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Sommario. BIO2BIO ¢ un progetto che rientra nell’ambito del
Centro Nazionale di Ricerca per le tecnologie dell’ Agricoltura-
AGRITECH finanziato nell’ambito degli investimenti del PNRR.
Il progetto ¢ coordinato dall’Universita di Milano Bicocca in
partenariato con I’Universita degli studi di Brescia e aziende
private come BioC-CheM Solutions S.r.l., Sirigenera S.r.l e
Biontek robotic S.r.l. Il progetto, allineato con quello che ¢
I’obiettivo generale di AGRITECH, vuole affrontare il problema
delle biomasse di seconda generazione prodotte da attivita
agricole tramite la loro valorizzazione ottenendo due diversi
prodotti da utilizzare nel biorisanamento di suoli contaminati da
idrocarburi: il biochar e i biosurfattanti. L’efficienza di questi
due prodotti in interventi di Biorisanamento & consolidata nella
loro applicazione individuale, tuttavia, ci sono pochi lavori che
studino I’implementazione del Biochar modificato con i
surfattanti. 1l progetto non solo ha come obiettivo quello di
conseguire un TRL 7 che implica che I’efficacia del prodotto sia
dimostrata a scala operativa, ma si propone anche di indagare la
sostenibilita, circolarita e fattibilita di questa strategia di
intervento tramite valutazioni di impatto ambientale ed
economico. Questo sara fatto anche tramite I’implementazione di
una sensoristica ingegnerizzata appositamente per il
monitoraggio delle condizioni operative.
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INTRODUZIONE

Il settore agronomico-alimentare, ad oggi, &€ uno delle maggiori fonti di scarti
solidi organici che possono essere utilizzati e valorizzati per la generazione di
prodotti ad alto valore aggiunto. Gli scarti agronomici possono essere impiegati
per diversi scopi nel contesto di quella che viene definita bioeconomia che cerca
di fronteggiare le problematiche della continua richiesta di energia data dai
sistemi produttivi odierni, non piu sostenibili dal punto di vista sia ambientale
che economico. Inoltre, il riutilizzo dei feedstock di seconda generazione
previene I’emissione di gas-serra prodotti a seguito della loro degradazione o
dello smaltimento improprio degli stessi che potrebbe portare all’inquinamento
dei vari comparti ambientali (Nguyen et al., 2022).

Tra i diversi prodotti che possono essere generati tramite 1’utilizzo di biomasse di
seconda generazione si annoverano i biosurfattanti e il biochar, prodotti
ampiamente versatili utilizzati anche nel biorisanamento di suoli contaminati.

I biosurfattanti sono molecole prodotte naturalmente dai microrganismi che
hanno la capacitad di aumentare la solubilita di sostanze immiscibili in acqua,
diminuendo la tensione superficiale all’interfaccia (Sigh et al., 2019).
Nell’ambito del biorisanamento di suoli contaminati vengono utilizzati per
facilitare la biodegradazione dei contaminanti organici aumentandone la
biodisponibilita per i microrganismi (Whang et al., 2008; Franzetti et al., 2010;
Bezza & Chirwa, 2017, Thomas et al., 2021).

Il biochar & un materiale carbonioso prodotto tramite conversione termochimica
in assenza di ossigeno (pirolisi) di biomassa organica. Data la sua struttura
porosa, la sua capacita di adsorbire e assorbire nutrienti e di aumentare la
ritenzione idrica del suolo, il suo utilizzo é consolidato in diverse applicazioni
ambientali (Hardie et al., 2014). Inoltre, il biochar pud offrire a livello delle sue
porosita un ambiente per la comunita microbica del suolo dove stabilirsi e
riprodursi in una nicchia protetta (Wu et al., 2022). Per queste sue caratteristiche
e per la sua capacita di adsorbire i contaminanti facilitando la degradazione
microbica, il biochar & un ammendante ampiamente utilizzato anche nei processi
di biorisanamento (Mukherjee et al., 2022).

