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La green chemistry ha individuato nei
biopolimeri o plastiche biodegradabili,
prodotti da fonti rinnovabili, la soluzione al
problema ambientale. Parlare di
biodegradabilita ha senso se si stabilisce
un tempo, il piu possibile ristretto, entro
cui un prodotto deve biodegradarsi.

plastiche derivate da fonti non
rinnovabili come il petrolio, porta
all’accumulo di circa 25 milioni di
tonnellate di rifiuti non biodegradabili
I’anno con gravi conseguenze per
I’ambiente.

SUNLIGHT
2

PLANT CR(V G \ 8
) HO+CO,

FERMENTATION 6
PROCESS PLASTIC

PRODUCTS

PHA POLYMERS



- Cosasonoibiopolimeri?

| biopolimeri sono polimeri preparati attraverso processi biologici,
che conferiscono al prodotto finale un’elevata biodegradabilita.
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O—C (CHo)p;

n numero di gruppo CH2
R catena laterale

y numero di unita
ripetente

* origine sintetica
- PLA

* origine naturale
- Polisaccaridi
- (PHA)

Polidrossibutirrato - P(3HB)

Polidrossivalerato > P(3HV)



poli(3-idrossi

| PHA sono sintetizzati da piu di 90 specie di batteri:

e Pseudomonas
* Ralstonia eutropha
e Escherichia coli

granuli di PHA
0,2-0,5 um

Proprieta di PHA

* Peso molecolare

* (ristallinita

e Temperatura di fusione

* Fragilita (resistenza all’urto)

* Lavorabilita



dal petrolio. Infatti essi stanno sostituendo il polipropilene in un’ampia gamma di
possibili applicazioni di largo consumo.

CAMPO MEDICO FOOD PACKAGING
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Costi del processo di fermentazione

Costi delle tecnologie di recupero e purificazione




Obiettivo del lavoro di tesi :

Analisi di un lavo
purificazione di PH

scientifico finalizzato al recupero e alla
attericimediante metodi chimici
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(per via fermentativa)

* Utilizzo di colture pure:

/

+ Richiedono ambienti sterili e substrati selezionati

+» Costi elevati

e Utilizzo di colture miste:

** Non richiedono ambienti sterili

o Elevata disponibilita

** Minor costo del substrato

(matrici organiche discarto) [~ © Elevata concentrazione di acidi grassi volatili (VFA)

o Zero costi di smaltimento




e —
(per via fermentativa)

L’utilizzo di colture miste comporta uno scarso consumo di substrato e una
bassa capacita di accumulo

Non tutte le famiglie di microrganismi sono predisposte all’accumulo
intracellulare di PHA

Mettere a punto un processo integrato anaerobico-aerobico che aumenti la
percentuale di microrganismi capaci di dar luogo a un significativo accumulo di PHA.
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ANAEROBICO AEROBICO
A A
@ ACIDOGENESI @ FEAST E FAMINE ACCUMULO
Favorire I'acidogenesi Processo aerobico a Reattore batch
alla metanogenesi per fanghi attivi in un alimentato daun
ottenere un effluente reattore discontinuo effluente ricco in VFAin
ricco di acidi grassi volatili sequenziale (SBR) discontinuo per ottenere
(VFA) da utilizzare come mediante cicli di feast alte quantita di PHA
materiale di partenza per (eccesso disubstrato) e intracellulare.
la produzione di PHA famine (carenza di
substrato)
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Crude cells, containing PHA

Pretreatment

{ Extraction )

—< Solvent >—
4< Digestion >—
—@echanical disruptior>~
—< Supercritical CO, >— l |

Purification

Hydrogen peroxide

Ozone treatment

~<Using cells fragility >—

High purity recovered PHA

Il processo di recupero
dalle cellule batteriche &
articolato in 3 fasi:

1. Pretrattamento della
massa cellulare

1. Estrazione del polimero
dalla massa cellulare

2. Purificazione del
polimero ottenuto
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PHA granule

Vag
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* Eventuale disponibilita dei prodotti 7
chimici e s st

* Valore ottimale del peso molecolare NGl ok clHd amirane

Per recuperare i granuli di PHA, € necessario rompere la cellula
batterica e rimuovere lo strato di proteine che ricopre i granuli di PHA



Il solvente modifica la permeabilita della membrana cellulare e solubilizza i
PHA separandoli dalla massa cellulare.

