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Introduzione

1 INTRODUZIONE

La rapida crescita della popolazione umana ha determinato un grande incremento della
produzione di rifiuti, la cui corretta gestione dei materiali di scarto e fondamentale per ridurre

al minimo il degrado ambientale e favorire la transizione verso una societa sostenibile.

La sostenibilita ambientale e un obiettivo per il XXI secolo e, per realizzarlo, & necessario il
passaggio verso un’economia circolare che include il recupero, il riuso ed il riciclaggio,
favorendo cosi la riduzione del consumo delle materie prime e la diminuzione della quantita di
rifiuti [1].

I rifiuti alimentari, provenienti dalle nostre cucine, dalle mense, dalla trasformazione
agroalimentare e dai ristoranti, sono la componente piu significativa dei rifiuti solidi urbani

(RSU), la cui gestione e continua produzione e diventata una preoccupazione globale [2].

La FAO [3] stima che ogni anno circa un terzo di tutto il cibo prodotto nel globo viene perso o
sprecato. Questo spreco alimentare rappresenta un'occasione mancata per migliorare la
sicurezza alimentare globale, ma anche per mitigare gli impatti ambientali e l'uso delle risorse

derivanti dalle catene alimentari.

Nel 2012 gli Stati membri dell'UE-28 hanno prodotto circa 89 milioni di tonnellate di rifiuti
alimentari [4], [5], in particolare, i settori che contribuiscono alla produzione di food waste sono
le famiglie (47 £ 4 Mt) e l'industria di trasformazione (17 + 13 Mt) [6]. Questi rifiuti vengono
gestiti da:

e impianti di digestione anaerobica con produzione di biogas [4];

e impianti di compostaggio per la produzione di compost con scarso valore di mercato,
indicativamente pari a 7.5 €/ton [7];

e impianti di termovalorizzazione o incenerimento con un recupero nullo o limitato di
energia (a causa dell’elevato tenore di umidita del materiale), talvolta con un'elevata
emissione di gas serra e, in situazioni tecnologicamente arretrate, composti tossici
nell'atmosfera;

e discariche [2], nelle quali occuperebbero grandi quantita di terreno prezioso [8] e

rilascio di gas serra [9].

A tal proposito € importante lo sviluppo di innovative tecnologie che sfruttano tali rifiuti per

produrre nuovi materiali con un elevato valore economico come gli acidi grassi volatili a catena

corta, detti VFA (volatile fatty acids), che tradizionalmente vengono prodotti da fonti
1
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petrolchimiche non rinnovabili, causando il consumo di risorse ed emissioni di gas climalteranti
(circa 3.3 t di CO2eq./t di VFA prodotti, [1]).

L’UE si impegna a ridurre le emissioni di gas serra tra 1’80 e il 95% entro il 2050 [1]. La
produzione di acidi grassi volatili (VFA) dal flusso di rifiuti segue perfettamente questo

obiettivo, in quanto si oppone alla vecchia economia lineare "take, make and dispose” [1].
Il recupero di VFA dai rifiuti:

e limita I’apporto di materia ed energia in ingresso;
e minimizza scarti e perdite;
e pone attenzione alla prevenzione degli impatti ambientali e alla realizzazione di nuovo

valore sociale e territoriale.

1.1 Acidi grassi volatili (Volatile Fatty Acids, VFA)

I VFA sono degli acidi grassi a catena corta che vanno da Cz a Ce (es. acetico, propionico,
butirrico, isobutirrico, valerico, isovalerico, caproico) (Figura 1), sono importanti composti
piattaforma con una domanda di mercato in forte aumento per numerose industrie:

farmaceutiche, alimentari, chimiche e sono una preziosa materia prima per prodotti come:

e biogas [10];

e biodiesel [11];

e bioplastiche [12], [13];
e bioidrogeno [14];

o elettricita tramite cella a combustibile [15].

Sul mercato sono presenti vari tipi di acidi grassi volatili con numerosi usi e applicazioni
differenti, i principali VFA producibili dalla fermentazione della frazione organica dei rifiuti

solidi urbani sono [16] I’acido acetico, I’acido propionico e 1’acido butirrico. In particolare:

e Acido acetico; € un elemento chiave per la produzione di vernici, gomme, plastiche,
fibre sintetiche, finiture tessili, pesticidi, emulsioni polimeriche, rivestimenti di carta,
nelle industrie chimiche ed & uno dei principali componenti di aromi, regolatori di
acidita e conservanti utilizzati nelle industrie alimentari e delle bevande [17], [18].

Il valore di mercato si aggira tra 400-800 €/ton [1].

e L'acido propionico; é usato come sali di calcio e di sodio, erbicidi, aromi, fragranze,
emulsioni, solventi ecologici per formulazioni di rivestimento, aromi di frutta artificiale,
fibre di cellulosa sintetica modificate ecc. Inoltre, pud essere usato come conservante

2
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per alimenti (in particolare pane e altri prodotti da forno come i suoi sali di sodio o di
calcio), alimenti per animali (direttamente o come suo sale di ammonio) e cereali a causa
della sua inibizione della crescita di muffe e di vari batteri. Inoltre, I'acido propionico
non é solo un conservante favorevole, ma anche I'elemento chiave nella produzione di
vitamina E [18], [19].

Il suo valore di mercato si aggira tra i 2000-2500 €/ton [1].

L'acido butirrico; utilizzato nel settore dell'alimentazione animale sia come integratore
che come antibiotico. Grazie alle sue proprieta anti-patogene puo essere utilizzato per
ridurre 1’uso di antibiotici nell'alimentazione degli animali. Inoltre, e accettato come
integratore alimentare per gli animali, in particolare per il pollame e i suini. Infine,
I'acido butirrico € ben noto per i suoi effetti antitumorali in quanto induce la
differenziazione morfologica e biochimica in una varieta di cellule [20].

Il valore di mercato si aggira intorno ai 1500-1650 €/ton [1].

5 N Numero atomi di P ool Punto di
truttura None comume R eso molecolare .4 llizione

0]
/U\ Acetico 2 60 117-118°C

OH
\i Propionico 3 74 141°C
OH
O
Isobutirrico 1 88 153-154°C
OH
O

/\)]\ Butirrico 4 88 162°C
OH
O
M Isovalerico 5 102 175-177°C
OH
O

Valerico 5 102 185°C

0O
/\/\/U\ Caproico 6 116 202-203°C
OH

Figura 1: Struttura, nome e alcune caratteristiche dei VFA.
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1.2 Fermentazione Acidogenica

La fermentazione acidogenica & uno step fondamentale della digestione anaerobica [21]. Il

processo prevede una serie di fasi in cui la materia organica viene degradata da diversi

microrganismi, in assenza di ossigeno, portando alla formazione di CH4 e CO2. | VFA sono il

prodotto intermedio del processo [16]. La trasformazione dei substrati organici complessi in

metano e anidride carbonica avviene attraverso quattro fasi, in cui partecipano almeno tre

gruppi metabolici distinti di microrganismi che si differenziano sia per i substrati che per i

prodotti del loro metabolismo, di seguito vengono riportate le fasi:

1.

Idrolisi: processo in cui grazie all’azione di batteri idrolitici, le molecole organiche
complesse quali proteine, grassi e carboidrati vengono scisse con la formazione di
composti solubili, come aminoacidi, acidi grassi, chetoni e alcoli, che possono essere
poi ulteriormente idrolizzati a monomeri semplici dai batteri che fanno uso di questi
stessi prodotti e che operano la fermentazione;

Acidogenesi, che avviene contestualmente alla fase precedente, in cui composti solubili
derivati dall’idrolisi vengono metabolizzati dai microrganismi acidogenici fermentanti,
formando molecole ancora piu semplici come gli acidi grassi volatili (VFA), acido
acetico, propionico, butirrico e valerico con produzione di sottoprodotti come
ammoniaca, anidride carbonica e acido solfidrico. L’idrolisi e [’acidogenesi
coinvolgono una vasta gamma di batteri anaerobici, come Batteriocidi, Clostridi,
Bifidobatteri, Streptococchi e Enterobacteriaceae [22];

Acetogenesi, per azione di batteri acetogeni, in cui a partire dagli acidi grassi ad alto
peso molecolare, si ha la formazione di acido acetico, acido formico, biossido di
carbonio e idrogeno molecolare. Vengono considerati due meccanismi diversi a seconda
che la degradazione avvenga a partire da acidi grassi a catena lunga (LCFA, “long chain
fatty acids™) o a catena corta (SCFA, “short chain fatty acids”, o VFA, “volatile fatty
acids”).

Metanogenesi, in cui avviene la formazione di metano a partire dall’acido acetico o
attraverso la riduzione del biossido di carbonio utilizzando 1’idrogeno come co-
substrato. La produzione di CHs rappresenta la conclusione della catena trofica
anaerobica, poiché ¢ I’'unico composto non reattivo nell’intero processo. La sua sintesi
puo avvenire attraverso due differenti reazioni: la dismutazione anaerobica dell’acido
acetico con formazione di metano e biossido di carbonio, chiamata anche via
acetoclastica e 1’ossidazione anaerobica dell’idrogeno a metano, ad opera di batteri

idrogenotrofi.
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I VFA sono importanti intermedi che vengono prodotti nelle fasi di acidogenesi e acetogenesi
[16]; in primo luogo i batteri acidogenici fermentano i monomeri idrolizzati in acetato,
propionato, butirrato, alcoli, Hz, CO- e altri solventi. Quindi, propionato, butirrato, alcoli e CO>
vengono ulteriormente convertiti in acetato attraverso vie acetogeniche di riduzione protonica
0 via omoacetogena [23]. E necessario dunque promuovere le fasi iniziali acidogeniche e
acetogeniche inibendo il successivo passaggio metanogenico, che consuma idrogeno. La

metanogenesi € una delle principali barriere per la produzione di VFA che deve essere superata.

RIFIUTI ALIMENTARI

proteine, carboidrati, grassi

migliorare
I’Idrolisi Pre-trattamenti
COD SOLUBILE
zuccheri, amminoacidi, acidi a lunga catena
Promuovere
" - Substrato, inoculo,
L’acidogenesi pH, temperatura,

tempo di ritenzione

- Volatile fatty acids PR

Pre-riscaldamento, pertrazione
P %l’ . Recupero|  strippaggio
inibitori in sito

(cu, ) [rrovor )

Figura 2:Le strategie per migliorare la produzione di VFA [16].
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1.2.1 Effetti delle condizioni operative sulla produzione e composizione dei VFA
1211 pH

Il pH e il fattore critico che controlla la produzione di VFA nella fermentazione [16] in quanto
condiziona le attivita metaboliche dei microrganismi. La maggior parte degli enzimi non riesce
a tollerare ambienti ostili acidi (pH<3) o alcalini (pH>12) [24]. Durante la fermentazione
acidogenica dei rifiuti alimentari, il pH potrebbe influenzare non solo il tasso di idrolisi ma
anche il processo acidogenico [25]; pertanto il pH dovrebbe essere ottimale sia per i batteri
idrolitici che per i batteri acidogeni. Il pH di 7 & il piu adatto per I'idrolisi e I'acidogenesi dei
rifiuti da cucina, infatti porta alla piu alta concentrazione di VFA rispetto ad altri valori di pH
[26].
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Figura 3: Influenza del pH nel tasso di idrolisi (A) e nell'acidogenesi (B),[26].
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Questo e dovuto al fatto che, in condizioni neutre, la maggior parte delle proteine nel substrato
sono degradate ad azoto ammoniacale che puo essere utilizzato come tampone aggiuntivo nella
soluzione fermentativa acidificata [16]. Diversi risultati sono ottenuti co-fermentando fanghi di
depurazione e rifiuti alimentari; viene dimostrato che la produzione di VFA incrementa a pH 9
[27]. Questi risultati potrebbero essere correlati a proteine e carboidrati pit solubili prodotti
nella fase di idrolisi, mentre gli acidogeni non sono stati inibiti a pH 9 [16].

Molti studi hanno suggerito che il pH pudo modificare anche la via metabolica della

fermentazione ed influenzare la distribuzione dei prodotti fermentativi:

e Via metabolica di tipo acetato, a pH pari a 5 o incontrollato [28];
e Via metabolica di tipo propionato, a pH 6.5 [29]
e Via metabolica di tipo butirrato, a pH<5 [30], a pH 8 [31], 6<pH<7 [28].

I risultati incoerenti della ricerca suggeriscono che la composizione dei prodotti e la produzione
di VFA dipendono anche da altri fattori.

In alcuni studi gli effetti di pH sono stati valutati insieme alla temperatura; verificando la
produzione di VFA in condizioni acide (pH 5.5) e alcaline (pH 10) a temperatura mesofila
(35°C) e termofila (55°C) [32]; il risultato evidenzia che 1’alta temperatura influenza

positivamente la produzione di VFA [32].

1.2.1.2 Temperatura

La temperatura & un importante fattore operativo per migliorare la produzione di VFA poiché
influenza la crescita di microrganismi, l'attivita degli enzimi e il tasso di idrolisi [1], [16]. La
fermentazione acidogenica puod essere condotta a intervalli di temperatura differenti, in base ai

tipi di microorganismi selezionati a diversa temperatura:

e mesofilia, in cui la temperatura & compresa tra i 35°C e i 45°C;
e termofilia, in cui la temperatura & compresa tra il 45°C e i 55°C

e ipertermofilia, con una temperatura superiore ai 60°C.

La condizione mesofila (35°C) é considerata la piu favorevole dal punto di vista economico
[28]; allo stesso tempo Jiang et al. (2013),ha riscontrato una produzione di VFA 10 volte
maggiore in condizioni di termofilia rispetto alle condizioni di mesofilia senza I’aggiustamento
del pH [33]; inoltre le condizioni di termofilia hanno determinato un aumentato del tasso di

idrolisi, portando a una maggiore produzione di VFA. Per quanto riguarda la composizione dei
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VFA generati anche la temperatura, come il pH, influenza le vie metaboliche della

fermentazione:

L’Acido acetico e propionico sono gli acidi piu diffusi generati a 35° C e 45° C durante la
fermentazione dei rifiuti alimentari; 1’acido butirrico € il principale prodotto e rappresenta I'81%

del totale quando la temperatura aumenta a 55° C[28].

Risultati simili sono stati trovati studiando I'effetto di tre diverse temperature, sull'idrolisi e
I'acidificazione dei rifiuti da cucina; la produzione di VFA totali € risultata favorita a 35°C, la

composizione dei VFA prodotti in termofilia ha favorito la formazione di acido butirrico [34].
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Figura 4: Concentrazione dei VFA prodotti dalla fermentazione acidogenica a diverse temperature da rifiuti da cucina [34].
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1.2.1.3 Tempo di ritenzione (HRT)

Nei diversi studi di letteratura il tempo di ritenzione utilizzato viene stabilito sulla base del tipo
di substrato e dal suo tasso di idrolisi [16]; in alcuni casi puo differire anche nel substrato. In
genere un tempo di ritenzione piu lungo porta ad una produzione di VFA maggiore poiché i
microrganismi restano a contatto con il substrato per piu tempo [21], tuttavia la resa dei VFA
dipende anche da altri fattori.

Di seguito viene riportato uno studio riguardante la produzione dei VFA in relazione a diversi
tempi di ritenzione (HRT) [35]:

a) 5giorni, (Figura 6);
b) 10 giorni, (Figura 7);
c) 15 giorni, (Figura 8).

Lo studio mostra che senza 1’aggiustamento di pH non si apprezzano differenze significative
sulla produzione dei VFA. La differenza di produzione di VFA in relazione al tempo di
ritenzione si apprezza invece a pH alcalini, con la produzione di VFA che aumenta con
I’aumentare dell’HRT (Figura 8).
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Figura 6: Produzione di VFA a diversi pH, tempo di ritenzione 5 giorni [35]
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Figura 7 Produzione di VFA a diversi pH, tempo di ritenzione 10 giorni [35].
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Figura 8 Produzione di VFA a diversi pH, tempo di ritenzione 15 giorni [35].
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1.2.1.4 Inoculo

Il degrado dei rifiuti organici richiede microrganismi misti ben funzionanti, quindi I'inoculo &
un elemento fondamentale per accelerare il processo. Batteri idrolitici, batteri acidogeni,
acetogeni e metanogeni sono i principali costituenti dei consorzi microbici misti che vengono
utilizzati. Al fine di migliorare la produzione dei VFA i batteri metanogeni devono essere
inibiti.

