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1.Introduzione

1. INTRODUZIONE

Il concetto di bioraffineria come valorizzazione irtegrata per il recupero di
chemicals ed energia.

Negli ultimi anni si € andato sempre piu affermaiidmncetto di “bioraffineria”;
con tale termine si identificano tutta una seriepdocessi chimici, fisici e
microbiologici, con i quali si € in grado di trasftare le biomasse, fonti di
energia rinnovabile costituite da materiale organicin  bioenergia,
biocombustibili, biomateriali e sostanze chimiche @to valore aggiunto. I
concetto appena descritto mostra come la biorafinsia sostanzialmente

I'analogo della piu classica raffineria del petoofFigura 1.1).

Fuels Fuels
and and
Energy Energy
- Bioethanol,
- Biodiesel, Biogas
- Hydrogen
Petroleum Biomass

Material Utilisation,

Chemistry

- Basic and Fine
chemicals,

- Biopolymers and Bioplastics

Refinery Biorefinery

Chemistry

Figura 1.1. Confronto tra raffineria del petrolio e bioraffime delle biomasse. (Fonte:
Biorefinery-Industrial Processes and Products: 8¢aQuo and Future Direction€&ditors: B.
Kamm, P.R. Gruber, M. Kamm. Copyright 2006 WILEY-Merlag GmbH & Co.KGaA)

Per quanto riguarda la classica raffineria, divesuaito evidente il problema

relativo al reperimento delle fonti non rinnovahdi cui fanno parte, oltre al
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petrolio, il gas naturale ed il carbone fossilefodd continuo aumento del

consumo energetico.

U I S s B B B
Consumi mondiali di energia
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O MNucleare O Solare - Eolico B Biomasse

Figura 1.2. Consumo energetico mondiale (1980-2005) per tigorde.

Al fine di rispondere alle problematiche correlaé crescente fabbisogno
energetico mondiale si stanno mettendo in pratsggrattutto in occidente,
politiche volte alla riduzione dei consumi tramitsparmio energetico e al
reperimento di fonti alternative rinnovabili ancheazie a forti investimenti in

ricerca sia sul versante accademico che su quellgstriale.

Negli ultimi anni si sta investendo non solo netlemai tradizionali energie
rinnovabili (eolico, solare, geotermico), ma ancedle tecnologie alternative, nei
nuovi carburanti, nell'uso crescente di gas e inzoni ibride elettrico-diesel (in
particolare nel campo dell’autotrazione). A questsieme vanno aggiunte le

ultime frontiere, quali il fotovoltaico a basso tws il termoelettrico.

Il binomio ricerca-sviluppo e la forte spinta inthile hanno consentito di
realizzare straordinari progressi. Secondo la matigonal Energy Agency, le fonti
rinnovabili potranno arrivare a soddisfare il 20%lla richiesta di elettricita
mondiale nel 2020, e il 50% della domanda energetit 2056

Le fonti non rinnovabili, proprio grazie al fatthe attualmente soddisfano circa

'80% del fabbisogno energetico mondfaleisultano essere anche la primaria
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fonte di produzione di materie prime per l'industchimica nonostante il loro
costo sia in costante aumento. E ovvio che pasgaeerso moderni processi di
bioraffinazione da fonti rinnovabili quali le biosse per ottenere sostanze
chimiche di base e prodotti ad alto valore aggiuptwrterebbe ad uno sviluppo
economico piu sostenibile. Un approccio economi@d lingimirante deve
prevedere la riduzione del consumo di fonti nonnaewabili, con quelle
rinnovabili, come le biomasse al fine di ottenerennsolo bioenergia e

biocarburanti, ma anche biomolecole e biomateriali.

Il concetto di bioraffineria, che si € andato affando in questi ultimi anni, tende
proprio a superare il limite di una destinazionerapuente energetica delle
biomasse, proponendo un loro impiego potenzialmietégrale come base per la
produzione di molecole chimiche e materiali a riddnpatto ambientale. Questo
approccio € potenzialmente in grado di consentirdaciso incremento del valore
aggiunto dell'intera filiera agro-industriale sian itermini economici che

ambientali.

Concetto diprimary e secondary chemical building blocks

E importante a questo punto definire cosa si irgeper ‘themicals” vengono
definite chemichal building blockguelle molecole di base sulla quale poggia la
gran parte della chimica di sintesi, tali molecb&nno un rilevantissimo valore
strategico per l'industria chimica. Attualmente sattenute dalla raffinazione di
idrocarburi fossili (petrolio, carbone e gas naelraanche se sono in aumento i
processi per il loro ottenimento dalle biomassde Tandenza rappresenta uno

degli obiettivi strategici per I'Unione Europea netdio-lungo termine.

| primary chemical building blocksappresentano prodotti chimici di base per la
sintesi di una vasta gamma di componenti per I§trdauchimica. Fenolo e cresoli
rappresentano un buon esempigpdmary chemical building blockdi cui 2,8
milioni di tonnellate sono attualmente prodottiHaropa ogni anno. Consultando
il database Sci Finder Scholar si possono trovaiiedp 30000 reazioni per il

fenolo e piu di 17000 reazioni per i cresoli.
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Attualmente, iprimary chemical building blockssono prodotti da processi di
raffinazione di idrocarburi fossili: il 5% della guiuzione mondiale proviene dal
carbone (che contiene 0,2% di fenoli), attraveesdistillazione dei residui dopo
la produzione di coke, mentre 95 % della produzimoadiale di fenolo si ottiene
l'ossidazione di 1-metiletelbenzene (cumene), clea volta € prodotto dalla
reazione tra benzene e propene. Sia il benzeni @topene sono prodotti tramite
cracking e distillazione del petrolio greggio. limene € poi trasformato in fenolo
ottenendo acetone come sottoprodotto. Il cost@lettdi questprimary chemical
building blocks é di circa 1-3 € / kg.

| secondary chemical building blocksappresentano derivati chimici a medio
valore aggiunto, che sono utilizzati come sostantermedie per la sintesi di
sostanze chimiche ad alto valore. Attualmente, tguesolecole sono ottenute
attraverso la sintesi gaimary chemical building blocksDiversi derivati fenolici
di origine naturale come il tirosolo, l'idrossitgolo, I'acido ferulico, I'acidgp-
cumarico, la catechina, I'acido gallico, I'acidoffeéco, I'acido vanillico e la
vanillina sono noti comsecondary chemical building blockSci Finder Scholar
riporta piu di 300 reazioni per ognuna di questdecme, per un totale di oltre
4000 reazioni. Questi derivati fenolici sono attn@nhte utilizzati a decine di
migliaia di tonnellate per la produzione di prodatl elevato valore aggiunto
(Figura 1.3), come gli additivi alimentari e aroifvanillina®), prodotti della
chimica fine (farmaci anti-inflammatori non stereidcome libuprofene o
flurbiprofer’) e polimeri (poli p-vinilfenolo, un polimero fotosensibile per
applicazioni elettroniche e optoelettroniche
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Figura 1.3. Possibili prodotti di sintesi che utilizzano awiférulico comesecondary chemichal
building block

Il costo attuale desecondary chemical building blockdi derivazione fenolica
vanno dalle decine alle migliaia di €/ kg (tabelll.).

Tabella 1.1. Costo attuale desecondary chemical building blockdi derivazione fenolica
(QUOTAZIONI INTERNET)

o3

%&
) % (
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Considerando la componente fenolica contenuta a#opodotti del settore
agroalimentare, il potenziale sfruttamento di quéstermedi chimici come
secondary chemichal building blokpre la strada ad gran numero di applicazioni
potenziali, che vanno dai prodotti farmaceuticipeodotti fitosanitari, dal settore

degli adittivi alimentari a quello delle resine.

Processi di biorefinery

Ci sono attualmente molti progetti di ricerca digypo che perseguono varie vie
di approccio alla bioraffinazione a partire dallerbasse, le quali grazie alla loro
composizione chimica ben si prestano al recupercchdimicals di grande
interesse. Lo scopo principale dei processi di dffivazione € quello di
depolimerizzare e deossigenare le strutture palsgéatiche, lignocellolosiche e
lipidiche che costituiscono le biomasse; tutto éigpossibile sostanzialmente
tramite quattro diverse tipologie di processo: t@ehimico, biochimico,

meccanico/fisico e chimiéo

Per quanto riguarda il processo termochimico nst@so sostanzialmente di tre
tipi: il primo e piu vecchio € quello che prevede htuciare la biomassa
semplicemente per produrre cafyrié secondo processo & quello che prevede di
portare la biomassa ad elevate temperature (supari@00°C) in presenza di
bassi livelli di ossigeno al fine di ottenere unaeerla di H, CO, CQ e CH,,
dettasynga$, la quale pud essere direttamente utilizzata cbimeombustibile,
oppure come intermedio per la produzione di fuelme& isobutene, dimetil etere,
etanolo, o per la produzione di prodotti chimicome metanolo, ammoniaca,
acidi organici; l'ultimo processo di trattamentant®chimico della biomassa
prevede sempre l'utilizzo di elevate temperatur@0¢{800°C), ma l'assenza di
ossigeno, in modo da ottenere un liquido dbiteoil, carbone e gas leggeri simili
al syngas Le percentuali dei diversi prodotti varia a sedardelle condizioni
operative, anche se sono preferibili i processiquali la percentuale di bio-oil
prodotto € predominante. Il suo utilizzo come caahte per i trasporti e come

materia prima di base per prodotti chimici & ancmygetto di studid
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Altra tipologia di processi sono quelli biochimidhe innanzitutto permettono di
operare a temperature decisamente piu basse datsi ttatta di fermentazioni e
processi anaerobici. Nel primo caso si posson@zaite microrganismi o enzimi
al fine di produrre solitamente alcoli e acidi aniga L'etanold & sicuramente il
prodotto principale anche se sono sempre piu ineatoni processi che
permettono di ottenere idrogeno, metanolo, acideisico, acido ferulico e molti
altri prodotti di elevato interesse. Per quantaaigla la digestione anaerobica
delle biomasse, il prodotto che si ottiene ée ilgh® che contiene piu del 97% di

metano e pud essere tranquillamente utilizzatspsttuire il gas naturdle

Quelli meccanici, sono processi che non vanno ab@am la stato o la
composizione della biomassa, ma operano una ridazielle dimensioni o una
separazione delle componenti delle materie primee ampongono la biomassa
stessa. Di solito sono processi che vengono wiizzrima del processo vero e
proprio di bioraffinazione, che richiede appuntauiduzione delle dimensioni
delle matrici di partenza. Sostanzialmente sidrditprocessi che attraverso tagli
meccanici riducono le dimensioni e cambiano la da&ndella biomassa da
trattare, oppure si tratta di processi di separezithe tramite estrazione permetto
di recuperare e concentrare i prodotti di intereseina matrice di partenza non
omogenea

Infine abbiamo processi di trattamento di tipo doon che prevedono |l
trattamento tramite reazione chimica che componta cambiamento nella
composizione del substrato di partenza, tramitélitmo di sostanze chimiche.
Tali sostanze possono operare con un’idrolisi delktrice nel caso si tratti di
acidi, basi o enzimi che depolimerizzano zucchgniateine nei loro monomeri o
in prodotti chimic? (es.: acido levulinico da glucosio). Altre readisono le trans
esterificazioni che coinvolgono principalmente igliceridi contenuti nelle
biomasse, e dai quali si ottiene il biodisel egjlica come coprodotto, la quale ha
diversi usi. Altre reazioni chimiche per la conversione ddllemasse sono la

sintesi di Fisher-Tropsch, la metanizzazione, éaust reforming, e tanti altri.
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Da quanto descritto sinora sostanzialmente si gtten due tipologie di prodotti
dai processi di bioraffinazione delle biomasse llgdestinati alla produzione di

energia, e quelli destinati alle produzioni ching¢ffabella 1.2).

Tabella 1.2.Maggiori prodotti ottenuti tramite i processi dotaffinazione.

) *% ! +++ ¢+
* &
) % !+ *
) % ! % P+ 1>
* 4+ - % +
Il &
I *%.
( +% I !
/1 0%

1+ & +! & +
%

) &! 1o+

"1 00!

Composizione delle biomasse.

Il termine biomassa € stato introdotto per indicautdi quei materiali di origine

organica (vegetale o animale) che non hanno subltun processo di
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fossilizzazione e che possono essere utilizzati lpeproduzione di energia e
prodotti chimici. Pertanto tutti i combustibili fei§ (petrolio, carbone, metano,
ecc..) non possono essere considerati come biombasshiomasse, come gia
detto in precedenza, rientrano fra le fonti rindmlran quanto la CQ emessa per
la produzione dienergia o prodotti chimici non pegsenta un incremento
dell’anidride carbonica presente nellambiente, enfa medesima che le piante
hanno prima assorbito per svilupparsi e che allatendi esse tornerebbe
nell'atmosfera attraverso i normali processi degt&ddella sostanza organica.
Uno schema abbastanza esaustivo sulle diverseogipodi biomasse € quello
proposto in figura 1.4.

Target
1+ Billlon Tons of Biomass Resources Available for
Bioenergy and Bioproducls
{Excludes conventenal Food/Faed/Fibar)

: Biomass from Other Secondary and
A i Lands Ag. and Forest Lands

MSW and
Wasle

Wood and Residuas
o Pulp & Paper and
Forest Product Mills

Grain Crope

Fuel Wood Qil Crops

Logging and Agric_t.ll!ural
Other Remowval Residues

Residues

Fuel
Treatments

Ferennial
Grasses

H

Figura 1.4. Categorie di fonti di biomasse.

| maggiori costituenti dal punto di vista chimicoelld biomasse sono
sostanzialmente di tre tfpicarboidrati e lignina, trigliceridi.

| carboidrati sono rappresentati dai polisaccadde costituiscono le matrice

vegetali:
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amido;

pectine;

cellulose;

emicellulose.
Dall'idrolisi chimica o enzimatica €& possibile atere i monomeri che
costituiscono tali polimeri, i quali per via chimio fermentativa sono in grado di
produrre tutta una serie di interessanti prodathidraffinazione sia per I'energia
sia per lindustria chimica. Un buon esempio €& kualell’acido succinico

ottenuto per fermentazione del glucosio (Figurg.1.5

/ f‘

/HDM
l'a / {y HaM
.- 3ut'_.rr::rlact|:|ne \1 4—Butnned|cl

/ \/ 7 -HR\\F._H, M, MW = RA NG I-f'--H D MW 0.1z Succindiamide

\ ;] CH M0 MW = 11812
wemhydmfu y/ — /
- ——
—_— HiHy
CHOMW=7211 K\-“- Aﬁ \ ‘H 1. 4-Niaminobutans
H

4N MW = 88,15
/ \‘.H \ Succmlc a‘}/\\b CH
|\ §Q NCT N

/I CH,0, MW = 113.00 \ _
Pfrrﬂll(ll:ll'lE-'/ sSuccinonitnle

CgHyMs MV = 8002

CH ND MW = 85 1//' .:Hg_ \ l 0
C CH
H:Cr" ND; 3

\\ "—"I /44B|D|1clle 0 DBE
~_NME__~

T gH MO MW = 22,13

(polyester) CH s OMW = 148,14

Figura 1.5.Prodotti ottenibili da acido succinico.

La biomassa ligninocellulosica e costituita da:

cellolosa;

emicellulosa,;

lignina.
Per i primi due polimeri vale il discorso fatto aBvo ai polimeri di tipo
zuccherino che li compongono, mentre per cid oipearida la lignina questa € una
macromolecola sempre di tipo polimerico costitdigaunita fenoliche legate tra di

loro (Figura 1.6).

10
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Figura 1.6. Struttura del polimero di Inina.
La lignina, che costituisce il -25% delle biomasSe a differenza de

polisaccaridi che possono dare fermentazione, mionegsere fermentata, ma
essere utilizzata per generare energia sottoforroalare tramite processi termi
oppure pudsubire processi chimici per il recupero di compdnéa utilizzare

comebuilding block: (Figura 1.7).

11
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acetic acid, phenol,

phenols, cresols, subsfituted phenals, CO,
subsfituted phenols = ”m%ei'; T

I'.'_-'tlrn:ngenatio\ PW‘JIYS’V
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Wanillin, -
. : oxidative — .
dimethylsulfide, \ =\ x@gy phenalic acids,
methyl mercaptan catechol

dimethyl sulfoxide
icrobial enzymatic
microbia oxidation
CONVErsion

lignin mi|n:fmﬂsm oxidized lignin for
palymerization vanillic, ferulic, paints and coatings
coumaric and other
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Figura 1.7.Building blocksottenibili tramite trattamento chimico della ligiai.

| trigliceridi sono molecole costituite da glicesinegata a tre molecole uguali o
diverse di acidi grassi piu 0 meno insaturi coregatdi carbonio che contengono
principalmente &, Cig e Gyo. Le fonti principali di questi trigliceridi sonoaterie
prime di origine vegetale ed animale, mentre incq@i& parte ritroviamo
trigliceridi derivanti dagli scarti agroindustrialiDa questi oli e si ottiene
principalmente il biodisel per reazione con metanaha vengono utilizzati, data
la presenza di siti molto reattivi come le insatuwai presenti sulle catene di
carbonio, anche come fonti rinnovabili di partepee prodotti chimici.

