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INTRODUZIONE

La gestione efficiente dei rifiuti organici ha assunto un ruolo centrale negli ultimi decenni,
vista I’importanza crescente dei concetti di sostenibilita ambientale e di recupero delle
risorse nelle politiche ambientali globali.

Tra i vari metodi di trattamento dei rifiuti, il compostaggio rappresenta una delle tecniche
piu efficaci per il recupero e la valorizzazione della componente organica, portando alla
produzione di fertilizzanti utilizzabili in agricoltura. Questi prodotti contribuiscono alla
qualita del suolo migliorandone la struttura, il contenuto di nutrienti e I’attivita microbica,
riducendo in questo modo la dipendenza da fertilizzanti chimici sintetici e minimizzando

gli impatti ambientali.

1.1 Il compostaggio

Il compostaggio ¢ un processo di degradazione biologica controllata che avviene in
condizioni aerobiche (in presenza di ossigeno molecolare), durante il quale la sostanza
organica biodegradabile di origine vegetale e animale viene trasformata in una matrice
stabile chiamata compost.

Durante il processo i microrganismi degradano, in maniera piu 0 meno spinta, la biomassa
organica di partenza, producendo anidride carbonica, acqua, calore e sostanza organica
humificata. Il compostaggio si articola in tre fasi principali:

1) fase mesofila (o di latenza) - che puo durare da poche ore a qualche giorno — nel
corso della quale la matrice iniziale viene invasa dai microrganismi mesofili, la
cui attivita metabolica causa un progressivo riscaldamento del substrato;

2) fase termofila (o di stabilizzazione) — di durata variabile da alcuni giorni a diverse
settimane — durante la quale si ha un’intensa attivita bioossidativa;

3) fase di raffreddamento (o maturazione) — che puo estendersi da alcune settimane
a diversi mesi — caratterizzata da reazioni di humificazione.

I diversi microrganismi presenti all’interno della matrice organica operano a regimi
termici definiti e la loro attivita ¢ legata alle temperature del processo, tanto da essere
classificati in: psicrotrofi o psicrofili facoltativi, mesofili e termofili a seconda
dell’intervallo di temperatura entro il quale possono svilupparsi ovvero trovare le
condizioni ottimali di crescita. In particolare, le specie psicrotrofe sono in grado di

crescere con una certa efficienza anche al di sotto dei 10 °C. L’intervallo di crescita dei



mesofili € invece compreso tra 15 e 45 °C, mentre i termofili prosperano intorno ai 55-65
°C, con alcune specie capaci di vivere oltre 1 70 °C (Rapporto ISPRA, 2002).

Il compostaggio puo avvenire su scala domestica, agricola o industriale, a seconda del
contesto applicativo. Attualmente sono disponibili numerose tecniche di compostaggio,
la cui scelta dipende da diversi fattori, tra cui la qualita e la tipologia di materiale trattato,
le risorse tecniche disponibili e gli obiettivi finali del processo.

Non ¢ possibile stabilire quale metodo sia piu idoneo alle esigenze di un contesto
specifico. In generale esistono tre metodi principali di compostaggio:

1) il compostaggio in cumuli periodicamente rivoltati, in cui la biomassa viene
periodicamente agitata per favorire [’aerazione e 1’omogenizzazione del
materiale;

2) il compostaggio in cumuli statici aerati, che prevede I’insufflazione di aria
attraverso appositi sistemi senza che la biomassa venga rivoltata;

3) il compostaggio in bioreattori chiusi, dove il processo avviene in ambienti
confinati e controllati, grazie alla gestione precisa di temperatura, umidita e
0ssigeno.

L’obiettivo principale del processo di compostaggio ¢ quello di ottenere un prodotto
stabilizzato, caratterizzato sia dal raggiungimento della maturita biologica, intesa come
un rallentamento delle attivita microbica sulla sostanza organica, sia da maturita

agronomica, con assenza di fitotossicita per le piante.

1.2 Normativa di riferimento

I1 Decreto Legislativo 29 aprile 2010, n. 75, “Riordino e revisione della disciplina in
materia di fertilizzanti”, ¢ la normativa italiana che disciplina la produzione, la
commercializzazione e ’utilizzo dei fertilizzanti, con lo scopo di garantire la qualita dei
prodotti pronti per il mercato e la loro tutela in ambito ambientale e sanitario.

Gli ammendanti sono definiti all’articolo 2, come:

“Materiali di origine naturale o derivati da processi di trasformazione di matrici
organiche e inorganiche, atti a migliorare le caratteristiche chimiche, fisiche e biologiche
del suolo”.

Le caratteristiche che ogni ammendante deve rispettare sono indicate nell’ Allegato 2 del

D.Lgs 29 aprile 2010, n. 75 (figura 1).



n = numero di campioni da esaminare;

