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1 Descrizione della realizzazione del Piano 
 

1.1 Realizzazione delle singole azioni previste nel Piano 
 

Azione AZIONE 5: Utilizzo di estratti standardizzati da foglie di olivo e di 
biochar per la messa a punto di test antimicrobici in vitro e 
sperimentazione in campo su solanacee. 

Soggetto 
attuatore 

CRISBA - I.S.I.S. “Leopoldo II di Lorena” 

Descrizione delle attività 
svolte per il raggiungimento 
degli obiettivi previsti 
dall’azione 
 

Il personale incaricato ha svolto tutte le attività previste dal progetto, 
mettendo a punto ed eseguendo tutte le prove di ottimizzazione di estratti 
standardizzati da foglie di olivo e di biochar, dapprima in vitro e poi in 
vivo su colture solanacee (pomodoro e patata).  
I risultati sono stati elaborati ed analizzati statisticamente e vengono 
riportati nel dettaglio, assieme alle procedure, nel capitolo successivo 
(relazione tecnica). 
 

               
 
 

2. RELAZIONE TECNICA 
 

Vengono di seguito riportate le attività sperimentali svolte dal personale incaricato. 
 
2.1 Messa a punto di processi di estrazione green dei composti bioattivi destinati alla 
funzionalizzazione del biochar 
 
Il progetto ha previsto anche delle prove di adsorbimento del biochar con vari estratti vegetali a 
carattere antimicrobico per ottenere un prodotto che possa rilasciare queste sostanze in modo 
graduale (si vedano sezioni successive).  
Allo scopo è stato previsto di utilizzare tre diversi estratti. 
 

• Estratto di castagno (Castanea sativa) - CAST 
• Estratto di lentisco (Pistacia lentiscus) - LENT 
• Estratto di foglia di olivo (Olea europea) - OLEA 

 
Di questi, il primo (CAST) è un prodotto commerciale fornito da Gruppo Mauro Saviola, noto in 
letteratura per le sue proprietà antimicrobiche, gli altri due estratti (LENT ed OLEA) sono stati 
invece prodotti a seguito del processo di estrazione green messo a punto nell'ambito del presente 
progetto e descritto di seguito. 
 
 
 
 
 
 



 

   
 

2.1.1 Messa a punto del processo di estrazione green di lentisco (LENT) 
In collaborazione con il partner INSTM è stato messo a punto un processo di macerazione della 
parte epigea di lentisco (Pistacia lentiscus), il 
cui estratto totale è stato concentrato tramite 
l’utilizzo dell’evaporatore sottovuoto raschiato 
in dotazione al CRISBA.  
Sono stati processati un totale di 6.000 litri di 
macerato di lentisco, attraverso 6 cicli di 
evaporazione sottovuoto a 35°C di altrettante 
matrici vegetali di partenza (a differente punto 
balsamico), processate in periodi diversi 
dell’anno, ognuna delle quali ha permesso di 
ottenere un concentrato ad 1:10 del volume 
iniziale, di maggiore conservabilità e praticità di 
utilizzo, stoccato in congelatore prima di essere 
analizzato ed utilizzato.  
Il personale incaricato del CRISBA ha 
supportato il partner INSTM nella esecuzione di 
tutte le fasi di lavoro, dalla ricezione del 
prodotto allo scarico del concentrato evaporato 
(Fig.1).  
 
 
 
2.1.2 Messa a punto del processo di estrazione green di olivo (OLEA) 
Anche in questo caso il processo di estrazione è stato messo a punto dal partner INSTM, che ha 
svolto le azioni con il supporto del personale incaricato del CRISBA, utilizzando macchinari in 
dotazione all’impianto di estrazione del Centro 
Residui di potatura di olivo, forniti dagli altri partner agricoli di progetto, stati utilizzati per ottenere 
l’estratto acquoso. I residui sono stati processati a mano per scartare i rametti rimasti e separare le 
foglie dal resto della massa, quindi, le foglie ottenute (circa 10 Kg) sono state essiccate in 
essiccatore ventilato a 35°C per 24h. Le foglie essiccate sono state quindi sminuzzate e usate come 
materiale da estrarre.  
L'estrazione è stata effettuata con l'estrattore rapido Naviglio da 200L a 45°C per 2.5h. Il mezzo di 
estrazione è stato di sola acqua calda. Il prodotto finale ottenuto è un volume di circa 150L di 
estratto, limpido, di colore bruno (Fig. 2). Una parte dell'estratto è stato impiegato per la 
caratterizzazione chimica, mentre il resto è stato conservato in frigorifero e usato nelle attività 
successive del presente progetto. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.1 – Scarico del concentrato di lentisco. 