L’ultimo tipo di biomassa da considerare sono ghrs derivanti dalle frazioni
solide dei rifiuti municipali (MSW) e dalle lavorani dell’agroindustria. Questa
tipologia di biomassa contiene ancora un’elevatantita di componenti
potenzialmente interessanti ai fini energ&ticai fini del recupero di biomolecole,

purtroppo ancora poco sfruttata.

Biofenoli comesecondary chemical building bloclda fonti rinnovabili

In natura la biosintesi dei composti fenolici € udei tratti distintivi dei

metabolismi secondari di piante superiori e fel@ntne sono sostanzialmente
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1.Introduzione

assente nei microrganismi e nel regno animale. ibend&isse vegetali derivanti
dalle trasformazioni agroindustriali, che contengan3-8% p/p secco di fenaoli,
rappresentano una fonte rilevante skecondary chemical building blocks
attualmente non sfruttate. Le classi di compostiofiei contenuti in queste
matrici vegetali sono essenzialmente acidi fenotierivati cinnamici, flavonoidi

e lignine. Attualmente i sottoprodotti del settaigroalimentare sono usati come
materie prime per la produzione di mangimi o srtiatbme rifiuti speciali non
pericolosi. In entrambi i casi la frazione fenolmantenuta in esse rappresenta un
problema: riduce il potere nutrizionale dei mangerostacola la decomposizione
microbiologica negli impianti di trattamento. Comel caso della produzione di
coke, la rimozione del contenuto fenolico da bioseagu0 costituire una valida

via di valorizzazione di tali matrici tramite rearp di sostanze chimiche.

Molte ricerche sono state dedicate all’'estrazian®thposti particolari che hanno
diverse potenziali applicazioni anche se molto gjpke. E' stato dimostrato che
questo approccio, laddove trovi applicazioni inda$f saturi rapidamente la
domanda di mercato e, quindi, non rappresenta ahldavsoluzione generale per
la valorizzazione di tutta la biomasse prodottho Atesso modo, la produzione
di biopolimeri ottenuti da amido, cellulosa e pio&e € applicabile per
applicazioni di nicchia, che hanno bisogno di esssmpportata da politiche
pubbliche, al fine di sostenere gli investimentcessari per la produzione come

conseguenza della minore qualita rispetto ai ptodotlerivazione petrolchimica.

Il settore agro-alimentare costituisce uno dei carapproduttivi a cui sono
attribuite le piu elevate produzioni di rifiuti spali, in massima parte non
pericolosi. A livello Europeo gli scarti agricoli stimano nell’ordine di 250
milioni di tonnellate I'anné® | sottoprodotti del settore agroalimentare eucope
rappresentano un’abbondante fonte di materie prmieasso costo, che non
sottraggono territorio e risorse necessarie pgirdeuzione alimentare. Questo
consente di ovviare alla necessita per I'Europadetlicare grandi superfici
coltivabili per usi non alimentari a differenzaglianto succede negli Stati Uniti e
in Brasile. | sottoprodotti delle diverse catene pdoduzione agro-alimentare
contengono grandi quantita di specifici compogtolei acidi idrossicinamici nel

settore dei cereali, tirosolo e idrossitirosolo seftore della produzione dell’olio
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d’oliva e catechine dalla trasformazione dell’upar considerare solo tre delle
pil importanti catene agro-alimentare in area needihea e centro Europa. A
livello italiano i cereali costituiscono una prodwze per il 2004 di circa 22,1
milioni di ton, la vite di 9 milioni di ton e I'olio di 4,7 milioni di tof. | residui
dalla lavorazione dei cereali costituiscono cirdanilioni di ton/anno su base
secca di cui il 40-60% viene utilizzato come ledigoer animali e per la
produzione della carta in vari comp&ttiNegli altri tre comparti la quantita degli
scarti € di rilevante entita e per quanto rigudedproduzione del vino e dell’'olio
di oliva si possono stimare dei quantitativi diteptodotti di lavorazione pari
rispettivamente al 30% ed al 27,5%. Questo portaredproduzione di circa 2,3
milioni di tonnellate I'anno di scarti enologicile2 milioni di tonnellate 'anno di
scarti oleari, dei quali solo il 25% viene riutdeto. La gestione e lo smaltimento
di questi scarti € un problema complesso, da afirenin chiave sociale,
economica e ambientale con l'obiettivo di un uspia@ale e sostenibile delle

risorse.

E’ quindi necessaria un’attenta politica di gestidntegrata degli scarti agro-
industriali indispensabile a garantire la sostdiébdello smaltimento attraverso

varie forme di recupero successive.

Al fine di massimizzare il processo di valorizzamdi tali scarti, ottenendo da un
lato un corretto trattamento che abbatta il lorpatto ambientale, dall’altro un
ritorno economico che renda sostenibili se non @pipetali trattamenti, un
approccio razionale é necessario. Data la compdesda diversita delle matrici di
partenza, generalmente trattamenti singoli risoltadifficii o scarsamente

sostenibili.

Un diverso approccio, basato su trattamenti seqakenezhe consentano la
valorizzazione delle diverse componenti della matvegetale, sebbene piu
complesso e oneroso, pud consentire di massimizitarecupero di valore
aggiunto dallo scarto, ottimizzando al contemp@recedure di smaltimento. In
figura 1.8 e riportato uno schema di approccio mefmgico per la valorizzazione

multistadio di scarti agroindustriali.
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WASTES

Step 1 RECOVERY |:> CHEMICALS

CHEMICALS
Step 2 R
p BIO -TRASFORMATION |:lt BIOFUELS

(Biogas, bioethanol , biodiesel ,...)

Step 3 COMPOSTING e FERTILIZERS

Figura 1.8. Schema di approccio metodologico per lalorizzazione multistadio degli sca

agroindustriali.

Gli scarti di origine vegetale sono caratterizzddi specifici fit-composti con
attivita antiossidante denominati biofenoli, i gusnno recentemente trovato
grande interesse nel mercato coprodotti antiossidanti. Particolare interess
legato alla loro applicazione nel mercato dei ptogeer la salute delluomo s
come nutraceutici che come cosmetoce e, in prospettiva, anche in cam
farmaceutico Su questa base gli antiossidantturali rappresentano un merc:
in crescita per lo sviluppo di prodoenvironmetal friendly

Tabella 1.3. Quantita di sottoprodotti delle principali filieegroalimentari ltaliane e contenuto

biofenoli potenzialmente recuperabili da esse anno.
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I ++*)))

o )- )
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Un efficiente processo di valorizzazione integrdegli scarti agro-industriali
dovrebbe prevede quindi anche uno stadio atto apezare selettivamente i
biofenoli dalla matrice vegetale conahemicalsad alto valore aggiunto. I
recupero dei biofenoli € anche propedeutico ai esgivi stadi fermentativi di
trattamento della biomassa per la produzioneidfuels infatti i processi di
biotrasformazione microbica sono generalmentetirdaila presenza di polifenoli
ed in particolare i batteri acetogenici e metanagersono sensibili a
concentrazioni di acido caffeico >0,25 g/l e didagd-cumarico >0.12 g/I. Queste
caratteristiche anti-microbiche abbinate ad unaa rf@b-tossicita complica lo
smaltimento di tali scarti che, quindi, costituisooun costo per le diverse realta

produttive.

Un waste managemesbstenibile deve quindi necessariamente progreidipari
passo ad una adeguata valorizzazione commerciall® dtesso rifiuto

trasformandolo in risorsa.

L'approccio tecnologico come soluzione alle limitaani logistiche

La storia, il clima e le opportunita di mercato harportato ogni singolo paese
Europeo a sviluppare diversi prodotti agricoli d& € possono ricavare specifici
secondary chemical building blocfenolici. Uno dei principali obiettivi di questo
progetto e quello di capire come diversificare meandividuare strategicamente
piattaforme di bioraffinazione, in modo da impostan sistema economicamente

sostenibile per la produzione di fenoli a livelkwéle, nazionale ed Europeo.

Questo approccio propone soluzioni per i ben natblemi di bio-raffinazione di

biomassa. Si tiene in conto il fatto che i sottalott del settore agroalimentare in
genere sono: 1) liquidi o solidi; 2) prodotti copesifiche stagionalita; 3)
capillarmente distribuiti su tutto il territorio, ) 4 microbiologicamente e
chimicamente instabili. Questo nuovo sistema dirdffmazione deve essere
flessibile per garantire un efficiente funzionanwemi tutto il sistema. Una
rappresentazione schematica del sistema di gestidae sottoprodotti

agroalimentari e riportato in figura 1.9. A secomigdla tipologia di sottoprodotto

16
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e delle peculiari caratteristiche tecniche e tesgiche necessarie per la completa
valorizzazione chimica-energetica vengono studiafiecifici accorgimenti
logistici e processi tecnologici che possano maggane la sostenibilita del

sistema.

ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ AGRO-FOOD BIOMASS in EU

1.5 billion ton/year

Food makig oy BIOREFINIG APPROACH

2

wAsTES 250 million ton/year in EU
|

' '
waters solids
l Biotransformations
POLYSACCHARIDES
B oroteNs
Polymers
—> ED>  BIOPHENOLS FoopgcosMeTic | B Products
Food making factory Biorefinery Industrial catalysis
Enzimatic pre-treatment Enzimatic pre-treatment
Adsorption unit Adsorption unit Chemical transformation:
Desorption unit
BIOGAS ReﬁnlniT
l Chemical Industrial End users
> BIOETHANOL building Chemistry
blocks and
Biochemistry

5 million ton /year

Figura 1.8. Schema di approccio integrato alla valorizzaziccwmpleta dei sottoprodotti

dell’agroindustria tramite processi di bioraffineze chimico-energetica.

Il primo problema da affrontare sono le carattei fisiche del sottoprodotto da
trattare all’interno di un processo di bioraffinaae; per le matrici solide, infatti,

al fine di rendere le molecole d’'interesse dispitinger gli step di recupero delle

frazioni fenoliche dai diversi tessuti vegetali écaessario disgregare le matrici
stesse. Le tecniche di disgregazione dei tessgeta® prevedono attualmente
I'utilizzo di trattamenti chimici (acidi, basi, dab), e quelle di estrazione della
componente fenolica dalle matrici vegetali con sntv organici come metanolo,

etanolo, acetone oppure attraverso tecniche costwse i fluidi supercritici.
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Un buon esempio di biomassa solida & rappresedtdta crusca di grano; in
Italia COLDIRETTI ha stimato che la produzione dago per il 2007 é stata di
7.4 milioni di tonnellat¥, il che considerando che la crusca rappresenta dir
10-20% del chicct, ha portato ad avere una quantita di sottoprogmttba 0,74-
1,48 milioni di tonnellate. Nel caso della cruspapcessi di idrolisi acida o
basica, consentono di ottenere il rilascio in solnbg acquosa di pentosani e
sostanze fenoliche, ma tali processi presentande varoblematiche come
I'utilizzo di sostanze pericolose, le alte concamibni di sali nei prodotti
neutralizzati etc., e sono dunque difficilmente usidializzabili in impianti di

facile gestione.

In seguito al processo di estrazione, inoltre sgérti devono essere trattati come
rifiuti speciali, con conseguente elevato costosuhialtimento per l'estrattore,

nonché elevate problematiche ambientali.

L'utilizzo di biocatalizzatori enzimatici per ottere lidrolisi delle strutture
vegetali, al fine di recuperare la frazione fermlipuo costituire un’interessante
alternativa rispetto ai processi chimici sia dahfoudi vista economico che
ambientale. Diverse specie microbiche, soprattuftsngine, producono
normalmente enzimi idrolitici come xilanasi, peesn aril-esterasi etc. al fine di

aggredire le pareti cellulari vegetali piante.

Esistono ormai diversi prodotti commerciali utiigz per esempio, nell'industria
della panificazione, della produzione di succhiomserve, in enologia e nella
produzione di birra, a base di enzimi idroliticidlverso tipo. Questi di prodotti
sono ottenuti per via fermentativa da diversa speécifunghi, tra i quali i piu
diffusi appartengono ai genefispergilluse Trichoderma Prodotti con elevate
attivita xilanasiche, amilasiche e cellulasichesom® consentire di disgregare le
strutture polisaccaridiche delle matrici vegetd¢isciando polifenoli in soluzione.
Biocatalizzatori enzimatici altamente efficientibasso costo e sicuri in quanto di
grado alimentare rappresentano la tecnologia pieréesante al fine di
implementare una tecnologia di idrolisi delle nmtwvegetali e rilascio della

componente fenolica efficiente e a basso impati@pecessi di bioraffinazione.
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Per cio che riguarda i sottoprodotti di tipo liqujdse da un lato non si ha piu il
problema di dover disgregare la matrice che castiéula biomassa avendo gia in
forma biodisponibile le componenti di interessd|'@#a resta il problema della
movimentazione di tali acque reflue; questa operaziestremamente dispendiosa
dati gli ingenti volumi e la bassa concentrazioneidfenoli, consisterebbe nello

spostare il sistema tecnologico in due diversi anpidi lavorazione:

1) nel luogo di produzione del refluo liquido sawanallestiti impianti di
pretrattamento ed estrazione della componente ié@ndramite processi di
adsorbimento su resine polimeriche (unitd locdlig acque reflue saranno
ulteriormente trasformate situ con la conversione in biogas per la fornitura di
energia. Il recupero del biogas € la tecnologiaegdmente utilizzata nelle

piccole e medie aziende agroalimentari, sparstesutiorio;

2) all'interno dell'impianto centralizzato di bidfmazione avvengono i processi
di estrazione dalle resine che provengono dallerdés unita locali sparse sul
territorio. | fenoli estratti dai supporti solidiemgono poi inviati ad impianti di
purificazione e finishing per I'ottenimento dnemical building blocksli purezza

adeguata per i successivi utilizzi. All'interno kdebioraffineria le resine saranno

anche rigenerate e predisposte per il rinvio ali¢gauocali.

Y

)]
1
H C J
QY

Enzymes -£>

Wastes Empty resins

Figura 1.10. Schema del processo di recupero della frazioneliten da reflui liquidi delle
produzioni agroindustriali basato su processi dsoadimento e desorbimento su resine

polimeriche.
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Un buon esempio di uno scarto agroindustrialepdi iquido che ben si presta ad
un processo integrato di questo tipo sono le adguegetazione provenienti dalle
industrie olearie e che rappresentano il sottogtodarincipale della produzione

dell’olio d'oliva.

Dopo il recupero dei fenoli, la produzione di bibpeeri, biogas e bio-etanolo, gli
eventuali residui - in modo da chiudere completamadinciclo di produzione -
verranno definitivamente recuperati come rifiutgamici in appositi sistemi di
raccolta e di trattamento (compostaggio tramiteliteestione anaerobica), come

fertilizzanti organici o ammendanti per uso agricol

La parete cellulare vegetale.

Funzioni e costituenti polisaccaridici.

Le cellule vegetali sono cellule eucariote cheiffieknziano da quelle animali,

anch’esse eucariote, per la presenza di una peekiare.

Anatomy of the Plant Cell

Rough
| Endoplasmic
Reticulum

Mucleus

Mucleolus

Muclear
Envelope

Cell
Wall

Figura 1.11. Rappresentazione di una cellula vegetale vissgaioné®

20
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La parete cellulare costituisce l'involucro estewhella cellula (figura 1.11), si
sviluppa attorno alla plasma membrana ed adempiengerose funzioni, prima
tra tutte quella di fungere da barriera fisica tracontenuto della cellula e

I'ambiente circostante.
Le funzioni principali della parete cellulare sono:

conferire alla cellula una determinata forma,

supporto strutturale e meccanico;

regolazione della diffusione di materiale attrawdescellula;

protezione contro gli agenti patogeni mediantélalscio di metaboliti che ne
inibiscono la crescita, e in generale contro I'agnie circostante;
controbilanciare la pressione interna della cejlula

permettere interazioni tra cellula e cellula.

La parete cellulare ha una struttura molto compleb&® cambia man mano che la
cellula cresce, nelle cellule giovani € piu elastie sottile mentre in quelle piu
adulte risulta piu robusta.

Pectin

Middle
Lamella {

Cellulose
Microfibril
Primary
Cell Wall 5
Plasma { =\ Hemicellulose
Membrane

Soluble
Protein

Figura 1.12.Struttura della parete celluldte
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La parete cellulare delle cellule vegetali & ca#tt principalmente da
polisaccaridi e in misura minore da glicoproteimsteri fenolici, minerali ed

enzimi. | principali polisaccaridi che costituisala parete cellulare sono:

cellulosa;
emicellulosa;

pectina.

La cellulosa (Figura 1.13) € un polimero linearstitoito da unita di D-glucosio
legate tra loro da legami1,4 glicosidici; questo polisaccaride & usato atura

principalmente come materiale strutturale per cargféorza e rigidita alle piante.

Glucosio Glucosio
CH,OH H  OH
H
N
0

Cellobiosio

Figura 1.13.Struttura del cellobiosio, unita costituente ilip@ro di cellulosa.

by

L’emicellulosa € un gruppo di polisaccaridi ramdfic di varia struttura, ma
omologhi alla cellulosa in quanto possiedono un&ra principale i cui
monomeri presenti in quantita maggiori sono alcemccheri esosi (glucosio,
mannosio e galattosio) e pentosi (arabinosio esii)opolicondensati in modo
analogo al glucosio nella cellulosa, ovvero meaidagami -1,4. L’emicellulosa
predominante in molte pareti cellulari & lo xilogguno; altre emicellulose sono il

glucuronoxilano, I'arabinoxilano, il glucomannand galattomannano.