N. |Denominazione Modo di Titolo Altre indicaziom | Elementi oppure Note
del tipo preparazione ¢ | minimo in concementi la sostanze utili 1
componenti | elementi ¢/o | denominazione | cui titolo deve
essenziali  |sostanze utili. del tipo essere dichiarato.
Criteri Caratteristiche
concernenti diverse da
la dichiarare.
valutazione. Altri requisiti
Altri requisiti richiesti
richiesti
1 2 3 4 5 6 7
5. JAmmendante |Prodotto Umidita: - Umidita Per "fanghi” di cui alla
compostato ottenuto massimo pH presente colonna e alla colonna
misto attraversoun  |50% C organico sul  |n. 3 si intendono quelli definiti
processo pH compreso secco dal decreto legislativo 27
controllato di  Jra6 e 8,5 C umico e gennaio 1992, n. 99, di
trasformazione |C organico fulvico sul secco Jattuazione della direttiva
e sul secco: Azoto organico  |86/278/CEE concernente la
stabilizzazione Jmimmo 20% sul secco protezione dell'ambiente, in
di rifiuti C umico ¢ C/N particolare del suolo,
organici che fulvico sul Salinita nell'utilizzazione dei fanghi di
possono essere |secco: depurazione in agricoltura. |
costituiti dalla  Jminimo 7% fanghi, tranne quelli
frazione Azoto agroindustriali, non possono
organica degh  Jorganico sul superare il 35% (P/P) della
RSU secco: miscela iniziale.
proveniente da Jalmeno 80% E consentito dichiarare i titoli
raccolta dell'azoto in altre forme di azoto, fosforo
differenziata, |totale totale ¢ potassio totale.
(segue) da rifiuti di C/N massimo Il tenore dei materiali plastici
Ammendante  Jorigine animale |25. vetro e metalli (frazione di
compostato compresi diametro >2 mm) non puo
misto liquami superare lo 0,5% s.s.
zootecnici, da Inerti litoidi (frazione di
rifiuti di attivita diametro 25 mm) non puo
agroindustriali superare il 5% s.s.
e da Sono inoltre fissati 1 seguenti
lavorazione del parametn di natura biologica:
legno e del - Salmonella: assenza in 25 g
tessile naturale di campione t.q.;
non trattati, da n'"=5; ¢¥=0;
reflui e fanghi, m¥=(;
nonché dalle M¥=0;
matrici previste - Escherichia coliin 1 g di
per campione t.q.;
'ammendante nV=5; ¢@=1;
compostato m¥=1000 CFU/g:
verde M“=5000 CFU/g;
Indice di germinazione
(diluizione al 30%) deve essere
>60%
-Tallio: meno di 2 mg kg™ sul
secco (solo per Ammendanti
con alghe).
(n

=) ¢ = numero di campioni la cui carica batterica pud essere compresa fra m e M; il campione & ancora considerato accettabile se
la carica batterica degli altri campioni ¢ uguale o inferiore a m.

(3)

hanno un numero di batteri inferiore o uguale a m;
'“'M = valore massimo per quanto nguarda il numero di batten; il risultato é considerato insoddisfacente se uno o pili campioni
hanno un numero di batteri uguale o superiore a M;

m = valore di soglia per quanto riguarda il numero di batteri; il risultato é considerato soddisfacente se tutti i campioni

Figura 1 — Rif. Allegato 2 (previsto dall articolo 1, comma 1 lettera “b” del D.lgs. 29/04/2010 n. 75)



1.3 Obiettivo della tesi

L'obiettivo di questa ricerca ¢ quello di valutare la qualita e la maturita di un materiale
organico di origine agricola, in fase di valutazione per il possibile impiego come
ammendante compostato misto (ai sensi del D.Lgs 75/2010), prodotto mediante processo
di compostaggio, concentrandosi sulla misurazione dell’indice respirometrico dinamico
potenziale (IRDP). Questo parametro consente di determinare la stabilita biologica del
fertilizzante in esame, elemento fondamentale per determinarne la maturita e idoneita
all’utilizzo in agricoltura.

A supporto del test respirometrico, sono stati eseguiti test di germinazione con Lepidium
sativum, essenziali per individuare un’eventuale fitotossicita del prodotto finito. Oltre a
questo, sono state effettuate analisi microbiologiche, quali la ricerca di Escherichia coli
e Salmonella spp., per valutare la qualita igienico-sanitaria del compost e 1’idoneita per

I’utilizzo come ammendante organico.



MATERIALI E METODI

2.1 Indice di Respirazione

La stabilita biologica ¢ definita come la misura del grado di decomposizione della
sostanza organica facilmente biodegradabile all’interno di una matrice organica. E
possibile definirla anche come lo stato in cui, garantite le condizioni ottimali
(ottimizzazione dei parametri chimico-fisici), 1 processi di biodegradazione appaiono
alquanto rallentati (Adani e Tambone, 1998).
I1 processo di biostabilizzazione ¢ legato all’attivita biologica e alla sua determinazione
(Adani et al., 1997), essendo quest’ultima collegata al metabolismo microbico. In un
ambiente aerobico i microrganismi degradano le sostanze organiche del substrato, per
loro fonte di energia e nutrimento, consumando ossigeno ed emettendo anidride
carbonica. Il metabolismo ¢ piu intenso in presenza di un contenuto maggiore di composti
organici facilmente biodegradabili (matrici con bassa stabilita biologica), mentre risulta
piu attenuato quando vi ¢ una minor concentrazione di questi composti (matrici con
elevata stabilita biologica).
Tra le metodologie riportate in letteratura, uno dei metodi per la misura dell’attivita
respiratoria ¢ la stima del consumo di ossigeno riferito all’unita di peso (solidi totali: ST,
solidi volati: SV o solidi potenzialmente fermentescibili: SPf, cfr. Adani et al., 1997) e
all’unita di tempo e prende il nome di /ndice di Respirazione. La sua unita di misura sara:
mg O2-kg SToSV o SPf!-h,
I test di respirazione possono essere classificati in statici e dinamici a seconda che la
misurazione avvenga rispettivamente in assenza o in presenza di aerazione forzata della
biomassa.
Il metodo dinamico si basa sulla differenza di concentrazione di ossigeno in ingresso € in
uscita dal respirometro (Adani e Tambone, 1998). L’indice di respirazione dinamico si
distingue ulteriormente in due tipologie, in base alle condizioni operative adottate per
eseguire 1l test:

e Indice di Respirazione Dinamico Reale (IRDR), eseguito su campione tal quale;

e Indice di Respirazione Dinamico Potenziale (IRDP), eseguito su campione

precedentemente standardizzato.

