variabili e non ancora motivati dal punto di vista di pathway 

metabolico [168]. Comunque, dato l’alto valore percentuale ottenuto è stata effettuata la caratterizzazione 

della frazione lipidica per valutarne il potenziale utilizzo come materia prima per la produzione di biodiesel 

di terza generazione (Tabella 9).  

Per valutare l’applicabilità degli oli estratti da biomassa microalgale come materia prima per la produzione di 

biodiesel di terza generazione vi è la necessità di conformità alle direttive delle normative europee 

(EN14214). La normativa EN14214 specifica che la presenza di acido linolenico (C18:3) non può essere 

superiore del 12 %w/w all’interno dell’olio estratto dalla biomassa, in quanto comporta problemi di 

ossidazione del carburante finale [171]. Più in generale, per ottenere un biodiesel di alta qualità viene 

richiesta una bassa percentuale di acido linolenico ed un’abbondanza di acidi grassi alifatici C16 e C18 saturi 

e mono-saturi (i.e. palmitico ed oleico) per ottenere un’alta stabilità ossidativa durante lo stoccaggio del 

biodiesel [172,173]. La ricerca bibliografica svolta (Tabella 11) ha sottolineato la tipica abbondanza nell’olio 

microalgale di C18:3, che comporta una sua inapplicabilità per la produzione di biocarburanti di terza 

generazione a meno che non venga pretrattato in modo da ridurne la percentuale [172,174].
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Tabella 11: Confronto produzione di biomassa, ceppi microalgali, mezzi di coltura, lipidi e composizione. 

Substrato Specie microalgale Coltivazione 
Volume del 

reattore 
Biomassa Lipidi 

Acido oleico 

(%w/w) 

Acido linolenico 

(%w/w) 
Ref. 

Mezzo Basal Bold in condizione di 

stress 
Haematococcus pluvialis Batch 1 l - 

34.85 ± 0.78 % 

32.99 ± 2.77 % 

0.67 

traces 

12.01 

18.69 
[175] 

Mezzo standard 

Chlorella vulgaris 

Batch - 

3.00 g l-1 5.10 % 12.64 19.05 

[176] 

Spirulina maxima 3.10 g l-1 4.10 % 5.43 18.32 

Neochloris oleabundans 2.00 g l-1 29.00 % 20.29 17.43 

Scenedesmus obliquus 2.00 g l-1 17.70 % 17.93 3.76 

Dunaliella tertiolecta 3.6 g l-1 29.00 % 4.87 30.19 

Mezzo BBM Chlorella sp. Batch 2 l 0.12 g 27.96 ± 0.77 % 15.68 - [173] 

Mezzo Basal Chlorella sp. Batch 1 l 2.00 g l-1 45.44 % 11.29 - 24.85 - [132] 

Digestato da rifiuto alimentare Chlorella PY-ZU1 Batch 0.3 l 4.00 g l-1 32.20 % 2.20 16.50 [54] 

Digestato da acqua reflua contente 

amido ed alcool 
Chlorella pyrenoidosa Batch 1 l 1.45 g l-1 18.68 ± 1.93 % 2.24 ± 0.31 37.39 ± 1.63 [52] 

Acqua reflua di scolo 

Chlorella sp. 

Batch 0.5 l 

 

0.83 ± 0.00 g l-1 

 

17.22 ± 0.00 % 

5.98 

 

- 
 

[77] 

Nannochloropsis sp. 

Scendesmus sp. 
6.09 

Chloamydomonas sp. 

1.53 ± 0.01 g l-1 31.33 ± 0.08 % 

Kirchella 
7.32 

Microcoleus 

Oscillatoria 
 

7.45 

Digestato da reflui agro- industriali 
Parachlorella kessleri 

Batch 0.3 l 1.10 g l-1 
26.60 % 

31.10 % 
- - [177] 

Acutodesmus obliquus 

Digestato da acqua refluo del 

processamento dell’amido 
Chlorella pyrenoidosa Batch 2 l 1.50 - 2.50 g l-1 

10.50 ± 0.80 % 
14.00 - 17.90 

 

- 
[53] 

 23.70 ± 1.20 % 

Digestato da FORSU 

Chlorella vulgaris adatto Batch 4 l 

1.05 ± 0.13 g l-1 6.15± 0.20 % 27.14 ± 2.09 0.31 ± 0.15 
Questo 

studio 
Digestato da feccia di vinificazione 

bianca 
1.36 ± 0.08 g l-1 28.86 ± 0.05 % 64.99 ± 6.91 0.15 ± 0.06 
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Osservando i dati ottenuti per la caratterizzazione della frazione lipidica per entrambe le biomasse al termine 

della sperimentazione (Tabella 10), la concentrazione di acido linolenico risulta conforme alla normativa 

europea EN14214, con concentrazioni di acido linolenico di 0.15 ± 0.06 %w/w e 0.31 ± 0.15 %w/w nell’olio 

estratto dalla biomassa coltivata su DIG-WL e DIG-FORSU rispettivamente. L’acido oleico influenza la 

temperatura di combustione, stabilità ossidativa e viscosità del biodiesel ottenuto e viene richiesta una alta 

percentuale nell’olio estratto ed i valori ottenuti di concentrazione di acido oleico pongono l’olio estratto 

dalla biomassa coltivata su DIG-WL come potenziale materia prima per la produzione di biodiesel. L’elevata 

presenza di acido palmitico garantisce una bassa emissione di NOx, stabilità ossidativa e un alto numero di 

cetano [140], che risulta inferiore nella biomassa coltivata su DIG-WL rispetto a quella ottenuta dal DIG-

FORSU. Le analisi di caratterizzazione e quantificazione della frazione lipidica pongono la biomassa 

ottenuta dalla coltivazione su DIG-WL come promettente materia prima per la produzione di biodiesel di 

terza generazione. 

L’analisi di caratterizzazione della frazione lipidica ha permesso inoltre di identificare un’ulteriore possibile 

applicazione nell’olio microalgale: l’abbondanza di acido palmitico e stearico permette il potenziale utilizzo 

come fonte alternativa e rinnovabile per la produzione di stearina. La stearina tipicamente viene prodotta dal 

trattamento dell’olio di palma (Elaeis guineensis) o dalla paraffina [178–181] e trova applicazione in vari 

settori, quali industria saponiera, cosmetica e di produzione di candele. Date le caratteristiche dell’olio 

estratto, questa coltivazione si può porre come un’innovativa applicazione ecosostenibile in alternativa alla 

produzione di olio di palma. Recenti studi, hanno mostrano l’effetto imponente della deforestazione 

determinato dalla conversione delle foreste a terreni coltivati per la produzione di olio di palma (circa 

270,000 acri di foresta convertiti annualmente dal 2000 al 2011). L’effetto della deforestazione non ha 

impatto solo dal punto di vista di perdita di biodiversità, con danni irreversibili, ma svolge un ruolo critico 

nel cambiamento climatico, portando ad una produzione annuale di emissione di gas serra di 2.270 Gt di CO2 

dal 2001 al 2013, cioè il 10% delle emissioni di gas serra di origine antropica. I piani per l’abbassamento e 

eliminazione della forestazione per pratiche agricole prevedono la riduzione del 50% per il 2020 ed 

annullamento della pratica entro il 2030 (New York Declaration on Forest, NYDF) [182]. Questo scenario e i 

dati ottenuti pongono la biomassa microalgale come un’innovativa coltivazione per l’abbattimento di 

pratiche agricole non più sostenibili e per la produzione di prodotti con richiesta di mercato elevata. 

Sulla base dei dati ottenuti, la coltivazione in batch su DIG-WL risulterebbe la più promettente data l’alta 

concentrazione lipidica e la sua composizione, la valutazione complessiva delle possibili applicazioni date le 

sue caratteristiche verrà fornita al termine dell’identificazione dei migliori parametri di processo per avere 

una coltivazione in semi-continuo. 

Seppure la coltivazione in batch su DIG-WL abbia mostrato performance migliori rispetto al DIG-FORSU, 

dalla sperimentazione sono risultate conclusioni estremamente interessanti e di futuro approfondimento. Il 

ceppo C. vulgaris risulta in grado di crescere e trattare varie tipologie di digestato previa acclimatazione, per 

un trattamento a basse diluizioni, comportando implicitamente le sue potenziali applicabilità nel trattamento 
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di svariate tipologie di digestato. Il digestato da FORSU, nello specifico, è una tipologia di refluo abbondante 

negli impianti di trattamento e la valutazione di un trattamento terziario volto a ridurre l’ammonio ed il 

carico organico presente permetterebbe un potenziale rilascio in ambiente con produzioni di biomassa 

applicabili per altre produzioni o ricircolata nei sistemi DA.  

4.5 Coltivazione in semi-continuo 

L’applicazione di coltivazioni in semi-continuo per sistemi accoppiati DA-microalghe ha valutato 

preliminarmente una coltivazione su digestato a due step (batch-semi-continuo) in PBR tubolari da 4 litri. Il 

test ha svolto il ruolo di prima analisi di capacità di crescita del ceppo C. vulgaris acclimatato alla 

coltivazione su digestato, permettendo le successive sperimentazioni in semi-continuo applicando differenti 

tipologie di digestato ottenute dal trattamento delle diverse fecce di vinificazione e differenti HRT. 

L’applicazione di alimentazioni a giorni alterni per i sistemi in semicontinuo è stata valutata in quanto, come 

riportato da altri autori [55,183–186], si ottiene una biomassa in uscita dal sistema stabile nel tempo, senza 

dover attuare un ricircolo di biomassa microalgale per evitare il wash-out del sistema. L’alimentazione 

giornaliera ha mostrato spesso la necessità del ricircolo della biomassa, implicando però costi aggiuntivi 

all’impianto data l’istallazione di un sedimentatore per il ricircolo. Le recenti pubblicazioni scientifiche 

relative alla coltivazione microalgale su reflui, riportano l’applicazione in semi-continuo con alimentazione a 

giorni alternati o tutti i giorni, con HRT variabili da 1 d a 20 d [55,186]. 

 

4.5.1 Coltivazione preliminare a due step 

Il primo test svolto per la valutazione dell’applicabilità di un sistema in semi-continuo è stato effettuato 

applicando una coltivazione a due step. Il primo step ha visto l’applicazione di una coltivazione in batch su 

DIG-WL ed identificata la stazionarietà della biomassa è stato effettuato uno shift ad alimentazione in semi-

continuo applicando un tempo di ritenzione idraulica (HRT) di 8 d per un singolo ciclo (secondo step). Il test 

in batch è stato avviato ponendo il DIG-WL con diluizione 1:5 e dopo 8 giorni di coltivazione è stata 

applicata la coltivazione in semi-continuo. Questa metodologia di coltivazione a due step viene riportata 

anche da altri autori, quali Benvenuti [187] e Chaiklahan [188], applicandola per la coltivazione microalgale 

su digestato o refluo. Alla base dell’applicazione di una coltivazione a due step vi è la possibilità di ottenere 

la massima concentrazione di biomassa (coltivazione in batch) e successivamente l’applicazione di un 

sistema semi-continuo, ottenendo un trattamento del substrato (digestato) con il recupero della biomassa 

microalgale contente prodotti secondari ad alto valore aggiunto. 

I dati ottenuti mostrano una diminuzione della densità cellulare durante la coltivazione in semi-continuo 

(Figura 17a), contrariamente la biomassa uscente durante il secondo step di coltivazione è risultata stabile in 

termini di peso secco (Figura 17b).  
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Figura 17: a) densità cellulare e b) peso secco di C. vulgaris durante la coltivazione a due step. 

 

Risultati similari, di stabilità in peso secco e decremento della densità cellulare, sono stati riscontrati anche 

da Ruiz-Marin [189] e Nwoba [190] sia per C. vulgaris che per S. obliquus applicando una coltivazione a 

due step. La biomassa uscente dal sistema risultata in linea con i dati ottenuti da Ashokkumar (1.16 g l-1) 

[183] e Ruiz-Martiez (0.46 ± 0.65 g l-1) [144]. Dai dati bibliografici e sperimentali, la stabilità in biomassa 

prodotta e la diminuzione in densità cellulare posso essere spiegati con l’aumento delle dimensioni cellulari 

come verificato al microscopio ottico (Figura 18), dove lo switch da batch a semi-continuo comporta un 

incremento della dimensione cellulare probabilmente associato all’accumulo di prodotti secondari ad alto 

valore aggiunto.  

 

  

Figura 18: Foto al microscopio ottico da banco con micrometro, ingrandimento 40X, al termine del primo ciclo di 

alimentazione in semi-continuo, identificando un ingrandimento delle cellule di C. vulgaris (diametro di 0.15 mm al 

termine dell’HRT). 

 

Il tasso di crescita durante l’alimentazione in semi-continuo risulta di 0.09 ± 0.01 d-1, inferiore rispetto al 

tasso di crescita durante la coltivazione in batch (0.24 ± 0.01 d-1) e la produzione di biomassa giornaliera, 
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sulla base del peso secco, durante l’alimentazione in semicontinuo risulta di 0.11 ± 0.07 g l-1 di biomassa. 

Durante il secondo step di coltivazione, la diminuzione del tasso di crescita, il cambio morfologico cellulare, 

la diminuzione della densità cellulare a stabilità di peso ottenuto supportano l’ipotesi dell’accumulo di 

prodotti secondari ad alto valore aggiunto [191]. La quantificazione gravimetrica della frazione lipidica 

totale durante l’alimentazione in semi-continuo ha mostrato una percentuale stabile di lipidi del 17.00 ± 4.00 

% nella biomassa uscente dal sistema, valore confrontabile con i dati ottenuti da altri autori (20.00 % [192], 

18.90 ± 0.47 % [193], 16.00 % [189] e 16.40 % [194]). 

Parametro importante risulta anche la rimozione ionica sull’output del PBR durante la sperimentazione a due 

fasi (Figura 19), dove è stata identificata la non rimozione di sodio e potassio durante la coltivazione in 

batch, contrariamente durante l’alimentazione in semicontinuo questi ioni vengono giornalmente rimossi. 

NH4
+ e Ca2+ vengono rimossi rispettivamente del 100.00 ± 0.00 % e 88.57 ± 2.91 % durante la fase batch e il 

Mg2+ mostra un aumento nell’effluente, passando da 31.8 ± 0.00 mg l-1 a 63.00 ± 0.24 mg l-1. 

L’alimentazione in semi-continuo mostra una continua rimozione di tutti i cationi in soluzione (rimozione di 

Na+, NH4
+, K+, Mg2+ e Ca2+ del 29.82 ± 6.24 %, 76.37 ± 8.64 %, 19.22 ± 5.52 %, 19.22 ± 5.52 % e 78.25 ± 

5.05 % rispettivamente). La rimozione ionica durante la coltivazione in semi-continuo può essere associata al 

bio-adsorbimento e produzione di composti cellulari quali polisaccaridi, lipidi e proteine, che hanno 

comportato il cambio morfologico del ceppo durante la coltivazione [195].  