Dal momento che 1’utilizzo individuale di Biosurfattanti e Biochar ¢ consolidato
come strategia di biorisanamento di matrici contaminate, questa iniziativa
progettuale si propone di indagare ’utilizzo sinergico dei due ammendanti con la
costituzione di un prodotto innovativo: il Biosurfactant modified Biochar. Infatti,
esistono in letteratura pochi studi che considerano la formulazione e 1’utilizzo di
questa tecnologia (Zhen et al., 2021; Wei et al., 2023) e nessuna evidenza del suo
utilizzo a scala industriale. L’ipotesi scientifica ¢ che la combinazione dei due
prodotti aumenti in modo significativo la biodegradazione dei contaminanti
organici, dovuto al fatto che il biochar offre un ambiente ottimale per la
proliferazione e il metabolismo microbico, mentre i biosurfattanti migliorano la
solubilita dei contaminanti organici rendendoli piu accessibili ai batteri.
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OBIETTIVO DEL PROGETTO

Il Progetto ha come obiettivo quello di ottimizzare la tecnologia di
biorisanamento di suoli contaminati da idrocarburi tramite la valorizzazione di
biomasse di seconda generazione prodotte da attivita agricole con la loro
conversione in prodotti ad alto valore aggiunto come Biochar e Biosurfattanti. In
particolare, il progetto vuole dimostrare a scala operativa, raggiungendo un TRL
7, che I'utilizzo combinato di Biochar e Biosurfattanti con la produzione e
I’implementazione di un Biosurfactant-modified Biochar porti ad incremento
delle cinetiche di degradazione degli idrocarburi da parte della comunita
batterica autoctona nella matrice contaminata. Inoltre, si propone di indagare la
sostenibilita, circolarita e fattibilita di questa strategia di intervento tramite
valutazioni di impatto ambientale ed economico e anche tramite
I’implementazione di una sensoristica ingegnerizzata appositamente per il
monitoraggio delle condizioni operative.

PARTENARIATO
Il gruppo di lavoro del progetto ¢ costituito da cinque partners:

- Universita di Milano Bicocca, capofila del progetto. Le attivita del
progetto sono svolte da ricercatori e docenti provenienti da due
dipartimenti diversi: (i) Dipartimento di Scienze dell’Ambiente e del
Territori coinvolgendo i gruppi di microbiologia e botanica che saranno
di supporto alle attivita del progetto per quel che riguarda la
coltivazione dei microrganismi, la caratterizzazione dei biosurfattanti e
dei feedstock parentali utilizzati per 1’ottenimento dei prodotti ad alto
valore aggiunto; in piu nel dipartimento vi & a disposizione una facility
di sequenziamento del DNA necessaria alla caratterizzazione della
comunita microbica durante le prove a scala pilota; (ii) Dipartimento di
Scienze dei Materiali, nello specifico il personale del’EBLAB
(Laboratorio di elettrocatalisi e bioelettrocatalisi) nella produzione del
biochar nelle prime fasi del progetto che riguardano la caratterizzazione
del prodotto.

- BioC-CheM Solutions Srl ¢ un’impresa che opera nel settore della
microbiologia industriale e in particolar modo nella produzione di
metaboliti secondari di interessa commerciale di origine batterica e
fungina. Il gruppo coinvolto partecipera nell’identificazione delle
condizioni migliori per la produzione di biosurfattanti, nella loro
caratterizzazione chimica e purificazione.

- Sirigenera Srl ¢ un’azienda che opera nel settore ambientale, nello
specifico nell’ambito delle bonifiche data [’acquisizione di
autorizzazioni per operare ex situ nella Bioraffineria di Gela che ¢
I’impianto protagonista di tale progetto. In questo sito sono dotati di
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un’AIA che permette loro di operare nel settore della Bioremediation
che permettera ’allestimento in un primo momento di bulk di terreno
per la sperimentazione iniziale che considerera I’implementazione di
varie condizioni di trattamento in cui saranno utilizzati Biosurfattanti e
Biochar individualmente e in concerto per la valutazione del trattamento
migliore che sara poi testato a scala operativa tramite 1’allestimento di
biopile.

- Biontek robotic Srl ¢ un ‘impresa specializzata nella messa a punto di
apparecchiatura per le industric con un focus nell’applicazione di
intelligenza artificiale per I’automatizzazione dei processi. Nel contesto
de progetto sara coinvolta nell’ingegnerizzazione di un sistema di
monitoraggio dei parametri ambientali che governano il processo di
degradazione dei contaminanti da parte della comunita microbica.
Inoltre, tali sistemi garantiranno la compensazione dei discostamenti dei
parametri considerati dal valore ottimale tramite processi automatizzati.

