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Introduzione

1 INTRODUZIONE

1.1 Ricerca e innovazione per un futuro low-carbon

La recente crisi economica, le incertezze legateca@sti e all’approvvigionamento
dell'energia, il crescente livello delle emissioaiil rischio di cambiamenti climatici,
mettono seriamente in discussione la sostenibilid’attuale sistema economico -
produttivo mondiale.

Gli interventi prioritari da assumere, a livelloobhle, per affrontare tali problematiche,
riguardano in primo luogo la diffusione di tecndkge di comportamenti per un uso
razionale dell’energia. Ma se gli interventi sufie@enza, in particolare negli usi finali
dell’energia, costituiscono una condizione necesgaer affrontare le sfide dell’energia e
del clima, una prospettiva di lungo termine non msSere affrontata se non accelerando
I'impegno nella ricerca e nello sviluppo di tecrgiky che consenta da una parte un ricorso
pulito alle fonti fossili, e dall’altra il pieno ilizzo delle fonti rinnovabili. La definizione di
una strategia di lungo periodo nel settore delfgi@e e in particolare in quello delle
rinnovabili, € condizione necessaria per ridurredenerose barriere che ne ostacolano lo
sviluppo. In questo senso, le politiche che veroaradottate dovranno realizzare il
necessario equilibrio tra strumenti che consentamreazione di un’adeguata domanda di
tecnologie per le rinnovabili - con particolare eattione al livello di efficacia dei
meccanismi di incentivazione - e strumenti in grddstimolare I'innovazione e lo sviluppo
tecnologico. Sul perseguimento di questi obiefiesera I'entita degli investimenti, pubblici
e privati, che verranno destinati allo sviluppallénalustrializzazione di sistemi tecnologici
innovativi ma, soprattutto, la capacita di focadim su opzioni tecnologiche prioritarie
guesti investimenti, in una logica di cooperazidne strutture della ricerca e sistema
industriale. In quest’ottica, I'obiettivo comunitarassegnato all’ltalia per il 2020, che
prevede una copertura del 17% di consumi finali @rergia da fonti rinnovabili,
rappresenta uno stimolo allo sviluppo e alla diffne di nuove tecnologie che, rispondendo
ad importanti ed urgenti questioni che si pongoggi sul piano energetico ed ambientale,
possono essere in grado di promuovere la cresciteomicamente sostenibile, del paese.
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1.2 Commercio internazionale e sviluppo competitiveelle tecnologie delle fonti

energetiche rinnovabili

L’attenzione crescente con cui i governi delle maggconomie stanno guardando all’'uso
di fonti di energia rinnovabile per la sicurezzeemyetica e la salvaguardia ambientale,
prefigura un importante passaggio dello svilupponemico nel segno di un rinnovato
dinamismo tecnologico. La diffusione delle tecnadoger la produzione di energia da fonti
rinnovabili incide infatti in maniera sostanzialella capacita dei Paesi industrializzati di
soddisfare i canoni della sostenibilita energetidaambientale, ma non meno rilevanti sono i
suoi riflessi sul versante della sostenibilita emoica e sociale, data lI'importanza delle
trasformazioni produttive indotte e I'emergere @sse di nuovi equilibri tra la domanda e
I'offerta delle risorse economiche nazionali. Norénque un caso che la riflessione sui
possibili sviluppi di tali tecnologie si sia gradatente estesa da valutazioni sul costo e
sull’efficacia delle singole misure, ad una sempn& circostanziata considerazione della
dimensione strutturale del cambiamento in attoquiesto senso la “scommessa” di quei
Paesi che per primi hanno promosso I'uso delleggaeinnovabili si € ben presto tradotta in
azioni mirate ad incentivare autonomi percorsi ozl di sviluppo tecnologico. La forza
sempre maggiore con cui si sono andate imponendodstioni della sicurezza energetica e
dei cambiamenti climatici hanno del resto dato oagi di queste vedute, ed € cosi che,
entrando nel vivo delle adesioni al Protocollo goko, non é possibile ignorare la posizione
dell’'Unione Europea sempre piu protesa a “ratii¢ale linee di politiche gia di fatto
avviate. E questo il senso del SET - plan, comidlg alla fine del 2007 sono state delineate
le azioni per la promozione delle clean energynetigies all'interno degli Stati membri, e
a seguire, appena un anno dopo, del varo del “l#ociClima” che assegna alle fonti

energetiche rinnovabili un ruolo preminente nedigia al cambiamento climatico.

1.3 Il pacchetto clima — energia

La Commissione europea ha proposto il 10 gennadd 20 pacchetto completo di misure
per istituire una nuova politica energetica perut@pa, finalizzata a combattere i
cambiamenti climatici e a rafforzare la sicurezpnargetica e la competitivita dell’Unione

Europea. Il pacchetto di proposte definisce ung skrobiettivi ambiziosi con riferimento
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alle emissioni di gas serra e all’'energia rinnoleabipunta a creare un vero mercato interno
dell'energia rendendo sempre piu efficace la normaatNel’ambito di tale pacchetto, la
Commissione ha presentato la comunicazione “Limitdr surriscaldamento dovuto ai
cambiamenti climatici a +2 gradi Celsius - La vapercorrere fino al 2020 e oltre”.

La comunicazione e la scheda d’impatto che l'acagna indicano come [I'obiettivo
descritto nel titolo sia realizzabile sotto il ptoftecnico ed economicamente sostenibile, e
suggeriscono che I'Unione europea adotti i provwediti necessari al proprio interno e
assuma una posizione leader in ambito internazopat garantire che l'innalzamento della
temperatura media a livello mondiale non supeoldle 2°C i livelli dell’era preindustriale.
Visto che la produzione e lI'impiego di energia sém@rincipali fonti delle emissioni di gas
a effetto serra, per realizzare questo obiettiv@ahsiglio ha sottolineato la necessita di un

approccio integrato alle politiche climatica ed reyetica’

Il 23 gennaio 2008 la Commissione europea ha adatita Pacchetto di proposte che dara
attuazione agli impegni assunti dal Consiglio eemn materia di lotta ai cambiamenti
climatici e promozione delle energie rinnovabilie Lmisure previste accresceranno
significativamente il ricorso alle fonti energetchinnovabili in tutti i paesi ed imporranno
ai governi obiettivi giuridicamente vincolanti. Gra a una profonda riforma del sistema di
scambio delle quote di emissione, che imporra to tmassimo alle emissioni a livello
comunitario, tutti i principali responsabili dellemissioni di CQ saranno incoraggiati a

sviluppare tecnologie produttive pulite.

Il pacchetto legislativo e entrato in vigore nalgio 2009 e sara valido dal gennaio 2013
fino al 2020.

La direttiva prevede, a livello europeo:

1. lariduzione delle emissioni di gas serra del 20%;
2. linnalzamento al 20% della quota di energia prtaloda fonti di origine
rinnovabile;

3. il raggiungimento del tetto del 20% di risparmiteegetico.



Introduzione

Il pacchetto comprende anche provvedimenti suitiialie emissioni delle automobili e sul
sistema di scambio di quote di emissione (Emissioading Scheme).

L’obbiettivo € ovviamente quello di contrastare antbiamenti climatici e promuovere
I'utilizzo delle fonti energetiche rinnovabili trata obiettivi vincolanti per i Paesi membri.

La prima esigenza per I'UE era sicuramente quell@odare una modalita per impegnarsi
nel periodo “post-Kyoto”, senza attendere improbadcordi globali: I'impegno europeo
voleva essere nelle intenzioni, esempio e trainasta della COP (Conference of the Parties
to the United Nations Framework Convention on Cten&hange) di Copenhagen del
dicembre 2009, dove si presupponeva di riuscigggiungere un accordo per il contrasto al
cambiamento climatico anche sulla scia dell’'espeaesuropea. Come si sa un accordo non
e stato raggiunto ma I'UE ha voluto ugualmente prowvere il proprio impegno unilaterale,
rilanciandolo oltre il -20% di emissioni entro 020 e portandolo al -30% per il 2030 e a -
50% nel 2050, rispetto al 1990.

Quindi, anche se non accompagnato da un impegrmalgloil pacchetto clima - energia
rimane un buon insieme di provvedimenti per comdrasil cambiamento climatico ed

aumentare I'efficienza energetita.
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1.4 Smart Grid

Gli obbiettivi europei del pacchetto clima - enargiono stati la forza trainante di un
innovativo concetto di efficienza energetica, legata necessita del sistema di distribuzione
dell’energia di adattarsi al’ampliamento della gezrione distribuita da fonti rinnovabili e
la diffusione di nuovi impianti, grandi e piccoli.

Con lampliarsi della generazione distribuita dantforinnovabili, anche in ambito
domestico, si fa spazio una rete di produzione wadiyia che si deve integrare a quella
tradizionale, di conseguenza per il distributore isara piu sufficiente avere un controllo
sulla produzione nazionale, ma sara necessariotonare, gestire e integrare anche a livello
locale la distribuzione di energia prodotta in lbassn media tensione e proveniente da fonti
rinnovabili.

La rete elettrica non sara piu solo un canale amtettere e distribuire energia elettrica
dalle grandi centrali ai clienti finali, ma diveniana “Smart Grid”, ovvero una rete
intelligente in grado di accogliere flussi di enarfidirezionali, di fare interagire produttori
e consumatori, di determinare in anticipo le risteedi consumo e di adattare con flessibilita
la produzione e il consumo di energia elettricaaete in grado di comunicare scambiando
informazioni sui flussi di energia, gestendo corgliare efficienza i picchi di richiesta,

evitando interruzioni di elettricita e riducend@drico dove € necessario.

Formalmente per Smart Grid si intende una retetrigiet in grado di integrare
intelligentemente le azioni di tutti gli utenti aoessi: produttori, consumatori, 0 prosumers
(producers and consumers) al fine di distribuirergia in modo efficiente, sostenibile,
economicamente vantaggioso e sicuro.

La Smart Grid utilizzera prodotti e servizi innavatassieme a tecnologie evolute di

monitoraggio, controllo e comunicazione, al fine di

. integrare la generazione distribuita da fonthawabili;

. fornire ai clienti gli strumenti per ottimizzargropri consumi e migliorare il
funzionamento del sistema globale (domanda attiva);

. diffondere un’infrastruttura di ricarica per laohilita elettrica;

. ridurre significativamente I'impatto ambientale;
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. aumentare il grado di affidabilita e sicurezzhgigtema elettrico.

In Figura 1 si riporta una schematizzazione detetin di Smart Grid applicata ad una vasta

area territoriale.

e e

Figura 1: SmartGrid: il funzionamento dell'intero sistemeeyede la coesistenza di generatori centralizzati e
distribuiti. | generatori distribuiti possono essaggregati per formare microgrid o centrali el "virtuali”

per facilitarne I'integrazione sia nel sistemadische nel mercato.

Cosa saranno esattamente le SmartGrids € ancdiailaifiirlo, tuttavia ci si aspetta
un’evoluzione sia sul piano della generazione é&ribdizzione dell’energia elettrica, sia sul
piano del controllo dei sistemi: questi dovrannagiee agli eventi esterni e perseguire
obbiettivi di efficienza in modo autonomo ed in fnreale.

La rete elettrica di oggi e stata progettata coma tete sostanzialmente passiva che
trasporta I'energia secondo una sola direzionepatzhe grandicentrali di generazione a

tanti piccolipunti di consumo presso gli utenti finali.
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La nuova rete dovra fare grande uso di fonti riraimlv e di sistemi di microgenerazione,
assicurando cosi un’efficace dispersione sul terotdi piccoli punti di produzione e
consumo, che, accoppiati ad una rete intelliggreemetteranno di soddisfare il fabbisogno
energetico. La microgenerazione permette di migted’efficienza di un sistema elettrico
avvicinando in termini spaziali la produzione ecdnsumo di energia, riducendo cosi le
perdite intrinseche del sistema di distribuzione.

Tuttavia la generazione distribuita si riesce aggjiintegrare finché si tratta di quantitativi
modesti, ma una diffusione massiva comporterebbdegmnado importante dell’efficienza e
della qualita dell'energia distribuita. La rete tbiea nazionale dovra quindi essere
riprogettata per promuovere I'uso diffuso di miceograzione e dovra quindi essere in grado
di gestire flussi energetici bidirezionali.

L’'uso di fonti rinnovabili pone anche un problemal piano del controllo in quanto: i
sistemi di microgenerazione sono privati, in gragdantita e diversita di tipologie, e cio
rende difficile un controllo centralizzato da padel gestore della rete di distribuzione di
energia; la capacita di generazione e molto vdealipende dalle condizioni atmosferiche
locali, ed é difficile da prevedere.

Sul piano del controllo, inoltre, la rete elettridavra assomigliare molto ad una Internet of
Energy, dove ogni dispositivo elettrico e ogniesisa di microgenerazione sara connesso in
rete e in grado di comunicare e ricevere dati girean tempo reale ad eventi e stimoli che
arrivino da altri dispositivi o dalla rete elet@istessa: una rete energetica disseminata di
sensori, attuatori, nodi di comunicazione, sistdnziontrollo e monitoraggio.

Ogni casa, ogni utente, dovra poter potenzialmelitentare unprosumerdi energia
elettrica, che compra, ma anche vende energian imercato aperto ai grandi distributori
cosi come ai piccoli utenti. Il prezzo dell’energa per chi la consuma sia per chi la vende,
variera nel tempo e diventera la principale val@aln grado di bilanciare la domanda
all'offerta di energia elettrica. E presumibile clogni utente di questo mercato sara
rappresentato da un agente software, che agiraothalite autonoma e proattiva verso la
massimizzazione di obiettivi di profitto di ogningolo utente. E una vera e propria
rivoluzione rispetto al sistema di bilanciamentinalie basato su un controllo centralizzato e
con reazioni molto spesso affidate all'intervensti’dperatore umano. Piuttosto diffusi sono
scenari di riferimento di priceéo device dove il costo dell’energia varia dinameste nel

10
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tempo: i contatori lo comunicano agli elettrodonw@sthe si coordinano per reagire ed
adattare di conseguenza il profilo di consumo, agngio ritardando il ciclo di
riscaldamento dell’acqua della lavatrice ad un maimén cui I'energia costi meno (Figura
2).

Cemtro di
Eiaborazione

o

—
-'.“-' |

Sisterni di
Trasmisione
v Dati

Cerntro di  »
Elaborazione .
Cratis

Figura 2: tecnologia sviluppata da Enel nella progettazideke case da inserire nella Smart Grid.

La gestione intelligente dell’'energia prevede perto sviluppo di un’infrastruttura di
comunicazione che dia la possibilita a tutti gtodtdi disporre di un flusso di informazioni
completo che permetta a tutti gli utenti di papece attivamente al mercato dell’energia. Su
guesto principio si basa la costruzione di “abdatrintelligenti”, che impiegano avanzate
soluzioni tecnologiche per un uso piu razionalel'eletrgia in casa, con lo scopo di
migliorare il comfort abitativo garantendo rispaon@nergetico, tutela e salvaguardia delle

risorse naturalf.

11
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L’innovazione portata dalla SmartGrid ha colpitoltnd’opinione pubblica, tanto che nel
dicembre 2004 la comunita scientifica e diversigatty industriali, durante la prima
International Conference on the Integration of Reatde Energy Sources and Distributed
Energy Resources hanno suggerito la creazioneadEunopean Technology Platform per la
Smart Grid del futuro (ETP SG).

L’ETP SG ha iniziato la sua attivita nel 2005, ko era formulare e promuovere una
visione per lo sviluppo delle reti elettriche eusepche guardano verso il 2020 e oltre.
Nell'aprile 2006 I'ETP SG ha presentato in un dcaotm un piano per lo sviluppo delle
Smart Grids. Il piano, sia per reti di trasmissiahe di distribuzione, € guidato dagli effetti
combinati della liberalizzazione del mercato e dambiamento nelle tecnologie di
generazione, muovendosi verso il raggiungimentoli dalgiettivi ambientali e il futuro
utilizzo di energia elettrica.

L'ETP SG ha pubblicato nel 2007 la Strategic Rete&genda (SRA), che descrive le
principali aree da indagare, nel breve-medio periomdEuropa. Da allora, i punti contenuti
in questa agenda hanno ispirato numerosi prograinnderca e sviluppo all'interno dellUE
e delle istituzioni nazionali.

Alla fine del 2008 ¢é stato pubblicato lo StrateQieployment Document, un documento che
descrive le priorita e la tempistica per la diftus dell'innovazione nelle reti elettriche e dei
benefici che tale innovazione consegnera a tstiggetti interessati.

Nel 2012, la SRA é stata aggiornata inserendohaéttvi da raggiungere al 2035. Il nuovo
SRA 2035 servira come chiave per l'attuale prograni, con l'obiettivo di incentivare e
progredire le Smart Grids come sistema europeestiane dell'energia.

Identificando le Smart Grid come un processo ewalutlella rete, sono stati identificati
nove distinti scenari di maturazione progressivi.sGenari sono livelli di progresso della
rete, da quello “non smart”, o Smart Grid Zero ($G0quello piu evoluto di Smart Grid
Otto (SG8), come illustrato in Figura 3.

12
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Figura 3: modello informativo degli scenari di evoluzionelld Smart Grid. In evidenza la situazione italiana

L’'ltalia, insieme a Francia, Regno Unito e Germaiiaa i “leading investor” nei progetti
dimostrativi, mentre la Danimarca risulta piu atinella Ricerca e Sviluppo. Ma in molti
Paesi partono iniziative contro I'installazione dentatori smarf.

L’ltalia, data la sua situazione di privilegio pguanto riguarda la presenza di contatori
intelligenti ed altre infrastrutture necessarien® sviluppo della Smart Grid, si colloca gia
con una evoluzione di SG1 completata.

Gli investimenti in questo nuovo settore nel nofBese saranno compresi trai 5,2 e i 7,6
miliardi di dollari per il prossimo passo tecnolocgiche si dovra compiere (SG2), per
crescere poi in modo continuativo. Per raggiunge’amplementazione pressoché completa
delle Smart Grid si coprira un mercato cumulatikeit68 e 106 miliardi di dollari (SG8),
inclusi gli investimenti gia effettuati. L'incertea dei valori aumenta ovviamente con lo
sviluppo degli scenari a causa della sempre maggnwertezza tecnologica delle soluzione
tecniche che andranno via via affermandosi. Il @idcinvestimenti lo si prevede in SG7 ed

13
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e dovuto alla preponderante implementazione ditreimestici intelligenti (smart
appliances) sulla rete domestica fino al full bimitdautomatior.

Di conseguenza, da un punto di vista infrastrulktueadi prodotto, le Smart Grid non sono
un “one single product”, bensi consistono in unraggto organico di tecnologie che
sostengono I'evoluzione della rete elettrica e simi utilizzi. Da qui la necessita da parte
degli operatori nel settore di una integrazionévellb industriale, di filiera e di ricerca (le

cosiddette“cross industry opportunities”). Le inggeadevono cogliere 'occasione di entrare
in tempo in questo mercato in crescita, attravdesaviluppo di prodotti in linea con

I'evoluzione del settore, partnership con altre iege o acquisizioni finalizzate all’'aumento
della propria esperienza nel settore. Nei prosaimi gli investimenti aumenteranno lungo
tutti i settori correlati allo sviluppo delle Smastid: I'industria italiana puo cogliere questa

opportunitd, valorizzando al meglio le proprie dleree e competenZe.

Il problema del bilanciamento fra domanda ed odfedtt energia (il cosiddetto demand
response) e uno dei punti chiave di quello che grogetto delle SmartGrid: la potenza
richiesta dagli utenti della rete nell’arco di uiorgo € variabile: sara massima nelle ore
centrali della giornata, periodo durante il qualggiungera un picco e minima nelle ore

notturne (Figura 4).

Figura 4: profilo di carico giornaliero tipico per i consudi elettricita.

14
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Tuttavia, un’efficace previsione di quelli che mitbero essere gli effettivi consumi di una
determinata zona del pianeta & assolutamente iiljgessl dover garantire elettricita nel
periodo di picco richiede di progettare e costraeatrali elettriche che verranno utilizzate
solo in quei periodi della giornata (peaker planiglucendo contemporaneamente i consumi
di picco, a causa dell'impossibilita di immagazzengrandi quantitativi di energia elettrica.
Questo scenario non permette percio una reale endgnza energetica dai combustibili
tradizionali, e prevede la costruzione di centrhi utilizzano tecnologie antiquate, difficili
da inserire sul territorio, e che causano un degdaila qualita dell’aria e 'emissione di gas
serra.

Inoltre le peaker plants rappresenterebbero ur@msitinuo, anche se dovessero lavorare in
maniera discontinu.

Per cercare di risolvere questo problema sono stasse in atto molte iniziative
internazionali mirate ad abilitare sistemi di inteazione alla riduzione dei picchi di
consumo tramite schemi di tariffazione dinamicatmatdria, che ricalcano I'andamento del
mercato dell’energia con I'obiettivo di spostakmnsumi dalla zona di picco della curva alle
zone di valle.

In funzione di parametri come l'intensita della ieemione solare o la nuvolosita, i sistemi
responsabili della produzione di energia come inpdnfotovoltaici, immetteranno in rete
una quantita variabile di energia, e secondo lgdetdglla domanda e dellofferta, il prezzo
dell’energia variera di conseguenza, quest'ultiratassempre disponibile e costantemente
aggiornato, in modo da permettere al consumatoedefidi scegliere il momento migliore in

cui far funzionare i propri apparecchi.

Uno dei cardini su cui si basa I'innovazione defliamart Grid € la diffusione su tutto il
territorio nazionale di microsistemi di generaziodell’energia, il modo migliore per
centrare questo obbiettivo & quello di trasfornmyei abitazione in una piccola unita capace
di produrre elettricita e condividerla in rete. ganerazione di energia, come illustrato in

Figura 5, puo passare attraverso:

» linstallazione di pannelli fotovoltaici;

* la climatizzazione attraverso la costruzione di perdi calore geotermiche;
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* la progettazione di unita domestiche di cogenerezi(CHP) per I'accumulo di

elettricita sotto forma di energia chimica contenoel combustibile.

My
b

| HEAT PLMES -

L

b

MICRO CHP

Figura 5: sistemi domestici di efficienza energetica e garnene elettrica.

In conclusione, cercare la soluzione della crisergatica e climatica nello sviluppo di
energie rinnovabili ed efficienza energetica € nraessita oggettiva ed anche una grande
opportunita, come molte nazioni e la stessa Uneutepea hanno ormai ben capito.

Anche la strada delle energie rinnovabili non &pperiva di ostacoli. Consideriamo ad
esempio I'energia solare. Il Sole in un’ora fa gjare sulla Terra I'energia che 'umanita
consuma in un anno; l'energia solare € anche imdédaue ben distribuita. Con essa e
possibile ottenere tutte le forme di energia utiéilore (ad esempio, con i pannelli termici),
elettricita (con pannelli fotovoltaici o sistemicancentrazione) e combustibili (oggi con le
biomasse, domani con la fotosintesi artificialé)flusso dell’energia solare € perdo molto
diluito ed intermittente su scala locale, per dsbgna sviluppare processi e strutture capaci
di ovviare a questi difetti.

La maggior parte delle energie rinnovabili, ma iartjgolare fotovoltaico, solare a
concentrazione, eolico, idroelettrico e geoternpooducono direttamente elettricita, alcune
in modo fluttuante. Per facilitare la transiziongergetica € quindi necessario sviluppare
un’efficiente rete di distribuzione e raccolta talergia elettrica attraverso lo sviluppo delle
Smart Grid ed allo stesso tempo installare sisteapaci di immagazzinarla sotto altre
forme, specialmente come energia chimica. In quasido sarebbe possibile sia accumulare
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'energia prodotta in eccesso, sia avere una dibpibd immediata di un vettore energetico
da impiegare per generare elettricita in baseralldgeste della rete. L’energia accumulata
potra poi infatti essere riconvertita in energiatteica, mediante dispositivi detti celle a

combustibile®
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1.5 Celle a combustibile

Una cella a combustibile € un dispositivo in grailgenerare una corrente elettrica continua
convertendo I'energia chimica di un combustibilettiimente in energia elettrica. Le celle a
combustibile differiscono dai sistemi convenziordilproduzione di energia elettrica, come
illustrato in Figura 6, in quanto i materiali attsome il combustibile e il comburente non

sono contenuti all'interno della cella stessa, Brayeno alimentati dall’esterno.
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Figura 6: conversione di energia. Confronto tra celle aloostibile e sistemi tradizionali.

Il principale vantaggio delle celle a combustit®lehe non necessitano di un ciclo di calore
intermedio (combustione> scambio termice—~ generazione vapore> movimento turbine

— elettricita), come la maggior parte delle altreniehe di generazione di elettricita,
permettendo di ottenere rendimenti di conversiomne glevati rispetto a quelli delle
macchine termiche convenzionili.

La costruzione della prima cella a combustibilalasal 1839, anno in cui I'inglese William
Grove riporto i risultati di un esperimento nel oidel quale era riuscito a generare energia
elettrica in una cella contenente acido solforidoye erano stati immersi due elettrodi,
costituiti da sottili fogli di platino, in contattespettivamente con idrogeno ed ossigeno.
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Il meccanismo di funzionamento delle celle a cortibils e simile a quello delle batterie, la
produzione di energia elettrica avviene attravers® processo elettrochimico: un
combustibile, una sostanza capace di ossidarsie\aémentata all’elettrodo, li cede i propri
elettroni che vengono convogliati verso un altrettebdo in un comparto separato
fisicamente, dove una sostanza capace di riduea domburente, acquisisce gli elettroni.
Nelle fuel cells si assiste percio allo svolgimemto una reazione di ossidazione, nel
comparto anodico, dove vengono liberati elettraed, una reazione di riduzione, nel
comparto catodico, dove gli elettroni vengono comasti.