 

Figura 19: Output Na+, NH4
+, K+, Mg2+ e Ca2+ durante la coltivazione a due step batch e semi-continuo con DIG-WL. 
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La rimozione costante di sodio può essere associata a stress salino della coltura microalgale, che comporta 

l’accumulo di lipidi [196]. Per C. vulgaris, l’accumulo di Na+ intracellulare porta ad una diminuzione 

dell’attività del sistema antiporta di membrana plasmatica Na+/H+ con un diretto effetto di bioaccumulo 

[161,195]. La costante rimozione di Na+ durante l’alimentazione in semi-continuo mostra lo stress salino a 

cui è sottoposta la coltura, portando ad una diminuzione della rimozione di Mg2+ e K+ dal mezzo di crescita 

[195] (come mostrato in Figura 19). L’assimilazione del magnesio gioca un ruolo fondamentale per le specie 

microalgali, essendo il costituente essenziale delle clorofille, ed il suo deficit di assimilazione inibisce 

direttamente della crescita cellulare [160]. La rimozione del potassio è associata anch’essa allo stress salino 

intracellulare, dato dall’accumulo di Na+, dove tipicamente il sodio (intracellulare) viene scambiato con il 

potassio (extracellulare) per evitare effetti tossici dati dall’eccesso di sodio [161,195,197]. La rimozione del 

Ca2+ segue la tendenza riportata da Talebi et al. [161], dove la rimozione del Ca2+ segue parallelamente 

l’assimilazione di Na+, aumentando la risposta di bioaccumulo cellulare mediante la pompa protonica di 

membrana [195,197]. Il Ca2+ è essenziale per la proliferazione microalgale, avendo azione sul sistema 

fotosintetico, integrità della membrana dei tilacoidi, resistenza ai patogeni, tolleranza allo stress salino e 

azione di segnale di trasduzione [196]. I dati ottenuti per la rimozione del calcio, date le premesse della sua 

essenzialità ed uso in risposta allo stress salino, possono far supporre che la rimozione costante di calcio sia 

una risposta allo stress salino intracellulare determinato dall’accumulo di ioni sodio dove se la proliferazione 

della biomassa decresce, la sintesi lipidica non viene interrotta come identificato dal cambiamento 

morfologico. Come riportato da Gorain et al. [196], per C. vulgaris, il Mg2+ non deve essere in condizione di 

limitazione nel mezzo, permettendo così la crescita ed accumulo dei lipidi mentre la limitazione di Ca2+ porta 

l’accumulo di lipidi. La rimozione di ammonio identificata durante la coltivazione in batch risulta del 100 %, 

come riportato da altri autori [198–200], ed è associata ai valori elevati di pH di 9.20 ± 0.20, costante sia 

durante la contiazione in batch che in semi-continuo, e strippaggio. Durante la fase in semi-continuo, la 

rimozione giornaliera dell’ammonio risulta del 76.37 ± 8.64 %, come riportato da Park et al. (76.38 %) 

[152], dove la scarsità dell’ammonio in soluzione comporta ad un cambio di pathway metabolico con 

l’accumulo di lipidi e carboidrati [192]. Altre sperimentazioni hanno dimostrato che, in assenza di 

microalghe, valori elevati di pH ed insufflaggio d’aria portano ad una rimozione del 40% dell’ammonio, i 

valori elevati di pH spostano l’equilibrio dell’ammonio da NH4
+ a NH3, lasciando la restante frazione a 

diretto uso dei ceppi microalgali [152,189].  

La sperimentazione ha permesso di identificare le potenzialità della coltivazione in semi-continuo applicando 

il digestato vinicolo come substrato di crescita, portando un bilanciamento ionico del mezzo di coltura, 

condizioni di stress associate all’accumulo di prodotti secondari ad alto valore aggiunto, coltivazioni 

microalgali potenzialmente a lungo termine ed un effetto depurativo del mezzo. Date queste premesse le 

successive sperimentazioni hanno valutato l’effetto di differenti HRT sulla coltivazione microalgale in semi-

continuo nel lungo periodo.  
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4.5.2 Effetto sulla produzione di biomassa e densità cellulare dei differenti HRT 

I test in semi-continuo sono stati svolti fornendo come alimentazione digestato da feccia di vinificazione 

bianca, rossa e rosa (mix rossa e bianca) negli HRT 47, 20 e 10 giorni rispettivamente per valutare anche la 

potenziale influenza dell’effluente (i.e. concentrazioni elevate di ammonio e polifenoli) sulla biomassa data 

la disponibilità variabile legata alle produzioni vinicole.  

Il monitoraggio della biomassa microalgale (Figura 20 e Figura 21) per la coltura di C. vulgaris acclimatata 

alla coltivazione su digestato da vinificazione hanno mostrato che l’applicazione di HRT elevati (47 giorni) 

mostra valori di biomassa e densità cellulari stabili, 2.20 ± 0.13 g l-1 e 76.35 ± 9.40 milioni di cellule ml-1 

rispettivamente. Coltivazioni microalgali con HRT così elevati non risultano in altre pubblicazioni data 

l’inapplicabilità su grandi impianti ed i lunghi tempi per il trattamento del refluo, ma sono risultati necessari 

data l’emergenza sanitaria SARS-COVID19. I valori di biomassa ottenuti risultano comunque elevati e 

stabili nel tempo. La coltivazione è stata successivamente modificata applicando HRT di 20 giorni, 

identificando una diminuzione della biomassa in uscita dal sistema, rispetto all’applicazione di HRT più 

elevati, ma stabile del tempo con valori di 1.72 ± 0.11 g l-1 e 77.08 ± 5.42 milioni di cellule ml-1 di peso 

secco e conta cellulare rispettivamente. Data la volontà di ridurre il tempo di ritenzione idraulica per il 

trattamento del digestato tramite microalghe, l’HRT è stato diminuito ulteriormente a 10 giorni mostrando 

però la repentina diminuzione della biomassa e densità cellulare uscente dal sistema (wash out), 0.78 ± 0.05 

g l-1 e 2.88 ± 0.06 milioni di cellule ml-1 rispettivamente. La produttività volumetrica, sulla base di Bellucci 

et al. [201], per le condizioni sperimentali con HRT 47 giorni e 20 giorni è risultata 2.10 gbiomassa l-1 d-1 e 1.80 

gbiomassa l-1 d-1 rispettivamente. 

 

Figura 20: Analisi del peso secco durante le alimentazioni con digestato da feccia di vinificazione in semi-continuo ad 

HRT di 47, 20 e 10 giorni. La linea tratteggiata indica i vari cicli di HRT. 
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Figura 21: Analisi della densità cellulare in termini di milioni di cellule ml-1 durante l’alimentazione in semi-continuo 

applicando HRT di 47, 20 e 10 giorni. La linea tratteggiata indica i vari cicli di HRT. 

 

Il tasso di crescita identificato durante le sperimentazioni con HRT 47 giorni e 20 giorni è risultato di 0.48 ± 

0.10 d-1 e 0.07 ± 0.01 d-1 rispettivamente per valori di N:P di 1:2 e 16:1 rispettivamente. Il range di N:P per le 

colture microalgali risulta estremamente variabile, con valori compresi tra 8:1 e 45:1 [202]. Per quanto 

l’applicazione del DIG-WL con HRT elevati non mostri un rapporto ottimale N:P, l’elevata produzione di 

biomassa può essere associata al consumo di composti organici forniti dal digestato e maggiore permeabilità 

della luce data la chiarezza del mezzo, come confermato dal tasso di crescita maggiore durante la stabilità 

della biomassa prodotta. L’applicazione del DIG-RL influenza parzialmente in maniera negativa la 

produzione di biomassa, come identificato dal tasso di crescita inferiore, ed è probabilmente associato alla 

maggior presenza di composti polifenolici e colore più scuro del mezzo. Per l’alimentazione con DIG-RL, il 

rapporto N:P risulta ottimale per la produzione di prodotti secondari ad alto valore aggiunto (16:1). La 

variazione del tasso di crescita identificato è però associato non solo alla variazione del rapporto N:P, ma è 

correlato anche all’illuminazione del PBR e alla tipologia di refluo che viene utilizzato nell’alimentazione. Il 

DIG-RL rispetto al DIG-WL risulta non trasparente ma con una colorazione tendente al rossastro che limita 

anch’esso la permeabilità della luce insieme all’alta densità cellulare, in aggiunta, per quanto fornisca i 

nutrienti per la crescita microalgale, il digestato risulta un mezzo non bilanciato che può inficiare la capacità 

di crescita del ceppo microalgale comportando tassi di crescita inferiori [203]. Il tasso di crescita ottenuto 

applicando l’alimentazione con DIG-WL risulta confrontabile con i dati ottenuti dalla sperimentazione in 

batch e probabilmente è associato alla quasi trasparenza del digestato. L’applicazione del DIG-RL invece ha 
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comportato un cambio di colorazione del mezzo, con conseguente diminuzione della permeabilità della luce 

unito all’alta densità cellulare. Seppure i tassi di crescita risultino differenti, la presenza di composti organici 

permette comunque la proliferazione del ceppo anche se con performance minori ma stabili nel tempo. 

 

4.5.3 Effetto fitodepurativo della coltivazione microalgale 

Le coltivazioni in semi-continuo vedono tipicamente l’applicazione di HRT bassi (da 1 a 5 giorni) [204] 

applicando ricircolo della biomassa microalgale, altri studi dove si applicano sistemi in semi-continuo ad 

HRT bassi vedono invece l’applicazione di digestato diluito per evitare l’inibizione da elevate concentrazioni 

di ammonio [185]. Le sperimentazioni effettuate applicando differenti HRT per la coltura in semi-continuo 

di C. vulgaris hanno identificato il wash-out della coltivazione ad HRT 10 giorni senza ricircolo della 

biomassa. Il declino della biomassa microalgale può essere associato a diversi fattori oltre al dilavamento 

(wash out), per questo motivo è stato ipotizzato un effetto inibitorio associato all’eccesso di ammonio in 

soluzione. L’analisi cromatografica (Tabella 12) ha mostrato che non vi erano variazioni di ammonio 

considerevoli in entrata nel PBR per le differenti tipologie di digestato applicate. La rimozione dell’ammonio 

risulta elevata per gli HRT di 47 giorni e 20 giorni, contrariamente applicando un HRT di 10 giorni si 

evidenza una rimozione di circa 40 % associata principalmente allo strippaggio dati gli alti valori di pH ed 

insufflaggio continuo di aria [205]. Dato il declino cellulare con HRT di 10 giorni, si è ipotizzato un effetto 

inibitorio associato alla presenza di polifenoli, in particolare per il digestato da feccia rossa e rosa. Anche in 

questo caso il declino della biomassa non può essere associato alla concentrazione di polifenoli, che risulta 

inferiore rispetto all’applicazione di digestato da feccia rossa con HRT 20 giorni. Rimane una rimozione di 

polifenoli percentuale quasi invariata determinata probabilmente da un effetto sinergico di degradazione 

microbiologica e fotodegradazione (responsabile del 20 - 40 % della rimozione polifenolica [206]) con 

adsorbimento su particelle solide. Per effettuare una valutazione sull’effetto depurativo del digestato vi è la 

necessità di porre a confronto anche i dati ottenuti dalla cromatografia anionica del digestato pre- e post-

trattamento con microalghe con l’applicazione di differenti HRT (Tabella 12). 
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Tabella 12: Analisi di caratterizzazione dell’effluente uscente dal PBR in termini di concentrazione e rimozione di ammonio, polifenoli, sCOD e cromatografia anionica per DIG-

WL, DIG-RL e DIG-PL pre- e post- trattamento microalgale (in e out) con l’applicazione di differenti HRT (47 e 20 giorni) con alimentazione a giorni alterni. 

 DIG-WL DIG-RL 

HRT 47 giorni 20 giorni 

 In Out % rimozione r (g l-1d-1) In out % rimozione r (g l-1d-1) 

NH4
+ (g) 0.69 ± 0.31 0.00 ± 0.00 98.96 ± 0.79 0.00 ± 0.00 0.50 ± 0.18 0.01 ± 0.00 95.72 ± 2.10 0.05 ± 0.02 

Polifenoli (mg) Non presi in considerazione date le concentrazioni troppo basse 65.76 ± 1.10 27.00 ± 0.14 ǂ 58.94 ± 0.21 0.004 

sCOD (gO2) 0.27 ± 0.11 0.22 ± 0.05 ǂ 0.00 0.00 0.42 ± 0.07 0.42 ± 0.03 ǂ 1.75 ± 17.04 0.00 ± 0.00 

Cl- (mg) 28.52 ± 1.30 33.30 ± 1.98 - - 1,538.55 ± 1.90 57.76 ± 0.50 96.24 ± 0.03 0.17 

NO2
- (mg) 34.91 ± 1.97 52.15 ± 11.19 ǂ - - 590.60 ± 4.66 221.05 ± 12.44 ǂ 62.57 ± 1.81 0.04 

SO4
2- (mg) 10.58 ± 0.79 4.22 ± 0.52 59.77 ± 8.01 - 243.00 ± 4.66 3.48 ± 0.03 98.56 ± 0.04 0.02 

NO3
- (mg) 0.00 ± 0.00 4.30 ± 1.80 - - 

8,312.25 ± 

508.90 
791.87 ± 26.35 ǂ 90.44 ± 0.90 0.87 

PO4
3- (mg) 266.34 ± 19.31 178.77 ± 6.05 ǂ 32.78 ± 2.60 - 161.65 ± 0.21 275.42 ± 6.85 ǂ - - 

Nota: “ǂ” indica i valori che risultano superiori rispetto ai valori limiti ammessi per lo scarico in acqua superficiale, rete fognaria e suolo sulla base della D. Lgs 

152/06 riportata in Tabella 12.                                                                                
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I dati cromatografici associati alla produzione di biomassa hanno permesso la valutazione in resa della 

biomassa. Seguendo il lavoro di Silva et al. [207] è possibile calcolare la resa in biomassa sulla base del 

consumo dei nutrienti (Y, gbiomassa gnutriente
-1) applicando l’equazione 6. 

𝑌 =  
𝑋𝑓−𝑋0

𝑆0−𝑆𝑓
        (6) 

Dove Y è la resa della biomassa per il singolo composto presente in soluzione, Xf è la concentrazione di 

biomassa finale, X0 è la concentrazione di biomassa iniziale, S0 la concentrazione inziale del composto e Sf la 

concentrazione finale del composto. In questo caso il calcolo è stato svolto solo per le condizioni 

sperimentali con HRT 47 giorni e 20 giorni in quanto l’applicazione di HRT più bassi porta in wash out il 

sistema. La valutazione della resa in biomassa è stata svolta per i composti essenziali per la crescita 

microalgale (NH4
+, NO2

-, SO4
2-, NO3

- e PO4
3-) durante il ciclo di alimentazione a giorni alterni. 