Ad oggi, sono stati utilizzati diversi metodi per inibire le attivita dei metanogeni, come:

e il pretrattamento termico: consiste nel surriscaldare 1’inoculo a 100° C o oltre, prima
della fermentazione cosi da inattivare i metanogeni [36];

e il controllo del pH: un pH troppo basso o troppo alto potrebbe inibire la metanogenesi
e portare all'accumulo di VFA [30] poiché le attivita dei metanogeni sono favorite
nell’intervallo di pH 7.8-8.2 [37];

e ['aggiunta di inibitori: esistono due tipi di inibitori della metanogenesi, specifici e non
specifici [16]. 1l gruppo specifico inibisce gli enzimi esistenti solo nei metanogeni e il

gruppo non specifico puo inibire l'attivita dei metanogeni ed altri [38].

La variazione dell’inoculo determina il cambiamento della via metabolica della fermentazione
e quindi la composizione dei VFA [16]. La produzione di un particolare acido grasso volatile
puo essere potenziata usando alcuni inoculi specifici [36]. Yan et al. (2014) [36], hanno studiato
la produzione di acido acetico dall’Acetobacterium woodii in coltura con altri batteri acidogeni.
I risultati hanno mostrato che I'aggiunta di A. woodii induce la fermentazione omoacetogenica
durante i primi tre giorni e porta all'acetato come prodotto dominante. Chen et al. (2013) [39]
hanno ottenuto un’alta concentrazione di acido propionico utilizzando Propionibacterium

acidipropionici come inoculo.

11



Introduzione

1.2.1.5 Substrato

La caratteristica del substrato & uno dei fattori piu importanti che influenzano la produzione di
VFA e la composizione del prodotto. La quantita di VFA prodotti dipende dal grado di
acidificazione del substrato [10]. Il grado di acidificazione € un fattore chiave nel processo di
fermentazione per la produzione di VFA ed e definito come la percentuale di COD iniziale
convertito in acidi organici e altri prodotti di fermentazione [40]. Il grado di acidificazione &
determinato dalla frazione organica facilmente fermentabile del flusso di rifiuti. In uno studio
che ha utilizzato diverse tipologie di rifiuti organici aventi la stessa concentrazione di sostanza
organica, paria8 g COD /L e di 2 g VSSIL, si & osservato che il tipo di substrato influenza la
produzione di VFA, sia in composizione che in concentrazione [41].
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Figura 9: VFA prodotti da diversi substrati, A) grado di acidificazione, B) composizione dei VFA prodotti, AAc (Acido
acetico), APr (acido propionico, Abu (acido butirrico) [41], modificata..

In letteratura sono presenti molti studi sulla produzione dei VFA da diversi substrati, (Tabella

1), [1].
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Tabella 1: Altri studi di letteratura sul tipo di substrato e composizione dei VFA prodotti, [1] modificata.

Flusso di Condizioni Produzione Composizione VFA (%) Riferimenti
rifiuti operative di Acido Acido Acido altri
VFA acetico propionico butirrico
Biomassa pH 11, HRT 15 0,83 70 10 7 13 [35]
di giorni, 35° C, gVFA /gsCOD
microalghe reattori batch
anaerobici in
scala di
laboratori.
Rifiuti pH 10, HRT 10 8,320 70 7 13 10 [32]
solidi giorni, 35° C, mgCOD/L
urbani reattori batch come VFA con
anaerobici in 94%
scala di VFA/ sCOD
laboratorio
Rifiuti pH 6, HRT 20 0.918 70 5 17 8 [30]
alimentari giorni, 30 ° C, gVFA/gVSS
reattore batch
anaerobico
Rifiuti pH 6, HRT 17 0.67 30 2 6 8 [42]
alimentari giorni, 30 ° C, kg VFA/kgVs
reattori batch
anaerobici in
scala di
laboratorio
Lettiera pH 5.5, HRT 4 0.67 kg - - - - [43]
pollame giorni, 35° C, VFA/kgVS
reattori batch
anaerobici
Scarti del pH 8, HRT 32 30.611 60 15 10 15 [44]
tonno giorni, 35° C, mgCOD / L
reattore
anaerobico
continuo
Fanghi pH 9, HRT 6 423 - - - - [39]
attivi giorni, 55 ° C, mgCOD / gVSS

fermentatore semi

continuo
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1.2.2 Vie Metaboliche

Come detto precedentemente esistono diverse vie metaboliche coinvolte nella fermentazione
acidogenica. La prevalenza di alcune vie rispetto ad altre e determinata dai fattori descritti nel
paragrafo 1.2.1. Lo studio delle vie metaboliche e di come i fattori chimico-fisici le influenzano
é molto importante, possono dare informazioni chiare sulla fermentazione e si puo privilegiare

una via metabolica al fine di determinare 1’aumento di uno specifico VFA [27].

» Oxaloacetate
NADH,
CO,+ H, ——— Propionyl Methylmalonyl [* NAD*
-CoA -CoA
Lactate
Acetacetyl-CoA € Acetyl-CoA Malate
INADH, NADH,
FP NADH,
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REE Succinyl- Fpi, ¥[* NAD®
3-hydroxybutyryl CoA
-CoA rpH, Fumarate
NADH, FP
Crotonyl-CoA NAD* Succinate - ADP
‘“’)l
Butyl-CoA

Figura 10: Vie metaboliche della fermentazione acida. (AET, fermentazione di tipo acetato-etanolo; ABE, acetone-butanolo-
etanolo; PTF, fermentazione di tipo propionato; BTF, fermentazione di tipo butirrato; MAF, fermentazione di acidi misti;
LTF, fermentazione di tipo lattato [16]

La fermentazione acida dei rifiuti alimentari & condotta attraverso una serie di reazioni chimiche
catalizzate da diversi enzimi. Esistono numerosi e distinti percorsi all'interno del digestore della
fermentazione anaerobica e assumono un ruolo cruciale nelle prestazioni del sistema in termini
di rese e ratei di reazione. Nella rete delle vie metaboliche acidogeniche, il piruvato € il punto
di controllo cardine che pu0 essere convertito in una vasta gamma di prodotti, come: acetato,
propionato, butirrato, etanolo, propanolo, butanolo, idrogeno ed anidride carbonica[45]. Le vie
metaboliche presenti nel reattore acidogenico svolgono un ruolo importante nel determinare

I'efficienza di conversione complessiva dei rifiuti alimentari.
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1.2.2.1 Via metabolica di tipo acetato-etanolo (AET)

Il percorso di fermentazione con acetato ed etanolo come prodotti principali & definito
fermentazione di tipo acetato-etanolo (AET), (Figura 10). L'acido acetico e I'etanolo sono
considerati gli intermedi pit comuni durante la fermentazione acida di sostanze organiche e di
solito si uniscono nella fermentazione per la produzione di idrogeno [46]. L'acetato pud
generarsi dal piruvato attraverso la via Acetil-CoA, ma puo anche essere generato
dall'ossidazione sintrofica dell'etanolo o di acidi grassi a catena piu lunga, come il propionato
e il butirrato [16], (Figura 10):

C6H1206 + 2H20 — 2CH3COOH + 2CO2 + 4H:2

Eq. 1 [16].

CH3CH20H + 2H20 — CH3COOH + 2H2

Eq. 2 [16].

In sostanza, I'abbondanza di acetato nella fermentazione AET é fortemente associata agli enzimi
funzionali nella via dell'acetil-CoA e nell'ossidazione sintrofica [47]. L'etanolo & anche uno dei
prodotti comuni che possono essere ottenuti durante la fermentazione del glucosio o di altri
materiali organici:
CeéH1206 + H20 — CH3CH20H + CH3COOH + 2H2 + 2 CO2

Eq. 3 [16].

La tendenza della produzione di acetato e strettamente correlata ai microambienti nel
fermentatore, inclusi tipo di substrato, inoculo, pH, temperatura, velocita di carico organico
(OLR), tempo di ritenzione idraulica (HRT), e spazio di testa. La composizione di carboidrati,
proteine e lipidi nei rifiuti alimentari determina la distribuzione dei prodotti di fermentazione,

ad esempio una grande percentuale di carboidrati potrebbe favorire la generazione di acetato
[48].
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1.2.2.2 Via metabolica di tipo propionato (PTF)

La via metabolica acida con propionato come prodotto predominante & definita: fermentazione
di tipo propionato (PTF). Il propionato € un altro prodotto comune durante la fermentazione
acida di rifiuti alimentari. Teoricamente, una mole di glucosio potrebbe generare due moli di

propionato [49]:
Ce6H1206 + 2H2 — 2CH3CH2COOH + 2H20

Eq. 4, [16].

Il propionato viene prodotto attraverso due percorsi distinti, (vedi Figura 10):

In uno di essi, il propionato proviene dalla riduzione del piruvato con il lattato come intermedio:
in primo luogo, il lattato viene prodotto per riduzione del piruvato con la catalizzazione
dell’enzima lattato-deidrogenasi; quindi il lattato viene ridotto a propionato dalla propionato-

deidrogenasi [50].

L'altro percorso per la produzione di propionato puo essere eseguito da batteri acidogeni come:
Corynebacteria, Propionibacterium e Bifidobacterium attraverso il ciclo della
transcarbossilasi. Tutte le reazioni del ciclo transcarbossilasi sono reversibili [16]. Di recente,
I'interesse per la produzione di propionato dalla biomassa attraverso la fermentazione, e
aumentato a causa del suo alto valore aggiunto nell'applicazione industriale. Molti sono i fattori
che vanno ad influenzare la resa di acido propionico come prodotto principale della
fermentazione; questa e favorita a pH 4.0-4.5 e a pH 4.0 la percentuale di propionato puo salire
fino al 10% dei VFA totali [30]. Precedenti ricerche hanno dimostrato che la produzione di
propionato potrebbe essere migliorata usando come substrati il lattato misto e il glucosio [51];
cio potrebbe essere dovuto al fatto che 1’incremento del lattato, essendo questo un intermedio
nella via metabolica di tipo propionato, potrebbe favorire il processo di formazione del
propionato. Altri studi hanno riportato la possibilita di controllo della produzione di propionato
dalla fermentazione acidogenica tramite regolazione del potenziale di ossidoriduzione (ORP),

la resa di acido propionico puo essere ridotta aumentando I’ORP [52].
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1.2.2.3 Via metabolica di tipo butirrato (BTF)
I principali prodotti metabolici acidogenici della fermentazione di tipo butirrato (BTF) sono
butirrato e acetato. L’idrogeno ¢ sempre il prodotto di accompagnamento. Le reazioni

metaboliche per la produzione di butirrato dal glucosio sono:

CéH1206 — CH3CH2CH2COOH + 2CO2z + 2H2

Eq. 5,[49].
4C6H1206 — 8H2 + 8CO2 + 2CH3COOH + 3 CH3CH2CH2COOH

Eq. 6,[49].

Il butirrato viene sintetizzato mediante riduzione e decarbossilazione del piruvato con il
consumo di acetato (vedi, Figura 10). Innanzitutto, il piruvato viene convertito in acetil-CoA
dalla piruvatodeidrogenasi poi l'acetil-CoA viene convertito in butirril-CoA con acetoacetil-
CoA, in 3-idrossibutil-CoA e crotonil-CoA come intermedi dalla catalisi di tialosi, in 3-
idrossibutilil-CoA deidrogenasi e butil CoA deidrogenasi [37]. L'ultimo passaggio dal butirril-
CoA al butirrato é catalizzato da enzimi fosfotransbutyrylase e butirrato-chinasi o catalizzato
dal butirril-CoA: acetato CoA-transferasi [53]. Durante il processo di produzione del butirrato,
vengono consumati due NADHz per ridurre gli intermedi.

1.2.2.4 Via metabolica acida mista (MAF)
Nella fermentazione ad acido misto (MAF), i batteri acidogenici potrebbero fermentare
monomeri organici in una miscela di acetato, propionato, butirrato, valerato insieme a biogas

(COz e Hy) alla stessa concentrazione:

Glucosio — acetato + propionato + butirrato + valerato + CO2 + H2

Eq. 7, [16].

La via metabolica mista € comune nella fermentazione acida di rifiuti alimentari con acetato e
butirrato come principali metaboliti [28]. Questa via é influenzata da vari fattori come la
concentrazione, le caratteristiche dei substrati, il pH e il potenziale redox [54]. Ad esempio, un
pH basso (<4,5) porta alla produzione di acetato, butirrato ed etanolo come prodotti primari,
mentre un pH> 6,5 indurrebbe I'aumento della produzione di etanolo e la diminuzione della
formazione di acidi [55]. Inoltre, la distribuzione di questi prodotti metabolici dipende dal tipo
di batteri dell'inoculo e dall'espressione dei loro enzimi funzionali. Tali fattori potrebbero

aumentare la produzione di uno specifico acido grasso volatile [16].
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1.2.2.5 Via metabolica di tipo lattato (LTF)

La fermentazione di tipo lattato (LTF) e una via metabolica per convertire il glucosio o altri
materiali organici in acido lattico da batteri come Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casei, Streptococcus thermophilus, ecc. Durante la fermentazione di tipo lattato, il piruvato
prodotto dalla glicolisi viene convertito in lattato dalla lattato-deidrogenasi con la
trasformazione del NADH: in NAD™ (vedi Figura 10). Il processo di produzione del lattato puo

essere suddiviso in due tipi di fermentazione:

1. Fermentazione omolattatica in cui una mole di glucosio viene convertita in due moli di

acido lattico:

CéH1206 — 2CH3CH(OH)COOH

Eq. 8, [16].

2. Fermentazione eterolattata in cui viene prodotta una mole di acido lattico insieme a

CO: ed etanolo:
C6H1206 — CH3CH(OH)COOH + CO2 + CH3CH20H

Eq. 9,[56].
L'acido lattico e stato ampiamente utilizzato nell'industria alimentare, farmaceutica e cosmetica
e anche come utile monomero per la produzione di polimeri biodegradabili nell'industria

chimica [57]. La produzione di acido lattico dalla fermentazione dipende dal substrato, dal
pretrattamento, pH, temperatura, ecc.

In uno studio, i rifiuti di buccia di patata si sono fatti fermentare utilizzando colture miste, a

temperatura di 35°C, producendo acido lattico ad una concentrazione di 60 g / L [58].
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1.2.2.6 Via metabolica omoacetogenica
Nelle comunita anaerobiche, esiste un gruppo di batteri obbligati che possono utilizzare
I’idrogeno come donatore di elettroni per ridurre I’anidride carbonica in acetato [59]. Questa

reazione é definita omoacetogenesi ed i batteri sono chiamati omoacetogeni [49].

4H2 + 2C0O2 —» CH3COOH + 2H20

Eq. 10, [16].
Tale processo & chiamato anche percorso di Wood-Ljungdahl [16] che si ramifica in due

direzioni: metile e carbonile.

e |l ramo metilico inizia consumando 2 moli di equivalenti riducenti per ridurre la COz in
acido formico dall’enzima formato-deidrogenasi. Dopo una serie di reazioni catalizzate
da successivi enzimi formato-deidrogenasi, metilene-H4F-reduttasi e metiltransferasi,
viene sintetizzato il gruppo metile. In questo ramo, la sintesi del gruppo metilico
consuma totalmente sei moli di equivalenti riducenti;

e |l ramo carbonilico é la riduzione di CO2 in CO dall’acetil-CoAsintasi e questa fase

consuma due moli di equivalenti riducenti.

I gruppi metile e carbonile vengono convertiti in Acetil-CoA che in ultima fase viene convertito

in acetato con la sintesi di ATP.

Methyl branch | CO, Eﬂzl Carbonyl branch

Formate 2e-
dehydrogenase
Acetyl —CoA
Formate Sinthase
2e- +ATP
2e-
[CH,]-THF f
Metheylene — 2e-
H,F reductase
[CH,;]-THF
Metheyltransfer
ase v
[CH,]-[Co-Protein] CO
Acetyl -CoA
Synthase
ATP Acetyl -CoA
Acetate l
» kinase
CH,COOH Cell
' ) Carbon

Figura 11: Percorso di Wood-Ljungdahl,.Vie metaboliche omoacetogene della produzione di acetato da CO: . (THF,
tetraidrofolato ; [co-proteina], enzima corrinoide) [16].
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1.3 Recupero dei VFA dalla fermentazione
La principale barriera nell'uso del processo di fermentazione per la produzione di VFA é la
difficolta tecnica associata al loro recupero dai brodi di fermentazione [60]. Infatti, la
separazione e purificazione degli acidi organici dalla massa di liquidi, rappresenta la porzione
piu rilevante dei costi di produzione [61]. Pertanto, il tema del recupero di questi prodotti della
fermentazione ha ricevuto una notevole attenzione. Ad oggi sono state testate varie tecniche per
il recupero degli acidi organici dai brodi di fermentazione, tra cui:

o Elettrodialisi [62], [63];

e osmosi inversa e nanofiltrazione [20], [64]-[66];

e adsorbimento [67] e scambio ionico [61];

e estrazione con solvente [68], [69], [70];

e pertrazione [71];

strippaggio [72].