La composizione chimica delle emicellulose varia ocrescita e la maturazione

della pianta e dipende dalle condizioni ambientali.
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La pectina € una famiglia di complessi polisacdaai elevato peso mccolare
(tra i 20 e i 400 KDi) e di natura acida, che contribuiscono largamexiee

formazione dei tessuti specialmente dei frutti kedegarti vegetali edul

Da un punto di vista chimico, l'unitd monometrical gholisaccaride €& costituli
dall'acido D-galatturonico cf polimerizza mediante legamil,4; questa catena
intervallata da residui di 1-L-ramnosio. Nella struttura sono presenti anche
carboidrati come yalattosio, larabinosio, D-xilosio e lfucosio che forman

ramificazioni nella molecol:
Fino ad @gi sono state caratterizz tre classi di polisaccaridi ptici:

omogalatturonano (HC
ramnogalatturonano (RG

galatturonani sostituiti (SC

L’'omogalatturonano (figura 1.) € una catena lineare la cui unita monometri
acido Dgalatturonico cheolimerizza mediante legamt1,4, nella quale alcul
gruppi carbossilici sono esterificati con metand/lomogalatturonano costituist
il 60% dei polisaccaridi peptici nella parete cklhe. Molti organimi patogeni
possiedono enzimiefdo ed eso galaronasi e liasi) in grado di frammentare

catene di omogalatturona

Figura 1.14.Struttura del’omogalatturona.
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[l ramnogalatturonano (rappresentato in figura LelBn polisaccaride la cui unita
monometrica € il disaccaride 4Db-Galp-(1,2)- -L-Rhal, dove “Gal” sta per
acido D-galatturonico e “Rha” per L-ramnosio. Sqma presenti vari gruppi

laterali, principalmente arabinani e galattani.

A-dinked

[ galacian Sdinked

i arabdnan

3, 5-lInked
o arabinan

& Gal
o Am
& Fuc
) GlcA

Arabinogalsctan

Figura 1.15.La rappresentazione del ramnogalatturonano JRGI

Le sostanze pectiche ed emicellulosiche sono predetl’apparato di Golgi ed in
seguito inglobate in vescicole attraverso le qualjrano attraverso la plasma
membrana dove sono rilasciate e integrate in unebrena pre-esistente; la

cellulosa viene invece sintetizzata direttamentia pdasma membrana.

La composizione della parete cellulare vegetale gul struttura varia nel corso
della vita della cellula e varia significativamemteche da cellula a cellula nonché
all'interno di una stessa specie vegetale. Inoltrenostante si conoscano i
costituenti delle pareti cellulari e si possa dimeche percentuali questi sono
presenti, c’e ancora un vivace dibattito tra glidsdsi del ramo riguardo a come
questi composti siano interconnessi tra loro, qgumzh si conosce ancora nel
dettaglio e con certezza la precisa configurazidingueste complesse strutture

vegetali.
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Costituenti non polisaccaridici: glicoproteine gnina.

Le glicoproteine non enzimatiche della parete utaie vegetale sono un
componente minoritario di queste strutture vegetajeneralmente non eccedono
il 10% del peso secco della parete cellulare pliBma@uesta componente per
lungo tempo €& stata considerata poco piu che unmdtush addizionale e di

rinforzo della parete cellulare vegetale. Le inbewzessioni tra proteine e
polisaccaridi infatti rinforzano le interazioni traolimeri che costituiscono parete
cellulare. Sono inoltre presenti interazioni treotpme di parete e strutture
ligniniche in alcune piante. Esistono legami tracdene laterali fenoliche dei

residui di tirosina nelle proteine ricche in gligiche sembrano essere coinvolti
anche nella deposizione della lignina e i grupisina migliorano il cross-linking

delle proteine nella lignina.

Recentemente il ruolo meramente strutturale déit®mgroteine non enzimatiche
di membrana é stato ampiamente rivalutato. Talittstre sembrano essere infatti
coinvolte in diversi importantissimi processi dettatbolismo e della crescita della
cellula vegetale. Alcune proteine come l'estensioi@o coinvolte nei meccanismi
assemblaggio e di crescita della parete cellultes proteine ricche in prolina,
sono coinvolte nei meccanismi di difesa innescalliedaggressioni dei patogeni.
Queste ed altre complesse funzioni, la maggiorepdslle quali ancora da
chiarire, ricoperte dalle proteine della paretéutale dimostrano che il loro ruolo
non e esclusivamente quello meramente strutturake anche quello di

interconnettere le diverse strutture cellulari adea un continuum tra plasma-
membrana e parete cellulare, funzione essenziald pecepimento dei segnali

che alla cellula arrivano dall’'ambiente estéfno

La lignina € un polimero fenolico estremamente stesite presente in piante
legnose e non, associato strettamente alla pastitdace. La lignina € il secondo
pil abbondante composto organico naturale dopellalasa. € sintetizzata dai
vegetali a partire da monomeri di alcoli fenoligata-cumaroil, coniferil e sinapil
alcoli) tramite deidrogenazione mediata da peressidLe principali funzioni

della lignina sono quelle di conferire resistenzscoanica e chimica a protezione
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della pianta dalle aggressioni dei patogeni, e antenimento del giusto grado di

idratazione viste le proprieta di impermeabilizeant

Monocotiledoni e dicotiledoni.

| vegetali possono essere suddivise in due gramdiglie, che si differenziano tra
I'altro per quella che e la composizione della pazllulare: le monocotiledoni e

le dicotiledoni.

Una tipica cellula di monocotiledone (figura 1.k8)ssiede una parete cellulare
costituita al 25% da cellulosa, al 55% da emicefial e da solo un 10% di

pectina.

B-D-Glucan

PGA junction
ZONes

GAX
pii: RG 1 with
o : arabinogalactan
’-_‘ side-chains
= A ¥ ‘ 5
4 g 3 .\'\1.-;. i i _g@%% 5, Xyloglucan
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Figura 1.18.La rappresentazione schematica di una paretdarelldi monocotiledorté

Alcune tra le piante piu importanti da un puntovdita economico, nel gruppo

delle monocotiledoni sono grano, frumento, magg,rbamboo, cipolla e aglio.
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Prendendo in considerazione la famiglia dei cerdalifrazione polisaccaridica
principale delle loro pareti cellulari & costituda arabinoxilani. Gli arabinoxilani
consistono in una catena polisaccaridica princigaleui unita monomerica é
xilano (legami -1,4), alla catena principale sono legati lateralteeesidui di -

L-arabinofuranosio via legami-(1,3) e/o -(1,2).

Una tipica cellula di dicotiledone (figura 1.19)vete possiede una parete
cellulare costituita al 30% da cellulosa, al 30%edacellulosa, al 35% di pectina

e da un 1-5% di proteine strutturali.

o

Xyloglucan PGA junction
zone

=)

*,

RG 1 with Extensin
arabinogalactan
side-chains

Figura 1.19.La rappresentazione schematica di una paretdarelldi dicotiledone

Fanno parte di questa famiglia numerose piantke tgaiali il pesco, I'albicocco, il

ciliegio, il pero, il melo e il pomodoro.

Si conosce ancora poco per quel che riguarda Fozgazione e l'interazione fra i
vari costituenti le pareti cellulari vegetali. A@gio proposito sono stati proposti
vari modelli in cui si ipotizzano gli assemblaggilesinterazioni tra le diverse
strutture macromolecolari delle pareti cellularin thodello, in cui si ipotizza
I'organizzazione dei polisaccaridi nella paretdudate di una pianta dicotiledone

|'16

e stato proposto da Jean-Paul Vinckeal.” 2004 e rappresentato in figura 1.20.

Gli autori ritengono che le catene di cellulosansidegate tra loro con legami a

27



1.Introduzione

idrogeno e a formare un materiale cristallino inbde e anaelastico. Le fibre di
cellulosa dovrebbero poi essere interconnesse aomatecole emicellulosiche
con legami a idrogeno a loro volta sono incluseuima matrice complessa
costituita da pectina.

Cel

Gal

HG

Middle brmellh —s—e— Cell wall

Cat

[ o—

Rl

pAE

-+ Cellwall

TRENDE in Plant Soence

Figura 1.20. Rappresentazione del modello di organizzaziongpdisaccaridi all'interno di una
parete cellulare di una cellula dicotiledone, pmipoda Jean-Paul Vincken. (PM=plasma
membrana; Ara=Arabinani; XG=xiloglucano; RGlI=ranga¢atturonano I;

RGI=ramnogalatturonano I; HG=omogalatturonano=@alattani; Cel=cellulosa)
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1.Introduzione

Biocatalizzatori industriali per 'idrolisi dei tes suti vegetali.

| biocatalizzatori enzimatici sono sempre piu langate impiegati in molti settori
dell'industria chimico-farmaceutica e della e toasfazioni agroalimentari a
causa della loro intrinseca regio e stereo-seitttimonché per il loro potenziale
come efficienti catalizzatori alternativi per lairciica verde. | principali vantaggi
tecnologici dell'impiego dei biocatalizzatori cost& nella possibilita di effettuare
processi ad elevata efficienza in ambiente acqeaso condizioni operative (pH,

temperatura, pressione etc.) generalmente blande.

Il settore delle trasformazioni alimentari, da sataranni ormai, fa largo uso di
preparati enzimatici come adittivi tecnologici irolisssimi processi. Dall’'utilizzo
di lipasi, libere o immobilizzate, nelle trasfornmad degli acidi grassl,

allimpiego di proteasi per la trasformazione dettarnt® sino all'impiego

dell’'amplissima classe delle carboidrasi, sfruttaie moltissimi settori, dalla
produzione di succhi e puree a quella dei prodd#i forno, la stragrande
maggioranza dei prodotti enzimatici commerciali g&ivh da fermentazioni di
funghi, lieviti e batteri. Molti microrganismi uiizano infatti questi
biocatalizzatori come strumenti per “aggredire’stasvegetali o animali al fine di

procurarsi i substrati di crescita di cui necessitger il proprio sostentamento.

In questa prospettiva la continua sfida tra micaaigmi e piante, tra sistemi di
aggressione e di difesa, ha fatto si che un anmmplssgamma di enzimi sia stata
selezionata dall’evoluzione ed oggi possa veningiegata dall’'uomo in specifici
processi tecnologici. Le pareti delle cellule vagjesono infatti la prima difesa
incontrata dagli agenti patogeni durante l'aggessi della pianta. Queste
strutture devono essere degradate per consentirepelaetrazione e la
colonizzazione da parte dei patogeni a spese ddgenti contenuti nella pianta
stessa. Le varie strutture polimeriche che costiino il tessuto vegetale sono i
principali substrati per numerosi enzimi secreti dacrorganismi patogeni,

fornendo esse stesse importanti elementi nutatipatogeni.
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Cellulast®,

Le cellulasi (EC:3.2.1.4.) sono una classe di enzimgrado di idrolizzare |l
legame  1-4 glucosidico delle fibre di cellulosa. Induatmente sono
ampiamente utilizzate nelle industrie tessili eladgiroduzione della pasta di
cellulosa in cartiere. Industrialmente sono otterurettamente da funghi e muffe

delle specid’leorotus Aspergilluse Trichoderma
Le cellulasi si dividono in tre classi principali:

Endocellulasi (12-50 KDa), in grado aggredire lautstira della cellulosa in

posizioni “centrali” della catena polisaccaridiedbassando sensibilmente il
peso molecolare medio delle catene;

Esocellulasi (42-60 KDa), enzimi che attaccanodteee polisaccaridiche in
posizione terminale liberando sequenzialmente olgo di glucosio a basso
peso molecolare (cellobiosio);

Cellobiasi o -glucosidasi (35-218 KDa), in grado di idrolizzareellobiosio

nei suoi monomeri di glucosio.

L’azione delle -glucosidasi € estremamente importante ai fini stidali in

guanto le cellulasi, come tutte le carboidratifremfo di inibizione competitiva da

prodotto, soprattutto a causa di oligomeri a bagsm molecolare. La presenza di
-glucosidasi che rimuovono il cellobiosio idrolizekolo, consente di migliorare

le preformance idrolitiche dei trattamenti a baiseetlulasi.

Emicellulasi®®.

Sono genericamente definite emicellulasi quellangeacategoria di enzimi in
grado di idrolizzare i legami glucosidici delle drge strutture polisaccaridiche
che compongono le emicellulose. Data la grande tmsapa e diversita delle
emicellulose presenti in natura € ovvio che lasstepmplessita e differenziazione
si ritrovi anche nei biocatalizzatori naturalmestdezionati per l'idrolisi di tali
strutture che sono genericamente classificati cB@e3.2.1.X.. Le emicellulasi
sono enzimi in grado di idrolizzare polisaccaridmificati di varia struttura,
costituiti una catena principale di zuccheri egghkicosio, mannosio e galattosio)

e pentosi (arabinosio e xilosio) policondensati mei® legami -1,4. Le
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1.Introduzione

emicellulosa cosi come le emicellulasi sono usuatmelassificate in base alle
tipologie di zuccheri che le compongono principattee In natura, tra le piu
diffuse nelle pareti cellulari vegetali, troviamb xjlani, i mannani, gli arabani e i
galattani rispettivamente idrolizzati da xilanasEC(3.2.1.8.), mannanasi
(EC:3.2.1.78), arabinasi (EC:3.2.1.99.) e galattasd (EC:3.2.1.15.).

Anche questi enzimi sono generalmente prodottiudglii e muffe Trichoderma
sp) e sono estremamente importanti in diverse appboa industriali come
coadiuvanti delle cellulasi nelle applicazioni prdentemente descritte o in altri

importanti processi come la produzione di birra.

Pectinasf™.

Le pectinasi sono una vasta famigli a di enzimgriado di aggredire le diverse e
complicatissime strutture poligalatturoniche degetli. Questi biocatalizzatori

sono tra i piu diffusi per applicazioni industriasioprattutto nei settori di

produzione di succhi e alimenti in generale. Smatiche questi preparati
costituiscano il 25% del mercato globale degli eiz la piu comune fonte dal
quale vengono estrattiAspergillus nigef?.

Le pectinasi sono classificate in base al tipoadjame che idrolizzano nella

struttura pectica (figura 1.21):

Le polimetilgalatturonasi e le poligalatturonasC(B.2.1.15) idrolizzano i legami

-1,4 tra le unita di acido galatturonico piu 0 mengatilato;

Le pectinesterasi (EC 3.1.1.11) rimuovono il gruppwetile delle pectine

idrolizzando il legame estere, ove presente, dblossile del galatturone;

Le pectin liasi (EC 4.2.2.10) idrolizzano i legamil,4 tra le unita di acido
galatturonico tramite un meccanismo di trans elamione inusuale per le

carboidrasi che produce dei galatturonati o0 mdaltyaronati insaturi.
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Figura 1.21.Modo d’azione delle pectinasi: (a) R = H per PGH3(perPMG; (b) PEe (c) R=H
per PGL e CH3 perPL. La freccia indica il legame idrolizzato dalleegtinasi. PMG
polimetilgalatturonasi; PCpoligalatturonasi (EC 3.2.1.15); Pgectinestera (EC 3.1.1.11); PL,
pectin liasi (EC-4.2.2.1QDa Jayangt al.2005).

Aril esterasf®.

Le aril esterasi sono enzimi in grado di idrolizzar legami estere tra

funzionalita carbossilica di un fenolo acido e uUnazionalita idrossile di u
carboidrato facente parte delle strutture polisadicde della parete cellula
vegetale. | fenolesterificati principalmente presenti nelle paretiudari vegetali
sono l'acido cumarico, l'acido cinnamico e Il'aciderulico. Quest'ultimo ¢
soprattutto presente anche grazie alla sua capdiditdmare diverse tipologie
dimeri che consentono dreare strutture a ponte tra due catene polisadciae

conferendo alla struttura una maggiore stabilitaséistenza meccanica. In pia
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1.Introduzione

dicotiledoni come gli spinaci e la barbabietola zlecchero, I'acido ferulico e
generalmente legato al gruppo idrossile C-6 ddi,4-galattani e al gruppo
idrossile C-2 degli -1,5-L arabinani. In piante monocotiledone ed edmme
bambu, canna da zucchero, grano e granturco I'aeddic esterifica i gruppi
idrossile C-4 dello xilosio degli xiloglucani e iruppi idrossile C-5

dell'arabinosio degli arabinoxylani.

CHj CH3
o—¢ o=t
| -~ A | =B
o o o=c
G =3 |
o
= — Xyl Xyl Xyl Xyl Xyl Xyl — =
I T R s
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OH
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Figura 1.22. Struttura generale e semplificata dell’arabincmdaDalle catene xilaniche partono
delle ramificazioni di arabinosio. | legami estesabstrato delle aril esterasi sono: A) gruppo 2-O-
acetilico; B) gruppo 3-O-acetilico; C) gruppo 5-&rdlico; D) gruppi 5-O-diferulici (dimero con

legami 5-5'); E) 5-O-feruloil-lignina; F) arabinaslignina; G) xilosio-lignin&”.