I dati ottenuti dalla resa della biomassa dipendente dal consumo del singolo nutriente hanno evidenziato un 

effetto differente sulla resa della biomassa durante l’applicazione dell’HRT 47 giorni e 20 giorni. Durante 

l’alimentazione con DIG-WL ed HRT 47 giorni i composti che hanno influito sulla resa della biomassa 

risultano NH4
+, SO4

2- e PO4
3-, con influenza sulla resa di 0.12 gbiomassa gNH4+

-1, 15.40 gbiomassa gSO42-
-1 e 1.11 

gbiomassa gPO43-
-1. L’applicazione dell’HRT 20 con DIG-RL vede invece l’influenza maggiore di NH4

+, NO2
-, 

SO4
2- e NO3

-, 3.87 gbiomassa gNH4+
-1, 4.94 gbiomassa gNO2-

-1, 7.62 gbiomassa gSO42—
1 e 0.24 gbiomassa gNO3- 

-1 

rispettivamente. L’applicazione del DIG-RL con HRT 20 giorni ha evidenziato che, per quanto la biomassa 

uscente dal sistema fosse inferiore rispetto all’applicazione di DIG-WL con HRT più elevati, il consumo di 

nutrienti che influisce sulla resa della biomassa risulta molto maggiore, come identificato dalle rimozioni 

percentuali dei singoli composti. In particolare, il consumo di nitriti e ammonio influenza positivamente le 

rese di biomassa ottenuta durante l’alimentazione in semi-continuo. 

I dati ottenuti delle analisi di caratterizzazione dell’effluente post trattamento microalgale, per tutti i 

differenti HRT applicati, non risulta in linea con i limiti di legge per il rilascio in acqua superficiali, rete 

fognaria o suolo. Come riportato dal D. Lgs. 152/06 [208], che riporta i valori limite di emissione in acque 

superficiali e in fognatura per una serie di composti (Tabella 13). Il D. Lgs. 152/06 tratta in particolare la 

presenza di azoto e fosforo se rilasciati in aree sensibili, dove il limite diventa rispettivamente di 10 mg l-1 e 

1 mg l-1. L’effetto fitodepurativo maggiore è stato ottenuto applicando un HRT di 20 giorni con 

alimentazione a giorni alterni, ma la caratterizzazione dell’effluente ha mostrato che la sua composizione non 

risulta ancora in linea con i limiti di legge e necessiterebbe di ulteriori trattamenti post coltura microalgale.  
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Tabella 13: Limiti di legge per lo scarico di reflui in acque superficiali ed in rete fognaria [209]. 

 
Scarico in acque 

superficiali 
Scarico in rete fognaria Scarico su suolo 

pH 5.5 – 9.5 6 – 8 

sCOD (mgO2 l-1) ≤ 80 ≤ 200 100 

Ptot (mg l-1) ≤ 6 ≤ 12 2 

NH4
+ (mg l-1) ≤ 15 ≤ 30 

In termini di azoto 

totale 15 mg l-1 

Cl- (mg l-1) 1200 1200 200 

SO4
2- (mg l-1) 1000 1000 500 

NO2
- (mg l-1) 0.6 0.6 

In termini di azoto 

totale 15 mg l-1 

NO3
- (mg l-1) 20 30 

In termini di azoto 

totale 15 mg l-1 

Fenoli (mg l-1) ≤ 0.5 ≤ 10 0.1 

Saggio tossicità acuta 

Campione non accettabile 

se dopo 24 h il numero 

degli organismi immobili 

è ≥ 50% 

Campione non 

accettabile se dopo 24 h 

il numero degli organismi 

immobili è ≥ 80% 

Campione non 

accettabile se dopo 24 

h il numero degli 

organismi immobili è 

≥ 50% 

 

Sulla base dei dati ottenuti, riguardanti la concentrazione di ammonio e sCOD, l’effluente post trattamento 

microalgale risulta a norma di legge per lo scarico in rete fognaria solo se applicando HRT elevati (47 giorni) 

utilizzando DIG-WL. Per il trattamento a HRT 10, l’effluente non risulta a norma di legge date le alte 

concentrazioni di ammonio, come per il trattamento con HRT 20 giorni dove l’effluente presenta una 

concentrazione elevata di sCOD in uscita dal sistema. Confrontando i valori di rimozione rispetto a Wang et 

al.[55], che applicano un HRT di 20 giorni per la coltivazione di Chlorella su digestato, identificando una 

rimozione del 50%, l’assenza di rimozione di sCOD da parte di C. vulgaris non risulta in linea con i dati 

bibliografici. Hou et al. [202] identifica nel suo studio con N:P di 16:1 (come nella condizione di HRT 20 

giorni) e 8:1 la non rimozione di sCOD da parte di Chlorella, dove viene identificata una rimozione 

dell’sCOD solo applicando almeno un rapporto N:P di 32:1. Un’ipotesi per cui non è stata identificata la 

rimozione dell’sCOD durante il trattamento con HRT 47 giorni e 20 giorni può essere alla produzione di 

esopolisaccaridi extracellulari (EPS) come acido uronico, proteine e polisaccaridi, in risposta allo stress 

colturale determinato dall’alimentazione con digestato non diluito. Le microalghe sono i maggiori produttori 

di EPS, dove la loro classificazione vede una distinzione in: solubili (released), adesi alla parete cellulare e 

esterni per la formazione di biofilm (capsular) [210]. La specie Chlorella sp., risulta il maggior produttore di 
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EPS solubili nel mezzo di crescita, 478 mg l-1, rispetto a molteplici specie microalgali quali: Dunaliella 

salina, Achnanthes brevipes, Euglena mutabilis, Microcoleus vaginatus, Desmococcus olivaceus, Nostoc sp., 

Thalassiosira pseudonana, Synechocystis sp., Microcystis aeruginosa, Chroococcus sp. Quest’elevata 

produzione esocellulare si EPS spiegherebbe l’assenza di rimozione dell’sCOD identificata nelle condizioni 

sperimentali [210,211]. Gli EPS sono sostanze con composizione complessa e variabile in risposta a 

differenti condizioni sia ambientali che di coltivazione, tipicamente vi è l’abbondanza di esopolisaccaridi ma 

anche il rilascio le forme proteiche risulta abbondante, per Chlorella sp., rappresentando fino al 17 % degli 

ESP totali prodotti. Nello specifico gli esoenzimi (proteine EPS microalgali con attività enzimatica) hanno 

azione come fosfatasi, proteasi, chitinasi e β-D-glucosidasi, permettendo la degradazione dei substrati forniti 

dal mezzo. Chlorella sp. risulta produttrice principale di esoenzimi con attività proteasica [210]. 

I dati sperimentali di trattamento del digestato in semi-continuo con Chlorella applicando HRT elevati (47 e 

20 giorni) risultano in linea con altri studi, dove si identifica un’elevata rimozione di ammonio (76-98 %) 

[55,82,212] e fosforo (46-99 %) [82,213] e scarsa rimozione dell’sCOD (60-68 %) [82]. Differenti studi, 

come Jimenez et al. [213], mostrano che il trattamento con microalghe in semi-continuo del digestato da 

reflui agricoli porta a buoni valori di rimozioni per fosforo e azoto, come Ledda et al. [82], risultando in linea 

con le normative di legge per il rilascio in acqua superficiale, rete fognaria o suolo. Una causa di discrepanza 

con i dati ottenuti sono le diluizioni applicate per il digestato utilizzato per l’alimentazione del sistema in 

semi-continuo, dove Jimenez et al. [213] applicano un digestato con diluizione 1:50 ottenendo una 

produzione di biomassa microalgale di 0.57 – 0.77 g l-1 e Ledda et al. [82] diluiscono il digestato per ottenere 

concentrazioni di ammonio di 80 mg l-1 in entrata al sistema con una produzione di biomassa microalgale di 

0.32 -0.44 g l-1. In altri studi, Mezzanotte et al. [185] e Wang et al.  [55] applicando in semi-continuo acque 

reflue da porcile e digestato da reflui caseari, ottengono valori di biomassa microalgale elevati (2.4 - 2.7 g l-1 

e 1.3 g l-1 rispettivamente), in linea con i dati sperimentali ottenuti nelle sperimentazioni con digestato 

vinicolo con HRT elevati, e rimozione di ammonio e fosforo dell’82.5-85% e 74-74.5% rispettivamente. 

Kumar et al. [214] hanno ottenuto concentrazioni di biomassa e nitrati in uscita dal sistema in semi-continuo 

molto inferiori rispetto a quelli ottenuti nella sperimentazione con digestato vinicolo, 0.73 g l-1 e 2.80 

mgNO3
- l-1 rispettivamente. Le discrepanze nelle rimozioni e le differenti produzioni di biomassa microalgale 

rispetto ai dati bibliografici possono essere associate a vari fattori, quali il diverso substrato utilizzato nelle 

coltivazioni in semi-continuo e l’applicazione di diluizioni del digestato per l’uso come feed del sistema, 

contrariamente alla sperimentazione effettuata dove il digestato non ha subito diluizioni. Queste variazioni 

dei dati sottolineano che vi è ancora la necessità di ottimizzazione del processo di coltivazione e 

standardizzazione per il trattamento del digestato.  

L’applicazione delle diverse tipologie di digestato non ha mostrato variazioni importanti sulla produzione di 

biomassa microalgale per HRT di 20 e 47 giorni, ma dal punto di vista legislativo bisognerebbe effettuare 

ulteriori trattamenti per avere uno scarico a norma di legge. Lo studio svolto era volto all’identificazione di 

un’applicazione di un trattamento congiunto di sistemi DA e microalghe con possibilità di utilizzo in Veneto, 
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essendo la regione con maggior produzione vinicola della penisola italica. Dal Piano di Tutela delle Acque 

(DCR n. 107/2009 e ss.mm.ii), le zone vulnerabili in veneto coprono una superficie di circa 800,000 ettari 

suddivisi in: 643,00 ettari in pianura (62% della pianura veneta), 94,000 ettari in collina e 63,00 ettari in 

montagna. Nello specifico sono interessate la provincia di Rovigo e comune di Cavarzere, bacino scolante 

della laguna di Venezia (Piano Direttore 2000 per il risanamento della laguna di Venezia), zone di alta 

pianura-zona ricarica degli acquiferi (Verona, Padova, Vicenza e Treviso), l’intero territorio dei comuni di 

Lessinia, rilievi in destra Adige e comuni della provincia di Verona afferenti al bacino del Po. Come 

riportato in Figura 22, la problematica per il rilascio ambientale è associata a quelle zone del territorio veneto 

che hanno “bassa capacità portante” e quindi permettono il percolamento nelle acque di profondità causando 

rischio ambientale. I dati ottenuti per l’effluente DA post-trattamento microalgale portano a concludere che 

l’effluente non risulta a norma di legge per gli scarichi sia su rete fognaria, acque superficiali e suolo in 

Veneto e necessitano di ulteriori trattamenti o applicazioni alternative.  

 

 

a)                                                                                     b) 

Figura 22: a) Carta del rischio di percolazione di azoto nei suoli della pianura veneta e b) zone vulnerabili ai nitrati nel 

bacino scolante in laguna di Venezia (ARPAV Veneto). 

 

4.5.3.1 Caratterizzazione biomassa uscente del sistema in semi-continuo 

La caratterizzazione della biomassa è stata effettuata per tutti gli HRT applicati, anche se il sistema è andato 

in wash out applicando HRT di 10 giorni (Tabella 14). Sono stati identificati variazioni in composizione 

della biomassa di C. vulgaris, durante l’applicazione di HRT elevati, con elevate percentuali di lipidi e 

proteine. Questa variazione può essere associata al cambio del rapporto N:P. I rapporti N:P per le varie 
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tipologie di digestato risultano differenti, associati alla differente feccia alimentata nel sistema. I valori del 

rapporto N:P risultano di 1:2, 16:1 e 2:1 per le condizioni in presenza di DIG-WL, DIG-RL e DIG-PL, 

rispettivamente, durante la coltivazione in semi-continuo. La condizione sperimentale con DIG-RL e 

rapporto N:P 16:1 mostra i valori migliori in composizione della biomassa, come riportato da Hou et al. 

[202] questa condizione di rapporto N:P risulta la più favorevole dal punto di vista dello stoccaggio di 

prodotti secondari ad alto valore aggiunto in quanto l’abbondanza di azoto permette di ottenere un’alta 

percentuale proteica e la limitazione di P, associata alla limitazione successiva di N comporta l’accumulo 

maggiore di lipidi. 

Perciò, anche se il sistema accoppiato DA-microalghe non risulta in grado di depurare completamente 

l’effluente per essere in linea con i limiti di legge imposti per gli scarichi, la biomassa ottenuta mostra valori 

promettenti per applicazioni prelative all’uso come materia prima per la produzione di prodotti secondari ad 

alto valore aggiunto. 

 

Tabella 14: Caratterizzazione della biomassa microalgale di C. vulgaris coltivata su digestato vinicolo da feccia di 

vinificazione rossa, rosa e bianca con differenti HRT (47 e 20 giorni) con alimentazione a giorni alterni. 

 DIG-WL DIG-RL 

HRT 47 giorni 20 giorni 

pH 8.76 ± 0.34 7.83 ± 0.73 

Peso secco (g l-1) 2.28 ± 0.08 1.85 ± 0.02 

Densità cellulare (milioni di cellule ml-1) 66.75 ± 8.69 84.30 ± 1.69 

Lipidi (%) 20.00 ± 1.58 * 33.48 ± 7.54 

Amido (%) 6.40 ± 0.60 5.22 ± 1.08 

Proteine (%) 44.39 ± 5.80 57.85 ± 10.14 

Ch a (mg gbiomassa
-1) 3.80 ± 0.56 4.99 ± 0.52 

Ch b (mg gbiomassa
-1) 1.19 ± 0.16 1.45 ± 0.10 

Carotenoidi tot (mg gbiomassa
-1) 1.69 ± 0.42 1.71 ± 0.24 

Nota: “*” differenza significativa applicando il T-test per p < 0.05 nel confronto della frazione lipidica 

rispetto alla sperimentazione in batch con DIG-WL con diluizione 1:5.  