La determinazione dell’indice di respirazione dinamico permette di riprodurre in

laboratorio le stesse condizioni che si verificano nelle situazioni reali, consentendo di



valutare la stabilita biologica dei prodotti in base alla loro destinazione d’uso.
Il test si applica a tutte le matrici costituenti un rifiuto, specialmente ai rifiuti organici
facilmente biodegradabili, compresi compost e ammendanti.
L’analisi viene effettuata all’interno di un respirometro aerobico a flusso continuo (figura
2), costituito da:
e un corpo reattore adiabatico a chiusura ermetica;
e un sistema pneumatico (aerazione) munito di regolatore di flusso;
e un sistema di rilevamento delle concentrazioni % di ossigeno in entrata e uscita;
e una sonda termometrica per misurare la temperatura esterna e interna alla
biomassa;
e un sistema di registrazione per la memorizzazione ed elaborazione dei dati di

ossigeno, temperatura e portate d’aria.
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Figura 2 — Respirometro aerobico a flusso continuo per il test di respirazione dinamico (sinistra) e
rappresentazione schematica (destra)

Nel seguente studio, sono stati utilizzate due differenti tipologie di respirometri, seguendo
il metodo UNI 11184:2016: ECHO DRI Respirometer (Echo Instruments) e Spiritus
(Mega System S.r.L.).

I1 reattore Spiritus ¢ concepito per analisi su scala piu ampia, composto da tre reattori
indipendenti con volume maggiore (30 L), ognuno collegato ad un reattore adiabatico

separato. Il sistema ¢ gestito tramite una centralina di comando collegato ad un



compressore esterno e si connette ad un PC con software Spiritus V2 che consente di
avviare e monitorare le analisi in tempo reale.

D’altra parte, il respirometro ECHO ¢ piu compatto e conta di sei respiratori indipendenti
da 10 L, tutti collegati ad un’unica centralina di controllo. Richiede anch’esso un
compressore esterno per regolare il flusso d’aria, ma la sua configurazione multi-canale

consente di analizzare piu campioni simultaneamente (figura 3).

. 2 \ .
Figura 3 - Respirometro Spiritus (a sinistra), Respirometro ECHO (a destra)

Entrambi 1 dispositivi rispettano i criteri normativi stabiliti dalla norma UNI 11184,

assicurando risultati affidabili nella determinazione della stabilita del compost.

Sono state condotte quattro prove sperimentali: due prove con il respirometro Spiritus e

due prove con il respirometro ECHO.



2.1.1 Preparazione del campione e standardizzazione

I campioni sottoposti ad analisi erano costituiti da una miscela di scarti organici

agroindustriali, rifiuti di origine animale e frazione verde (figura 4).

Figura 4 - Campione analizzato

Sono stati prelevati manualmente da un cumulo di scarti organici a cielo aperto, in uno
stadio iniziale del processo di decomposizione. Il materiale non era stato sottoposto a
triturazione né¢ a rivoltamenti periodici. Al momento del prelievo la temperatura
all’interno del cumulo misurava circa 56,3 °C, indicando una probabile fase termofila, o
attiva, del processo di degradazione. Il materiale ¢ stato successivamente trasportato in
laboratorio per le analisi.

Gli esperimenti si sono svolti nei laboratori di ecotossicologia e microbiologia presso

I’azienda Agrolab Italia S.r.1. di Altavilla Vicentina.

Il campione deve essere preparato e adeguato fino a raggiungere il 75% della sua capacita
idrica massima (CIM). E inoltre necessario ottenere parametri cui:

e pH del campione

e ceneri, residuo 550°C

e residuo del campione.
Per la determinazione della CIM bisogna immergere un sacchetto di tessuto-non tessuto
in acqua per circa cinque minuti; quindi, estrarlo e strizzarlo in modo tale che non
sgoccioli e pesarlo (Tara, T).
Successivamente, prelevare circa 1000 g di campione tal quale (Peso iniziale, P;) e

trasferirli all’interno del sacchetto, che viene poi chiuso e posizionato in un contenitore



sufficientemente largo e profondo. A questo punto versare acqua nel recipiente fino a
sommergere completamente il sacchetto. Dopo circa 12 ore di immersione, il sacchetto
con il campione viene estratto e lasciato sgocciolare per 6 ore ed infine pesato (Peso
finale, Pgir).

I dati ottenuti vengono inseriti in un foglio di lavoro dedicato al calcolo della CIM.

La differenza tra il peso finale (Pr) del campione ¢ il peso iniziale (P;) rappresenta la
quantita di acqua che ¢ stata assorbita, e che sommata a quella gia presente nel campione
tal quale, rappresenta la massima quantita di acqua assorbibile dal campione e definisce

la condizione di capacita idrica massima (CIM).

Pi X Uvr

Uva =000
STyq = Pi — Uyq
Pf = Pf+T - T

CIMy,q = Pr — STyq
dove:
Uyva ¢ I’'umidita in valore assoluto del campione tal quale (g);
P; ¢ il peso iniziale del campione tal quale (g);
Uy & I’umidita in valore relativo del campione tal quale (g x kg ! tal quale);

STva sono i solidi totali in valore assoluto (g);

P ¢ il peso finale del campione dopo sgocciolamento, cio¢ alla massima ritenzione
idrica (g);
T ¢ la tara, ossia il peso del sacchetto bagnato e strizzato (g);

Per €1l peso finale del campione tara inclusa (g);

CIMy. ¢ la capacita idrica massima in valore assoluto (g).