Le feruloil esterasi (EC 3.1.1.73) sono state remmaente suddivise in famiglie,
A-D, in base alle proprie affinita per diverse fipgie di substrati (tabella 1.2)
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1.Introduzione

Tabella 1.4.Classificazione delle feruloil esterasi basatéastapacita di idrolizzare metil esteri di
diversi fenoli acidi ( MFA: metil ferulato, MSA: M senapato, MpCA: metil para cumarato,
MCA: metil caffeato), rilasciare dimeri ferulict® da substrati modello e complessi e in base

alle identita della sequenza amminoacidica primesiaaltri enzimi.

0,
% 2( 2'( 22 (| 2(2% 82-& -
2 ( 2 ( 2 (2( |e& -&
3 3 4 4 454
7
[0)
& 6 ' 9
L8

Il rilascio enzimatico dell’acido ferulico estedéito di posizione C-2 o C-5 delle
catene laterali-L-arabinofuranosiche degli arabinoxilani e dei dimferulici che
formano i ponti inter- e intra- catena coinvoltil rross-linking di polimeri
allinterno della pare cellulare puo essere ottenutilizzando una batteria di
enzimi che comprenda diversie esterasi (acetdrxysterasi, feruloyl esterasi,
cinnamoyl esterasi), insieme con le principali bcadrati come le endo-1, 4

xylanasi, L-arabinofuranosidasi e xylosidasi.

Proteasi’.

Le proteine della parete cellulare dei vegetaliosdagradate da proteasi, enzimi
che scindono il legame peptidico tra due amminoacidna proteina. Le proteasi
possono agire sia in maniera endo- che eso- eta poksono idrolizzare anche
altri tipo di legami rispetto a quello peptidico.

Le proteast" sono classificate in quattro gruppi principali @snda del loro

meccanismo di azione:
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1.Introduzione

serin-protasi  (chimotripsina, tripsina, elastasi etc.) tuttmibite dal
diisopropilfosforofluoridato, contengono dei residii serina e istidina coinvol
nel meccanismo di idrolisi al sito catalitico; edsesano il loro meccanismo
catalizzazione alla preser della serina, un’ amminoacido pole

sulfidril-protesi (papaina, bromelaina, etc.) inibite da eedg sulfidrilici,
contenenti residui cisteinici e istidinici al sitatalitico

metallo proteasi (carbossipeptidasi A e B) esopapti che richiedono
cofattore metallico;

asparticoproteasi (pepsina, chimosina, etc.) conosciutee@colme proteasi acic
per via del basso pH ottimale di lavoro, che cogpp@m due residui di acic

aspartico nel sito catalitic

Xilanasi.

Le xilanasi sono enzimi che cédzzano I'idrolisi dei legami glicosidici tra resid
di xilano. La completa degradazione dello xilanchiede I'azione di xilanas
endo -1,4 xilanasi e -1,4 xilosidasi. La catena principale del polim
polisaccaridico € composta da residui di xilcuniti da legami glicosidici -1,4

con catene laterali di varia natu

Emicellulosa (Xilano}

Figura 1.23.Rappresentazione dello xilano e dei legami che veagrolizzati dalle xilana

Lo xilano € il polisaccaride non cellulosico pitbaindante, presente nella par
secondaria delle cellule vegetali il quale forma gorta di interfase tra la lignii
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e gli altri polisaccaridi. Le molecole di xilanorsm legate covalentemente alla
lignina attraverso residui fenolici, e interagisoaron gli altri polisaccaridi come

la pectina e il glucano. Lo xilano costituisce ibngposto polimerico piu

importante dell’emicellulosa

Negli ultimi anni, xilanasi termostabili sono utiiate nell'industria della carta, e
si e visto che queste determinano una significatidazione delle quantita di

cloro e di ossido di cloro usati per shiancaredstg di cellulosa.

Questa riduzione e di circa il 10-20% rispetto ad processo privo di

pretrattamento enzimatico. Il trattamento con ldanasi non porta allo

sbiancamento completo della pasta, ma lo facifir@memente.

Amilasi®,

Le amilasi sono una classe di enzimi presenti nierarganismi, nelle piante e

negli animali che rompono i legami O-glicosidicilli@nido. Esse vengono

suddivise in tre gruppi sulla base del loro mecaaoi d’azione:
Endomilasi: sono piccole proteine enzimatiche disbapeso molecolare (20-
25 kDa), dette anche-amilasi, che catalizzano I'endoidrolisi dei legaby-

-D-glucosidici di oligosaccaridi e polisaccaridintenenti tre o piu residui.

L’enzima agisce in maniera casuale su amido, gdnoge molecole ad esse
correlate. Il termine non si riferisce al tipo di legame glicosidico chiene
idrolizzato, ma alla configurazione degli zucchegmiodotti che, infatti,
presentano una configurazionsul G di ciascuna unita glicosidica;
Esoamilasi: dette ancheamilasi le quali idrolizzano i legami glicosidici
1,4 nell’amilosio, nell’'amilopectina e nel glicogerpartendo dalla fine della
catena e formando cosi una successione di unite@lddsio o glucosio. Questi
prodotti dell'idrolisi presentano una configurazeonsul G di ciascuna unita
glicosidica, da qui il nome di-amilasi. A differenza delle endoamilasi, le
esoamilasi diminuiscono lentamente la viscositéadslluzione di amido;
Gamma-amilasi.

Sia le -amilasi sia le -amilasi non sono in grado di idrolizzare leganti,6.
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2.Parte sperimentale

2. PARTE SPERIMENTALE

Dalle produzioni agroindustriali si possono ottensottoprodotti di tipo liquido,
un classico esempio sono le acque di vegetazioeariel che derivano dagli
impianti di produzione dell’'olio d’'oliva ricche ipolifenoli tra cui oleouropeina
ed idrossitirosolo noti per le loro benefiche piegr antiossidarfti, oppure
solido, come nel caso della lavorazione del grasogdale si ottengono elevate
quantita di crusca la quale contiene all'interndladsua struttura molecole di
acido ferulico, anch’esso fenolo di grande intezess

E owvio che I'approccio in termini di processo dbtaffinazione sara diverso a

seconda dello stato fisico della biomassa condiaera
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2.Parte sperimentale

Scarti agroalimentari liquidi: acque di vegetazionedelle olive.

='-
I P
T T

AE-

Figura 2.1.Processo di bioraffinazione di acque di vegetaztcamite filtrazione a membrahe

successiva purificazione cromatograﬁ%a
Le acque di vegetazione costituiscono il sottoptimdche puo derivare da impanti

per la molitura delle olive e produzione dell’'otiotipo bifasico oppure trifasico.
Il loro smaltimento € uno dei maggiori problemil@gro-industria visto I'elevato
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contenuto di COD, di polifenoli (molecole antiosmidi con spiccate proprieta
biologiche), molecole fitotossiche e batteriostaie per il pf4’2**° Un refluo di
questo tipo non puo essere sparso tal quale sentexgricoli senza dare luogo
nel breve termine a problemi di inquinamento dédliele acquifere ma questo
fenomeno non si pud escludere nel lungo termineeffetto della lisciviazione
delle componenti piu recalcitranti che si possonocuenulare nel terreno come
conseguenza dei continui spandimenti. Le riceraieedd oggi hanno puntato alla
depurazione di questo scarto tramite I'ossidazidee polifenoli con processi
chimico-fisici o tecniche di fermentazione aerobica anaerobica per la
produzione di biogas o bioetandig*

Nel caso di uno scarto liquido, come le acque djet@zione (AV) si possono
avere due diversi processi di valorizzazione a rs@@odell'impianto oleario
schematizzati come nei flow sheets riportati iufegg2.1: esistono infatti impianti
in cui vengono effettuati a valle della produziaiearia degli step successivi di

529,32

filtrazione a membrarf (Figura 2.1), che possono essere seguiti da mibces

di separazione cromatografiéd>>*3> oppure processi diretti di separazione
cromatografica che hanno gia dimostrato una loretesibilita tecnica ed

economica (Figura 2.2) .

Un nuovo sistema di valorizzazione integrata daNee quello descritto in figura
2.1. Nel processo di bioraffinazione schematizzatmo state inserite unita di
filtrazione a membrana, grazie alle quali & possilvalorizzare le AV in tre modi
distinti** recupero di energia dopo le prime unita di mied ultrafiltrazione
(MF, UF) tramite l'invio della frazione organical@msso contenuto fenolico a
digestione anaerobica per la produzione di biogagupero di parte dell’acqua
utilizzata nell'impianto oleario all'uscita dell'itd di osmosi inversa (Ol);
recupero, a valle delle unita di nanofiltraziond-jN Ol, di una frazione organica
ricca in componenti fenoliche a basso peso moleedia cui idrossitirosolo,
molecole di elevato interesse. Il recupero di quesblecole attive puod essere
effettuato tramite una successiva separazione c¢ogmadica con specifiche
matrici polimeriche assorbefiti

La microfiltrazione, l'ultrafiltrazione, la nanoltiiazione e 'osmosi inversa sono

processi di filtrazione che permettono di separdireerse frazioni chimiche
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contenute in matrici complesse come quelle di scgto-alimentare attraverso la
scelta di opportuni tagli molecolari. Questa teog@ si presta molto bene ad
essere applicata all'interno dei processi di biomakione descritti in precedenza
per in quanto arrivando ad effettuare separazietiioddine di 10%-10° micron
consentono di ottenere delle frazioni acquose ataenconcentrate in termini di
polifenoli, molecole che caratterizzano le acqueetdjetazione delle olive.
Operativamente le diverse tecniche di filtrazioostp in sequenza permettono di
eseguire una vera e propria raffinazione della ic&atallo stesso modo di una
distillazione petrolchimica, infatti:

la microfiltrazione - permette di separare la frazione sospesa ddisoli

colloidi, proteine e microrganismi,

I'ultrafiltrazione - separa macromolecole di diverso peso molecalagadto-

medio peso molecolare,

la nano filtrazione - opera una separazione dei monomeri come zuceheri

molecole a bassi pesi molecolari,

I'osmosi inversa- separa la parte salina e permette cosi di reatgEacqua.

La filtrazione di tipo tangenziale utilizzando menaube tubulari o fibra cava ha
consentito di applicare questa tecnologia in caatinducendo enormemente il
fenomeno di clogging delle membrahe

Esistono diversi processi che utilizzano questo tpfiltrazione a membrana
negli USA tali tecnologie vengono attualmente mtdite per diverse
applicazioni’, mentre in ltalia sono ancora poco sfruttate efesinano al
trattamento di acque reflue, alla potabilizzaziale#’acqua di mare, anche se
sono in continuo aumento i brevetti per I'applica® in diversi campi della
tecnologia di filtrazione a membraiia

Naturalmente sul mercato esistono diversi tipi énmbrana (es: a spirale avvolta,
tubolari, a fibra cava e piaff che si differenziano non solo per la loro strtfu
ma anche per il materiale di cui sono costituitgatteristica fondamentale dal
momento che si deve evitare che si instaurino aateni tra i soluti che si

vogliono recuperare e la membrana filtrdhte
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Le membrane tubolari hanno una buona tolleranzsohdi sospesi, risentono
poco degli effetti di fouling, cioé intasamento ldeinembrana, sono facilmente
pulibili, hanno un basso rapporto superficie/volutradtato, il che si traduce in
impianti relativamente poco ingombranti per il taatento di grossi volumi di
liquidi, ma a differenza delle altre membrane hammocosto medio-alto. Tra
queste ne esistono alcune in cerafficeateriale che risulta essere inerte alla
presenza di fenoli nei liquidi da trattare, comé ¢caso della bioraffinazione di
biomasse agroindustriali.

Per quanto riguarda la purificazione cromatografabela frazione fenolica
arricchita in polifenoli a basso PM ottenuta altita dell’'unita di Ol, & necessario
porre in contatto la matrice solida costituita daksina polimerica, con il liquido,
in un rapporto costi-benefici che permetta un aitirrcupero a bassi costi di
chemicalsad alto valore aggiunto. Una volta adsorbiti sallatrice polimerica i
polifenoli devono essere rilasciati utilizzandosatvente opportuno rappresentato
da una miscela di etanolo acido per acido clorgriottenendo cosi a valle
dell'intero processo di bioraffinazione un estrd#aolico alcolico che verra poi
trattato al fine di poter utilizzare l'intero podl molecole recuperate assieme o

singolarment& %2

2+ |
( © %
(+*& 8+ *& |
+% + | -

Figura 2.2. Processo di bioraffinazione di acque di vegetazidelle olive tramite purificazione

cromatografica.

Nel secondo processo di bioraffinazione schematzzaancando le varie unita

di filtrazione a membrana, che di fatto vanno a cemtrare le acque di
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vegetazione, verra direttamente inviato alla fagmudficazione cromatografica lo
scarto dell'impianto di produzione dell'olio che rav quindi una minor
concentrazione dithemicalsfenolici. Anche in questo caso comunque a valle de
processo di recupero, avremo comunque un estrdtiolica arricchito in

polifenoli.

Separazione con filtrazione a membrana.

Le acque di vegetazione delle olive sono sostameiale caratterizzate da polpa
di olive, mucillagini, pectine, olio e sostanze amgche tra cui zuccheri, proteine,
acidi grassi, acidi organici e poliferdli rappresentano quindi una biomassa
molto ricca di chemicals che possono essere recuperati con processi di
bioraffinazione ed utilizzati per gli usi piu diwer Tra questchemicalsil ruolo
sicuramente piu interessante da un punto di vistaneerciale lo gioca la frazione
polifenoli (biofenoli). La distribuzione di biofefm nell acque di vegetazone é
significativamente variabile a seconda delidtivar e dello stato di ossidazione
del refluo. Bianceet al*° sono riusciti ad identificare 20 differenti bioffeho tra
cui lidrossitirosolo risulta essere certamente pili abbondante ed il piu
interessante dal punto di vista nutrizionale e adailute umana dimostrando
spiccate proprietd antiossiddhtiin grado di inibire l'ossidazione delle
lipoproteine a bassa densita (LDtE I'aggregazione delle piastrifiecosi come
ha mostrato in-vitro attivita antimicrobita

Nel presente studio sono state considerate duerelifi tipologie di acque di
vegetazione: le prime, indicate successivamente Adh, provengono da un
impianto oleario trifasico sito in Marocco, dotatioun processo di ultrafiltrazione
ed osmosi inversa al fine di recuperare I'acquaud®p per poterla riutilizzare
all'interno dell'impianto oleario per la separazeéodell’olio dopo molitura delle
olive (Figura 2.3); le seconde, di seguito indicata AV2, derivano invece da un
impianto oleario sempre di tipo trifasico sito irowincia di Pesaro, per il quale
non € previsto nessun trattamento delle acque sdonsmaltimento finale come

ammendante agricolo.
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BECRE

Figura 2.3. Processo di trattamento di acque di vegetazioogepienti da un impianto oleario
marocchino in cui sono previsti step di ultrafitiene ed osmosi inversa.

In tabella 2.1, vengono riportate le caratterigicthimico-fisiche delle due

diverse tipologie di acque considerate.

Tabella 2.1.Contenuto di carboidrati e polifenoli totali, elaa di pH relativi a campioni di acque

di vegetazione provenienti da impianti oleari.

#+ #,
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Non si hanno sostanziali differenze tra il contenditzuccheri ed il valore di pH
nei due campioni di acque considerate, mentrentesauto di polifenoli totali e di
idrossitirosolo nelle AV1 e decisamente piu elevaspetto a quello riscontrato
nelle AV2; tale differenza € ovviamente da imputagli step di filtrazione a
membrana inseriti a valle dellimpianto oleariogchianno a concentrare i fenoli
contenuti nello scarto in una specifica fraziorl@aaso peso molecolare. L’effetto
di concentrazione dovuta all'impianto di ultrafdzione € di circa 10 volte per cui
queste acque di vegetazione presentano un contehubifenoli abbastanza
basso seppure coerente con l'ordine di grandeppatato in letteratura di 1,5 a
10,2 g/fo*

Il contenuto di idrossitirosolo, il cui valore mediiportato in letteratura e di 20 -
131 mg/f®“® risulta particolarmente elevato. Siccome alcuniis effettuati su
acque di vegetazione analizzate dopo alcuni meka diaro raccolta, hanno
dimostrato come la concentrazione di idrossitirostdnda ad aumentare per
effetto della trasformazione del suo precursoeliropeind’, fino ad arrivare a
valori pari a circa 3500 mg/l dopo 5 mesi di stggia, allora il basso contenuto
di biofenoli totali e I'alta concentrazione di iditirosolo, € imputabile ad una
lunga gestazione dei reflui considerati. L'oleowsig, infatti, risulta piuttosto
instabile e facilmente idrolizzabile da enzimi ativitd -glucosidasic®*° dando
proprio idrossitirolo come prodotto di reazionegiiia 2.4). Le esterasi sono tipici
enzimi che compaiono durante la maturazione deiti fr durante il loro

deperimento.

COOCH, COOCH,
HO \.\/0\ HO I/\\ HO OH
‘ﬁ P
:@/ I . @]A/
HO 0 HO~~
0-GLUCOSIO H
Oleuropeina Acido Elenoico Idrossitirosolo

Figura 2.4. Formula di struttura di oleouropeina, acido elamweéd idrossitirosolo.

