POLO DELLE
MICROALGHE

— WWW.POLOMICROALGHE.IT

Microalghe da bioraffineria come nuovo
Ingrediente da includere nel mangime per
un‘acquacoltura sostenibile

Venerdl, 17 dicembre 2021
Convegno - Polo delle Microalghe

Tiziana Bongiorno
Istituto Sperimentale L. Spallanzani

Progetto finanziato da:

% - Fondazione
a13goosen X = e CARIPLO
ERS/AF o 2 Creq S () POUTECNICO £ £ 6=
e lél | di Cremona Q Endehops ubmatogis o SPALIANZANI ‘*\"/‘ MILANO 1863 g o) UtficioStatistcae s $ Regione
B A Lombardia




POLO DELLE L'industria globale dell'acquacoltura e il

MICROALGHE : : C : :
NS r | settore zootecnico In piu rapida crescita

2016 Food and Agriculture
Organization of the

® Aquaculture production: 80.03 million tonnes United Nations

» Caprure producticn: 90.91 millien tonnes

THE STATE OF WORLD FISHERIES AND AQUACULTURE 2018

MILLICOIN TOMNNES

Production
Copiure
Inland 1.2

1950 1960 1965 1970 1975 1580 1385 1390 1985 2000 2005 201 Marine 7a.4
Total copure 922 B9.5 RO.6 7.2 9.7 B0.9

@ Capture production @ Aquaculture production Arqmeions

Irnland 8.4 &30 44.8 459 48.4 5.4
Marine 3.1 24.4 25.4 258 75 8.7
Totol oquomlhars &1.8 66.4 0.2 737 7é.1 B0.0
Totol world fisheries and oquoculiure 154.0 156.0 1607 164.9 T68.7 170.9
Uilization®
Human consumption 130.0 136.4 140.1 144.8 148.4 151.2
Non-food uses 240 19.6 20.6 200 203 19.7
Population | billions)® 7.0 FAl 7.2 73 73 7.4
Per copita opparent cansumgtion {kg) 18.5 192 0.5 199 20.2 0.3

? Ewrlude: agoatic mommals, crocediles, alligtors asd ooimass, ssawesds and other oqeotic plonis
" Wrilirafion dato For HI-201E are provisional esfimaes.
*Sourve of papulnsion Figures: 1§, 215
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@pmopm Crescita del settore della mangimistica per
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@pomm Ruolo dell’'alimentazione nell’'acquacoltura

CC:jStO_ di Performance
proauzione ambientale
(Sostenibilit (Eco-

a economica sostenibilita)

Mangimi & .
pratiche di alimentazione_

Benessere e v

| Slalute Qualits e
ell HESER sicurezza
allevato alimentare
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%pomm Fonti convenzionali di proteine e lipidi nel
MICROALGHE

— WWW.POLOMICROALGHE.IT mangimi per l'acquaCOLtura

. Ingredienti ottimali per |
' mangimi per pescl

Alto contenuto proteico

» Profilo aminoacidico bilanciato e
completo

FARINA E OLIO Dl
PESCE Fonte di LC-PUFAw3, vitamine e
minerali

Elevata digeribilita e appetibilita
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%pomm Fonti convenzionali di proteine e lipidi nel
MICROALGHE .. )
—AIRIETERE mangimi per l'acquacoltura

Non e piu sostenibile!!
Fattori ambientali, etici
ed economici :

Fishmeal and soybean meal prices in Germany and the Netherlands

USs/tonne

2 100

Fishmeal
1 800 Soybean meal
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Note: Cata refer to c.i.f. prices. Source: Oll World; FAO GLOBEFISH
Fishmeal: all origins, 64-65 percant, Hamburg, Garmany.
Soybean meal: 34 percent, Rotterdam, Netherlards.
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%pomm Fonti proteiche e lipidiche alternative nei
— WWW.POLOMICROALGHE.IT mangimi per l'acquaCOltura

Limiti Nutrizionalli

" =
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Livelli variabili di proteina ed
energia digeribile

Composizione aminoacidica

PROTEINE E OLI DI sbilanciata
ORIGINE VEGETALE

g Maggiore A

disponibilita e costi
abbastanza Presenza di  Fattori  Anti
—contenutl___J Nutrizionali (ANFs)
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%m%g&m“ Deflc_lt _d| w_wg_redlentl proteici per mangimi
— WWW.POLOMICROALGHE.IT degll anlmall' In EU

EU27 + UK in 2019 : Animal compound feeds = 165 Million Ten
EU AQUAFEED production in 2016 = 5.9 Million Ton