 

Ponendo a confronto l’accumulo di lipidi totali ed applicando il T-test, l’applicazione di HRT 47 giorni porta 

ad un accumulo di lipidi differente in modo significativo (p < 0.05) rispetto al test in batch, contrariamente 

all’applicazione di HRT 20 giorni dove la differenza non risulta significativa. La condizione in batch 

permette di ottenere il valore massimo di lipidi stoccabili nella biomassa microalgale; perciò, i valori medi di 

lipidi ottenuti dalle coltivazioni in semi-continuo sono stati confrontati mediante T-test, ponendo come 

ipotesi zero che le medie siano uguali e quindi che si è raggiunto il massimo di lipidi ottenibile dalla 



 

71 
 

coltivazione su refluo vinicolo. L’applicazione di HRT di 20 giorni comporta un accumulo massimo di lipidi 

ottenibile se la coltivazione fosse in modalità batch. Se si confrontano i dati ottenuti con i valori bibliografici 

si nota una variabilità delle percentuali in composizione, legata a vari fattori quali ceppo microalgale 

utilizzato, parametri di processo applicati per il sistema in semi-continuo (HRT) e tipologia di 

refluo/digestato utilizzato per l’alimentazione. Per riportare degli esempi di questa variabilità, Chaiklahan et 

al. [188] identificano in Spirulina platensis BP, applicando un’alimentazione a giorni alterni con digestato da 

porcile, una composizione di 57 % proteine e 4.18 % di lipidi; Boonma et al. [215] identifica una produzione 

del 9.88 ± 1.78 % di lipidi utilizzando un consorzio microalghe-batteri con alimentazione alternata 

attendendo la stazionarietà della biomassa e sostituendo il 90% della coltura con nuovo mezzo sintetico; 

Yang et al [216] applica una coltivazione in semicontinuo di C. vulgaris con reflui municipali con 

alimentazione ogni 2/3 giorni sostituendo il 50 % del mezzo di crescita con il refluo, ottenendo una 

produzione di lipidi del 19.7 %; Kong et al. [217] applicando una coltivazione in semicontinuo di 

Scenedesmus sp. R-16 con rinnovo del mezzo di crescita ogni 2 giorni con digestato, ottenendo il 42 % di 

lipidi nella biomassa microalgale; Álvarez et al. [218] applicando una coltivazione in semicontinuo su 

digestato ottiene una composizione della biomassa di Spirulina sp. del 2.5 % di proteine con alimentazione a 

giorni alterni; Ashokkumar et al. [183] applicando un’alimentazione in semi-continuo con rinnovo del mezzo 

ogni tre giorni del 40 % sul totale nella coltivazione di Microcystis aeruginosa usando BG11, identifica uno 

stoccaggio del 24 % di lipidi nella biomassa; Cai et al. [219] applicano un’alimentazione in semicontinuo 

alimentando con un intervallo di due giorni con digestato (HRT 4 giorni) per la coltivazione di 

Nannochloropsis salina ottengono una percentuale di lipidi del 24.9 %; Feng et al. [192] alimentando con 

refluo artificiale C. vulgaris, ottengono una composizione della biomassa del 42 % di lipidi sostituendo ¾ del 

mezzo ogni 4 giorni e Lee et al. [220] applicando una coltivazione in semi-continuo con Botryococcus 

braunii su digestato da letame con un HRT di 4 giorni mostra percentuali di carboidrati e proteine del 12 % e 

dell’80 % rispettivamente. 

La difficoltà riscontrata nel confronto bibliografico rispetto ai dati ottenuti risulta legata fortemente alla 

variabilità delle ricerche, ceppi microalgali utilizzati e digestato/refluo applicato nell’alimentazione del 

sistema ed i diversi parametri di processo. Lo studio svolto risulta il primo completo sia dal punto di vista di 

caratterizzazione della biomassa uscente dal sistema che di trattamento dell’effluente, identificando che 

l’applicazione di un HRT di 20 giorni porta al miglior effetto fitodepurativo del digestato vinicolo ed una 

biomassa stabile con un’elevata percentuale di lipidi.  

 

4.5.3.2 Frazione lipidica: caratterizzazione e valutazione per la produzione di biocarburanti 

Data l’abbondanza di lipidi nella biomassa al termine dell’alimentazione in semi-continuo, la 

caratterizzazione dell’olio estratto (Tabella 15) ha evidenziato la bassa concentrazione di acido linolenico, 

indentificata anche durante la sperimentazione in batch, contrariamente alla sua tipica abbondanza nell’olio 

microalgale che ne limita le applicazioni per la produzione di biodiesel [174,221]. La bassa concentrazione 
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di acido linolenico identificata risulta tra le prime per la coltivazione in batch e semi-continuo in C. vulgaris 

coltivata su digestato, dove tipicamente risulta superiore al 12 %w/w, come riportato da Fernández-Linares 

et al. (19.19 %w/w) [222], Cheng et al. (16.50 %w/w) [54] e Tan e t al. (24.31 %w/w) [53]. 
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Tabella 15: Caratterizzazione della frazione lipidica durante l’alimentazione in semi-continuo e confronto bibliografico. 

 DIG-WL DIG-RL Fernández-Linares et al. Cheng et al. Tan et al. 

HRT 47 giorni 20 giorni [222] [54] [53] 

A. miristico C14:0 (%w/w) 0.87 ± 0.24 * 2.29 ± 0.77 * 2.11 n.d. 3.34 

A. palmitico C16:0 (%w/w) 27.89 ± 3.41 39.20 ± 1.97 * 26.03 27.96 10.71 

A. stearico C18:0 (%w/w) 2.75 ± 0.73 23.61 ± 8.30 * 8.71 14.53 4.33 

A. palmitoleico C16:1 (%w/w) 4.48 ± 0.83 * 0.93 ± 0.22 15.56 0.83 12.39 

A. oleico C18:1 (%w/w) 7.83 ± 1.19 * 11.58 ± 5.93 * 8.05 2.20 6.98 

C16:2 (%w/w) 3.28 ± 0.86 * 3.32 ± 3.35 n.d. n.d. 4.02 

A. linoleico C18:2 (%w/w) 52.35 ± 4.43 * 15.96 ± 13.19 4.33 19.16 19.71 

A. linolenico α-18:3 (%w/w) 0.53 ± 0.29 0.5 ± 0.70 19.19 16.50 24.31 

Nota: “*” differenza significativa applicando il T test per p < 0.05 nel confronto della composizione della frazione lipidica rispetto alla sperimentazione in batch 

con DIG-WL con diluizione 1:5 ponendo come ipotesi zero che le medie siano uguali. “n.d.” non determinato.
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Il cambio di digestato applicato durante le alimentazioni ed i differenti HRT applicati non sembrano 

influenzare la concentrazione di acido linolenico che risulta in linea con le direttive EN14214 ed EN14213, 

che impongono come concentrazione massima di acido linolenico il 12 %w/w [221]. Le basse concentrazioni 

di acido linolenico e l’abbondanza di acido palmitico e stearico pongono l’olio estratto da C. vulgaris 

coltivata su digestato vinicolo come substrato idoneo per la produzione di biodiesel senza necessità di 

pretrattamenti, inoltre data l’alta percentuale di acido stearico può trovare applicazione anche nella 

produzione di stearina alternativa. Vi sono delle differenze in composizione della frazione lipidica rispetto 

alla coltivazione in batch su DIG-WL (Tabella 10), soprattutto per quanto riguarda la percentuale di acido 

oleico che risulta molto inferiore.  La differenza può essere associata alla metodologia di coltivazione 

applicata, dove la coltivazione in batch comporta un deficit di azoto che influenza lo stoccaggio e 

composizione della frazione lipidica, contrariamente all’alimentazione in semi-continuo che apporta nuovo 

substrato di crescita. Le diverse percentuali di acidi grassi possono essere correlate a molteplici fattori che 

intervengono sul pathway di sintesi dei lipidi. Nelle cellule eucariote la sintesi degli acidi grassi parte dalla 

conversione della CO2, tramite la fotosintesi, in gliceraldeide-3-fosfato (G3P). Il G3P viene convertito in 

piruvato e successivamente in acetil-CoA tramite il complesso della piruvato deidrogenasi (PDC) [223]. Da 

questo punto la sintesi dei lipidi può seguire diversi pathway metabolici: il pathway di Kennedy acil-CoA-

dipendente ed il pathway dell’acil-CoA-indipendente mediato da fosfolipid-DAG aciltransferasi (PDATs). Il 

pathway di Kennedy (Figura 23) per la produzione dei lipidi vede l’azione di tre consequenziali acilazioni 

del G3P tramite enzimi, di cui l’ultimo è il diacilglicerolo aciltransferasi (DGAT) che catalizza l’acilazione 

del diacilglicerolo (DAG) con l’acil-CoA. Il pathway acil-CoA-indipendente vede l’azione del PDATs per il 

trasferimento della frazione acil- da un fosfolipide al DAG per la formazione dei lipidi nel cloroplasto e 

contribuisce maggiormente all’accumulo dei lipidi in condizioni di stress [224]. Come riportato da Fan et al. 

[225] e Bellou et al. [223], l’attivazione genica per la sintesi dei lipidi nelle microalghe è un processo 

complesso ed ancora poco approfondito che subisce modificazioni in risposta a stress nutrizionale e 

limitazione luminosa. Dal punto di vista genetico, la deprivazione di azoto comporta un aumento 

dell’accumulo di lipidi associato alla diminuzione della trascrizione del gene pec2 e aumento dell’attività di 

catalisi dell’Acetil-CoA carbossilasi (ACCasi), enzima chiave del pathway di biosintesi dei lipidi che 

permette la formazione del molonil-CoA dall’acetil-CoA, associato ad un aumento della trascrizione dei geni 

accA, accD e bccP. Un ulteriore effetto della carenza di azoto è l’induzione dell’espressione del gene dgat 

associato alla sintesi del DGAT che risulta attivo durante la fase stazionaria ed è correlato all’iperaccumulo 

di lipidi. L’enzima malico (ME) fornisce il NADPH per la biosintesi dei lipidi, dove la sua sovraespressione 

aumenta l’accumulo di lipidi. Per quanto complesso e di difficile studio, la comprensione dell’attivazione 

genica per la sintesi lipidica risulta essenziale per risolvere l’applicazione su scala industriale delle 

microalghe per la produzione di biocarburanti e comprendere le variazioni percentuali della frazione lipidica. 

L’applicazione di metodologie specifiche di coltivazione e l’applicazione dell’ingegneria genetica-

metabolica al fine di ottimizzare il processo produttivo, volto all’ottenimento di alte percentuali lipidiche e 
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crescita rapida del ceppo microalgale, abbasserebbe i costi di processo in quanto si potrebbe lavorare 

nell’indirizzamento del flusso metabolico specifico per gli acidi grassi di interesse [223,225]. 

 

 

Figura 23: Schema della sintesi dei lipidi nelle microalghe, modificato da Bellou et al. [223]. ACC: acetil-CoA 

carbossilasi; GPAT: glicerolo-3-fosfatao aciltransferasi; G3P: glicerato-3-fosfato; ACP: proteina carrier acil-; LACS: 

sintetasi acil-CoA a lunga catena; KAS: 3-chetoacil-ACP sintetasi; ATP:CL: citrato liasi ATP-dipendente; CoA: 

coenzima A; LPAAT: aciltranferasi dell’acido liso-fosfatidico; DGAT: diacilglicerol aciltransferasi; LPAT: 

aciltransferasi lido-fosfatidicolina; FAS: sintetasi acidi grassi; PDB: complesso della piruvato deidrogenasi; FAT: 

tioesterasi acidi acil-ACP; TAG: triacilglicerolo; G3P: glicerato-3-fosfato. 

 

Data la necessità di valutare l’olio estratto per l’applicazione come materia prima per la produzione di 

biodiesel, sono stati calcolati i valori di numero di cetano (CN), viscosità, potere calorifero e densità in base 

alla composizione chimica, permettendo così di comprendere in maniera preliminare se il biodiesel ottenibile 

da questa coltivazione possa rientrare nei parametri legislativi EN14214. 

CN misura la qualità di accensione di un carburante diesel in un motore ad accensione spontanea e dipende 

solo dalla composizione chimica del composto [226]. La sua misurazione vede l’applicazione del test ASTM 

D613, che non è stato possibile effettuare, per questo motivo CN è stato calcolato in via teorica applicando 

l’equazione 7 sulla base dello studio di Giakoumis et al. [227].  

𝐶𝑁 = 55.87 + 0.098 ∗ 𝑀 + 0.164 ∗ 𝑃 + 0.176 ∗ 𝑆 − 0.050 ∗ 𝑃𝑙 + 0.001 ∗ 𝑂 − 0.140 ∗ 𝐿 − 0.273 ∗ 𝐿𝑖 (7) 
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Dove M rappresenta la percentuale di acido miristico, P la percentuale di acido palmitico, S la percentuale di 

acido stearico, Pl la percentuale di acido palmitoleico, O la percentuale di acido oleico, L la percentuale di 

acido linoleico e Li la percentuale di acido linolenico. 

La densità (𝜌) influenza l’applicabilità nei motori, in quanto l’olio di origine vegetale ha una densità 

maggiore rispetto al diesel da fonti fossili e la sua iniezione nel motore porta un maggior quantitativo di 

carburante iniettato ed influenza i rapporti aria-carburante nel motore variando così le prestazioni e le 

emissioni. Il limite europeo (EN 14214) impone il valore di densità compreso tra 860 kg m-3 – 900 kg m-3. La 

densità è stata calcolata sulla base chimica degli acidi grassi seguendo l’equazione 8 [227].  

         𝜌 = 923 − 0.99 ∗ 𝑀 − 0.54 ∗ 𝑃 − 0.62 ∗ 𝑆 − 0.70 ∗ 𝑃𝑙 − 0.44 ∗ 𝑂 − 0.37 ∗ 𝐿 − 0.24 ∗ 𝐿𝑖           (8) 

Dove M rappresenta la percentuale di acido miristico, P la percentuale di acido palmitico, S la percentuale di 

acido stearico, Pl la percentuale di acido palmitoleico, O la percentuale di acido oleico, L la percentuale di 

acido linoleico e Li la percentuale di acido linolenico. 

La viscosità (𝛿) in un carburante influenza la velocità di iniezione nel motore, dove più è bassa più veloci e 

rapide sono la combustione ed iniezione, riducendo i tempi di accensione. Se vi è la presenza di pompe 

meccaniche, una maggiore viscosità porta ad una minor perdita di carburante, con necessità di maggiori 

pressioni per l’iniezione e maggior quantitativo di carburante iniettato [228]. Il calcolo teorico della viscosità 

ha seguito il calcolo riportato nell’equazione 9. Come sottolineato da Giakoumis et al. [227] questa 

metodologia di calcolo per la viscosità risulta però poco affidabile in quanto comporta un errore di circa il 10 

% rispetto al valore reale sperimentale. 

𝛿 = 5.3380 − 0.04417 ∗ 𝑀 − 0.000731 ∗ 𝑃 + 0.009571 ∗ 𝑆 − 0.00102 ∗ 𝑃𝑙 − 0.00578 ∗ 𝑂 −

0.01179 ∗ 𝐿 − 0.01726 ∗ 𝐿𝑖              (9) 

Dove M rappresenta la percentuale di acido miristico, P la percentuale di acido palmitico, S la percentuale di 

acido stearico, Pl la percentuale di acido palmitoleico, O la percentuale di acido oleico, L la percentuale di 

acido linoleico e Li la percentuale di acido linolenico. 

L’ultima valutazione ha riguardato il potere calorifero massimo (HHV) e minimo (LHV) (Equazione 10 e 

11) che differenziano sul calore di vaporizzazione dell’acqua. Rispetto al carburante di origine fossile, il 

biodiesel mostra bassi valori di potere calorifero associato alla presenza nei metilesteri con il 10 -12 % in 

peso di ossigeno. Ciò comporta che avendo valori bassi di potere calorifero vi è la necessità di un maggior 

quantitativo di carburante da iniettare. Per questo parametro non vi sono direttive specifiche per la normativa 

europea. 