Lo sviluppo della reazione di ossidoriduzione ire dwmparti separati fisicamente comporta
un’eccedenza di cariche positive nel comparto amodiuna lacuna nel comparto catodico,
il protrarsi di questa situazione porterebbe adlliggmento della corrente elettrica in quanto
gli elettroni dovrebbero abbandonare una semicalieca positivamente che invece li attrae
per dirigersi verso una semicella carica negativaemehe |li respinge. Diventa percio
fondamentale garantire I'elettroneutralita delldlagea questo riguardo entra in gioco
I'elettrolita: quest’ultimo permette il passaggielettivo di ioni da una semicella all’altra o

fornisce direttamente gli ioni ai due compartiatstendo I'elettroneutralita delle semicelle.

Questi sistemi generano energia elettrica a baswsaone, solitamente attorno ad un Volt,
ma ponendo piu elementi in serie tramite un prouedio detto stack elettrochimico, e
possibile aumentare la tensione dell'impianto.

La maggior parte delle celle a combustibile svilgepfinora utilizzano idrogeno come
combustibile ed aria come comburente, questi sistemno ad oggi in commercio e
impiegano gas naturale come fonte di idrogeno teamgforming, ci sono attualmente circa
150 celle installate e operative in tutti gli Stdniti, dove vengono impiegate come unita
domestiche di microcogenerazione con efficienzaatée fino all’'85% in calore ed energia.
Esistono diverse tipologie di celle, le pit comsono schematizzate in Figura 7, con diverse
caratteristiche e diverso grado di sviluppo, nomalte vengono classificate in base

all’elettrolita utilizzato e variano di conseguenedemperature di funzionamento.
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Figura 7: rappresentazione schematica delle varie tipoldgkeuel Cells attualmente in commercio o in fase d

ricerca e sviluppd*

Come dispositivi portatili di generazione di enargie celle a combustibile alimentate a
idrogeno presentano alcuni svantaggi: le condizibmeazione sono generalmente piuttosto
spinte, con temperature e pressioni elevate, inzgwii estremamente acide o alcaline. La
maggior parte impiega elettrodi a base di platimometallo costoso e poco disponibile, che
viene facilmente avvelenato da CO, coprodotto dahdesi di idrogeno per reforming del
metano. La cella a metanolo diretiFC: Direct Methanol Fuel Cellsembra attualmente

essere la pitl promettente per le applicazioni fibria le celle a combustibile chimich®é.

1.5.1 L’'Hydrogen Economy

Le celle a combustibile sono fra i sistemi piu pedtenti per la produzione di energia
elettrica, sia per le loro positive caratteristigmergetiche ed ambientali che per 'ampiezza
delle possibili applicazioni. La tecnologia trovenpiego in settori che vanno dalla
generazione distribuita per le aziende elettrich#a cogenerazione residenziale ed
industriale, alla generazione portatile e allaitnag.

La tecnologia delle celle a combustibile e dispaibda almeno 150 anni e sono attualmente
in commercio una notevole quantita di appareccle kehimpiegano, gia nell’ottobre del
1959, Harry lhrig, un ingegnere della Allis-Chalmemostro un trattore da 20 cavalli
alimentato da pile a combustibile. Pochi anni dapslla prima meta degli anni sessanta,
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un’industria Statunitense, la General Electric,doisse un sistema basato sulle celle a
combustibile che aveva il fine di generare eneedgdirica, destinato alle navicelle spaziali
Gemini ed Apollo della NASA®

Attualmente l'elettricita per lo Shuttle &€ generatamite celle a combustibile, ed alcuni di
guesti sistemi provvedono anche alla creazionegliaper I'equipaggio.

Dal grande potenziale tecnologico di questa innowvez e dalle sue considerazioni in
funzione dellandamento economico mondiale si sgettate le basi dellah{ydrogen

economy”(Figura 8).

Figura 8:illustrazione degli elementi fondanti la “HydrogEoonomy”.

Il termine e stato coniato nel 1970 dallo sciemwiddhn Bockris durante una conferenza dal
titolo “The Hydrogen Economy: An Ultimate Economy?al General Motors Tecnical
Center. Si fonda sullo sviluppo e lI'implementaziatieun sistema integrato che impiega
come vettore energetico I'idrogeno, che si ritipnssa essere utilizzato come combustile nei
motori di automobili e come fonte di energia stdxleaper edifici e sistemi elettronici

portatili.

La quantita di idrogeno libero disponibile sullarfee non € tuttavia elevata, € percio
necessario produrlo a partire da altre specie @mumni, in questo senso sono stati fatti dei
notevoli progressi, in particolare, la via di ssitehe si e rivelata piu produttiva e lo steam

reforming degli idrocarburi.
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by

Da quanto detto e palese che lidrogeno non rapptesaffatto una fonte di energia

rinnovabile, e se sono tanti i sostenitori dellonativo sviluppo dell’hydrogen economy,

sono altrettanti coloro che ritengono che questatnon rappresenti un’opzione degna di
nota in un futuro energetico sostenibile.

L’economia dell'idrogeno e stata definita infattia scienziati del settore, un’economia di
spreco*®

~

In un recente studio & stato dimostrato come ladgaguantita di energia richiesta per
isolare I'idrogeno da composti naturali (acqua, gasurale e biomassa), la quantita di
elettricitd e gas richiesta per le fasi di compess e liquefazione ed infine il costo
associato al trasferimento del vettore energetiaatente finale, piu I'energia persa durante
la conversione in elettricita nella celle a combnilst per efficienze inferiori al 100%, incida
pesantemente sull’economia dell'intero processo.

L'impiego dell'idrogeno come combustibile permetiéatti di recuperare solamente circa |l
25% dell'energia consumata durante la fase di @iothe — un valore inaccettabile
economicamente. Le celle a combustibile tradiziotraverebbero percio applicazione in

settori di nicchia come la trazione di sottomaeli veicoli spaziali (Figura 9).
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Figura 9: l'illustrazione compara la richiesta di energtdeuda trasferire ad un veicolo alimentato ad g#neo

(sinistra) rispetto ad uno alimentato ad elet@i¢destra).
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Anche la produzione di idrogeno per elettrolisi I'defua, inoltre, dipende dalla
disponibilita di risorse quali acqua ed energidtaanbe sempre piu rare e legate a questioni
geopolitiche, tanto quanto lo sono il greggio gas naturale.

Nell'ottica di sviluppare una nuova rete di distriione dell’energia, basata sul vettore
energetico idrogeno, sarebbero necessari invesiimnesstodontici per poter convertire
'attuale sistema elettrico, cui sarebbero assod¢udti i problemi di sicurezza legati al
trasporto di una specie estremamente reattiva &dmmabile, come liquido o gas
compresso.

Attualmente si ritien€ che, nonostante la tecnologia per creare un’ecandeil'idrogeno

sia matura, quest’ultima non avra mai un senso @o@o, perché incapace di risolvere il

problema energetico alla radice.

Le due tematiche chiave di un futuro energeticarsice sostenibile sono la raccolta di

energia da fonti rinnovabili e lo sviluppo dellai@lta efficienza energetica da produttore a
consumatore.

In particolare ci si aspetta che nel futuro piugsimo la maggior parte dell’energia elettrica
provenga da fonti energetiche rinnovabili, questasaerazione implica la creazione di

un’efficienteelectron economyattraverso le Smart Grid.
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1.6 Fonti energetiche rinnovabili

Le fonti energetiche rinnovabili sono identificategl campo dell'ingegneria energetica,
come tutte le risorse naturali che per loro cariatiea intrinsecasi rigenerano almeno alla
stessa velocita con cui vengono consumate, o noo ‘®sauribili” nella scala dei tempi
“umani” .*® Sono dunque forme di energia alternative alleiziadali fonti fossili (che sono
invece parte delle energie non rinnovabili) e malieesse hanno la peculiarita di essere
anche energie pulite.

Le risorse rinnovabili, sia di materia che di emgrgsono risorse naturali che, per
caratteristiche naturali o per effetto della caltilone dell'uomo, si rinnovano nel tempo e
risultano, quindi, disponibili per la sopravvivenzaana pressoché indefinitamente cioe non
esauribili.

Le risorse rinnovabili presentano numerosi vantadgicui i maggiori sono senza dubbio
I'assenza di emissioni inquinanti durante il lotdizzo, per questo sono dette “fonti pulite”,
e la loro inesauribilita. L'utilizzo di queste fonbn ne pregiudica la disponibilita nel futuro
€ Sono preziosissime risorse per creare energiaamio al minimo l'impatto ambientale. In
questo modo si tutela la natura nel rispetto daltessime generazioni e si limitano i costi di

produzione e distribuzione di energia.

Le principali fonti di energia rinnovabile sonodeguenti:
= [irraggiamento solare;
= il vento;
* |e biomasse;
* |e maree e le correnti marine in genere,

= jsalti d'acqua.

1.6.1 Energia da biomasse

In campo energetico, con il termine biomassa stnidé la frazione biodegradabile di
prodotti, rifiuti e residui di origine biologica @venienti dall’agricoltura, dalla silvicoltura e
dalle industrie connesse, comprese la pesca eubaoifura, nonché la parte biodegradabile

dei rifiuti industriali e urbani. Le biomasse, agigg vengono principalmente impiegate nella
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produzione di composti o di mangimi al fine di ewite lo smaltimento come rifiuti speciali,
in quanto caratterizzati da un’importante caricganica.

L’obbiettivo delle nuove tecnologie in materia doimasse e quello di recuperare I'energia
solare immagazzinata naturalmente in composti @acganodotti dalla natura attraverso la
fotosintesi. Trarre energia dalle biomasse consednteliminare gli scarti prodotti dalle
attivita agroforestali e valorizzarli con la protze di gas di sintesi, metano ed energia
elettrica.

Ogni anno in lItalia si producono una media di 12iani di tonnellate di scarti agro-
industriali, la sola frazione organica arriva a @ioni.

Allo stato attuale non esiste un mercato consadighet il riutilizzo di questi scarti. Esistono
perd aziende che stanno lavorando, con notevolginuranza, per perfezionare un’attivita
di recupero finalizzata a ottenere molecole ad wai#tlore aggiunto. Un’attivita che senza
ombra di dubbio puo tradursi in una interessanfdpnita di supporto al reddito sia per il
mondo agro-industriale, che per quello agricolo.

Tali sottoprodotti vengono utilizzati per lo piufiai di produzione energetica soprattutto
convogliata nella produzione di biogas e/o in quelel compost da distribuire sui terreni
come ammendante organito.

La combustione delle biomasse libera nell'ambiémtguantita di carbonio assimilata dalle
piante durante la loro crescita e una quantit®dtoz di ossidi di azoto nettamente inferiore
a quella rilasciata dai combustibili fossili a pandi energia prodotta.

Considerando i consumi odierni delle fonti fosdilienergia, il loro esaurimento & previsto
in tempi relativamente brevi, diversi per tipo rsm ma nel loro complesso contenuti in
circa 150 anni. Le biomasse, ottenute da coltivazisviluppate in maniera ciclica,
costituiscono invece una risorsa rinnovabile eitaomente inesauribile. Esse sono inoltre
compatibili con una crescita economica ambientatmesostenibile perché non
contribuiscono ad accrescere l'effetto serra. Uggrae impiego energetico delle biomasse
produrrebbe consistenti benefici ambientali, oceigreali e di politica energetica.

1.7 Celle a biocombustibile

Le celle a biocombustibile si inseriscono all'imerdelle tecnologie di sfruttamento delle

biomasse assieme a biodigestori e termovalorizzator
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| termovalorizzatori sono impianti principalmentélinzati per lo smaltimento di rifiuti
solidi mediante un processo di combustione ad tahltgperatura che genera come prodotti
finali un effluente gassoso, ceneri e polveri.dloce sviluppato durante la combustione dei
rifiuti viene recuperato e utilizzato per produwagore, poi impiegato per la produzione di
energia elettrica. In Italia ci sono attualmente t8Bmovalorizzatori, anche noti come
impianti "waste-to-energy” o WTE,

| biodigestori sono sistemi di trattamento di tifisemisolidi (contenuto in solidi dal 15% al
30% di materiale secco), che prevedono una digestianaerobica della biomassa
accompagnata da produzione finale di energia dottma di biogas, compost e rifiuti
liquidi. Alla fine del 2012 in Italia erano openatiben 994 impianti di questo tipo, come
numero di centrali attive la regione Lombardia @matesta con 374 impianti, seguita
dall’Emilia Romagna con 143%.

Come si puo notare non e attualmente disponibilmmercio un efficace meccanismo di
produzione di energia a partire da rifiuti di natliqguida.

Da queste considerazioni € nata lidea di sviluppama cella a biocombustibile,
quest’ultima, esattamente come le celle tradizipnalorerebbe con una fase liquida,
proveniente pero da scarti agroindustriali o refidgani.

Questa tecnologia potrebbe potenzialmente risolvgmoblemi legati alla produzione di
energia da fonti rinnovabili come il fotovoltaico keolico, metodi di generazione
discontinui e strettamente vincolati alle condiziambientali, grazie alla possibilita di
accumulare e stoccare il combustibile in fase tiquiper sfruttarlo in base alla richiesta
energetica del mercato.

In questo modo sarebbe possibile ottenere enetigadirettamente dalle specie chimiche
contenute nei reflui, senza dover passare attravensciclo di calore intermedio o una
digestione ad alta temperatura: I'energia chimieturalmente presente all’interno delle
molecole organiche verra direttamente trasformataniergia elettrica, con la possibilita di
raggiungere efficienze energetiche elevate. Infaki biodigestori si assiste (anche) alla

seguente reazione:

CsH1205 - 3 CO, + 3 CH,
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Conseguentemente, dei 24 potenzialmente sfruttabili della molecola di glsicose ne
ricavano solamente 12, immagazzinati nella spetlg Guest'ultimo viene perd impiegato
in processi di combustione con efficienza varighit@ sempre inferiore al 100%, percio, dei
24 € iniziali, se ne ricavano dai 6 ai 10.

In una cellula vivente tutti i 24 eel glucosio vengono sfruttati, con un’efficienrataria, e
accumulati in intermedi impiegati per generare gizeutile all’'organismo.

Una cella a biocombustibile si pone I'obiettivo miimare il processo di produzione di
elettroni di una cellula, per poi sfruttarli geneda energia elettrica.

La capacita delle biofuel cells di lavorare su gnande varieta di substrati combustibili
accoppiata all'opportunita di ottenere efficienzemgyetiche molto elevate permetterebbero
la loro applicazione, oltre che come sistemi ditéraento di reflui urbani, da cui non solo si
genererebbe energia, ma verrebbero inoltre almenmaite purificati, anche a monte o a
valle di altri sistemi di trattamento di biomasbkeparticolare, potrebbero essere impiegate a
valle dei digestori anaerobici per sfruttare cortgteente il contenuto energetico della
biomassa alimentata processando anche la fraziapedd in uscita dal digestore

aumentando cosi l'efficienza globale del processo.

Le celle a biocombustibile sfruttano sostanze djive naturale, da risorse rinnovabili, e le
convertono in prodotti non dannosi con contempaayenerazione di elettricita e calore.
Grazie alla loro natura versatile, le biofuel callsn sono limitate all'uso di idrogeno o
metanolo come combustibile, e possono generargiangettrica direttamente da biomasse
0 scarti agroalimentari processando un’elevata tifaashi substrati organici.

Le celle a biocombustibile vengono classificatsistemi che impiegano organismi viventi,
come batteri o alghe, o che utilizzano catalizzaéstratti dalle cellule, come enzimi,
apparati a cascata enzimatica e, piu recentemmaittezondri.

L'impiego di cellule viventi come catalizzatori feelcelle a combustibile microbiche
(MFCS), rappresenta un’area di ricerca che ha wiscinotevole interesse nel corso
dell'ultimo ventennio, grazie principalmente allaosgibilita di convertire biomasse
direttamente in energia elettrica, senza passareupeciclo di calore intermedio, che

abbasserebbe I'efficienza totale del procéésg: %4
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Nonostante la tecnologia delle MFCS, nelle condizettuali, possa difficilmente trovare
rilevanti applicazioni industriali, sono interessde applicazioni di nicchia, emergenti per
guesto nuovo settore tecnologico. Ad esempio, guesdte a combustibile microbiche sono
state proposte per la fornitura di energia a digpogosti in regioni remote 0 ambienti
estremi come quello marirfd, per combinare il trattamento dei rifiuti o difiaéria tramite
digestione microbica anaerobica con la produzionenérgia elettrica, 0 ancora possono
agire come bio-sensori autoalimentati, che monitorim tempo reale i livelli di BOD5°
nelle acque reflue degli impianti di trattamentooltre mostrano un notevole potenziale
anche i sistemi microbici che utilizzano rifiutisgarti agro-industriali come carburanti per
ottenere un potenziale elettrico in uscita o chenpétono di ottenere sostanze chimiche ad
elevato valore aggiunto, come lidrogefioLe celle a combustibile biologiche possono
percio utilizzare biocatalizzatori, enzimi, o interganismi cellulari in due diversi modi: il
biocatalizzatore pud generare i substrati combilisgibr la cella attraverso trasformazioni
catalitiche o processi metabolici, oppure pud p#rere direttamente alla catena di

trasferimento elettronico tra i substrati combuktéle superfici degli elettrodi.

Una cella a combustibile microbica (MFC) & un sisecostituito da due scompartimenti,

separati da una membrana selettiva al passaggiatidni, che garantisce I'elettroneutralita
dei due comparti. Gli elettroni generati dal metanoo dei microrganismi, mediante un

mediatore vengono ceduti all'anodo della cella mhbagstibile e raggiungono poi il catodo

attraverso il circuito, dove riducono l'ossidariténtero processo é schematizzato in Figura
10:
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Anode  Bacterium Memoane  Cathode

Figura 10: principio di funzionamento di una MFC (non in kga’®

Contrariamente alle celle a combustibile tradizipnea biofuel cells lavorano in condizioni
blande, con soluzioni a pH neutro o debolmentecaeittmperatura ambiente.

Le performance delle MFCS sono fortemente dipemdkn(i) la natura del substrato e la
velocita del metabolismo anaerobico, e (ii) la rawiil tasso di trasferimento di elettroni dal
microrganismo all’anodo.

I compito fondamentale del microrganismo €& quelo trasformare un substrato
elettrochimicamente inattivo in una specie accdssill’'ossidazione elettrochimica ed
infine la sua conversione in energia elettrica. Betuppare questa trasformazione e

necessario avvalersi del metabolismo microbicdpgpecisamente, del catabolismo.

Gli organismi eterotrofi recuperano l'energia neeem alla propria sopravvivenza
dall'ossidazione di composti organici o, piu precmnte, dall’energia libera di Gibbs di
ossidazioneAGoy).

A seconda del coinvolgimento di sostanze esogeseer(e all'organismo) implicate
nell'ossidazione, possono essere distinte due itapivie metaboliche: la respirazione e la
fermentazione.

Durante la respirazione gli elettroni liberati dadkidazione vengono trasferiti mediante un
meccanismo redox a cascata, per essere infineiauin accettore di elettroni terminale
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esterno. Tanto piu il potenziale dell’accettoreetiittroni € negativo, tanto piu sara alto il

guadagno energetico per I'organismo:

AGy = - nF [Ey’(donatore) — B (accettore)]
* E, rappresenta il rispettivo potenziale standarddgizo;
* AG, indica l'entita della variazione di energia in rzbzioni standard

biologiche.

La respirazione aerobica e il cammino che garaatilspiu alto guadagno di energia ma é

associata ad ambienti in cui e disponibile I'oss@e
CeH1206 + 60, — 6H,0 +6CQ AG © = -2895 kJ mof

In condizioni anossiche gli organismi anaerobi passutilizzare altre sostanze endogene,
organiche o inorganiche, come accettori terminaliel@ttroni. Esempi di tali sostanze
possono essere nitrati, solfati, £® ioni metallici?® 2 °

A causa dei potenziali redox meno positivi di quessidanti rispetto all’ossigeno, il
guadagno energetico per gli organismi che impiedaligostanze endogene € sensibilmente
inferiore rispetto a quello ottenibile dalla resgione aerobica.

In assenza di sostanze ossidanti esogene, moltorganismi intraprendono la strada della
fermentazione, una sorta di disproporzionamentocun parti del substrato organico si
comportano come accettori di elettroni e si riduconentre allo stesso tempo altre parti

vengono ossidat®.
CeH1205 — CsH,COOH + 2CQ + 2Hy; AG © = -225 kJ mot;
CsH1206 + 2H,0O — 2CH;COOH + 2CQ + 4H,; AG? =-206 kJ mo11;

Le reazioni riportate sopra dimostrano come la &mazione del glucosio a butirrato o
acetato sia un percorso con un basso guadagnejignin cui solo il 7-8% del contenuto

30



Introduzione

energetico del glucosio viene trasformato in erzepgr essere utilizzato dai microrganismi.

Questo basso sfruttamento energetico € causato'idaampleta ossidazione del substrato.

Esistono diversi requisiti alla base di un efficatesferimento elettronico tra il
microrganismo e la superficie degli elettrodi. Dafoe questi ultimi sono entita fisiche
incapaci di penetrare la membrana batterica dellala, il requisito piu importante e che gli
elettroni possano essere trasferiti dall’'internadmembrana cellulare fino alla superficie
esterna attraverso un trasferimento fisico di ntediaridotti o un hopping elettronico
catalizzato da enzimi attraverso la membrana.
Indipendentemente dal meccanismo con cui vengasdetiti gli elettroni &€ necessaria la
presenza di specie redox attive in grado di cotlegdettronicamente la cellula batterica
all'elettrodo.
Per garantire un efficace trasferimento elettrogicecessario soddisfare i seguenti requisiti:
1. contattare fisicamente la superficie dell'elettrodo
2. impiegare specie elettrochimicamente attive cheodepossedere potenziali di
ossidazione bassi rispetto alla superficie delitsdeo;
3. il potenziale standard delle specie che agiscontvadderitori deve essere il piu
vicino possibile al potenziale redox del substratimmario e significativamente

inferiore rispetto a quello dell’ossidante.

Le celle a combustibile microbiche vengono solitatealifferenziate in base al meccanismo
con cui gli elettroni si spostano:

- DET: direct electron trasfer;

- MET: mediated electron transfer.
Il DET e un meccanismo che prevede un contattodidiretto tra la membrana cellulare del
microrganismo e I'anodo della cella, senza che racspecie redox venga coinvolta nel
trasferimento elettronico. Il trasferimento diretlo elettroni dipende dalla presenza nella
membrana del microrganismo di proteine capaciatiférire gli elettroni dall'interno delle
cellule batteriche fino alla superficie estern®, garantisce il trasferimento elettronico fino

ad un accettore esterno.
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Il DET richiede percio un contatto fisico tra il enbrganismo e I'anodo, conseguentemente
solo i batteri nel primo monostrato della supeefieinodica saranno elettrochimicamente
attivi e le performance della MFC sara limitata lalalnassima densita di cellule nel
monostrato.
Alcuni scienziati ritenevano che il DET fosse l'caiscelta possibile per un’efficiente
generazione di corrente in una cella microbica mhagstibile. Attualmente, tuttavia, le
performance dei sistemi DET si sono dimostrati ress®tevolmente inferiori a sistemi
basati su un trasferimento mediato di elettfnil meccanismo MET rappresenta
un’efficace maniera per collegare il metabolismanobico al’anodo delle fuel cell, in
guesto senso sono stati proposti parecchi approtassificati generalmente in base alla
natura delle specie redox impiegate come mediatori:

1. MET via mediatori redox artificiali;

2. MET via metaboliti secondari;

3. MET via metaboliti primari.

1. Nel 1930 B. Cohen dichiaro che alcune colturétebahe coltivate in condizioni
anerobiche, interfacciate a MFCS, sebbene mostmssepotenziale fortemente negativo,
producessero una corrente generalmente Badsa.scarse performance di queste MFCS
furono attribuite alla mancanza di specie elettimatamente attive e sufficientemente
mobili.

Come soluzione a questo problema e stata propostaduzione di sostanze organiche o
inorganiche come benzochinone o potassio ferric@meapaci di facilitare il trasferimento
elettronico dalle colture batteriche fino alla stijpée dell’elettrodo, i pit comuni mediatori

impiegati nella costruzione di MFCS sono schematiam Figura 11.
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Figura 11: classici mediatori redox eterogenei per MFCS.

Il piu grande svantaggio derivante dall'uso di na¢ali redox artificiali e, oltre alle basse
densita di corrente generalmente estraibili dadliéacla necessita di una regolare aggiunta

della specie estranea, che é tecnologicamente ticgdsde e ambientalmente discutibile.