’estrazione con solvente permette quindi di separare sostanze con diversa

solubilita.

Cellule e PHA Cellule
Filtrazione e >Solvente
centrifugazione
»
Evaporazione o
> precipitazione
Solvente Solvente + PHA

> PHA



Table 1. Various PHA recovery methods that have been reported

Extraction method

" Comments

Strain

Rﬁm\

Reference

Solvent exiraction Q

Chlorolorm

Bacillus cerens SPV
Cupriavidus necator

Purity: 95%: Yield: 96¢

Purity: 92%; Yield: 31%

DSKT 545

Valyppil ef af. |31]
forese ef al [25]

1,2-Propylene carbonate
Acetone-water process

C. necator DSM 545

Yield: 80-85%

Purity: 84%; Yield:95%

Fiorese ef al. |23]
Narasimhan ef a/. [65]

Methyl fert-butyl ether Pseudomonas putida Yield: 15-17.5 wt% Wampller ef al. [26]
KT2440

Methvlene chlonde (. necator Purity: 98% Zinn ef al, [60]

Non halogenated solvents- . necator Mantelatto and Durao

1soamy propionate, propyl [67]

butyrate, 1soamyl valerat cte.

Acetone, room temperature B putida GPol Yield: 94% Elbahloul and Stein-

biichel [64]

Il cloruro di metilene (Methylene chloride) non consente un elevato recupero ma
permette di ottenere un PHA con un alto valore di purezza (98%)




" Estrazione con solvente

VANTAGGI SVANTAGGI
* Rimozione di endotossine * Inquinanti .
* Elevata purezza * Consumo di grandi volumi di solventi

tossici e volatili

* Degradazione del polimero

trascurabile * Costi elevati

* Elevato peso * Difficolta di estrazione di PHA da una
molecolare soluzione contenente pit del 5% (w/v)
PHB
SOLVENTI ALTERNATIVI
|
1,2 - propilene etilacetato

carbonato



A

- BASSA TOSSICITA

Evaporazione
nell'ambiente a

1,2 propilene-

Alto punto di
ebollizione

(240°0Q)

Minore rischio di
inalazione in caso di
incidenti

temperature piu basse
impedita

Table 1. Various PHA recovery methods that have been reported

Extraction method Comments Strain | Results Reference
Solvent extraction Chloroform Bacillus cereus SPV Purity: 92%: Yield: 31% | Valappil ef af. |31]
Chloroform Cupriavidus necator Purity: 95%: Yield: 96% | Fiorese ef al |25]
DSM 545
< T2 22 ropylene carbonate C. necator DSM 545 |Puril.:-,r: 84%: Yield:95% |Forese ef al,

Acetone-water process

Yieldr 2370

Narasimhan ef al. [65]

Methyl fert-butyl ether Pseudomonas putida Yield: 15-17.5 wt% Wampller ef al. [26]
KT2440

Methylene chloride C. necator Purity: 98% Zinn ef al. [60]

Non halogenated solvents- C. necator Mantelatto and Durao

1soamy propionate, propyl [67]

butyrate, 1soamyl valerat cte.