Per riportare il campione a una condizione di umidita standardizzata, pari a 750 g x kg ™!
di CIMya (g) € necessario calcolare la quantitd di acqua da aggiungere (J) per
normalizzarne ["umidita.
CIM;5,4 = 0,75 X CIM,,
] = CIMyspq = Uyg
X=]XP, xP"
P = P, tq. T X



dove:
CIM7sva: 750 g x kg ' di CIMya (g)
J acqua da aggiungere a P; per raggiungere la condizione di 750 g x kg~ ! di CIMy,

(2);

X acqua da aggiungere a P per raggiungere la condizione 750 g x kg™ ! di CIMy,
(2);

Piq.  peso del campione tal quale da prelevare per preparare il campione normalizzato
(Pst);

Pst peso del campione normalizzato (Piq + X).

Il campione destinato alla prova respirometrica viene pesato (Peso pre normalizzazione,
Piq) e umidificato aggiungendo — gradualmente e mescolando — la quantita di acqua
calcolata in precedenza, fino al raggiungimento del 75% della sua capacita idrica
massima. Il campione normalizzato va pesato (Ps;) lasciato a riposo per almeno 1 ora.
Trascorso questo tempo, si prelevano tre aliquote del campione umidificato e si determina
I’umidita di ciascuna mettendole in stufa a 105 °C per un giorno. Il valore medio ottenuto
dalle tre misurazioni viene considerato come umidita corretta (Umep) e impiegato poi
nella formula del calcolo dell’IRDP.

Dalla porzione del campione normalizzato rimanente, si preleva la quantitd necessaria
(peso reattore, Pr) e si introduce nel reattore lasciando uno spazio fra la superficie della
biomassa ed il bordo del reattore di 2-5 cm, evitando di compattare la biomassa.

Il reattore viene chiuso ermeticamente e viene infilata la sonda di temperatura fino circa
a meta dell’altezza della biomassa, facendo attenzione a non forzare 1’ingresso.

Si procede poi con I’avvio del software, si compilano tutti i campi richiesti per il calcolo
della CIM, e si inseriscono anche dati essenziali quali tara, pesi, umidita e solidi volatili.
Il software calcolera in automatico i parametri derivati, quali ’acqua che ¢ stata aggiunta
e ’'umidita relativa teorica, permettendo di calcolare poi il valore dei solidi volatili.

Si impostano poi i1 parametri di analisi che prevedono la raccolta di dati ogni sessanta
minuti e 1’adozione di un flusso dinamico, impostato inizialmente a 0,5 L/min.

Il sistema poi regolera automaticamente il flusso di ossigeno quando la sua
concentrazione scende al di sotto del 15% e riducendolo quando supera il 18%, variando

di 0,1 L/min gradualmente.
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Prima di ogni analisi ¢ obbligatorio eseguire il test di tenuta e la calibrazione della sonda
di ossigeno. Una volta superate, si avvia I’analisi.

I test di respirazione vengono condotti in una camera climatizzata mantenuta a 20+5 °C
per evitare che sbalzi termici possano influire sull’attivitd microbica all’interno del

reattore.

2.1.2 Durata analisi e andamento della curva IRDP

Il risultato dell’analisi respirometrica si ottiene dopo 96 ore di esposizione. Puo essere
prolungata se graficamente si ha I’evidenza che il campione stia ancora respirando € non
sia stabilizzata la curva di respirazione. Durante 1’analisi 1’0ssigeno presente dell’aria
insufflata viene consumato dall’attivita metabolica dei microrganismi e la sua
concentrazione finale viene misurata in uscita.

L’andamento tipico della curva dell’Indice di Respirazione Dinamico (figura 5) ¢
caratterizzato da quattro fasi:

o fase iniziale di lag, detta fase di latenza, durante la quale si osserva un’attivita
respiratoria contenuta. In questa fase iniziale, i microrganismi si adattano al
substrato e alle condizioni ambientali all’interno del reattore. Il consumo di
ossigeno ¢ limitato ma tende progressivamente ad aumentare con la ripresa
metabolica;

e seconda fase, che coincide con una crescita esponenziale dell’attivita microbica.
In questo stadio, i microrganismi iniziano a degradare attivamente la frazione
facilmente biodegradabile della sostanza organica, determinando un rapido
aumento del consumo di ossigeno. La curva dell’IRDh (indice di respirazione
dinamico orario) assume quindi un andamento esponenziale crescente.;

e terza fase, caratterizzata da una ridotta disponibilita di substrato facilmente
degradabile, che porta a un equilibrio dinamico tra la crescita e la morte dei
microrganismi. L attivita di biodegradazione rallenta progressivamente e la curva
tende a stabilizzarsi. Questa fase indica 1’inizio del processo di stabilizzazione del
compost;

e fase finale, dove si osserva una progressiva riduzione del consumo di ossigeno,

dovuta all’esaurimento della componente organica piu attiva.
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Figura 5 - Andamento tipico IRD durante una prova respirometrica

L’Indice di Respirazione Dinamico Potenziale ¢ calcolato come la media dei valori di
indice orari (IRDh) relativi alle 24 ore in cui il consumo di ossigeno ¢ massimo. In
particolare, si individua il valore massimo di IRDh all’interno della curva e si considerano
123 valori consecutivi ad esso, in modo da ottenere un intervallo di 24 ore complessive.

La media di questi valori costituisce il valore finale dell’IRDP.