2. Spesso i microrganismi crescono in condiziorgunnon sono disponibili nellimmediata
vicinanza della membrana né accettori di elettrsoiubili né solidi (per DET). Una
condizione tipica € la presenza di un biofilm spessove, ad esempio, la diffusione
dell'ossigeno nella membrana € limitata e la callubn € in contatto diretto con un accettore
di elettroni. Il microrganismo puo in questi casilizzare una sostanza esterna al batterio
stesso, solitamente acidi umici o metalli cheleltie si comportino come spole tra le specie
riducenti e quelle ossidanti, come visibile in Fau?2. In assenza di questi composti il
microrganismo puo sintetizzare autonomamente déiiat@i a basso peso molecolare che
gli permetterebbero di procedere il ciclo metatmifc ** ** Queste specie vengono dette
metaboliti secondari e il meccanismo € chiamato M&& metaboliti secondari, la
produzione di queste navette elettroniche €, pen@rgicamente costosa, cid comporta

ulteriori perdite biologiche.
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Figura 12: illustrazione schematica del Mediated ElectroariBfer.
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3. I MET via metaboliti primari & strettamente @siato alla degradazione del substrato
ossidativo: la quantita totale di equivalenti ridntt prodotti corrisponde alla quantita di
metaboliti ossidati generati dall'interazione coanbdo. Per essere utilizzabile come
riducente per I'ossidazione anodica il metabolgaalsoddisfare determinati requisiti: il suo
potenziale redox dev'essere quanto piu possibilgatned e accessibile all’ossidazione
elettrochimica nelle MFCS. In linea di principio,uel importanti vie metaboliche

anaerobiche possono portare alla formazione diboétaridotti adatti all’utilizzo nel MET

via metaboliti primari nelle MFCS : respirazioneaarobica e fermentazione.

Tutti i processi sopra si avvalgono dell’'utilizzowh mediatore, quest’'ultimo € un accettore
terminale reversibile di elettroni, che puo scamialettroni sia negli strati aerobici del
biofilm, sia con un elettrodo solido inorganico, @a viene riossidato e torna disponibile ad
ulteriori processi ossidoriduttivi.

Una molecola pud quindi servire per migliaia diliciedox. Di conseguenza, I'impiego di

piccole quantita di questi composti permette afjarismo di smaltire gli elettroni prodotti a

velocita elevate.
Il guadagno di energia per i microrganismid® i) & legato al metabolismo microbico,

quindi, la perdita di energia elettrica per una MEQ@In passaggio voluto e necessario. Esso

consente il mantenimento della vitalita batterica frerequisito per la lunga durata di
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funzionamento della cella a combustibile) ed & spés forza trainante per I'organismo, che
lo spinge a intraprendere determinati meccanisntiadiferimento elettronico. La Figura 13
illustra le perdite energetiche ed elettrochimiassociate ad ogni fase del trasferimento

elettronico.
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Figura 13: schematizzazione del flusso energetico in una eetombustibile microbica.

Daltra parte, se il guadagno di energia biologicgenta troppo grande, la produzione di
energia elettricaAG” ¢ed pud calare bruscamente e, come conseguenzasisieaa una

forte crescita cellulare e alla formazione indessitie di biomassa. A causa di cio, devono
essere rilevati efficaci percorsi di trasferimemtettronico e adatte vie metaboliche che
consentono il funzionamento della MFC accoppiata atassima produzione di energia

elettrica.
In conclusione si puo affermare che i vantaggi \@etii dallo sviluppo di una cella

microbica alimentata a biocombustibile sono notewsbprattutto se valutati in funzione

dell’economia degli elettrondo Smart Grid, di cui si & discusso sopra.
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L'utilizzo di microrganismi permette inoltre di dlvere le problematiche connesse alla
lavorazione di biomasse, specie solitamente caizttde dalla presenza di molecole diverse
al proprio interno e con produzioni solitamentey&taali.

Un impianto pilota costituito da 12 celle collegata loro con capacita di The stato
installato nel 2009 in una birreria australiand,eeensland. Queste MFC trattano le acque
reflue derivanti dalla produzione della birra e newmlo permettono di ottenere potenza
elettrica in uscita utile per alimentare i macchinmpiegati nel processo produttivo ma

fornisce anche acqua purificata che pud esseataital qualé®

Un esempio di cella biocatalitica enzimatica, galizzata all'interno del Dipartimento di
Chimica Industriale, nell’ambito del progetto SpenrEnergy 24, utilizza come substrati
perossido di idrogeno e glucosf.

Le celle enzimatiche (EFC) impiegano come catal@z&nzimi redox solubili per ossidare

il substrato, sfortunatamente la maggior partewdstj enzimi non prendono direttamente
parte a trasferimenti elettronici con supporti aattigli, per questo motivo, in accoppiamento
a questi ultimi, si utilizza una vasta gamma di raexgi elettronici che garantiscono |l
contatto elettrico tra il biocatalizzatore e I'étetio.

La riduzione biocatalizzata dell’acqua ossigenastaéa ampiamente studiata in presenza di
varie tipologie di perossidasi (horseradish perasé microperoxidase-11).

L'ossidazione elettrochimica dei combustibili, ®& mealizzata tramite microorganismi, puo
essere catalizzata da differenti classi di enzedox, tra cui ossidasi o deidrogenasi, in base
alle quali variano i prodotti generati, i substditpartenza e le performance della cella.
Generalmente, deidrogenasi come la Glucosio Degragj, GDH, necessitano di cofattori
NAD"* per catalizzare l'ossidazione del glucosio ed tmldi capaci di catalizzare

l'ossidazione del NADH e la rigenerazione di NAD

1.7.1 Enzimi redox

Gli enzimi redox che prendono parte alle reaziggetto di studio possono essere separati e
purificati dai microrganismi viventi in cui sono r@nuti e impiegati come biocatalizzatori

nelle celle a combustibile al posto dell'intero niganismo.
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Gli enzimi sono pero composti chimici sensibili estosi, dunque e necessario adottare
speciali tecniche di stabilizzazione ed utilizzo.

L’enzima specifico che ossida il substrato comlmistipud essere messo direttamente in
contatto elettrico con l'elettrodo della cella andmustibile. Tuttavia, gli enzimi redox
mancano, come gia accennato, di una comunicazitettriea diretta ed efficace con
I'elettrodo, a causa dell’isolamento del centroovedal supporto conduttivo da parte della
matrice della proteina. Per ovviare a questo problsi ricorre, solitamente, all’utilizzo di
mediatori di trasferimento elettronico.

In conclusione, riguardo all'utilizzo degli enzimielle celle a biocombustibile, occorre
utilizzare biocatalizzatori ossidanti nel compasgimo anodico, accoppiati a mediatori
diffusionali.

In questo lavoro di tesi ci si € concentrati stdise di trasferimento elettronico tra NADH ed

elettrodo, processo catalizzato da Diaforasi (Rdu).

Figura 14: Diaforasi monomero con evidenziata la struttemraiairia: lea-eliche in verde @-sheet in blu, in
figura A sono inseriti anche i coenzimi NAD e FAD. B € visibile la Diaforasi dimero con evidenzidéa

struttura terziaria (visualizzazione CPK).

L’enzima Diaforasi daClostridium kluyverié una flavoproteina che fa parte di una piu
ampia classe di enzimi ossidoriduttivi NADH dipentiee con un’abbondante possibilita di
scelta di recettori come cosubstrato.
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1.7.2 Mediatori redox

Come le microbial fuel cells, anche le celle enziome presentano il problema
dell'isolamento elettrochimico del centro redox,egtd isolamento spaziale preclude in
genere la possibilita di trasferimento elettrorda®tto alla superficie dell’elettrodo.

Un fondamentale prerequisito per lo sviluppo ditesis integrati enzima/elettrodo e il
controllo del processo di trasferimento elettrorti@oil componente biologico e la superficie
dell’elettrodo che dipende in maniera molto sigrafiva dalla distanza del centro redox
dell’enzima dalla superficie del trasduttore adapr

Materie biologiche e trasduttori elettronici somufatti, sistemi di natura differente e cio
comporta inevitabilmente una difficolta di comurzimme fra i due componenti in esame.

Se consideriamo il centro redox enzimatico e Iltedelo come una coppia accettore-
donatore, diventa chiaro che i vari strati di pwwdeche circondano il centro attivo,
rappresentano un ostacolo notevole al processoasfietimento elettronico. L’isolamento
elettrochimico del sito attivo dellenzima da padella proteina stessa generalmente
preclude la possibilita di un trasferimento eletico diretto con gli elettrodi.

Una soluzione a questo problema é l'utilizzo di ratati redox, liberi in soluzione o
supportati.

| mediatori sono degli agenti di trasferimento tetetico che possono agire da substrato per
molti enzimi redox. sostituendo gli ossidanti ougdnti naturali e infine partecipare alle
reazioni ossidoriduttive con gli enzimi stessi ndgindone cosi la comunicazione

elettronica verso l'elettrodo (Figura 15).
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Figura 15: schema del processo di trasferimento elettromiediato e non mediato nelle Enzimatic Fuel Cells.
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L'utilizzo di mediatori elettronici diffusionali cali ferroceni, chinoni, complessi dell'osmio
o sali bipiridinici, é risultato un metodo moltdiefente nel diminuire la distanza efficace tra
i centri accettore e donatore, contribuendo olt@ona limitare i problemi dovuti ad
interferenti redox presenti nell’ambiente di reaso

Questi mediatori hanno un gran numero di struttliverse e quindi di proprieta diverse,
inclusi i potenziali standard di ossidoriduzione.

Nel processo di trasferimento di carica tra il cermtedox e I'elettrodo, il mediatore di
trasferimento elettronico si ossida e si riduceli@amente. Quest'ultimo, quindi, deve
risultare stabile in entrambe le forme, ossidatadetta ed ogni reazione parassita tra |l
mediatore e I'enzima o I'ambiente deve essere phial

Per essere efficace nel suo ruolo, il mediatore eewve competere col substrato naturale
dell'enzima o con altre sostanze, in modo da nonade il flusso di elettroni da e verso
I'elettrodo, inoltre deve garantire una reaziongida con I'enzima, riducendo o ossidando
quest’ultimo. Per questo motivo, un mediatore dpuesentare un’elettrochimica nota e
reversibile.

Sono stati sviluppati diversi approcci e molti st bioelettrochimici per aumentare il
contatto elettrico tra gli enzimi e le superficigtieelettrodi attraverso I'uso di mediatori
redox.

Lo sviluppo di queste efficienti metodologie di tatto elettrico ha portato alla costruzione
di numerosi biosensori amperometrici e sistemi leitr@catalitici inclusi bioreattori e celle

a biocombustibile.
Il trasferimento elettronico mediato pu0 esserduérizato da un meccanismo di tipo

diffusionale, in cui il mediatore elettronico vienessidato e ridotto alla superficie

dell’elettrodo, come illustrato in Figura 16.
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Figura 16: collegamento elettrico di un enzima ossidatitoeaerso un mediatore diffusionale che trasporta

elettroni dal sito attivo dell'enzima all'elettrodo

La diffusione del mediatore in prossimita del cendéittivo dell’enzima all'interno della

matrice della proteina & controllata dalle progrietrofobiche / idrofiliche del mediatore e
dell'enzima, dalla dimensione e dalla forma del ratde e dalle interazioni elettrostatiche
tra mediatore ed I'enzima, in ogni caso il mediatoecessita di una via di diffusione libera

tra il supporto conduttivo e le molecole di enzima.

Ferrocene, coloranti organici, ferrocianuro, corapie del rutenio e altri substrati
elettrochimicamente attivi vengono comunemente @gaii come mediatori diffusionali.

In particolari condizioni alcuni derivati del fegene presentano notevoli inconvenienti
legati alla diminuzione di solubilita in certi imelli di potenziali di lavoro, a causa di
questo genere di ostacoli e per ottenere un sisteinastabile e solido si preferisce
solitamente immobilizzare il mediatore stesso ssillperficie elettrodica in maniera tale da
sviluppare un trasferimento eterogeneo.

Sulla superficie dell’elettrodo possono esseretiedmmobilizzati anche gli enzimi redox,
in sistemi monostrato o multistrato, utilizzandagenti bifunzionali capaci di dare luogo a
legami covalenti tra gli strati o sfruttando int@mmi tra enzima e supporto.

Tuttavia, il contenuto in enzima di un singolo gira generalmente basso e cio si traduce in
un basso segnale in uscita, dunque, € necessamaoiraanto del contenuto di enzima per
ottenere una corrente rilevabile, ci0 puo essdte faediante deposizione controllata di piu
strati enzimatici, permettendo cosi di ottenere sagnale elettrochimico piu forte e

controllabile mediante ottimizzazione del numerstdati.
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Il piu importante parametro legato alla scelta deddiatore € un’elevata costante di
trasferimento elettronico, generalmente indicata kg, quest’ultima varia da mediatore a
mediatore ed é funzione del tipo di enzima impiegat

Fortunatamente, i mediatori di carica sono molecolgenenti anelli aromatici e con ampia

risonanza, quindi, assorbono la radiazione visilwleUV e si prestano a rivelazioni
spettrofotometriche.
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1.7.2.1 Blu di metilene

NomelUPAC:
3,7-bis(Dimethylamino)-phenazathioniumchloride &etethylthioninechloride.

N
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Figura 17: struttura molecolare del Blu di metilene.

Il metilen blu (Figura 17) € una molecola eterdaceclaromatica, si presenta in forma solida a
temperatura ambiente, con alta solubilita in acquiargamente impiegato in chimica e
biologia.

L'impiego principale dal punto di vista chimico @énoe indicatore in reazioni redox, infatti il
blu di metilene in ambiente riducente si decolamalgendo in pieno il ruolo di indicatore.

In biologia, invece , questa molecola viene utdizzcome marcatore per il saggio Gram o
come marcatore per vedere 'RNA al microscopio.

Il blu di metilene viene anche utilizzato per riaved la vitalita di un ceppo di lieviti, infatti se
viene decolorato indica il progredire del metababscellulare in quanto gli enzimi ossido-
riduttivi coinvolti riducono il substrato blu, ddovandolo, altresi se il blu di metilene non
viene decolorato questo non simboleggia la moitalase ma l'inattivita o la denaturazione
degli enzimi dediti alla riduzione di tale sostan¥asta la grande applicazione in campo
biologico e quindi la facilita di riduzione da pami enzimi cellulari e la semplicita con cui
I'ossigeno riesce a riossidarlo, il blu di metilepestato scelto come mediatore per la
costruzione della cella a biocombustibile, dovrasportare gli elettroni generati

dall'ossidazione del NADH fino all’elettrodo.
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1.7.3 NADH e NAD

Scoperto nel 1904 da Harden e Young, in una misdeleomposti ottenuta da estratti
deproteinizzati di lievito, fu successivamente asolnel 1936 da von Euler, Walburg e
Christian.

Dalla coppia redox NADH/NAD (Figura 18), dipendono oltre cinquecento different
reazioni legate alla sola famiglia enzimatica delisidoriduttasi.

Questo cofattore funge da accettore di ione idHitgorodotto da reazioni catalizzate dalla
classe di enzimi deidrogenasi piridiniche. Poich& teazioni sono reversibili e sono
dipendenti dal pH, ne consegue che il NADH puo angbnire riossidato a seconda delle

necessita.
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Figura 18: struttura molecolare di NADH e NAD

La coppia redox NADH / NAD & presente, tra i vari processi, anche in quatkaolici di
molti nutrienti tra cui gli zuccheri: nella glicsli nel ciclo di Krebs e nella fosforilazione
ossidativa. Il principale vantaggio derivante dallizzo di questo cofattore €& legato al

valore negativo del potenziale di riduzione staddbella reazione:
NAD" + 2¢ + H — NADH E=-032V
Combinato con le principali semireazioni di inte®dbiologico consente di avere ni°

complessivamente positivo con il conseguente swwgto della reazione di ossidoriduzione

desiderata.
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1.7.4 Glicolisi e ciclo di Krebs

| processi catabolici sono generalmente ossidaiviesoergonici: ad essi e associata la

produzione di energia, tipico esempio € la reazdirassidazione del glucosio:

CeH1206 + 60, — 6CQO, +6H,0 AG®’ = -686 kcal/mol = -2868 kJ mid]

| processi anabolici sono generalmente riduttivi esdloergonici, richiedono percio un
apporto di energia.

Negli organismi viventi questi processi vengono lsvim maniera complementare: si
impiegano specie ad alto contenuto energetico, cibngkicosio, che vanno incontro a
degradazioni ossidative durante il catabolismmdigia accumulata in questa fase, sotto
forma di ATP, viene poi consumata nei processi alalramite biosintesi riduttive.

In molti organismi I'energia che occorre per lategi di ATP deriva da un processo
ossidativo, effettuato da un sistema di traspopecmlizzato, detto “catena respiratoria”,
guest'ultimo viene differenziato in respirazioneamca od anaerobica nei casi in cui gli
organismi vivano, rispettivamente, in presenzarodssenza di ossigeno atmosferico. Tutte
le respirazioni, sia aerobiche che anaerobichegrayono a livello di catene trasportatrici di
elettroni, nelle cellule, infatti, molecole “comhildle” vengono ossidate, trasferendo gli
elettroni prodotti ai coenzimi piridinici NADe flavinici FAD, che, al termine del processo,
si trovano sotto forma ridotta NADH e FADRKFigura 19).

Figura 19: coenzimi agenti delle ossidazioni biologiche atigé schematizzazioni: a) NAD+ deidrogena

soprattutto carboni con funzioni ossigenate. b) Ffeiirogena i legami carbonio-carbofiio.
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Tra le vie cataboliche dei carboidrati si prendamasame glicolisi e ciclo di Krebs. La
glicolisi, schematizzata in Figura 20, € un’impate& via, che inizia dal glucosio. La

stechiometria della reazione globale é:

CgH1,05 + 2ADP* + 2HPQ? + 2NAD' —
— 2CH;,COCOO + 2ATP" + 2NADH + 2H +2H,0

La molecola con formula bruta GEOCOO é una molecola di piruvato, in condizioni
anaerobiche, percio, una molecola di glucosio vistissa in due molecole di piruvato,

generando allo stesso tempo specie ad alto contenetrgetico, come ATP e NADH.

CHDN cH(F)

o Fosfoghucoun (FXOMC O, CHOH
Enachinas IEDmEnEi
oH aH : EL“
ATP L1k
(=] oM
(hucoes Ghucnaio- - fosfetn '"-IE'-'H-'D-U- tosfato

LT "
T

“&Ea Eonc M o) (Eorc =T ]

Disdrossincetone wi i

Pt Friflesi- 1, A-tesfostate

Glopiahiaiile-
h 3-dosfain ¢h|:!
sHS-Entima_[no—C-g-tnsims|  Sedrogenas 3l

o Falnt o
HJE:D@ Hﬂh:?} NAD® MATHEHE 'H'—hﬂ@ )
Gcerideide-3-fosfata

4 AP ATE
Fosfoenalpiruvato Pinrvato

Figura 20: schematizzazione del processo di Glicolisi.
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Le due molecole di piruvato generate nel processglicblisi approdano poi al ciclo di
Krebs, illustrato in Figura 21.

Il ciclo di Krebs e un ciclo metabolico di importanfondamentale in tutte le cellule che
utilizzano ossigeno nel processo di respiraziotielaes. Negli organismi aerobi, il ciclo di
Krebs e l'anello di congiunzione delle vie metatiodi responsabili della degradazione dei
carboidrati, dei grassi e delle proteine, in anidrcarbonica ed acqua. A questo processo e
associata la produzione di energia sotto formaTd? A

Il ciclo di Krebs & una via metabolica anfiboligmiché partecipa sia a processi catabolici
che anabolici. Il ciclo fornisce infatti anche mgbrecursori per la produzione di alcuni
amminoacidi e di altre molecole fondamentali perdhula.

L’equazione globale a partire da piruvato e:

2CH;COCOO + 8NAD' +2FAD +2GDPB +2HPQ? +4H" +4H,0 —
— 6CQ, +8NADH +8H" +2FADH, +2GTF"

Glicolisi
Piruvato
G
p o coAsH
= (&)
ADP+P NADH+H'
; Acetil-CoA i
Biosintesi e ossidazione - Wa, Ossidazione
degli amminoacidi \ degli acidi grassi
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Gluconeogenesi NADH+H" , degli acidi grassi
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C cO0 ; "
(P ool 30 Citrato
: o OO
e g . ; o
Aspartato n.o\_‘ﬁﬁ' ooc % &5 oo %)
% £ D
Fenilalanina — 'T-; CF
Tirosina = oo £ i 4 cog
Fumarato [ "y ¥ {,c
e . : ‘oo CiS"Aconitato
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. ¥, 4 2 WO
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Figura 21: schematizzazione del ciclo di Krebs.
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In totale da due distinti processi vengono prodo#ie 10 molecole di NADH e 2 di FARH
per un totale di 24 elettroni, che la cellula tesisice all'ossigeno attraverso la catena
respiratoria, impiegando I'energia rilasciata pesintesi di 23 molecole di ATP durante la
fosforilazione ossidativa.

Se si potesse interrompere quest’ultimo passaggieceperare dalla cellula stessa le 12
molecole di coenzima ridotte, per utilizzarle pengrare elettricita, si otterrebbe un sistema
estremamente efficiente di produzione di energipadire da fonti rinnovabili, scarti

agroalimentari o acque reflue.

Come riportato sopra I'energia ricavabile dalla boistione del glucosio & pari a 2868 kJ

mol™ e nell'organismo se ne ricavano 38 molecole di AFiBura 22).

35 ADP + 3B P W%

Figura 22: schematizzazione del processo di fosforilazion&latsa.

Il AG della catena respiratoria si calcola secondoriatila:
AG = - n FAE®
- n: numero di elettroni scambiati;
- F: costante di Faraday;

- AE® differenza dei potenziali di riduzione standaefleldue

semireazioni.
- O+ 2H +2 6 > H,0 +0,82V (apH 7);
- NADH — NAD* + H' -0,32V;

~AE® =0,82-(-0,32) = + 1,14 V;

In totale vengono prodotte 38 molecole di ATP @moindenti ad un guadagno energetico di:
(38 x 30,6 kJ mal) = 1161 kJ met; energia utile
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(2868 kJ mot — 1161 kJ mat) = 1707 kJ met; energia dissipata

Il rendimento del processo di fosforilazione osBidasi puo calcolare dal rapporto tra

energia incamerata sotto forma di ATP ed energadaaviluppata:
resa= [(1161 kJ mot x 100) / 2868 kJ md] = 40,5%.

Il resto dell’energia liberata nel processo detisfdrilazione ossidativa viene dissipata sotto
forma di calore.

Il calcolo empirico sviluppato non tiene tuttaviento del fatto che le concentrazioni degli
intermedi metabolici siano lontane dalle concentr@izLM tipiche dello stato standard. Se si
considera l'effettiva concentrazione di ATP, ADPfasfato in una cellula, il recupero

energetico legato alla produzione dei 38 ATP & sopeeal 65%°
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2 SCOPO

In un mondo dominato dal petrolio e dallo strapetdr chi ne gestisce l'estrazione e la
commercializzazione, nasce la forte esigenza damdhrsi da questa schiavitu politica,
economica ed etica.

Questa fonte di energia, che ha trainato lo svibugell'umanita per oltre un secolo, sta da
tempo mostrando i suoi limiti e i risvolti negatiche I'accompagnano, in termini di
inquinamento ambientale ed effetti negativi sudlaue umana.

Le fonti energetiche rinnovabili offrono, potenmednte, una soluzione a questo problema e
lo sviluppo di una tecnologia innovativa prometieplssibilita di sfruttare quelle fonti di
energia delle quali 'uomo ha sempre compreso ¢iapza, pur non potendo disporne a
sufficienza per mancanza di idonei strumenti dift'emazione.

Queste fonti sono inesauribili perché regolatettdimente o indirettamente da fenomeni
esterni al nostro pianeta e pulite perché la lmsformazione non genera inquinamento.

In questo campo, le celle a biocombustibile sontbmotcandidati come sistemi di
generazione di elettricita caratterizzati da aft@ienza e basso impatto ambientale.

Le celle a biocombustibile sono dispositivi chdlizgeano enzimi o microrganismi per la
conversione diretta di specie chimiche ad alto @oumio energetico in trasportatori di carica
capaci di scambiare elettroni con gli elettrdtLa forza motrice della pila & direttamente
legata al processo ossidoriduttivo.

Abbondanti materiali organici di scarto come alcalcidi organici o carboidrati possono
essere impiegati come substrati per il processoass.

Scopo del presente lavoro di ricerca € lo sviluppaitro di un processo elettrochimico che
mimi la fosforilazione ossidativa, interfacciato awdla cella a biocombustibile, nell’ottica di
sostituire il procedimento artificiale a quello matle. Cio permetterebbe di veicolare gli
elettroni generati dal metabolismo cellulare sicucuito esterno, sfruttandoli come fonte di
energia elettrica.

In particolare si & studiato ed ottimizzato il matsmo di ossidazione del NADH,

accoppiato alla reazione di riduzione dell’'ossigeno
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L’enzima utilizzato per la realizzazione di talsmbsitivo e la Diaforasi; questo, ossidando il
NADH nel comparto anodico, immette elettroni netuaito esterno attraverso un mediatore
redox, capace di veicolarli fino alla superficidl'@ettrodo. Da qui gli elettroni giungono al

compartimento catodico dove riducono I'ossidangeidito in soluzione (Figura 23).

glycolysis,
mitochondrial metabolism

\ +
NADH NAD

\ g /
methylene blue » methylene blue
OX = (colorless)
v/:;xidatinm
O

Hz 0Oz

RED

Figura 23: processo elettrochimico oggetto di studio. Il dtpb rosso rappresenta il meccanismo sviluppato.

Il lavoro di tesi e stato quindi strutturato in umdma fase di taratura della strumentazione
utilizzata nelle misurazioni elettrochimiche ateeso lo sviluppo di una pila standard.