𝐻𝐻𝑉 = 39,839.54 + 24.96 ∗ 𝑀 + 14.03 ∗ 𝑃 + 1.71 ∗ 𝑆 − 52.32 ∗ 𝑃𝑙 + 1.51 ∗ 𝑂 + 2.78 ∗ 𝐿 +

8.27 ∗ 𝐿𝑖             (10) 
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𝐿𝐻𝑉 = 37,667.45 + 96.79 ∗ 𝑀 − 3.07 ∗ 𝑃 − 37.64 ∗ 𝑆 + 25.82 ∗ 𝑃𝑙 − 2.76 ∗ 𝑂 + 9.46 ∗ 𝐿 +

3.86 ∗ 𝐿𝑖                (11) 

Dove M rappresenta la percentuale di acido miristico, P la percentuale di acido palmitico, S la percentuale di 

acido stearico, Pl la percentuale di acido palmitoleico, O la percentuale di acido oleico, L la percentuale di 

acido linoleico e Li la percentuale di acido linolenico. 

Come riportato in Tabella 16, i valori teorici di CN, 𝜌 ,δ, HHV e LHV risultano confrontabili con quelli 

ottenuti di Giakoumis et al. [227] ed in linea con la direttiva europea EN14214. Per quanto riguarda CN, il 

valore ottenuto risulta coerente con la direttiva che impone il valore minimo di 51. Il valore di CN ottenuto 

dall’olio estratto dalla biomassa coltivata in semi-continuo risulta nella media per il biodiesel (45 - 67), 

tipicamente maggiore rispetto al diesel di origine fossile (40 – 49) [227]. La densità rientra nei limiti europei 

imposti ma la viscosità ottenuta risulta maggiore rispetto al limite europeo (3.5 mm2 s-1 – 5.0 mm2 s-1) per 

l’olio ottenuto con la coltivazione in semi-continuo applicando HRT di 20 giorni e 10 giorni.  

 

Tabella 16: Valori teorici per l’applicazione dell’olio microalgale per la produzione di biodiesel in termini di CN, 𝜌 ,𝛿, 

HHV e LHV. 

 DIG-WL DIG-RL 
Valori medi sulla base di Giakoumis et al. [227] 

HRT 48 giorni 20 giorni 

CN 53.32 64.27 54.90 

Densità (𝜌, kg m-3) 879.29 873.15 880.24 

Viscosità (δ, mm2 s-1) 4.67 5.22 4.18 

HHV (kJ kg-1) 40,184.60 40,504.38 40,136.74 

LHV (kJ kg-1) 38,153.86 37,025.04 37,649.09 

 

In conclusione, la coltivazione in semi-continuo con HRT applicato di 20 giorni porta ad una produzione di 

olio confrontabile con quella ottenuta nel test in batch con DIG-WL. L’applicazione di una coltivazione in 

semi-continuo porta una coltivazione stabile nel tempo, con produzione stabile di olio applicabile per la 

produzione di biodiesel e le migliori performance di trattamento dell’effluente. Il calcolo teorico dei 

parametri per valutare la qualità del biodiesel ottenibile dall’olio estratto indica che l’unico parametro non in 

linea con il EN14214 è la viscosità, anche se la metodologia di calcolo risulta con un’incertezza troppo 

elevata, ma composizione, CN, densità, HHV e LHV pongono l’olio estratto come potenziale fonte di 

biodiesel di qualità. 
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4.5.4 Considerazioni generali dell’applicazione del sistema accoppiato DA-microalghe in un 

impianto di trattamento delle acque reflue di cantina 

Il trattamento di co-digestione della feccia di vinificazione in loco nelle industrie vitivinicole può 

rappresentare una strategia innovativa per lo smaltimento di questo rifiuto, il trattamento dell’effluente DA 

con microalghe però non è risultato sufficiente per lo scarico secondo il D. Lgs 156/06. L’applicazione di 

HRT elevati ha sottolineato però le potenzialità di applicazione della coltivazione microalgale su digestato, 

portando all’ottenimento di una biomassa stabile con caratteristiche promettenti per la produzione di prodotti 

secondari ad alto valore aggiunto. Per quanto l’effluente post trattamento microalgale mostri valori di sCOD 

ancora elevati, la rimozione totale dell’azoto comporta una potenziale applicazione di questo trattamento 

terziario come applicazione alternativa in un impianto di trattamento delle acque da cantina. Come riportato 

in Figura 24, l’applicazione della coltivazione microalgale accoppiata ai sistemi DA cambierebbe la linea di 

ricircolo della frazione liquida. Date le caratteristiche chimiche dell’effluente post-trattamento microalgale, 

gli effetti positivi nell’applicazione negli impianti di trattamento acque sarebbe associati a: 

- Risparmio energetico nel trattamento dell’azoto negli impianti di depurazione in quanto 

l’ossidazione dell’azoto ammoniacale nella denitrificazione e nitrificazione impatta del 20 % sul 

costo di areazione del sistema (circa 3 – 4 kWh AE-1 anno-1); 

- Risparmio dell’aggiunta di sCOD prima della denitrificazione tipicamente richiesto negli impianti in 

cui il rapporto COD/N risulta sfavorevole per le reazioni di denitrificazione. Il ricircolo 

dell’effluente da PBR, che non ha identificato rimozione di sCOD, permetterebbe di evitare 

l’aggiunta di materiale organico chiudendo così il sistema di trattamento [229]. 

Dal punto di vista economico, la biomassa microalgale ottenuta mediante il sistema produttivo in semi-

continuo ha un valore variabile in dipendenza sia dalle condizioni di mercato e purezza dei prodotti 

ottenibili. In generale, la produzione su larga scala comporta un costo di produzione compreso tra 0.50 € kg-

1 e 6 € kg-1  [230,231], dove la tipologia reattoristica influisce ulteriormente, come l’applicazione di PBR 

tubolari verticali influisco per 4.15 € kg-1 e l’ottimizzazione dei parametri di processo, quali illuminazione, 

agitazione e costo della CO2, impatterebbe sui costi di produzione di 0.68 € kg-1 [232]. Il costo dei prodotti 

di bioraffineria invece vede l’influenza della tipologia di prodotto ottenibile, ad esempio la sola frazione di 

lipidi saturi per la produzione di biocarburanti o tutti i composti estraibili ed immettibili sul mercato. 

L’analisi di mercato per la biomassa ed i composti microalgali effettuata di Dibenedetto et al. [233] 

identifica come valore di mercato per i lipidi estratti dalla biomassa microalgale 2 € kg-1, mentre il prodotto 

di biodiesel prodotto risulta di 0.5 € kg-1. La frazione proteica applicata per la produzione di mangimi o 

integratori alimentari risulta di 5 € kg-1 e 0.75 € kg-1 rispettivamente. Per quanto riguarda il valore di 

mercato della biomassa coltivata in vasca aperta su reflui, come riportato da Dibenedetto et al. [233], il 

valore risulta estremamente variabile, da 44.5 € kg-1 a 556 € kg-1, in dipendenza dal prodotto estratto, 

metodologia di estrazione, purezza e ceppo microalgale utilizzato.  
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Il lavoro sperimentale svolto ha identificato l’applicazione di HRT 20 giorni per la coltivazione in semi-

continuo per il trattamento del digestato vinicolo, applicabile per i consorzi vinicoli con presenza di un 

impianto di trattamento acque. La biomassa ottenuta tramite questa coltivazione ha essa stessa un valore 

di mercato che può influire positivamente sull’applicazione del processo nei sistemi di trattamento. La 

biomassa microalgale in sé ha un valore variabile tra 5.92 € t-1 a 1368.9 € t-1 in dipendenza dal suo utilizzo 

successivo [233], cioè se la sua applicazione trova riscontro nell’estrazione di uno o più prodotti secondari 

ad alto valore aggiunto, rendendola quindi un ulteriore prodotto che può essere immesso nel mercato da 

parte dei produttori vinicoli. 
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Figura 24: Applicazione del trattamento in semi-continuo del sistema accoppiato DA-microalghe in un sistema di trattamento. La linea tratteggiata indica il tipico ricircolo della 

frazione liquida del digestato in un impianto, la linea verde indica il nuovo indirizzamento della frazione liquida per il ricircolo, la linea blu indica il processo di biogas 

upgrading per la produzione di biometano.
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4.6 Coltivazione di C. vulgaris su feccia di vinificazione 

L’applicabilità delle alghe nel trattamento diretto di reflui agro-industriali di varia natura apre nuove 

potenziali innovazioni di applicazione del trattamento biologico, per questo motivo la valutazione della 

coltivazione microalgale direttamente su feccia di vinificazione necessita di studi e valutazioni del processo. 

L’applicazione di una coltivazione microalgale diretta su feccia di vinificazione pone questa tipologia di 

trattamento come un sistema applicabile per le piccole industrie vitivinicole italiane che non hanno un 

impianto di trattamento delle acque reflue e quindi possono trattare direttamente in loco le fecce prodotte ed 

ottenere un effluente depurato e biomassa microalgale contente prodotti secondari ad alto valore aggiunto 

vendibili sul mercato.  

I problemi che si possono riscontrate nell’applicazione della feccia di vinificazione come substrato per le 

colture microalgali riguardano principalmente la elevata concentrazione di composti polifenolici, soprattutto 

nella feccia rossa di vinificazione, bassi pH (circa 3) e la presenza di microrganismi, tipicamente lieviti, 

necessari alla fermentazione alcolica del vino. La feccia ha un aspetto denso, con presenza di sostanza 

organica (polpa, raspi, bucce, lieviti di fermentazione) ed inorganica (bentonite). Fortunatamente, la frazione 

solida e liquida sono facilmente separabili tramite centrifugazione, ma mediante questo pretrattamento si può 

rimuovere solo la frazione più pesante; infatti, nella frazione liquida permangono lieviti che proseguono il 

loro sviluppo nel substrato di crescita. Trovare un’applicazione diretta della feccia di vinificazione può 

rappresentare un’innovazione vincente nell’ambito del trattamento di questo refluo diminuendo i costi di 

impianto in loco. Per quanto il sistema DA risulti stabile nel lungo periodo applicando differenti fecce di 

vinificazione, i suoi costi di costruzione, mantenimento, personale specializzato e trattamenti del digestato 

uscente, possono potenzialmente limitarne l’applicazione per le piccole aziende vinicole. Per questo motivo, 

lo studio della coltivazione microalgale direttamente su feccia di vinificazione può rappresentare una 

metodologia alternativa di trattamento, portando all’identificazione di un nuovo substrato di crescita 

applicabile direttamente nelle piccole produzioni familiari, che rappresentano la fazione maggiore dei 

produttori vitivinicoli italiani (Figura 25). 
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Figura 25: Schema di applicazione della feccia di vinificazione come substrato di crescita per la biomassa microalgale. 

 

I dati bibliografici disponibili per le coltivazioni microalgali sono estremamente esigui e vedono 

l’applicazione di pretrattamenti quali sterilizzazione mediante autoclave o conversione della feccia di 

vinificazione in aceto tramite incubazione ossidativa con Acetobacter acetii [234] o l’estrazione dei composti 

di interesse per la coltivazione microalgale [100]. Data l’assenza di dati bibliografici, i primi test di 

valutazione della feccia di vinificazione come substrato di crescita per C. vulgaris sono stati incentrati 

nell’identificazione dei pretrattamenti da effettuare sulla feccia e valutazione della capacità di crescita del 

ceppo microalgale. 

 

4.6.1 Coltivazione C. vulgaris di differenti fecce di vinificazione a differenti diluizioni  

La sperimentazione batch ha applicato la coltivazione di C. vulgaris sulla frazione liquida della feccia bianca 

e rossa di vinificazione diluita 1:10, 1:5 e 1:2 solamente centrifugata per rimuovere i solidi sospesi (Figura 

26 a, inizio test, e Figura 26 b, fine test). Le analisi svolte durante la sperimentazione hanno evidenziato che 

la sola centrifugazione non rimuove la presenza di lieviti, come Saccharomyces bayanus, lievito usato per la 

fermentazione del mosto d’uva dalla ditta Serena Wines SRL che ha fornito le differenti fecce di 

vinificazione, e non-Saccharomyces, come Candida albicans, Hanseniaspora e Metschnikowia, che sono 

tipicamente presenti nel vino e che possono proliferare a discapito della coltura microalgale.  
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         a)       b) 

Figura 26: Sperimentazione di coltivazione di C. vulgaris in mixotrofia con feccia di vinificazione bianca e rossa diluita 

1:10 a) all’inizio del test batch, b) al termine del test. 

 

 

Figura 27: Analisi del peso durante la sperimentazione in batch con feccia di vinificazione bianca (WL) e rossa (RL) a 

diluzione 1:10, 1:5 e 1:2. 

 

L’applicazione della diluizione 1:10 ha mostrato valori di biomassa microalgale prodotta su feccia bianca e 

rossa confrontabili con la condizione di controllo (Figura 27). Le osservazioni in microscopia ottica 

mostravano la presenza di ife probabilmente di Candida sp., ma la sua presenza non ha inficiato la 

0

1

2

3

4

5

6

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

g 
l-1

Giorno

Controllo 1:10 WL 1:10 RL 1:10 Controllo 1:5 RL 1:5 Controllo 1:2 RL 1:2



 

84 
 

proliferazione di C. vulgaris che è risultata la specie predominante nel mezzo di coltura. Data l’impossibilità 

di effettuare un’analisi genetica della coltura, le analisi al microscopio ottico ha permesso di identificare ifee 

che possono essere associate al genere Candida. La caratterizzazione della biomassa ottenuta al termine del 

test ha sottolineato che la coltivazione su feccia rossa diluita 1:10 porta ad ottenere una biomassa con 

composizione promettente per applicazioni alternative dato con un alto contenuto di clorofille, carotenoidi, 

proteine e lipidi totali in confronto alla condizione di controllo e WL. Contrariamente, l’applicazione di 

diluizioni inferiori di feccia di vinificazione (1:5 e 1:2) hanno mostrato problemi nella proliferazione del 

ceppo microalgale, in quanto la proliferazione del lievito Candida sp. è risultata predominante nella 

condizione RL 1:2. Come indentificato nella condizione sperimentale RL 1:2, anche nella condizione RL 1:5 

vi è una forte proliferazione di Candida sp., ma non inficia completamente la proliferazione di C. vulgaris ed 

una composizione potenzialmente interessante data l’alta concentrazione di lipidi e proteine (Tabella 17). 

L’alta percentuale di lipidi identificata nella biomassa di lieviti è stata identificata anche in altri studi (34 %) 

[235], risultante anche in altre specie di lievito adoperate per la fermentazione alcolica del vino (S. 

cerevisiae, S. uvarum, Candida sp.). Le percentuali lipidiche per i lieviti risultano estremamente variabili, tra 

il 5 % ed il 60 %, e risultano estremamente associate alle condizioni di coltura, dove la temperatura di 

fermentazione gioca un ruolo cruciale con un effetto specie specifico nell’accumulo e composizione della 

frazione lipidica [236].  