1.3.1.1 Elettrodialisi

Convenzionalmente, I'elettrodialisi € un processo di separazione a membrana utilizzato per
trasportare i soluti ionici da una soluzione all'altra, attraverso membrane di scambio anionico e
cationico, separate da una guarnizione distanziatrice che forma singole celle tra due elettrodi.
La soluzione viene pompata attraverso le celle, i cationi migrano verso il catodo e passano
attraverso la membrana di scambio cationico, ma vengono trattenuti dalla membrana di scambio
anionico; viceversa per gli anioni che si muovono verso l'anodo, passando attraverso la
membrana di scambio anionico, ma provenienti dalla membrana di scambio cationico [73]. Ci0
si traduce nella concentrazione di un elettrolita (sale, acido o base) in compartimenti alternativi,
camere concentrate e camere diluite, come descritto in Figura 12 per il recupero di acido acetico
e butirrico [74].

AEM CEM AEM CEM
+ - + -
H CH;(CH,),COOH i CH,(CH,).COOH ¥ CH,(CH,).COOH ¥
% iy k. I 1 ~ . _'_L < 9 _: g.—]
g +—[CH,CH),C00| [H}>=—H] [CH(CH),CO0k—;«{CH,CH),C00] [H}>— 8
4+ - - . - e
S CH.COOH g CH,COOH : CH.COOH A
E i - Siine ; / e - 8
[ § N v_. 5 / \J _, 2.
«+—{CACO0] [H}—r—H] [CHCO0}T<{CRC00]  [ER—
i Diluate Chamber 3 Concentrate Chamber " Diluate Chamber Z

3 Membrane Spacers

Figura 12: Schema di una pila di elettrodialisi convenzionale che mostra il principio per il recupero di VFA [74].
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Jones et al. (2015) [74] hanno utilizzato I'elettrodialisi convenzionale per rimuovere i VFA
inibitori dai brodi di fermentazione. Entro 60 minuti di funzionamento, I'elettrodialisi
convenzionale ha rimosso fino al 99% dei VFA dalle soluzioni modello e dai brodi di

fermentazione reali, contenenti fino a 1.2 g / L ciascuno, di VFA diversi.

1.3.1.2 Osmosi inversa e nanofiltrazione

L'osmosi inversa e la nanofiltrazione sono processi a membrana che utilizzano membrane
semipermeabili per separare i soluti (molecole organiche) dal solvente (tipicamente acqua).
Consentono al solvente di passare attraverso le membrane rigettando i soluti ad una pressione
di lavoro superiore a quella osmotica della soluzione. Normalmente, I'osmosi inversa viene
utilizzata per il recupero o il riutilizzo dell'acqua nel contesto del trattamento delle acque reflue
[75]-[78]. Tali tecniche sono state utilizzate per il recupero dei VFA dai flussi di rifiuti. In
questo contesto, le prestazioni di osmosi inversa e nanofiltrazione sono influenzate da una serie
di fattori, tra cui il pH della soluzione, la temperatura, la concentrazione dei soluti e la pressione.
Zhou et al., (2013) [66], hanno utilizzato 1’osmosi inversa per separare l'acido acetico dai
monosaccaridi in soluzioni idrolizzate. Tuttavia, la tecnica di recupero non é stata utilizzata per
separare i singoli VFA dalla fermentazione. Diversi studi sperimentali hanno utilizzato la
nanofiltrazione per il recupero dei VFA dal brodo di fermentazione [20], [64]-[66]. In tali lavori
le membrane di nanofiltrazione hanno determinato un recupero di VFA fino al 75%, fornendo
concentrati ricchi di VFA fino a 3.23 g/L di acetato e 2.5 g/L di butirrato dalle acque reflue
agricole [20], [65]. Analogamente, Xiong et al. (2015) [79] hanno utilizzato la nanofiltrazione
per recuperare i VFA da un digestore, ottenendo recuperi pari all’86% dei VFA prodotti in 21

giorni.

1.3.1.3 Adsorbimento/Desorbimento

Il metodo di adsorbimento per il recupero di VFA viene eseguito facendo passare il digestato
ricco di VFA attraverso una colonna di resina assorbente (solitamente resina a scambio ionico).
Gli anioni carbossilati dei VFA si vanno a scambiare con 1’anione funzionale della resina. La
colonna di resina esausta viene successivamente rigenerata con un solvente appropriato [1].
Recenti studi hanno dimostrato che gli acidi grassi volatili, in particolare, 1’acido acetico e
I’acido butirrico vengono ben adsorbiti dalla resina; vi € uno scambio ionico tra gli acidi
carbossilici e i gruppi amminici della resina [80]. Tali studi perd non sono mirati al recupero,
ma piuttosto alla rimozione dei VFA che agiscono come composti inibitori nei processi di
fermentazione. Vari studi in cui hanno utilizzato I'adsorbimento per il recupero di VFA [80]-

[83], Rebecchi et al. (2016) [81], hanno studiato I'efficienza di adsorbimento di diverse resine
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amminiche (tra cui ammina primaria, terziaria e quaternaria) e hanno concluso che la resina da
ammina terziaria era la migliore grazie alle sue elevate prestazioni di scambio ionico in presenza
di acido acetico. Con queste resine Rebecchi et al. (2016) hanno ottenuto rese di rimozione di
VFA di circa il 76% ed 85% [81].

1.3.1.4 Estrazione con solvente
L’estrazione con solvente &€ un metodo efficacie per il recupero dei VFA da soluzioni diluite
[84]. L’efficienza di estrazione dei VFA tramite solvente dipende da una serie di fattori quali,

il pH, il tipo di VFA, il solvente e la composizione del digestato ricco di VFA.

Alkaya et al., (2009) [68] hanno studiato il recupero dei VFA dal brodo di fermentazione di
barbabietola da zucchero utilizzando l'ossido di triotilfosfina (TOPO) e cherosene come
solvente. Le percentuali di recupero ottenute sono state tra il 61% e il 98%. | principali punti

critici dell’estrazione tramite solvente sono:

e la presenza di sali disciolti che puo influenzare negativamente sull’efficienza del
recupero dei VFA a causa della coestrazione di anioni salini e di un aumento del pH
delle soluzioni acquose [83];

e alcuni solventi utilizzati per il recupero possono essere tossici o inibitori per i

microrganismi [85].

In considerazione di cio, la pertrazione (estrazione con membrana a base di solventi
biocompatibili) € stata investigata come metodo di recupero alternativo dei VFA per evitare il

contatto degli estrattori tossici con i bioti [86], [87].

L’estrazione con solvente a membrana (Figura 13) (MBSE) € una tecnica relativamente nuova
rispetto all’estrazione con solvente classica in cui il trasferimento di massa tra liquidi
immiscibili avviene dall'interfaccia di una membrana microporosa [88]. Il solvente utilizzato
puo essere rigenerato mediante lo strippaggio (solventi altobollenti) dei VFA o mediante la

rimozione dello stesso tramite distillazione (solventi bassobollenti).

Fresh stripping
Feed __solution

>

Extractor]
(MBSE)

Stripper
(MBSS)

=
Solvent
circuit

Raffinate

———— -
Loaded stripping solution

Figura 13: Schema di estrazione con solvente a membrana [88].
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1.3.1.5 Pertrazione

La pertrazione € un processo simile all’estrazione con solvente a membrana in cui sia
I'estrazione che lo stripping del soluto sono realizzati in un‘apparecchiatura: un contattore trifase
con due interfacce a contatto con una membrana liquida [88]. Le membrane liquide (LM)

possono essere di tre tipologie:

¢ Membrana liquida supportata (LMS); e formata immergendo il solvente nei pori di una
parete microporosa (con un diametro dei pori inferiore a 1 wum). Un problema che finora
non e stato risolto, e la breve durata di SLM.

e Membrana liquida in blocco (LMB); é simile alla precedente, ma le membrane sono piu
spesse, il contattore ¢ a fibra cava.

e Membrana liquida emulsionata (LME); la fase continua dell'’emulsione funge da
membrana liquida, mentre nei sistemi in cui le soluzioni acquose sono separate, la
membrana é formata dalla fase organica immiscibile che separa I'alimentazione acquosa

e le soluzioni di strippaggio.

(b) 2 M (c) HF

Figura 14: (a) Estrazione con solvente a base di membrana (MBSE), (b) pertrazione attraverso membrana liquida
supportata (SLM), (c) pertrazione attraverso membrana liquida sfusa (BLM) con due interfacce L / L immobilizzate in un
contattore a fibra cava (HF). F: fase di alimentazione (donatrice), HF: fibra cava (microporosa, idrofobica), M: fase di
membrana, R: soluzione di strippaggio (accettore), S: solvente. [88].

1.3.1.6 Strippaggio

Lo strippaggio & un metodo che solitamente viene applicato per la rimozione di contaminanti
organici volatili dall'acqua [89], [90]. Recentemente questo processo & stato utilizzato per il
recupero dei VFA prodotti dalla digestione anaerobica [72]. Dallo spazio di testa del digestore
i VFA in forma volatile vengono veicolati (come miscela gassosa satura di vapore acqueo) alla
trappola, che e solitamente formata da una soluzione assorbente a pH alcalino nella quale, gli
acidi grassi perdono la loro volatilita e vengono catturati (vedi Figura 15). Il processo di
strippaggio del gas € regolato dalla legge di Henry che mette in relazione le concentrazioni di

un composto in fase acquosa e in fase gassosa [1]. La legge di Henry descrive la pressione
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parziale di un componente volatile (ad es. VFA) in una fase gassosa (Pvra) in equilibrio con

una soluzione diluita di quel componente ad una concentrazione, Cvra (ag):

Cvrataq) = Ku X Pypa

Dove K, ¢ la costante della legge di Henry (mol L —1 atm —1).

Eq. 11. Legge di Henry, [72].

. |
Sampling port, ‘ Return line
T Vent |
‘ . Volatile fatty acids
g |
‘I ‘ Pump R
[ |
R | SRR TN
Sludge Calcium carbonate slurry
—~——— Stirrer —— Stirrer
Bioreactor Recovery system

Figura 15: Schema del recupero di VFA attraverso lo strippaggio [72].

Utilizzando il metodo di stripping e assorbimento del gas, Li et al. (2015) [72] hanno recuperato
i VFA da un digestore anaerobico alimentato ripetutamente con glucosio. In questo studio, una
combinazione di strippaggio e assorbimento di azoto gassoso con uno slurry di carbonato di
calcio, ¢ stata utilizzata per recuperare VFA come sali di calcio costituiti per I'80% da butirrato
e per il 20% da acetato, con quantita minori di propionato e valerato. Inoltre, lo strippaggio in

maniera intermittente ha portato ad una conversione dell'acido lattico in altri VFA [72].

1.4 Plastiche e bioplastiche

La plastica & un materiale importante ed onnipresente nella nostra vita quotidiana. Grazie alle
numerose funzioni che offre, ci aiuta a far fronte a molteplici sfide che la societa impone.
Materiali leggeri e innovativi nelle autovetture o negli aerei fanno risparmiare carburante e
riducono le emissioni di CO2. | materiali isolanti ad alte prestazioni ci aiutano a risparmiare
sulle bollette energetiche. Negli imballaggi, la plastica aiuta a garantire la sicurezza alimentare,
riducendo gli sprechi alimentari. In combinazione con la stampa 3D, i materiali plastici
biocompatibili possono salvare vite umane consentendo I'innovazione medica. Tuttavia, troppo
spesso il modo in cui le materie plastiche vengono attualmente prodotte, utilizzate e scartate

non rientra nell’ottica di un’economia circolare causando problemi ambientali [91].
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La produzione globale di plastica negli ultimi 60 anni & aumentata esponenzialmente, negli
ultimi 13 anni sono stati prodotti circa 3.900 Mt di plastica con circa il 40% degli articoli che
entrano nel flusso dei rifiuti lo stesso anno di produzione, questo dato corrisponde quasi alla
meta di tutta la plastica prodotta in questo periodo (8.300 Mt) [92]. La necessita di sostituire le
materie plastiche a base di petrolio con alternative sostenibili e rispettose dell'ambiente é
diventata, negli ultimi anni, una priorita assoluta, a causa dell’accumulo ormai incontrollato di
tali sostanze dannose nell’ecosistema, con ricadute importanti sia sull’ambiente che sulla fauna,
soprattutto quella acquatica, con conseguente alterazione degli equilibri naturali e della catena

alimentare.

Per cercare di ridurre la produzione di materie plastiche “tradizionali” non biodegradabili, che
si accumulano costantemente, e dare pertanto un contributo alla risoluzione di tali
problematiche ambientali, il continuo progresso della scienza e della tecnologia dei materiali
ha permesso lo sviluppo di biopolimeri completamente biodegradabili prodotti da risorse
rinnovabili. Esempi di questi materiali sono polimeri derivati da amido, acido polilattico,

polimeri cellulosici e poliidrossialcanoati (PHA) [93].

1.4.1 Cosasi intende per bioplastiche?

Le bioplastiche non sono una sola sostanza, ma comprendono un'intera famiglia di materiali
con proprieta e applicazioni diverse. Secondo la European Bioplastics, un materiale plastico
viene definito bioplastica se & a base biologica (bio-based), biodegradabile o presenta entrambe
le proprieta.[94]

Il termine, “bio-based” sta ad indicare che il materiale € stato prodotto totalmente o
parzialmente da fonti biologiche. Esempi di biomassa utilizzata per produrre bioplastiche sono

mais, canna da zucchero o cellulosa.

Il termine, “biodegradabile” indica una caratteristica del materiale dettata dalla presenza
nell'ambiente di microorganismi decompositori quali funghi, alghe, batteri in grado di ridurre
le macromolecole organiche costituenti il composto in molecole piu semplici, fino a riportarle
ad uno stadio inorganico, cioe in acqua e anidride carbonica. Attraverso la biodegradazione il
materiale organico, giunto al suolo, tende progressivamente a decomporsi, fino a sparire.
Questo fenomeno & molto importante per I'ambiente che deve smaltire i rifiuti e le scorie per
far posto alla nuova vita. L’anidride carbonica cosi prodotta viene poi utilizzata dagli alberi,
piante e alghe mediante fotosintesi per sintetizzare zuccheri e da questi tutte le altre numerose

sostanze presenti in natura.
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La proprieta della biodegradazione non dipende dalla base delle risorse di un materiale ma e
piuttosto legata alla sua struttura chimica. In altre parole, il 100% di materie plastiche a base
biologica puo essere non biodegradabile e il 100% di materie plastiche a base fossile puo
biodegradare. [94]

La European Bioplastics classifica la famiglia delle bioplastiche in tre gruppi:

1. Bioplastiche “bio-based” 0 “parzialmente bio-based”” non biodegradabili come PE, PP
0 PET (i cosiddetti drop-in) e polimeri per prestazioni tecniche come PTT o TPC-ET;

2. Bioplastiche “bio-based” e biodegradabili come PLA, PHA, PBS.

3. Bioplastiche a “fossil-based” biodegradabili come PBAT.

C’¢ molta confusione nel mercato internazionale, perché i processi di standardizzazione sono

avanzati a ritmi diversi in tutto il mondo; le domande sono sempre le stesse:

Come si puo misurare il contenuto “bio-based” delle bioplastiche? Quale standard,
metodologia, termine ed etichette dovrebbero essere applicati?