Fig. 2 – Varie fasi del processo di estrazione da foglia di olivo. 



 

   
 

2.2 Ottimizzazione di un processo di adsorbimento di principi attivi naturali su biochar per la 
produzione di carbone vegetale attivato 
 
Con gli estratti di cui alla sezione precedente si è proceduto, in collaborazione con il partner 
INSTM, all’adsorbimento del biochar, da utilizzare nelle prove in vitro e in vivo, di biodifesa e di 
biostimolazione in comparazione con il biochar tal quale.  
Come azioni propedeutiche all'adsorbimento del biochar, sono state effettuate alcune misure del 
prodotto stesso. Il materiale grezzo è stato setacciato per escludere le parti grossolane, quindi, è 
stato misurato il peso secco, densità e capacità di assorbimento.  
Il processo di adsorbimento è stato effettuato aggiungendo al biochar una quantità opportuna di 
estratto, lasciato a riposo per 48h e rimescolato giornalmente. A seguire il prodotto è stato disteso su 
un telo all'aria aperta in serra per poi essere raccolto e stoccato dopo 24h (Fig. 3).  
Il dettaglio dei risultati delle misurazioni e del processo di adsorbimento sono descritti nella 
relazione tecnica del partner INSTM.  
 
Il dosaggio d'impiego nei test in vitro è frutto di test preliminari effettuati con i soli estratti senza 
biochar. Gli estratti utilizzati nell'adsorbimento del biochar sono quindi: 
 
 
- CAST: estratto concentrato di castagno 
- LENT: estratto di lentisco tal quale, 
concentrato in post estrazione (si veda 
sezione 2.1.1) e diluito al momento 
dell'uso 
-OLEA: estratto di foglie di olivo tal 
quale 
-MIX: miscela in rapporto 1:1:1 dei tre 
estratti precedenti.  
 
 
  
 
 
 
 
 
 

2.3 Analisi microbiologiche in vitro di estratti naturali da olivo e di biochar attivato su 
microorganismi patogeni di solanacee 

 
2.3.1 Test preliminari per la preparazione dei substrati 

Per le attività di valutazione in-vitro delle attività antimicrobiche degli estratti utilizzati nel presente 
progetto è stata effettuata una fase di ottimizzazione preliminare della tecnica del substrato 
avvelenato (Albuquerque, 2006), in modo da adattare le metodiche agli estratti e patogeni utilizzati.  
Dopo una ricerca in letteratura, dalla collezione del Centro Ricerche CRISBA sono stati selezionati 
i seguenti patogeni per i test in vitro, noti per colpire le Solanaceae in campo e in coltura protetta: 
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, Pythium ultimum e Sclerotium rolfsii. I funghi scelti 
sono mantenuti in frigo a 4°C su Potato Dextrose Agar (PDA) in piastre Petri da 85mm di diametro.  
La tecnica base del substrato avvelenato consiste nel porre il patogeno da testare su un substrato 
(PDA) addizionato con la sostanza da valutare a dose nota. La tesi di controllo consiste nel solo 

Fig.3 – Biochar messo ad asciugare all’aria. 



 

   
 

substrato senza altre aggiunte. Il diametro delle colonie viene registrato ogni giorno fino a che il 
micelio in una delle tesi non arriva o si approssima al bordo della piastra. A quel punto la prova 
termina e viene calcolata la percentuale di inibizione confrontando i diametri delle colonie tra tesi 
trattate e la tesi di controllo.  
Il substrato viene preparato disciogliendo il PDA in acqua distillata alla dose di etichetta, quindi, 
viene aggiunta la sostanza da testare che, se risulta essere non termolabile, viene sterilizzata insieme 
al volume finale con trattamento a 121°C per 20 minuti. In caso di sostanze termolabili la sostanza 
deve essere aggiunta successivamente e sterilizzata tramite microfiltrazione o etanolo.  
Definita la tecnica base, sono stati fatti alcuni test preliminari per stabilire alcuni dettagli operativi.  

Da questi test è stato determinato che: 

- l'inoculo deve essere effettuato prelevando un tassello da una colonia in attivo 
accrescimento usando un foratappi e ponendolo al centro della piastra da inoculare. 
Abbiamo osservato che la dimensione ottimale di questo tassello è di 6mm, poiché usando 
misure inferiori si hanno difficoltà di taglio e/o prelievo con determinate specie fungine. Ciò 
dipende dalla consistenza e dalla densità del micelio. 