2.2 Indice di Germinazione

L’impiego in agricoltura di fertilizzanti organici non sufficientemente stabilizzati puo
influenzare negativamente lo sviluppo delle colture, poiché la presenza di sostanza
organica fresca tende a inibire la crescita delle piante. Questo fenomeno puod essere
attribuito a molteplici fattori:
e presenza di sostanze fitotossiche (ad esempio tannini, acidi grassi, fenoli);
e un elevato rapporto carbonio/azoto che instaura una competizione per 1’azoto tra
1 microrganismi del suolo e le radici;
e anossia per le radici dovuta ad un notevole consumo di ossigeno da parte dei
microrganismi metabolizzatori della sostanza organica;
e tossicita metabolica.
Occorre ricordare che nel corso delle prime fasi della decomposizione della sostanza
organica, contemporaneamente all’intensa attivita microbica, vengono prodotti metaboliti
che possono risultare tossici per le piante.
Questi metaboliti, denominati fitotossine, si accumulano durante la fase iniziale della
biossidazione e con il tempo vengono progressivamente metabolizzate dai microrganismi

nel corso della biodegradazione e diminuiscono fino alla stabilizzazione completa della
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biomassa (Nappi et al., 1990).

Questo test, cosi come per il test respirometrico, ¢ essenziale per valutare il grado di
stabilizzazione della materia organica durante i1 processi di compostaggio.

Per il test di germinazione si ¢ seguito il metodo normato UNI 10780:1998 appendice K,
che valuta I’entita dell’effetto fitotossico del campione sulla germinazione dei semi di
Lepidium sativum, ovvero sull’accrescimento della radice primaria.

L. sativum (crescione inglese) ¢ una pianta erbacea annuale appartenente alla famiglia
delle Brassicaceae, ideale per questa tipologia di test data la sua facilita di coltivazione e
la sua rapidita di germinazione (24 ore).

Si procede prelevando 200 g di campione, poi portato a un’umidita dell’85% con acqua e
lasciato riposare per due ore a contatto. Successivamente il campione viene prima
centrifugato a 6000 rpm per 15 minuti e il surnatante viene poi filtrato. L’ estratto acquoso
viene diluito per ottenere concentrazioni del 75% e del 50%, in aggiunta ¢ stata fatta una
terza diluizione al 30%.

Per ogni concentrazione e per il controllo negativo con acqua distillata si preparano 5
repliche, costituite da cinque piastre Petri da 90 mm contenenti un filtro in carta bibula.
Si procede saturando il filtro di ogni piastra con 1 mL della concentrazione/controllo
desiderato. In ognuna delle piastre si dispongono in fila 10 semi di L. sativum
precedentemente lasciati idratare per un’ora in acqua distillata (figura 6).

Le piastre vengono poi incubate a (27 & 1) °C per 24 ore al buio, al termine delle quali si
determina il numero di semi germinati e la lunghezza della radice primaria di ogni seme

germinato.

Figura 6 - Piastre Petri contenenti 10 semi di L. sativum per [’esecuzione del
test di germinazione
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2.3 Analisi microbiologiche

La valutazione della sicurezza microbiologica rappresenta un aspetto fondamentale per
I’impiego agronomico degli ammendanti. E necessario, infatti, garantire I’assenza di
microrganismi patogeni in grado di rappresentare un rischio per la salute umana e
animale.

All’interno dei Rapporti ISTISAN 14/18 e dei Rapporti APAT-CNR IRSA (29/2003)
sono raccolte le procedure analitiche per 1’analisi di controllo igienico-sanitario di matrici
ambientali quali fanghi di depurazione, suoli, ammendanti organici, sedimenti e acque
reflue.

I fanghi di depurazione e la frazione organica dei rifiuti possono ospitare un’ampia varieta
di microrganismi, tra cui virus, batteri patogeni e parassiti, la cui presenza e
concentrazione dipendono da fattori ambientali e geografici, nonché dall’apporto di
materiale fecale. Tra 1 microrganismi patogeni sono considerati gli enterococchi, i
coliformi, Escherichia coli e Salmonella.

La necessita di garantire la sicurezza igienico-sanitaria degli ammendanti si manifesta
soprattutto quando questi vengono distribuiti sui suoli, dove favoriscono i processi
biologici e migliorano la crescita delle colture. Tuttavia, la possibile presenza di
microrganismi patogeni rappresenta un potenziale rischio sanitario e una limitazione per
questa pratica. Tale rischio ¢ legato sia alla contaminazione di colture vegetali destinate
all’alimentazione, con conseguente trasmissione di patogeni lungo la catena alimentare,
sia alla contaminazione dei corpi idrici per effetto del dilavamento del suolo.

Il1 D.Lgs, 75/2010 stabilisce, come visto in precedenza, 1 requisiti specifici per quanto
riguarda la presenza di Salmonella spp. e la concentrazione di Escherichia coli, indicando
come conformi i prodotti che risultino assenti da Salmonella in 25 g di campione e con

una carica di E. coli inferiore a 1.000 UFC/g.