1.4.2 Standard per bioplastiche “bio-based”

Le aziende produttrici di bioplastiche “bio-based ” possono indicare: il contenuto di carbonio o
il contenuto in massa su base biologica. Una metodologia consolidata per misurare il contenuto
di carbonio a base biologica in materiali o prodotti & il metodo 14C (norma UE: CEN / TS
16137, corrispondente norma USA: ASTM 6866). Sono disponibili schemi di certificazione ed
etichette di prodotti derivati, basati sullo standard europeo e statunitense, ad esempio dal
certificatore belga Vincotte o dal certificatore tedesco DIN CERTCO. Un materiale o prodotto
puo anche essere specificato come a base biologica indicando il suo contenuto di massa a base
biologica. Questo metodo é complementare al 14C e tiene conto di elementi chimici diversi dal
carbonio a base biologica, come ossigeno, azoto e idrogeno. L'Associazione francese Chimie
du Végétal (ACDV) ha introdotto un corrispondente schema di certificazione e il Comitato
europeo di normalizzazione (CEN) sta attualmente sviluppando uno standard per questo

particolare metodo.[94]
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Figura 16:Etichette certificate per plastiche "bio-based”, DIN CERTCO, Vingotte

1.4.3 Standard per bioplastiche biodegradabili

I1 termine biodegradabile perde di significato se I’ambiente ed il tempo di biodegradazione non
vengono specificati. Se un materiale o un prodotto viene pubblicizzato come biodegradabile,
dovrebbero essere fornite anche ulteriori informazioni sui tempi, il livello di biodegradazione e
le condizioni circostanti richieste. Ove possibile, la bioplastica europea raccomanda di
concentrarsi sull'affermazione piu specifica della compostabilita e di eseguirne il backup con i
corrispondenti riferimenti standard (ISO 17088, EN 13432/14995 o0 ASTM 6400 o 6868), una
certificazione e un'etichetta conforme (Vingotte o DIN CERTCO, OK compost, Vingotte). La
compostabilita € la caratteristica di un prodotto, che gli consente di biodegradarsi in condizioni

specifiche (ad es. una certa temperatura, tempi, ecc.); si distingue:

- il Compostaggio Industriale, il quale consente di raggiungere alte temperature (55 —
65°C) € in grado di velocizzare i processi di degradazione. Queste condizioni specifiche

sono descritte nelle norme, come la norma europea sul compostaggio industriale EN
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13432 (per imballaggi) o EN 14995 (per materie plastiche in generale). Materiali e
prodotti conformi a questo standard possono essere certificati ed etichettati di
conseguenza. [95].

- Compostaggio domestico, temperature di processo piu basse (30 — 40°C), attualmente
manca uno standard europeo per la compostabilita domestica. [96], la risposta TUV

AUSTRIA a questa sfida & “OK Compost Home” ancora in fase sperimentale.

oy [ Se

(ol G-I 8| AUSTRIA

A

Figura 17: Etichette certificate per plastiche biodegradabili.
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1.4.4 Produzione Globale

Le bioplastiche rappresentano circa 1’1% degli oltre 359 milioni di tonnellate di plastica
prodotta ogni anno. Ma con l'aumento della domanda e con I'emergere di applicazioni e prodotti
piu sofisticati, il mercato delle bioplastiche & in continua crescita e diversificazione. La capacita
di produzione globale di bioplastiche dovrebbe aumentare da circa 2.11 milioni di tonnellate
nel 2019 a circa 2.43 milioni di tonnellate nel 2024 [97].
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Global production capacities of bioplastics 2019

(by material type)
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®PTT 9.2% ‘/ /i
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*PEF is currently in development and predicted to be available in commercial scale in 2023.

Source: European Bioplastics, nova-Institute (2019)
More information: www.european-bioplastics.org/market and www.bio-based.eu/markets

Figura 18:Capacita di produzione globale di bioplastica per tipo di materiale 2019.

Global production capacities of bioplastics 2024

(by material type)
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@® PE 12.0% 13.1% PLA ®
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® PA 12.5% 2 42 wiillion / /18.5% Starch blends @
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Al 53% '//13% Other ®
PEF 0.2% : (biodegradable)
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Bio-based/non-biodegradable Biodegradable
45.0% 55.0%

Source: European Bioplastics, nova-Institute (2019)
More information: www.european-bioplastics.org/market and www.bio-based.eu/markets

Figura 19:Capacita di produzione globale di bioplastica per tipo di materiale stimato nel 2024.

Il packaging rimane il piu grande campo di applicazione per tali materiali, con circa il 53%,
ovvero 1.2 milioni di tonnellate, del mercato totale delle bioplastiche nel 2019. | dati

confermano anche che questi materiali sono gia utilizzati in molti altri settori, inclusi tessuti,
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beni di consumo, applicazioni nel settore automobilistico e dei trasporti, in agricoltura e

orticoltura [97].

Global production capacities of bioplastics
in 2019 (by market segment)

Packaging (flexible & rigid)
@ Textiles

® Consumer goods

Total: ® Agriculture & horticulture
8 | 211 million 53 Automotive & transport
wonties @ Coating & adhesives

in %

® Building & construction
® Electrics & electronics
Others

Source: European Bioplastics, nova-Institute (2019). More information:
www.european-bioplastics.org/market and www.bio-based.eu/markets

Figura 20: Capacita produttive globali di bioplastiche nel 2019.

Nell'ottica dello sviluppo delle capacita regionali, I'Asia rimane un importante centro di
produzione con oltre il 55% di bioplastiche attualmente prodotte. Un quarto della capacita
produttiva si trova in Europa. Si prevede che questa quota aumentera fino al 30% entro il 2024
con I'impegno della Commissione Europea per il passaggio a un modello di economia circolare
che dovrebbe accelerare il ritmo di crescita e sviluppo dell'industria delle bioplastiche in Europa
[97].
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Source: European Bioplastics, nova-Institute (2019)
More information: www.european-bioplastics.org/market and www.bio-based.eu/markets

Figura 21:Capacita produttive globali di bioplastiche nel 2019 per regione.
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Source: European Bioplastics, nova-Institute (2019)
More information: www.european-bioplastics.org/market and www.bio-based.eu/markets

Figura 22:Stima della Capacita produttive globali di bioplastiche nel 2024 per regione.

Il terreno utilizzato per coltivare le materie prime rinnovabili per la produzione di bioplastiche

rimane a circa 0.79 milioni di ettari nel 2019. Cio rappresenta lo 0.016% della superficie

agricola globale di 4.8 miliardi di ettari. Nonostante la crescita del mercato, la quota di utilizzo

del suolo per le bioplastiche aumentera leggermente fino allo 0.021% fino al 2024. Cio indica

ancora una volta che non vi & concorrenza tra le materie prime rinnovabili per alimenti e

mangimi e la produzione di bioplastiche [97].
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Land use estimation for bioplastics 2019 and 2024

———————————— Food & Feed
, Material usex*¥*

. Biofuels

iral area
low land
erial use

Source: European Bioplastics (2019), FAO Stats (2017), nova-Institute (2019), and Institute for
Bioplastics and Biocomposites (2019). More information: www.european-bioplastics.org

Figura 23: Stima dell'uso del suolo per le bioplastiche, 2019 e 2024.

1.5 Poliidrossialcanoati (PHA)

I PHA sono una promettente famiglia di bio-poliesteri di origine batterica, caratterizzati da una
vasta gamma di proprieta fisiche e meccaniche a seconda della loro composizione chimica. Gli
oltre 150 diversi tipi di monomeri conferiscono specifiche proprieta e funzionalita [98]. Nelle
applicazioni industriali questa potenzialita & sfruttata producendo in modalita controllata
specifici monomeri con catene a diverse lunghezze, attraverso la formazione di una serie di
copolimeri "su misura”. Tali copolimeri "su misura” possono essere prodotti in condizioni
controllate di crescita, in quanto se viene fornita una miscela definita di substrati per un
determinato tipo di microrganismi, viene formato un copolimero ben definito e riproducibile
[99]. Dal punto di vista ambientale, i PHA sono sia bio-based che biodegradabili in quanto
possono essere prodotti da materie prime rinnovabili e sono degradati naturalmente da
microrganismi in grado di secernere depolimerasi di poliidrossibutirrato (PHB), enzimi che
idrolizzano i legami esteri in monomeri idrosolubili e oligomeri [100]. Questa caratteristica €
diventata di interesse industriale per I’utilizzo dei PHA come materiali plastici naturali,
biodegradabili e biocompatibili per un‘ampia gamma di possibili applicazioni, come suture
chirurgiche o contenitori di imballaggio [99]. | PHA possono essere sintetizzati da piu di 90
generi di batteri gram-positivi e gram-negativi, come il Bacillus, Rhodococcus, Rhodospirillum,
Pseudomonas, Alcaligenes/Ralstonia, Azotobacter, Rhizobium. Quando le cellule batteriche

sono temporaneamente prive di uno o piu elementi nutritivi, come azoto (N), zolfo (S), fosforo
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(P), magnesio (Mg) oppure ossigeno (O), il loro metabolismo non funziona normalmente ed
entrano in uno stato di stress. In tale circostanza la cellula pud accumulare delle riserve
nutritive: fosforo in forma di polifosfato (poli P) e carbonio nelle forme di PHA; quest’ultimo
si accumula nel batterio sotto forma di granuli, di dimensioni comprese tra 0.2 — 0.7 um, fino
ad una quantita che puo raggiungere il 90% del peso secco della massa batterica. Tali granuli
vengono sfruttati come riserva di carbonio ed energia dalla cellula in mancanza di fonte di

carbonio extracellulare.

L’osservazione che la quantita di PHA accumulata nella cellula batterica aumenta al diminuire
dell’apporto di nutrienti essenziali, risale agli anni ‘60, quando si intui che i batteri producono
e accumulano il polimero quando esauriscono le scorte di nutrienti necessari per la divisione
cellulare, ma hanno ancora una fonte di carbonio a disposizione. Fin dal primo ritrovamento di
PHB nel 1926 [101] piu di cento diverse unita monomeriche sono state identificate come
costituenti di PHA in piu di trecento differenti microrganismi. Quando si progettano le
condizioni di coltura per I’ottimizzazione delle rese €& importante quindi, tenere in

considerazione le diverse esigenze di crescita dei ceppi batterici impiegati.
Sulla base di questa considerazione é possibile distinguere i batteri in due gruppi:

- Batteri che hanno bisogno di una fonte di carbonio in eccesso e di una carenza di
nutrienti (P, N, S) in una determinata fase della crescita per avviare la polimerizzazione,
ad esempio: Ralstonia eutropha e Pseudomonas oleovorans.

- Batteri che non richiedono carenza di nutrienti essenziali e polimerizzano PHA durante

tutto il ciclo di crescita: Alcaligenes latus ed Escherichia coli.

Esistono due tipi di microorganismi anaerobici in grado di immagazzinare carbonio: gli
accumulatori di fosfato (polyphosphateaccumulating organisms, PAQO) e gli organismi che
accumulano glicogeno (glycogen-accumulating organisms, GAO). | PAO hanno la capacita di
accumulare polimeri come PHA, glicogeno e polifosfati utilizzando 1’energia immagazzinata
come poli-P quando non € piu disponibile I’ossigeno. I GAO sono i concorrenti dei PAO;
utilizzano come substrato il glicogeno, e l'energia rilasciata nel processo di glicolisi &
successivamente utilizzata per accumulare prodotti di fermentazione, come acetato, sotto forma
di PHB [102]. Il granulo prodotto, che consiste in catene di PHA, e circondato da una membrana
costituita da lipidi e proteine, la quale regola le interazioni tra il centro polimerico apolare e i
dintorni acquosi. In ogni granulo sono localizzate migliaia di catene di PHA formanti un'elica

con due filamenti tenuti insieme dalle forze di Van der Waals e dai legami a idrogeno [103]. I
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numero di granuli per cellula e specifico: Ralstonia eutropha accumula da 8 a 12 granuli di
grandezza variabile, mentre per la Pseudomonas oleovorans si stimano uno o due granuli piu
grandi [104].

! '
200 r-‘

Figura 24: Immagine al TEM di P.putida con granuli di PHA [105].

L’esatta composizione dei PHA dipende dal tipo di batterio da cui sono sintetizzati e dalla fonte
di carbonio utilizzata durante la fase di produzione; i PHA vengono generalmente classificati

come:

e PHA a catena corta, i quali hanno un gruppo R di tipo alchilico con unita monomerica
dai 3 ai 5 atomi di carbonio;

e PHA a catena media, caratterizzati da un gruppo R di tipo alchilico con unita
monomerica dai 6 ai 14 atomi di carbonio;

e PHA a catena lunga, ottenuti da acidi grassi a lunga catena che contengono una unita
monomerica costituita da piu di 14 atomi di carbonio.

La formula chimica generale di struttura € la seguente:

! i
O—C —(CH2)n—C ——
|

= -y

L’estrema variabilita della natura chimica delle catene laterali & alla base della notevole varieta
delle proprieta dei PHA: si va da polimeri tipicamente termoplastici, come il poliidrossibutirrato
(PHB), a gomme come il poliidrossiottanoato (PHO), con possibilita di interventi chimici
secondari, ad esempio reticolazioni.
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I PHA presentano comunque caratteristiche comuni quali I'insolubilita in acqua ma alta
solubilita in cloroformio e altri solventi alogenati, e la resistenza alle radiazioni U.V.; sono
tuttavia scarsamente resistenti agli acidi e alle basi. I PHA piu comuni sono I'omopolimero PHB
e il copolimero poli(3-idrossibutirrato-co-3-idrossivalerato) (PHBHYV), quest’ultimo
identificato come un possibile sostituto biodegradabile delle polioleofine, impiegate nella
produzione di bottiglie soffiate, film per imballaggi, contenitori in plastica, posate usa e getta,
reti e corde per la pesca industriale. Questi materiali sono poliesteri termoplastici con proprieta
meccaniche comparabili con quelle dei tradizionali polimeri a base di petrolio e le loro proprieta
sono molto simili a quelle del polietilene (PE) e del polipropilene (PP). Il poliidrossibutirrato
(PHB) e il poliidrossivalerato (PHV) sono particolarmente adatti per il confezionamento
alimentare, sono meno permeabili all’ossigeno di quanto lo siano le altre plastiche, questo

permette di ridurre aggiunte di componenti antiossidanti [106].

1.5.1 Produzione PHA

La produzione industriale dei PHA é basata sulla fermentazione di colture microbiche pure,
ovvero popolazioni di microorganismi che derivano da un'unica specie microbica e risultano
quindi composte da un unico ceppo batterico, su substrati ad elevato costo quali zuccheri come
il glucosio, o composti contenenti carboidrati come il mais. Cio comporta un elevato costo di
produzione di tali materiali, che rende il PHA prodotto non competitivo con le materie plastiche
non biodegradabili e sintetizzate da fonti non rinnovabili, questo fattore rappresenta il
principale limite alla diffusione su larga scala dei PHA. A causa dei costi elevati di produzione
si sta affermando 1’uso di colture miste che abbatte la gran parte dei costi di processo, come la
strumentazione sterile per le colture singole, la gestione di un personale estremamente
specializzato, la selezione di microrganismi e del loro substrato di crescita [107]. Dato il largo
utilizzo e diffusione dei fanghi di depurazione e il fatto che gli organismi che producono PHA
sono naturalmente presenti in tali bio-processi, gran parte della ricerca per la produzione di
PHA da culture microbiche miste (MMC) si € orientata verso il trattamento biologico delle
acque reflue. La produzione di PHA per mezzo di MMC rappresenta un’opportunita per il
recupero del carbonio organico dalle acque reflue grezze mediante il trattamento biologico
[108]. L'uso combinato di colture microbiche miste e materie prime a basso valore e attualmente
oggetto di indagine al fine di ridurre i costi operativi. In particolare, il prezzo del substrato ha
la maggiore influenza sul costo di produzione. Il substrato pit economico costa 0.18 € al kg,
rispetto al costo del polipropilene che si aggira ai di 0.15 € al kg [106]. Altri costi sono dovuti
alla fase di estrazione, cruciale per poter recuperare il polimero dall'interno della cellula. Per

migliorare la produzione di PHA, le colture miste devono essere preliminarmente arricchite in
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organismi che accumulano il PHA. Questo di solito viene effettuato sotto I'alimentazione
dinamica di opportune fonti di carbonio per creare condizioni alternate di eccesso e mancanza
di disponibilita di carbonio, designata come feast and famine. Per utilizzare materie prime di
scarto e surplus idonee per la produzione di PHA, il processo di fermentazione aerobica puo
essere accoppiato con una fermentazione acidogenica per convertire la frazione organica in

acidi grassi volatili (VFA), precursori necessari per la sintesi di PHA da colture miste.