In seguito, si e caratterizzato un processo etdtinoico interfacciato ad una pila a
combustibile, che preveda tutte le specie chimiitdeze in soluzione ed elettrodi inorganici.
Si e quindi studiata, per via spettrofotometrica,réazione da sviluppare nel comparto
anodico della pila NADH/@

Infine, si é interfacciata la reazione, precedeeta studiata, alla pila a biocombustibile,

sviluppando il processo biomimetico della fosfaritane ossidativa.
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3 MATERIALI E METODI

3.1 Apparati

3.1.1 Descrizione di una cella a combustibile

Una cella a combustibile & un dispositivo capaceativertire energia chimica in energia
elettrica, in questo dispositivo viene condotta ueazione di ossidoriduzione tra un
componente riducente ed un ossidante.

Il riducente si ossida perdendo elettroni ed allesso tempo l'ossidante li acquista
riducendosi. Configurando opportunamente la cellpossibile intercettare il flusso di
elettroni e sfruttarlo generando una corrente ridaticontinua legata alla concentrazione ed
al tipo delle specie costituenti la cella stessa.

Le celle a combustibile propriamente dette preved@imentazione dei reagenti coinvolti
nella reazione di ossidoriduzione dall’esternoaleklla stessa, tuttavia, essendo questo uno
studio preliminare svolto con I'obbiettivo di conepidere approfonditamente i meccanismi
di scambio elettronico all’elettrodo, non ci si @ncentrati sull’aspetto ingegneristico del
dispositivo ma piuttosto sull’aspetto elettrochimicDi conseguenza si sono costruiti
apparati che prendono il nome di pile a combusgtjlmiononostante, in questo lavoro di tesi,

i termini pila e cella saranno usati in maniera pamentare.

3.1.2 Realizzazione della pila a combustibile
La realizzazione della pila a combustibile prevédesemblaggio di quattro componenti
diversi:
* Semicella anodica, nella quale avviene la reazidnessidazione della specie
riducente, chiamato anche combustibile;
* Semicella catodica, nella quale avviene la reazdhn@uzione dell'ossidante, anche
detto comburente;
» Ponte salino contenente I'elettrolita;

* Multimetro (SourceMeter Keithley serie 2400).
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Figura 24: rappresentazione schematica della pila a comblespbogettata.

L’intero apparato, mostrato in Figura 24, é cogttitda due provette graduate (30 mm x 115
mm) in polipropilene, da 50 ml, collegate attraweik ponte salino. Il collegamento si
sviluppa praticando un foro dello stesso diamegbtdbo contenente I'elettrolita il piu in
basso possibile nelle due provette in modo talgastantire la bagnabilita del ponte da parte
delle soluzioni nelle semicelle e mantenere un aaegbattente idrostatico sul ponte stesso
per evitarne la fuoriuscita o il danneggiamento.

La cella cosi configurata prevede anche la pod#sibdi gorgogliare gas in soluzione
attraverso tubazioni in vetro sinterizzato collegalie linee, si & scelto di utilizzare il vetro
sinterizzato per garantire una congrua dispersideia fase gassosa evitando cosi la
formazione di bolle di dimensioni troppo grandi @eebbero alterato I'area dell’elettrodo
in contatto con la soluzione e disturbato la misioma@e generando eccessive oscillazioni e la
mancanza di riproducibilita di alcune misure.

Lo strumento di misura viene connesso attravergocdacodrilli agli elettrodi immersi nelle
soluzioni anodica e catodica, i coccodrilli non diey per0 entrare in contatto con le
soluzioni per evitare che questi ultimi possancalcatare a loro volta delle reazioni

elettrochimiche alterando cosi il segnale registrat
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3.1.2.1 Ponte salino

Il ponte salino viene realizzato preparando unazohe di cloruro di potassio 20% p/v in
acqua distillata (KCI, >99%, Riedel de H&en) chenei portata ad ebollizione, in seguito si
addiziona Agar (Agar-agar, Sigma-Aldich) in quantile da ottenere una concentrazione di
Agar in soluzione pari al 10% p/v.
Si ottiene una sospensione torbida che viene \&eesatldo all’interno di un tubo cavo in
plastica rigida una cui estremita viene tappatadmsrparafilm. Una volta riempito il tubo si
lascia raffreddare fino alla completa gelificazialedl’Agar.
L’elevata concentrazione di Agar comporta I'otteanto di un ponte molto viscoso e rigido,
ci0 e sicuramente un vantaggio perché il sistentanoto € piu stabile e resistente a
sollecitazioni meccaniche o a differenze di pressinelle due camere che collega, tuttavia,
I'elevata viscosita dell’elettrolita si traduceun’elevata resistenza al trasporto di carica.
Quest'ultima, infatti, per un conduttore ionicaj@scritta dalla seguente relazione:

AV

1=0
dz  dove: j: flusso di carica;

dV/dx: gradiente di potenziale;
o. condulttivita.

Dalla relazione scritta sopra si ricava:

av=j &,

espressione del tutto analoga alla legge di OhmI\Rs=si deriva percio che il trasporto di
carica in un conduttore elettrico o ionico rapprégeuna resistenza che si traduce in una
caduta di potenziale.

Il valore di conduttivita a sua volta dipende dalfiscosita attraverso la formula:

i = (2l F) g u

doveu e la mobilita della specie carica gl& sua concentrazione, da cido si nota come la

viscosita dell’elettrolita influenzi il trasportaetle specie cariche.
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3.1.3 Pila standard Zinco/Rame

La pila zinco/rame (Figura 25), capace di svoldergeguente reazione di ossidoriduzione:
CUag) + Z(s) — Cl) + Z(ag)
€ composta da:

- un compartimento anodico formato da un elettrodaidco (Zinc, foil, 0,25mm
thick, 99,9%, Sigma-Aldrich) di 5cfimmerso in 25ml di una soluzione di ZnSO
1M.

- un compartimento catodico costituito da un elettrddrame (Copper, foil, 0,25mm
thick, 99,9%, Sigma-Aldrich) di 5cfimmerso in 25 ml di una soluzione di CuSO

1IM.

Figura 25: fotografia della pila zinco/rame durante lo svoighto delle misure elettrochimiche. A sinistra si
osserva l'elettrodo di Zn immerso nella soluzionZmSQO, incolore mentre a destra 'elettrodo di rame &

inserito nella soluzione blu intensa di CuSO
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La superficie di entrambi gli elettrodi & statautita con carta abrasiva a grana media per
attivare la superficie metallica eliminando evefitoasidi o interferenti presenti sull’area

dell’elettrodo e subito immersa in soluzione.

Le soluzioni contenute nei due comparti non vengsotoposte ad alcuna agitazione, in
guesto modo € possibile andare a valutare la fiapael sistema a sollecitazioni ripetute

come le curve corrente/tensione registrate.

Solfato di zinco
Le soluzioni di zinco solfato 1M vengono prepam@ta 28,759 di ZnSE7H,O (Zinc sulfate
heptahydrate, >98%, Sigma-Aldrich), portando a rwuin un matraccio da 100ml con

acqua distillata. La stabilita dello ione?iin soluzione acquosa € attestata dalla Figura 26.

R -
0.8+ =I5 L

0.4 4+ Zn 2+ iy [

Eh/V
]

-0.4 4 e r

-0.8 + ~J__ +

-1.2 t 1 t t

Figura 26: Diagramma di Pourbaix dello Zinco.

Solfato di rame

Le soluzioni di rame solfato 1M vengono preparaggiengendo 2ml di k50O, 0,1M a
24,979 di CuS®5H,0 (Cuivrique sulfate, >99%, Carlo Erba) portandecolume con acqua
distillata in un matraccio da 100ml. L'aggiuntaliSO, € necessaria per mantenere il pH
acido, al di sotto di 4, per evitare la presenzsadiuzione di specie diverse dallo ione’Gu

come si puo dedurre dalla Figura 27.
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Figura 27: Diagramma di Pourbaix del Rame.

Gli esperimenti eseguiti prevedono:
1. ur’indagine preliminare del potenziale di cella ¢Y.0
2. laregistrazione di sei curve I(V), con una scamsidi potenziale tra OV e il valore

ottenuto dall'indagine precedente, arrotondatoggeesso;
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3.1.4 Analisi superficiali

Come prima analisi si € eseguito un tentativo demheinazione dell’area superficiale degli
elettrodi impiegati nella costruzione della biofagell mediante SORPTY 1750.

Per una miglior caratterizzazione degli elettrodigdafite si sono poi impiegati diversi
metodi di analisi superficiale tra cui analisi dcrscopio elettronico a scansione con sonda

EDS ed al microscopio a forza atomica.
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3.1.5 Pila standard in soluzione lodio/Ferro

Si costruisce una pila capace di svolgere la ségueazione:
2 F€'ag)* 2 Tag— 2 F€'aq) + I2

Particolare attenzione va posta alla fase di peggaine delle soluzioni anodica e catodica in
quanto le soluzioni di Fe(lll) sono fotosensibillevono essere preparate ad opportuni pH al
fine di evitare la presenza di altre specie in Hole 0 precipitazioni indesiderate, per la
scelta del pH sono stati utilizzati i diagrammiRburbaix delle specie oggetto di studio
(Figura 28):

1.6 - -

L i 2 B 124 7" e L
084 s = 08+ L
Fe0ys) e : )

0.4 + . e S o 0.4 + - - ——— T
> | Fe® . -
~ prT— - =~ o+ B
£ = Fe,(s) £

04+ = 1 B 0.4 + " L

08+ FeOH™ T 0.8 .

Fels)
Fe(OH),(s) =
1.2 t + , - - -1.2 t 1 t t
2 i} 4 ] 12 16 -2 4 4 & 12 16
pH pH

Figura 28: Diagrammi di Pourbaix di Ferro (a sinistra) e lothodestra).

Per quanto riguarda la soluzione anodica vist&Vata reattivita delle soluzioni di KI nei
confronti di @ e CQ si e resa necessaria la preparazione di soluresche prima di ogni
prova.
La pila iodio / ferro € concepita come un simuladrana cella a biocombustile, a differenza
di quest’ultima pero non necessita di alcun cataliare e utilizza solamente specie in
soluzione, si indaga percio il comportamento deilla nel piu ampio spettro di condizioni
possibili:

1. sivaluta la risposta della pila per uguali varemzidi concentrazione di & Fe(lll);

2. sivaluta la risposta del sistema a variazioniaiaentrazione di solo una delle specie

tra I e Fe(lll) mentre l'altra viene mantenuta a con@ibne costante ed unitaria.
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In particolare si utilizzeranno concentrazioni @uzione delle specié ¢ Fe(lll) pari a: 1M,
0,5M, 0,1M, 0,05M, 0,01M, 5mM e 0,5mM.
Tutti gli esperimenti eseguiti prevedono:
a. un’indagine preliminare del potenziale di cella ¢Y,0
b. laregistrazione di sei curve I(V), con una scamsidi potenziale tra OV e il valore
ottenuto dall'indagine precedente, arrotondatogoeesso;
c. un’ulteriore misurazione del potenziale (Voc) dd@asollecitazioni delle sei curve
corrente/tensione;
d. lo sviluppo di una cronoamperometria della durat30® secondi acquisendo un
punto ogni 500 millisecondi, impostando il valoigodtenziale applicato dallo

strumento sul potenziale di massima potenza otbethait’'ultima curva I(V).

Per la realizzazione della cella si utilizzano dlettrodi di grafite (Cixi-Weilite, Gasket
Material - Flexible Graphite Sheet & Rolls), diazr3,3cm, immersi rispettivamente in 25
ml di soluzione di Kl e Fe(lll).

La semicella catodica, contenente la soluzioneelilly viene tappata e avvolta in un foglio
di alluminio con lo scopo di proteggerla da fonirette di luce. La semicella anodica,
invece, viene solamente tappata con un tappo aferso al centro per permettere il
passaggio del collegamento elettrico.

Come nella pila sviluppata precedentemente, pertenare l'elettroneutralita tra le due

semicelle, i due comparti vengono collegati da ont@ salino.

loduro di potassio

La soluzione madre di ioduro di potassio 1M vierrepprata inserendo 16,609 di Kl
(Potassium iodide, >99%, Riedel-De Haén) in un ataio da 100ml portando a volume
con acqua distillata. Durante la preparazione dellazioni € fondamentale accertarsi che il
pH della soluzione sia leggermene inferiore a 7,caso contrario viene aggiustato
aggiungendo HCI 0,01M. L’aggiunta di acido e neadsas per impedire che la
concentrazione di ioni OHin soluzione sia troppo elevata causando la reazidi

dismutazione dello iodio prodotto dalla reazionesBidazione:
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l+OH —- HIO + T

Ferro Cloruro

La soluzione madre di ferro cloruro 1M viene prepar solubilizzando 27,06g di

FeCI36H20 (Ferro cloruro ico hexahidrato, >99%, Carl®drin un matraccio da 100ml

portato a volume con HCI 0,1M. Il matraccio devigsconservato al riparo da fonti dirette

di luce.
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3.1.6 Saggio spettrofotometrico della cinetica dieazione

E possibile seguire la cinetica della reazione rdsferimento elettronico tra NADH e
mediatore determinando per via spettrofotometraavélocita di decolorazione di una
soluzione di blu di metilene ossidato con e senadoiasi in presenza di NADH.

Il blu di metilene ossidato possiede infatti un sie® di assorbimento nella zona del
visibile, a 664 nm, mentre il blu di metilene ritioé incolore. Il procedere della reazione di
scambio elettronico tra NADH e blu di metilene ds$do comporta la scomparsa del picco
caratteristico a 664 nm e viene percio seguito @lguunghezza d’'onda eseguendo una
Time Drive della durata di 120 minuti con 5 misuosz al minuto tramite uno
spettrofometro Uvikon 923 (Bio-teck Instrument 84iJano).

Le soluzioni di reazione impiegate sono composteNédd®dH 5mM e blu di metilene
0,0250mM in tampone fosfato 0,1M a pH 7,8; in unavp si utilizza anche Diaforasi libera
in soluzione, 1 unita su ml. Prima di qualunquelianke soluzioni vengono degasate per 5’
a 20°, impostando la modalita degas in un bagndteasuoni EImasonic S 30 H.

Per le letture spettrofotometriche é stato utiiazaome bianco una soluzione con la
medesima composizione della matrice ma priva ddbletilene.

La determinazione degli spettri di assorbimentoneieeffettuata in cuvette di quarzo
(Hellma) con cammino ottico di 1cm, che vengon@#dp per limitare I'ossidazione del blu

di metilene ridotto da parte dell’ossigeno nelkari

3.1.6.1 Tampone Fosfato

Tutte le prove che comportassero l'utilizzo di NADbu di metilene o Diaforasi sono state
effettuate in soluzioni tamponate a pH 7,8 di tamgpdosfato 0,1M. Quest’ultimo viene
ottenuto utilizzando due soluzioni:
A. Soluzione 0,2M di Sodio fosfato monobasico (Ma&,-H,O, >99%, Carlo Erba); la
soluzione viene preparata disciogliendo 27,60 gptido in 1| di acqua distillata.
B. Soluzione 0,2M di Sodio fosfato dibasico N&O,-H,O, >99%, Sigma-Aldrich); la
soluzione viene preparata disciogliendo 28,39 gptido in 1l di acqua distillata.
Per ottenere il pH desiderato si aggiungono 8,5deila soluzione A a 91,5 ml della

soluzione B e si porta il volume totale a 200ml ecqua distillata.
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Per la verifica del pH si utilizza un pHmetro CnsmicrgoH2001 con elettrodo a vetro

Hamilton.

3.1.6.2 Blu di metilene

Le soluzioni di mediatore vengono preparate ut@imro Metilenblu (Methilenblau, >99%,

Riedel-De Haén) in tampone fosfato 0,1M a pH 7,8.

3.1.6.3 NADH

Le soluzioni vengono preparate utilizzando NADBinfcotinamide adenine dinucleotide
reduced disodium salt hydrate, >94%, anhydroussh&sgma-Aldrich) in tampone fosfato
0,1M a pH 7,8.

3.1.6.4 Diaforasi

Le soluzioni di enzima vengono preparate utilizzanBiaforasi (Diaphorase from
Clostridium kluyveri, 27,3 U/mg, lyophilized powdeworthington) in tampone fosfato
0,1M a pH 7,8.
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3.1.7 Studi di stabilita delle specie coinvolte nal reazione di ossidoriduzione

Si sono eseguite analisi di stabilita delle spedmvolte nella cinetica di reazione. Sono
state preparate delle soluzioni concentrate di NA@BMM), blu di metilene (10mM) e
Diaforasi (100U/ml) e si e indagata la cineticardazione tramite Time Drive con lo
spettrofotometro, valutando per le soluzioni stbecper tempi differenti la velocita di
decolorazione. Il procedere della reazione di secamlettronico tra NADH e blu di metilene
ossidato comporta la scomparsa del picco cardtteria 664 nm.
Le analisi sono state eseguite in cuvette di quelglbma con capacita di 1,1ml, le soluzioni
non sono state degasate prima della registrazietie dpettro per non alterare in alcun
modo le proprieta delle specie presenti.
Si eseguono delle Time Drive alla lunghezza d’odd&64nm della durata di 120 minuti
acquisendo 5 valori di assorbanza al minuto; stefano due esperimenti al giorno, il primo
prevede la presenza di Diaforasi e le seguentierdrazioni delle specie all’interno della
cuvetta:

-NADH: 5mM;

-Blu di metilene: 0,025mM;

-Diaforasi: 1U/ml.
Nel secondo invece si studia la cinetica di reazionassenza di enzima, e le concentrazioni
in soluzione sono:

-NADH: 5mM;

-Blu di metilene: 0,025mM.
Per le letture spettrofotometriche e stato utili@azeome bianco una soluzione di tampone
fosfato 0,1M a pH 7,8, anch’esso viene stoccateasesalle soluzioni oggetto di studio.
Si sono preparate le soluzioni madre e si sonatragi gli spettri immediatamente, dopo 24
e dopo 48 ore; le soluzioni, quando non utilizzateno state lasciate in frigorifero alla
temperatura di 7 °C, in vial avvolti da un foglio aluminio per proteggerle da qualsiasi

fonte diretta di luce.
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3.1.8 Miniaturizzazione della pila a biocombustibi

Si e deciso di ottimizzare la geometria di cella [@orare con quantita piu elevate di
riducente.

Per evitare di consumare quantita elevate di reagestosi e poco disponibili come il
NADH o la Diaforasi si € progettata una nuova agunfazione di cella riducendo i volumi di
un fattore dieci per poter utilizzare soluzioniaieolte piu concentrate.

Come per le altre semicelle si impiegano due cothmatodico ed anodico, collegati da un
tubo cavo di plastica di 1cm di diametro contendénpente salino; i due comparti sono due
provette di plastica con capacita di 5ml. La piével prevedere la possibilita di alimentare
nel comparto anodico un flusso di azoto: si pratica foro sul fondo della provetta
contenente la soluzione anodica, all'interno dedl@usi inserisce un rubinetto con setto in
vetro sinterizzato per permettere il gorgogliamedioN,. Quando si sviluppera la pila
NADH/O, la stessa soluzione sara adottata anche nel comeato catodico in cui pero

verra alimentato azoto, aria 0 ossigeno.

3.1.8.1 Pila a biocombustibile alimentata a NADH/Reo

Si costruisce una pila alimentata a NADH impiegandb comparto catodico Felll, specie

gia ampiamente caratterizzata negli studi precédent

La cella miniaturizzata, visibile in Figura 29, @stituita da:
- comparto anodico, formato da un foglio di grafi@x{-Weilite, Gasket Material -
Flexible Graphite Sheet & Rolls) di circa 4,5coome elettrodo immerso in 2,5ml di
una soluzione a pH 7,8 di tampone fosfato 0,1M ewerite NADH 5mM e blu di
metilene 5mM.
Le aggiunte di Diaforasi vengono fatte a partireut@ soluzione 100U/ml fino a

raggiungere una concentrazione di enzima in sahezpari a 10U/ml nei 2,5ml.
- comparto catodico costituito da un foglio di grafiCixi-Weilite, Gasket Material -
Flexible Graphite Sheet & Rolls) di circa 4,5coome elettrodo immerso in 2,5ml di

una soluzione di Fe(lll) a concentrazione variabile
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Figura 29: fotografia della pila a combustibile alimentatdl&DH e Felll miniaturizzata.

A causa dell’elevata reattivita delle specie irugane nei confronti di fonti dirette di luce si

avvolge con un foglio di alluminio sia il compagnodico che catodico.

65



Materiali e Metodi

3.1.8.2 Pila a biocombustibile alimentata a NADH/Aa

Per la realizzazione della cella si utilizzano diettrodi di grafite (Cixi-Weilite, Gasket

Material - Flexible Graphite Sheet & Rolls) immensipettivamente in 2,5 ml di soluzione.
La soluzione anodica & una soluzione a pH 7,8rdptme fosfato 0,1M contenente NADH
5mM e blu di metilene 5mM.

Le aggiunte di Diaforasi vengono fatte sempre dineada una soluzione madre 100U/ml
fino a raggiungere una concentrazione di enzinsolnzione pari a 10U/ml nei 2,5ml.

La soluzione catodica € una soluzione a pH 7,&mipbne fosfato 0,1M in cui viene fatto
gorgogliare azoto, aria 0 ossigeno attraverso o Wi vetro con un’estremita in vetro

sinterizzato che viene posta a contatto con lazgmhe.
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3.1.9 Pila a biocombustibile alimentata a NADH/Osgeno

Si e costruita una pila a biocombustibile capaceswdilgere nella semicella anodica la
reazione di ossidazione del NADH a NAD

Da precedenti lavori di te$i *°in questo ambito si sono scelte determinate cdredoni
delle specie in soluzione. La scelta della coneaitine di blu di metilene e legata anche alla
possibilita di osservare visivamente il procedeefladreazione di riduzione del blu di
metilene ossidato ad opera di NADH e Diaforasi.

Nella prima fase di questo lavoro sono state tespiie alimentate a biocombustibile
interfacciate alla configurazione di cella gia aampente impiegata per le pile zinco/rame e

iodio/ferro.

La cella alimentata a NADH prevede I'assemblaggio d
- un compartimento anodico composto da elettrodi di:

Alluminio (Aluminium foil, thickness 1,00mm , 99,9%igma-Aldrich);

Platino;

Grafite (Cixi-Weilite, Gasket Material - Flexiblergphite Sheet & Rolls).
immersi in 25ml di una soluzione di NADH 0,4mM auldi metilene 0,08mM, gli
esperimenti sviluppati in presenza di Diaforasi sino eseguiti con una
concentrazione di enzima pari a 0,4U/ml.
Le soluzioni vengono preparate in tampone fosfat®0a pH 7,8.
La configurazione della cella viene opportunamentedificata per permettere
I'alimentazione nella semicella anodica di &n I'obiettivo di eliminare o abbassare
il piu possibile la quantita di ossigeno in solumoed obbligare gli elettroni a fluire
nel circuito esterno impedendo lo svolgimento dediazione di ossidoriduzione solo
nel comparto anodico.
Nel comparto anodico si gorgoglig son un flusso di 25 I/h per cinque minuti prima
di eseguire qualunque tipo di misurazione, il flussene mantenuto per tutta la

durata dell’esperimento.

- un compartimento catodico costituito da elettrodllal stesso tipo del comparto

anodico, immersi in 25 ml di una soluzione di tamgpéosfato 0,1M a pH 7,8.
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In questa semicella si alimenta ossigeno che i&it@ gorgogliare in soluzione con
un flusso di 34 I/h per tutta la durata dell’espemnto.
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3.2 Strumenti

3.2.1 Misurazioni elettrochimiche

Le analisi elettrochimiche vengono condotte utdizdo un SourceMeter Keithley serie 2400
(Figura 30), interfacciato ad un computer.

Questo strumento integra un power source a corremténua con un multimetro e puo

fornire una potenza di 20W con tensioni da +t5p\Wismg) e da 1V (measuring) fino a

200V e correnti da +10pA a £1A. Permette misureedistenza a 2, 4 e 6 terminali fino a
1700 letture al secondo via interfaccia GPIB.

SourceMefer front panef
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o - e §
Ll ll CAUTION:

Figura 30: pannello frontale e posteriore del Multimetro Késty 2400.
Funziona da generatore di tensione o di correrieeeede la possibilita di connessione a

due o quattro fili (Figura 31), in questo lavoro tdsi si e utilizzato esclusivamente il

collegamento a quattro fili.
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Two-wire comec lions (local sense) Four-wire conneclions (remole sense)
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SourceMeter Front Panel Sense Selection: 2-wirs SourceMeter Front Panel Sense Selection: 4-wire

Figura 31: collegamento a due e quattro fili del SourceMeter.

Lo strumento e stato utilizzato per eseguire cliivee cronoamperometrie.

3.2.1.1 Curve I(V)

Per la totalita delle misurazioni sviluppate dueaittperiodo di tesi si impiega la modalita
Sweep Voltage del SourceMeter: si impostano i valorvoltaggio iniziali e finali e si

registra la corrente generata dalla pila per oglore di potenziale. Impostando il numero di
punti da registrare e lo sweep delay si settanpetiivamente I'ampiezza degli step in
termini di voltaggio e il tempo che intercorre ti@quisizione di un punto ed il successivo,

come schematizzato in Figura 32.

Litear BhHircRse s
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Flin —= e— » ¥ 3 i
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Figura 32: rappresentazione schematica del meccanismo drazisne elettrochimico.
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Il bias level e il livello iniziale immediatamenggecedente all’avvio dell’analisi. Il segnale
di uscita (corrente) cambiera in funzione dellapardi voltaggio impostata ed ogni singolo
gradino durera il tempo necessario all’esecuzidngnd misura fino al valore finale settato

nello strumento.