2.3.1 Salmonella spp

La determinazione di Salmomnella spp. ¢ stata effettuata basandosi sul metodo di
presenza/assenza riportato nel metodo ISS F 002C rev.00, che prevede quattro fasi:
1) prearricchimento in un terreno selettivo primario;
2) arricchimento in un terreno selettivo secondario che inibisce la crescita di
microrganismi interferenti favorendo quella di Salmonella spp;

3) preparazione di colture pure con inoculo su due differenti terreni solidi selettivi;
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4) identificazione sierologica e/o biochimica.
Nello specifico, si prelevano 50 g di campione, ai quali vengono aggiunti 450 mL di acqua
peptonata tamponata contenente novobiocina. Per aliquote inferiori a 50 g, bisogna
mantenere il rapporto di 1:10 tra il peso del campione e il volume del terreno di
arricchimento primario. L’omogenato viene incubato a (36+1) °C per 21+3 ore in un
termostato mantenendo il campione in agitazione (150 rpm).
Al termine della fase di prearricchimento, aliquote da 0,1 mL della coltura di
arricchimento primario vengono trasferite in due tubi, ciascuno contenente 10 mL di
brodo alla soia di Rappaport Vassiliadis. Le provette vengono quindi incubate
rispettivamente a (36x1) °C e a (41%1) °C per 21£3 ore.
Successivamente, si preleva un’ansata da ciascun tubo di arricchimento secondario e le
colture vengono seminate per strisciamento sui terreni di isolamento XLD (Xilosio-
Lisina-Desossicolato agar) e BPLS (Verde brillante-rosso fenolo-lattosio-saccarosio agar,
modificato) e incubate a (36+1) °C e a (41£1) °C per 2143 ore.
Si identificano infine le colonie tipiche e presuntive di Salmonella spp. cresciute sui
terreni XLD e BPLS. Sul terreno XLD agar le colonie tipiche si presentano generalmente
di colore rosso-rosato con un centro nero, ad eccezione dei ceppi H2S negativi (es.
Salmonella Senftenberg), ma possono presentarsi anche completamente nere. Sul terreno

BPLS, invece, le colonie tipiche appaiono di colore rosa (figura 7).

—

Figura 7 - Crescita di Salmonella su XLD agar (a sinistra) e su BPLS (a destra).

2.3.2 Escherichia coli

La determinazione della presenza di Escherichia coli nel campione di ammendante ¢ stata
eseguita seguendo il metodo secondo le norme IRSA CNR 64 Vol.1 1983 e APAT CNR
IRSA 7030 F, utilizzando il terreno selettivo cromogeno TBX (Tryptone Bile X-
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Glucuronide agar).

Dopo aver preparato un omogenato in ragione 1:10 in un sacchetto sterile pesando 10 g
di campione e portandoli a volume con il diluente, si preleva 1’estratto e si preparano le
diluizioni seriali aumentando cosi il fattore di diluizione fino a -3.

Si prelevano e inoculano in ogni piastra Petri sterile 0,5 mL del campione
progressivamente diluito e si versa la quantita necessaria di terreno TBX fuso, e con
movimenti circolari si distribuisce per tutta la piastra lasciando poi solidificare il tutto.
Le piastre vanno poi incubate a (44+£1) °C per 18-24 ore.

E. coli sviluppa colonie tipiche di colore blu-verde e il loro numero si calcola in base al
numero di colonie contate, riportando il valore come Unita Formanti Colonia per 100 mL

di campione (UFC/100 mL).
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RISULTATTI E DISCUSSIONE
3.1 Risultati IRDP

L’Indice di Respirazione viene determinato misurando il consumo orario di ossigeno del

campione da testare, utilizzando un respirometro a flusso d’aria continuo regolato in

modo tale da mantenere la concentrazione di ossigeno in uscita superiore al 15% in
volume, condizione necessaria per garantire un ambiente ossigenato adatto per 1’attivita
microbica.

La misura della quantita di ossigeno consumato per I’attivita biologica aerobica deve

essere desunta dalla differenza di concentrazione di ossigeno tra 1’aria in ingresso e in

uscita dal respirometro, secondo I’equazione (Adani e Tambone, 1998):

IRDh (mg O, kg7 *SVh™ ) =Q X hx 0, xVg 1x31,98x10x SVt xh™!
dove:

Q portata aria (L/h);

0)) differenza di concentrazione dell’ossigeno in ingresso e in uscita dal respiro metro
(% v/v);

Vg  volume occupato da una mole di gas. Assumendo il valore standard per T1=
273,15 K e P1=1 atm pari a Vgl = 22,4 L-1 il valore corretto di Vg (Vg2) alla
temperatura T2 viene calcolato con la seguente espressione: Vg2 = (Vgl: T2/T1)
dove T rappresenta la temperatura in gradi Kelvin;

31,98 peso molecolare dell’ossigeno (gr/mole);

10 coefficiente moltiplicativo;

SV solidi volatili (kg);

h numero di ore durante le quali viene effettuata la misura.

I1 valore dell’Indice Respirometrico Dinamico Potenziale ¢ calcolato come la media degli

indici respirometrici orari (IRDh) relativi alle 24 h durante il periodo di acquisizione dei

dati.

Il campione di materiale organico analizzato ¢ stato prelevato da un cumulo a cielo aperto
in cui il processo di compostaggio era gia avviato; infatti, la temperatura interna del
cumulo misurava circa 56 °C, un valore indicativo della fase termofila. Questa condizione
rivela un’intensa attivita microbica e giustifica I’elevata respirazione osservata nella

prima misurazione dell’indice di respirazione dinamico potenziale (IRDP).
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Il campione presentava un’umidita del 66,7%, valore superiore al limite previsto dalla
normativa vigente pari al 50%. Un’elevata umidita pud portare ad una sovrastima del
consumo di ossigeno poiché favorisce una maggiore attivita microbica e quindi un valore
di IRDP piu alto.