Acetlone, room lemperature B putida GPol Yield: 94% Elbahloul and Stemn-

biichel [64]




mmm) ctilacetato

Recovered PHB (Average) (g/1) ﬁ’mit}' {"F\

/ N\
ﬁield {%j\

Experiment No. Temperature (°C) Time {min}
1 21 30 1.65 85+2 78+4
2 25 0 1.7 97 23 B2+3
3 25 bl 1.84 Bo=3 B7+3
4 35 0 1.79 98+ 2 84+3
5 35 30 1.73 98 x1 B2x2
6 35 30 1.74 98+ 1 8241
7 35 30 1.74 99 +1 B2+3
B 35 30 0.8 98 =1 3B+l
9 35 30 1.77 97+ 12 B2+1
10 35 72 1.48 99 +1 0=x2
11 45 0 0.7 991 283
12 45 B0 0.6 99+ 1 47 +1
13 49 30 0.1 99+1 332
Standard 2.2 99 + 1 61

| ’estrazione con cloroformio (experiment standard) é stata
utilizzata come metodo di riferimento per il confronto dei

risultati




‘ etilacetato

Table 1. Properties of solvents that can be used for PHB recovery process.

N

Solvent Density (gfen) ~ Bolling pint () Viscosity(?)  Watersolubilty(g/100m) /*  Safety "\

Water 1 100 1 - Safe

Ethyl acetate 0.89 7 (.42 83 Low toxicity

Butyl acetate 088 126 0.68 68 Medium toxicity

Ethanol 078 78 0.001 Infinite Low toxicity

Chloroform 148 61 0.54 08 Toxic

Methanol 079 4 0.5 Infinite Low toxicity

Propanol 0.80 9% 19 Infinite w toxicity
S

cloroformio

etilacetato

10

400

12

Boﬂmg

point, C

61

77

TLV-TWA = Concentrazione limite
alla quale i lavoratori possono
essere esposti senza effetti sulla
salute

LFL = [imite di infiammabilita
inferiore

UFL = limite di infiammabilita

superiore

Flash-point = punto di
inflammabilita




* Estrazione tramite digestione

La digestione permette I’estrazione dei granuli di PHA attraverso la digestione

o disgregazione della membrana cellulare

DIGESTIONE CHIMICA

* (Con tensioattivo

* Ipoclorito di sodio
» Con tensioattivo e ipoclorito di sodio
* Conipoclorito di sodio e cloroformio

* Protoniin soluzione acquosa

DIGESTIONE ENZIMATICA -

COSTI ELEVATI




Con tensioattivo

4

SDS (Dodecil solfato di
sodio anionico)

Digestion method
Digestion by surfactants

Digestion by hypochlorite

Dispersion of sodmm hypochlarite in
chloroform

Surfactant-hypochlorite treatment
Chelate-surfactant

Siincorpora nella membrana cellulare

provocandone la rottura = + tensioattivo +rottura

Solubilizza PHA e non-PHA

mitoyl carniting
High cell density digestion by SDS

Sodium

A laws A, eutrophus
Ralstonia eutropha

Release rate >85%; release rate >7I
Puirty =85%; recovery >90%

Sodium hypochlorite
Sodium bypochlor ite

Sodium hypochlorite and ant oxidant

Sodium hypochloritz and chloroform
Sodium hypoachlorite and chlaroform
with Al- and Fe-based coagulants
SDS-hypochlorite

Surfactant-EDTA disodum salt
Recycled-wastewaler process
Chelate-hydrogen peroxide

Selective dissolution by profons

" R eunopha Recombman 1 . col.

Cupriavidus taiwanensi sl 84
FPreudomonas puridia KT2442

K. eutropha
K. eutropha

Azowbacter chroococcum G-3
R. eurropha
K. eurropha
K. eutropha

R. eutropha

Purity: 86%; purity: 93%
Purity: 99%; recovery: 94%
Purity: 99%; recovery: T8%

Purity: =97%; recovery: 91%
Purity 90-94%; recovery 98-99%

Purity: 98%; recovery: 86.6%.
Purity: 98.7%; recovery: 93.3%
Purity: 96%; recovery: 90%
Purity: 99.5%

Purity: =96.4%; recovery: »94.8%

Lee etal. [28]
Kimet al. [29]

Berger etal. [30]
Hahnet al. [31]
Lu [34]

Rohetal [35]

Hahn et al. [31]
Ryuetal. [37]

Dong and Sun [38]
Chen et al. [27]
Chen etal, [39]
Liddell [40]
Yuand Chen [41]