2019/2020 EU 'h:-':tlal use in fe.-ed Fe.e-c? l..l'.-'-e EU origin |gy celf- s:lfﬁ ciency
(Million tons/fyear) (Million tons/year) o

| me [ 1 | s
S ST

La crescita sostenibile del settore zooz‘ecn/co
a’/peno’e adallarrivo di nuove fonti proteiche e
//p/d/che
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%pomme Sostenibilita delle farine e oli di origine

MICROALGHE

| vegetale
Alimenta Mangimi Mangimi
zione =  Perpesci == or|g

Umana ca— zootecnla
pE———— Corroctre

.. Saranno ancora sos’cenibili nello scenario
demografico previsto dell'anno 2050
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MICROALGHE

NUOVO Ingredlente per Microalgae as a potential ingredient for partial fish meal
un'a Cquacoltura p”\J :  replacement in aquafeeds: nutrient stability under different
o *  storage conditions
g sostenibile )] et s s oo
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Microalgae in aguafeeds for a sustainable agquaculture industry

MsbTurar Rabman Shady, MIL " « Gievannl Antents Lot ” < Asraful Alom, ML«
Pallad Sarker® - ML A Kabir Ohowdlinry - Al Parsssdmebe " Yossmed Lisng' «

é‘, ; Mmrye y Daseeh (5
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%pomm Microalghe come nuova fonte proteica e
B rotomerontone i lipidica nel mangimi per l'acquacoltura

i« LIVELLO PROTEICO MEDIO ALTO

gRange compreso tra 28-71% DM in base alla specie e alleé
condizioni di coltivazione ;

" |- PROFILO AMINO ACIDICO BILANCIATO E COMPLETO PER
& | MOLTE SPECIE =

" i . CONTENUTO LIPIDICO
Range compreso tra 10 E 60% (DM). E un livello di n-3 PUFAs i
: compreso tra 10-20% E

« CONTENUTO IN VITAMINE MINERALI

*CONTENUTO IN PIGMENTI E MOLECOLE BIOATTIVE

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
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@pmoom Punti di forza e di debolezza delle
S microalghe

IMPATTO

AMBIENTAL E
E MINIMO

i CRESCITA |
PROPRIETA ~ RAPIDA ANCHE
.~ NUTRIZIONALI IN AMBIENT] ’
K OSTILI
MOLECOLE
‘ BIOATIVE CAPACITA’ \
. NUTRACEUTIC FITODEPURA
- HE/IMMUNOST NTE
IMOLANT]
PARETE COSTI DI
CELLURE PRODUZIONE
ROBUSTA IN JESTRAZION
ALCUNE E SOSTENUTI
ICROALGHE ~
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@pomm Bioraffinerie integrate ail sistemi di allevamento
D per l'abbattimento dei costi di produzione??
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Cultivation of Microalgae on Anaerobically ®) :
Digested Agro-industrial Wastes g -
and By-Products :

Giorgos Markou, Liang Wang, Jianfeng Ye, and Adrian Unc

i 4@‘( sustainability K‘I\D\Py §

" Article
: Microalgae from Biorefinery as Potential Protein
: Source for Siberian Sturgeon (A. baerii) Aquafeed

| s ongioens, Eucin Sogi Soeomen niei, Mnoro Hceui 9, :
fe e L (" BIOMASSE )
MICROALGALI
PRODOTTE IN
\__BIORAFFINERIA _J
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POLO DELLE Valorizzazione delle microalghe da

MICROALGHE . . . ..
bioraffineria nella mangimistica

[/ |
Lcre (S
K Cursi;:':n;\‘rl.mmum.@% _S M I C R o A L G H E

e lanalisi dell'economia agraria

s titato

MILANO 1863 SPALIANZANI
GCOPO DELLO STUDIO \

s Creare a  bioraffinerie basate High Value

sulluso di  microalghe per la

depurazione dei reflui zootecnici

NUTRITION

abbattendo del carico di l'azoto.
s Testare il potenziale uso delle

biomasse microalgali ottenute come FEED %}@
. . ] - "l a“
nuovo ingrediente per l'acquacoltura, e o TRV . Clcan water
o o o y - CULTIVATION
con un approccio di Economia rrovucrion. B agll o,
wcolare /
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Produzione delle microalghe in bioraffineria
e caratterizzazione nutrizionale e microb.