- Gli estratti usati non hanno sempre un pH neutro, pertanto è necessario correggere il pH del 
substrato prima del trattamento in autoclave. Il pH ottimale è di 5.6, pari a quello del PDA 
senza aggiunte. La correzione è stata effettuata con una dose variabile di KOH 10M per le 
sostanze tanniche, mentre per altre sostanze il cui proprio pH influenza poco quello del 
substrato, è stato sufficiente usare KOH 1M.  

Per i test preliminari sono state svolte anche prove di sterilizzazione trattando gli estratti come 
fossero sostanze termolabili. L'aggiunta è stata effettuata dopo la sterilizzazione a caldo ma prima 
della colatura, quando il substrato, appena prima della solidificazione, ha ancora circa 50°C. Per gli 
estratti solidi è la polvere è stata sospesa con una quantità minima di etOH 90% (v/v), per poi 
versarla dopo circa 1 minuto nel substrato ancora liquido. Per gli estratti liquidi è stato invece 
optato per centrifugarli (5000 giri/minuto per 10 minuti) e filtrarli con un filtro da 0,2µm. 
Dopo diverse prove di validazione ed analisi è stato riscontrato che il processo sterilizzazione in 
autoclave non compromette in maniera significativa le caratteristiche degli estratti utilizzati nel 
presente progetto, pertanto, sono stati sterilizzati con il consueto trattamento in autoclave per 20 
minuti a 121°C. 
 

2.3.2 Test in vitro preliminari con i fitopatogeni 
Sono stati svolti dei test preliminari in vitro per la messa a punto del test di inibizione. In questo 
caso il biochar adsorbito degli estratti (si veda sezione 2.2) è stato aggiunto ad un substrato generico 
per la crescita di microrganismi fungini, il PDA (Potato Dextrose Agar; Difco, 39 g/L); entrambe le 
componenti sono state sterilizzate in autoclave per 20 minuti a 121°C. 
Per la preparazione del substrato, in ogni piastra (diametro 55mm) è stato aggiunto uno strato sottile 
di biochar, che è stato coperto dal PDA sterile ancora liquido in quantità sufficiente a coprire il 
biochar.  

Come confronto (tesi Controllo) è stato utilizzato PDA senza aggiunta del Biochar.  
L'inoculazione con i fitopatogeni è stata effettuata ponendo un tassello di 6mm di diametro, ottenuto 
con un foratappi da una colonia in attivo accrescimento, sul centro della piastra. Tutte le operazioni 
sopra descritte sono state svolte operando in sterilità, sotto cappa laminare a flusso orizzontale. 

Le colture così allestite sono state poste in incubatore a 25°C e quando almeno una replica del 
controllo raggiunge il bordo, il test termina e il diametro delle colonie viene misurato. La 
percentuale di inibizione viene calcolata applicando la seguente formula:  



 

   
 

[(Dc – Dt)/Dc]*100 

 
dove Dc = Diametro controllo, Dt = Diametro trattato 

 
L'analisi statistica è stata condotta usando DSAASTAT, tramite analisi della varianza (ANOVA). 
Le medie sono state separato usando il Tukey's range test, previa trasformazione angolare dei valori 
percentuali. La significatività statistica è stata valutata a p<0.01.  

Terminati questi test preliminari, sono state individuate delle criticità e di conseguenza il test 
definitivo è stato condotto con delle modifiche.  

Le modifiche al protocollo precedente possono essere così riassunte:  

• Sono state utilizzate piastre da 85mm invece che da 55mm, in modo da poter osservare 
meglio le differenze tra le tesi.  

• Il biochar e il PDA sono stati aggiunti in quantità nota: approssimativamente 20mL di 
biochar misurati usando un contenitore sterile tarato per questo volume, più 20mL di PDA 
liquido dispensato usando un pipettatore. In questo modo ogni piastra è risultata 
maggiormente standardizzata.  

• È stato aggiunto un secondo controllo consistente in biochar tal quale non adsorbito. 
 

Sulla base dei test preliminari svolti dal CRISBA, il partner INSTM ha svolto un test definitivo 
testando i fitopatogeni Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, Pythium ultimum e 
Sclerotium rolfsii. Sono state condotte due diverse serie di test, le cui specifiche sono riportate nella 
relazione del partner INSTM, per la realizzazione delle suddette prove il CRISBA ha messo a 
disposizione il know-how e il proprio laboratorio microbiologico. 
 