3.2.1.2 Cronoamperometrie

Questo tipo di esperimento viene condotto regigimala corrente erogata dalla cella in
funzione del tempo per un voltaggio noto. Mediaqiesto tipo di analisi & possibile rilevare
il segnale elettrochimico conseguente al funziorrdmelel sistema catalitico e relazionarlo
cosi alla concentrazione di analita sulla superfilgil’elettrodo.

Questo tipo di esperimento viene sviluppato impudtala modalita Sweep Voltage ma
tenendo costanti i valori di voltaggio iniziali eédli e settando il numero di punti da
acquisire ed i punti per unita di tempo in modmttanere un esperimento che si sviluppasse

nell'arco di tempo desiderato.
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4 RISULTATI E DISCUSSIONI

4.1 Pila standard Zinco/Rame e taratura del sistediaaratterizzazione

E stato studiato il comportamento di una pila “dtml” zinco/rame come sistema di
riferimento per tarare la strumentazione impiegateante il periodo di tesi e valutare la
messa a punto dei parametri operativi.

La reazione di ossidoriduzione completa puo essgitta come:
CU'(agq) + Zns) = Cls) + ZIT " ag)
Che rappresenta la somma delle due semireaziowiudiione e di ossidazione:

CU(ag) + 26 — Cly)

Zn(s) — Zn2+(aq) + 26

Per effetto di questa reazione lo zinco metallicouil € costituito I'elettrodo nella semicella
anodica, si ossida e viene liberato in soluziomaedoni Zrf* mentre allo stesso tempo gli
ioni CU**, in soluzione nel compartimento catodico, si rishm e si depositano sulla
superficie dell’elettrodo sotto forma di rame mital

L’elettroneutralita dei due comparti viene mantengtazie agli ioni K e CI contenuti nel
ponte salino.

La pila cosi costituita pud essere approssimataummdgeneratore reale di tensione e

schematizzata nella seguente maniera:

() Zns) | ZNags™" Il Cldag)’” | Cs) (+)

Modello teorico

| generatori elettrici sono dispositivi destinatpeodurre energia elettrica a partire da una
diversa forma di energfa.
Per caratteristica esterna di un generatore sndetéa funzione V # (I) ovvero la tensione

d'uscita in funzione della corrente erogata e \8c&a.
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Le curve V =f (I) rappresentano la metodologia di caratterizaaipiu comune per le pile a
combustibile e identificano la corrente sviluppdgaun dispositivo elettronico per tensione
assegnata attraverso i relativi morsetti. Solitaiéa corrente viene normalizzata rispetto
all'area superficiale dell’elettrodo e si riportadensita di corrente (in Ampére su centimetri
guadrati), per permettere un confronto tra celle elettrodi di dimensioni differenti.

Se al generatore non é applicato nessun carico ne vheeé nessun collegamento di
cortocircuito tra i contatti metallici, si produrea suoi estremi una differenza di potenziale
massima di circuito aperto, espressa in Volt, denataVoc, e in questa condizione la
corrente sara nulla. Lagd¢ € un parametro macroscopico caratteristico dellia,ccorrelato
alla termodinamica attraverso i potenziali standfindduzione e di ossidazione delle specie
coinvolte nello scambio di elettroni. Tuttaviayvalore di \bc, pud essere molto differente
dal valore di forza elettromotrice della pila cdito per via termodinamica perché le
condizioni di lavoro delle celle a combustibile poso essere molto diverse dalle condizioni
standard.

In stato di cortocircuito, invece, tra i due poélld cella si registra una corrente massima
denominatd sc (corrente di cortocircuito), con una tensione aalgli estremi, che dipende
essenzialmente dalla concentrazione delle spetig@atte sulla superficie dell’elettrodo ed é
influenzata in maggior misura dalla cinetica de#lazione di ossidoriduzione. Oltre a questo
parametro si pud definire la densita di correkig(espressa in A/cfj ovvero la corrente di
cortocircuito generata rispetto alla superficieldelgttrodi.

La curva V =f (I) mostra di tutti i punti di lavoro possibili i cella, la potenza generata e

facilmente calcolabile misurando la tensione eol@ente istantanee di ogni punto di lavoro:
P=1V

Dalla curva V =f (I) e possibile ottenere tramite la relazione aopportata, lacurva di

potenzain cui si riporta la potenza sviluppata da unesms in funzione della corrente o del

voltaggio.

| generatori ideali, schematizzati in Figura 33pécprivi di dissipazioni interne di potenza o
di corrente), presentano un caratteristico andaon@eita curva | = (V), il classico schema
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di circuito rappresenta il generatore in serie ad tesistenza esterna Ru variabile ¢tra

(funzionamento a vuoto del generatore) e 0 (fureasioento in cortocircuito del generatore):

generatoreideale di tensione

I f [Ampére] vV =Vo
Ru=0
Rn —
L [Voli]
0 Vo v

Figura 33: rappresentazione schematica di un generatorecidednsione e grafico I(V) corrispondente.

Per il generatore ideale di tensione la caratteastésterna sara una retta orizzontale di
equazione V = f.e.m. in quanto la sua tensionecaige rigorosamente uguale alla sua forza
elettromotrice, qualsiasi sia la resistenza ddifatatore alimentato e quindi qualsiasi sia la

corrente erogata.

| dispositivi reali (Figura 34) si differenziano daelli ideali a causa di fenomeni dissipativi
interni: la pila zinco/rame, come qualunque altita elettrochimica, rappresenta un
generatore reale di tensione.

Il circuito equivalente di un generatore realeatisione prevede una resistenza interna Ro,
causa principale delle perdite interne di potenziele&a diminuzione della tensione d'uscita

all'aumentare della corrente erogata.
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I A [Ampere] I
Ru=0

Ro

Fun =0 +
Vo

/ [Volt]

Vo V

Figura 34: rappresentazione schematica di un generatoredetdasione e grafico 1(V) corrispondente.

L'equazione della caratteristica esterna ¥(b si determina applicando la legge di Ohm al

tronco di circuito comprendente il generatore:

V=Vo-Ro x|

si tratta dell'equazione di una retta sul piandessano (V,l) avente pendenza negativa, la
pendenza é tanto piu accentuata quanto piu € ghlandesistenza interna del generatore.
L'intersezione con l'asse delle ascisse rappresgénpainto di funzionamento a vuoto,
essendo nulla la corrente erogata, quindi contessia dell'utilizzatore di valore infinito, e
la tensione d'uscita é in tal caso pari alla f.ed®l generatore (a meno di perdite di
tensione). L'intersezione con le ordinate rappraseih punto di funzionamento in
cortocircuito essendo nulla la tensione d'uscitandj con resistenza dell'utilizzatore di

valore nullo.
Per una generica condizione di funzionamento de¢igdore si ha una tensione d'uscita che
risulta inferiore alla f.e.m. del generatore stesouna quantita pari a (Ro x 1) che

rappresenta la caduta di tensione del generatangaalla sua resistenza interna.

Percio, per ciascun carico intermedio inserito cietuito di resistenza R, il generatore

sviluppa una tensione compresa tra zergead una corrente |, tale per cui:

V=IxR
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La pila, non essendo un generatore ideale di teasiornisce un potenziale dipendente dal
carico, ovvero dalla resistenza esterna Ru, per lamdamento della curva (V) e
determinato dalle caratteristiche di corrente esipoitle della pila. Siccome la corrente e
funzione: della struttura della pila, del mezzolledeoncentrazioni dei componenti in
soluzione e dei regimi diffusivi, allora la curv@/) puo darci indicazioni circa i fattori
limitanti della cella.

Quest'ultima e caratterizzata da una forza eletitoice f.e.m. e da una resistenza interna
Ro.

Per ciascun punto di lavoro della caratteristicaleiermina la potenzBg generata dal
dispositivg come prodotto (V x I). Riportando in grafico ilea di P corrispondenti a

ciascun punto di lavoro, si traccia la parabol&idura 35.

P [WI 1 p [Ampere]
Ru=0

ol
=
Q
=)

0 Vo Yo V
2

Figura 35: caratteristica del dispositivo e curva di potenza.

Il vertice della parabola fornisce il valore delfmtenza massima, che si trova in

corrispondenza del punto di lavoro di coordinate:
V=Vo/2 e I =§c/2
La massima potenza erogabile dal generatore ripahao:

Pe= (Vo /2)x (kc/ 2) = (Vo x ko) / 4
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Tuttavia, se la corrente generata dalla pila fliiattraverso un circuito, e questa incontra
una resistenza R, sia interna che esterna, palitenéegia elettrica viene dispersa sotto
forma di calore per effetto Joule. Il lavoro totglenerato dalla pila pud essere descritto

come:

Ps = Pheatt Pelectric= Pheatt V X |

Dalla prima legge di Ohm: V = | x R, di conseguetazgotenza elettrica generata si puo

scrivere come:

Pelectric=V | = PR=V/R
La potenza P dissipata dal carico R raggiunge il valore massimdeterminate condizioni
operative della cella elettrochimica (in terminicdirrente e potenziale), che rappresentano le
coordinate del punto di massima potenza. Questiemwval voltaggio W, prossimo al

potenziale di circuito apertodé¢, con una quantita di corrente corrispondenig. a |

Si definisce rendimento di un generatore il rappdra la potenza [ dissipata dal carico

Ru, e la potenzadyenerata dalla pila.
nN=R/Ps=Mul)/(fem. )=V /fem.=Ru/(Ri+ Ru)
Poiché \{; € sempre minore di f.e.m., allaga@ sempre inferiore ad 1.
La potenza B generata dalla pila e data dalla somma della pat&yconsumata dal carico
e di quella B dissipata nella resistenza interna del generdfye= R, + Fp); si puo cosi

facilmente dedurre che la potenza dissipata é:

Po = I’ Ro
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E il rendimento del generatore si puo scrivere come

N=R/Ps=(Ps-Po)/Ps=1—(R/Ps)=1—(Ro(l/fem.))

che evidenzia il fatto che il rendimento e tantooné quanto piu € grande la corrente |

sviluppata dal generatore.

Il fattore di riempimento (FF) € un parametro sotiente impiegato per valutare 'efficienza
dei dispositivi fotovoltaici ed & definito comeradpporto tra la potenza massima ottenibile
dal dispositivo e il prodotto dis¢ per Voc. Identifica le perdite resistive della cella e
rappresenta un parametro fondamentale nella vabm@zelle prestazioni delle celle solari.
Dispositivi con elevato FF presentano bassi valibrresistenza interna, quindi solo una
piccola porzione della corrente generata vienagiss in perdite interne.

Il parametro, per il sistema oggetto di studiogénito nel seguente modo:

FF =(M Vwm) / (Isc Vod4)

Il parametro FF descrive quindi la quadratura delleva (V) e rappresenta l'efficienza del

generatore elettrico oggetto di studio rispettgealeratore reale (Figura 36).

Pt [W] T p [Ampére]
Ru=0
Icc
f
.-"I.l
0| % Yo N

Figura 36: schematizzazione dei parametri caratteristici @gpti per il calcolo dell'efficienza.
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La massima densita di potenzg @ Vv) € data dal rettangolo grigio interno; il rettalmyo
rosso esterno ha un'area pari g (k Vod4) e se FF fosse pari a 1, allora la curva I(V)

seguirebbe il rettangolo esterno.

Modello reale
La pila zinco/rame viene sottoposta alla registmazi di sei curve (V) (Figura 37), la

scansione viene eseguitadaOV a +1,3 V:

pA/cm2 ;LW/cm2
1800 450,0
1600 | — 400,0
1400 T 350,0
1200 300,0
1000 T 250,0
800 200,0
600 150,0
400 T 100,0
N,
200 |7+ Ay 50,0
0 ) O, 0,0

o N O v O v o nu o n o unu O nuw O 1w O .uw O W o b o un o !

S O d d N N MM < ¥ 0N mw O © N NOOO®OO® O O o d A N N\l

o o o O o o o O o o o O O o o o O O O O 1 « « — -

| I 1] [\ \% Vi Ipot ——Ilpot ——Illlpot —e—IVpot Vpot Vipot

Figura 37: valori di corrente e potenza registrati in funaatel potenziale per la pila zinco/rame.

Dalle curve (Figura 37), si estrapolano i risultassunti in Tabella 1:

79



Risultati e Discussioni

Tabella 1: parametri sperimentali della pila zinco/rame.

ISC (ua) JSC uasem’) voc v Pmax ) Pmax gwicm) FF

| 6,76-10 1,35-16 1,07 1,75-10 3,51-16 0,97

Il 7,40-10 1,48-16 1,07 1,77-10 3,53-16 0,89

I 7,62-10 1,53-16 1,07 1,80-10 3,59-16 0,88
IV 7,66-10 1,53-16 1,07 1,82-10 3,64-16 0,89
V 7,89-10 1,58-16 1,07 1,91-10 3,83-16 0,91
VI 8,12-16 1,62-16 1,07 2,03-10 4,07-16 0,94
Media |(7,58+0,47) -19| (1,52+0,09) -1®| 1,07 (1,85+0,11) - f0| (3,69+0,21) -16| 0,91

La forza elettromotrice di una pila € data dalltiedénza algebrica tra i potenziali standard

di riduzione della semireazione di riduzione easkmireazione di ossidazione:
f.e.M.= Beaz. riduzione Ereaz. ossidazione
dove Eeaz. riduzione Ereaz. ossidazion¥€Ngono calcolati a partire da:
E = B + [RT/(nF)] In [(concentrazione specie ossidat@ohcentrazione specie ridotta)].
Nel caso della pila zinco/rame si puo scrivere,ipbesmpartimento anodico e catodico:

Eanodo= E° (zn” 1zn) + [RT/(NF)] In ([Zrf*] / [Zn]);
Ecatodo: EO(Cu2+/Cu) + [RT/(FIF)] In ([CLP] / [CU]).

Eseguendo la differenza algebrica tra I'espressibigaioq0€ 'equazione di EogoSi ricava

I'equazione di Nernst della pila in esame:
E = (B icw) - B @ rzm) + {[RT/(nF)] In [([2n] [Cu™]) / ([Zn*"] [Cu])]}

Inserire in questa equazione le concentrazioni abtg delle attivita rappresenta
un’approssimazione che si dimostra tanto piu varantp piu le specie sono in bassa
concentrazione; in ogni caso si pud approssimativita delle specie allo stato solido

80



Risultati e Discussioni

unitaria e viste le concentrazioni con cui si lavbargomento del logaritmo naturale assume
valore 1 e la differenza di potenziale ai capi @dlila diventa uguale alla differenza tra i

potenziali standard di riduzione.

| potenziali standard di riduzione delle due sea®reni sono rispettivamente:
E° = +0,340V per la coppia GliCu;
E° = -0,762V per la coppia ZfiZn;

La differenza di potenziale teorica della cella pteta e percio:
E = P (C¥'/Cu) - K (Zn?*/Zn) = +0,340V - (- 0,762V) = +1,10 V.

Il valore di Voc determinato attraverso i dati sperimentali &€ @71y (Tabella 1), la cui
differenza dal valore teorico potrebbe essere ¢eghd resistenza interna della pila.
Esistono tre diversi fattori che causano questeteadi potenziale:
1. perdite di attivazione, legate alla cinetica dzieae {|ac);
2. perdite ohmiche, causate dalla configurazione deduito in cui circolano gli
elettroni e dal trasporto di ioni nel ponte salingmic);
3. perdite di concentrazione legate al trasporto dissaaverso la superficie
dell’elettrodo {cond-
Tutti questi fattori contribuiscono ad abbassangoilenziale letto sperimentalmente rispetto
a quello teorico:

V = Ethermo- Nact - Nohmic ~ Nconc

Ognuno di questi tre fattori contribuisce alla farmaratteristica delle curve (V) (Figura
38): nact influenza il sistema nella parte finale della @jrvicino alla \b¢; nconc interessa la
parte iniziale mentreonmic causa le cadute piu importanti nella parte ceamtdalla curva

corrente/tensione.
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Figura 38: rappresentazione delle principali perdite di tensiassociate alle diverse regioni della curva.tfv)

Questo esperimento preliminare oltre ad aver diratstil funzionamento della pila
galvanica zinco/rame ha permesso di constataridbdilita delle misurazioni eseguite, la
riproducibilitd dei dati ottenuti e la garanziaalier creato una geometria di cella che non
alteri eccessivamente i risultati delle misurazielettrochimiche. Inoltre, i valori elevati del

parametro FF dimostrano che la cella cosi costpugaenta una bassa resistenza interna.
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4.2 Pila standard in soluzione

Una volta identificata la configurazione di celia gtabile, compatta e riproducibile e presa
dimestichezza con le misurazioni elettrochimichemgnemente impiegate per caratterizzare
le celle a combustibile, si & sviluppata una pilaui le reazioni di ossidazione e riduzione

coinvolgessero specie libere in soluzione, cortreldtinorganici.

4.2.1 Analisi superficiali
Si caratterizzano tramite analisi superficiali glettrodi di grafite con cui si realizzera la

pila. La scelta dell’elettrodo e ricaduta su questateriale perché facilmente reperibile,
economico e maneggevole.

Come prima analisi si cerca di determinare 'angaesficiale dell’elettrodo, in questo senso
si determinano i valori del rapporto Area/massa eami/g tramite lo strumento SORPTY
1750, attraverso lisoterma di BET. Sfortunatamentevalori ottenuti non sono
rappresentativi: si ottengono infatti dei valori @iea superficiale inferiore al limite di
rivelabilita dello strumento (60 Ty).

Si decide a questo punto di caratterizzare i fdiggjrafite per cercare di comprendere meglio
come possano catalizzare le reazioni di ossidodezsulla propria superficie: si scattano

delle micrografie al SEM a diversi ingrandimenigpartate in Figura 39:

EHT =20.00 kv i =
‘ Mag= 500X Signal A= VPSE  Date :25 Feb 2013

EHT =20.00 kv i g :
) | Mag= 1.00 KX Signal A=VPSE Date :25 Feb 2013 ZEISS|
WD = 7.0mm Photo No. = 1112 Time :13:01:17 ) MetBo

WD = 7.0 mm Photo No. = 1113 Time :13:03:03

Figura 39: micrografie ottiche a diversi ingrandimenti degfiadi grafite.

E se ne studia la composizione tramite spettroadapiX (Figura 40):
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Spectrum 1
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Figura 40: spettro EDX del campione analizzato.

| dati ottenuti dall'analisi spettroscopica sor@ssunti in Tabella 2:

Tabella 2: percentuali in massa e atomiche per ogni elendeti@to.

Element | Weight% | Atomic%
C 94.92 96.35
o) 4.50 3.43
Na 0.15 0.08
S 0.17 0.06
Cl 0.07 0.02
K 0.09 0.03
Cr 0.10 0.02

Totals 100 100

Infine se ne descrive I'area superficiale medianieroscopio AFM (Figura 41):
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Figura 41: micrografia ottica della superficie dei fogli diadite. Sugli assi sono indicatjim.

Dai risultati ottenuti si evince che i fogli di gite sono caratterizzati da un basso numero di
impurezze metalliche o ossidi che potrebbero akeravalori di potenziale o corrente
misurati e catalizzare reazioni secondarie o p#eas®alle immagini ottenute dal
microscopio a forza atomica e dal SEM si nota isvik presenza di piccoli difetti sulla

superficie, si osservano infatti delle piccole dieadi materiale il cui contributo alle reazioni

di scarico di elettroni € ignoto.
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4.2.2 Pila standard iodio/ferro

La scelta delle specie chimiche coinvolte nellazi@m@e di ossidoriduzione della pila in
soluzione e ricaduta su Fe(lll) come ossidante ‘edoine riducente, la reazione di

ossidoriduzione completa & quindi:
2 F€'aq)* 2 Tag— 2 F€'ag) + I2
Somma delle due semireazioni:

2F€ g +2€— 2Fé

Il sistema puo essere schematizzato nella seguariera:
(-) Grafitgs) | kagy || Faq®" | Grafites) (+)

A differenza della pila zinco/rame, in questa mafare cella, I'elettrodo non partecipa
direttamente alla redox fornendo lui stesso le igpehimiche coinvolte nelle reazioni di
riduzione od ossidazione, ma diventa solamentaagjd dei punti in cui la specie ridotta
nella semicella anodica si ossida e la specie aissidella semicella catodica si riduce. In
particolare ci si aspetta che I'hella semicella anodica, a seguito della diffesemniz
potenziale tra i due poli, diffonda verso la suppsfdell’elettrodo e si ossidi, generando |
qguest’ultimo dovra poi diffondere dalla superfidell'elettrodo verso il bulk della soluzione
lasciando un eccesso di cariche negative sullfelddt Queste, attraverso il circuito esterno,
giungeranno al polo positivo della pila e attravefslettrodo arriveranno al Beche si
ridurra a F&".

La trattazione riguardante la differenza di potatezira i due poli della pila zinco/rame puo
essere facilmente applicata anche alla pila ioeliodf I'espressione della differenza di
potenziale misurata ai capi della pila diventa:

E=Er e - B @) + {IRT/(NP)] In [((FE*T* 177/ ([F€1* 1)1}
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Il potenziale standard di riduzione per la coppgd’fFé** & +0,771V ma dato che i sistemi
redox sono fortemente influenzati dalla forza ianiel mezzo e la soluzione di Fe(lll) viene
preparata in HCl 0,1M il potenziale formale varia+8,730vV** La coppia #/I" pud

sviluppare un valore di potenziale pari a +0,5356Na pila con tutte le specie in soluzione

a concentrazione 1M dovrebbe percio generare ema.fdi:
fe.m.= B (F€/ FE" - B (I/ ') = +0,730V - (+ 0,5355V) = +0,1945V

L’esistenza di almeno tre diversi stati di ossidagi del Ferro non pregiudica la presenza di
Fe(lll) in soluzione: la disproporzione, infattielncaso del Ferro non & spontanea dato che
E° Fe'/Fe* (+0,771V) & maggiore di BFe*/Fe (-0,410V), cid significa che il Fe(lll) in

soluzione e stabile.

Il potenziale standard di riduziongIl € molto simile al potenziale standard di riduzione
I./I3: +0,5355V contro +0,5360V; la reazione di ossidozione tuttavia dev’essere scritta
con b, infatti la precedenza di scarica e sicuramentquaist’'ultimo dato che all’'anodo si
ossida prima la specie che presenta il potenzitdedard di riduzione piu basso,
ciononostante e possibile che si svolgano entrdmlbeazioni. In ogni caso, nota 'elevata
instabilita della specie; le la sua bassa solubilita in soluzioni acquosestguspecie, non

appena viene generata, reagisce con |
L+ — I3

guesta reazione consecutiva ha il grave svantagjgportare via del reagente dall’ambiente
di reazione.

Tuttavia, vista la possibilita che si sviluppi ggmente alla reazione di formazione dell’l
anche la reazione di formazione dgll'’kpecie stabile in soluzione, si decide inizialtees
trascurare il contributo della reazione sopra.

Tenendo presente le considerazioni sopra riposigteocede studiando la risposta della pila

iodio/ferro nelle seguenti condizioni:
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- variazioni proporzionali di concentrazione delpese coinvolte nella reazione;

- variazioni non proporzionali delle specie che @apgano alla redox.

1. [KI] variabile, [FeCl 3] variabile

Nella prima fase di questo lavoro si preparanoolezoni concentrate di Kl ed FeCé si
indaga il comportamento della cella sia in condizidi concentrazione unitaria delle specie
in soluzione sia in condizioni di forte diluizionejantenendo nel comparto anodico e

catodico le stesse concentrazioni.

| risultati ottenuti sono riassunti in Tabella 3:

Tabella 3: parametri sperimentali della pila iodio/ferro déhe Fe(lll) in concentrazioni variabili.

Molarita FeCl s (mmol/l) 5,00-10'| 5,00 | 1,00-18] 5,00-16 | 1,00-16| 5,00-16 | 1,00-18
Molarita KI (mmol/ly 5,00-10'| 5,00 | 1,00-18] 5,00-16 | 1,00-16 | 5,00-16 | 1,00-18
Molarita ™ (/mol) 2,00-16 | 2,00-168 | 1,00-16 | 2,00-16 | 1,00-16 | 2,00 1,00
Pmax (uwiem’) (mediada6 | O.189% ) 2,205 1 5028 1 o003 78,743,6] 11480
curve 1(V)] 0,007 0,10 0,08

ISC (uA) [da 1°curva I(V)] 26,4 239 439 1,24-1d 1,78-16 | 3,74-16 | 5,61-18
Jsc (uA/em?) [da 1° curva I(V)] 799 | 7,24-1b[1,33-16| 3,77-16 | 5,38-16 | 1,13-16 | 1,70-18

0,109+ | 0,168+ | 0,196+ | 0,216+ | 0,237+ | 0,290+ | 0,310+
0,003 0,006 0,003 0,007 0,003 0,008 0,006
FF 0,91 0,77 0,79 0,82 0,85 0,89 0,89

Corrente massimawaem) | o5 | 4 30.10| 7.76.16 | 2,38-16 | 3,35.16 | 7,57-18 | 9,40-16

[da cronoamperometria]

. _1 >
Corrente massima™ e | 5 51 10| 2,33-1¢ | 1,291 | 4,20-1¢ | 3,00.1G | 1,3-1¢° | 1,1-1G°

pA) [da cronoamperometria]
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Jsc: Felll variabile - Kl variabile

Voc: Felll variabile - Kl variabile

—o— Ve

2000

1500

1000

Voc (Volt)
Jsc (uAlem’)

08
o) 1,0 00

Figura 42: valori di Voc (sinistra) e Jsc (destra) al varidefla concentrazione delle specie in soluzione.

| valori di k¢ e Voc aumentano allaumentare della concentrazione dekeie chimiche in
soluzione. In condizioni standard il valore dpd/é significativamente superiore a quello
della forza elettromotrice ottenuto per via teoritade risultato pud essere attribuibile alla
riduzione progressiva della speciealcausa della reazione consecutiva che gegiesialbile.
Infatti, come si evince dall’equazione di Nernkteimine [In ([[]%/[l.])] tende ad aumentare
e quindi ad incrementare il valore della differerdiapotenziale standard tra le specie
elettrochimiche.