1.5.2 Colture Microbiche Miste (MMC)

Un’alternativa all’impiego di colture singole, come gia detto in precedenza, ¢ I’uso di colture
microbiche miste (MMC), arricchite a partire da fanghi attivi per la depurazione delle acque
reflue. Nei processi a fanghi attivi la biomassa cresce in condizioni non stazionarie, come ad
esempio nei casi di alternanza di abbondanza e carenza di substrato, in cui la crescita microbica
non & bilanciata e lo stoccaggio del substrato carbonioso come polimero interno, diventa un
importante meccanismo di selezione dei microrganismi presenti. Questi fanghi non possono
essere pero direttamente usati per la produzione di polimeri, a causa della troppo bassa
concentrazione di substrato carbonioso in ingresso e del conseguente basso carico organico del
processo, e devono essere opportunamente arricchiti in microrganismi con elevata capacita di
stoccaggio. La produzione di PHA mediante I'uso di MMC sembra promettente perché non
richiede il mantenimento di condizioni sterili e rende piu facile I'uso di materie prime a basso
costo, come gli effluenti di scarti agroindustriali [106], [109]. Questo processo offre il vantaggio
di ridurre il carico inquinante e il flusso di acidi grassi e richiede fasi diverse strettamente
interconnesse. Le proprieta fisiche e meccaniche del PHA finale, come gia detto, dipendono
anche dalla sua composizione monomerica, che a sua volta é influenzata dal tipo di acidi
organici ottenuti durante la fermentazione acidogenica [21], [110]. Il flusso fermentato ricco di
VFA viene immesso nelle due fasi successive finalizzate alla produzione e alla selezione di
microrganismi che immagazzinano il PHA e al successivo accumulo del polimero. La selezione
della coltura puo essere raggiunta in condizioni di feast and famine. La ricerca oggi mira allo
studio e all'ottimizzazione di un processo a piu stadi per la produzione di PHA mediante MMC
a partire da substrati organici di scarto. Le colture miste, che potenzialmente sono in grado di
accumulare PHA, vengono tipicamente esposte in condizione cicliche di feast and famine in
cui una fonte di carbonio organico prontamente biodegradabile € resa alternativamente
abbondante e scarsa, cosicché popolazioni di specie diverse di microrganismi, che compongono
la biomassa, devono adattarsi per sopravvivere e crescere con la mancanza ciclica di un
substrato organico disponibile, famine, e competere nelle brevi occasioni in cui viene reso

disponibile il substrato organico esterno, feast.
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Quando i periodi di carenza dei nutrienti sono relativamente lunghi, i batteri diminuiscono
I'espressione degli enzimi che sono importanti per la crescita cellulare. Se il substrato organico
diventa improvvisamente disponibile, quelle popolazioni di specie di batteri che possono
assimilare la fonte di carbonio piu rapidamente, hanno un vantaggio competitivo rispetto a tutte
le altre specie presenti. La rapida assimilazione del substrato organico esterno mediante
stoccaggio intracellulare di PHA € una strategia competitiva comune a molte specie di batteri.
Il rapporto tra la durata di feast e la fase famine € un parametro cruciale che influenza le
prestazioni della fase di selezione; un basso rapporto garantisce la selezione nel MMC di
microrganismi che sono maggiormente in grado di immagazzinare il PHA e il loro adattamento
fisiologico verso la sintesi di PHA nella fase di festa [111]. In generale, se la fase di accumulo
viene eseguita in condizioni di limitazione dei nutrienti, si raggiungera un livello di saturazione
del PHA. Al contrario, se la biomassa e continuamente esposta a nutrienti e substrati di
carbonio, quindi in condizioni ricche di sostanze nutritive, aumentera progressivamente la
risposta di crescita, mentre la risposta allo stoccaggio diminuira progressivamente e, di
conseguenza, il contenuto massimo di PHA, sara inferiore alla capacita massima di stoccaggio
dei microrganismi [112]. Il PHA accumulato dal batterio, infine, pud anche essere usato come
substrato organico interno durante i periodi di carestia per I'energia e la crescita; quindi Si
arricchiscono nel tempo quelle popolazioni di specie di batteri che esprimono il fenotipo di
conservazione del PHA [106], [113]. Accoppiato con i sistemi MMC, ¢ stata prestata particolare
attenzione all'uso di fonti di carbonio a costo zero, come le acque di scarico di cartiera [21], le
acque di scarico dei conservifici di pomodoro [114], scarti del frantoio [115], melassa di canna
da zucchero [116], scarti alimentari [117] e acque reflue [118]. La maggior parte di queste
materie prime disponibili richiede una fase preliminare di fermentazione acidogenica per
convertire il loro contenuto organico in acidi grassi volatili, i substrati piu adatti per la
produzione di PHA quando si utilizzano i processi MMC. Inoltre, la selezione MMC e gli stadi
di accumulo di PHA vengono generalmente eseguiti in fasi separate, perché le condizioni

ottimali sono diverse per ogni fase [108].
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1.6 Scopo della tesi

Lo scopo del seguente lavoro di tesi & la produzione di poliidrossialcanoati partendo dalla
frazione organica dei rifiuti solidi urbani. Quest’ultima viene utilizzata come substrato per una
fermentazione acidogenica, con lo scopo di produrre acidi grassi volatili (VFA). | VFA vengono
recuperati dal brodo della fermentazione attraverso la tecnica di strippaggio. Successivamente
i VFA vengono utilizzati in sistemi di colture microbiche miste per la produzione di PHA.

FERMENTAZIONE
ACIDOGENICA

L
00

Figura 25: Scopo della tesi nell ottica dell ‘economia circolare.
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2 MATERIALI E METODI

2.1 Caratterizzazione della FORSU

Come substrato della fermentazione acidogenica, per la produzione dei VFA, é stata utilizzata
la frazione organica dei rifiuti solidi urbani (FORSU). Composta da: 250 g di gnocchi di
verdura; 200 g di bucce di patate, cipolla, carote; 300 g di farro condito; 50 g di carne di

coniglio.

La FORSU é stata pretrattata meccanicamente attraverso un frullatore ad immersione.
Successivamente e stata congelata in porzioni semi sferiche di circa 9 + 2g per una maggiore

praticita di uso e standardizzazione dei test.

Figura 26: F.O.R.S.U.
2.1.1 Liofilizzatore
Per la determinazione delle successive analisi (analisi elementare, contenuto di ceneri, lipidi
totali) la FORSU e stata liofilizzata attraverso il liofilizzatore Alpha 1-2 Id Plus e

successivamente macinata con un mortaio.

Figura 27: Liofilizzatore Alpha 1-2 Id Plus, FORSU liofilizzata e macinata.

2.1.2 Analisi elementare

La composizione elementare della FORSU ¢ stata determinata utilizzando un analizzatore
elementare configurato per la determinazione CHNS-O (Thermo Scientific, Flash 2000,
Organic Elemental Analyzer) attraverso una tecnica di combustione flash [119]. Le analisi

hanno fornito i valori percentuali di C, H, N.
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2.1.3 Analisi del contenuto di ceneri

Il contenuto in ceneri € stato determinato secondo il metodo standard (NREL / TP-510-42622).
Sono stati posti circa 100 mg di FORSU in dei crogiuoli precedentemente tarati. | crogiuoli con
la FORSU sono stati posti in muffola e portati ad una temperatura di 600°C per 5 ore. Trascorso
un breve tempo di raffreddamento le ceneri sono state pesate. Il contenuto di ossigeno nei

campioni viene infine calcolato per differenza:
0 = 100 — Y,(CHNS + cenerti).

2.1.4 Proteine totali
Dall’analisi elementare, ottenuto il valore di N (%) ¢ stato possibile risalire al contenuto di

proteine totali attraverso il Protein Factor (6.25) [120]:
Proteine totali (%) = N(%) x Protein Factor (6.25)

2.1.5 Lipidi totali

La determinazione del contenuto di lipidi totali della FORSU é stata eseguita secondo il metodo
di Bligh et Dyer (1959) [121], ma apportando qualche modifica. Nel caso dei campioni
liofilizzati, un’aliquota di 100 mg di FORSU é stata posta in vials di vetro Pyrex. Sono stati
aggiunti ai campioni 3 ml di una miscela 2:1 composta rispettivamente da diclorometano e
metanolo. Successivamente i campioni sono stati posti in un bagno termostatico con silicone,
ad una temperatura di 60 °C per 120 minuti. Lasciando raffreddare per qualche minuto, i
campioni hanno subito centrifugazione al fine di separare la frazione lipidica. Tale procedura &
stata ripetuta due volte. Ogni volta e stato recuperato il surnatante, é stato seccato sotto flusso
di azoto in vials di vetro per ricavare la tara dopo la seconda estrazione. La concentrazione dei

lipidi é stata determinata in rapporto percentuale al peso secco del campione preso in analisi.

Figura 28: Lipidi totali (surnatante).
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2.1.6 Carboidrati totali

E stato utilizzato il metodo di Myklestad (1972) per estrarre i polisaccaridi cellulari [122]. 10
mg di campione in forma liofilizzata sono stati posti all’interno di provette di vetro provviste
di tappo e sono stati incubati con 1 ml di H2SO4 (12 M) a 37 °C per 60 minuti. Successivamente
ogni campione ¢é stato portato ad un volume totale di 11 ml aggiungendo acqua distillata, gli
stessi sono stati mescolati su vortex per 30 secondi e posti ad incubare in bagno termostatico a
100 °C per 120 minuti. I campioni sono stati posti in ghiaccio per 30 minuti e centrifugati a
3000x per 10 minuti a 4° C per separare il surnatante contenente i polisaccaridi estratti dai
residui cellulari rimasti nel pellet. Sul surnatante sono state effettuate le determinazioni dei
polisaccaridi. Il metodo si basa su una reazione colorimetrica data da fenolo e acido solforico,
la cui intensita nella colorazione gialla viene messa in relazione lineare con la quantita di
polisaccaridi attraverso analisi spettrofotometrica. Tale metodo é stato descritto da Dubois et.,
(1956) ed é stato applicato al surnatante [123]. Il procedimento ha previsto il prelievo di 0,1 ml
di surnatante ponendolo all’interno di provette di vetro. Sono state effettuate tre repliche
analitiche per ciascun campione. Alle provette sono stati aggiunti 1 ml di soluzione di fenolo al
2.5% e 2.5 ml di H2SO4 al 96%. E seguita incubazione per 30 minuti al termine della quale &
proseguita una misurazione spettrofotometrica. La lettura di assorbanza € stata eseguita alla
lunghezza d’onda di 490 nm. La concentrazione dei polisaccaridi nel campione € stata ricavata

sulla base di una curva di calibrazione precedentemente costruita con uno standard di glucosio.

Figura 29: Determinazione dei carboidrati totali.
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2.2 Strippaggio di soluzioni standard
Tutti i reagenti ed i solventi usati in questo lavoro sono stati acquistati da Sigma-Aldrich, con

un grado di purezza > 99% e sono stati utilizzati senza ulteriori trattamenti o purificazioni.
In particolare:

Acido acetico, acido propionico, acido butirrico, idrossido di sodio, carbonato di calcio, ossido

di calcio.
Le prove di strippaggio sono state fatte utilizzando due soluzioni.
Una soluzione standard di 30 g COD/L di VFA, chiamata mix formata da:

e 10g/L diacido acetico;
e 10 g/L diacido propionico;
e 10 g/L diacido butirrico.

Una soluzione alcalina con lo scopo di recuperare i VFA, chiamata trappola. Sono state

sperimentate diverse trappole:

e Soluzione di Idrossido di sodio (NaOH) 1 M;
e Slurry di Carbonato di Calcio (CaCOs) 1 M;
e Slurry di Calcio Ossido (CaO) 1 M.

Le configurazioni sono le seguenti:

1) La prima, per lo strippaggio & formata da un vial (volume max 2 ml) contenente 0.2 ml
di soluzione trappola, NaOH 1 M, immerso in un boccino (volume max 25 ml)
contenente 0.5 ml di soluzione mix a 30 g/L di VFA. Una volta chiuso il vial con un

tappo, il sistema é stato posto in stufa a 70° C.

] Trappola
Mix VFA
-_—

Figura 30: Prima configurazione per lo strippaggio.
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2) Laseconda, ¢ uguale alla precedente ad esclusione dell’aggiunta di una fettuccia di carta
da filtro immersa nella trappola, con lo scopo di aumentare 1’area superficiale, per la
“cattura” dei VFA.

Carte da filtro

— B Trappola

A Mix VFA

Figura 31: Seconda configurazione, con l'aggiunta di carta da filtro per aumentare I'area
superficiale.

3) Laterza. prevede ’utilizzo di due bottiglie in Pyrex (con volume max 100 ml). Nella
prima bottiglia e stata inserita la soluzione mix (30 g/L di VFA); nella seconda, la
soluzione trappola (NaOH 1M). Entrambe le bottiglie erano collegate con dei tubi in
una pompa peristaltica con portata di 60 ml/min utilizzata per muovere I’aria all’interno
delle due bottiglie. Queste sono state scaldate con un bagno termostatico ad olio di

silicone ad una temperatura di 70°C, regolata da un termostato.

POMPA
Spurgo 60 ml/min
\;‘ ricircolo

Trappola

Agitatore

Figura 32: Terza configurazione, utilizzo di una pompa peristaltica.
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4) La quarta, e uguale alla precedente ad eccezione della pompa. In questo caso non si
tratta di una pompa peristaltica ma di una pompa ad aria con una portata di 1 L/min.
Scaldate da un bagno termostatico ad olio di silicone ad una temperatura di 70°C,

regolata da un termostato.

POMPA
Spurgo 1L/min N —
\ a '
N riciicolo : J, M

Trappola

Agitatore

Figura 33: Quarta configurazione, utilizzo di una pompa ad aria.
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2.3 Fermentazione acidogenica accoppiata a strippaggio

La fermentazione acidogenica accoppiata a strippaggio € stata eseguita secondo il metodo di Li
et al. (2015) [72] con alcune modifiche. Sono stati costruiti dei reattori in batch (scala da

laboratorio) attraverso bottiglie in Pyrex da 100ml.

Figura 34: Costruzione del sistema di fermentazione acidogenica accoppiata a strippaggio.

Il bioreattore e composto da FORSU e inoculo batterico di digestato solido proveniente

dall’azienda Agrisfera Soc. Coop. Agr. p.a. Il sistema di recupero & formato da una soluzione

di NaOH 2M. ]
POMPA
Spurgo 11/min N\ et
- '
b ricircolo h J__ S

Fermentazione Trappola

acidogenica

Agitatore

Figura 35: Schema del sistema di fermentazione e strippaggio.
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Entrambi i reattori sono stati mantenuti in ipertermofilia (70°C) tramite un bagno termostatico
ad olio di silicone, controllato da un apposito termostato. Prima di avviare il sistema, entrambi
i reattori sono stati flussati con azoto per rimuovere 1’ossigeno al loro interno. Una volta

raggiunta la temperatura stabilita, é stato avviato lo strippaggio.

Figura 36: Fermentazione acidogenica, accoppiata a strippaggio.
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2.3.1 Analisi dei VFA (GC-MYS)

Attraverso un gascromatografo accoppiato a spettrometro di massa (GC-MS) sono stati
quantificati gli acidi grassi volatili prodotti dalla fermentazione, secondo il metodo di M.
Ghidotti, et al. (2018) [124].

Sono stati aggiunti 100 pl di campione in un vial da 2 ml; a questo sono stati addizionati 100
pl di KHSO;4 (solfato di potassio) saturo e 100 pl di standard interno (2-etilbutirrato ad una
concentrazione di 1000 mg/L) disciolto in acqua distillata. Alla soluzione acquosa risultante
sono stati aggiunti 1 ml di DMC (dimetilcarbonato) ottenendo un sistema bifasico che é stato
agitato e lasciato separare in una fase acquosa e una fase organica. La fase organica e stata
analizzata in GC-MS.

Il gascromatografo utilizzato € un Agilent HP 7820A con autocampionatore, collegato ad uno
spettrometro di massa a quadrupolo Agilent HP 5977E con una temperatura dell’iniettore di
250°C.

Gli analiti sono stati separati con una colonna capillare DBFFAP (glicole polietilenico
modificato con acido nitro tereftalico, 30 m, 0.25mm, i.d., 0.25um di spessore), con elio come

gas di trasporto (pressione costante, velocita lineare 33 cm/s a 200°C).

Gli spettri di massa sono stati registrati attraverso ionizzazione elettronica (70 eV) alla
frequenza di 1 scan/s nel range 33-600 m/z. Programmata termica: da 50°C (per 5 min) a 250°C
(per 12 min) a 10°C min-1.

L’identificazione dei composti € stata effettuata in base al loro tempo di eluizione dal
cromatografo mentre ’analisi quantitativa ¢ Stata effettuata tramite il metodo dello standard

interno (2-etilbutirrato):

Vx CSI

Cx= —_— %k —

ysi Fr
Eq. 12: Quantificazione dei VFA.

Cx:  concentrazione incognita del VFA considerato;
Yx.  segnale del VFA;

Ysi:  segnale standard interno;

Fr: fattore di risposta;

Csi: Concentrazione dello standard interno.
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| fattori di risposta degli acidi grassi volatili sono stati determinati tramite I’analisi di miscele
standard e sono riportati in Tabella 2:

Tabella 2: Fattori di risposta degli acidi grassi volatili utilizzati per I'analisi quantitativa.