- Universita di Brescia che attraverso 1’expertise del gruppo di ricerca di
Ingegneria Sanitaria Ambientale sara a capo del Work Package che ha
come obiettivo la valutazione dell’impatto ambientale ed economica del
prodotto utilizzato nell’ambito della Bioremediation dei suoli
contaminati da idrocarburi, in particolare nel contesto dell’impianto
considerato nel progetto. Queste valutazioni saranno condotte tramite
analisi di LCA (Life Cycle Assessment), LCC (Life Cycle Costing) e
MFA (Material Flow Analysis).

P1ANO SPERIMENTALE

Le attivita del progetto sono suddivise in 6 Work Packages (WP), uno di tipo
trasversale, ossia il WP1-Coordinamento e diffusione del progetto che tocca tutte
le attivita del progetto dal momento che ha I’obiettivo, appunto, di coordinare le
azioni dei partners e di monitorare i progressi del progetto i cui risultati saranno
divulgati alla comunita accademica e ai portatori di interesse tramite la redazione
di un programma divulgativo che ne permetta un’efficace comunicazione e
applicazione. | restanti WP sono di carattere tecnico per la messa a punto del
prodotto Biosurfactant-modified Biochar, la sua applicazione e la valutazione dei
suoi impatti nel contesto della Bioremediation nell’impianto di trattamento di
Gela.

Nello specifico, in ciascuno dei WP tecnici (da WP2 a WP6) saranno portate
avanti le seguenti attivita:

- WP2-Produzione dei Biosurfattanti: guidato da BioC-CheM Solutions
Srl. Ha come obiettivo I’identificazione del feedstock ottimale per la
produzione di biosurfattanti, la produzione e la caratterizzazione dei
biotensioattivi dapprima a scala di laboratorio e in seguito sara
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effettuato uno scale-up della produzione a scale industriale per sopperire

alle necessita dei test a scala di campo.

- WP3-Produzione e Funzionalizzazione del Biochar: coordinato
dall’Universita degli Studi di Milano-Bicocca. Ha come obiettivo
I’identificazione del feedstock ottimale per la produzione di biochar, la
produzione e la caratterizzazione del biochar dapprima a scala di
laboratorio e in seguito sara effettuato uno scale-up della produzione a
scale industriale per sopperire alle necessita dei test a scala di campo.

- WPA4-Test di Bioremediation: operato da Sirigenera nel loro impianto a
Gela. Prevede test per valutare 1’efficacia e ’efficienza del prodotto
Biosurfactant-modified Biochar nel biorisanamento di suoli contaminati
da idrocarburi. In un primo momento, a scala di mesocosmo saranno
testate diverse dosi di applicazione e il trattamento sara comparato ad un
controllo e all’applicazione separata dei due prodotti ad alto valore
aggiunto (Biochar e Biosurfattanti). In base ai risultati ottenuti da
questo primo test, i migliori trattamenti saranno applicati a scala
operativa.

- WP5-Monitoraggio e controllo del processo: coordinato da Biontek
robotics Srl. Si propone lo sviluppo di un sistema di sensoristica per
monitorare i parametri che regolano il processo di degradazione
microbica degli idrocarburi. L’obiettivo € che tramite tale impianto
sensoristico si riesca ulteriormente ad automatizzare i sistemi che
portano alla compensazione dei discostamenti rilevati rispetto al valore
ritenuto ottimale.

- WP6- Valutazione degli impatti ambientali ed economici: guidato
dall’Universita di Brescia. Per rientrare negli obiettivi del centro
Agritech, che hanno come traguardo quello di garantire la circolarita del
cibo e dei sistemi agricoli, saranno effettuate anche delle valutazioni di
impatto ambientale ed economico per evidenziare la fattibilita
dell’utilizzo di tale ammendante nel contesto di applicazione
considerato dal progetto.
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Figura 1. Schema sperimentale del progetto che mostra 1’organizzazione delle
attivita in 6 WPs.