La maggior variazione e legata ai valori g @8he tendono progressivamente a zero a basse
concentrazioni delle specie elettrochimiche. Qudsttomeno €& certamente attribuibile
all'instaurarsi di regimi diffusivi sulla superfeidegli elettrodi.

Il valore di FF, legato all'efficienza della cellaaumenta con l'aumentare della
concentrazione delle specie elettrochimiche conida eccezione in cui entrambe le specie
sono alla concentrazione piu bassa. Allo stessoontadpotenza della cella incrementa

progressivamente nell’avvicinarsi alle condiziotairglard.
2. [KI] variabile [FeCl 5] fissa
Una nuova serie di esperimenti & stata effettuaatemendo fissa la concentrazione di geCl

(1M) e variando quella di Kl tra lo 0,5mM e I'1M.

La Tabella 4 mostra i risultati ottenuti:
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Tabella 4: parametri sperimentali della pila iodio/ferro déhin concentrazione variabile e Felll fissa.

Molarita FeClg (mmol) | 1,00-18 | 1,00-18 | 1,00-16 | 1,00-18 | 1,00-16 | 1,00-18 | 1,00-16
Molarita KI (mmol/) 5,00-10" 5,00 1,00-1b| 5,00-16 | 1,00-16 | 5,00-16 | 1,00-18
Molarita KI ™ (/mor 2,00-16 | 2,00-16 | 1,00-16 | 2,00-16 | 1,00-16 2,00 1,00
- .
Pmax(uwien) [mediada 6| 5 16,0 30| 9,5440,61| 18,2407 49,6+2,0| 59.8+2,0| 131259 | 16748
curve I(V)]
ISC (uA) [da 1°curva I(V)] 174 486 963 2,30-1d 2,85-16 | 5,52-18 | 6,38-16
2 o
JSC (uajem’) [da 1° curva 52.6 147 292 695 865 | 1,67°101,93-18
I(V)]
0,277+ 0,275+ | 0,252+ | 0,273+ | 0,279+ | 0,311+ | 0,331+
0,033 0,017 0,010 | 0,010 | 0,012 0,013 0,014
FF 0,75 0,84 0,79 0,87 0,82 0,86 0,84
Corrente massimawa’ | 45 721 166 384 476 852 961
cm?) [da cronoamperometria]
Corrente massima’
(cn?/ pA) [da 3,03-10' | 1,39-1C | 6,00-10 | 2,60-10° | 2,10-10° | 1,20-1C° | 1,00-10°
cronoamperometria]

Voc: Felll fisso - Kl variabile

Voc (Volt)

Jsc: Felll fisso - Kl variabile

1.0

ey, ,
/770///)

Figura 43: valori di Voc (sinistra) e Jsc (destra) al varidela concentrazione delle specie in soluzione.

3. [K]] fissa [FeCls3] variabile

Come ultima analisi si decide di testare il comaaxento della cella nel caso in cui si fissi la

concentrazione di Kl ad 1M e si vada a variare lquei FeC} da 0,5mM fino a

concentrazione unitaria.
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| risultati sono riassunti in Tabella 5:

Tabella 5: parametri sperimentali della pila iodio/ferro déhin concentrazione fissa e Felll variabile.

Molarita FeCl 3 (mmol/) 5,00-10" 500 | 1,00-1b] 5,00-16 | 1,00-16 | 5,00-16 | 1,00-168
Molarita KI - (mmol/) 1,00-16 | 1,00-16 | 1,00-16 | 1,00-16 | 1,00-18 | 1,00-16 | 1,00-18
Molarita FeCl3* (/mol) 2,00-16 | 2,00-16| 1,00-16 | 2,00-16 | 1,00-16 | 2,00 1,00
Pmax(uwiem) [media da & curv ) 500 18| 11.8+4,532,748,7| 63,2453 81,3+5.2| 100:8 | 11949
I(V)]
ISC (uA) [da 1°curva (V)] 1,16-16 | 3,30-16 | 4,41-16| 4,63-16 | 5,26:16 | 6,21-16 | 6,81-16
Jsc (pA/lcm?) [da 1° curva I(V)] 343 9,71-10| 1,30-16 | 1,36-16 | 1,55-16 | 1,83-16 | 2,00-16
0,110+ | 0,214+ | 0,244+ | 0,268+ | 0,284+ | 0,295+ | 0,306+
0,004 0,019 | 0,012 | 0,013 | 0,012 | 0,011 | 0,014
FF 0,31 0,30 0,53 0,78 0,82 0,85 0,89
H 2
Corrente massima(A/om’) 280 597 729 742 850 898 975
[da cronoamperometria]
. _1 >
Corrente massima™ A | 5 66 16 | 1,70.1¢ | 1,40-1¢° | 1,30-16°| 1,201 | 1,10-16 | 1,00-1G°
[da cronoamperometria]

Voc: Felll variabile - Kl fisso
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Figura 44: valori di Voc (sinistra) e Jsc (destra) al varidedla concentrazione delle specie in soluzione.

Dall’'osservazione delle Figura 42, Figura 43, Fegdd, emerge un fenomeno interessante

riguardo i valori di \4¢, infatti, nei due casi in cui la concentrazioneFeiCk viene fatta

variare, la differenza di potenziale a circuito peviluppata dalla cella (come media delle

sei curve I(V)), varia da +0,11V fino a +0,31V siitd lo spettro di concentrazioni indagate.

Nell’'unico caso in cui I'FeGlé presente in concentrazione fissa ed unitaniaci, la \bc

generata dalla pila si attesta su valori comprast0,28V e +0,33V. L’equazione della forza

91



Risultati e Discussioni

elettromotrice riferita alla pila oggetto di studim informa che allaumentare della
concentrazione delle specie Kl ed Fe@tesenti in soluzione, la differenza di potenziale
misurata ai due capi della pila debba aumentarestgquaffermazione coincide con i risultati
sperimentali ottenuti, tuttavia, sembra che k& ¥ia dipendente in misura maggiore da solo
una delle specie presenti in soluzione, in pami@Ek ragionevole supporre che il contributo
alla Voc sia legato in misura maggiore al Fe(lll). Una gilaile spiegazione a questo
fenomeno si puo ricercare nelle concentrazionittfEenel microambiente dell’elettrodo.
Il trasporto di materia, in ognuna delle due seitecpuod avvenire in tre diverse maniere:
- convezione: moto delle specie presenti in soluzioaasato da gradienti di
densita o temperatura o da agitazione meccanica;
- diffusione: moto legato alla formazione di gradiedit concentrazione che si
generano in prossimita degli elettrodi;
- migrazione: moto di particelle cariche a seguitd’aeplicazione di un campo
elettrico.
Nel caso della pila iodio/ferro, dato che le speniesoluzione presentano tutte una carica
formale, il trasporto di massa verso la superfae#’elettrodo sara causato principalmente
da fenomeni diffusivi e di migrazione (le soluziombn sono sottoposte ad agitazione
meccanica). Percid si puo considerare attornoletifedo un’interfaccia, di spessode in

cui il trasporto di materia avviene sulla basealkbge di Fick:

c
arl =-D, HC
ax

Visti i risultati ottenuti, si puo percio supporhe I'I' abbia un’elevata mobilita in
soluzione, o comunque superiore rispetto alla ntabiel Fe(lll), probabilmente legata ad
un piu alto coefficiente di diffusivit® per la specie Irispetto a quello della specie Fe(lll).
Il motivo per cui i valori di potenziale si discasb principalmente per basse concentrazioni
mentre convergano a concentrazioni piu elevate es®ere spiegato considerando la
superficie dell’elettrodo come quella di un cataditore: una volta occupati tutti i siti attivi
disponibili sulla superficie, la differenza di pomale risentira solamente della
concentrazione delle specie presenti sull’areaedetirodo e non nel bulk.
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bY

Un ulteriore parametro da analizzare e quello d&a nel caso 3. in cui il KI viene
mantenuto per tutta la durata dell’esperimentooincentrazione fissa ed unitaria, i valori di
densita di corrente registrati sono alti anche passe concentrazioni di Fe(lll), non
altrettanto avviene invece nell’esperimento 2., edov Fe(lll) viene mantenuto in
concentrazione fissa ed unitaria e si fa variarecdacentrazione Kl. Una ragionevole
spiegazione ai fenomeni registrati pud essere tzereala cinetica di reazione: si suppone
infatti che la velocita con cui la speciesi scarica sulla superficie dell’elettrodo nella
semicella anodica sia inferiore rispetto alla vigdbocon cui il Fe(lll) si riduce all’elettrodo
nel comparto catodico.

Tale ipotesi &€ avvalorata dai valori di FF calcglatfatti durante I'esperimento 3., questi
passano da 0,3 per basse concentrazioni di Féfit))a 0,9 per concentrazione unitaria di
ossidante. Nelle altre due prove i valori di Ffnsintengono intorno allo 0,8-0,9 per tutto lo
spettro di concentrazioni indagate. Cio pu0 essgiegato ipotizzando che il Fe(lll), a basse
concentrazioni, non sia in grado di drenare abbaataselocemente il flusso elettronico

sviluppato dall’elevata concentrazione di KI neéanicella anodica.

Riportando in grafico i valori di corrente massiregistrata durante le cronoamperometrie e
di Jc in funzione della concentrazione delle specie @uzkone si ottiene un tipico
andamento iperbolico (Figura 45, Figura 46), persginbra che le due variabili siano

strettamente dipendenti I'una dall’altra.
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Figura 45: valori di corrente massima da cronoamperometiggsti@ti al variare della concentrazione della

specie in concentrazione variabile in soluzione.
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Figura 46: valori di Jsc registrati al variare della concanione della specie in concentrazione variabile in

soluzione.
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Per dimostrare la correlazione tra corrente eroga@ncentrazione delle specie in soluzione
si costruisce, per ciascuna prova effettuata,afigp dei doppi reciproci (Figura 47, Figura
48, Figura 49) riportando l'inverso della densitacdrrente in funzione dell'inverso della

concentrazione delle specie elettrochimiche.

1. [KI] variabile, [FeCl 3] variabile

cm?/uA

2,50E-01
y =0,0001x + 0,0015
R=1
2,00E-01
1,50E-01+
1,00E-01
5,00E-02
0,00E+0
0 500 1000 1500 2000 2500L/mol
& Reciproco dicorrente massima e concentraziefe- Lineare (Reciproco di corrente massima e concentrag

Figura 47: reciproco dei valori di corrente e concentrazioh&l e Fe C} della pila [KI] variabile, [FeG]

variabile.
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2. [KI] variabile [FeCl 5] fissa

25@/mol

cm?/pA
1,60E-02
1,40E-02 .
1,20E-02 y= 6I25-05x +0,0011
R" = 0,9844
1,00E-02
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4,00E-03 /
2,00E-03+—¢
0,00E+00- ‘ ‘ | |
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¢ Reciproco dicorrente massima e concentraziere- Lineare (Reciproco di corrente massima e conceiotray

Figura 48: reciproco dei valori di corrente e concentrazidnkl della pila [KI] variabile, [Fe(] fissa.

3. [KI] fissa [FeCl3] variabile
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Figura 49: reciproco dei valori di corrente e concentrazidnEeC} della pila [KI] fissa, [FeG] variabile.
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Sulla base dei risultati ottenuti dalla linearizpaz dei valori di corrente e concentrazione si
pud assumere come iperbolico 'andamento dei pdrantiecorrente della pila e 1o si pud

descrivere attraverso la seguente funzione:

Densita di corrente = (Densita di corrente< [concentraz.]) / (K + [concentraz.]);

Da cui si evince che l'intensita di corrente auraeal crescere della concentrazione delle
specie elettrochimiche fino a giungere asintoticai@ad un valore massimo corrispondente
alla massima velocita della reazione chimica. lbkadi K, invece, € indice della capacita
della specie elettrochimica di scambiare elettroan I'elettrodo nella corrispondente
semicella. Tale valore € inversamente proporzionala capacita di scambio.
L’interpretazione degli andamenti mette in evidecha la specie Fe(lll) € maggiormente
affine allo scambio rispetto alla specie |

Questa maggiore affinita potrebbe essere attribaidifferenti limiti diffusivi delle due
specie all'interfaccia con I'elettrodo, in cui padBimente la velocita con la quale lo ioduro
si ossida € maggiore di quella con lo ioduro differdal bulk della soluzione fino alla
superficie dell’elettrodo.

Con l'obbiettivo di ricavare, per ogni esperimemeeguito, i valori di i e di velocita di
reazione massima (V), si sviluppa il metodo deiglopciproci:

partendo dall’equazione sopra riportata, mediargenptici conversioni algebriche e
possibile ottenere la seguente espressione:

Ba 1,1
—t—
voa v

1_
s =

In questa equazion®/v ed 1/a sono variabili e rappresentano i reciproci dekdogita di
reazione e della concentrazione di substrato, @stgpucaso si prende come concentrazione di
substrato la concentrazione diol Fe(lll) in soluzione mentre la velocita di ream € ben
rappresentata dal valore massimo di corrente ldtttante la cronoamperometria, che
coincide con A registrati al tempo zerd&./V e 1/V sono costanti: il primo rappresenta la
concentrazione di substrato necessaria affinchiédaione abbia velocita pari a meta della
velocita massima, mentre il secondo rappresentariprd valore di velocita massima della

reazione, raggiunta allo stato stazionario.
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1. [KI] variabile, [FeCl 3] variabile

Dalla linea di tendenza (Figura 47) si ricava:
-V =+4667;
- Km=+6,67x10;
- KV = +1x10*%

2. [KI] variabile [FeCl 3] fissa
Dalla Figura 48 si ricava:
-V =+909;
- Kp = +5,45x10;
- Kn/V = +6x10°,

3. [KI] fissa [FeCl3] variabile

Dalla linea di tendenza (Figura 49) si ricava:
-V =+909;
- Km=2,73x10,
- KV = 3x10°

Lo stadio lento nella fase di ossidazione delibn é tanto la formazione del complesso
elettrodo-1, quanto piuttosto I'evoluzione di quest’ultimo arrhare i prodotti finali di
reazione. Cio spiega anche il motivo per cui i viadlb Voc registrati durante I'esperimento
2., per concentrazioni di Fe(lll) fisse, a diffezardi quelli misurati in 1. e 3., si attestino su
valori piu stabili e alti anche nel caso di bassecentrazioni.

Questi risultati esprimono la diversa affinita can le specie interagiscono con la superficie
elettrodica durante lo svolgimento delle reaziokgtteochimiche. Giunti a questo punto
percio la scelta dell’elettrodo per catalizzare veazione elettrochimica deve tenere conto
anche del parametro di affinita nei confronti deagenti impiegati.
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4.3 Saggio spettrofotometrico della cinetica di egane tra NADH e Blu di metilene

In molti organismi I'energia che occorre per lates di ATP viene da un processo
ossidativo, effettuato da un sistema di traspgrecmlizzato, detto “catena respiratoria”.

Se gli organismi vivono in presenza di ossigenooaferico, organismi aerobi, esso diventa
l'accettore finale degli elettroni ceduti dalle wo®e organiche, introdotte con
I'alimentazione, si parla in questo caso di resp)iae aerobica.

Tutte le respirazione aerobiche avvengono a livdilgatene trasportatrici di elettroni che
presentano caratteristiche diverse a secondapaetitiorganismo.

Come gia accennato, durante i processi catabtdicellule e gli organismi aerobi ossidano
specie ad alto contenuto energetico trasferendmgéhi da queste ai coenzimi piridinici
NAD™ e flavinici FAD che, al termine del processo, Bivano sotto forma ridotta
NADH+H" e FADH.

| coenzimi ridotti sono continuamente ri-ossidail’dssigeno atmosferico (Figura 50).

NADH+H* + 0,

2 e . 1 T G keal

. NADH + H 4+ — 0O, —>» NAD" +H,0 AG" = —52,7
NAD H>O 2 mole

FADH 1.0 1 K

. ; cal

< FADH, + — 0, —% FAD +H,0 AGY = —362
FAD Ha0 2 mole

Figura 50: schema di ossidazione dei coenzifni.

L’energia liberata dai processi di ossidazione {Fag50) viene frazionata in piu tappe per
sintetizzare piu molecole di ATP dato che la callijualunque sia la quantita di energia
adottata da una ossidazione, forma un solo leganuki alico alla volta. Il frazionamento
avviene mediante la catena respiratoria, costitsgi@mpre da una successione di proteine
enzimatiche. Queste sono associate ad una molecathun catione, capace di esistere in
forma ossidata o ridotta, e avente un ben preadore di potenziale redox. Funzionano in
complessi ordinati in modo tale che i potenziali@®enzimi si susseguano in ordine dal piu
negativo (NAD/NADH), al pitl positivo (Q/O?).

Le differenze fra i potenziali provocano un flusdp elettroni lungo la catena, questo

processo @ detto fosforilazione ossidativa (Fidilg’®

99



Risultati e Discussioni

AG® A | +
| NADH + H® NAD®
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Figura 51: salti energetici che accompagnano il flusso dtrelei nella catena respiratoria.

Si studia la possibilita di sviluppare una reaziob@mimetica della fosforilazione
ossidativa, che permetta di seguire attravers@étt®fotometro la reazione di ossidazione
del NADH. Tale reazione viene sviluppata con e aecatalizzatore: I'enzima Diaforasi,
impiegando blu di metilene come ultimo accettorelditroni.

La scelta delle seguenti specie deriva da precestenti eseguiti in questo campb il blu

di metilene, una volta costruita la cella, sararlalecola responsabile del trasferimento
elettronico all’elettrodo. Per monitorare I'andantedella reazione si registra, attraverso lo
spettrofotometro, una variazione colorimetricaastbluzione nel tempo.

La reazione che si monitora &€ una reazione di ogdigzione: l'intero processo si sviluppa
come una prima ossidazione del NADH che cede isletironi alla Diaforasi e infine al blu
di metilene (BM), o direttamente a quest’'ultimogd riduce.

Le reazioni oggetto di studio sono le seguenti:

NADH — NAD" + 26 + H"
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BMoyy + 2H" + 26 — H,BMeqg

Si puo scrivere quindi la reazione di ossidoridogi@ompleta, sia nel caso quest’ultima sia

mediata da Diaforasi, sia che non lo sia:

Diaforasi

NADH +BMoy + H* — NAD" + H,BM eq

Il blu di metilene (Figura 52) in forma ossidatai® eterociclo aromatico che presenta un

picco caratteristico di assorbimento a 664nm (FRdiB).

N
=
Hjc - ':H:-
N 5 NTT
| ) I
CHy Cl CH,

Figura 52: struttura molecolare del Blu di metilene.
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Figura 53: spettri di assorbimento delle soluzioni di blunditilene al variare della concentrazione.
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Il profilo dello spettro & fortemente legato al milla soluzion® percid si & scelto di

eseguire le analisi in soluzioni tamponate a pHdY f&mpone fosfato 0,1M.

La reazione di ossidoriduzione porta alla formagidnblu di metilene ridotto, quest’ultimo

e completamente incolore e percio la cinetica dri@ne pud essere seguita valutando la
velocita di decolorazione a 664nm della soluzione.

La prima analisi viene eseguita in assenza di Daafpla seconda con Diaforasi libera in

soluzione in concentrazione 1U/ml (Figura 54). @&jiange il NADH e si registra lo spettro.

1,60

1,40

1,201
1,00 \

0,80 \
0,60 |
0,40

0,20 \¥ \&

0,00 T 7 T T T ;
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0

‘— NADH-blu di metilene-Diaforast——— NADH-blu di metilene‘ minuti

Figura 54: Drive della reazione tra NADH e BM in assenzaregriesenza di Diaforasi.

La reazione di riduzione del BM ha luogo anchessemza di Diaforasi (Figura 54), tuttavia,
in quest’ultimo caso, la velocita con cui la sotrme si decolora € decisamente piu bassa
rispetto a quella della reazione catalizzata dafobaai. Questo indica che la reazione e
certamente favorita da un punto di vista termodicare I'enzima, in quanto catalizzatore,
la rende piu veloce da un punto di vista cinetittcagerso la costituzione di semireazioni
aventi energie di attivazione inferiori. La vel@citlella reazione puo essere verificata
attraverso il calcolo dei tempi di mezza vita dedjaecie BM in soluzione durante la

cinetica della reazione (Tabella 6).
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Figura 55: valori di assorbanza letti nei primi 5’ di regéstione della Time Drive.

Si riportano tutti i dati estrapolati dall’anal@ei grafici in Tabella 6:

Tabella 6: parametri principali ricavati dall'analisi dellérie Drive.

Molarita NADH (mmol/l) 5,00
Molarita BM (mmol/l) 2,5-10°
Contenuto Diaforasi (U/ml) 0,00
Assorbanza iniziale (A) 1,14 0,93
Assorbanza a plateau (A) 9,8-10° | 6,0-10°
Tempo di mezza vita BM ossidato (min) 30,5 1,20

La reazione di riduzione del blu di metilene dat@atel NADH é in competizione con la
reazione di ossidazione di quest'ultimo da partd’adsigeno atmosferico, le cuvette
vengono tappate ma anche con questo accorgimento éopossibile eliminare

completamente la presenza di ossigeno disciolsoluzione.
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In precedenti lavori di te¥i* si valutava, oltre alla velocita di decoloraziomache la
velocita con cui la soluzione si ricolorava a semuiell’ossidazione del blu di metilene da
parte dell'ossigeno atmosferico. In questo casbl®@ minuti in cui si registra 'assorbanza
non si osserva alcuna ricolorazione della soluzignesto fenomeno e probabilmente legato
all'elevata concentrazione di NADH rispetto a qaedli blu di metilene nell’ambiente di

reazione.
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4.4 Studi di stabilita delle specie coinvolte netkzazione di ossidoriduzione

Vista la necessita di lavorare in condizioni di cemtrazioni elevate delle specie coinvolte
nella reazione di ossidoriduzione per confrontargsultati ottenuti con quelli della pila
zinco/rame e iodio/ferro, e vista I'elevata insli#gdidei componenti organici che partecipano
alla reazione di ossidazione del NADH, si decidstddiarne I'inalterabilita nel tempo.

Le analisi elettrochimiche infatti non potrannoesssrealizzate nello stesso giorno in cui si
preparano le soluzioni a causa di mancanza di tequeste ultime allora saranno preparate
un giorno per il successivo.

Le cinetiche di reazione eseguite immediatamenp® d preparazione delle soluzioni, dopo
24h e dopo 48h sono state riportate in Figura Bgyera 57: in ascissa i valori di assorbanza

ed in ordinata i valori di tempo, sia in assenzBidforasi:

1,20
1,00
0,801
0,60

0,40 \\ \

0,20 \\\\ :

0,00 T T T T T T
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00 min

+24h
+48h

Figura 56: Time Drive della reazione tra NADH e blu di metiée
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Figura 57: valori di assorbanza registrati durante la Timev®della reazione tra NADH e blu di metilene nei

primi 5.

Sia in presenza di enzima (Figura 58, Figura 59):
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Figura 58: Time Drive della reazione tra NADH e blu di metiéein presenza di Diaforasi.
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Figura 59: valori di assorbanza registrati durante la Timev®udella reazione tra NADH e blu di metilene in

presenza di Diaforasi nei primi 5.

Dalla pendenza delle rette nei primi cinque mirinticui € stata registrata I'assorbanza
(Figura 58, Figura 59) e dai dati ottenuti si pff@ranare che le specie come il NADH e la
Diaforasi, anche se stoccate in concentrazioniagdefg 10mM per il NADH e 100U/ml per

la Diaforasi), sicuramente, almeno nelle prime 24lstoccaggio, non vanno incontro a
perdite significative di attivita. Alla luce di gsi risultati &€ possibile andare a costruire celle

a combustibile con un’alta concentrazione di sabistiochimici.
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4.5 Pila a biocombustibile alimentata a NADH/Ferro

Si é quindi sostituito lo ioduro come specie chanrtdducente con la coppia NADH/BM

nella pila iodio/ferro precedentemente carattetezza

Nella semicella anodica si sviluppa la reazion@siidazione del NADH, che, come si e
potuto vedere dal saggio spettrofotometrico deleta di reazione, pud avvenire con 0
senza enzima libero in soluzione, la reazione gsere cosi schematizzata:
Diaforasi
NADH + H" + BMoy — NAD™ + H,BM g
HoBMeg — BMox + 2H" + 2€

| due elettroni liberati dall’ossidazione del blurdetilene ridotto dovranno essere ceduti
all'elettrodo nel comparto anodico, attraversoublg fluiranno nel circuito esterno fino a
raggiungere l'elettrodo immerso nella soluzioneodata. Come in tutte le altre pile

costruite, I'elettroneutralita della soluzione sgeaantita dall’elettrolita contenuto nel ponte
salino, che diffondera nelle soluzioni bilanciantio cariche in eccesso consumate o
generate. Nella semicella catodica, gli elettrorovpnienti dal circuito, causeranno la

reazione di riduzione del Fe(lll):
2 F€'ag+ 2 €— 2 Fé )

Ai due capi degli elettrodi, percio, si osservex&éguente reazione:
H2BM agyred+ 2 FE (aq)— BMagpox+ 2H + 2 Fé' (g

Per maggior chiarezza si puo schematizzare la oella seguente maniera:
(-) Grafitgs) | HoBM (agyred|| Faq) " | Grafitgs) (+)

Come per tutte le pile & possibile scrivere I'egoiae per il calcolo del potenziale generato

dalla cella in questione:
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fem=Er ) - Bo@n”ian™ + {[RT/(F)] In [([Fe*]* [BM™)/ ([Fe*]? [BM*))]}

Come si puo notare nel calcolo del potenziale nempare la concentrazione di NADH,
guest’ultimo infatti non prende parte alla reazidnsecambio elettronico, o almeno non sulla
superficie dell’elettrodo percio l'unico fattoreell NADH influenza é la concentrazione di

blu di metilene ridotto in soluzione.