Separazione cromatografica.

La fase di separazione cromatografica ha presosame diversi adsorbenti

concentrandosi principalmente su alcune resiner@oiche in quanto facilmente
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reperibili sul mercato a costi industriali come lpi¢ornite da Rhom and Haas,

leader mondiale nelle tecniche di separazione cagnafica (Tabella 2.2):
Amberlite IRA 402. Resina scambiatrice anionicatdocostituita da un
polimero di stirene divinilbenzene funzionalizzaton trimetilammonio, con
ioni cloruro come ione scambiatore. E indicatal@esorbimento di sostanze
acide e basiche forti, e generalmente viene suggpér diversi trattamenti
delle acque;
Amberlite FPA 51. Resina scambiatrice anionica tehmstituita da un
polimero di stirene divinilbenzene funzionalizzaton un’ammina terziaria,
con ioni cloruro come ione scambiatore. E indicpéa I'adsorbimento di
sostanze organiche e colorate, e generalmente \@eggerita per essere
utilizzata in processi alimentari per la decolooa® del glucosio, fruttosio e
amido e in processi biofarmaceutici;
Amberlite FPX 66. Resina neutra costituita da urinpgro aromatico
macroreticolare di stirene non funzionalizzato.ulillizzata in processi per la
produzione di succhi e in altri processi alimengaat il recupero di materiali
ad elevato valore e per purificare e decolorareatifinenti e gli additivi
alimentari. Ha inoltre un’elevata resistenza tearadisica;
Amberlite XAD 4. Resina neutra costituita da un ip@ro aromatico
macroreticolare crosslincato. E indicata per l'aisoento di sostanze
organiche con un peso molecolare relativamenteobass
Amberlite XAD 16. Resina neutra costituita da unlipero alifatico
macroreticolare crosslincato. E indicata per l'aisoento di sostanze
idrofobiche da solventi polari e composti organiolatili da vapore; la sua
porosita permette di adsorbire molecole organiadreun peso molecolare da
relativamente basso a medio;
Amberlite XAD 1180. Resina neutra costituita da pmlimero aromatico
macroreticolare crosslincato. E indicata per l'aisoento di molecole
organiche da soluzioni acquose o solventi polame&ocestratti di piante,
antibiotici, e prodotti di fermentazione;
Amberlite XAD 761. Resina a scambio ionico costdauda un polimero

condensato fenolo-formaldeide crosslincato. E ifumaizzata principalmente

45



con gruppi fenolici ed utilizzata per
soluzioni. | gruppi idrossifenolici e metiloli le onferiscono carattere
idrofilico. E indicata per la rimozione di compostiganici ad elevato peso
molecolare solubili in acqua e contenenti sostiiuexd elevata polarita.
Presenta piu affinitd per i composti aromatici etbp agli alifatici; adsorbe

acidi (preferibilmente) e basi ionizzati, ma nori $eutri 0 composti non

polari.

Tabella 2.2.Caratteristiche fisiche delle matrici adsorbetitiazate.

2.Parte sperimentale

rimuovereilepurezze organiche da

- 830, )-)) 9-<4) 5 5
T2 4+ () 95 5 5
t29;; )-)) 9-<4) =<) =+
t91¢( )-() 9-5) =<4) =)-4)
©9l+ )-4) 9-<+) =>)) =)-44
t91++3) )-)) ) 4)) =)-)
' 91<+ )-4;) £)-<;) +4)5,4) )-.4 E+-+:

La capacita adsorbente delle diverse matrici rispata rimozione della frazione
fenolica, é stata valutata attraverso lo studidedebterme di adsorbimento sulle

acque di vegetazione derivanti dall'impianto drafilttrazione ed osmosi inversa,

AV1, e su quelle tal quali AV2.

46




2.Parte sperimentale

0,05 0,020
-
0,04 T 0,016 e
T 0,03 g 0,012
£ =
o o X
> 0,02 2 0,008
B I 3
o he]
o] [
20,01 3 £ 0,004 +=
o | s o S
o 7. Woe
0,00 = . . ’ . , 0,000 . . . r ’ .
00 20 40 60 80 100 00 02 04 06 08 10 12
Ce (g/l) Ce (g/1)
AV1 ©AV2 AV1 ©AV2
' 2 4+
0,05 0,020
0,04 0,016 X
X
- 003 < 0,012
= £ x
7 %)
¢ 002 ~ 2 0,008
o o
2 001 B3 <
c ! 4 [ 0,004 ?
) 2
() 0 T T T T ) [}
S S 0,000 - . . . . . .
00 20 40 60 80 100
00 02 04 06 08 10 1,2
XAV1 ©AV2 XAV1 OAV2
' 29;:;
0,05 0,020
. 0,04 . 0,016
© ©
£ £
3 0,03 X ¢ 0012 X
o o
€ 002 € 0,008 &
© ) ®© f
) 2
& 001 & 0,004 @
0 . . . : . 0,000 . . . . . .
00 20 40 60 80 100 00 02 04 06 08 10 1,2
Ce (g/) Ce (g/l)
XAV1 OAV2 XAV1 OAV2




2.Parte sperimentale

: 91(
0,05 7 0,02
0,04 0,016
T 0,03 T 0,012 X
8 i
20,02 o 0,008 2
2] =
E 2 o
20,01 X 50,004 -3
& : 1@
0 , , , , , 0 e
00 20 40 60 80 100 00 02 04 06 08 10 12
Ce (g/l) Ce (g/)
®AVL ©AV2 ®AVL ©AV2
: 91 +;
0,05 0,020
0,04 0,016
= X ~
£ E
¢ 0,03 @ 0,012 X
= o
g %ooos
g 0,02 20,
: : &
& 0,01 © 0,004 f
o®*r 0,000
00 20 40 60 80 100 00 02 04 06 08 10 1.2
Ce (9l Ce (g/l)
XAV OAV2 XAV1 OAV2

ge (g ads/g resina)

0,020
0,016
)
£
2 0012
- o
- 34 0,008
©
o
g 0004 |2
i~
0,000 -
00 20 40 60 80 100
Ce (g/l)
AV1 ©AV2

Ce (g/1)
AV1 ©AV2

00 02 04 06 08 10 12




2.Parte sperimentale

0,05 0,020
= 0,04 0,016
= =
[%0]
© 0,03 F 0,012
5 o
§ o
) X
S 0,02 g 0,008 X
g_ X 2 T
0,01 © 0,004
0 4 ; . ; : - 0,000 : : ; ; ; .
00 20 40 60 80 100 0 02 04 06 08 1 1,2
Ce (g/l) Ce (gl)
AV1 ©AV2 AV1 ©AV2

Figura 2.5. Isoterme di adsorbimento delle diverse matrici dubsati considerate: Amberlite IRA
402 (a), Amberlite FPA 51 (b), Amberlite FPX 66, (8&mberlite XAD 4 (d), Amberlite XAD 16
(e), Amberlite XAD 1180 (f), Amberlite XAD 761 (gle matrici polimeriche sono state utilizzate

ad una concentrazione pari al 10% p/p di refluo.

Tutte le isoterme realizzate utilizzando AV1 e AVesentano gli stessi
andamenti, eccetto quelle determinate con le resiseambio anionico dove a
parita di concentrazione all’equilibrio si osser@a minore capacita adsorbente
delle Av2.

Tutte le curve riportate riportano il cosidetto amento di tipo “L*°, il quale &
tipico dei sistemi in cui non si ha una proporzigaadiretta tra adsorbimento
specifico e concentrazione di adsorbato all’equdilbesidua in soluzione. Questo
suggerisce una progressiva saturazione del subst@ppresentato dalla resina
polimerica da parte dell’adsorbato rappresentatie damponenti fenoliche delle
AV,

Gli andamenti sono stati elaborati secondo i duerdi modelli: Langmuir e
Freundlich™.

Il modello di Langmuir € quello piu semplice e diése 'adsorbimento di tipo
monostrato, cioe I'adsorbimento di una determisattanza su una superficie con
un numero ben determinato di siti attivi uguali koeo. Inizialmente sviluppato

per spiegare I'adsorbimento dei gas sui solidi, pasere comunque applicato a
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qualsiasi sistema in cui si ha un adsorbimentdpdi bmogeneo; & basato sulle
seguenti ipotesi:
le molecole di adsorbato vengono adsorbite in narfisso su un ben definito
numero di siti attivi;
ogni sito pud adsorbire una molecola di adsorbato;
tutti i siti sono energeticamente equivalenti;
non ci sono interazioni tra molecole adsorbiteiswigini.

L’equazione generale che descrive il modello digranir € la seguente:

Qe= - (1)

dove:

0e € I'adsorbimento specifico

C. € la concentrazione all’'equilibrio

Omax € la massima quantita adsorbibile da parte deldduknte

K. €& la costante di equilibrio dellequazione di Lengr e tiene conto
dell’affinita tra adsorbato ed adsorbente.

Linearizzando la (1) si ottiene:

1 K+GC
S (2)
G GhaxCe

1 K 1 1

——— T e —— et - (3)

O Ohax G Gnax
Portando in grafico 1igontro 1/, sI ha una retta la cul Intercetta g/dfnax € la

pendenza e 1/gx che rappresenta la capacita teorica di saturazidel

monostrato (Figura 2.6).
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Figura 2.6. Linearizzazione delle isoterme di adsorbimento sdodl modello di Langmuir, per
le diverse matrici adsorbenti considerate: AmberiRA 402 (a); Amberlite FPA 51 (b);
Amberlite FPX 6 (c); Amberlite XAD 4 (d); AmberlitXAD 16 (e); Amberlite XAD 1180 (f);
Amberlite XAD 761 (g).

Dagli andamenti sopra riportati € possibile ossen@me nessuna delle matrici
polimeriche considerate segua il modello dell’adsoento di tipo monostrato
proposto da Langmuir, infatti, nessuna isotermagmta una correlazione di tipo
lineare tra i reciproci dei dati relativi alle camtrazioni di equilibrio ed i
corrispondenti adsorbimenti specifici.

Il modello di Freundlich, é invece applicabile &temi che danno adsorbimento
di tipo multistrato non omogeneo su una superfeteErogena. In particolare, il
modello di Freundlich cosiddetto semplice, si agphlle isoterme di tipo “L” che
non raggiungo un plateatfx come nel caso delle curve relative alle AV déteri
in figura 2.4.

L’equazione che descrive tale modello é:

1/n

Je = KFCE
(4)

dove:
Je € 'adsorbimento specifico

C. e la concentrazione all’equilibrio
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1/n da un’indicazione dell’energia o dell'intensiialla reazione e quindi se |l
sistema adsorbente/adsorbato é favorito (sistenwgifa per n>1)

Ke € la costante di equilibrio del modello di Freudd) ed indica la capacita di
adsorbimento

Linearizzando la (4) attraverso I'espressione agatitmi, si ottiene:

log ge = log Kg + % log Ce

(5)

Riportando in grafico il log geontro il log di G, € possibile calcolare i valori di n
e Ke.

Le figure sottostanti mostrano gli andamenti dedtgerme di adsorbimento sulle
resine ottenuti seguendo i due modelli appena itescr

. 0,0 ; . 0,0
15 -10 05_..00 05 10 10 08 -06 04 -02 00
Uo7y = 0,5621x - 1,7813 0.5
L R2 = 0,8648
LU
1,0
[} 1C _— o y= 0,4672x - 2,4465
s 1,9 2 =
o T _— S R2=0,9752 s
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Figura 2.7. Linearizzazione delle isoterme di adsorbimento sdodl modello di Freundlich, per
le diverse matrici adsorbenti considerate: AmberiRA 402 (a); Amberlite FPA 51 (b);
Amberlite XAD 4 (c); Amberlite FPX 66 (d); AmberitXAD 1180 (e); Amberlite XAD 16 (f);
Amberlite XAD 761 (g).

Dagli andamenti ottenuti con la linearizzazione debdello multistrato di
Freundlich, e possibile osservare come, in questo,da correlazione lineare tra
la concentrazione di polifenoli in soluzione alkelgprio, ed i rispettivi
adsorbimenti specifici, sia decisamente migliospeito ai casi del modello di

Langmuir mostrati in precedenza, visti i valoriRfiprossimi ad 1.
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Tabella 2.3.Valori di n e Kf relativi alle diverse matrici aoldenti considerate per le due diverse

tipologie di acque di vegetazione.

& ( ( < (5 (

71( B _
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|5( - -
<= > <= >

'59 ~ ~
<= > <= >

2(8 _ ~
<= > <= >

2(8 B _
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2(8 _ _
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2(8 _ _
<= > <= >

| valori n, risultanti dalle linearizzazioni, somatti maggiori di 1 ad indicare una
forte energia di formazione dello stato adsorbefiigbella 2.3). Interessanti
differenze si notano nella determinazione dei vatlbrKf; infatti, le resine a

scambio anionico mostrano maggiori valori di Kfgresenza delle AV1 rispetto
alle AV2 che presentano valori mediamente in lioea gli altri adsorbenti in cui

non si osservano significative differenze dipendelad refluo (Figura 2.8). I

rapporto tra le Kf per le differenti resine semimdicare quindi una maggiore
capacita adsorbente nelle resine a scambio anionigvesenza delle acque di
vegetazione concentrate. Questo fenomeno potrebdseree strettamente
dipendente dalla presenza di frazioni polisaccetielia diversi pesi molecolari,
infatti a parita di concentrazione degli zuccherAV1 e AV2 si puo ritenere che,
per effetto del processo di filtrazione, in AV1 swediamente presente una
frazione di zuccheri a basso peso molecolare. lssn@ea scambio anionico
presentano un buon assorbimento degli zucchenpotiebbe portare velocemente

la capacita adsorbente della resina a saturaziongprésenza di frazioni
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polisaccaridiche ad alto peso molecolare come asb cdelle AV2. Questo
spiegherebbe il motivo di una minore capacita duste delle resine a scambio
anionico con AV2. Cio che si puo ragionevolmentegaee, € la formazione di
uno strato polisaccaridico di molecole affini alisina che ne vanno a saturare i
siti attivi. Se da una parte questo effetto pudténe I'adsorbimento diretto dei
biofenoli sulladsorbente, dall'altra pud succederehe questo strato
polisaccaridico possa diventare a sua volta ditrigier 'adsorbimento o il co-
adsorbimento di altre specie presenti in soluzioper esempio aggregati
polifenolo-polifenol&?.

Le matrici di tipo Amberlite XAD non presentano iicative dipendenze dalla
tipologia di refluo tanto che i valori di Kf risa@lho mediamente costanti. Questo
significa che risentono meno dell'interferenza elditzioni polisaccaridiche e si
dimostrano quindi ottime matrici adsorbenti perifaozione di fenolo, composti

fenolici e coloranti naturali dalle acqiig*>>
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Figura 2.8. Sovrapposizione delléinearizzazioni delle isoterme di adsorbimento seio il

modello di Freundlich, per le due tipologie di aequ le diverse matrici adsorbenti considerate:
Amberlite IRA 402 (a); Amberlite FPA 51 (b); Ambieel FPX 6 (c); Amberlite XAD 4 (d);
Amberlite XAD 1180 (e); Amberlite XAD 16 (f); Ambkte XAD 761 (g).
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2.Parte sperimentale

Sovrapponendo le rette ottenute per linearizzazidele modello proposto da
Freundlich, & possibile osservare quanto appenaritles per le matrici a
scambio, infatti, si ha una sorta di effetto negatielativo alle AV2, che si
traduce in un minor adsorbimento specifico (ge) ait@ di concentrazione
all'equilibrio (Ce). Tale comportamento € imputabilalle componenti
polisaccaridiche presenti tipiche delle matrici etdj, pectine, cellulose,
emicellulose ed amidi. In particolare la pectirastituita anche da unita
zuccherine di acido galatturonico, ad un pH retatiente basso come quello
riscontrato per le AV (4,4-4,6), € in grado di damterezioni di tipo
elettronicG®®’ con substrati carichi come le resine a scambioréco Amberlite
IRA 402 e Amberlite FPA 51, le quali contengono gwalimero di stirene-
divinilbenzene gruppi trimetilamminici e ammine Ziarie rispettivamente. Le
macromolecole di pectina, andando ad interagireicgih carichi della matrice
polimerica, potrebbero causare una minor efficiededla resina in termini di
adsorbimento di polifenoli a causa di ingombri isieche possono ridurre la

superficie utile all'adsorbimento dei polifenolessi.

Recupero della componente fenolica dalle AV

In Figura 2.9a e 2.9b sono riportati i comportamenefativi alla resina
scambiatrice anionica forte, I'Amberlite IRA 402 ioui si osserva che
aumentando la percentuale di adsorbente a pari@ontentrazione di soluto
all’equilibrio, si ha una diminuzione dei grammi @blifenoli adsorbiti per

grammo di adsorbente di tipo non proporzionale.

61



2.Parte sperimentale
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Figura 2.9. Rese percentuali di adsorbimento e relativi adseehti specifici in funzione della

percentuale di matrice adsorbente Amberlite IRA d0%orbita per la AV1 (a) e le AV2 (b).

by

L'entita dell’adsorbimento specifico € maggiore nelso delle AV1
contemporaneamente piu ricche di polifenoli ed sk polisaccaridi che come
abbiamo visto influiscono su questo parametro imigra negativa, rendono la
matrice adsorbente meno disponibile al recupert¢e d@mponenti fenoliche,
seppur presenti in minor concentrazione nelle atguguali AV2.