STATO DI AVANZAMENTO DEL PROGETTO

Ad oggi, il progetto si trova ancora in una fase iniziale prettamente di
indagazione delle condizioni ottimali di processo in laboratorio per quanto
riguarda la produzione di biosurfattanti (WP2) e la produzione del biochar
(WP3). | dati raccolti in questa fase saranno anche la base delle valutazioni
economiche e di sostenibilita previste nel WP6. Per quanto riguarda le prove in
campo (WP4), Sirigenera sta acquisendo e preparando il materiale necessario per
I’allestimento che verra effettuato nei prossimi mesi. In corso ¢ anche
I’ingegnerizzazione del sistema di monitoraggio del processo di biodegradazione
(WP5).
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Produzione di Biosurfattanti (WP2)

Il WP2 che riguarda la produzione di Biosurfattanti & suddiviso in diversi task
che hanno come obiettivo I’ottenimento del prodotto a scala industriale. I risultati
ottenuti finora riguardano 1’identificazione dello scarto agricolo ottimale per la
produzione di Ramnolipidi che sono la classe di Biosurfattanti scelta per il loro
corroborato utilizzo nel Biorisanamento di matrici contaminate da contaminanti
organici (Liu et al., 2017). Questa classe di surfattanti & prevalentemente
prodotta da batteri appartenenti al genere Pseudomonas spp. (Sober6n-Chavez et
al., 2020).

BioC-CheM Solutions, a capo del WP2, possiede un’estesa collezione di
microrganismi che producono biosurfattanti., Pseudomonas aeruginosa é stato
individuato come batterio modello per produzione dei Ramnolipidi tramite un
processo di fermentazione degli scarti agricoli selezionati. In particolare, sono
stati scelti due substrati per la fermentazione: (i) il tritello di mais e (ii) il panello
di colza che provengono rispettivamente dai processi di lavorazione dei cereali e
della produzione dei bio-oli. Queste biomasse sono state scelte per: (a) la facilita
di reperimento delle stesse, (b) il loro basso costo, (c) la loro facilita di utilizzo
nel processo di fermentazione, anche da un punto di vista nutritivo dato che
entrambi hanno dimostrato nel corso dello studio di supportare la crescita
microbica di P. aeruginosa.

I terreni di crescita addizionati dei due substrati hanno consentito una buona
produzione di Ramnolipidi da parte di P. aeruginosa (18 g/L con il tritello di
mais e 14 g/L con i panelli di colza) anche comparati con il substrato
normalmente utilizzato per la produzione a scala industriale di queste
biomolecole (15 g/L). Un ulteriore vantaggio dei terreni costituiti con i due scarti
e la riduzione della schiuma prodotta durante la fermentazione che altrimenti
potrebbe portare a problematiche di overflow e di inefficiente uso del
fermentatore. Durante 1’ottimizzazione del processo sono state valutate diverse
concentrazioni di substrato nel terreno di coltivazione per trovare quella ottimale
per la produzione che é risultata essere 100 g/L sia per il tritello di mais che per i
panelli di colza.

Produzione di Biochar (WP3)

I due substrati scelti per la produzione dei biosurfattanti sono stati pirolizzati per
la produzione di biochar. Il processo di pirolisi & stato condotto a due
temperature diverse (400°C e 600°C) visto la nota influenza delle condizioni a
cui viene condotta la reazione sulle proprieta chimico-fisiche del biochar (Zhao
et al.,, 2013). Il biochar ottenuto & stato poi caratterizzato in merito alle sue
proprieta chimico-fisiche per lo studio di indicatori per la valutazione delle
proprieta nutrizionali del biochar e di criteri riguardanti la mitigazione del
cambiamento climatico e del carbon storage. Infatti, il biochar € noto per
immagazzinare il carbonio in una forma stabile prevenendo la sua emissione in
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atmosfera (Fawzy et al., 2020).

Prototipo per il monitoraggio (WP5)

L’obiettivo primario per la costituzione del prototipo per il monitoraggio della
biodegradazione ¢ stata la definizione dei parametri di processo da controllare
durante tutta la durata dei test in campo. | suddetti parametri includono i gas
interstiziali (O, CO2, CH4 e H»S), la temperatura e I’umidita. Inoltre, sono state
definite le modalita di monitoraggio che avverra in continuo per tutti i parametri
cosi da poter rilevare in tempo reale uno scostamento dal valore ottimale e poter
agire prontamente per ripristinare le condizioni ideali per il catabolismo
microbico tramite un sistema di attuatori. Il prototipo sara dotato di un sistema di
registrazione dei dati per poter effettuare, in un secondo tempo, analisi sui trend
temporali dei parametri misurati per poter indagare anche correlazioni tra le
variazioni dei parametri e I’efficacia del processo di biodegradazione.
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