2.4. Test in vivo con fitopatogeni 
Sulla scorta dei risultati promettenti ottenuti nel contenimento in vitro del fitopatogeno S. rolfsii per 
i quali si rimanda alla relazione del partner INSTM, questo è stato scelto per la conduzione delle 
prove sperimentali di biocontrollo in vivo. Inizialmente l’incaricato ha messo a punto il protocollo 
di inoculazione artificiale del patogeno su pomodoro (Fig. 4 e 5). 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
Fig.4 – Inoculazione con S. rolfsii. Fig. 5 – Confronto fra pomodoro tal quale (sx) e inoculato 

con S. rolfsii (dx). 



 

   
 

Sono state utilizzate piante di pomodoro (Solanum lycopersicum cv. Costoluto Fiorentino) inoculate 
con il suddetto fungo fitopatogeno; le piante sono state coltivate su tre diversi substrati per stabilire 
l'effetto di protezione contro l'attacco fungino. L'inoculo artificiale di S. rolfsii è stato realizzato 
trasferendo una porzione di micelio in barattoli contenenti 250 g di frumento, autoclavato due volte 
a 121°C per 20 minuti e saturato di Potato Dextrose Broth (PDB). La coltura su stato solido è stata 
mantenuta per 10 giorni al buio a 25°C (Fig. 6). Sono stati quindi preparati i substrati di coltura 
usati per la coltivazione delle piante, inoculando terriccio commerciale con l’aggiunta in miscela 
dell'inoculo alla dose del 6% p/p ed eventualmente il biochar, attivato e non, in dose del 15% p/p. 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

I substrati testati sono stati quindi: 
CTRL: terriccio + patogeno  

B: terriccio + patogeno + biochar tal quale  
B+:  terriccio + patogeno + biochar adsorbito con MIX (si veda sezione 2.2) 

Il terriccio utilizzato è un mix di torbe, fibra di cocco e pomice grossa, dal nome commerciale 
'CULTIMIX', acquistato presso Agraria di Vita (PT). Il biochar è stato adsorbito con la miscela di 
estratti (MIX) come precedentemente descritto. Una volta preparato il substrato, sono stati riempiti 
con esso dei vasi da 12cm di diametro, seguito dal trapianto delle giovani piante di pomodoro. I vasi 
sono stati mantenuti in serra, con le diverse tesi sistemate su tre vassoi diversi per evitare 
contaminazioni incrociate, dove sono stati annaffiati regolarmente (Fig. 7). Per ogni tesi sono state 
allestite 12 piante. La prova è terminata dopo circa 2 settimane ed è stata valutata l'incidenza della 
malattia e quindi l'eventuale effetto protettivo del biochar adsorbito e non. 

 Fig. 7 – La prova di biodifesa. 

Fig. 6 – Gli inoculi di S. rolfsii preparati su frumento + PDB. 



 

   
 

2.5 Test in vivo di biostimolazione 

2.5.1 Biostimolazione su pomodoro 
Il test di biostimolazione è stato preparato in modo analogo a quanto descritto nella sezione 
precedente, senza l’utilizzo tuttavia di fitopatogeni. Il substrato di coltura è stato preparato allo 
stesso modo, predisponendo anche in questo caso le tesi prima descritte: terriccio (CTRL), terriccio 
+ biochar tal quale (B), terriccio + biochar adsorbito con MIX (B+).  
I vasi, di diametro 22cm, sono stati infine mescolati tra di loro per renderne casuale la posizione 
(Fig. 8) in serra; annaffiati e concimati regolarmente. Dopo 35 giorni, sono stati effettuati i primi 
rilievi, misurando altezza delle piante, diametro al colletto e numero di foglie; al medesimo 
intervallo di tempo il partner INSTM ha svolto rilievi di riflettanza su foglia con sensore portatile 
Multiplex. Dopo 60 giorni, la prova è terminata e, oltre ai tre parametri precedenti, sono stati rilevati 
anche il peso secco della porzione aerea e delle radici, preventivamente essiccate in stufa a 100°C 
per 24h. I dati riportati sono il frutto della media di 9 piante per ogni tesi. L'analisi statistica è stata 
condotta usando DSAASTAT, tramite analisi della varianza (ANOVA). Le medie sono state 
separato usando il Tukey's range test. La significatività statistica è stata valutata a p<0.01. 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
2.5.2 Biostimolazione su patata 
Un test preliminare analogo è stato effettuato anche su patata (Solanum tuberosum, Fig. 9 e 10).  
In questo caso il biochar è stato miscelato al terriccio in quantità del 15% p/p, sufficiente a 
preparare i vasi per 10 piante della tesi controllo (CTRL) e 10 piante per la tesi con terriccio + 
biochar (B). I vasi, di diametro 22cm e disposti casualmente tra di loro, sono stati posti in serra 
riscaldata, annaffiati e concimati regolarmente.  
Dopo 60 giorni di coltivazione il test è terminato e sono stati raccolti i tuberi, puliti e pesati. Si è 
trattato di una valutazione preliminare per la produzione di tuberi-seme, comunemente utilizzati per 
l’avvio della coltura in pieno campo. 
Sono stati quindi registrati i seguenti parametri: produzione media per pianta, numero tuberi 
prodotti per pianta, il peso medio e il calibro medio del singolo tubero. 
 