Selezione della specie ittica target J

Prova di alimentazione e valutazione
della performance di crescita

Valutazione della composizione del
muscolo e del benessere del GUT

€€ ECECECL
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%pomm 1. Produzione di Microalghe su digestato alla
S scala pilota

2 digestori + 2
post digestori

V =9,000 m3
HRT = 55 d
T=42°C
2 digesterori

V =3,000 m3

Allevamento HRT = 30 d
Suino T =40°C

(20.000.capi)™ 330 kWel

T A —

W2
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MICROALGHE

&BPOLODELLE 1. Produzione di Microalghe su digestato alla
S scala pilota

~+Averagedaily Temp"C  -a-Average dally iradiance W/m2

35 400
3 7 - 350
" it MU /s 30

1
- 250

- N -

g : e

F D ' — 503
10 ' W 00 S
5 50
e e S i

15/4 29/4 13/5 27/5 10/6 24/6 87 2217 5/8 19/8 29 16/9 30/9 14/10

data

Campagna sperimentale
2018: digestato da biogas

Caratteristiche del Raceway _ )
A= 3.8m?2 (V=0.9m3) Valutazione di:

NeP
Contaminazione organica (COD)

Parametri di crescita algale (conte,
TSS, 0D680, torbidita

Pala rotante

Controllo del pH

Sump Co2

Pompa di alimentazione
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%pomm 1. Produzione di Microalghe su digestato alla
scala pilota

Continuous feeding HRT=10d Biomass apportioning
.’ -

o LOEH07 W Algae

= f -

3 / \\/Wy\[\/\ o 2% m Nitrifiers
E LOE+0B : \‘i Het

w w debris

LOE+(5

15/4 l‘?lfd 1'}'.f5 2?’}5 lﬂlfﬁ 24/6 BT 227 58 19/8 2/9 16/9 iﬁfﬂ 14710

data data
TSS N-NH, N-NO, OD @680 sCOD P-PO, Cond.
(g/L) (mg/L) (mg/L) () (mg/L) (mg/L)  (mS/cm)
Mean 0.2 200 3.6 0.15 658 20 35
Standarddev.  0.28 60 3.6 0.08 314 14 0.3

Resa della bioraffineria
Crescita stabile ma variabile nella composizione della comunita agale

Produttivita media= 10gDM/m2/d durante 9 mesi= 27tDM/ha/year
Raccolta della Biomassa: durante giugno e luglio per la produzione di mangime

Venerdi, 17 dicembre 2021

Tiziana Bongiorno
Convegno - Polo delle Microalghe

Istituto Spallanzani



%pomm 1. Caratterizzazione delle microalghe:

MICROALGHE . ..
— WWW.POLOMICROALGHE.IT CompOSIZIOne Chlmlca

MICROALGAE ' Umidita Proteina Lipidi Ceneri Carboidratei HR®snleerlell=
: centesimale  (g/100g) :

i (%) della biomassa !
SCenedesmuS 1oy 474 | 96 68 | | 97 Lmicroslgale ofiizzata |
100
90
80 43%
-------------------------------------------------------------------------- n3 30.4%
5 . . o n6 16.61%
: Contenuto in Acidi Grassi : ;Z

(%) della biomassa i

i microalgale liofilizzata jz _

30
20
10
0
Scenedesmus-Chroococcs
WSFA WMUFA = PUFA
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%pomm 1. Caratterizzazione delle microalghe:
S Qualita microbiologica

e
Carica batterica totale (log CFU/g) 6.0
Enterobacteriaceae (log CFU/qg) 2.7
E. coli log CFU/qg) 2.5
Salmonella spp. (assenza/presenza in 25g) Assente
Solfiti clostridio riduttori-spore (log CFU/g) 4.0%

* typical colonies positive to acid
phosphatase test confirmed as C.
perfringens

by  conventional approach: /S0:
https.//www.iso.org/ics/07.100.30/x/
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%pomm 2. Selezione della specie ittica

MICROALGHE

— WWW.POLOMICROALGHE.IT

Produzione europea di Sturgeon spp. & Caviale

European sturgeon production: 2635 tons durring the year 2016 ; y -
European Caviar -Sturgeon production during the year 2016

2%_\ 204 40

35

=ITALY 30
=POLAND 35
= FRANCE

= GERMANY
= BULGARIA
= SPAIN

= FINLAND
= NETHERLANDS 0

20

Tons

15
10
5

4 % o 2 = Q A 5 % 9
& & & oF K& &
& éqé? QF}Y cﬁggg‘ Qﬁé;gy‘ [ Qé}f? éﬁe \? ‘gg?f%égjg?j?
& S
Source: FEAP Production Report 2017 T
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%pomm 3. Formulazione del mangime a base di