L’analisi ¢ stata condotta in due momenti diversi per valutare ’evoluzione della
biodegradazione del campione nel tempo. La prima misurazione ¢ durata cinque giorni

(figura 8) ed ¢ stata effettuata sul materiale fresco e i1 valori di IRDP ottenuti sono stati 1

seguenti:
Reattore IRDP (mg O2-kg SV -h™) Temperatura max (°C)
raggiunta nel cestello
ECHO A 1 1.643,2 30,3
ECHO B 1 1.882,5 34,3
Mega System A 1 3.050,0 34,8
Mega System B 1 2.114,0 354
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Figura 8 - Curva andamento IRDP di ECHO 1
Per verificare 1’evoluzione del processo di stabilizzazione, ¢ stata eseguita una seconda

misurazione con lo stesso campione (della durata di sei giorni), caricando nuovamente 1

reattori (figura 9).
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Nel caso dei reattori Mega System, caratterizzati da un volume di circa 30 L, la

stabilizzazione si € rivelata piu lenta rispetto ai reattori ECHO (10 L); per questo motivo

¢ stato necessario effettuare una terza misurazione, durata altri sei giorni.

Reattore

IRDP (mg O2- kg SV -h ™)

Temperatura max (°C)

raggiunta nel cestello

Mega System A 2

1.296,0

27,9

Mega System B 2

1.153,0

29,6

I risultati ottenuti dalla seconda analisi per i reattori ECHO e dalla terza analisi per 1 Mega

System indicano una notevole diminuzione dell’attivita respiratoria:

Reattore IRDP (mg O,- kg SV -h™) Temperatura max (°C)
raggiunta nel cestello
ECHO A 2 698.0 25,7
ECHO A 2 668,0 25,9
Mega System A_3 504,0 21,6
Mega System B_3 501,0 22,8
ok (\
- —

August 2024

Date

Figura 9 - Curva andamento IRDP di ECHO 1

August 2024

I risultati delle prove possono essere riassunti nella seguente immagine (figura 10), che

riporta la corrispondenza tra 1 valori di IRDP e le caratteristiche del materiale sottoposto

all’analisi.
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IRDP Descrizione caratteristiche materiale
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Figura 10 - Corrispondenza tra valori di IRDP e caratteristiche del materiale in esame

Nella prima misurazione i valori di IRDP sono risultati particolarmente elevati e secondo
la classificazione riportata in figura 10 corrispondono ad un grado di stabilita medio-basso
e bassissimo, a conferma di un materiale ancora altamente biodegradabile e con
un’intensa attivita microbica in atto.

I risultati successivi hanno mostrato un significativo calo della respirazione microbica,
che rientrano infatti nella fascia di IRDP compresa tra 500 e 1.000 mg O2/kg SV/h, che
indica un elevato grado di stabilita biologica, confermando 1’effettivo avanzamento del
processo di compostaggio verso condizioni di maggiore maturita e stabilita.

Questo andamento conferma I’efficacia del processo di biostabilizzazione e 1’utilita
dell’Indice Respirometrico come parametro per valutare 1’avanzamento del
compostaggio.

La riduzione osservata suggerisce che il materiale organico ha superato le fasi iniziali piu
attive e che si sta avvicinando ad una condizione compatibile con 1’utilizzo agronomico

nel rispetto dei requisiti normativi.
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3.2 Risultati Indice di Germinazione

Le misurazioni relative allo sviluppo dell’apparato radicale primario sono state effettuate
al termine delle 24 ore di incubazione grazie ad immagini fotografiche in cui la lunghezza
della radichetta ¢ stata determinata utilizzando un software al computer (figura 11). Sono
stati raccolti 1 dati relativi alla lunghezza dell’apparato radicale sia per 1’estratto

dell’ammendante nella fase iniziale, quando I’IRDP risultava elevato, sia

successivamente, dopo che I’indice si era significativamente ridotto.

/_... .
Figura 11 - Germinazione dei semi a diverse concentrazioni di estratto (bianco, 30%, 50%, 75%) in fase di IRDP
elevato (sinistra) e basso (destra).

Per le concentrazioni considerate si calcola I’indice di germinazione mediante la seguente

formula:

1G (30,50 0 75%) % =Mx 100
’ Y76, X L,

dove:

G¢=n° medio semi germinati — campione
Gt = n° medio semi germinati — testimone
Lc = lunghezza radicale media — campione
Lt = lunghezza radicale media — testimone

E si effettua la media aritmetica tra i valori ottenuti alle concentrazioni di 50% e 70%:

1G 50% + 1G 75%
2

1G % =
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E stato osservato che un valore di indice di germinazione (IG) inferiore all’80% indica la
presenza di sostanze fitotossiche nel compost ancora immaturo, mentre valori superiori
rivelano stabilita e maturita del prodotto (Zucconi et al., 1981).

I risultati mostrano che, nella prima fase del compostaggio, 1’estratto acquoso del
campione ¢ fitotossico nei confronti dei semi di Lepidium sativum, in particolare alle
concentrazioni piu elevate, che possiedono valori di IG al di sotto dell’80% pari al 10,67%
per la concentrazione al 50% e al 9,72% per quella al 75%, per una media totale del
10,20%

Solo la diluizione al 30% mostra un IG leggermente superiore ma comunque indicativo
di una presenza di fitotossine, probabilmente dovute alla degradazione incompleta della

sostanza organica e all’elevata instabilita del materiale.

Concentrazione % G L¢ (mm) IG IGmedio%
Valore 50 4,8 3,48 10,67 10,20
IRDP 75 4,8 3,17 9,72
elevato 30 9,2 6,24 36,68 /
BIANCO DI RIFERIMENTO: G;=9; L;= 17,39 mm

Mentre, per quanto riguarda l’estratto acquoso del campione una volta terminata la
respirazione, si evince che i valori di IG si sono alzati notevolmente, in quanto i composti
fitotossici sono stati metabolizzati dai microrganismi presenti nel substrato. Abbiamo
osservato un miglioramento dei valori fino a 75,99% per la concentrazione media tra 75%

e 50%.