 

.
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Tabella 17: Valori di crescita e composizione della biomassa di C. vulgaris coltivata in batch su feccia di vinificazione bianca (WL) e rossa (RL) a diluizione 1:10, 1:5 e 1:2 con i 

rispettivi controlli (BG11) in mixotrofia. 

Diluizione feccia di vinificazione 1 a 10 1 a 5 1 a 2 

 Controllo WL RL Controllo RL Controllo RL 

Tasso di crescita (µ, d-1) 0.11 ± 0.00 0.11 ± 0.00 0.10 ± 0.00 0.06 ± 0.00 0.05 ± 0.00 0.04 ± 0.00 0.04 ± 0.02 

Peso secco (g l-1) 1,77 ± 0.09 1.71 ± 0.02 1.61 ± 0.09 2.61 ± 0.40 1.82 ± 0.03 3.00 ± 0.00 3.25 ± 1.48 

Densità cellulare (milioni di cellule ml-1) 59.40 ± 28.95 30.22 ± 7.61 32.02 ± 6.07 76.57 ± 10.33 - 104.25 ± 5.14 - 

Ch a (mg gbiomassa
-1) 2.13 ± 0.46 2.86 ± 0.41 3.90 ± 1.13 3.54 ± 0.50 0.07 ± 0.00 4.39 ± 0.34 0.44 ± 0.08 

Ch b (mg gbiomassa
-1) 0.27 ± 0.20 0.73 ± 0.13 1.00 ± 0.13 0.67 ± 0.05 0.08 ± 0.03 0.97 ± 0.05 0.37 ± 0.08 

Carotenoidi tot (mg gbiomassa
-1) 0.40 ± 0.00 0.27 ± 0.03 1.01 ± 0.42 0.65 ± 0.04 0.00 ± 0.01 0.66 ± 0.03 0.00 ± 0.03 

Lipidi (%) 9.11 ± 0.38 41.63 ± 10.11 61.27 ± 3.46 28.36 ± 0.08 34.56 ± 13.70 29.36 ± 3.81 42.44 ± 1.09 

Proteine (%) 38.09 ± 3.83 44.58 ± 6.30 60.60 ± 2.11 24.93 ± 2.12 39.73 ± 4.49 42.08 ± 7.20 53.05 ± 3.41 

Amido (%) 3.30 ± 0.29 3.20 ± 1.07 3.16 ± 1.03 3.79 ± 1.24 0.27 ± 0.61 2.61 ± 0.53 0.72 ± 0.01 
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Per quanto concerne l’effetto di depurazione del mezzo di crescita al termine della sperimentazione, si hanno 

valori similari di rimozione di sCOD e polifenoli dalla feccia di vinificazione nelle varie condizioni 

sperimentali. Sia il ceppo microalgale (solo nella condizione 1:10) ed il lievito Candida sp. (condizioni 1:5 e 

1:2) hanno portato ad una rimozione dell’sCOD del 99.05 ± 0.06 %, 97.92 ± 0.41 %, 97.28 ± 0.09 % e 99.16 

± 0.03 % in presenza di WL e RL a diluizione 1:10, RL a diluizione 1:5 e 1:2 rispettivamente. La rimozione 

dei polifenoli in soluzione risulta elevata in tutte le condizioni sperimentali: 71.83 ± 0.47 %, 86.41 ± 0.65 %, 

92.31 ± 0.00 e 89.93 ± 0.69 % in presenza di WL e RL a diluizione 1:10, RL a diluizione 1:5 e 1:2 

rispettivamente. Il monitoraggio del pH della soluzione durante il test ha mostrato un cambiamento 

sostanziale del pH dall’inizio al termine del test. L’applicazione della feccia diretta di vinificazione come 

substrato di crescita porta il pH della soluzione iniziale a valori molto acidi, 3.91 ± 0.09, 3.85 ± 0.02, 3.87 ± 

0.01 e 3.84 ± 0.00 per WL e RL diluite a 1:10, RL a diluizione 1:5 e 1:2 rispettivamente. Al termine della 

sperimentazione i valori di pH sono risultati basici: 9.41 ± 0.22, 9.46 ± 0.17, 8.56 ± 0.01 e 8.75 ± 0.05 nelle 

condizioni WL e RL a diluizione 1:10, RL a diluizione 1:5 e 1:2 rispettivamente. La rimozione di ammonio 

in tutte le sperimentazioni è risultata del 100 %, valore determinato dall’attività metabolica microalgale e 

strippaggio data l’insufflazione d’aria e valori di pH elevati. Per quanto riguarda la rimozione di Na+, K+, 

Mg2+ e Ca2+, la loro rimozione è stata identificata solo per le sperimentazioni in presenza di RL diluita 1:5 e 

1:2. La rimozione ionica è risultata di 43.41 ± 2.43 %, 27.14 ± 2.13 %, 46.54 ± 0.90 % e 43.91 ± 1.55 % per 

Na+, K+, Mg2+ e Ca2+ rispettivamente in presenza di RL diluita a 1:5. Valori di rimozione ionica di 77.32 ± 

0.43 %, 49.53 ± 4.80 %, 76.95 ± 0.48 % e 77.54 ± 0.22 % per Na+, K+, Mg2+ e Ca2+ rispettivamente sono 

stati identificati in presenza di RL a diluizione 1:2. In questo caso le rimozioni ioniche ottenute non possono 

essere correlate alla crescita microalgale, ma alla crescita di lieviti e funghi, dove questi ioni hanno funzioni 

cellulari dal punto di vista enzimatico: funzionamento enzimatico nelle attività di catalisi (metalloenzimi per 

Mg2+) e strutturale dell’enzima (per Na+, K+ e Ca2+). 

In conclusione, la sperimentazione ha mostrato la capacità del ceppo C. vulgaris di proliferare sulla feccia di 

vinificazione pretrattata con la sola centrifugazione solo a diluizioni elevate (1:10), ottenendo un’elevata 

produzione di biomassa sia su WL che RL. La feccia a diluizione 1:10 non mostra effetto inibitorio 

determinato dalle alte concentrazioni di polifenoli e sCOD. Al termine del test è stata identificata una buona 

rimozione dell’sCOD e polifenoli in soluzione ed il cambio di pH ha evidenziato la capacità del ceppo 

microalgale di modificare il mezzo per creare le condizioni ottimali di crescita.  

Se da una parte l’applicazione di elevate diluizioni per la coltivazione di C. vulgaris su feccia di 

vinificazione ha mostrato promettenti produzioni di biomassa ed effetto depurativo, l’assenza di crescita di 

C. vulgaris a diluizioni inferiori (1:5 e 1:2), data la contaminazione da lievito, mostra la necessità di ulteriori 

pretrattamenti della feccia di vinificazione per la sua applicazione come mezzo di crescita per la coltura 

microalgale. 
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4.6.2 Applicazione di due pretrattamenti meccanici per la coltivazione C. vulgaris 

Data la proliferazione di Candida sp. previa la sola centrifugazione come pretrattamento della feccia, la 

successiva sperimentazione è stata svolta applicando due pretrattamenti meccanici sulla feccia di 

vinificazione: centrifugazione e filtrazione a 0.2 µm. Applicando una coltivazione mixotrofica di C. vulgaris 

su RL diluita a 1:5 e 1:2, la visione diretta al microscopio delle colture ha identificato comunque la presenza 

del lievito tutte le condizioni sperimentali, dove però la presenza del lievito è risultata predominante a 

discapito della crescita di C. vulgaris solo nella condizione sperimentale di diluizione 1:2.  

Data la presenza del lievito in tutte le condizioni sperimentali, si può definire un consorzio lievito-

microalghe per la condizione sperimentale RL 1:5. Il monitoraggio della biomassa durante la 

sperimentazione mostra elevate produzioni di biomassa in presenza di RL 1:5 e RL 1:2 (Figura 28). Nel 

consorzio lievito-microalghe, le analisi al microscopio ottico (Figura 29) ha evidenziato un cambio 

morfologico con ingrandimento delle cellule al termine della sperimentazione (controllo con dimetro di 0.05 

mm e la condizione sperimentale con diametro di 0.1 mm). RL diluita 1:2 ha mostrato un’elevata 

contaminazione da lievito (Candida sp.), con quasi assenza di cellule microalgali al termine della 

sperimentazione. La caratterizzazione della composizione della biomassa al termine della sperimentazione 

(Tabella 18) mostra valori confrontabili con la condizione di controllo per la biomassa coltivata su RL diluita 

1:5, con valori percentuali maggiori per la frazione lipidica associati alla presenza di lievito. La 

caratterizzazione per la biomassa ottenuta in RL 1:2, dove solo il lievito è risultata la specie dominante ha 

mostrato valori in percentuale di biomassa inferiori rispetto ai valori percentuali ottenuti applicando la sola 

centrifugazione come pretrattamento della feccia di vinificazione. La percentuale lipidica nella biomassa 

fungina del 13.98 % risulta comunque confrontabile con altri lavori, come Torija et al. [237] che applicano 

una coltivazione di S. bayanus a 25 °C ed ottengono una percentuale lipidica del 18 %. Dato che la 

temperatura risulta un fattore fondamentale per l’accumulo di lipidi e per la loro composizione nel lievito, il 

processo di trattamento della feccia di vinificazione mediante coltivazione prolungata di lieviti aerobici che 

proliferano spontaneamente dovrà essere approfondita sia dal punto di vista di coltivazione che di 

identificazione genetica in ottica di potenziali applicazioni di trattamento ed estrazione di prodotti di 

interesse biotecnologico.  
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Figura 28: Monitoraggio del peso secco durante la coltivazione in batch su feccia di vinificazione rossa (RL), previa 

centrifugazione e filtrazione, a diluizione 1:5 e 1:2. 

 

 

     a)                   b) 

Figura 29: a) Ingrandimento 40X a microscopio ottico da banco della condizione di controllo al termine del test in 

batch in condizione 1:5; b) Ingrandimento 40X a microscopio ottico da banco della condizione sperimentale feccia 

rossa filtrata diluita 1:5 al termine della sperimentazione. 
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Tabella 18: Analisi di monitoraggio e composizione della biomassa al termine del test in batch su feccia di vinificazione 

rossa filtrata con diluizione 1:2 e 1:5 con i rispettivi controlli in BG11. 

 Controllo 1:2 Controllo 1:5 RL 1:2 RL 1:5 

Peso secco (g l-1) 2.05 ± 0.04 2.13 ± 0.01 3.40 ± 1.69 2.80 ± 0.42 

Densità cellulare 

(milioni di cellule ml-1) 
59.02 ± 5.89 60.97 ± 11.12 23.55 ± 3.57 48.07 ± 11.15 

Tasso di crescita (µ, d-1) 0.02 ± 0.00 0.06 ± 0.00 0.04 ± 0.01 0.07 ± 0.00 

Ch a (mg gbiomassa
-1) 7.57 ± 0.02 7.61 ± 0.13 0.56 ± 0.11 6.05 ± 0.30 

Ch b (mg gbiomassa
-1) 2.09 ± 0.06 2.00 ± 0.12 0.35 ± 0.03 1.50 ± 0.01 

Carotenoidi tot (mg gbiomassa
-1) 0.77 ± 0.04 0.85 ± 0.14 0.00 ± 0.01 0.61 ± 0.00 

Lipidi (%) 29.92 ± 0.10 32.95 ± 2.64 13.98 ± 0.13 45.26 ± 11.14 

Proteine (%) 89.72 ± 2.23 76.89 ± 0.83 28.85 ± 1.49 79.67 ± 2.06 

Amido (%) 4.97 ± 0.94 0.53 ± 0.01 0.13 ± 0.02 2.79 ± 0.07 

 

La coltivazione sia del consorzio lievito-microalghe (RL1:5) che del solo lievito (RL 1:2) ha mostrato 

capacità di modifica del pH della soluzione, tamponandolo e basificandolo, passando da un valore inziale di 

pH di 3.7 ad un valore di pH finale di 8.69 ± 0.43 per RL diluita 1:2 e 9.67 ± 0.03 per la RL diluita 1:5. 

L’analisi cromatografica (Tabella 19) ha sottolineato l’effetto depurativo in presenza di RL diluita 1:2, con 

rimozione dell’83 % del calcio e del 1.86 % del magnesio. Rimozioni inferiori sono stati riscontrati per la 

diluizione 1:5, rimozione del 37.94 % e 15.40 % di magnesio e calcio rimosso rispettivamente. I dati di 

rimozione devono essere correlati alla biomassa proliferata nelle differenti condizioni sperimentali, dove a 

diluizione 1:5 C. vulgaris è risultato predominante, quindi la rimozione ionica può essere associata alla loro 

sua funzione biologica come segnale di trasduzione, tolleranza allo stress e resistenza ai patogeni, integrità 

della membrana dei tilacoidi, metabolismo del glicerolo e come catalizzante (insieme al manganese) per 

l’ossidazione dell’acqua nel fotosistema II (PS II)  [161,196]. Le rimozioni identificate in presenza di RL 

diluita 1:2 sono correlate invece alla proliferazione dei contaminanti microbiologici (lievito), dove l’utilizzo 

di questi ioni risulta essenziale per la struttura e l’attività enzimatica, dove, ad esempio, il calcio ha azione di 

regolazione del ciclo dell’acido citrico, avendo azione di attivatore delle reazioni a catena della piruvato 

deidrogenasi fosfatasi per attivazione della piruvato deidrogenasi e produzione di Acetil-CoA (Figura 30). 
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Figura 30: Schema del ciclo dell’acido citrico con identificazione dei punti della via metabolica dove interviene lo ione 

calcio. 