MICROALGHE -
S microalghe

CT SC 10

Ingredients (g/1009)
Fish meal LT94 27.40 19.10
Soy protein oncentration 25.00 25.00
Wheat gluten 15.00 15.00
Dried Scenedesmus 0 10.00
Chrococcus
Squid meal 5.00 5.00
Fish solubles CPSP 90 5.0 5.0
Krill meal 5.0 5.0
Starch 4.05 1.95
Fish oil 5.00 5.34 : o ] :
Soybean oil 270 276 - Composizione e contenuto energetico:
Soy lecithin 100 1.00 51% proteina grezza. 14% lipidi. 16-17
Vitamins and minerals 1,00 1,00 MJ/kg. _ o _ _
supplement ' ' P e Tutti | mangimi sperimentali:
Guar gum 1.00 1.00 : isoproteic.i, isolipidici and isoenergetici :
Alginate 100 100 : ed estrusi a freddo (70°C. 1h) :
Choline chloride 0.50 0.50 i - Rapporto olio di pesce/olio di soia: i
Betaine 0.50 0.50 : 60/40
Lisine 0.50 0.50 : - Proteine: 45% proteine da ingredienti di
Metionine 0.25 0.25 ! origine vegetale + 55% proteine da fonti |
Stay C Roche 0.2% 0.10 0.10 : proteice marine e microalghe. :
Tiziana Bongiorno Venerdi, 17 dicembre 2021
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%pmoom 4. Caratterizzazione delle diete
—ATIRESEREE sperimentali: composizione nutrizionale

..................................................................

DIETE Umidita | Proteine = Lipidi = Ceneri Carboidrati : ..
: Composizione

c ik 51.5 140 | 76 15.8 . centesimale  (g/100g) :
: delle diete :
5C-10 10.8 516 | 143 7.6 15.7 sperimentall .

Contenutom ........ Ac|d|
: Grassi (%) delle diete
: sperimentali :

..................................................................

C 5C-10

mS5FA mMUFA = PUFA

Tiziana Bongiorno Venerdi, 17 dicembre 2021
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%pmopm 4. Caratterizzazione del mangime:
— WWW.POLOMICROALGHE.IT Qualité micrObiOlogica

Enterobacteriace . | Clostridi solfito Salmonella
E. coli

ae riduttori-Spore spp.

log CFU/g (SD)

C 3.7 <2.00 <2.00 <2.00 Assente in 25¢g
SC-10 4.4 <2.00 <200 | . 28" | | Assentein 25g
* typical colonies positive to acid by  conventional  approach:  ISO:
perfringens
Tiziana Bongiorno Venerdi, 17 dicembre 2021
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Disegno monofattoriale randomizzato 2 trattamenti (diete) testati in triplicato

 Animali — 96 A. baerii (IBW12.9 + 0.1 g)

Divisi a random in é gruppi/vasche

* Impianto sperimentale 6 vasche troncoconiche
- e— - v — (Volume 130 L)
RAS T18.9 + 0.6°C.
salinita 1= 0.02%.
DO 9.6 £1.2mg/L.
pH 8.1 0.1,
NH,-N <0.06mg/l.
NO2-N <0.2mg/L.
fotoperiodo 12:12

-

* Protocollo della sperimentazione
« N. pesci/vasca: 16
« Livello di razionamento: 3% g/w
« Periodo di alimentazione: 6 settimane (6/7)
* Diete offerte in due razioni giornaliere
» Pesata settimanale del gruppi sperimentali

Tiziana Bongiorno Venerdi, 17 dicembre 2021
Istituto Spallanzani Convegno - Polo delle Microalghe
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@pomm 5. Valutazione della performance di crescita,
s composizione del muscolo e benessere del GUT

: Alla fine della prova di alimentazione alcuni animali per tesi
i sono stati sottoposti a valutazioni analitiche: '

6 pesci per gruppo sono stati utilizzati per la valutazioneé
i degli indici  biometrici individuali, per le analisi di
: composizione chimica del muscolo '

3 fish per group (9 per dieta) sono stati utilizzati per laé
: valutazione istologica, TEM e SEM del GUT, dell'attivita
: enzimatica. :

Tiziana Bongiorno Venerdi, 17 dicembre 2021
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%pmopm 5. Prova di alimentazione: performance di crescita

MICROALGHE

— WWW.POLOMICROALGHE.IT

: Alimento ingerito (Al, g) :
éTasso di accrescimento specifico (TAS): 100 x [(ln peso finale- ln peso
iniziale)/giorni] :
Indice di conversion alimentare (ICA): Alimento ingerito/incremento ponderale