Concentrazione % Ge Lc (mm) 1G% IGmedio%
Valore 50 9,4 9,34 78,17 75,99
IRDP 75 9,2 9,01 73,81
basso 30 9,6 10,43 89,15 /
BIANCO DI RIFERIMENTO: G;=9,8; L; = 11,46 mm
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3.3 Risultati microbiologici: E. coli e Salmonella spp.

Le analisi microbiologiche effettuate sul campione avevano I’obiettivo di verificare la
conformita ai requisiti igienico-sanitari previsti dal D.Lgs 75/2010 per I'utilizzo del
materiale come ammendante organico misto.

Per la determinazione di Salmonella spp. ¢ stato eseguito come descritto al capitolo 2 un
primo arricchimento selettivo in brodo Rappaport-Vassiliadis, seguito dalla semina su
piastre suddivise in due settori: uno contenente terreno XLD agar e I’altro BPLS agar.
L’assenza di Salmonella ¢ stata confermata dalla crescita esclusiva di colonie gialle su

entrambi 1 terreni, indice della presenza di altre specie di microrganismi (figura 12).

Figura 12 - Risultati della semina su piastre a doppio settore XLD/BPLS incubate a 36 °C
edl °C

Per la ricerca e quantificazione di Escherichia coli ¢ stato utilizzato il terreno
cromogenico TBX (Tryptone Bile X-Glucuronide agar). All’interno del terreno ¢ presente
il substrato cromogeno X-B-D-glucuronide che viene idrolizzato dall’enzima B-D-
glucuronidasi, prodotto da E. coli, che scinde il legame tra la frazione cromoforica e il -
D-glucuronide. La frazione X liberata si accumula, conferendo alle colonie una
colorazione blu-verde tipica. L’elevato contenuto di sali biliari nel terreno inibisce la
crescita dei batteri Gram-positivi, mentre 1’alta temperatura di incubazione (44 °C)
sopprime la crescita della maggior parte dei Gram-negativi diversi da E. coli, garantendo
cosi la selettivita del mezzo necessaria per I’identificazione.
I dati ottenuti sono stati i seguenti (figura 13):

e diluizione 10~! — 29 UFC/g

e diluizione 1072 — 3 UFC/g
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Figura 13 - Piastre TBX: a sinistra diluizione 107, a destra diluizione 1072 Le colonie
blu-verdi indicano la presenza di Escherichia coli.

Questi valori risultano significativamente inferiori alla soglia limite stabilita dalla
normativa per gli ammendanti organici, secondo cui la carica di E. coli deve essere

inferiore a 1000 UFC/g e non superare i 5000 UFC/g.
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CONCLUSIONI

Lo studio svolto ha permesso di valutare il livello di maturazione e della qualita igienico
sanitaria di un ammendante compostato misto ottenuto da scarti di origine agroindustriale.
L’analisi dell’Indice di Respirazione Dinamico Potenziale (IRDP) ha mostrato una
notevole riduzione dell’attivita microbica nel tempo, con valori iniziali molto elevati che
sono diminuiti fino a rientrare nella soglia di stabilita prevista dalla normativa.

I risultati dei test di germinazione sono risultati coerenti con quanto emerso dall’analisi
respirometrica. Nella prima fase il materiale si presentava ancora fresco e instabile, come
confermato dai valori elevati di IRDP e dalla evidente fitotossicita osservata nei test con
L. sativum. Successivamente, al termine dell’analisi, la diminuzione dell’attivita
microbica rilevata attraverso I’IRDP ha trovato un ulteriore conferma nell’abbassamento
dei valori dell’Indice di Germinazione, indicando un grado finale di stabilita e maturita
del materiale compostato compatibile con il suo utilizzo in ambito agricolo.

Infine, le analisi microbiologiche hanno confermato il rispetto dei requisiti igienico-
sanitari stabiliti dal D.Lgs 75/2010, con assenza di Salmonella e valori di E. coli ben al di
sotto dei limiti soglia ammessi.

Nonostante [’assenza di triturazione e rivoltamenti, il campione ha mostrato
un’evoluzione verso la stabilizzazione, con parametri compatibili con quanto richiesto
dalla normativa per un ammendante compostato misto.

Si puo quindi affermare che I’Indice di Respirazione Dinamico € un parametro necessario
per la caratterizzazione dei rifiuti destinati all’'uso come ammendanti e fertilizzanti.
Questi materiali devono infatti possedere un adeguato grado di stabilita biologica: un
compost con un’elevata attivita microbica, e quindi con un alto consumo di ossigeno da
parte dei microrganismi, potrebbe generare problemi legati alla crescita delle piante e
odori sgradevoli.

Alla luce del contesto normativo europeo e nazionale che promuove 1’ottimizzazione del
trattamento e del recupero dei rifiuti organici, diventa fondamentale disporre di strumenti
affidabili per valutare I’efficacia dei processi di trattamento. In particolare, la produzione
di compost e ammendanti destinati all’uso agronomico richiede un’attenta valutazione
della stabilita biologica del materiale, sia per verificarne I’idoneita all’impiego in campo,

sia per garantire il rispetto dei requisiti di qualita ambientale.
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In tale ambito, lo studio condotto ha permesso di approfondire il ruolo dell’Indice di
Respirazione Dinamico Potenziale (IRDP) come indicatore chiave nella caratterizzazione
della stabilita dei materiali compostati, in linea con gli obiettivi di riduzione della frazione

organica in discarica e valorizzazione del rifiuto in agricoltura.
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