Il potenziale standard di riduzione per la copp&fFe* in HCI 0,1M & +0,730%7, la
coppia BM®YBM® & utilizzata in chimica come indicatore redox pidetidente, presenta
infatti a pH pari a zero un valore di potenzialedta-0,53V mentre a pH 7 il potenziale € Eo
+0,01V. Tutte le soluzioni anodiche sono preparatesoluzioni tamponate a pH 7,8 di
tampone fosfato, si assume percio in prima apprasgbne come valore di potenziale
standard di riduzione della coppia B#BM® il valore di +0,01V. Se fossimo in grado di
sviluppare una pila che presenti in soluzione tigtteoncentrazioni delle specie in soluzione

pari a 1M, quest’'ultima dovrebbe generare ai sapi ana differenza di potenziale di:
AE, = E, (FE"'/ F€) - E, (BM™YBM*) = +0,730V - (+ 0,010V) = +0,720V.

Si configurano due esperimenti con lo scopo ditteniazare il comparto anodico rispetto al
comparto contenente Fe(lll):

1. si configura una cella che nel comparto anodicolggy la reazione di ossidazione del
NADH senza catalizzatore, e per concentrazionefdissubstrato, il NADH stesso, si studia
la risposta della cella quando si varia la coneanbne di Fe(lll);

2. si costruisce una cella in cui, al variare detlaaentrazione di Fe(lll), si tiene fissa quella

di NADH e blu di metilene, inserendo pero in sotug anche I'enzima Diaforasi.

1. [NADH], [BM] fissa, [FeCls;] variabile
Nella prima fase di questo lavoro si preparanool@zoni concentrate di NADH, blu di
metilene ed FeGl e si indaga il comportamento della cella sia imndipioni di

concentrazione unitaria delle specie in soluzioree is condizioni di forte diluizione,
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fissando la concentrazione di NADH e BM a 5mM deardlo quella di FeGlda 1mM fino a
concentrazione unitaria.

| risultati ottenuti sono riassunti in Tabella 7.

Tabella 7: parametri sperimentali della pila NADH/FCI

Molarita FeCl 3 (mmol/l) 1,00 1,00-16 1,00-16 1,00-168
Molaritd BM (mmol/l) 5,00 5,00 5,00 5,00
Molarita NADH (mmol/l) 5,00 5,00 5,00 5,00
Pmax (uwiem’) [mediadabeurve| 5 96,4 59 9,0443,55 11,842,9 17,645,8
I(V)]
Pmax (uW/cm?) [da 1° curva I(V)] 2,92 14,7 18,1 26,9
ISC (uA) [da 1°curva I(V)] 3,31-16 1,76-16 1,65-16 1,52.16
Jsc (uA/cm?) [da 1° curva I(V)] 73,6 321 412 338
0,237+0,003 0,437+0,116 0,482+0,091 0,584+0,12
2,32-10 6,65-10" 6,39-10 8,00-10

FF 0,42 0,30 0,43 0,41

H 2
Corrente massima(uA/cm? [da 101 165 170 190
cronoamperometria]

. _1 >
Corrente massima: enf/uA) 9.87-1G° 6,07-1C 588-10 526.1C
[da cronoamperometria]
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Figura 60: valori di Voc (sinistra) e Jsc (destra) al varidela concentrazione delle specie in soluzione.
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2. [NADH], [BM], Diaforasi fissa, [FeCls] variabile

Il secondo esperimento prevede lo studio dellaostp della cella a seguito di variazioni
nella concentrazione di Fe(lll), per concentraziaheNADH e blu di metilene fisse, a
differenza di prima pero, si inserisce nell’ambéedi reazione Diaforasi libera in soluzione.
Come nella prova precedente il Fe&éde variare la sua concentrazione da 1mM fino ad
1M.

La Tabella 8 mostra i risultati ottenuti:

Tabella 8: parametri sperimentali della pila NADH/Fg@ presenza di Diaforasi.

Molarita FeCl 3 (mmol/l) 1,00 1,00-16 1,00-16 1,00-168
Molaritd BM (mmol/l) 5,00 5,00 5,00 5,00
Molarita NADH (mmol/l) 5,00 5,00 5,00 5,00
Diaforasi (U/ml) 10,0 10,0 10,0 10,0
5 ,
Pmax (uwiem) [mediadab cunve g 4e.1 61 10,843,6 13,042,2 12,246,5
I(V)]
Pmax (uW/cm?) [da 1° curva I(V)] 8,51 1,72-16 1,77-16 2,11-16
ISC (pA) [da 1°curva I(V)] 1,27-16 2,90-16 3,05-16 3,05-16
Jsc (pAlcm?) [da 1° curva I(V)] 2,81-16 6,44-16 6,79-16 6,77-16
0,336+0,047 0,348+0,077 0,372+0,063 0,379+0,141
4,19-10" 4,84-10 4,73-10 6,59-10

FF 0,33 0,31 0,30 0,27

1 Va
Corrente massima(uA/icm?) 147 273 331 377
[da cronoamperometria]

. _1 >
Corrente massima: (ent/uA) 6,79-10 3,66-16F 3,02-16° 2.65-1F
[da cronoamperometria]
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Voc: Felll variabile - MB fisso con Diaforasi Jsc: Felll variabile - MB fisso con Diaforasi

Voc (Volt)

Jsc (uAem’)

Figura 61: valori di Voc (sinistra) e Jsc (destra) al varidedla concentrazione delle specie in soluzione.

Il valore di FF, legato all’efficienza della cellaesta costante per tutto lo spettro di
concentrazioni indagate, ad eccezione del casdlF&dmM per la pila in assenza di
enzima, e si attesta su valori piu bassi nel casoui si operi in presenza di Diaforasi
(Tabella 7, Tabella 8). Cio pu0 essere legato rad@giore corrente erogata dalla pila che
impiega I'enzima in soluzione, percio, al’aumeetdella corrente generata cala il valore di
FF. | valori letti tuttavia sono molto inferiorispetto a quelli registrati per la pila iodio/ferro,
anche quando quest’'ultima produce un’intensitacdiente superiore, e la causa di questo

puo essere ricercata nella nuova configurazione.

Dall’osservazione della Figura 62 e Figura 63, aianla notevole spanciatura della curva
I(V) e la conseguente perdita di potenza.

112



Risultati e Discussioni
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Figura 62: prima curva I(V) teorica (verde) e reale (giakodli potenza teorica (blu) e reale (azzurro) dalka

NADH-Fe(lll) con concentrazione di FeCIM senza Diaforasi.
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Figura 63: prima curva I(V) teorica (verde) e reale (giakodli potenza teorica (blu) e reale (azzurro) dala

NADH-Fe(lll) con concentrazione di FellIM in presenza di Diaforasi.
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Assumendo che la corrente massima misurata duleactenoamperometria sia linearmente
correlata alla velocita di reazione, procedendo eg@mma si graficano i valori ottenuti in

funzione della concentrazione della specie vamabilgura 64):
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—e— NADH-BM - Felll variabile —m— NADH-BM-diaf - Felll variabile

Figura 64: valori di corrente massima da cronoamperometgast@ti al variare della concentrazione di ReCl

in soluzione.

114



Risultati e Discussioni
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Figura 65: valori di Jsc registrati al variare della concenione di FeGlin soluzione.

L’andamento iperbolico dell'intensita di correntispetto alla concentrazione delle specie
chimiche in soluzione (Figura 64, Figura 65) ecstagrificato attraverso la linearizzazione,

utilizzando i doppi reciproci.
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cmf/uA
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Figura 66: reciproco dei valori di corrente e concentrazidnEeClk della pila NADH/Fed in concentrazione

variabile, in presenza ed in assenza di enzima.

1. [NADH], [BM] fissa, [FeCl3] variabile

Dalla linea di tendenza estrapolata dalla FiguraiG&ava:
-V =+179;
- K= +7,14x10,
- Kw/V = +4x10°.

2. [NADH], [BM], Diaforasi fissa, [FeCls] variabile
Dalla Figura 66 si ricavano i seguenti valori:
-V =+333;
- Km=+1,33x10,
- Kp/V = +4x10°.
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Dai risultati ottenuti si nota che la velocita @&arzione massima, in presenza di enzima,
presenta un incremento di quasi il 200%. Tuttaviaalori di FF indicano una scarsa
efficienza della cella elettrochimica rispetto el iodio/ferro. Quest’'ultima aveva messo
in evidenza i limiti legati alla capacita dello i@ di scambiare elettroni con la superficie
dell’elettrodo probabilmente causata dalla sua@daapacita di diffondere all'interfaccia. A
parita di concentrazione delle specie chimiche;dla NADH/ferro presenta dei valori di
Pmax € di intensita di corrente significativamente sigre a quelli riscontrati nella pila
iodio/ferro. | valori di Ky, calcolati dalla linearizzazione dei doppi recipr@oerentemente
presentano una maggior affinita della specie BN3%10°) per lo scambio di elettroni con
I'elettrodo rispetto a quanto messo in evidenzalodonduro (5,45x18). Per questo motivo
si puo ragionevolmente ipotizzare che il blu diiteek ridotta riduca il problema di regime
diffusivo della specie chimica sulla superficie lééttrodo. Tuttavia, il confronto tra i
valori di Ky, in presenza ed in assenza di Diaforasi nella WA®DH/ferro suggerisce che
allaumentare dell'intensita di corrente nel citouici sia parallelamente una riduzione
dell'affinita del BM per I'elettrodo. Sembra perciagionevole ipotizzare che un inferiore
valore di corrente massima sia legato ad una scasacita del BM di trasferire elettroni
sulla superficie dell’elettrodo piuttosto che sudlaa capacita di migrare verso la superficie

stessa.
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4.6 Pila a biocombustibile alimentata a NADH/Aria

Nei capitoli precedenti si & studiato nel dettagliomeccanismo delle reazioni di
ossidoriduzione catalizzate da Diaforasi, caratamdo il piu possibile I'intero sistema di
reazione ma concentrandosi principalmente sul cadinpento anodico grazie alla
possibilita di sviluppare compartimenti catodi@rsardizzati.

Si e quindi realizzata una cella a biocombustilsilenentata a NADH ed azoto, aria o
ossigeno, per valutar&nfluenza del compartimento catodico, e piu preusate del tipo di
gas gorgogliato in soluzione, sull’intero sistemaedzione.

Nella seconda parte di questo esperimento si valdtefluenza della concentrazione di
enzima in soluzione e la sua capacita di aumentreoncentrazione di BM ridotto
nell’ambiente di reazione.

Le reazioni coinvolte nell'intero processo sono:
Anodo
- Diaforasi +
NADH + H" +BMyx — NAD" + H,BMeq

HZBMred_) BMOX + 2|_|+ + Zé

Catodo
O, + 4H" + 46 — 2H,0

Si puo percio scrivere la reazione di ossidoridngioompleta:
NADH + H" + %2 @ — NAD" + H,O

Il potenziale teorico di riduzione delle due serazieni e rispettivamente:
E° = -0,320V per la coppia NADNADH;

E° = +0,816V per la coppia£H/H,0 (a pH 7);
E° = +0,401V per la coppiaf&H,0O/OH.
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Il potenziale teorico della cella completa che p la presenza in soluzione di tutte le

specie in concentrazione 1M é percio:

AE® = E° (O»-H'/H,0) - E° (NAD*/NADH) = +0,816V - (- 0,320V) = +1,136 V.

Tuttavia, come gia accennato, per contattare iel@tente coenzima, o enzima, ed
elettrodo, e necessario un mediatore di trasferionefettronico, in questo caso il blu di

metilene, caratterizzato dal proprio potenzialedsad di riduzione:

E° = +0,010V per la coppia B(MBM eg.

Varia di conseguenza il potenziale totale di calkcolato ora in funzione del mediatore e

dell'ossigeno:

AE® = E° (Op-H'/H,0) - E> (BMoy/BMreq) = +0,816V - (+ 0,010V) = +0,806 V.

La differenza di potenziale tra le due celle, coseaza mediatore, € notevole: +0,33V; la
seguente relazione:
AG =-nFE;

- n: numero di elettroni scambiati;

F: costante di Faraday;

E: differenza dei potenziali di riduzione

standard delle due semireazioni;

permette il calcolo dell'energia totale generatidad@azione tra NADH e ossigeno:

AG = -219 kJ mot:

rispetto all’energia generata dalla cella che opeesenza di mediatore:

AG = -155 kJ mot:
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La perdita di energia associata alla reazione &®N e Blu di Metilene e di circa il 30%,
tuttavia, come gia accennato, I'utilizzo del medliatdi carica € necessario per permettere o

scambio di elettroni tra NADH ed elettrodo.

La semireazione di riduzione dell’ossigeno scritapra € la reazione che si desidera
sviluppare nella cella ed e la classica riduziohe si svolge nelle celle a combustibile
alimentate ad ossigeno ed idrogeno, tuttavia passwenlgersi altre reazioni di riduzione
coinvolgenti I'ossigeno e date le condizioni in suilavora (aria 0 @gorgogliati in HO),
molto probabilmente si assistera allo svolgimeatwhe, della seguente reazione:

O, + 2H,0 + 4e — 40H

Varia conseguentemente la reazione globale di osdigzione:

NADH + % Q, — NAD" + OH

Viste le molteplici reazioni che possono portata gtluzione dell’ossigeno, & possibile che
si leggano valori di potenziale anche molto divelsiquelli attesi, bisogna tenere presente
pero che il comparto catodico della biofuel cellechi intende costruire € gia stato

ampiamente caratterizzato ed ottimizzato per léiegeponi sulle celle a combustibile.

1. Come prima analisi si decide di eseguire untagtirlinea di base delle misurazioni
elettrochimiche: nella prima misurazione infattidgicide di non inserire né il NADH né la
Diaforasi nel compartimento catodico, creando peuria pila alimentata a blu di metilene
in forma ossidata come soluzione anodica, in caneifatto gorgogliare M e tampone
fosfato come soluzione catodica, e anche qui giagiia N.. Come ci si aspettava, una volta
collegata questa pila al SourceMeter e registi@atarima curva I(V), non si registra alcun
passaggio di corrente, non € infatti presente oxelpartimento anodico alcuna specie capace

di ossidarsi e alimentare con un flusso di elettiasircuito.
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2. In seconda battuta si decide di costruire unavalwpila, configurata esattamente
come la precedente, ma che alimenta aria nel campatodico. Di nuovo, non si osserva
durante la registrazione delle curve I(V) alcunsaagio di corrente, fenomeno sempre

legato all’assenza di un componente riducente.

3. Giunti a questo punto, vista I'effettiva assedzaorrente per la mancanza di una
specie capace di ridurre I'ossigeno disciolto ique; si decide di inserire nellambiente di
reazione il NADH, che viene aggiunto alla soluziomeodica. Si valuta il contributo
rispettivamente di aria, {ed N, alla corrente generata dalla pila, se questnuliengono
fatti gorgogliare nel compartimento catodico, maetelo costante la concentrazione di
NADH.

Curve N-N; (Figura 67):
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Figura 67: valori di corrente e potenza registrati in funzotel potenziale nelle sei curve I(V) della pila
NADH/N,.
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Curve N-Aria (Figura 68):
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Figura 68: valori di corrente e potenza registrati in funziated potenziale nelle sei curve I(V) della pila
NADH/Aria.

Curve N-O, (Figura 69)
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Figura 69: valori di corrente e potenza registrati in funziated potenziale nelle sei curve I(V) della pila
NADH/O.,.

122



Risultati e Discussioni

Al termine della registrazione delle sei curve Segue per ogni esperimento una

cronoamperometria, nella Figura 70 se ne riportaisultati:
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Figura 70: valori di densita di corrente registrati durametonoamperometrie in funzione del tempo.

Tutti i valori ottenuti sSono riassunti in
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Tabella 9:
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Tabella 9: parametri sperimentali della pila NADH/Naria, Q.

25-30
2,50
Molarita NADH (mmol/l) 5,00 5,00 5,00
Molarita BM (mmol/l) 5,00 5,00 5,00
Contenuto Diaforasi(u/ml) 0,00 0,00 0,00
N2 N N
N, Aria o,
Pmax (uW/cm?) [media da 6 curve I(V)] 2,80+0,85 3,31+1,07 3,00+0,85
Pmax (uwW/cm?) [da 1° curva I(V)] 4,18 5,02 4,45

Jsc (uA/cm?) [media 6 curve I(V)]

(2,41+0,36)-10

(2,36+0,36)- 10

(2,04+0,34)-19

(1,45+0,21)-10

(1,57+0,21)-19

(1,69+0,18)-10

FF 0,31 0,38 0,34
i 2
Corrente massima(uA/cm? [da 182 172 173
cronoamperometria]
i 2
Corrente di plateau (uA/cm?) [da 0,150 3,108 5.247

cronoamperometria]

Dai risultati ottenuti si evince che il gas chengegorgogliato nel comparto catodico non
influenza in nessun modo le grandezze ricavatee dalrve (V) e i valori di corrente
massima da cronoamperometria. Questo fattore ps@reedegato alla presenza di
soluzione, la cui concentrazione non e influenziatiagas che si alimenta, cioe, ¥yHon é
capace di strippare completamente,|i® soluzione e la quantita che rimane é suffi@ent
per non osservare alcun cambiamento nel primo pdella cronoamperometria. Discorso
analogo puo essere fatto nei casi in cui si € aliata aria 0 @ la quantita di @disciolto in
acqua e tale da non essere minimamente influerdadla natura del gas alimentato nel
compartimento. Questa ipotesi e suffragata dadrvdl corrente a plateau (media ultimi 10
pti delle cronoamperometrie) letti durante le aaliquesti ultimi, infatti, sembrano
fortemente influenzati dal tipo di corrente gassalmentata, cosi, per Nil valore di
corrente € circa venti volte inferiore rispetto valore letto nel caso si alimenti aria e

trentacinque volte meno il valore pes.O
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Come ulteriore esperimento si studia la rispostka gla nel caso in cui si inserisca anche
Diaforasi libera in soluzione a concentrazioni a&hili eseguendo lo stesso tipo di analisi

sviluppate prima.

1. Diaforasi 1U/ml
Le curve I(V) e di potenza registrate sono rapprede nella Figura 71. Durante questo
esperimento non si osserva alcun cambiamento toglidita di blu della soluzione: il blu di

metilene ossidato € ancora in largo eccesso.
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Figura 71: valori di corrente e potenza in funzione del poigle registrati nelle sei curve I(V) della pila
NADH/aria in presenza di Diaforasi 1U/ml.

2. Diaforasi 10U/ml

Aggiungendo una maggior quantita di enzima in sohe rispetto al caso precedente, come
in questo caso, si osserva effettivamente una gardiecolorazione della soluzione che
mantiene pero il suo spiccato colore blu intenscha durante la registrazione delle curve
(V) (Figura 72) e della cronoamperometria. Al temen di quest’ultima la soluzione é

nuovamente blu intenso, come la soluzione di paaen
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Figura 72: valori di corrente e potenza in funzione del poigle registrati nelle sei curve I(V) della pila

NADH/aria in presenza di Diaforasi 10U/ml.

La Figura 73 riporta i risultati delle cronoampedre:

pA/cm2
300
250
200
150
100
50
0 — — — — — — — — — — — — — —
— o o 0 o ¥e) o ¥e) o ¥e) o Te) o Yo} o .
N el ~ IS} ~ ) ~ o ~ Ire} ~ o N n  Secondi
— — - - N N N N (a2} [s2] [s2]
‘ Diaforasi 1U/ml Diaforasi 10U/ml ‘

Figura 73: valori di densita di corrente registrati durargetonoamperometrie in funzione del tempo.
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In Tabella 10 sono riassunti i risultati ottenuti:

Tabella 10: parametri sperimentali della pila NADH/aria in fimne della concentrazione di Diaforasi.

25-30
2,5
Molarita NADH (mmol/l) 5,00 5,00
Molarita BM (mmol/l) 5,00 5,00
Contenuto Diaforasi(u/ml) 1,00 10,0
N, N>
Aria Aria

Pmax (uW/cm?) [media da 6 curve I(V)] 3,48+0,81 4,0620,99
Pmax (uwW/cm?) [da 1° curva I(V)] 4,89 5,45
Jsc (pAlcm?) [media da 6 curve I(V)] (2,38+0,31)-10 | (2,61+0,18)-19

(1,56+0,15)-10 | (1,69+0,23)-10
FF 0,37 0,37
Corrente massima(uA/cm?) [da cronoamperometria] 1,73-16 2,45.16
Corrente di plateau (uA/cm?) [da cronoamperometria] 2,02 4,25

A segquito dell’'utilizzo di Diaforasi libera in s@ione si osserva uno spiccato aumento della
maggior parte dei parametri caratteristici della pispetto al caso in cui non si impieghi

enzima (
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Tabella 9, Tabella 10). L'incremento dictuttavia non é affatto elevato e sicuramente non é
paragonabile all'incremento osservato nella piladM#Ferro (Tabella 8).

Il valore di corrente massima da cronoamperomeiarisente minimamente dell’aggiunta
di Diaforasi quando questa € presente in conceatraZlU/ml, ma I'incremento € del 70%
nel caso in cui si impieghi enzima 10U/ml, rispedtia pila senza catalizzatore. Tale valore
e molto inferiore rispetto allaumento del 200% aysato nella pila NADH/Ferro. Questa
notevole differenza, avendo mantenuto inalteratmmparto anodico, va ricercata nella fase
di riduzione dell’ossigeno in soluzione. Principalme la diminuzione delle performance
della pila pud essere legata o alla bassa cone@nteadi ossigeno in soluzione disponibile
ad interagire con l'elettrodo e ridursi, o allarseacapacita di quest’ultimo di interagire con

la superficie elettrodica.

| valori di FF, si confermano ancora una volta mdiassi, ma é difficile attribuire questa
considerazione ad uno specifico comparto o fenomeéattavia, la drastica diminuzione di
guesti valori si € osservata da quando si songutesipile miniaturizzate, percio potrebbe

essere legata ad una non ottimale geometria @i.cell
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4.7 Pila a biocombustibile alimentata a NADH/Ossige

In ultima analisi si & valutata la possibilita datizzare una cella elettrochimica alimentata a
BM..q ed ossigeno, capace di biomimare il processo mktab conosciuto come
fosforilazione ossidativa. Durante questa faseadedspirazione cellulare il NADH viene
ripristinato a NAD attraverso una catena di trasporto degli elettouidata da reazioni
ossido riduttive consecutive, mediate da traspamitali carica, che termina con l'ossigeno
guale accettore finale di elettroni.

Tale reazione € in grado di generare una quantitavole di energia che il processo
accumula sotto forma di ATP. Lo scopo di questaesspza e quella di verificare se é
possibile recuperare tale energia come fonte digénelettrica.

Si é quindi realizzato una cella a biocombustiblimentata a NADH e ossigeno, le reazioni
coinvolte sono le stesse viste per la pila NADH&Ari

| bassi valori di FF ottenuti per tutte le pile maiturizzate hanno suggerito di tornare alla
configurazione di cella iniziale, la stessa della ginco/rame e iodio/ferro. L’aumento del
volume dei due comparti comporterebbe un massiogitego di reagenti, di conseguenza si
variano le concentrazioni delle specie chimichesaluzione, per evitare un eccessivo

consumo di materiali costosi.

Si costruisce una pila che preveda la possibilitéviblgere nella semicella anodica la
reazione di riduzione del blu di metilene, segpibd dal trasferimento dei due elettroni del
mediatore all’elettrodo. Si cerca poi di forzardlilsso di elettroni su un circuito esterno
collegato allo strumento di misura per poi inviamila semicella catodica dove viene ridotto
I'ossigeno gorgogliato in soluzione.

In questa fase si indaga il comportamento della glilvariare del tipo di elettrodo utilizzato,
I parametri che verranno valutati saranngg\sc € Rnax

La pila viene caratterizzata attraverso cinque €wuerrente/tensione, o un numero tale da
osservare una stabilizzazione nel comportamenta .

Si applica alla cella, per tutte le prove svilugpatn potenziale variabile tra -0,1 e 0,6 Volt
registrando la corrente in funzione del potenzialgosto dallo strumento.

Tra la prima e la quinta misurazione la soluzioratiene il suo colore azzurro intenso.
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La Diaforasi viene inserita appena si concludeiihp ciclo di misure e subito si registrano
altre cinque curve, I'obbiettivo e scaricare contgaeente il NADH presente in soluzione.