In termini di adsorbimento percentuale nel casded@V1, non si osservano
aumenti particolari passando da un 30 ad un 50%batiiice adsorbente, e per le
AV2, si osservano valori praticamente costanti #etde concentrazioni di
adsorbente considerate. In entrambe i casi laagsmberlite IRA 402 non riesce
a recuperare la totalita delle componenti fenolighesoluzione, non perché si
arrivi a saturazione dell’adsorbente, ma probahilimgerché risulta essere affine

solo ad alcune classi fenoliche presenti in soheioelle acque di vegetazione.
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Figura 2.10. Rese percentuali di desorbimento e relativi deswehti specifici in funzione della

percentuale di matrice adsorbente Amberlite IRA d0%orbita per la AV1 (a) e le AV2 (b).

In termini di desorbimento, la matrice utilizzatgia bassa concentrazione in fase
di adsorbimento, piu carica di polifenoli, risultare rese di desorbimento e
desorbimenti specifici decisamente piu bassi rispatle altre concentrazioni,
dove abbiamo rese di desorbimento piuttosto aleevamnno dall’'80% circa fino
ad un recupero quantitativo della fase fenolicaduta.

Si puo ragionevolmente pensare che la matrice AlitddRA 402, favorendo un
co-adsorbimento, possa consentire al solvente loest utilizzato, etanolo acido
per un’aggiunta di HCI al 4%, di recuperare le esole fenoliche degli strati piu
esterni, mentre si ha una certa difficolta a recange quelle piu intimamente
legate alla sua superficie del polimero di stirdhenilbenze che costituisce la
struttura della resina.

Un andamento simile € stato riscontrato anche meibwe di adsorbimento e
desorbimento condotte sulla matrice a scambio @eldohberlite FPA 51).
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Figura 2.11. Rese percentuali di adsorbimento e relativi adseehti specifici in funzione della
percentuale di matrice adsorbente Amberlite FPAdgorbita per la AV1 (a) e le AV2 (b).

La resina scambiatrice anionica debole, mostraiomigberformances rispetto a
quella anionica forte sia in presenza di acqueedietazione concentrate, AV1,
che di acque di vegetazione tal quali, AV2. Nehywicaso I'andamento sembra
mostrare problemi di saturazione del sistema, gesth un aumento di matrice
corrisponde sempre un aumento di adsorbimento pier@ie, mentre nel secondo
caso la matrice sembra arrivare ad un massimostirbonento a concentrazioni
pari al 30% circa dal momento che un ulteriore antmedi adsorbente non é

accompagnato da sostanziali variazioni di adsorbimpercentuale.
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Figura 2.12. Rese percentuali di desorbimento e relativi déswbti specifici in funzione della

percentuale di matrice adsorbente Amberlite FPAdgorbita per la AV1 (a) e le AV2 (b).

64



2.Parte sperimentale

Mentre per le AV1, piu concentrate in termini dilifemoli, passando da una
anionica scambiatrice forte ad una scambiatriceoldebnon si osservano
sostanziali cambiamenti in termini di desorbimentwlle AV2, acque di

vegetazioni tal quali, con etanolo acido si riesceecuperare la totalita delle
diverse componenti fenoliche adsorbite. L’AmberlRBA 51, segue sempre un
modello di co-adsorbimento, in questo caso perth@veuna soluzione meno
concentrata, non si ha la formazione preponderdintgerazioni tra molecole di

adsorbato, ma solo tra adsorbente ed adsorbato.

La matrice neutra Amberlite FPX 66, & costituitausiapolimero aromatico non
funzionalizzato.
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Figura 2.13. Rese percentuali di adsorbimento e relativi adswbti specifici in funzione della
percentuale di matrice adsorbente Amberlite FPXd&orbita per la AV1 (a) e le AV2 (b).

Dagli andamenti riportati si osserva che a parit@ahcentrazione di resina si
ottengono percentuali di adsorbimento maggiorecasb delle acque tal quali
dove si ritrova una minor concentrazione di compairfenoliche.

Nel caso delle AV1, sembra esserci come nel casoepgente un problema di
saturazione del substrato, mentre nel caso dedjeeatal quali al 50% di matrice
adsorbente si riesce ad avere un recupero tothéefdezione fenolica presente in

soluzione.
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Figura 2.13. Rese percentuali di desorbimento e relativi deseehti specifici in funzione della
percentuale di matrice adsorbente Amberlite FPXd&orbita per la AV1 (a) e le AV2 (b).

Per quanto riguarda il desorbimento, I'andamentgeeonda del tipo di AV é
completamente diverso. Per le AV1, piu concentrsit@sservano basse rese di
rilascio delle frazioni fenoliche adsorbite per niapporto matrice-fenolo basso in
fase di adsorbimento, mentre per le AV2, é propeo questo rapporto che si
hanno i rilasci maggiori, addirittura quantitatigdielle frazioni fenoliche adsorbite.
Altra resina a carattere neutro e I'Amberlite XAD, 4ostituita da un
macropolimero crosslincato di stirene-divinilbengenla quale ha un

comportamento del tutto analogo alla precedente.
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Figura 2.14. Rese percentuali di adsorbimento e relativi adseehti specifici in funzione della
percentuale di matrice adsorbente Amberlite XADddaabita per la AV1 (a) e le AV2 (b).
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Figura 2.15. Rese percentuali di desorbimento e relativi deswehti specifici in funzione della
percentuale di matrice adsorbente Amberlite XADddaabita per la AV1 (a) e le AV2 (b).

Per quanto riguarda il processo di desorbimentbasno buone rese di recupero,
per entrambe le tipologie di AV, i recuperi sonoguiari nel caso delle AV2
perché si ha a che fare con uno scarto tal qualecente meno concentrato.

Nei grafici riportati in figura 2.16 e 2.17 vieneesso in evidenza |l
comportamento della resina XAD 16, anch’essa resg#ra adatta a molecole

organiche di basso e medio peso molecolare, eichfesenzia dalla precedente

solo per quanto riguarda le caratteristiche fisiChabella 2.2).

100 0,035 120,0
é - 5,0E-03
é I - 0,03 100’0 i
80 %
< ® 0,025 5 K X - 4,0E-03
2 60 o £ g 800 8
c X 002 @ € L 03 &
2 o £ % g0 & 3,0E 035
5 - 0015%G 3 B
2 40 g 2 8
S ® 8 400 | X o 2,0E-03
3 00l o 8 ' -3 o
® 20 © é
p_ ¢ - 0,005 20,0 - 1,0E-03
0 T T T T T 0 0,0 T T T T T 0,0E+00
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60

Figura 2.16. Rese percentuali di adsorbimento e relativi adseehti specifici in funzione della
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percentuale di matrice adsorbente Amberlite XADati6orbita per la AV1 (a) e le AV2 (b).
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2.Parte sperimentale

Il comportamento per Amberlite XAD 16 conferma aracana volta una migliore
affinita delle componenti fenoliche in soluziondle@cque di vegetazione, per le

matrici a carattere neutro rispetto a quelle a &tamnionico.
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Figura 2.17. Rese percentuali di desorbimento e relativi deseehti specifici in funzione della
percentuale di matrice adsorbente Amberlite XADati6orbita per la AV1 (a) e le AV2 (b).

Considerando il processo di desorbimento, abbiamhcstgssi andamenti gia
riscontrati per le altre due resine neutre.
Amberlite XAD 1180, resina neutra, si distinguelelgbrecedenti per 'ampio

range di dimensioni delle particelle di cui e costh e per la bassa area

superficiale.
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Figura 2.18. Rese percentuali di adsorbimento e relativi adseehti specifici in funzione della
percentuale di matrice adsorbente Amberlite XADQ &8sorbita per la AV1 (a) e le AV2 (b).
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2.Parte sperimentale

In presenza delle acque piu concentrate, gli anddaresembrano simili alle resine
precedenti, sebbene la resina Amberlite XAD 1180stmoperformances

decisamente inferiori alle precedenti sia in teintinadsorbimento percentuale
che di quello assoluto. Anche nel caso delle adgugquali dove si riusciva ad
ottenere un recupero totale della frazione fen@ica0% di matrice adsorbente in
soluzione, abbiamo rese minori. Sembra che in ertiracasi ci sia un problema
di saturazione di substrato, la concentrazione dirice non e sufficiente ad
adsorbire tutte le componenti fenoliche presentiespo probabilmente e dovuto
al fatto che, a parita di quantita di matrice, Amitee XAD 1180 possiede una
minor area superficiale e quindi offre una minopetdicie di contatto alle

molecole fenoliche rispetto alle precedenti mamiltre.
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Figura 2.19. Rese percentuali di desorbimento e relativi deseehti specifici in funzione della

percentuale di matrice adsorbente Amberlite XADQ &8sorbita per la AV1 (a) e le AV2 (b).

Nel caso del processo di desorbimento ritroviamstésso andamento riscontrato
per le altre resine neutre.

L’Amberlite XAD 761 e un polimero funzionalizzateepdare scambio di tipo

ionico commercializzato per il recupero di sostaaeigle 0 basiche ionizzati e di

composti organici, in particolare aromatici contanesostituenti ad elevata

polarita.
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Figura 2.20. Rese percentuali di adsorbimento e relativi adseehti specifici in funzione della
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percentuale di matrice adsorbente Amberlite XAD @@%orbita per la AV1 (a) e le AV2 (b).

Le rese di recupero in fase di adsorbimento norrsun il 50% in presenza di
AV1 e dell'80% nel caso delle AV2. Tale risultatensbra essere in netto
contrasto con le peculiarita strutturali di questatrice dato il suo carattere
aromatico, e la sua presunta capacita di adsopieéeribilmente composti
aromatici e sostanze ioniche, strutture che doweblvappresentare proprio i
fenoli contenuti nelle AV per il fatto che il lojH risulta tra I'altro essere intorno
al 4,6, valore molto vicino alla costante di disaamne di diversi polifenoli acidi.
In entrambe i casi, sembra che la concentrazionenalrice adsorbente in

soluzione non sia sufficiente al recupero dellazitme fenolica presente in

entrambe le tipologie di acque considerate.
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2.Parte sperimentale

Se I'adsorbimento sembra sfavorevole, lo stessashpno dire per il processo di
desorbimento: per tutte le concentrazioni di matrit recupero dei polifenoli e
praticamente totale per entrambe le AV consider@eesti valori cosi alti,
soprattutto per le acque di vegetazione piu comaentsono sicuramente dovuti al
fatto che in fase di adsorbimento la quantita dmponenti fenoliche recuperate
con l'adsorbente € bassa e quindi facile da reeupén fase di desorbimento.

Da tutti i dati raccolti, € possibile fare un canfto tra tutte le classi di adsorbenti
utilizzati; nei grafici successivi vengono ripogde medie dei valori ottenuti per
le diverse classi di adsorbenti suddivisi in bdketgologia di scambio:

A: adsorbenti scambiatori anionici;

N: adsorbenti neutri;

I: adsorbenti scambiatrici ionici; in quest'ultincaso i valori si riferiscono

alla sola matrice Amberlite XAD 761.

m( m4 wm
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Figura 2.22. Adsorbimenti specifici in funzione della percentudi matrice adsorbente suddivise
per tipo di adsorbimento in presenza di AV1 (a) &d2 (b) in cui A = adsorbenti scambiatori

anionici, N = adsorbenti neutri, | = adsorbentendmiatore ionico.

In termini di adsorbimenti specifici, la prima difenza che si nota dai dati
riportati in grafico &€ che a parita di concentragali resina si hanno adsorbimenti
specifici maggiori in presenza di acque di vegetaizderivanti da processi di
filtrazione a membrana in quanto piu concentratefrgzioni fenoliche. Tale
andamento si traduce in un recuperctmicalsmaggiore dalla biomassa.

Per queste acque piu concentrate, € possibile vassercome all'interno
dell’'errore, non si abbiamo significative differenra le classi di adsorbenti a
scambio anionico e quelli a carattere neutro; mgtizanenti sono del tutto analoghi
dal momento che aumentando la concentrazione dirlagiste e quindi I'area
superficiale disponibile, abbiamo una diminuziorelal quantita di componenti
fenoliche adsorbite per unita di matrice. La matrionica risulta essere
I'adsorbente con le performances pegagiori.

Per quanto riguarda invece le acque tal quali, AM29sserva sempre un calo
dell'adsorbimento specifico allaumentare della @amtrazione di matrice
adsorbente per tutte le resine, ma la classe cperfermances peggiori, risulta
essere quella delle scambiatrici anioniche. Taleltato e da imputarsi all’effetto

negativo dovuto alla presenza di polisaccaridi gméselle acque di vegetazioni,
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2.Parte sperimentale

che danno interazioni con i siti attivi amminici gieadsorbenti a scambio

diminuendo la superficie disponibile all'adsorbirteedelle frazioni fenolichig>3

m( m4 wm

” .
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Figura 2.23. Adsorbimenti percentuali in funzione della percafeudi matrice adsorbente
suddivise per tipo di adsorbimento per le AV1 (4@ &V2 (b) in cui A = adsorbenti scambiatori
anionici, N = adsorbenti neutri, | = adsorbentengdsiatore ionico.

Quanto riscontrato negli andamenti degli adsorbtimgpecifici, si ritrova anche
in termini di adsorbimento percentuale. Nel castledacque di vegetazione a
maggiore concentrazione di frazioni fenoliche, Avibn é la scelta tra una resina
anionica o neutra ad essere fondamentale perupezo di tali frazioni, quanto
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2.Parte sperimentale

piuttosto la concentrazione di matrice adsorbente: entrambe i casi
probabilmente si e in condizioni di saturazioneladehatrice dal momento che
aumentando la sua concentrazione, la percentuaéelstirbimento continua ad
aumentare. Nel caso delle acque di vegetazionquli, AV2, si riscontra un
adsorbimento preferenziale delle componenti feheliper gli adsorbenti di tipo
neutro, e sembra di essere nuovamente in presenzatutazione del sistema
come nel caso precedente. Lo stesso discorso gala patrice a scambio ionico,
anche se con adsorbimenti percentuali inferioril MHaso degli adsorbenti
anionici, che mostrano le performances peggioriraggiunge al massimo una
percentuale di adsorbimento del 60% circa gia auanaoncentrazione di matrice
del 30%, ulteriori aumenti non portano a rese pewdi maggiori. Oltre ad un
problema di diminuzione delle superficie utile atisorbimento per la presenza di
polisaccaridi in questo scarto, tale classi di da=ati avendo siti attivi carichi
positivamente, e probabilmente affine solo ad alalassi fenoliche, come per
esempio ai polifenoli acidi che hanno una pKa soperal pH delle acque tal
quali.

m( m4 i
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Figura 2.24.Desorbimenti specifici in funzione della percentudi matrice adsorbente suddivise

per tipo di adsorbimento per le AV1 (a) e le AV] iflbcui A = adsorbenti scambiatori anionici, N

= adsorbenti neutri, | = adsorbente scambiatoriedon

In termini di desorbimenti specifici, € possibileservare nel caso delle AV1,
delle condizioni operative ottimali in termini diomcentrazione di matrice
adsorbente utilizzata: per quanto riguarda la elak=gli scambiatori anionici, i
desorbimenti specifici maggiori si hanno utilizzandina concentrazione di
adsorbente in fase di adsorbimento pari al 30 e;4®8lbcaso degli adsorbenti
neutri tale concentrazione e pari al 40 e 50%. b#rice a carattere ionico, a tutte
le concentrazioni di resina, non da desorbimen#c#igi significativamente
diversi tra loro all’interno dell'intervallo di eore.

Nel caso delle AV2, il maggiore rilascio delle camnenti fenoliche adsorbite si

riscontra alle concentrazioni di adsorbente mimofase di adsorbimento.
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Figura 2.25. Desorbimenti percentuali in funzione della percalgudi matrice adsorbente
suddivise per tipo di adsorbimento per le AV1 (4@ &V2 (b) in cui A = adsorbenti scambiatori
anionici, N = adsorbenti neutri, | = adsorbentendmiatore ionico.

Per quanto riguarda il processo di desorbimento,gmérambe le tipologie di
acque di vegetazione, l'adsorbente a scambio ammopermette il recupero
complessivo delle frazioni fenoliche adsorbite d@tanolo acido scelto come
solvente desorbente: cid era prevedibile dal momeciie non ci sono
significative differenze tra valori di adsorbimenspecifico e desorbimento
specifico (Figure 2.22 e 2.24). per quanto rigualelaaltre classi di matrice

adsorbenti, alle diverse concentrazioni non si basignificative differenze in
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termini di desorbimento percentuale, sembra peedilcbolvente scelto non sia in
grado di recuperare tutte le frazioni fenolichecaildge dalla scarto.
Considerando l'intero processo, il grafico di figuR.26, mostra I'andamento

relativo alle diverse classi di resina.

m( m4 wm
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Figura 2.26.Rese medie di processo in funzione della percemtliahatrice adsorbente suddivise
per tipo di adsorbimento per le AV1 (a) e le AV iflbcui A = adsorbenti scambiatori anionici, N

= adsorbenti neutri, | = adsorbente scambiatoriedon

Le resine neutre, nel caso delle acque piu cormtentrisultano avere una
maggiore affinita per le frazioni fenoliche presemdllo scarto di lavorazione: a
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parita di concentrazione di adsorbente, infattiokengono rese di processo
maggiori. Inoltre aumentando la quantita di mafreneémenta la resa di processo.
Tale comportamento si riscontra anche per la resiseambio ionico, anche se le
percentuali di resa di processo sono inferiori. Reclasse degli scambiatori
anionici, abbiamo rese di processo intermedie @arvmassimi che si attestano
intorno al 55-60% gia al 30% di adsorbente.