VFA Fattore di risposta
Acido acetico 0.237
Acido propionico 0.297
Acido isobutirrico 0.485
Acido Butirrico 0.544
Acido isovalerico 0.625
Acido valerico 0.666
Acido esanoico 0.860

Figura 37: GC-MS, Agilent HP 7820A con autocampionatore - Agilent HP 5977E.
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2.3.2 Domanda chimica di ossigeno (COD)

L’analisi del COD é stata effettuata seguendo il metodo ASTM D6238-98. Il campione € stato
iniettato direttamente nello strumento utilizzando una siringa di precisione. All’interno
dell’analizzatore la misura e stata effettuata attraverso 1’ossidazione termica del campione con
successiva rilevazione del consumo di ossigeno, utilizzando azoto (purezza 99.5) e aria come
gas di trasporto. La fornace in ceramica lavora a 1200°C permettendo 1’ossidazione di tutti i
composti organici. L’analisi del COD, espresso in [gO/L], é stata determinata attraverso
I’utilizzo di un detector e le aree del segnale sono state confrontate con quelle della curva di

calibrazione, costruita usando concentrazioni note di glucosio.

L’analisi € molto rapida (circa 3 min) permettendo di effettuare almeno tre repliche per ogni

campione.

Figura 38: Strumento utilizzato per I'analisi del COD.
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2.4 ProBiotipo - Produzione di PHA

Per la produzione di PHA é stato utilizzato il ProBiotipo, un prototipo di B-PLAS DEMO, che
si trova nei laboratori del CIRSA (Centro Interdipartimentale di Ricerca per le Scienze
Ambientali).
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Figura 39:Probiotipo (presso Centro Interdipartimentale di Ricerca per le Scienze Ambientali).

L’impianto per la produzione di PHA ¢ composto da due Bioreattori (R1 e R2) e tre serbatoi

IBC (Intermediate Bulk Container):

e SBR (Sequencing Batch Reactor) o R1, con un volume di 465 L, ha lo scopo di
accrescere le colture microbiche miste;

¢ AR (Accumulation Reactor) o R2, con un volume di 140 L, sono stati attuati cicli di
feast and famine, per ’accumulo di PHA da parte dei batteri;

e 1°IBCda500 L di H20 di rete;

e 2°|BC da500 L contenente i VFA;

e 3°1BC da500 L contenente i nutrienti.
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NUTRIENTI

I nutrienti per la crescita delle comunita biotiche sono stati preparati secondo Villano et al.
(2014) [111] ma con qualche modifica.

Tabella 3: Ricetta dei nutrienti per I'accrescimento di MMC.

mg/I g/l g/gCOD  kg/m3
cobp 8500 8.50 1.00 10.00
NH,4CI 1205 1.20 0.14 1.42
K.HPO, 334 0.33 0.04 0.39
KH2PO, 259 0.26 0.03 0.30
CaCl, x2 H,0 50 0.05 0.01 0.06
MgS04 x 7 H,0 100 0.10 0.01 0.12
FeCls x 6H,0 2 0.00 0.00 0.0024
Na,EDTA 3 0.00 0.00 0.0035
ZnSO, x 7H,0 0.1 0.00 0.00 0.0001
MnCl; x 4H,0 0.03 0.00 0.00 0.0000
HsBO; 0.3 0.00 0.00 0.0004
CoCl,x 6H,0 0.2 0.00 0.00 0.0002
NiCl, x 6H,0 0.02 0.00 0.00 0.0000
CuCl, x 2H,0 0.01 0.00 0.00 0.0000
NaMoO;, x 2H,0 0.03 0.00 0.00 0.0000

VFA

I VFA sono stati preparati ad una concentrazione e composizione che simula i VFA prodotti

dalla fermentazione acidogenica accoppiata a strippaggio, della frazione organica dei rifiuti
solidi urbani (FORSU).

VFA g COD/L
Acido Acetico 3.56
Acido Propionico 2.1
Acido Butirrico 4.5
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Figura 40: Schema d'impianto del ProBiotipo.
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) sta.to urata assol 5 s s s £ £ £ £ £ £ £ £ £ =
N  short name description action (min) stato (s) (h) N N N N S S S S S S S S S <
1 VFAdosingRl dosing VFA to R1(SBR) Open: VFAsuction, R1 supply 13 75 0.0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0]
2 NutrientsFeed dosing N to R1(SBR) Nutrient suction, R1 supply 13 75 0.0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0]
3  WaterFeed dosing water to R1 (SBR) from R1 to R2 by overflow Water suction, R1 supply 2 106 0.1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0]
4 Mixl mix R1 R1suction , R1 supply 51 3064 0.9 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0]
5 Mix1&2 mix R2and R1 R2 suction , R1 supply 5 280 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0]
6  VFAdosingR2  dosing VFA to accumulation reactor VFA dosing to R2 1.0 66.0 1.0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0]
intermittent R2 suction and R2
7  Mix2 mixi R2 supply. 10 600 12 1 1 1 0 0 0 il 0 0 0 0 1 0 0]
8 Mixl mix R1 R1suction , R1 supply 10 600 1.4 il il il 0 il 0 0 0 0 0 1 0 0 0]
intermittent R2 suction and R2
9 Mix2 mixi R2 supply. 10 600 1.5 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0f
10 Mixl mix R1 R1suction , R1 supply 10 600 1.7 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0f
intermittent R2 suction and R2
11 Mix2 mixi R2 supply. 10 600 1.9 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0]
12 Mixl mix R1 R1suction , R1 supply 10 600 2.0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0]
13 opzionale add flocculant+mixr2 1 60 2.0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0]
14 MIXR2 mix R2 R2 suction , R2 supply 3.92 235 2.1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0]
15 sedimentazione stop all stopped 180.25 10815 5.1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0]
R2 suction and filter )
16  collection Collection of bacteria supply+recirculation 140.3 8415 7.4 1 0 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0f
17 OutSupernat fast filtration R2 suction and filter supply 0.8 45 7.5 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0f
18 Fclean clean filter by backflush Filter suction and R2 supply 0.2 10 7.5 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0f
19 svuotamento R2 prepare R2 for next cycle svuotaMENTPO 18.0 1080 7.8 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1
20 Standby with R1 prepare R2 for next cycle SOLA AREAZIONE R1 5.0 300 7.8 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0]
21 Standby R1suction, R1supply 5.0 300 7.9 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0]
:
22 mixrR1 prepare R1for next cycle R1suction, R1supply 244.7 14680 12.0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0f

Figura 41: PLC Programmable Logic Controller, ProBiotipo.
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Il ProBiotipo é stato controllato da un PLC (Programmable Logic Controller) programmato da
22 cicli della durata totale di 12 h (Figura 41), riportanti in un pannello di controllo (Figura 42).

@
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Figura 42: ProBiotipo, Pannello di controllo.

I cicli iniziali sono stati programmati con la somministrazione di 30 L di VFA e 30 L di nutrienti
nell’SBR, attraverso un ciclo il bioreattore e stato portato a volume con acqua di rete
proveniente dall’IBC. Una volta che i due bioreattori sono stati portati a volume, sono stati
inseriti due cicli di mescolamento dell’SBR con I’ AR. A questo punto, attraverso un ciclo, sono
stati somministrati i VFA nell’AR, come substrato per le fasi di Feast and Famine. Una volta
somministrati i VFA nell’ AR sono stati previsti sei cicli di mescolamento per i due bioreattori.
Nel PLC (Figura 41) é stata inserita una fase opzionale, I’aggiunta di flocculante nell’AR,
altrimenti il bioreattore e stato fatto sedimentare naturalmente. Una volta sedimentata la
biomassa, & stato previsto un ciclo di filtrazione con un filtro ceramico, il quale ha lo scopo di
separare il solido e concentrarlo. A questo punto, la biomassa € stata recuperata e conservata in

freezer all’interno di un barattolo di vetro per le successive analisi.
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Tabella 4: Costanti di impianto.

portata pompa 1 30 L/min
portata pompa 2 0.10 L/min
velocita sedimentazione 0.0083 m/min
portata filtrato solido 2 bar 0.10 L/min
portata centrato 2 bar 6 L/min
altezza R2 1.5 m
volume Acqua a SBR 50 L
volume VFA in SBR 30 L
volume VFA in AR 30 L
volume Nutrienti 30 L
tempo raccolta biomassa 120 min
tempo VFA a AR 60 min
flocculante 0 L
volume filtro da pulire 3 L
volume SBR 465 L
volume AR 140 L
volume fango dopo la sedimentazione 14 L
volume AR dopo filtrazione 126 L
durata ciclo (check) 12.0 h
delay minimo 0.1 min
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2.4.1 Quantificazione del PHA Metapirolisi-GC-MS

La quantificazione del PHA é stata determinata sull'analisi in GC-MS dei prodotti di termolisi
ottenuti dal trattamento termico chiamato “metapirolisi” dei batteri; questo metodo consente in
maniera rapida e poco costosa di determinare la quantita di PHA presente nella biomassa [125].
Per la metapirolisi sono stati prelevati 5 mg di biomassa batterica liofilizzata e sono stati inseriti
in un vial da 4 ml. | vial sono stati chiusi con dei tappi e posizionati sopra una piastra
preriscaldata a 350°C per 30 min. Trascorsi 30 min e un breve tempo di raffreddamento ai vial,
sono stati aggiunti 100 pl di standard interno, ovvero di 2-etilbutirrato ad una concentrazione
di 5000 mg/L in acetonitrile (CH3CN), e 4 ml di CH3CN. Da ogni fiala é stato prelevato 1 ml
di soluzione, successivamente inserito in un vial da 2 ml al fine di determinare la quantita di
PHA presente attraverso GC-MS.
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Figura 43: Vials pronti per I'analisi in GC-MS per la quantificazione del PHA.

La determinazione del PHA é stata effettuata in base alla percentuale di acido crotonico che €

stata formata a seguito della metapirolisi:

_(%— )*QSI

a

Eq. 13: Quantificazione dell'acido crotonico.

Qx:  Quantita di acido crotonico;

Yx:  segnale acido crotonico;

Ysi:  segnale standard interno (2-etilbutirrato 5000 mg/L);
b: intercetta della retta di calibrazione;

Qs quantita di standard interno;

a coefficiente angolare della retta di calibrazione (fattore di risposta).

56



Materiali e metodi

Una volta determinata la quantita di acido crotonico nel campione (Qx), & stato calcolato il
rapporto con la quantita di acido crotonico prodotto dal PHB puro a seguito della metapirolisi.

La determinazione del PHA & stata cosi effettuata.

Per fare cio e stata creata una retta di calibrazione interna dell’acido crotonico.

2-ethylburyrate

Points T vem i condases Retta di calibrazione
1 100 0.5 500 434054160 .. .
e 100 05 500 345951688 dell'acido crotonico
3 100 0.5 500 454065589
4 100 05 500 382713651 5 L8
5 100 0.5 500 375138140 5 16
6 100 0.5 500 393327409 S 1,4
7 100 0.5 500 376619043 % 12
Crotonic Acid 03 1
Points ul mg ppm Corr.Area i 08
1 10 0.05 50 84354498 8 0’6
2 20 0.1 100 78709202 s Y
3 30 0.15 150 105359127 *3 0,4 y=0,3765x + 0,157
4 50 0.25 250 127620071 O 0,2 2 _
5 100 0.5 500 202893639 g o R°=0,9934
6 200 1 1000 393070960 < 0 1 ) 3 4 5
7 400 2 2000 610542795

Quantita Crotonico/Quantita Standard

Figura 44: Retta di calibrazione per I'acido crotonico.

Condensed
products

Bacterial HQ,
/biomass o]
300°C ‘ \
30 min. E(OH
HO N
(o]
14.00 15.00 16.00 17.00 19.00

Figura 45: Metapirolisi-GC-MS [125].
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2.4.2 Estrazione del PHA dalla biomassa batterica

Per ’estrazione del PHA sono stati pesati 100 mg di campione liofilizzato, posti dentro una
provetta in Pyrex insieme a 4 ml di H20 e 500 mg di SDS (Sodio dodecil solfato) un tensioattivo
utilizzato come componente per lisare le cellule durante 1’estrazione del DNA [126]. Nella

provetta e stato posto un agitatore magnetico che ha mescolato i tre componenti per 24 h.

Passate le 24 h é stato tolto I’agitatore magnetico e centrifugato il tutto a 3000x per 5 minuti.
Con una pipetta Pasteur é stato prelevato il surnatante giallastro contenente 1’SDS (primo

lavaggio).

Per I’estrazione; sono stati aggiunti al solido rimasto in provetta, 3-4 ml di diclorometano
(DMC) e un agitatore; successivamente la provetta é stata posta in un bagno termostatico ad
olio con una T= 90°C per 1 ora. Passata I’ora e rimosso I’agitatore magnetico, il tutto € stato
centrifugato a 3000x per 1 min. Il surnatante contenente PHA disciolto in DMC é stato versato
in un boccino attraverso una Pasteur e successivamente flussato sotto azoto cosi da far

evaporare il DMC ed ottenere il PHA.

Figura 46: Estrazione del PHA.
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3 RISULTATI E DISCUSSIONE

3.1 Caratterizzazione della FORSU
La FORSU eé il materiale raccolto dalla raccolta differenziata dell'organico (altrimenti detto
umido). Si tratta di residui di cibo o preparazioni alimentari e frazioni assimilabili, come carta

per alimenti sporca di residui alimentari.

3.1.1 Analisi elementare

Tabella 5: Analisi elementare della FORSU.

Analisi elementare Contenuto (%) su peso secco
Campione Peso secco (mg) N C H S (o] Ceneri C/N
FORSU_1 2.79 1.2 394 63 O 49.1 4.0 38.8
OliEE 2.71 1.2 40.3 6.5 0 48.0 4.0 394
FORSU_3 2.33 13 39.9 6.4 0 48.7 3.7 36.2
FOLEE & 2.1 1.3 42.8 6.8 0 45.5 3.7 38.3
FORSU_S 2.44 1.3 40.2 6.3 0 48.4 3.8 37.4
ROELLE 2.42 1.2 41.1 6.5 0 47.4 3.8 38.7
Media 2.47 124 4062 6.45 - 47.85 3.8 38.1
Dev. Std 0.25 0.05 1.21 0.18 - 1.32 0.1 1.2
RSD % 10% 4% 3% 3% - 3% 4% 3%

In Tabella 5 sono stati riportati i valori percentuali dell’analisi elementare, I’elemento piu
abbondante é stato il carbonio 40.6 %, seguito dall’ossigeno 47.8%, I’idrogeno con il 6.4%, le
ceneri con il 3.8 % ed infine I’azoto con circa I’1.2 %.

3.1.2 Carboidrati, lipidi e proteine totali

Tabella 6: Contenuto totale su peso secco di lipidi, carboidrati e proteine.

Campione Lipidi (%) Carboidrati (%) Proteine (%)
Forsu 1 32.6 53.3 7.4
Forsu 2 34.7 54.3 7.5
Forsu 3 31.3 53.4 8.0
Media 32.9 53.7 7.6

dev. Std 0.02 0.01 0.36
RSD% 6% 1% 5%
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In Tabella 6 sono stati riportati i risultati del contenuto totale (%) su peso secco della FORSU
di lipidi, carboidrati e proteine. I valori sono stati determinati su tre repliche. Dalle analisi, la
composizione maggiore é stata dei carboidrati con il 53.7 %, i lipidi 32.9 % ed infine le proteine

con il 7.6 % su peso secco.

3.1.3 Domanda chimica di ossigeno (COD)
Di seguito sono stati riportati i valori della domanda chimica di ossigeno, totale e solubile:
Il CODot medio risultante é stato di 223.27 gCODt/L mentre il CODso di 115.35 gCODs/L.

Tabella 7: Domanda chimica di ossigeno (COD), solubile e totale.

coD g CODs/L g CoDt/L
FORSU 1 112.6 223.6
FORSU 2 116.8 221.8
FORSU 3 115.6 226.8
FORSU 4 114.7 222.7
FORSU 5 115.2 220.1
FORSU 6 117.2 224.6
Media 115.35 223.27
dev. Std 1.65 2.32

RSD% 1% 1%

Tabella 8: Altri riferimenti della caratterizzazione della FORSU.

g/L % SuU peso secco
CODt CODs Carboidrati Lipidi Proteine C H N (0] S CIN Rif.
223.27 115.35 53.7 32.9 7.6 40.62 645 124 4785 O 38.1 questo
studio
n.d. 136.59 35.47 24.11 14.42 4835 nd. 0.76 nd. nd 6362 [34]
n.d. n.d. 33.28 28.85 14.71 30.25 n.d. 263 nd.  nd | 11.50 [127]
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 514 61 35 389 041 17.13 [128]
166.18 53.18 69.3 10.6 16.1 nd. nd  nd nd nd | 499 [26]
368.4 n.d. 59 8 33 nd. nd. nd nd nd nd [9]
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In Tabella 8 sono stati riportati altri studi della caratterizzazione della FORSU presenti in
letteratura; si evince che la FORSU é un materiale molto eterogeneo.