I dati ottenuti, risultato della media di 10 piante per tesi, sono stati sottoposti ad analisi statistica 
condotta usando DSAASTAT, tramite analisi della varianza (ANOVA). Le medie sono state 
separato usando il Tukey's range test. La significatività statistica è stata valutata a p<0.01; quindi 
nei grafici e nelle tabelle della presente relazione a lettere diverse corrispondono valori 
statisticamente differenti per P<0.01 ANOVA. 

Fig. 8 – La prova di biostimolazione su pomodoro. 
 



 

   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.6 RISULTATI 
2.6.1 Test in vitro preliminari con i fitopatogeni 
L'efficacia del biochar adsorbito è stata generalmente limitata eccetto contro S. rolfsii. L'effetto 
contro P. ultimum (Fig.12 e 15) è stato limitato, variando da una media dello 0% al 26%, tuttavia si 
può osservare una netta riduzione della densità miceliare (Fig. 17 e 18). Contro F. oxysporum (Fig. 
10 e 13) l'effetto inibitorio è stato basso, con una media che spazia dal 7.4% con la miscela degli 
estratti, fino a 25.9% con l'estratto di lentisco. I risultati migliori sono stati ottenuti contro S. rolfsii 
(Fig. 13 e 16), dove si è osservata un'inibizione media pari al 62.7% con CAST, 100% con LEN, 
96.3% con OLIV ed infine 80.0% con MIX. Dati i risultati con ampie deviazioni standard, 
possiamo concludere che un cambio di protocollo è stato necessario per standardizzare i risultati. 
Una quantità nota di biochar deve essere usata per ogni piastra, così come la quantità di PDA. Il test 
definitivo è già stato quindi condotto usando volumi noti di materiale e piastre più ampie.  
 

Fig. 9 e 10 – Allestimento della a prova di biostimolazione su patata. 



 

   
 

 
Fig. 11 

 
 
 

 
Fig.12 

 
 
 

 
Fig.13 

 
 



 

   
 

Fig. 14 
 
 
 

Fig. 15 
 
 
 

Fig. 16 
 
 
 



 

   
 

Fig. 17 – Nonostante tutte e tre le tesi abbiano lo stesso diametro di colonia, la densità di micelio 
varia notevolmente. Sopra: CTRL, sx: OLIV, dx: MIX. 

 
 

 
Fig. 18 – È possibile intravedere il micelio fino al bordo della piastra. 

 
 
2.6.2 Test in vivo con fitopatogeni 
In nessuna tesi, inclusi i trattati, il biochar è 
riuscito ad inibire in modo sostanziale l'attacco 
da parte di S. rolfsii. Nella tesi controllo 7 piante 
su 10 sono morte o hanno mostrato sintomi al 
colletto (Fig. 19, 20, 21, 22 e 23), mentre 3 
piante sono rimaste vive ma sintomatiche. Simile 
risultato è stato ottenuto con la tesi BA+, con 6 
piante morte su 10. La tesi con solo biochar 
invece ha visto la morte di tutte e 10 le piante 
usate. Dal momento che le tesi CTRL e BA+ 
hanno avuto gli stessi risultati, e la tesi B ha reso 
perfino una mortalità superiore, possiamo Fig.19 – Sintomi al colletto delle piante. 



 

   
 