\
Con tensioattivo (SDS)

VANTAGGI SVANTAGGI
* Scinde le cellule senza degradare * Purezza<97%
il polimero

* Dispendioso trattamento

* Recupero di PHA da alte densita acque reflue

cellulari (50-300 g di elemento
secco/ L)

* Necessaria piccola dose di SDS



Digestion method
Digestion by surfactants

Con ipoclorito di sodio (NaClO)

l' Digestione selettiva dei materiali non-PHA

Palmitoyl carnitine
High cell density digestion by SDS

A, lartus A. ewtrophus
Ral stonla entropha

Release rate >85%; release rate »>70%
Puirty =95%: recovery >90%

“Digestion by hypochlorite

Sodium hypo chlorie
Sodium hypochlorite
Sodium hypo chlorite

Sodium hypochlorite and anti oxidant

R. ewtropha Recombinan 1 E. coli.

Cuprigvidus raiwanensisi 84
Preudomonas puridia KT2442

Purity: 86%:; purity: 93 %
Purity: 99%:; recovery: 4%
Purity: 99%:; recovery: T8%

Dispersion of sodum hypochlorite in
chloroform

Surfactant-hypochlorite treatment

Chelate-surfactant

VANTAGGI

* Elevata purezza

Sodium hypochlorite and chloroform
Sodium hypochlorite and chloroform
with Al- and Fe-hased coagulants
SDS-hypochlorite

Surfactant-EDTA disodium salt
Recycled-wastewater process
Chelare-hydrogen peroxide

Selective dissolution by proton s

R eutropha
K. eurropha

Azoibacier chroococcum (-3
R. eurropha
R eutropha
R eutropha

R. ewtropha

Purity: =97%; recovery: 91%
Purity 90-94%, recovery 98-99%

Purity: 98%; recovery: 86.6%.
Purity: 98.7%:; recovery: 93.3%
Purity: 96% ; recovery: S0%
Purity: 99.5%

Purity: =96.4%; recovery: =94.8%

SVANTAGGI
Degrado PHA -> riduzione peso

Lee etal. [28]
Kimet al. [29]

Bergeretal. [30]
Hahn et al. [31]
Lu [34]

Roh et al. [35]

Hahn et al. [31]
Ryuetal [37]

Dong and Sun [38]
Chen et al. [27]
Chen etal. [39]
Liddell [40]
Yuand Chen [41]

molecolare

SOLUZIONE => pretrattamento termico e digestione con 4 ml di NaClO a 50°C

— antiossidante (NaHSO;)



T e
Con tensioattivo (SDS) e ipoclorito di sodio (NaClO)

Trattamento di 30 g/ L di biomassa con 10 g /L di SDS a 55 °C per 15 min e
esponendolo al 30% di NaClO per 3 minuti a 30 °C

Digestion method

Digestion by surfactants

Digestion by hypochlorite

Dispersion of sodum hypochlorite in

chloroform

Palmitoyl carnitine
High cell density digestion by SDS
Sodium hypochlorie

Sodium hypochlorite
Sodium hypochlor e

Sodium hypochlorite and ant oxidant

Sodium hypochlorite and chloroform
Sodium hypochlorie and chloroform

with Al and Fe-hased coa gulais

l Surfactant-hypochlorite treatment

A, latus A. ewtrophus
Ral stonla entropha

R. ewtropha Recombinan 1 E. coli.
Cuprigvidus faiwanensisi 84
Preudomonas puridia KT2442

R. eutropha
K. eurropha

Release rate »B5%; release rate >70%
Puirty =95%; recovery >90%

Purity: 86%:; purity: 93 %
Purity: 99%:; recovery: %4%
Purity: 99%:; recovery: T8%

Purity: =97%:; recovery: 91%
Purity 90-54%, recovery 9899 %

SDS-hypochlorite

Chelate-surfactant

VANTAGGI

Azoobacter chroococcum G-3

Purity: 98%; recovery: 86.6%.