3.2 Strippaggio di soluzioni standard

I risultati sono stati riportati in valori di percentuale di recupero di VFA nella trappola, partendo
dalla soluzione standard di VFA (MIX 30g/L):

3.2.1 Prima configurazione

— ] Trappola
Mix VFA
_

Figura 47: Prima configurazione: 0.2 ml di soluzione trappola (NaOH 1 M) e 0.5 ml di soluzione Mix VFA 30 g/L.

PRIMA CONFIGURAZIONE
» 1 2 3
° A ) )

3%

2%

Y \
ol alll | il |
S & & PSSP PSSR

N [ [ ! ! ! ! ! ! k k L L L
SRR DA AR CARNN LA SRR R SR O O AR DA ORI\ Gt
SR SN S SN U U SR SR SR SR S SN SR S
S & P P F P I HF >

Recupero dei VFA (%)

X

Tempo (h)

M acetic acid M propionic acid ™ butyric acid

Figura 48: Risultati dello strippaggio nella prima configurazione; tre repliche 1, 2 e 3.
Il grafico mostra il recupero (%) della soluzione MIX dopo 2 ore di strippaggio. Le tre repliche
non hanno riportato differenze significative tra loro; la prima cosa che si puo notare, e che lo
strippaggio attraverso questa configurazione ha favorito la “cattura” dell’acido butirrico, il piu

volatile, restituendo la percentuale di recupero piu alta in tutti gli intervalli di tempo fino ad un
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massimo del 3% dopo 2 ore di strippaggio. La prima mezz’ora di strippaggio (Figura 48, 1) ha
recuperato 1’acido propionico in percentuale maggiore, con un valore che resta comungue sotto
I’1%. L’acido acetico, a differenza del butirrico é stato recuperato in percentuale minore, al di
sotto del 2 % (Figura 48, 1) dopo 2 ore di strippaggio.

3.2.2 Seconda configurazione

In questo caso la trappola contenente 0.2 ml di NaOH 1 M e carta da filtro, e stata analizzata
dopo 1 ora e dopo 2 ore dall’avvio dello strippaggio.

Carte da filtro

— B Trappola

| Mix VFA

-

Figura 49: Seconda configurazione: 0.2 ml di soluzione trappola (NaOH 1 M) e 0.5 ml di soluzione Mix VFA 30 g/L

SECONDA CONFIGURAZIONE
A B

20%
22%

13%

Recupero VFA (%)
B o
B 3%
I o

s I
B 0%

s I 3%

13%
I ;v
S I o

1h
M acetic acid 10% 19% 10% 23%
M propionic acid 13% 21% 13% 24%
butyric acid 13% 20% 13% 22%
Tempo (h)
M aceticacid M propionic acid butyric acid

Figura 50: Seconda configurazione di strippaggio con carta da filtro, due repliche A) e B).
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Dal grafico sopra riportato si evince che, rispetto alla prima configurazione le rese sono state
nettamente superiori. L’inserimento di una carta da filtro imbevuta di soluzione trappola, con
lo scopo di aumentare 1’area superficiale di strippaggio, ha avuto successo (Figura 50). Dopo

1 ora di strippaggio, la trappola ha recuperato il:

e 10 % di acido acetico;
e 13 % di acido propionico;

e 13 % di acido butirrico.
Dopo 2 ore:

o 21% + 2% di acido acetico;
o 22.5% * 1.5% di acido propionico;

e 21% + 1% di acido butirrico.

In Tabella 9 € stato riportato un confronto tra la prima e la seconda configurazione, si puo notare
che dopo 1 ora, le rese sono state di circa 20 volte alte per ’acido acetico, 14 volte per 1’acido

propionico e 10 volte per 1’acido butirrico nella seconda configurazione.

Tabella 9: Confronto tra la prima e la seconda configurazione, valori mediati.

Prima configurazione Seconda configurazione
Tempo 1h 2h 1h 2h
Acido Acetico 0.5% 12% 10 % 21 %
Acido Propionico 0.9% 22% 13 % 225%
Acido Butirrico 1.3% 3.3% 13 % 21 %

Rispetto alla prima configurazione, i risultati che ha portato la seconda, sono stati interessanti
e per questo e stato deciso effettuare altre due repliche (Figura 51, C e D), questa volta

analizzando la trappola ogni mezz’ora fino a 3 ore e 30 minuti.
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Figura 51: Seconda configurazione di strippaggio (C e D) con carta da filtro, la trappola cambiata
ogni mezz'ora, le percentuali sono cumulate in 3 h e 30 min dall'avvio dello strippaggio.

Le due repliche C e D (Figura 51) hanno riportato differenze di cattura significative tra loro,
riportate in dettaglio nella Tabella 10. La sostituzione della trappola (contenente un nuovo filtro
di carta) ad intervalli di 30 minuti, ha portato con sé delle differenze significative nelle rese di
“cattura”, probabilmente dovute alla variazione dell’area superficiale dei diversi filtri di carta.
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Tabella 10: Analisi statistica tra le repliche C e D.

Acido Acetico Acido Propionico Acido Butirrico
Tempo media dev.std. RSD (%) media dev.std. RSD (%) media dev.std. RSD (%)

00:00:00 - - - - - - - - -

00:30:00 7% 0.0195 27% 9.6%  0.0239 25% 9.3% 0.0210 23%
01:00:00 14% 0.0368 27% 18.8%  0.0452 24% 18.3% | 0.0363 20%
01:30:00 24% 0.0504 21% 32.6% 0.0637 20% 31.7% @ 0.0580 18%
02:00:00  32% 0.0465 14% 43.5% 0.0597 14% 42.7%  0.0555 13%
02:30:00 39% 0.0629 16% 52.5% 0.0806 15% 51.9% @ 0.0736 14%
03:00:00 47% 0.0903 19% 64.4% 0.1133 18% 64.0% @ 0.1038 16%
03:30:00 56% 0.0976 17% 77.6% 0.1188 15% 77.2% @ 0.1098 14%

Si puo notare in Tabella 10 come I’RSD (%) varia nei diversi intervalli di tempo, seguendo lo
stesso andamento per tutti e tre gli acidi grassi volatili. Dopo 3 ore e 30 minuti dallo strippaggio,
1’acido butirrico € stato recuperato al 69 % in C ed all’85 % in D (Figura 51). Questa variabilita
di recupero é stata procurata dalla differenza dell’area superficiale nel creare le diverse trappole
con la carta da filtro. Di seguito € stato riportato I’andamento dell’RSD (%) delle rese di cattura
dei tre VFA durante I’intero strippaggio. L’andamento dell’RSD (%) & stato lo stesso per tutti
e tre i VFA, questo sta a significare che le differenze (%) di cattura sono determinate dalla

variabilita della carta da filtro.

RSD (%)

30%
25%
20%

15%

RSD (%)

10%
5%
0%

00:30:00 01:00:00 01:30:00 02:00:00 02:30:00 03:00:00 03:30:00
Tempo (h)

acido acetico acido propionico acido butirrico

Figura 52: Andamenti dell'RSD (%) delle rese nel tempo nelle repliche C e D.
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3.2.3 Terza configurazione

POMPA
Spurgo 60 ml/min
\;‘ ricircolo

Trappola
Agitatore

Figura 53: Terza configurazione, strippaggio con pompa peristaltica (60ml/min) per muovere lo spazio di testa.

La terza configurazione ha riportato risultati che seguono I’ordine di grandezza della prima
(Figura 48). Dopo 1 ora di strippaggio, le percentuali di recupero sono state intorno all’1%,

questo probabilmente & stato dovuto alla bassa portata della pompa.

TERZA CONFIGURAZIONE

M acido acetico M acido propionico M acido butirrico

X
(e}
o~
g
by N
g =
o
w
o
)
(@] S §
2 x g
3
o X o X ™ \c’g"
2 ¥ 5 R & & I
o
1 3 5 24
Tempo (h)

Figura 54: Terza configurazione, con pompa da 60 ml/min.

Dopo 24 ore, le percentuali il test di strippaggio ha recuperato il 26 % di acido butirrico, il 15%

di acido propionico ed il 6 % di acido acetico.
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3.2.4 Quarta configurazione

POMPA
Spurgo 11/min Y ——m
\ a '
ricircolo ‘ ‘ o B
b ¢
Mix VFA Trappola
Agitatore

Figura 55: Quarta configurazione con pompa ad aria (portata 1 L/min)

L’utilizzo di una pompa ad aria per muovere lo spazio di testa dei due barattoli in Pyrex, con
una portata significativamente maggiore rispetto alla configurazione precedente (60ml/min), ha

portato ai seguenti risultati:

QUARTA CONFIGURAZIONE

M acido acetico M acido propionico M acido butirrico

X
X .-y
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1 2 3 4 5 6 21 23

Tempo (h)

Figura 56: Quarta configurazione, utilizzo di una pompa ad aria con portata da 1 L/min.

L’acido butirrico ha raggiunto una percentuale di recupero pari al 99%, I’acido propionico 93%

e I’acido acetico il 74% dopo 23 ore.
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Successivamente, € stato svolto un secondo test con la stessa configurazione, in cui la soluzione
MIX (30 g/L di VFA) é stata precedentemente titolata con NaOH e portata ad un pH di circa
5.6, con lo scopo di simulare il pH di una fermentazione. A partire dalla teoria dei sistemi
tampone, la percentuale di acido volatile in forma neutra (in questo caso acido acetico) e stata

ricavata dalla seguente equazione (con annessa figura):

AcOH
e (pKa—pH)
AcO~ + AcOH 1/(1+10 )
100
AH A~
g N/
é 50 Con un pH di 5.6 ed una pKa (calcolata a temperatura
c§ ipertermofila) i VFA catturabili pari al 14%.
IS5
0
-2 -1 0 1 2
pH—pKa
TEST a pH 5,6
%\‘:
£ <
E ~
S 5 .
o N N
5 -
o] ° §
P . ]
2 4 6
TEMPO (h)
M acetic acid propionic acid butyric acid

Figura 57: Quarta configurazione di strippaggio effettuata con una soluzione MIX a pH 5.6

In questo caso lo strippaggio a pH 5.6 ha portato rese significativamente piu basse. Dopo 6 ore,
la percentuale di recupero dell’acido butirrico € stata pit bassa di circa 5 volte. Tale calo di resa
e compatibile con P’effetto derivante dalla parziale dissociazione dell’acido carbossilico,
derivante dall’equilibrio acido base sopra riportato. Risulta quindi possibile estrapolare le
velocita di strippaggio mostrate dai sistemi modello sulla base del semplice equilibrio acido

base.
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3.3 Fermentazione acidogenica accoppiata a strippaggio
Sono state effettuate diverse prove di fermentazione accoppiate a strippaggio. In base ai test di
strippaggio con le soluzioni standard, e stato scelto il modello della quarta configurazione

(pompa da 1L/min) come strutturalmente il piu idoneo.

Figura 58: Fermentazione accoppiata a strippaggio.

3.3.1 Primo test
La prima prova ha portato i seguenti risultati:

Tabella 11:Prima fermentazione accoppiata a strippaggio, rese globali.

Fermentazione acidogenica accoppiata a strippaggio
Primo Test gCOD/L Resa (%)
CODt gCOD/L iniziale del fermentatore 50 -
Produzione totale di VFA (acidogenesi) 32.42 65
VFA recuperati con lo strippaggio 6.32 19
Resa globale VFA prodotti nel sistema accoppiato 6.32 13

Dalla Tabella 11 si pud notare che la produzione di totale di VFA nel processo fermentativo
accoppiato a strippaggio € stata pari a 32.42 gCOD/L rispetto ad un COD iniziale di 50
gCODIL, con una resa del 65 % di conversione della FORSU in VFA. Dei 32.42 gCODI/L di
VFA prodotti ben 6.32 sono stati recuperati nella trappola, con una resa dello strippaggio pari
al 19.5 %.
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Di seguito in Figura 59 si puo notare 1’andamento della composizione e concentrazione dei

VFA nel fermentatore. Al primo giorno la produzione totale di VFA é stata circa 9 gCOD/L di

cui 5.6 gCOD/L di acido acetico. Nel quarto giorno la concentrazione totale e stata di 26
gCOD/L di cui: 17 gCOD/L di acido acetico, 6.6 gCOD/L di acido butirrico che rappresentano

I principali acidi prodotti insieme al propionico con una concentrazione di 1.6 gCOD/L.

20,00
18,00
16,00
14,00
12,00
10,00

8,00

VFA prodotti (gCOD/L)

6,00
4,00
2,00

0,00

Composizione dei VFA nel fermentatore

17,18

acido acetico
M acido propionico
acido isobutirrico
M acido butirrico
6,63
5,56 M acido isovalerico

acido valerico

1,59 M acido esanoico

074 o 4 2°
74 0,35 22 0,52 0,45 ) g -0,31 0.39 0,00 0,00
. — —

1 2
tempo (g)

Figura 59:Composizione dei VFA nel fermentatore.

In Tabella 12, si pud notare che la fermentazione acidogenica ha acidificato il substrato presente

nel fermentatore, variando il pH da 8.2 nel primo giorno a 5.3 nel quarto.

Tabella 12: Andamento del pH nel fermentatore.

Andamento del pH nel fermentatore

Giorno 1 Giorno 4
pH 8.2 5.3
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In Figura 60: Composizione dei VFA nella trappola. Si nota che il recupero tramite lo
strippaggio é stato pari a 6.32 gCOD/L. La composizione maggiore € stata restituita dall’acido
acetico pari al 41 % con 2.62 gCOD/L e dall’acido butirrico 40 % con 2.50 gCOD/L. Tale

concentrazione corrisponde ad un recupero del 19 % dei VFA totali prodotti.

Composizione dei VFA recuperati

Acido i leri Acido valerico
cido isovalerico 0.5% Acido esanoico
2% ' 1%

Acido acetico
Acido butirrico 41%

40%

Acido isobutirrico Acido propionico
6% 10%

Figura 60: Composizione dei VFA nella trappola.

Complessivamente il sistema accoppiato: fermentazione acidogenica e strippaggio ha prodotto
il 13% di VFA in 4 giorni, il restante 52% (26.10 g COD/L) e rimasto nel fermentatore.
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Acidogenesi e strippaggio - Primo test
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Figura 61:Fermentazione acidogenica accoppiata a strippaggio, andamento della concentrazione dei VFA nel tempo.

In Figura 51 si puo notare che, I’acidogenesi ¢ stata piu veloce rispetto al recupero tramite lo
strippaggio, questo é stato determinato dal pH del fermentatore. Con un pH alcalino pari a 8.2,
considerando la costante di dissociazione acida dell’acido acetico a temperatura ipertermofila
[129] pKa= 4.81; e stato possibile determinare la percentuale di acido acetico disponibile:

% acido acetico dissociato = pH —pKa = 8.2 —4.81 =3.39 = 0%

100 ] | pH — pKa = 8.2 — 481 = 3.39

AR\ | /] A
Nel grafico il valore 3.39 vuol dire

che il pH favorisce la base

50 coniugata (curva blu) mentre per
quanto riguarda la dissociazione

dell’acido (curva rossa) ¢ intorno

/ \ allo 0 %.

= | 0 | 2
pH—pKa

% formation

Figura 62: Percentuale di acido dissociato in funzione del pH e pKa.
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3.3.2 Secondo test (Inoculo e FORSU liofilizzati)
Il secondo test di fermentazione accoppiata a strippaggio consiste nell’utilizzo di inoculo e

FORSU, entrambi in forma liofilizzata ed i risultati sono stati i seguenti:

Tabella 13: Seconda fermentazione accoppiata a strippaggio, rese globali.

Fermentazione acidogenica accoppiata a strippaggio
Secondo Test gCOD/L Resa (%)
CODt gCOD/L iniziale del fermentatore 180 -
Produzione totale di VFA (acidogenesi) 2.02 1
VFA recuperati con lo strippaggio 1.59 79
Resa globale VFA prodotti nel sistema accoppiato 1.59 1

Dalla Tabella 13 si pu0 notare che la produzione di VFA (acidogenesi) ¢ stata scarsa, solo 1’1%
rispetto al valore iniziale di COD di 180 gCOD/L. Dei 2.02 gCOD/L di VFA prodotti, sono
stati recuperati 1.59 gCOD/L che corrisponde al 79 %. La resa globale é risultata comunque

bassa con I’1% dei VFA prodotti e recuperati.