concludere che il biochar, anche adsorbito con estratti naturali, in vivo non conferma l’azione 
inibitrice verso il fitopatogeno S. rolfsii. In una review di Graber et al., (2014) vengono evidenziati 
tutte le variabili che il biochar può influenzare nell'inibizione della patogenesi di certe specie. Tra di 
esse figurano l'apporto nutrizionale alla pianta, il pH, l'influenza sulle comunità microbiche, le 
proprietà fisico-chimiche del suolo. In particolare, viene fatto riferimento anche alla capacità di 
adsorbimento delle sostanze organiche, che includono ad esempio gli enzimi extracellulari dei 
funghi, sostanze allelopatiche, essudati radicali che possono fungere da segnale attrattivo per i 
patogeni, o molecole usate e prodotte dagli stessi come segnalatori per il quorum-sensing. In questo 
caso è plausibile che l'inefficacia del biochar adsorbito sia data dall'immobilizzazione degli estratti 
all'interno della matrice porosa, rendendo ad essi impossibile esplicare la funzione antimicrobica. 
Se così fosse, visti anche i risultati del test in vitro dove un biochar lasciato “a riposo” è stato più 
efficace, si potrebbe ipotizzare che questo prodotto sia più efficace a lungo termine. Sarebbe quindi 
poco utile in fase di semina, dove la maggior vulnerabilità delle piante la si ha alla nascita, quando 
il terreno è ancora molto umido e i tessuti molto teneri. Più utile invece potrebbe esserlo in piante 
che devono rimanere nello stesso substrato per molti mesi o anni, sia in vaso che in campo. Un 
biochar adsorbito sarebbe quindi un modo per somministrare sostanze polifenoliche al terreno 
contemporaneamente al biochar, in un solo passaggio. Circa i risultati peggiori ottenuti con il solo 
biochar, si possono ricondurre alla maggiore capacità di assorbimento dell’acqua, che ne aumenta il 
quantitativo disponibile a parità di volume di terreno. Caratteristica utile con piante a lungo ciclo in 
vaso o in terra, che hanno un fabbisogno idrico superiore, ma che abbia avuto un effetto negativo 
nel breve periodo della prova con il fitopatogeno, che si potrebbe essere avvantaggiato della 
presenza di un terreno rimasto mediamente più umido rispetto a quello delle altre tesi. 
 

 
Fig. 20 

 

 
Fig. 21 
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Fig. 23 

 
 
 
 
2.6.3 Test in vivo di biostimolazione del pomodoro 
In questa prova è stato testato l'eventuale effetto biostimolante del biochar sullo sviluppo delle 
solanacee, in particolare pomodoro, a cui si è aggiunta una prova preliminare su patata. Le piante 
sono state coltivate in substrato contenente solo torba per la tesi controllo, torba più biochar (15% 
p/p) e torba su biochar adsorbito con estratti naturali (15% p/p). 
I primi rilievi non distruttivi sono stati effettuati dopo 35 giorni, misurando altezza delle piante, 
diametro dei fusti e numero di foglie (Fig. 24 e 25). 
 



 

   
 

 
Fig. 24 

 
 

 
Fig. 25 

 
 



 

   
 

 
Fig. 26 

 
 

 
Fig. 27 

 
 
Già a questo intervallo di tempo è stato possibile osservare le prime differenze tra i trattati e la tesi 
di controllo. Nella Fig. 26 e 27 si può apprezzare una maggiore vigoria delle tesi B e BA+ rispetto a 
CTRL. L'altezza media delle piante (Fig. 28) si è attestata a 35.1cm per il controllo, mentre per B e 
BA+ è stata rispettivamente di 43.0 e 41.7cm. Statisticamente parlando i due trattati non hanno 
differenze significative, mentre entrambe lo sono rispetto al controllo. Il diametro del colletto (Fig. 
29) risulta essere di 0.60, 0.75 e 0.71cm, rispettivamente per la tesi CTRL, B e BA+. La tesi CTRL 
e B risulta essere statisticamente diversa, mentre non lo è la tesi BA+ rispetto a CTRL e B. Infine, 
sono state anche contate le foglie per ogni pianta (Fig. 30), che mediamente sono state 12.6 nella 
tesi CTRL, 16.1 per la tesi B e 14.6 per la tesi BA+. Anche in questo caso solo la tesi controllo e 
con il biochar tal quale sono significativamente diverse tra di loro.   
 
 



 

   
 

 
Fig. 28 

 
Fig. 29 

 
Fig. 30 

 



 

   
 

 
Il test è stato terminato 60 giorni dopo l'allestimento, effettuando sia rilievi non distruttivi (altezza, 
diametro fusti e numero foglie), sia rilievi distruttivi (peso secco). 
 