SUrtaciant- EOTA disoqiim sal
Recycled-wastewater process
Chelare-hydrogen peroxide
Seleciive dissolution by proton s

* Alta qualita di PHA

* Recupero semplice e veloce

* Bassi costirispetto all’estrazione

con solvente

T eutropha
R eutropha
R eutropha

R. ewtropha

Vo OE, T, Tecovery: 93,
Purity: 96% ; recovery: S0%
Purity: 99.5%

Purity: =96.4%; recovery: >94.8%

SVANTAGCGI

Lee etal. [28]
Kimet al, [29]

Bergeretal. [30]
Hahn et al. [31]
Lu [34]

Rohet al, [35]

Hahn et al, [31]
Ryu et al. [37]

Dong and Sun [38]
Chen et al. [27]
Chen etal. [39]
Liddell [40]

Yu and Chen [41]

Costi del doppio reagente

Trattamento acque reflue per
rimuovere i reagenti



Con fluidi supercrit

ICI

Caratterizzati da alta densita e bassa
viscosita a temperatura maggiore di mmmm—) Ottimo solvente per I'estrazione
quella critica

R. eutropha Rm@ Hejazi etal, [54]

Recovery using cell fragility

Alkaline treatment Azwtobacter vinelandii UWD Recovery: 94% Page and Cornish [61]

Alkaline treatment Recombinant E. coli Fidler and Dennis [62]

Alkaline treatment Recombinant E. coli Purity: 98.5% Choi and Lee [63]

Alkaline treatment Recombinant E. coli Purity: 99%; recovery: 96% Lu [34]
Air classification E. coli Purity ~97%; recovery ~90% Noda [64]
Dissolved-air flotation Pseudomonas putida Purity: 86% Van Hee etal. [65]
Spontaneous liberation E. coli Jung et al [67]

E. coli Resch etal. [68]
—

—> Bassa tossicita

—> Bassa reattivita

Non infiammabile

co,

Vv

> Basso costo

L5 Larga disponibilita

Condizioni ottimali del processo:
* Esposizione = 100 min.
* Pressione = 200 atm

« Temperatura 2 40°C




Con idrossido di sodio (NaOH)

ESPERIENZA IN LABORATORIO

o) Trattamento di biomassa ottenuta con acetato, contenente il
1 STEP 50% di P(3HB) con 0,2 M e 0,5 M di idrossido di sodio NaOH a
30°Cpert1h




2° STEP

Separazione tramite centrifugazione
del materiale P(3HB) dal materiale
cellulare per 10 minuti a 10.000 rpm

3° STEP

Dopo diversi lavaggi del polimero con acqua
bidistillata si procede all’essiccamento in stufa a

60°C per una notte
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Valutazione del recupero

Cellula Polimero )
~_ /' / /  Estrazione e recupero
; 4 (con cloroformio)
I Polimero
=

Transesterificazione diretta . ' *
(con propanolo in ambiente #sampioni 4l
acido) ugual peso
Transesterificazione
Risultati GC
& .0 \ u 0
| r Area i
HO — C-C-C HO ~C -C-~C
CH, Ok EhED, A cH, OCH,CH,CH,
> %
(3idrossibutirrato di propile) (3idrossibutirrato di propile)
>
Tempo di

ritenzione



>

CONCLUSIONI

Il trattamento con solventi é risultato essere il migliore per i valori
di purezza e reeupero ottenuti. Ci sono pero dei problemi legati alla
loro tossicita, per 'ambiente e per i lavoratori, i quali comportano
costi aggiuntivi per la pregettazio i sistemi di sicurezza

Il trattamento con fluidi supéercritici costituisce una soluzione valida
al problema della tossicita ri§contrato con i clorurati (cloroformio in
primis). Tali metodi alternati¥ti perdo non sembrano garantire
I’ottenimento di un polimerd@iche abbia le stesse caratteristiche.

Utilizzo di metodi che permettano di ottenere un polimero con
ottime caratteristiche utilizza

o processi ‘“‘green” ed economici