Acidogenesi e strippaggio - Secondo test

—8—TRAPPOLA —@—FERMENTATORE

2,00

=
[0
o

1,00

VFA gCOD/L

0,50

0,00
25/11/2019 27/11/2019 29/11/2019 01/12/2019

Tempo (g)

Figura 63: Andamento dei VFA (gCODI/L) nel secondo test di fermentazione accoppiata a strippaggio.
Dal grafico in Figura 63 si pud notare che dopo 7 giorni la trappola ha mostrato una
concentrazione pari a 1.59 g COD/L raggiungendo la resa del 79 %. La bassa velocita di
recupero nei primi giorni é stata determinata dal pH (intorno a 7.5) e dalla bassa concentrazione
iniziale dei VFA prodotti durante I’acidogenesi.
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3.3.3 Terzo test
La terza fermentazione accoppiata a strippaggio ha portato i seguenti risultati:

Tabella 14: Terza fermentazione accoppiata a strippaggio, rese globali.

Fermentazione acidogenica accoppiata a strippaggio
Terzo Test gCOD/L Resa (%)
CODt gCOD/L iniziale del fermentatore 130 -
Produzione totale di VFA (acidogenesi) 25.9 20
VFA recuperati con lo strippaggio 23.2 90
Resa globale VFA prodotti nel sistema accoppiato 23.2 18

Il terzo test (Tabella 14) ha prodotto ben 25.9 gCOD/L di VFA che corrisponde ad una resa del
20 %, inoltre il recupero dei VFA nella trappola é stato pari a 23.2 gCOD/L con una resa del
90 % di VFA catturati. La resa globale del sistema accoppiato per la produzione dei VFA é
stata del 18 %.

Acidogenesi e Strippaggio - Terzo test
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Figura 64: Andamento dei VFA (gCOD/L) nel terzo test di fermentazione accoppiata a strippaggio, ed andamento del pH
durante la fermentazione.
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Dalla Figura 64 si pud notare che nel primo giorno la fermentazione ha prodotto
complessivamente 6.3 gCOD/L di VFA, di cui 0.36 gCOD/L sono stati recuperati nella trappola
ed i restanti 5.94 gCOD/L sono rimasti nel fermentatore. Questa bassa resa di recupero durante
il primo giorno e dovuta al pH che e passato da un valore pari a 8.2 a 5.9. Dopo il primo giorno
con la diminuzione del pH, la velocita di recupero e stata maggiore, si puo apprezzare infatti un
cambiamento di pendenza della curva in rosso riferita alla trappola.
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M acetic acid 0.12 0.68 1.66 7.42

propionic acid 0.05 0.40 0.82 2.40
M isoburtyric acid 0.05 0.22 0.33 0.77
B butyric acid 0.05 3.82 5.94 11.07
Misovaleric acid 0.08 0.41 0.60 1.30
M valeric acid 0.00 0.03 0.06 0.19

Figura 65: VFA recuperati dal terzo test di fermentazione accoppiata a strippaggio.

In Figura 65 € riportata la composizione dei VFA recuperati nella trappola e la loro
concentrazione; si puo notare al giorno 6, 1’acido butirrico corrisponde al 47% rispetto al totale,

seguito dall’acido acetico con il 32% e dall’acido propionico con il 10 %.
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3.3.4 Quarto Test
La quarta fermentazione accoppiata a strippaggio ha portato i seguenti risultati:

Tabella 15: Quarta fermentazione accoppiata a strippaggio, rese globali.

Fermentazione acidogenica accoppiata a strippaggio
Quarto Test gCOD/L Resa (%)
CODt gCOD/L iniziale del fermentatore 150 -
Produzione totale di VFA (acidogenesi) 14.7 10
VFA recuperati con lo strippaggio 9.13 62
Resa globale VFA prodotti nel sistema accoppiato 9.13 6

Il quarto test (Tabella 15) ha prodotto complessivamente 14.7 gCOD/L di VFA pari al 10 % del
COD iniziale. Lo strippaggio ha recuperato 9.1 gCOD/L pari al 62 % dei VFA prodotti dal

sistema. La resa globale e stata del 6 %.

Acidogenesi e strippaggio - Quarto test
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Figura 66: Fermentazione accoppiata a strippaggio, quarto test.

In Figura 66 si pud notare che, il primo giorno il sistema accoppiato ha prodotto
complessivamente 4.45 gCOD/L di VFA, il recupero nella trappola e stato di circa il 22 % pari
a 0.80 g COD/L. Il pH ha riportato un andamento decrescente, da 5.2 del primo giorno, a 4.4
nel sesto, si puo notare che la curva in rosso riferita alla concentrazione dei VFA presenti nella
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trappola, segue in simmetria 1’andamento del pH. In seguito all’abbassamento del pH, i VFA

vengono volatilizzati e la concentrazione nella trappola aumenta progressivamente.

In questo caso la composizione dei VFA catturati é stata la seguente:
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Figura 67: Composizione e concentrazione dei VFA recuperati durante il quarto test.

L acido acetico e stato il prodotto in composizione maggiore, circa il 79 % rispetto al totale,
seguito ’acido butirrico 14% e 1’acido propionico 7 %.
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Di seguito, in Tabella 16 é stato riportato un riepilogo dei risultati dei test di fermentazione

accoppiati a strippaggio.

Tabella 16: Riepilogo dei test di fermentazione accoppiate a strippaggio, rese globali.

Fermentazione acidogenica accoppiata a strippaggio - Riepilogo

Primo test Secondo test Terzo test Quiarto test

gCOD/L Resa gCOD/L Resa gCOD/L Resa ¢gCOD/L Resa

% % % %

CODt g/L 50 - 180 - 130 - 150 -
iniziale del
fermentatore

Produzione 32.42 65 2.02 1 25.9 20 14.7 10
totale di VFA
(acidogenesi)
VFA recuperati 6.32 19 1.59 79 23.2 90 9.13 62
conlo
strippaggio
Resa globale VFA  6.32 13 1.59 1 23.2 18 9.13 6
prodotti nel

sistema

accoppiato

La produzione totale di VFA o acidogenesi maggiore & stata nel primo test con una conversione
pari al 65 %, la piu scarsa é stata nel secondo test, con circa 1 % di conversione, dovuto
all’utilizzo di inoculo e FORSU liofilizzati.

Il recupero dei VFA tramite lo strippaggio ha portato buone rese, la piu alta nel terzo test pari
al 90 %, sequito dal secondo test con il 79 % di recupero ed il quarto con il 62 %, la minima
del 19 % nel primo test.

In termini di resa globale del sistema accoppiato, le percentuali maggiori sono state del terzo
test con il 18% della FORSU convertita e recuperata in VFA, seguiti dal primo test con il 13

%, il quarto con il 6 % ed infine il secondo test con 1’1%.
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3.4 Produzione di PHA - ProBiotipo
Il monitoraggio del ProBiotipo, alimentato con VFA di sintesi e stato effettuato in due periodi
dell’anno:

e |l periodo che va da febbraio 2019 a maggio 2019;

e |l periodo che va da ottobre 2019 a dicembre 2019.

Sono stati riportati gli andamenti della domanda chimica di ossigeno insolubile (ACOD) che
corrisponde alla concentrazione della biomassa delle colture microbiche miste (MMC).

3.4.1 Primo periodo
Di seguito sono stati riportati gli andamenti del ACOD nei due reattori SBR (Sequencing Batch
Reactor) ed AR (Accumulation Reactor). | valori di ACOD, corrispondenti al COD della

biomassa batterica (solidi sospesi volatili) sono stati calcolati nel seguente modo:

ACOD = CODTotale - CODSolubile

Sequencing Batch Reactor (SBR)
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Figura 68: Monitoraggio SBR, andamento del pH e della domanda chimica di ossigeno.
L’andamento del ACOD non & costante, poiché la crescita delle MMC varia in relazione a
diversi fattori, tra i quali, il pH e la somministrazione dei nutrienti. Si puo osservare in Figura
68 una piccola correlazione fra il ACOD e I’andamento del pH. 1l picco di COD raggiunto nel
giorno 6, pari a 2.3 gCOD/L scende ad un valore di 0.8gCOD/L nel giorno 8. Questo & stato

determinato dal pH, infatti si puo notare che nei medesimi giorni, il pH sale da 9 fino ad 11
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causando molto probabilmente la solubilizzazione delle MMC. Nei giorni successivi il pH &
stato riportato ad un valore che segue la media (tra 8 e 9). Tra il giorno 10 e 15, I’SBR ¢ stato
svuotato e ripopolato, poiché i valori di pH raggiunti nei giorni precedenti hanno favorito la
crescita di organismi antagonisti. Dal giorno 15 in poi, ’andamento del ACOD é stato
comunque “altalenante”, tipico di una crescita microbica ed il pH & stato pressocché costante.
Dopo giorno il 46 si puo notare che il valore di ACOD ha raggiunto il suo valore massimo pari
a2.8gCODI/L.

Accumulation reactor (AR)

pH A COD
10 3
9
2
8 =
7 >
a
i S
S 5 15 o
4 S
<
3 1
2
0,5
1
0 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tempo (g)

Figura 69:Monitoraggio AR, andamento del pH e della domanda chimica di ossigeno.

Durante i primi giorni i valori di ACOD sono stati costanti a 0.5 gCOD/L questo perché le
colture microbiche presenti nell’SBR hanno subito la selezione. Dopo il giorno 20 le MMC
hanno iniziato a crescere. In questo caso i valori medi di pH sono risultati senz’altro piu bassi
rispetto all’SBR, perché nell’AR i VFA somministrati come substrato di alimentazione per le
fasi di feast and famine non sono stati del tutto consumati dalle MMC, cosi da abbassare
ulteriormente il pH nella somministrazione di VFA successiva. Si puo osservare che, ogni
abbassamento di pH ha portato un innalzamento del ACOD nei giorni successivi. L’andamento
del pH in Figura 69 scende con la somministrazione dei VFA, mano MMC hanno consumato i
VFA, il pH tende a salire. 1l valore massimo di ACOD é stato raggiunto dopo il giorno 46 con
un valore di 4 gCOD/L.
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Produzione di PHA da MMC
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Figura 70: Produzione di PHA da MMC, primo periodo.
Nei primi venti giorni non ci sono state produzioni PHA dovuto alla prima fase di adattamento.
Dopo I’adattamento, in questo caso di 20 giorni, si inizia a notare 1’accumulo di PHA.
Nell’intervallo tra il giorno 20 e 30, la produzione di PHA su peso secco della biomassa é stata
del 30%. La resa massima di accumulo di PHA (% su secco) é stata raggiunta nel giorno 47 con

1’83%.

Figura 71: PHA da MMC al microscopio ottico a fluorescenza.
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Andamento del COD in AR e produzione di PHA
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Figura 72:Monitoraggio AR, andamento del COD ed accumulo di PHA da MMC.

In Figura 72 é stato riportato 1’andamento del ACOD nell’AR con la produzione di PHA. Si
puo notare che ’andamento del PHA (%) segue fedelmente quello del ACOD. Tale aumento &
in linea con la teoria che prevede che, essendo i nutrienti carenti nell’AR, di osservi un
incremento di ACOD soli laddove I’MMC sia in grado di accumulare PHA. Nei primi venti
giorni la biomassa non essendo ancora adattata non ha accumulato PHA Al picco massimo di

PHA pari all’ 83%, corrisponde il massimo valore di ACOD nell’AR.
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3.4.2 Secondo periodo
Durante il secondo periodo sono stati montati dei pH-metri in grado di registrare
automaticamente il valore del pH in SBR ed in AR ogni 30 minuti. La Figura 73 mostra un

campione di tali misure, che ha fornito informazioni sui cicli di feast and famine.
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6,4

6,2

0 12 24 36 48 60 72
Tempo (h)

Figura 73: Andamento del pH in SBR ed AR durante sei cicli.
In SBR si puo notare un andamento “altalenante” del pH che scende ogni ciclo. Questo perché
all’inizio di ogni ciclo sono stati somministrati i VFA all’interno del reattore ¢ successivamente,
questi VFA vengono consumati dalle MMC, riportando il pH all’equilibrio. In AR succede
pressocché la stessa cosa, solo che i VFA non vengono del tutto consumati, rimane un eccesso
che ad ogni ciclo fa scendere ulteriormente il pH.
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Produzione di PHA da MMC
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Figura 74: Produzione di PHA da MMC, secondo periodo.

Durante i primi giorni i valori di PHA raggiunti dalle MMC sono risultati pit bassi, con valori
al di sotto del 10 %, dovuto all’adattamento ai cicli di feast and famine e alla scarsa capacita
iniziale di accumulare PHA. Dal giorno 20 al 32 le MMC hanno accumulato costantemente un
valore di PHA pari al 20 %. Nei giorni successivi si notano altri due picchi di accumulo di PHA,
35 % durante il giorno 44 e 48 % come valore massimo, raggiunto nel giorno 48.
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3.4.3 Estrazione del PHA dalla biomassa batterica
Le prove di estrazione del PHA dalla biomassa batterica sono state effettuate al campione

contenente 1’83% di PHA. Sono state effettuate tre repliche:

Tabella 17: Estrazione PHA, tre repliche.

Estrazione Prima Seconda Terza
Peso campione (mg) 100.2 100.0 101.2
PHA recuperato (mg) 77.8 77.1 78.1
Resa recupero (%) 94 % 93 % 94 %

L’estrazione media é stata pari al 94 % seguendo gli stessi valori di Strazzullo et al. (2008)

[130] con valori di estrazione pari al 95 %.

Figura 75: Estrazione di PHA da MMC.
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4  Conclusioni

L’obiettivo principale affrontato in questo lavoro di tesi € stato sviluppare un processo originale,
economico, e competitivo a livello industriale per ottenere PHA in sistemi di colture microbiche
miste, partendo dalla frazione organica dei rifiuti solidi urbani. La tecnica dello strippaggio
come recupero dei VFA ha raggiunto i risultati desiderati; le prove di strippaggio con le
soluzioni standard hanno raggiunto percentuali di recupero del 99%. Il pH e la temperatura sono
stati i parametri fondamentali ad influenzare il processo. A pH alcalini lo strippaggio é risultato
essere piu lento, perché la dissociazione degli acidi grassi volatili diminuisce. L’esperimento
reale, il sistema di fermentazione acidogenica accoppiata a strippaggio a temperatura
ipertermofila, ha raggiunto i risultati desiderati, dimostrando di poter produrre acidi grassi
volatili e di recuperarli dalla fermentazione. Sono state valutate diverse rese, la resa
dell’acidogenesi, la resa dello strippaggio ¢ la resa globale. La resa dell’acidogenesi piu alta &
stata del 65 % di conversione della frazione organica dei rifiuti solidi urbani in VFA, pari a 32
gCOD/L. La resa di strippaggio piu alta e stata del 90 % con un recupero di 23.2 gCOD/L di
VFA, nella seguente composizione: acido butirrico 11.1 gCOD/L, acido acetico 7.4 gCODIL,
acido propionico 2.4 gCOD/L, acido isovalerico 1.3 gCOD/L, acido isobutirrico 0.8 gCODIL,
acido valerico 0.2 gCOD/L. La resa globale del sistema accoppiato (acidogenesi + strippaggio)
piu alta, é stata del 18 % che corrisponde alla conversione della FORSU in VFA recuperati.
L’utilizzo di FORSU e di inoculo, entrambi liofilizzati ha avuto le rese globali piu basse, 1’1 %
di VFA prodotti di cui il 79% recuperati, con una resa globale del sistema accoppiato pari all’1
%. La produzione di poliidrossialcanoati partendo dalla frazione organica dei rifiuti solidi
urbani in sistemi a colture microbiche miste, rende tali biopolimeri competitivi in termini di
prezzi con le altre plastiche presenti nel mercato [131], abbattendo i costi dell’utilizzo di materie
prime come il substrato, il mantenimento di una forte sterilita dei sistemi a colture singole,
I’utilizzo di solventi green per I’estrazione. 1l ProBiotipo come impianto di produzione di PHA
ha raggiunto 1 risultati desiderati, con una produzione pari all’83 % su peso secco. L’estrazione
con DMC (dimetilcarbonato) ha raggiunto una percentuale di recupero del 94 %. Sarebbe
interessante sviluppare un sistema automatico di estrazione del PHA dalle colture batteriche
riducendo ulteriormente i costi del personale; migliorare I'efficienza della produzione attraverso
strategie di gestione adattate alla naturale variabilita delle condizioni del substrato e dei batteri;
migliorare I’efficienza di produzione di VFA attraverso il sistema di fermentazione accoppiato

a strippaggio, facendo studi piu mirati, aumento dell’area superficiale dei due reattori, utilizzare
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un gas di trasporto dei VFA dal fermentatore alla trappola, studi a pH controllato, pretrattamenti
e tipologia di inoculo, tempo di ritenzione, miglioramento del tasso di idrolisi, temperatura.
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