Nelle acque di vegetazione tal quali, per la matacscambio ionico il discorso e
del tutto analogo al precedente, anche se in qeasm avendo a che fare con una
concentrazione di componenti fenoliche inferiod, rese di processo risultano
essere piu elevate. Nel caso degli scambiatorin&ijcsi riscontrano nuovamente
rese di processo intorno al 55% gia al 30% di dusde. Per le matrici a carattere
neutro, I'entita della resa di processo si attestaalori del 70% circa, in un

intervallo di concentrazioni di adsorbente dal P8G#46.

Scelta della miscela estraente ottimale per lo digl@sorbimento.

Nel grafico di figura 2.27, vengono riportati ghdamenti relativi al processo di
desorbimento in funzione della quantita di etarattdo presente nella miscela
desorbente, per cido che riguarda le acque di veigeta derivanti dai processi di

filtrazione a membrana.

? 7
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Figura 2.27. Rese percentuali del processo di desorbimentdivelalle diverse tipologie di
adsorbente utilizzato, in funzione della quantita elanolo acido nella miscela estraente.
Concentrazione adsorbente in fase di adsorbimearicap30%, desorbimento condotto a 80°C per

1h, con una concentrazione di adsorbente pari al 6%
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Dagli andamenti sopra riportati € possibile osservmme in assenza di etanolo
acido nella miscela estraente, le rese di recupemo le piu basse per tutte le
diverse matrici adsorbenti utilizzate: la sola aqon ha evidentemente una
polarita sufficiente a rompere le interazioni chersano tra le molecole fenoliche
e le diverse matrici adsorbenti sia queste a &eatnionico, ionico 0 neutro.
L’introduzione dell’etanolo acido, cambia la potardel solvente ed anche il pH
dell’'ambiente in cui le sostanze adsorbite si vewga trovare, facilitando il

distacco dall’'adsorbente al quale si trovano legate

Scelta della quantita di HCI ottimale nella miscetdraente utilizzata per lo step

di desorbimento.

Sempre per cio che riguarda la fase di desorbimertohe il pH del solvente
desorbente puo avere influenza sulle rese di reougalla matrice adsorbente
visto che possiamo avere matrici che danno scaarbamico e ionico, ma anche

matrici di tipo neutro.
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Figura 2.28. Rese percentuali del processo di desorbimentdivelalle diverse tipologie di
adsorbente utilizzato, in funzione della quantiiaHCI nell’etanolo della miscela estraente.
Concentrazione adsorbente in fase di adsorbimearicap30%, desorbimento condotto a 80°C per

1h, con una concentrazione di adsorbente pari al 6%

Dagli andamenti sopra riportati, relativi alle AV4, osserva che la presenza di
HCI, ha una maggiore influenza nel caso delle mia&riscambio, dove I'acidita
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della miscela estraente sembra essere un fatlexamie: sia quelle a scambio
anionico, Amberlite IRA 402 ed Amberlite FPA 51a gjuella a scambio ionico,
Amberlite XAD 761, danno rese di desorbimento maggier quantita di HCI
crescenti. Probabilmente negli scambiatori aniosi@iforti che deboli lo ione ClI
derivante dall’acido cloridrico va a sostituirsieainolecole adsorbite sui siti attivi
amminici delle resine; per la matrice ionica, ihgmortamento € analogo, infatti

risulta essere una matrice molto affine ad aclohs forti.

Recupero di idrossitirosolo da OMW tramite processi adsorbimento e

desorbimento su resina.

In tabella 2.4 vengono riportate le rese dei preicedi adsorbimento e
desorbimento relative alla molecola di idrossitos per tutti gli adsorbenti

considerati in presenza di acque di vegetazionegigentrate, AV1.

Tabella 2.4. Rese di processo in termini di idrossitirosolo mnfione della tipologia di
adsorbente. Adsorbimento condotto con il 10% doduknte per 24 ore, desorbimento condotto a

80°C con etanolo acido per 1h e con una concentraaii adsorbente pari al 6%.

1"74( (++

83 (), > 1
2 4+ > A+
295 > (4

91( /4
91 ++>) <
91+; A+
91<+ )-)A<l G >N 4, (

Dai risultati ottenuti € possibile osservare coreerdse dell’intero processo di
recupero dell’idrossitirosolo, siano piuttosto legsa causa della difficolta di
desorbire tale molecola dalle diverse matrici ardza, sia queste a carattere
anionico, neutro o ionico.

In termini di adsorbimento, I'adsorbente a forteambio anionico, I’Amberlite
IRA 402, consente un miglior recupero con una iisadsorbimento dell’'80%

circa, mentre per gli altri adsorbenti, i valornsanferiori al 70%.
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Lo step di desorbimento, permette di recuperare leomiscela estraente di
etanolo acido, solo la meta dell'idrossitirosole@dbito dalle acque.

Nel caso delle matrici a carattere neutro, taleecmh € in grado di instaurare
interazioni di tipo - , con i siti aromatici dell’adsorbente, che renddifécile il
suo recupero con il solvente desorbente. Questadiipnterazioni sara prevalente
anche nel caso di Amberlite XAD 761, dal momente ehanch’essa costituita da
un polimero aromatico (fenolo-formaldeide). Nel@a®gli scambiatori anionici,
essendo le acque di vegetazione ad un pH infeaitagoKa dell'idrossitirosol%,
guesto andra ad interagire con i siti attivi dotgmminico presenti su Amberlite
IRA 402 e FPA 51, rendendone difficile il rilascio presenza di un solvente

acido.

Trattamenti successivi delle acque di vegetazione.

Per quanto riguarda le AV1, le quali permettono miaggior recupero di
componenti fenoliche essendo piu concentrate dedivala processi di filtrazione
amembrana, € interessante indagare la possibilitéitrdttare le acque di
vegetazione derivanti da un primo processo di duis@nto con un secondo
processo con resina nuova. A tale scopo si sottatede AV1 con I'adsorbente
piu efficiente tra le matrici polimeriche adsortieméutre, e quindi ’Amberlite
XAD 16, e tra le anioniche I’Amberlite FPA 51.

In tabella 2.5 vengono riportati i risultati otténper i vari trattamenti eseguiti.

Tabella 2.5.Rese dei processi del primo e secondo adsorbimesmei rispettivi desorbimenti.
Concentrazione di adsorbente in fase di adsorbneati al 30%; concentrazione di adsorbente in

fase di desorbimento pari al 6%.
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| risultati relativi al primo processo di adsorbim@ e successivo desorbimento
sono sostanzialmente uguali a quelli ottenuti eoprbve precedenti.

Ritrattando con I'adsorbente Amberlite XAD 16 lejae di vegetazione derivanti
da un primo trattamento con lo stesso adsorbentpucs osservare che se |l
processo di adsorbimento permette di raggiungera uesa percentuale
praticamente uguale, lo stesso non si puo direilpgesorbimento che risulta
essere molto piu basso rispetto alle percentut#note solitamente con questa
matrice neutra. Probabilmente questo e dovutott the avendo gia recuperato
la maggior parte dei polifenoli presenti nelle aeqli vegetazione, quelli rimasti
vengono comunque adsorbiti da Amberlite XAD 16 raioprobabilmente
penetrando in maniera piu profonda nei pori delk@rive, risultando cosi piu
difficili da recuperare con la miscela estraenteadte il desorbimento.

Ritrattando invece con '’Amberlite FPA 51, si osseun aumento nella resa
percentuale del processo di adsorbimento rispettaualle normalmente
raggiungibili con questa resina, probabilmente lp&rcon il primo passaggio con
Amberlite XAD 16, vengono allontanate solo deteraén classi di polifenoli,
lasciandone altre piu affini all'adsorbente a scanamionico, per esempio fenoli
acidi, che al pH delle AV1 (4,6) si ritrovano inslieiati € quindi si legano bene ai
gruppi amminici presenti su tale matrice.

Se si passa ad osservare i risultati ottenuti ‘penberlite FPA 51, si nota come
utilizzando la stessa tipologia di matrice o l'adismte a carattere neutro, si ha un
aumento piuttosto consistente nelle rese dellttprocesso. In particolare,
utilizzando in un secondo processo la matrice AtitbeXAD 16, si nota come la
resa del processo di desorbimento sia piu elevgtatto al caso precedente. Con
un primo passaggio con Amberlite FPA 51 si riesoecaperare come gia Vvisto in
precedenza solo la meta delle componenti fenolidberestante 50% in presenza
di nuova Amberlite FPA 51, nuovamente solo la maéde recuperata da tale
adsorbente, mentre con Amberlite XAD 16 se ne reapn 80%, date le
migliori performances degli adsorbenti neutri. &sd¢ di desorbimento entrambe

gli adsorbenti mostrano il loro solito andamento.
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Conclusioni relative allo scarto liquido.

La fase di ultrafiltrazione ed osmosi inversa, siegda una fase di separazione
cromatografica, consente di recuperare una maggigastita di polifenoli, che da
un lato possono fungere d&condary chemical building block®r l'industria
chimica®*® mentre dall'altro il residuo defenolato pud essbioconvertito a
combustibili liquidi o gassosi come bioetanolo ogas®.

Se si considera la totalita dei polifenoli, la skagli adsorbenti a carattere neutro
risulta avere un’affinita migliore per le componigeholiche presenti nello scarto
di lavorazione delle olive se concentrato, mentiléesacque tal quali le maggiori
rese di separazione cromatografica si riscontrandepmatrici neutre e a scambio
ionico. Gli adsorbenti anionici, sembrano non esgeigrado di recuperare piu del
55-60% delle frazioni fenoliche presenti probabittgeper la presenza di frazioni
saccaridiche che influisce negativamente sul psmedi adsorbimento in
particolare nel caso delle AVY”.

Per cio che riguarda [lidrossitirosolo, fenolo dteazzante le acque di
vegetazione, il suo recupero risulta piuttosto basanche se in fase di
adsorbimento tale molecola viene recuperata dadigion adsorbenti considerate
sia esse a carattere anionico, ionico 0 neutrouc@npercentuale media del 60%
circa, il solvente utilizzanto per il desorbimemt@ioe I'etanolo acido non sembra
essere adatto al recupero di tale molecole in mareéficiente. E sicuramente
necessario sviluppare ulteriormente la fase difisadione cromatografica in
particolare in termini di desorbimento dalle matpolimeriche, investigando la
possibilita di utilizzare altri solventi per meglicecuperare la molecola di
idrossitirosolo.

L’abbinamento di adsorbenti a carattere diversoneéte di ottenere rese totali di
processo superiori rispetto al loro utilizzo siregaiente.

Nel caso si debbano trattare acque di vegetaziahequali senza passare
attraverso step di filtrazione a membrana potrebksere strategico utilizzare
enzimi a diverse attivita carboidrasiche al fineddstrutturare i polisaccaridi in
esse presenti ottenendo un bioliquefatto che ine faB purificazione
cromatografica con adsorbenti a carattere aniodmaebbe risentire meno di

influenze negative da parte di polisaccaridi.
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Scarti agroindustriali di tipo solido: crusca di grano.
L’altra tipologia di scarto agroindustriale é rappentato da sottoprodotti di tipo
solido. Lo schema riportato in figura 2.29 € unnegi® di come € possibile

valorizzare uno scarto solido come la crusca digteamite bioraffinazione.
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Figura 2.29.Processo di bioraffinazione di crusca di grano trmdrolisi enzimatica, filtrazione

a membrana e purificazione cromatografica.
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pY

La prima operazione da effettuare su uno scarttipdi solido € sicuramente
quello di immettere acqua nel sistema come veipelol’'omogeneizzazione del
sistema stesso e come “solvente” in cui eseguite ta operazione successive
sulla biomassa. Gli scarti agroindustriali sono titwé principalmente da
polisaccaridi, i quali posti ad elevate temperatsomo in grado di gelificare
incorporando al loro interno acqua che puo facditasuccessivi trattamenti di
idrolisi della matrice vegetale, abbattendo in @aashche la carica microbica
presente sulla biomassa che potrebbe creare proallensuccessiva idrolisi. Una
volta ottenuto un sistema omogeneo e viscoso,aege all'idrolisi enzimatica
della crusca idrata. Sempre in un’ottica di prooesb®asso impatto ambientale un
ruolo fondamentale lo giocano gli enzimi che opertagli molecolari altamente
specifici in condizioni blande e soprattutto in aemte acquosb.

Sul mercato sono presenti molti preparati enzimatimmerciali, caratterizzati da
diverse attivita carboidrasiche tra cui quelle Waliche e xilanasiche necessarie
al fine di indirizzare il processo di bioraffinan® verso il maggiore recupero di
biofenoli, contenuti nelle biomas8é?

Nell'ottica di utilizzare biocatalizzatori enzimeiti € utile inserire nel processo di
bioraffinazione, degli step successivi di UF e ndittoazione (NF) in quanto
scegliendo in maniera opportuna il taglio molealdelle membrane, € possibile
trattenere nel retentato I'enzima, che pud quindntiouare la sua azione
catalitica, e raccogliere il prodotto nel perm&4t4°°

In questo modo e possibile raccogliere il prodattoontinuo, ed evitare eventuali
problemi di inibizione da prodotto dell’enzima, aemtando le rese del processo.
All'uscita dell'unitd di NF si ottiene un disgregatmolecolare in soluzione
acquosa particolarmente ricco in componenti ordgenidale disgregato ora puo
essere trattato come nel caso precedente con adsiodb tipo polimerico per la
purificazione delle varie componenti in esso couaten

Per quanto riguarda la bioraffinazione di scartidsaell’agroindustria come le
crusche di grano, il problema maggiore che si risep € la natura solida dello
scarto stesso. In questo caso infatti, a differedede acque di vegetazione che
essendo liquide contengono gia in soluzione le aorapti fenoliche di interesse,
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I secondary building bloksdevono essere liberati dalle strutture delle imiatr
vegetali per essere portati in soluzithe

Nel caso della crusca di grano il composto fenaticmaggiore interesse e I'acido
ferulico, presente in elevate quantita, fino al 4d& peso secco della matrice
vegetal&’. Diversi studi recentemente hanno dimostratcetjétti positivi sulla
salute umana dell'acido ferulico, cosi come di inaltri biofenoli. Oltre ad un
elevato potere antiossidante legato alle carditgres di scavenging di questa
molecola nei confronti dei radicali liberi, evidéaza anche in sistemi biologféj
'acido ferulico ha mostrato attivita inibitorie ineonfronti di diverse specie
microbiché&® tra cui diversi ceppi diisteria monocytogenesin batterio patogeno
capace di crescere su derrate alimentari ed umattcapacita di filtro nei
confronti dell'irraggiamento U sulla cute. Ampiamente studiati sono gli effetti
antinfiammatori, di protezione del sistema cardiocircolatéic e di difesa delle
cellule neuronalf. Accanto agli effetti benefici sulla salute umaracido
ferulico risulta essere una materia prima di irdeae per l'industria chimica
essendo precursore di notevoli prodotti ad altoreahggiuntd*>

Processi di idrolisi acida e basica delle matriatrdisca consentono di ottenere |l
rilascio in soluzione acquosa delle sostanze fehelin essa contenuta, ma tali
processi presentano varie problematiche comeifmtil di sostanze pericolose,
alte concentrazioni di sali nei prodotti neutradiiz etc., e sono dunque
difficilmente industrializzabili.

Una valida e funzionale alternativa, sia in terr@nonomici che ambientali, puo
essere rappresentata dall’'utilizzo di biocataliadatnzimatici ormai largamente
utilizzati in diversi processi industriali. Diverssgpecie microbiche, soprattutto
fungine, producono infatti normalmente enzimi idrol come xilanasi, pectinasi,
aril-esterasi, cellulasi etc. al fine di aggredieepareti cellulari vegetali delle
piante; tali attivita quindi possono essere oppwinente scelte e sfruttate per
aggredire qualsiasi parete cellulare come per eseguella della crusca di grano.
In particolare I'acido ferulico si trova legato allcatene xilanasiche che
costituiscono la struttura della parete cellulagdlad crusca, quindi al fine di
renderlo disponibile in soluzione acquosa sono sszue biocatalizzatori ad

elevata attivita xilanasica, possibilmente siagdsendoxilanasica (Figura 2.30).
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Protein-Polysaccharide linkage?
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Figura 2.30. Struttura polissacaridica della parete cellulafadsusca di grano.