 

Tabella 19: Quantificazione degli anioni e cationi in soluzione per le condizioni sperimentali con feccia di vinificazione 

rossa (RL) filtrata 0.2 µm a diluizione 1:2 e 1:5 

 RL 1:2 RL 1:5 RL 1:2 RL 1:5 RL 1:2 RL 1:5 

 in (mg l-1) in (mg l-1) out (mg l-1) out (mg l-1) Rimozione (%) Rimozione (%) 

Na+ 29.87 ± 4.84 11.95 ± 1.93 342.48 ± 15.96 380.22 ± 1.10 - - 

NH4
+ 129.42 ± 7.74 51.77 ± 3.09 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 100.00 ± 0.00 100.00 ± 0.00 

K+ 458.17 ± 16.79 183.27 ± 6.71 532.86 ± 6.47 190.53 ± 11.31 - - 

Mg2+ 206.17 ± 10.42 82.47 ± 4.17 202.26 ± 23.62 51.18 ± 7.90 1.89 ± 11.45 37.94 ± 9.58 

Ca2+ 110.32 ± 10.42 44.13 ± 4.17 18.605 ± 5.80 37.33 ± 1.35 83.13 ± 5.26 15.40 ± 3.07 

Cl- 36.55 ± 16.45 14.62 ± 6.58 24.31 ± 0.23 22.09 ± 0.82 26.16 ± 32.58 - 

NO2
- 5.78 ± 8.17 2.31 ± 3.26 17.28 ± 0.08 16.32 ± 0.07 - - 

SO4
2- 597.00 ± 1.57 238.80 ± 0.62 197.67 ± 0.77 74.12 ± 1.03 66.88 ± 0.21 68.95 ± 0.51 

NO3
- 28.42 ± 14.02 11.36 ± 5.60 1.04 ± 1.48 2.52 ± 2.01 94.34 ± 8.00 79.66 ± 7.72 

PO4
3- 992.7 ± 6.34 397.08 ± 2.53 227.44 ± 45.65 50.88 ± 3.86 77.10 ± 4.45 87.18 ± 0.89 
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I valori di rimozione identificati tramite l’analisi cromatografica hanno mostrato rimozioni similari di nitrato, 

solfato e fosfato in presenza di RL con diluizione 1:5 e 1:2, come la rimozione di sCOD del 99.93 ± 0.00 % e 

98.68 ± 0.22 % per RL 1:2 e 1:5 rispettivamente. I valori di sCOD al termine della sperimentazione risultano 

di 0.81 ± 0.01 mgO2 l-1 e 0.81 ± 0.14 mgO2 l-1 per RL diluita 1:2 e 1:5 rispettivamente. La rimozione della 

frazione polifenolica della feccia al termine del test è risultata elevata, 91.87 ± 0.11 % e 93.29 ± 0.32 % per 

RL diluita 1:2 e 1:5 rispettivamente. La concentrazione finale di polifenoli al termine della sperimentazione è 

risultata di 61.03 ± 0.84 mg l-1 e 20.13 ± 0.98 mg l-1 per RL diluita 1:2 e 1:5 rispettivamente. I dati di 

rimozione ottenuti risultano incoraggianti per l’applicazione delle colture microalgali, come di lievito 

autoctono o mix delle due colture, per il trattamento diretto della feccia di vinificazione, ottenendo al termine 

del test in batch valori di concentrazioni nell’effluente in linea con il D. Lgs 152/06 (Tabella 12), che 

permetterebbero il rilascio in acque superficiali, rete fognaria e suolo dell’effluente trattato. 

La sperimentazione in batch ha portato alla conclusione che è possibile coltivare C. vulgaris su feccia diretta 

di vinificazione, previ pretrattamenti, a basse diluizioni portando ad ottenere una biomassa ricca di lipidi e 

proteine potenzialmente utilizzabili per la produzione di prodotti di terza generazione (biodiesel) ed un 

effluente in linea con la direttiva italiana per lo scarico delle acque reflue anche nelle aree sensibili. Per 

quanto riguarda la potenziale applicabilità su larga scala, vi è la necessità di valutazioni maggiormente 

approfondite volte all’identificazione di pretrattamenti idonei alla coltura di soli ceppi microalgali o 

l’applicazione di colture miste lieviti/microalghe e la valutazione dell’applicabilità del trattamento in sistemi 

in continuo/semi-continuo alimentando il sistema con feccia di vinificazione. Le future sperimentazioni 

saranno volte a identificare i parametri di processo volti allo studio ed applicabilità di questo sistema di 

trattamento alternativo. 

 

4.6.2.1 Lieviti nella produzione vitivinicola 

Un approfondimento importante, data l’applicazione delle colture microalgali sulla feccia di vinificazione, 

riguarda i microrganismi che permettono la vinificazione e che ritroviamo nella feccia di vinificazione.  

Nella produzione vitivinicola vi è un’interazione tra funghi filamentosi e lieviti, questa interazione impatta 

vari punti del processo vitivinicolo, dalla fermentazione alla coltivazione dell’uva, fino al deterioramento del 

prodotto finale. Per quanto riguarda i funghi e lieviti sulle bucce d’uva, è ben noto che specie quali Botrytis 

cinerea ed Aspergillus spp. devono essere rimosse altrimenti mandano in deterioramento l’uva ed eliminano i 

lieviti richiesti nella fermentazione [238]. L’applicazione di fungicidi è stata ampiamente studiata e valutata 

e se da una parte influenza positivamente l’assenza di funghi patogeni dell’uva, dall’latra inficia l’abilità di 

fermentazione dei lieviti. Le nuove applicazioni vedo l’utilizzo di specie di lievito specifiche sul grappolo 

d’uva, che rilasciano molecole con attività antimicotica. I lieviti utilizzati a questo scopo sono: Metshnikowia 

pulcherrima, varie specie di Candida – Saccharomyces - Zygosaccharomyches, Cryptococcus e Pichia. La 

loro attività antimicotica avviene grazie alla produzione di 1,3-β-glucanasi che permette la distruzione della 

parete cellulare dei funghi [239]. 
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Per quanto sia Saccharomyces cerevisiae il lievito che permette la fermentazione del vino, la prima 

fermentazione avviene tramite le specie di lievito che si ritrovano nella flora del chicco d’uva e sulla sua 

superficie e sono tipicamente Hanseniaspora, Metschnikowia e Candida. A metà del processo fermentativo 

S. cerevisiae diventa predominante portando a termine la fermentazione alcolica del vino. L’etanolo prodotto 

da S. cerevisiae tipicamente inibisce la crescita dei microrganismi non-Saccharomyces in quanto queste 

specie tollerano l’etanolo fino al 5 % -7 % in soluzione. Ma se applicata una bassa temperatura alla 

fermentazione (15 -20 °C), vi è un aumento della tollerabilità all’etanolo per le specie Hanseniaspora e 

Candida che possono essere presenti in equal misura a S. cerevisiae al termine della fermentazione. Queste 

variazioni durante le fermentazioni sono facilmente associabili alla tollerabilità all’etanolo delle singole 

specie, dove alla variazione della fermentazione con aumento dell’etanolo risulteranno più abbondanti 

rispetto all’inizio del processo fermentativo. Anche l’ossigenazione gioca un ruolo cruciale nella 

differenziazione delle specie presenti nel fermentato, infatti i non-Saccharomyces risultano poco tolleranti 

basse concentrazioni di ossigeno e questa condizione viene a presentarsi quando si ha la crescita 

esponenziale di S. cerevisiae [240–242].  

La presenza di non-Saccharomyces risulta importante ed il collo di bottiglia della produzione vitivinicola 

durante lo stoccaggio del vino e nell’imbottigliamento. Infatti, in queste fasi produttive la proliferazione di 

non-Saccharomyces (Candida e Pichia) sulla superfice comporta la degradazione del vino agendo con azione 

fermentante o ossidante [243]. 

Il processo di produzione vitivinicola è un processo complesso e soggetto a molteplici interazioni 

microbiologiche ancora in fase di studio e approfondimento. La feccia di vinificazione che si ottiene come 

rifiuto del processo vitivinicolo contiene i microrganismi che hanno permesso la fermentazione alcolica. La 

loro presenza ed effetto sulla feccia a lungo termine, valutando anche interazioni con batteri e microalghe, 

necessita di ulteriori studi ed approfondimenti volti all’individuare le condizioni e le applicazioni possibili in 

ottica di economia circolare. 

 

4.7 Valorizzazione della biomassa microalgale mediante digestione anaerobica (test BMP)  

La biomassa microalgale prodotta mediante coltivazione su reflui, oltre ad avere un effetto fitodepurativo e 

ad accumulare prodotti secondari ad alto valore aggiunto, può essere utilizzata come substrato per la 

produzione di energia rinnovabile, come biodiesel, biogas e bioidrogeno [244]. Anche se l’’applicazione 

principale di C. vulgaris si è principalmente focalizzata nella produzione di oli per la produzione di 

biodiesel, dato l’elevato accumulo di lipidi riscontrato nella biomassa microalgale, la stessa biomassa può 

essere utilizzata per la produzione di biometano nei sistemi DA come co-substrato [245]. La problematica 

maggiore associata al trattamento in DA della biomassa microalgale è la parete cellulare, composta da 

cellulosa ed emicellulosa, che resiste all’idrolisi e, quindi, non permette la degradazione delle componenti 

cellulari (proteine, amido e lipidi) [245]. Attualmente, i test di BMP sulla biomassa microalgale sono ancora 

in fase esplorativa e sono focalizzati principalmente sulla valutazione dei pretrattamenti necessari alla 
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degradazione della biomassa o sulla valutazione del suo trattamento come co-substrato. Infatti, la biomassa 

microalgale è costituita da una percentuale considerevole di proteine che sbilancia il rapporto C/N, 

allontanandolo dai valori ottimali per i metanigeni dei sistemi DA, che risultano così inibiti. Per questo, una 

possibile soluzione per un trattamento di DA della biomassa microalgale efficiente consiste nell’applicazione 

della biomassa come co-substrato insieme ad altri reflui agro-industriali, ricchi di carbonio, che riportano il 

rapporto C/N a valori ideali per l’attività dei metanigeni (da 20:1 a 30:1) [246]. Un’altra soluzione per 

aumentare il potenziale di biometanazione della biomassa microalgale consiste nell’applicazione di 

pretrattamenti volti alla rottura della parete cellulare per liberare i composti cellulari e renderli disponibili 

alla degradazione nel sistema di DA [247,248]. Non è possibile invece utilizzare le rimanenze cellulari 

provenienti dall’estrazione chimica con i solventi (metanolo cloroformio 1:2 v/v), come dimostrato da Zhao 

et al. [247]. Infatti, i test di BMP svolti su questa matrice hanno evidenziato che la presenza di cloroformio 

nelle rimanenze cellulari anche a basse concentrazioni inibisce sia i metanogeni acetoclastici che gli 

idrogenotrofi e quindi entrambi i pathway metanogenetici (da H2/CO2 e da acetato). Sulla base dei dati 

bibliografici, le rimanenze cellulari ottenute durante le estrazioni con chimica classica dei lipidi (metanolo e 

cloroformio 1:2 v/v) non sono state utilizzate nei test di biometanazione della biomassa microalgale, che 

sono invece stati condotti per le seguenti condizioni: a) biomassa microalgale liofilizzata (BL) e b) biomassa 

microalgale post congelamento (BU), applicando lo stesso rapporto S/I di 0.35 segnalato da Alzate et al. 

[249] per i test BMP sulla biomassa microalgale (Figura 31 e 32). 

 

 

a)                                                                                  b) 

Figura 31: a) PL, BU e WAS utilizzati per il test BMP; b) BU e BL utilizzate come substrato per i test BMP. 
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Figura 32: Test BMP per la biomassa di C. vulgaris: biomassa liofilizzata (BL), biomassa post congelamento (BU), 

biomassa liofilizzata + feccia rosa + fango attivo (BL+PL+WAS), biomassa post congelamento + feccia rosa + fango 

attivo (BU+PL+WAS), feccia rosa + fango attivo (PL+WAS) e condizioni di controllo (bianco). 

 

Nella valutazione della produzione potenziale di biogas da biomassa microalgale, il parametro più 

importante risulta la determinazione del suo COD totale, analisi però soggetta ad errori e tipicamente con 

ampi valori di deviazione standard determinati dall’incompleta ossidazione della frazione solida o residui 

della biomassa [244]. Per questo motivo, la valutazione del COD totale della biomassa microalgale è stato 

stimato mediante il suo calcolo teorico (Equazione 12). L’uso di formule empiriche per stimare la 

conversione totale (stechiometrica) del carbonio in biogas risulta un metodo semplice ed efficiente partendo 

dall’ipotesi che tutte le componenti del substrato siano degradabili in toto e vengano convertite in biogas 

[244]. Il calcolo teorico del COD (CODth) si basa sulla formula empirica della biomassa di C. vulgaris, 

C9H15NO2 [244],  portando ad ottenere che il suo CODth risulta di 2.42 mgO2 gVS
-1 applicando l’equazione di 

Symons e Buswell [250] (Equazione 12). 

𝐶𝑂𝐷𝑡ℎ =
1000

4
(

4𝑎+𝑏−2𝑐

12𝑎+𝑏+16𝑐
) ∗ 𝑃𝑀𝑂2

                                 (12) 

Dove a, b e c rappresentano il quantitativo di atomi di carbonio, idrogeno e ossigeno, rispettivamente, 

determinati dalla formula empirica della composizione di C. vulgaris. Questa formula è stata utilizzata per 

calcolare l’SGP teorico (SGPth) in base alla conversione per cui da 1 gCOD può essere prodotto al massimo 

0.35 l di metano [29].  

L’andamento dell’SGP nelle diverse condizioni testate è riportato in Figura 33. 
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Figura 33: Produzione specifica di biogas (SGP) (Nlbiogas
 gCOD

 -1) per la degradazione della biomassa liofilizzata (BL), 

biomassa umida (BU), BL + feccia rosa + fango attivo (BL+PL+WAS), BU + feccia rosa + fango attivo 

(BU+PL+WAS) e feccia rosa + fango attivo (PL+WAS). 

 

I dati di SGP ottenuti durante il test di biometanazione identificano una riduzione della fase lag nella 

produzione di biogas evidente nel test PL-WAS e associata alla presenza di feccia di vinificazione. La fase 

lag prolungata in presenza di PL e WAS come co-substrati può essere associata alla presenza di composti a 

lenta degradazione nella feccia di vinificazione, quali lignina e polifenoli e dei fanghi (poco biodegradabili). 

Un andamento similare è stato riportato anche da Montalvo et al. [28] e Da Ros et al. [29] che sottolineano la 

necessità di co-digestione per il trattamento di questo rifiuto agricolo. La produzione di biogas associata alla 

degradazione microalgale BL e BU risulta legata alla parziale degradazione cellulare della biomassa, ma non 

completa, che ha liberato i composti intracellulari rendendoli liberi e disponibili per la degradazione 

biologica [251]. L’applicazione di biomassa microalgale pretrattata permette la liberazione di lipidi e 

proteine, con conseguenti degli effetti sul sistema di digestione anaerobica che necessitano di 

approfondimenti. Se da una parte l’abbondanza di lipidi influenzerebbe positivamente l’SGP, l’alta 

percentuale di proteine comporterebbe, durante la loro degradazione, un aumento della concentrazione di 

ammonio in soluzione, con potenziale effetto inibitorio sui metanigeni ( questo a concentrazioni comprese tra 

1500 mg l-1 e 3000 mg l-1 [252]). 

L’attività di degradazione nel test BMP riportata in Figura 34, identifica una variazione nell’attività 

degradativa nei confronti della biomassa liofilizzata ed umida (Figura 34 a, b), dove il pretrattamento di 

liofilizzazione della biomassa incrementa l’attività di degradazione del sistema sintrofico DA. I picchi di 

attività a tempi diversi sono associati a composti con tempi di degradazione differente, dove la liofilizzazione 

mostra una liberazione di composti facilmente idrolizzabili maggiore rispetto al trattamento di solo 

congelamento. Mentre per la degradazione di PL e WAS (Figura 34 c) si possono identificare due picchi 

degradativi che sono associati alla degradazione a tempi differenti di composti organici presenti nel 
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substrato. L’applicazione di BU e BL uniti a PL e WAS come substrato per il sistema DA (Figura 34 d, e) 

mostra un’attività intermedia tra le condizioni in presenza di BL, BU e PL + WAS (Figura 34 a, b, e c). 
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Figura 34: Confronto attività (Nm3 kgVS
-1 d-1) del sistema DA nel test di BMP per la degradazione di a) biomassa microalgale liofilizzata (BL), b) biomassa microalgale umida 

(BU), c) feccia rosa e WAS (PL+WAS), d) BU + PL + WAS, e) BL + PL + WAS. 
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In Tabella 20 sono riportate le costanti di idrolisi (Kidrolisi), SMP, SGP, rimozione di VS (%) e 

biodegradabilità dei differenti substrati nel test BMP. La biodegradabilità dei substrati è stata quantificata 

seguendo l’equazione 13, come riportata da Da Ros et al. [29]. 