ETasso di ritenzione proteica (PER): Incremento ponderale/ proteina grezza ingerita
: Tasso di sopravvivenza (TS, %) =

C SC-10

Parametri di crescita
Peso medio iniziale(g) 12.8+0.2 13.0+0.2
Peso medio finale (g) L4 2417 43.5%2
Al(g) 346.2+3.7 341.5+15
TAS 3.1£0.05 3.0+£0.08
ICA 0.69+0.02 0.70+0.05
PER 2.80.1 2.7+0.05
TS(%) 100+0.0 97.9+4.4
/ndici somaticr
Lunghezza totale(cm) 25.2+1.8 23.9+1.9
Fattore di Condizione K 0.30+0.02 0.29+0.03
Tiziana Bongiorno Venerdi, 17 dicembre 2021
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6. Prova di alimentazione:

composizione chimica del muscolo

DIETE Umidita Proteine Lipid i Ceneri Composizione :
C 79 05 16.55 348 0.92 centesimale del muscolo i
Sc-10 fillet 79.3 16.6 313 0.9 N (gNnoog) .
100
90
80
0 Lipidi totali (g/100g) 3.9 3.1
60
50 18:2n-6 LOA 17.0 17.1
40 20:5n-3 EPA 5.4 5.6
22 226 n-3 DHA 12.0 12.1
10 n3/né 1.2 1.2
I

C

5 SFA ®EMUFA

= PUFA

. Contenuto in Lipidi (g/100g) and:
: Composition in acidi grassi della:
i porzione edule (% Lipidi Totali) :

Tiziana Bongiorno
Istituto Spallanzani

Venerdi, 17 dicembre 2021
Convegno - Polo delle Microalghe



% 6. Benessere del GUT: attivita

MICROALGHE . .
— WWW.POLOMICROALGHE.IT enZImatlca

Proteasi Leucina Fosfatasi

Tripsina  Chimotripsina  4minopeptidasi alcalina

alcalina totale

Pl CT 618.8 £27.92 166 +0.3] 8.31+ 0.64 0.16 £ 0.01° 15.8 £1.2

SC10 713.9+553b 190+ 0.04 8.21+ 0.63 0.10 £ 0.07@ 15.1+17

DI CT 6738 4192 217020 9.85x0.04° 0.27 £ 0.04° 13.35 = 1.67

SC10 771M5+257b 201+0.38 718 £ 0.26 2 011+ 0.02° 11.84 =11
pP<0.05n=6
Tiziana Bongiorno Venerdi, 17 dicembre 2021
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6. Benessere del GUT
MICROALGHE

WWW.POLOMICROALGHE.IT

Aspetto Morfologico Intestino e
valvola spirale di A. baerii alla fine |

della prova di alimentazione di 40
giorni '

Small
|Istometria dei ‘ Hosini
i Vvill/intestinali
C SC-10
Test diets
Tiziana Bongiorno Venerdi, 17 dicembre 2021
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% 6. Benessere del GUT

MICROALGHE

— WWW.POLOMICROALGHE.IT

: Microscopia elettronica a scansione
. SEM
Elntestino di avannotti di A. baerii alla§
: fine della prova di alimentazione di 40
: giorni E

H -
e -

Pi (=]]

i Microscopia elettronica a trasmissione |
: TEM
Intestino  (dettaglio dei microvilli) di:
: avannotti di A. baeri/ alla fine della prova
: di alimentazione di 40 giorni

....................................................................................................................

Tiziana Bongiorno Venerdi, 17 dicembre 2021
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Finora sono stati condotti pochissimi studi sull'uso delle microalghe negli acipenseridi
e nessuno studio riguardo alle microalghe coltivate in bioraffineria, questo studio e
Il primo su questo argomento

Le microalghe cresciute su digestato hanno mostrato una buona produttivita (6.2 gDM
m-2 d-") e capacita di rimuovere nutrienti

| risultati emersi in questo studio confermano il potenziale uso delle microalghe
Scenedesmus-Chroococcus coltivate in bioraffineria per la produzione di mangimi
per A. baerii

Le diete sperimentali testate hanno dato un apporto bilanciato e completo di nutrienti,
In grado di assicurare sia la crescita, che la composizione muscolare che il
benessere degli avannotti di storione.

Ulteriori studi sulluso di microalghe coltivate in bioraffineria sono in corso su altre
specie di interesse commerciale per verificare e confermare i1 dati ottenuti In
questo studio e risolvere anche la criticita della composizione della parete
cellulare
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