A seguito dell’aggiunta del catalizzatore enzimatt osserva la progressiva decolorazione
della soluzione, per tutti gli elettrodi impiegatyttavia, nell’esperimento che impiega
grafite, la perdita di colore € meno intensa eolazdone di reazione mantiene la sua spiccata
colorazione azzurra. La decolorazione della soheiesi sviluppa anche durante la
registrazione delle curve I(V) e la trasparenzadpex per un periodo di tempo che é

funzione dell’elettrodo utilizzato e della correiggenerata.

Elettrodi di Alluminio (8 cni superficie):

La pila viene sottoposta alla registrazione di amgurve (V) (Figura 74):

pA/cm2 pW/cm2
1,00 0,06
0,90 |—
0.80 T 0,05
AVER
0,70 v}\;\.& T 0,04
0,60 \’&S.\
0,50 X 0,03
0,40 -&\
0,30 L\ + 0,02
R X
020 \ ' 1 001
N
0,00 X 0,00
o N wn ~ o N n N~ o N [Te) ~ o N n
() o o o — b — — N N N N 2} (s} . \olt
o o o o o o o o o o o o o o o
| Il n \% \% Ipot —— lIpot —— llipot —e— [Vpot Vpot ‘

Figura 74: valori di corrente e potenza in funzione del poigie registrati nelle cinque curve (V) della pila

NADH/ossigeno con elettrodi di alluminio.

Attraverso I'analisi delle curve registrate (Figu) si ricavano i parametri caratteristici con

cui caratterizzare la pila (Tabella 11):
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Tabella 11: parametri sperimentali della pila NADH/ossigena etettrodi di alluminio.

15

13

14

12

D7

ISC (ua) JSC uarem’) VOC (o Pmax ) Pmax gwiem) FF
[ 7,24 0,905 0,192 0,400 0,050 1
Il 6,67 0,833 0,197 0,370 0,046 1
I 6,36 0,795 0,192 0,347 0,043 1
IV 6,06 0,757 0,197 0,335 0,042 1
v 6,06 0,758 0,202 0,329 0,041 1
Media| (6,48+0,50) | (8,10+0,62)-10| (1,97+0,04)-18 | (3,56+0,29) -10 | (4,45+0,36) -18 | 1,12

Terminato il primo ciclo di misurazioni si aggiunggeDiaforasi e si registrano altre cinque

curve corrente/tensione (Figura 75).

pA/cm2 uW/sz
2,00 0,16
180 - 0,14
1,60
r 0,12
1,40
1,20 + 0,10
1,00 0,08
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0,00 0,00
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Figura 75: valori di corrente e potenza in funzione del poigle registrati nelle cinque curve (V) della pila

NADH/ossigeno in presenza di Diaforasi con eleftdiclluminio.

Dalle curve ottenute (Figura 75) si ricavano i ssguparametri:
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Tabella 12: parametri sperimentali della pila NADH/ossigeno gresenza di Diaforasi con elettrodi di

alluminio.
Isc (nA) JSC(HA/CmZ) Voc (Volt) PmaX(uW) PmaX(uw/cmz) FF
[ 10,7 1,34 0,308 0,958 0,120 1,16
Il 13,7 1,71 0,328 1,155 0,144 1,03
1T 14,1 1,76 0,323 1,180 0,147 1,04
v 14,1 1,76 0,318 1,147 0,143 1,02
Y, 13,8 1,73 0,323 1,136 0,142 1,02
Media (1,33+0,14)-16| 1,66+0,18 | (3,21+0,06)-10 | 1,12+0,09| (1,39+0,11)-18 | 1,05
Dalla lettura dei risultati di Tabella 11 e
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Tabella 12 si nota come i valori di FF calcolatagiestino sempre su valori superiori ad uno,

la cella sembra quindi particolarmente efficiente.
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1,60 0,06
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Figura 76: curve di efficienza teorica (blu), sperimentales§a), e della retta derivante dall'applicazionéade

legge di Ohm alla prima curva I(V) della pila NAD#4sigeno con elettrodi di alluminio.
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Figura 77: curve di efficienza teorica (blu), sperimentales§a), e della retta derivante dall'applicazionéade

legge di Ohm alla prima curva I(V) della pila NADd$sigeno in presenza di Diaforasi con elettrodi di

alluminio.
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Il FF rappresenta lefficienza del dispositivo peui risulta impossibile ottenere
un’efficienza superiore all'unita (Figura 76, Figur7). La causa principale di questo errore
e probabilmente legata ai parametri utilizzati pecalcolo del FF: come estremi per il
calcolo della potenza generatg $ prendono i valori di ¥c ed kc letti sperimentalmente,
tuttavia, come gia detto, € possibile che i valetti si attestino su valori anche molto
differenti dai valori teorici di f.e.m. edsd, ma il calcolo esatto di questi ultimi risulta
impossibile a causa dei diversi fattori che contigbono alla loro formulazione.

Dalla forma della curva I(V) si nota immediatameche parte della funzione si posiziona al
di sopra della retta teorica data dalla legge dnOfuesto causa, nel calcolo del rapporto tra
le aree, I'ottenimento di valori superiori ad 1.

Tale andamento pare tipico di un circuito aventpdrallelo un dispositivo unidirezionale di
accumulo come un diodo come si evidenzia dallardaveonvessita delle curve 1(V) (Figura
74, Figura 75).

Terminate le misurazioni col SourceMeter si inddgaomportamento della fuel cell con il

tester eseguendo a diversi intervalli di tempo maigwni di Isc e Voc fino alla completa

scarica della pila (Tabella 13, Figura 78). Il termp vita della cella al quale la corrente si
dimezza rispetto a quella iniziale e di circa 25 i

Tabella 13:valori di Voc ed Isc registrati in funzione defrgo.

Tempo minu) VOC (ol ISC (ua) Voc * Isc )
0 0,31 11,40 3,57
10 0,24 8,50 2,04
20 0,19 6,20 1,17
30 0,15 4,50 0,66
180 0,05 1,10 0,05
240 0,03 0,50 0,01
300 -0,01 -0,10 0,00
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Figura 78: valori di Voc (destra) ed Isc (sinistra) registratfunzione del tempo.

Elettrodi di platino (1,9 cfsuperficie):

Le misurazioni eseguite con questi elettrodi, redocdelle prove realizzate in assenza di
Diaforasi, mostrano un segnale estremamente degtueodi difficile interpretazione (Figura
79), si riportano le curve ma é inutile riportareisultati di ke, Voc 0 Pmax in quanto

illeggibili.
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Figura 79: valori di corrente in funzione del potenziale sgiti nelle cinque curve I(V) della pila

NADH/ossigeno con elettrodi di platino.

A sequito dell'aggiunta di Diaforasi, invece, larr@mte generata dalla cella subisce un
notevole incremento e, nonostante i valori restpavecchio disturbati, si riescono ad

estrapolare i dati per caratterizzare la cellafadg0):
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Figura 80: valori di corrente e potenza in funzione del poigie registrati nelle cinque curve (V) della pila

NADH/ossigeno in presenza di Diaforasi con eleftdigblatino.

La Tabella 14 mostra i risultati ottenuti:

Tabella 14: parametri sperimentali della pila NADH/ossigengiasenza di Diaforasi con elettrodi di platino.

ISC (u) JSC uarem’) VOC (o Pmax ) Pmax gwicm ) FF
[ 3,09 1,62 0,919 0,649 0,342 0,92
I 2,69 1,41 0,874 0,496 0,261 0,84
1T 2,74 1,44 0,879 0,541 0,284 0,90
Y] 2,60 1,37 0,899 0,535 0,282 0,91
Y; 3,30 1,73 0,899 0,672 0,354 0,91
Media | (2,88+0,29) | (1,52+0,16) (8,94+0,18)-10 (5,79+0,77) -10 | (3,05+0,41) -10 | 0,89
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Elettrodi di grafite (4 crhsuperficie):
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Figura 81: valori di corrente e potenza in funzione del poigle registrati nelle cinque curve (V) della pila

NADH/ossigeno con elettrodi di grafite.

Dall’analisi delle funzioni registrate (Figura 8&li)ricavano i dati inseriti inTabella 15:

Tabella 15: parametri sperimentali della pila NADH/ossigeno etettrodi di grafite.

ISC (u) JSC uarem’) VOC (ot Pmax ) Pmaxqwem) | FF
[ 69,3 17,3 0,157 2,22 0,556 0,8
I 61,8 15,4 0,167 2,01 0,501 0,7
I 67,8 17,0 0,167 2,37 0,593 0,8
v 67,5 16,9 0,167 2,31 0,578 0,8
Y, 71,1 17,8 0,167 2,47 0,617 0,8
Media | (6,75+0,35)-16| (1,69+0,09)-16 | (1,65+0,04)-10 | (2,28+0,18)| (5,69+0,44)-10 0,82

Terminato il primo ciclo di misurazioni si aggiunggeDiaforasi e si registrano altre cinque

curve corrente/tensione (Figura 82).
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pA/cm2 pW/sz
25,00 1,00
+ 090
20,00 0,80
+o70
15,00 0,60
+ 050
10,00 + 040
1030
5,00 0,20
{010
ey g s = 3 & 5 8 8 &,
o o o o o o o o o o o Volt
\ | ] —]]  —V v lpot —~lpot ———Illpot —e— IVpot Vpot \

Figura 82: valori di corrente e potenza in funzione del poigle registrati nelle cinque curve (V) della pila

NADH/ossigeno in presenza di Diaforasi con eleftdidjrafite.

parametri principali vengono riassunti in
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Tabella 16:
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Tabella 16: parametri sperimentali della pila NADH/ossigen@irsenza di Diaforasi con elettrodi di grafite.

ISC (ua) JSC uarem’) Voc ) Pmax ) Pmaxgwem) | FF
| 70,3 17,6 0,187 2,67 0,668 0,81
I 89,6 22,4 0,207 3,74 0,934 0,80
1 84,6 21,2 0,192 3,30 0,825 0,81
Y 79,5 19,9 0,177 2,91 0,727 0,83
Y] 80,1 20,0 0,172 2,70 0,675 0,78
Media | (8,08+0,71)-18 | (2,02+0,18)-18| (1,87+0,14)-10 | (3,06+0,45) | (7,66+0,11)-13 | 0,81

A differenza dell'esperimento sviluppato con elstir di alluminio, non si registra un
marcato incremento del valore dp¥tra reazione catalizzata e non. Si suppone clee tal
fenomeno sia legato alla scarsa capacita dell’easigli ridursi: quest’ultimo, all’laumentare
del flusso di elettroni generato dalla pila, o asadella bassa concentrazione in soluzione,
0 a causa della scarsa capacita di interagire’elmtttodo, causa una caduta di performance
della pila, caduta tanto piu importante quantoep@ifficiente il compartimento anodico.

La grafite, in particolare, rispetto ad alluminiopkatino, permette di accelerare la fase di
scarico del blu di metilene ridotto, comportando aumento della corrente erogata dalla
pila. Questa considerazione esplica anche il mgbeocui durante questo esperimento la
soluzione di reazione, anche a seguito dell’aggiudt Diaforasi, non si decolori
completamente. La velocita con cui il blu di metéderidotto si ossida all’elettrodo e
superiore rispetto alla velocita con cui questratisi riduce ad opera di NADH e Diaforasi.

Il lieve incremento di corrente e potenziale, slése di queste considerazioni, e legato a
fenomeni diffusivi per un aumento della concentragi di BMq nel cuore della fase liquida

e di conseguenza anche all'interfaccia con |'ebelib.

Terminate le misurazioni col SourceMeter si inddgaomportamento della fuel cell con il
tester eseguendo a diversi intervalli di tempo naisoni di kc e Voc (Tabella 17, Figura
83), fino alla completa scarica della pila. Il teanghi vita della cella al quale la corrente si
dimezza rispetto a quello iniziale e di circa 5 atintuttavia si osserva una corrente di fondo

che perdura anche per 24 ore senza raggiungenemvailore pari a zero:
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Tabella 17:valori di Voc ed Isc registrati in funzione deirtgo.

Tempo minu) Voc ISC (ua) Voc * ISC qw)
0 0,23 24,90 5,70
10 0,10 11,00 1,10
20 0,09 9,60 0,86
30 0,09 9,60 0,86
40 0,07 9,60 0,67
50 0,07 9,20 0,64
60 0,06 9,50 0,57
90 0,05 8,60 0,39
180 0,05 8,40 0,41
240 0,05 8,50 0,42
+24 ore 0,01 2,90 0,03
30 0,25
4
> 0,20 \
20
0,15
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Figura 83: valori di Voc (destra) ed Isc (sinistra) registratfunzione del tempo.

Le prove effettuate hanno mostrato I'effettiva adf@adel blu di metilene ridotto di cedere i
propri elettroni all’elettrodo, si € cosi riusdtidimostrare la possibilita di costruire una pila
che impieghi come combustibile un substrato di bmdogico.

Scopo di questo lavoro di tesi non € pero lo splumi una pila performante ma la
caratterizzazione degli stadi di interesse. Laigrad risultata essere il materiale che
garantisce lo sviluppo della piu alta potenza saticetro quadrato, assieme a curve
leggibili e poco disturbate. Si € indagata anchedasibilita di immobilizzare il blu di
metilene sull’elettrodo ed in effetti si e riusaticreare dei film di mediatore sulla superficie

elettrodica attraverso accrescimento del blu dileret mediante applicazione di potenziali
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variabili all’elettrodo stesso, tuttavia, questalasdallo scopo di questo lavoro di tesi e non
sara trattato qui.
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5 CONCLUSIONI

Le energie rinnovabili hanno un ruolo fondamentalell'affrontare problemi quali
cambiamenti climatici, degrado ambientale e siaaategli approvvigionamenti energetici.
Poiché queste sfide diventano sempre piu pressajaverni e i mercati sono alla ricerca di
soluzioni innovative.

L'utilizzo di biomasse di scarto puo rappresentanéopportunita allettante visti i volumi
annuali di produzione ed i bassi costi di acquisgati essenzialmente al fatto che le aziende

produttrici devono sostenere ingenti spese perd smaltimento.

Da queste considerazioni nasce l'idea di realizgameratori elettrici modulari. Le celle a
biocombustibil&* rappresentano I'ultima frontiera nelle tecnolodieoroduzione di energia
da fonti rinnovabili, sono infatti notevoli le poiaalita di questi dispositivi, legate ad
indiscutibili vantaggi.

Le celle a biocombustibile prevedono la generazatiredettroni per la produzione di energia
elettrica a partire dal processo di ossidazionandsubstrato da parte di microrganismi o
enzimi; possono essere impiegati molti materiafjanici di scarto come substrati per |l

processo di ossidazione.

Una cellula vivente utilizza processi elettrochinper recuperare tutti gli elettroni contenuti
nelle molecole di nutrienti (per il glucosio atteaso glicolisi e ciclo di Krebs) e li sfrutta
con efficienze vicine al 100% (chimieaelettrica) per produrre energia sotto forma di ATP

tramite il processo di fosforilazione ossidativa.

In questo lavoro di tesi si & studiato il meccamisti funzionamento di un processo
biomimetico, interfacciato ad una cella a biocontibile, sviluppando in vitro lo step della
fosforilazione ossidativa nell’ottica di sostituitgprocedimento naturale a quello artificiale,
sfruttando cosi gli elettroni generati dal metadrald cellulare, sotto forma di coenzimi

piridinici, come fonte di energia elettrica.
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Tutto cio e stato realizzato attraverso I'accopmatn, nella cella, di NADH, blu di metilene
e Diaforasi. Il primo é il trasportatore di elettirampiegato dagli organismi per generare
ATP durante la fase di fosforilazione ossidativajene prodotto dal metabolismo cellulare,
il secondo e il mediatore responsabile del traspoegli elettroni derivanti dall’ossidazione
del NADH fino alla superficie elettrodica mentre Ddaforasi € I'enzima che catalizza |l
trasferimento elettronico dal NADH al blu di metieg favorendo la riduzione di
quest’ultimo a spese del NADH che si ossida a NAD

La taratura del sistema di misura & stata svilwppatraverso la costruzione e la
caratterizzazione di pile standard: la pila zinaove e la pila iodio/ferro.

Tramite lo spettrofotometro si sono poi studiateterazioni tra NADH e Blu di Metilene, e
si e dimostrata la possibilita di svolgere la reagidi ossidoriduzione tra queste due specie.
Inoltre si @ accertata la capacita dell’enzima @ia$i di catalizzare tale reazione, in
presenza di questo, infatti, il tempo di mezzadieh Blu di Metilene ossidato rispetto alla
specie ridotta e trenta volte inferiore.

La reazione ossidoriduttiva precedentemente stmdatata quindi interfacciata ad una pila
a biocombustibile: la pila NADH/ferro, che ha mes$scevidenza la migliore capacita del
Blu di Metilene ridotto di scambiare elettroni cbelettrodo, rispetto allo ioduro nella pila
iodio/ferro. Tuttavia, il confronto tra i valori &, in presenza ed in assenza di Diaforasi
nella pila NADH/ferro ha evidenziato come, allaumtere dell'intensita di corrente nel
circuito, avvenga parallelamente una riduzione 'aféithita del Blu di Metilene per
I'elettrodo, legata alla sua scarsa capacita dfdrae elettroni sulla superficie dell’elettrodo.
Dagli studi preliminari realizzati sulla pila NAD#&Ka, si € osservato un peggioramento
delle performance della cella, attribuito allinefénza dello scambio di elettroni con
I'ossigeno disciolto in soluzione nel comparto dato, e legato alla natura del gas o alla sua
concentrazione in soluzione. In particolare, segeovato come, per una pila NADH/aria, il
valore di corrente massima risenta minimamentéaggliunta di Diaforasi in soluzione, in
concentrazione 1U/ml. L'incremento, nel caso in siuimpieghi enzima in concentrazione
10U/ml é solo del 70%, rispetto alllaumento del Z00sservato nella pila NADH/Ferro;
differenza imputabile alla fase di riduzione dedbggeno in soluzione. La diminuzione delle
performance della pila NADH/aria, pud essere legédltabassa concentrazione di ossigeno
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in soluzione, disponibile ad interagire con I'aletto e ridursi, o alla scarsa capacita di
guest’ultimo di interagire con la superficie elettica.

Infine, si & sviluppata la pila NADHAJFigura 84), che ha dimostrato la reale possibdit
realizzare un meccanismo biomimetico del processo fasforilazione ossidativa,

interfacciato ad una pila a biocombustibile.
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Figura 84: rappresentazione schematica della pila NADH/Ossige

In conclusione si puo affermare che lo scopo mafsdi realizzare un sistema biomimetico
del processo metabolico di fosforilazione ossigat®y stato raggiunto; tuttavia, sono
disponibili notevoli possibilita di ottimizzaziorde! dispositivo. Prima fra tutte, la ricerca di
un mediatore di scambio elettronico con un valorgatenziale di ossidoriduzione piu
vicino al potenziale redox della coppia NANADH, per poter ottenere un potenziale di
cella piu ampio. Cio permetterebbe lo sfruttamedioun percentuale piu elevata del
contenuto energetico del coenzima NADH, miglioralidfficienza totale del processo.
Un’ulteriore via di sviluppo del sistema é sicurameelegata allo studio della geometria di

cella piu adatta a garantire un efficace scalealgidtema.

146



Bibliografia

6 BIBLIOGRAFIA

1. ENEA, Le fonti rinnovabili 2010 (2010).

- Senato della Repubblica - Comunicazione deltara@ssione al Consiglio e al Parlamento
europeo - "Limitare il surriscaldamento dovuto ambiamenti climatici a + 2 gradi Celsius.
La via da percorrere fino al 2020 e oltre" (n. 12).

% - http://www.zeroemission.eu/portal/news/channelednergia/channel/54/id/448.

* - http://www.enel.com/it-IT/doc/innovation/smartids_enel__le_reti_intelligenti_guidano
_il_futuro.pdf.

® - http://www.smartgrids.eu.

® - http://lwww.key4biz.it/News/2013/04/23/Tecnolagimart_grid_smart_meter_ue_dont
_smart_meter_me_217226.html.

" - http://Iwww.energylabfoundation.org/wp-contentaguls/2012/01/Approfondimento-2-
Febbraio-2012-EnergyLab-Smart-Grid-in-Italia.pdf.

8 - Litos Strategic Communications for the U.S. Dégraent of Energy, The Smart Grid: an
introduction.

°_ V. Balzani, Il Divulgatore, n° 3/4 Marzo/Apri2012 (pgg. 8-14).

19_ ENEA, Celle a combustibile — Stato di sviluppprespettive della tecnologia (2009).

1 http://www.polltresearch.com.

12_ A. Halme, X. Zhang and A. Ranta (2000): StudyBidlogical Fuel Cells, in the"2
Annual Advances in R&D the Commercialization of 3ImBuel Cells and Battery
Technologies for Use in Portable Applications, ABf-28, 2000, New Orleans, USA.

13- http://electrochem.cwru.edu/encycl/art-f03-faels.htm.

14 - http://www.doitpoms.ac.uk/tlplib/fuel-cells/indghp.

15 J.0'M. Bockris and A.J. Appleby, The HydrogenoBomy: An Ultimate Economy?,
Environment, This Month, 1 (1972) p 29.

8_ Why a hydrogen economy doesn't make sense, & Zyga, Copyright 2006
Physorg.com.

Citation: Bossel, UIf. “Does a Hydrogen Economy Makense?Proceedings of the IEEE
Vol. 94, No.10, October 2006.

17_ Boyd, Robert S. (May 15, 2007). "Hydrogen casyrbe a long time coming".

147



Bibliografia

8- Y.Cengel, M.Boles. Thermodynamics. An Enginegrpproach.
Y9 http://www.ccpb.it/blog/2013/04/03/scarti-agrudiistriali-non-piu-rifiuti-ma-risorse/.

20 _ http://www.ecodallecitta.it/notizie.php?id=37474
21

http://www.crpa.it/media/documents/crpa_www/Conviéfil 30314 BiogasBiometano R
A/Piccinini_RA_14-3-2013.pdf.

?2_B.E. Logan, Nature Reviews Microbiology 7 (2089b.

23 _ A.E. Franks, K.P. Nevin, Energies 3 (2010) 899.

4_D.R. Lovley, Energy and Environmental Sciend@@11) 4896.

% . P.R. Girguis, M.E. Nielsen, I. Figueroa, Curr@minion in Biotechnology 21 (2010)
252.

%6 _ K. Rabaey, R.A. Rozendal, Nature Reviews Miantdgy 8 (2010) 706.

2’ _ A.P. Borole, G. Reguera, B. Ringeisen, Z.W. Wangd. Feng, B.H. Kim, Energy and
Environmental Science 4 (2011) 4813.

28 _ M. T. Madigan, J. M. Martink and J. Parker, Brdiology of Microorganisms, Prentice
Hall International, Inc., Upper Saddle River, Nth 8dn, 1999.

9. B. A. Haddock and C. W. Jones, Bacteriol. R&977, 41, 47.

%0_ R. K. Thauer, K. Jungermann and K. Decker, BéaalteRev., 1977, 41, 100.Rabaey, K.;
Verstraete, W. Microbial fuel cells: novel biotecihogy for energy generatiorends
Biotechnol 2005 23, 291-298.

31. B. Cohen, J. Bacteriol., 1931, 21, 18.

%2 M. E. Hernandez and D. K. Newman, Cell. Mol.eL8ci., 2001, 58, 1562.

%3_D. K. Newman, Science, 2001, 292, 1312.

% _D. K. Newman and R. Kolter, Nature, 2000, 40%, 9

% _ http://www.microbialfuelcell.org/ivww/index.phpflications/MFC-Pilot.html.

% _ Alessandro Pascale Guidotti Magnani. Tesi didauspecialistica sperimentaBtudi
preliminari per la realizzazione di una cella a donstibile enzimatica alimentata a glucosio
ed acqua ossigenatdJniversita degli studi di Bologna, Facolta di Chien Industriale,
Dipartimento di Chimica industriale e dei Materi#ltA: 2005-2006.

148



Bibliografia

37_ Setti L., Scali S., Degli Angeli I. e Pifferi ®. (1998) Horseradish peroxidase-catalyzed
oxidative coupling of 3-methyl 2-benzothiazolinortg/drazone and methoxyphenols.
Enzyme Microbial TechnoP2, 656-661.

%8 _ valitutti G., Fornari G., Gando M. T., Chimicaganica biochimica e laboratorio.
Zanichelli 2002.

39_ 1. Willner, Y.M. Yan, B. Willner, R. Tel-Vered2009) Integrated enzyme-based biofuel
cells-A Review. Fuel Cells. 1, 7-24.

40 _ Andrea Cordella. Tesi di laurea specialisticarspentaleStudi preliminari per la
realizzazione di una cella a combustibile enzinsatidimentata a glucosio e ossigeno.
Universita degli studi di Bologna, Facolta di Chamilndustriale, Dipartimento di Chimica
industriale e dei Materiali. A:A: 2007-2008.

1 _ http://mww.webalice.it/egidiorezzaghi/IAELETTTERZA/RETIEL/RETIEL10.HTM

- R. O'Hayre, S. W. Cha, W. Colella, F. B. Prifznel Cell Fundamental, Second Edition.
- A. J. Bard, Electrochemical Methods Fundamerdats Applications, (2001), 828.

* - http://www.chem.ch.huji.ac.il/~eugeniik/biofueidfuel_cell_contents.html.

149