𝐵𝑖𝑜𝑑𝑒𝑔𝑟𝑎𝑑𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡à =
𝐵𝑀𝑃𝑚𝑖𝑠𝑢𝑟𝑎𝑡𝑜

(0.35∗ 𝐶𝑂𝐷𝑓𝑒𝑑)
     (13) 

 

Tabella 20: Costanti di idrolisi (Kidrolisi), SGP teorico e sperimentale (SGPth e SGPexp), rimozione VS (%), e 

biodegradabilità per i vari substrati testati nel test BMP: biomassa liofilizzata (BL), biomassa umida (BU), BU + feccia 

rosa + fango attivo (BU+PL+WAS), BL + feccia rosa + fango attivo (BL+PL+WAS) e feccia rosa + fango attivo 

(PL+WAS). 

 

SMP 

(lCH4 gCODfed
-1) 

SGP 

(Nl biogas gCODfed
-1) Biodegradabilità % Rimozione VS Kidrolisi (d-1) 

BL 0.03 0.13 0.08 32.71 0.29 

BU 0.01 0.12 0.04 34.79 0.17 

BL+F+F 0.15 0.32 0.42 37.04 0.51 

BU+F+F 0.12 0.34 0.36 35.24 0.32 

F+F 0.16 0.32 0.45 44.49 0.38 

 

I dati di SMP e SGP indicano che la produzione di biogas e metano risulta strettamente associata alla feccia 

di vinificazione più che alla biomassa microalgale BL e BU, indentificando però che il trattamento di 

liofilizzazione aumenta la degradabilità della biomassa nei sistemi DA. Per quanto riguarda la Kidrolisi, il 

valore maggiore ottenuto risulta dall’applicazione di BL in co-digestione con PL e WAS. Le Kidrolisi ottenute 

per il trattamento della biomassa tramite liofilizzazine risultano in linea con il valore identificato da Liu et al. 

[252] che riporta la Kidrolisi di 0.258 d-1 per la biomassa microalgale. Rispetto a Da Ros et al. [29] per i test 

BMP su feccia in co-digestione identifica una costante di idrolisi di 0.326 d-1, confrontabile con il dato 

ottenuto in questa sperimentazione. Dalla rimozione percentuale di VS e dall’indice di biodegradabilità si 

identifica che la liofilizzazione ha un effetto di pretrattamento leggermente maggiore rispetto al solo 

congelamento. Le condizioni BU+PL+WAS e BL+PL+WAS mostrano lo stesso trend di produzione e valori 

finali, simili alla condizione PL+WAS per l’SGP e rimozione VS, indicando come il contributo delle 

microalghe si equivalente a quello del fango e feccia. Nella valutazione del trattamento di DA per la 

biomassa microalgale vi è la difficoltà di confronto dei dati sperimentali ottenuti poiché, oltre a differenze di 

parametri operativi della sperimentazione, vi è una differenza significativa nella composizione microalgale 

che influenza la produzione di biogas. In generale, la produzione di biogas da biomassa microalgale risulta 

compresa tra 287-587 ml gVS
 -1 [253], range nel quale i dati ottenuti risultano compresi (388.32 ml gVS

-1 e 
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333.51 ml gVS
-1 per BL e BU rispettivamente) anche se la biomassa microalgale non ha subito danni 

consistenti alla membrana cellulare.  

La composizione del biogas ottenuto dal trattamento dei vari substrati ha mostrato una composizione in 

metano del 28.71 %, 14.29 %, 52.61 %, 63.96 % e 50.16 % nelle condizioni sperimentali BL, BU, BU + PL 

+ WAS, BL + PL + WAS e PL + WAS rispettivamente. La presenza di BL porta ad una composizione in 

metano maggiore nel biogas ottenuto rispetto alla condizione con BU e la co-digestione di BL+PL+WAS 

mostra valori tipici di produzione di biometano come identificato dal trattamento di biomasse microalgali in 

co-digestione con reflui agricoli che incrementano la digeribilità e produzione di CH4 [246]. 

L’applicazione della biomassa microalgale nei sistemi DA deve considerare il destino finale della biomassa 

stessa; come sottolineato da Zhao et al. [247] l’applicazione di cellule intere come feed per i sistemi DA 

potrebbe aprire nuove opportunità per l’applicazione di microalghe in ottica di economia circolare, in quanto 

tipicamente le biomasse microalgali coltivate in sistemi a vasca aperta per il trattamento dei reflui non hanno 

mostrato composizioni interessanti per applicazioni come il biodiesel. D’altro canto, anche gli scarti cellulari 

possono essere utilizzati come substrato per i sistemi DA, dove è stato stimato che il 35-73% dei rifiuti 

prodotti dalla bioraffineria microalgale sarà composto proprio da rimanenze cellulari e scarti organici di 

composti non recuperabili. Ciò porta a concludere che l’applicazione come co-substrato vada presa in 

considerazione caso per caso in dipendenza dalla possibilità di recuperare prodotti secondari ad alto valore 

aggiunto o meno. 

Al termine del test di biometanazione è stata effettuata la caratterizzazione del digestato uscente (Tabella 

21). Le analisi hanno sottolineato che l’ammonio presente al termine del test è principalmente fornito 

dall’inoculo mentre la presenza di PL e WAS influenza la presenza di VFAtot. che risultano composti 

principalmente da acido eptanoico e acido valerico. L’acido eptanoico e l’acido valerico sono a catena lunga 

e ramificata, rispettivamente, comportando una lenta/difficile degradazione nel sistema DA, portando a 

concludere che la digestione per questi substrati non è risultata completa. Contrariamente, la concentrazione 

di VFA in uscita dal sistema DA a lungo termine della feccia di vinificazione e WAS risultata esigua (< 100 

mgCOD l-1), come riportato da Da Ros et al. [29]. Questa differenza in concentrazione può essere associata alla 

tipologia di inoculo applicato per il test BMP, che non è stato acclimatato al trattamento della feccia di 

vinificazione. La concentrazione di ammonio misurata al termine del test BMP per il trattamento della 

biomassa microalgale sembrerebbe maggiormente correlata all’inoculo, invece che alla degradazione della 

frazione proteica microalgale, identificando che la liofilizzazione ed il congelamento non hanno permesso la 

rottura della parete cellulare mantenendo isolata la frazione proteica dalla degradazione [139]. Questo effetto 

potrebbe essere favorevole al sistema DA, in quanto se tutta la biomassa fosse disponibile alla degradazione, 

ipotizzando una percentuale proteica totale del 60%, la produzione di ammonio sarebbe superiore a 7 g l-1 e 

vi sarebbe accumulo di VFA, portando all’inibizione dei metanigeni acetoclasti la cui tolleranza all’ammonio 

è compresa tra 1.7 g l-1 e 14 g l-1 [248]. 
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Tabella 21: Caratterizzazione effluente al termine del test BMP per i differenti substrati: biomassa liofilizzata (BL), 

biomassa umida (BM), BL + feccia rosa + fango attivo (BL+PL+WAS), BU + feccia rosa + fango attivo 

(BU+PL+WAS) e feccia rosa + fango attivo (PL+WAS). 

 TS (gTS kg-1) TVS (gTVS kg-1) VFAtot (g l-1) NH4
+ (g l-1) PO3

2- (g l-1) 

Bianco 29.00 ± 0.01 15.15 ± 0.92 0.00 ± 0.00 1.28 ± 0.04 0.31 ± 0.06 

BL 34.49 ± 0.06 19.61 ± 0.42 0.00 ± 0.00 1.28 ± 0.04 0.31 ± 0.06 

BU 32.69 ± 0.35 19.00 ± 0.35 0.00 ± 0.00 1.18 ± 0.40 0.08 ± 0.00 

BU+PL+WAS 35.86 ± 0.02 18.82 ± 0.04 0.64 ± 0.51 1.50 ± 0.16 0.09 ±0.06 

BL+PL+WAS 36.59 ± 0.35 18.30 ± 0.29 0.64 ± 0.19 1.42 ± 0.06 0.12 ± 0.01 

PL+WAS 37.94 ± 0.30 18.27 ± 0.09 1.83 ± 0.36 1.38 ± 0.01 0.04 ± 0.00 

 

Generalmente, l’ottimizzazione dell’applicazione della biomassa microalgale prevede l’estrazione di 

molecole ad alto valore aggiunto nei processi di bioraffineria e la successiva valorizzazione delle rimanenze 

cellulari ottenute dal processo; per cui i sistemi DA possono costituire una soluzione per la valorizzazione di 

questi residui chiudendo così il ciclo di trattamento dei reflui vinicoli.  
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5 Conclusioni 

Lo studio e l’applicazione delle fecce di vinificazione in ottica di economia circolare risulta ad oggi 

un’applicazione innovativa del rifiuto vitivinicolo; la scarsità di pubblicazioni e studi completi riguardanti 

l’applicazione della feccia vinicola come substrato per i trattamenti biologici, ha posto questo studio come 

primo e completo nella valutazione dell’applicabilità delle fecce in sistemi di trattamento DA e 

successivamente per la produzione di biomassa microalgale in fotobioreattori. I risultati ottenuti portano a 

concludere che: 

- L’applicazione di diverse fecce di vinificazione in digestione anaerobica ha evidenziato una stabilità 

prolungata con uso di feccia bianca, raggiungendo valori di SGP di 0,23 m3 kgVS
-1 e applicando 

elevati carichi organici (circa 5 OLR kgCOD m3-1 d-1). Il passaggio a feccia rossa (e poi a feccia rosa) 

ha determinato un evidente calo nella produzione iniziale di gas legato al cambio di composizione 

della matrice; 

- L’accoppiamento dei sistemi DA-microalghe in semicontinuo per il trattamento del digestato ha 

dimostrato produzioni stabili di biomassa e di contenuto di lipidi con HRT superiori a 20 giorni 

(senza ricircolo). La caratterizzazione dei lipidi ha permesso di confermarne la valorizzazione per la 

produzione di biodiesel data la bassissima percentuale di acido linolenico (<12 %w/w). L’effluente 

dal PBR necessita di ulteriori trattamenti per il rilascio ambientale (D- Lgs 156/06) ma la rimozione 

di azoto ammoniacale osservata permette di ridurre il carico azotato nel flusso di digestato liquido in 

testa agli impianti di depurazione, abbattendo i costi di trattamento; 

- L’applicazione della feccia di vinificazione come substrato diretto per le coltivazioni microalgali 

risulta applicabile previ pretrattamenti meccanici. La presenza di lieviti nativi della feccia ha 

permesso l’identificazione di un consorzio microalghe-lieviti (Candida sp.) a diluizioni minori (test 

batch 1:2), che ha però dimostrato un promettente effetto depurativo sulla feccia di vinificazione; 

- I testi BMP della biomassa di C. vulgaris post-liofilizzazione e post-congelamento hanno identificato 

una maggiore degradabilità della biomassa liofilizzata; i test svolti in co-digestione con la feccia di 

vinificazione e fango secondario hanno evidenziato che l’applicazione della biomassa microalgale 

influenza positivamente la riduzione della fase lag di produzione di biogas.  

Data la particolarità del panorama italiano della produzione vitivinicola, composta principalmente da piccole 

aziende familiari e consorzi, l’applicazione di un sistema DA-microalghe potrebbe trovare applicazione 

all’interno dei consorzi per il trattamento di uve terze, in quanto presentano nella loro struttura dei piccoli 

impianti in loco per il trattamento delle acque reflue. L’implementazione dell’impianto con colture 

microalgali potrebbe chiudere il loop di trattamento applicando così il concetto di economia circolare. I 

risultati ottenuti, seppur promettenti, sottolineano la necessità di ottimizzazione dei sistemi di trattamento 

della feccia di vinificazione con sistemi accoppiati DA-microalgale o direttamente per la coltura 

microalgale/microalghe-lieviti. Le future sperimentazioni dovranno volgersi nell’attuazione di sistemi di 

trattamento in continuo. 
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5.1 Pubblicazioni e partecipazioni a congresso  
 

Lo studio svolto è stato presentato a congressi internazionali e nazionali: 

- Cavinato C., Scarponi P., Battista F., Frison N., Bolzonella D. Preliminary evaluation of S. obliquus 

and C. vulgaris growth on winery waste digestate in an integrated anaerobic digestion-microalgae 

approach. WA World conference on Anaerobic Digestion, Delft (Netherland), 23-27 June 2019. 

- Scarponi P., Amadio E., Perosa A., Cavinato C. Chlorella vulgaris and Scenedesmus obliquus 

growth on OFMSW digestate. IWA Conference on Algal Technologies and Stabilization Pond for 

Wastewater treatment and Resource Recovery, Valladolid (Spain), 1-2 July 2019. 

- Scarponi P., Scattolini F., Selva M., Perosa A., Cavinato C. Chlorella vulgaris batch growth on 

anaerobic digestion effluent. Congresso AISAM (Associazione Italiana per lo studio e le 

applicazioni delle microalghe), Padova (Italia), 19-21 April 2020. 

- Scarponi P., Izzo F.C., Cavinato C. Testing Chlorella vulgaris strain adapted to winery waste 

digestate in lab scale semi-continuous system. 8th International Conference on Sustainable Solid 

Waste Management, Thessaloniki (Greece), 23-26 June 2021. 

- Scarponi P., Bravi M., Izzo F., Cavinato C. Wine lee as new substrate for microalgae cultivation. II 

Workshop Giovani AISAM, Rome (Italy), 24 September 2021.  

Il lavoro svolto ha inoltre portato alla pubblicazione su riviste internazionali peer reviewed: 

- Scarponi P., Bonetto A., Bolzonella D., Astals S., Cavinato C.  Anaerobic Co-Digestion effluent as 

substrate for Chlorella vulgaris and Scenedesmus obliquus cultivation. Energies, 13 (18), 4880. 

2020. doi:10.3390/en13184880. 

- Scarponi P., Volpi Ghirardini A.M., Bravi M., Cavinato C. Evaluation of Chlorella vulgaris and 

Scenedesmus obliquus growth on pretreated organic solid waste digestate. Waste Management, 119, 

235-241. 2021. https://doi.org/10.1016/j.wasman.2020.09.047 

- Scarponi P., Izzo F.C., Bravi M., Cavinato C. C. vulgaris growth batch tests using winery digestate 

as promising raw material for biodiesel and stearin production. Waste Management, 136, 266-272. 

2021. https://doi.org/10.1016/j.wasman.2021.10.014 
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