 
Fig. 31 

 

 
Fig. 32 



 

   
 

 
 
Anche in questo caso dalle foto è possibile notare una differenza di vigoria fra le tesi con e senza il 
biochar (Fig. 31 e 32). L'altezza media delle piante (Fig. 33) è stata di 82.2cm per CTRL, 92.5cm 
per la tesi B e 95.5cm per la tesi BA+. In questo caso la tesi con il biochar adsorbito ha avuto 
migliori performance e la media risulta diversa da quella del controllo in modo statisticamente 
significativo. Il diametro dei colletti (Fig. 34) è stato invece 0.70cm per CTRL, 0.86cm per B e 
0.81cm per BA+, in questo caso entrambe i trattati risultano statisticamente diversi dal controllo 
mentre non lo sono tra di loro. Anche il numero delle foglie (Fig. 35) risulta differente, con una 
media di 24 foglie portate dalle piante della tesi controllo, 28.8 dalla tesi B e 30.0 dalla tesi BA+, 
tuttavia solo BA+ e il controllo risultano significativamente diversi tra di loro.  
I test distruttivi hanno visto la misura del peso secco della parti epigee ed ipogee della pianta dopo 
la loro essiccazione in stufa. Il peso medio delle parti aeree (Fig. 36), fusti e foglie, è stato per 
CTRL, B e BA+, rispettivamente 10.98g, 12.40g e 14.02g; anche in questo caso CTRL e BA+ sono 
gli unici ad essere statisticamente diversi tra di loro. Infine, le radici (Fig. 37) hanno registrato un 
peso medio di 2.47g per CTRL, 2.91g per B e 3.06g per BA+, anche se in questo caso nessuno dei 
valori è risultato essere significativamente diverso l'uno dall'altro (anche a causa di un'alta 
deviazione standard). Il risultato, tuttavia, potrebbe essere stato falsato dalla perdita di una certa 
quantità di radici durante la fase di pulizia sotto acqua corrente. Osservando le foto delle radici a 60 
giorni di coltura, non ancora essiccate, è infatti possibile notarne la maggiore lunghezza nelle tesi 
con biochar (Fig. 38) e di come si presentino più ramificate ed estese sul fondo del vaso (Fig. 39).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 36 Fig. 35 

Fig. 33 Fig. 34 



 

   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 39 - Aspetto del fondo della zolla di terra, la differenza di densità delle radici è ben evidente. 

 
 
Dai risultati risulta evidente come il biochar, adsorbito o meno, abbia avuto un effetto biostimolante 
sullo sviluppo delle piante di pomodoro. Dal punto di vista statistico, i due trattati non hanno 
registrato differenze significative tra di loro, risultando quindi sostanzialmente simili. Rispetto al 
controllo, tuttavia, è stata quasi esclusivamente la tesi BA+ a differenziarsi in modo significativo 

CTRL      B           BA+ 

Fig. 37 Fig. 38 - Lunghezza delle radici nelle tre tesi. 



 

   
 

dal controllo. L'effetto benefico dato in generale dal biochar è rappresentato dalla sua natura porosa, 
che permette di rendere il terreno più areato e di aumentarne la capacità di adsorbimento dell'acqua 
(Akhtar et al., 2014; Graber et al., 2010; Agbna et al., 2017). Le piccole differenze di crescita 
osservate sul biochar adsorbito con gli estratti naturali potrebbe imputarsi, a seguito di un lento 
rilascio, ad un effetto chelante di alcuni elementi nutritivi.  
 
 
2.6.5 Test in vivo di biostimolazione della patata 
L’insieme dei dati registrati al termine della prova sperimentale (Tabella 1; Fig. 40 - 42), mostrano 
un aumento della produttività delle piante coltivate in presenza di biochar, che può essere 
sintetizzato in: +39% di produttività media per pianta, +12% di numero medio di tuberi per pianta, 
+7% in peso medio del singolo tubero e +35% di tuberi di calibro >1cm. A causa dell’alta 
variabilità dei dati raccolti fra le repliche non è stato possibile rilevare significatività statistica dei 
risultati raccolti. 
 
Tabella 1 - Dati registrati al termine della prova sperimentale su patata 
 
 CTRL BIOCHAR 
Produzione media per pianta 42.06g ± 20.20g 50.48g ± 24.28g 
N° tuberi / pianta 5.00 ± 0.89 5.60 ± 1.24 
Peso medio per singolo tubero 8.41g 9.01g 
N° tuberi/pianta Ø < 1cm 1.82 1.30 
N° tuberi/pianta Ø > 1cm 3,18 4,30 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Fig. 40        Fig. 41 
 



 

   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 42 

 
 
2.7 CONCLUSIONI 
 
Nel corso delle attività di questo progetto è stato ottenuto un estratto di foglie di olivo, con cui, 
insieme ad altri estratti di castagno e lentisco, è stato effettuato un trattamento su biochar, ottenuto 
anch'esso dagli scarti di potatura dell'olivo. Il biochar così trattato è stato poi testato prima in vitro, 
per fare una valutazione preliminare dell'efficacia antimicrobica di questo prodotto, poi in vivo su 
solanacee, per valutarne l'effetto protettivo contro un fungo patogeno scelto tra quelli testati e per 
valutare l'effetto biostimolante sullo sviluppo della pianta.  
I test in vitro, effettuati con substrati appena preparati o lasciati a riposo per 30 giorni hanno dato 
risultati promettenti solo contro Sclerotium rolfsii, dimostrando scarsa efficacia contro Fusarium 
oxysporum e Phytium ultimum (per i dettagli si veda relazione INSTM). I risultati nelle varie 
ripetizioni tuttavia sono stati molto variabili, probabilmente a causa della non standardizzazione del 
prodotto stesso. Anche se sottoposto a setacciatura, le percentuali di ogni classe granulometrica 
sono apparse molto variabili, facendo sì che la massa di biochar usato di prova in prova sia stato 
diverso. In futuro risulterà importante una fase di triturazione meccanica e setacciatura del biochar, 
in modo da ottenere un prodotto dalle caratteristiche fisiche uniformi. Visti i risultati promettenti 
contro Sclerotium rolfsii in vitro, è stato effettuato un test in vivo su pomodoro con l’inoculazione 
artificiale di questo fitopatogeno, ma nessun effetto rilevante è stato osservato. Probabilmente la 
quantità di estratto disponibile per unità di volume di terreno è risultata insufficiente a manifestare 
effetti visibili nella prova di campo. Ciò potrebbe in futuro potrebbe essere compensato con un 
aumento del biochar stesso o da un aumento della concentrazione degli estratti in fase di 
adsorbimento.  
 
I risultati più interessanti sono stati ottenuti nei test in vivo di biostimolazione, specialmente su 
pomodoro, dove è stato possibile osservare una migliore crescita delle piante cresciute su terriccio 
miscelato a biochar, con o senza estratti adsorbiti. Come precedentemente accennato, il biochar 
permette una maggiore areazione del terreno grazie alla sua porosità, e questo si manifesta con una 
maggiore vigoria dell'apparato radicale e di conseguenza della pianta intera. La maggior efficacia 
ottenuta in alcuni casi dal biochar adsorbito può essere conseguenza dell'effetto benefico degli 



 

   
 

estratti, fra i quali è ipotizzabile l'azione chelante su alcuni metalli e la leggera acidificazione del 
terreno, che rende maggiormente biodisponibili alcuni elementi nutritivi presenti nel terreno.  
Dalle sperimentazioni effettuate emerge come il biochar rappresenti sicuramente un prodotto 
interessante come ammendante, in grado anche di consentire la parziale sostituzione della torba, una 
risorsa non rinnovabile, nella composizione dei substrati di coltura orticola in contenitore. 
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Per lo svolgimento delle attività sono state effettuate le seguenti spese: 

  BUDGET TOTALE RENDICONTO 
FINALE 

SCOSTAMENTO 

Investimenti Immateriali 0,00 0,00 0,00 

Personale dipendente 0,00 0,00 0,00 

Personale non dipendente 16.500,00 17090,00 -590,00 

Missioni e trasferte 0,00 0,00 0,00 

Beni di consumo e noleggi 1.500,00 965,82 534,18 

        
TOTALE COSTI DIRETTI 18.000,00 18.055,82 -55,82 

 
 
 
 
 



 

   
 

Realizzazione test e prove 

 
VOCI DI COSTO BUDGET 

TOTALE 
RENDICONTO 
FINALE (€) 

SCOSTAMENTI 
(€) 

Investimenti Immateriali    
Personale dipendente    
Personale non dipendente 6.500,00 6.780,00 -280,00 
Missioni e trasferte    
Beni di consumo e noleggi 1.500,00 965,82 534,18 
TOTALE 8.000,00 7.745,82 254,18 

 
Progettazione per la realizzazione di prototipi, per la realizzazione di test e prove, per la 
messa a punto di nuovi prodotti, nuovi processi, nuovi servizi 
 
VOCI DI COSTO BUDGET 

TOTALE 
RENDICONTO 
FINALE (€) 

SCOSTAMENTI 
(€) 

Investimenti Immateriali    
Personale dipendente    
Personale non dipendente 10.000,00 10.310,00 -310,00 
Missioni e trasferte    
Beni di consumo e noleggi    
TOTALE 10.000,00 10.310,00 -310,00 
 
Come si evince dalle tabelle precedenti si è evidenziato uno scostamento rispetto al budget 
preventivato nella DUA di presentazione del progetto. In particolare, è stata effettuata una 
diminuzione dell’importo destinato all’acquisto di materiale di consumo in quanto test e prove 
hanno richiesto un maggior impiego di personale non dipendente rispetto a quello preventivato. 
 