Diversi sono gli studi che utilizzano un approcdidioraffinazione come quello
descritto in figura 2.29, per il recupero di aci@oulico al fine di produrre per
esempio vanillin¥ oppure 4-vinilfenol®. Il problema di tale processo & che
tramite il pretrattamento termico e successivddménto biocatalitico, si arriva a
recuperare solo un 30% di tutto I'acido ferulicegente nella matrice vegetale.
Tale limitazione e causata da possibili effettinitbizione competitiva da prodotto
dei biocatalizzatori utilizzati. Le xilanasi infatisentono di inibizione da parte
del monomero di xilosio e di oligomeri a due o piita di xilosio, che vengono
rilasciati dall’azione idrolitica operata dall’enza sulle catene di xiland’”.

Per ovviare a tale problema pud essere interessant@e ad inserire all'interno
del processo di bioraffinazione della crusca pezdlpero dell’acido ferulico, uno
step di microfiltrazione/ultrafiltrazione, in modda allontanare dal sistema i
possibili inibitori del biocatalizzatore, come masb nel flow sheet di figura

2.29, aumentando le rese di recupero.
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Idrolisi enzimatica: caratterizzazione del preparahzimatico Fungamyl Super
AX.

Sul mercato sono presenti molti preparati enzimatenmerciali, proposti dalle
case produttrici come additivi tecnologici ad upedfico e non come preparati
enzimatici caratterizzati puntualmente per le lattivita. Volendo utilizzare
guesti preparati come biocatalizzatori a bassoo¢castr in maniera razionale al
fine di indirizzare il processo verso il maggioeeupero di biofenoli dagli scarti
agroindustriali, € necessario provvedere ad unatteaizzazione puntuale delle
attivita enzimatiche, in particolare carboidrasiceé ancor piu nello specifico al
fine di destrutturare le catene arabinoxilanichdaderusca per liberare acido
ferulico, xilanasiche.

Determinando la quantita di zuccheri riducEhtche consente indirettamente di
valutare su substrati modello (xilano, pectina, doy), I'azione complessiva di
tutte le diverse attivita enzimatiche contenute petparati commerciali, €
possibile determinare I'entita dell'idrolisi  delle principali  strutture
polisaccaridiche vegetali ad opera degli enzimitsce

In particolare, il preparato enzimatico Fungamylp&u AX, prodotto di
fermentazioni dei microrganismAsergillus oryzaee Humicola insolens gia
utilizzato in processi di idrolisi della cruscagtanc®’ presenta elevate attivita
xilanasiche, amilasiche e pectinasiche, nonchéesteitasiche, adatte alla
disgregazione della matrice vegetale della biomasssame per il recupero di
acido ferulico.

Essendo le attivita enzimatiche influenzate dalepttalla temperatura del sistema
nel quale agiscono e necessario determinare gaalb $ valori ottimali di queste
due grandezze per gli enzimi che si sceglie diizadke nel processo di
bioraffinazione della crusca.

La crusca di grano in soluzione acquosa presentpHumaturale tra 5,0 e 5,4,
mentre altri scarti solidi, come per esempio neifecce il pH é piu acido intorno
al 3,8. Per questo in un’ottica piu ampia per aratttutti gli scarti agroindustriali
in un processo diiorefinerycome quello riportato in precedenza e bene vautar

il comportamento degli enzimi a questi valori di.pH
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2.Parte sperimentale

| grafici in figura 2.31 e 2.32, si riferisconoalleazione condotta su un substrato
modello di xilano allo 0,3% a pH 3,8 e a pH 5,0 isetse temperature per
verificare come la variazione di pH influenza ldoe#ta iniziale della reazione e

la concentrazione di zuccheri riducenti rilasciati.
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Figura 2.31. Rilascio di zuccheri riducenti in funzione del tmntrascorso dall'inizio della
reazione condotta con Fungamyl Super AX diluitdd0{ su un substrato di xilano allo 0,3% a pH
3,8.

-
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Figura 2.32. Rilascio di zuccheri riducenti in funzione del tmntrascorso dall'inizio della
reazione condotta con Fungamyl Super AX diluitdd0{ su un substrato di xilano allo 0,3% a pH
5,0.
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2.Parte sperimentale

Si nota innanzitutto che la quantita di xilosioastiato risulta a tutte le
temperature significativamente superiore a pH Bfetto a quella ottenuta a pH
3,8.

Le temperature migliori alle quali condurre la rieae sono 45°C nel caso di pH
3,8, e 55°C nel caso di pH 5,0; questi dati sonbniga con quanto riportato in
letteratura per xilanasi derivanti despergillus oriza€ e Humicola insolerf¥.
Per le prime gli autori riportano una temperatutarale tra 60 e 65 °C e un pH
tra 5,5 e 6,5. Per gli enzimi estratti Hamicola insolensnvece e stata trovata
una temperatura ottimale di 55-60°C e un pH di%-6,

L’equazione di Arrhenius ci consnte di calcolarenkrgia di attivazione della

reazione di idrolisi enzimatica attraverso la segeieelazione:

. :( X 1%
dove:
k = costante di velocita;

A = fattore pre-esponenziale;
— : D .
R = costante dei gasé—b),

T = temperatura (°K);

Ea = energia di attivazione (J).

E necessario quindi calcolare la velocita inizidéle reazioni enzimatiche alle

diverse temperature (Figura 2.33 e 2.34).
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Figura 2.33. Concentrazione di zuccheri riducenti rilasciati peimi minuti della reazione

enzimatica condotta su un substrato di xilano @/8% a pH 3,8 ed enzima diluito 1:1000.
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Figura 2.34. Concentrazione di zuccheri riducenti rilasciati peimi minuti della reazione

enzimatica condotta su un substrato di xilano @/8% a pH 5,0 ed enzima diluito 1:1000.

Interpolando ciascuna serie di dati si ottiene natta la cui pendenza corrisponde
alla velocita di reazione alle varie temperatujiivalori sono riassunti in tabella
2.6.

91



2.Parte sperimentale

Tabella 2.6.Velocita iniziali riscontrate alle diverse tempeat per i pH 3,8 e 5,0, relative alle

reazioni enzimatiche condotte su substrato di gilalip 0,3%ed enzima diluito 1:1000.

C>
0
;>
D>
44
;>
: >
4
D>
<)
;>

In generale si osserva un aumento della velocitaredizione variando la
temperatura da 30 a 65°C come previsto dall’equazidi Arrhenius mentre, a
70°C, la rapida diminuzione dell’attivita enzimatjca causa della ragionevole
disattivazione, rende difficile la corretta detemazione della velocita iniziale; in
particolare per la retta a 70°C a pH 3,8, l'intdaamne dei dati & stata eseguita
solo su due punti quindi il valore di velocita e ricavato non puo essere
considerato attendibile.

Una volta determinati gli effetti della temperatwsall’attivita enzimatica si é
tentato di capire quale fosse la stabilita delliera& alle sue temperature ottimali

di lavoro che sono risultate essere 40°C e 55%etivamente a pH 3,8 e a pH 5.
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2.Parte sperimentale

0

Figura 2.35. Diminuzione dell'attivita enzimatica espressa grntini di zuccheri riducenti
rilasciati in funzione del tempo di permanenza’deffima a 40 °C e pH 3,8 ed enzima diluito
1:1000.

44

Figura 2.36. Diminuzione dell'attivita enzimatica espressa &rntini di zuccheri riducenti
rilasciati in funzione del tempo di permanenza’deffima a 55 °C e pH 5,0 ed enzima diluito
1:1000.

Lo studio é stato condotto considerando come nifento la concentrazione di
zuccheri riducenti rilasciati appena la soluziongimatica e stata portata a 40°C
0 55°C, cioe quando l'attivita enzimatica & ancooenpleta (valore fissato come
100%). La quantita di zuccheri riducenti rilasciadlle prove effettuate a tempi

successivi € stata espressa come percentuale Idet waassimo iniziale. Si nota
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2.Parte sperimentale

che a 40 °C il tempo di mezza vita dell'enzima é&cidta 64 minuti. L'attivita
xilanasica si azzera dopo altrettanti minuti (Fay@r35).

A 55°C (Figura 2.36) il tempo di mezza vita e parBO minuti, quindi molto
inferiore al precedente, ma il successivo decremestilta meno rapido che a 40
°C. Tali dati sono confermati da quelli riportatia dE.-M. Dusterhoft e
collaboratori (1997), i quali hanno determinato clae xilanasi estratta da
Humicola Insolengla loro caratterizzata ha una perdita di attided 50% dopo
45 minuti a 60°¢.

Per il calcolo dell’energia di attivazione si sacunsiderate quindi le temperature
da 30 a 65°C per il pH 3,8 e quelle da 30 a 55éQIpH 5,0.

Dalle velocita iniziali ricavate alle diverse temgieire € possibile risalire alle
costanti cinetiche della reazione che dal complessoma-substrato porta alla
formazione del prodotto (stadio lento della reagienzimatica). L’equazione che
lega la velocita di reazione alla costante di Vitdoe:

B g

dove [ES] €& la concentrazione del complesso enszubatrato. Poiché la
concentrazione di enzima (1g/l) utilizzata nelleoye consente di essere a
saturazione con un substrato allo 0,3% (p/v), 6i gansiderare la concentrazione

del complesso uguale a quella iniziale di enzima.

ﬂ=-2>{ 0]

A questo punto, essendo note le velocita e la earecgone di enzima utilizzata,
e possibile calcolare le costanti di velocita dedazione condotta alle diverse
temperature.

E’ possibile poi calcolare I'energia di attivaziotnamite 'equazione di Arrhenius

scritta in forma logaritmica:

:(-”)(l

1 -
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2.Parte sperimentale

Essa corrisponde all’equazione di una retta cordeera (%) Si e quindi

riportato in grafico il logaritmo naturale delle stanti di velocita in funzione
dellinverso della temperatura (Figura 2.37 e Fagu®.3&rrore. L'origine

riferimento non é stata trovata).

+" 4+

Figura 2.37.Retta derivante dall’'equazione di Arrhenius perailcolo dell’energia di attivazione

della reazione condotta a pH 3,8 su xilano all@®el enzima diluito 1:1000.

y = 4747 X + 7,588
) S R2 = 0,990

+" o+

Figura 2.38. Retta derivante dall’equazione di Arrhenius perailcolo dell’energia di attivazione

della reazione condotta a pH 5,0 su xilano all&®el enzima diluito 1:1000.

Dalla pendenza delle rette ottenute interpolanddati, moltiplicando per la
costante dei gas (R), si ottiene:
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2.Parte sperimentale

Eat = 39,6 £ 2,3 kd/mol per la reazione a pH 3,8
Ear = 39,5 £ 2,4 kJ/mol per la reazione a pH 5,0

| valori di energia di attivazione calcolati risahio molto simili per entrambi i pH
e sono in linea con quanto riportato in letterataedbbene il calcolo relativo al pH
5,0 risulti approssimato in quanto effettuato sii se punti. M. Turkiewicz e
collaboratori (2000) riportano per due xilanasidsite una energia di attivazione
della reazione di idrolisi di 35,5 kJ/mol e 42,5rkdf. L. He et al. (1993)
confermano tali dati: infatti le xilanasi da lor@ratterizzate risultano avere
energie di attivazione di 35,3 kJ/mol e 42,7 kJ/mobltre, come il preparato
enzimatico studiato in questo lavoro, presentanottimo di pH intorno a 5,5 e
una temperatura ottimale di 50%C | valori di energia di attivazione della
reazione di idrolisi dello xilano catalizzata daziem sono nettamente inferiori a
quelli relativi all'idrolisi acida dello stesso sstbato. In letteratura e riportato
infatti che quest’ultima reazione ha una energiattivazione compresa tra 99.3—
130 kJ/mol per xilano contenuto nei residui debaorazione della canna da
zuccher8®

Alle temperature ottimali di lavoro individuate pedue diversi valori di pH, i
tempi di inattivazione dell’enzima risultano piuntghi del tempo al quale alle
stesse temperature, viene raggiunto il plateau. gid indicare che il cessato
rilascio di zuccheri non sia dovuto ad inattivazodel’enzima bensi ad una
inibizione da prodotto. In questo caso la separezitello xilosio dalla miscela di

reazione puo consentire all’enzima di reagire idterente.

Idrolisi enzimatica: caratterizzazione del prepaetizimatico Celluclast BG.

Il preparato enzimatico Celluclast BG (Novozyme),ca&ratterizzato da una
dichiarata attivita cellulasica e xilanasica, edtéenuto per fermentazione da
Trichoderma reesemicrorganismo per il quale sono noti in letteratu valori di

pH ottimali per la sua attivita xilanasica, chailiano essere compresi tra il 4,0 e

5,54
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2.Parte sperimentale

Anche in questo caso sono stati valutati i paranogtimali in termini di pH e
temperatura.

Per cio che riguarda il pH sono stati scelti sempadori 3,8 e 5,0.

In termini di temperatura, in figura 2.39 e 2.4@ngono riportati gli andamenti
relativi al rilascio di zuccheri riducenti nel tempad opera dell’enzima su di un
substrato modello costituito da una soluzione dkra allo 0,3% in acqua, a

diverse temperature e a pH 3,8 e 5,0 rispettivagent
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Figura 2.39. Rilascio di zuccheri riducenti in funzione del tmntrascorso dall'inizio della
reazione condotta con Fungamyl Super AX diluitdd0{ su un substrato di xilano allo 0,3% a pH
3,8.
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Figura 2.40. Rilascio di zuccheri riducenti in funzione del tmntrascorso dall'inizio della

reazione condotta con Fungamyl Super AX diluitddD su un substrato di xilano allo 0,3% a pH
5,0.
Gli andamenti in termini di concentrazioni di zuedhriducenti rilasciate in

soluzione sono del tutto analoghi.

Si osserva innanzitutto che per le prove condaiteirs temperatura di 70°C, si
ottengono rilasci complessivi di zuccheri riducentnore rispetto a tutte le altre
temperature gia dopo i primi due minuti di reazioneesto e probabilmente
dovuto al fatto che una temperatura cosi eleva#tivia molto velocemente la
capacita catalitica di Celluclast BG.

A pH 3,8, per ottenere il massimo rilascio di zwerchiducenti in soluzione la
temperatura di 55°C risulta essere quella ottimaientre a pH 5,0 i rilasci
maggiori si hanno per le temperature di 40 e 5%aC;rilasci inoltre tendono a
convergere come conseguenza di una progressivanuiione dell’attivita
enzimatica alla temperatura maggiore.

Da un punto di vista cinetico le velocita inizidlireazione di rilascio di zuccheri

riducenti risultano lineari nel tempo al di sot& d-5 minuti di reazione.

Figura 2.41. Concentrazione di zuccheri riducenti rilasciati peimi minuti della reazione

enzimatica condotta su un substrato di xilano @[8% a pH 3,8 ed enzima diluito 1:1000.
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Figura 2.42. Concentrazione di zuccheri riducenti rilasciati peimi minuti della reazione
enzimatica condotta su un substrato di xilano @[8% a pH 5,0 ed enzima diluito 1:1000.

Tabella 2.7.Velocita iniziali riscontrate alle diverse tempeat per i pH 3,8 e 5,0, relative alle

reazioni enzimatiche condotte su substrato di rilalfo 0,3%ed enzima diluito 1:1000.
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D>
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44

;>

In generale si osserva che le velocita inizialdededazioni sono maggiori a pH
5,0 rispetto a quelle a pH 3,8 ed aumentano propuaimente con I'aumento
della temperatura da 30 a 55°C (Tabella 2.7). lreeca temperatura di 70°C non
sono state considerate vista la rapida disattiv&zidell’enzima ad entrambe i
valori di pH considerati.
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Soltanto alla temperatura di 55°C si osservancelecita iniziali maggiori per i
pH 3,8 e 5,0: questo risultato € in linea con goiaiortato in letteratura per
temperature ottimali di lavoro dell’enzima in ques&™.

Ai fini del processo di bioraffinazione & importanterificare per quanto tempo

I'enzima risulta stabile alla temperatura di lavoro

120 120
100 100 ¢
0 S T
< go ¢ 5 80 —*
? @ ¢
S T 60 -
S S £
g _ s
G 40 5 S 40
R , N
o
o\o 20 E Y > 20
..‘
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0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25

Tempo (ore) Tempo (ore) .

Figura 2.43. Attivita enzimatica espressa in termini di zucehietucenti rilasciati in funzione del

tempo di permanenza dell’'enzima a pH 3,8 a 40 J@ &b°C (b) ed enzima diluito 1:1000.

La stabilita dell’enzima e inferiore a pH 3,8 ini dutempo di mezza risulta di
circa 12 ore rispetto a quella a pH 5,0 che rispitastabile mostrando un tempo
di mezza vita di almeno 24 ore (Figura 2.43). KRG la stabilita dell’enzima
diminuisce drasticamente risultando piu instabifgHa5,0, nonostante sia il valore
di pH ottimale per l'attivita enzimatica specifica.
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Figura 2.44. Attivita enzimatica espressa in termini di zucehitucenti rilasciati in funzione del

tempo di permanenza dell’enzima a pH 5,0 a 40 y@ &b°C (b) ed enzima diluito 1:1000.

| dati di stabilita ricavati sono in grado di spieg anche quanto osservato nelle
prove cinetiche di rilascio degli zuccheri ridudemvarie temperature a pH 5,0. |
comportamenti anomali del rilascio degli zucch&tucenti a 55°C sono quindi
giustificabili, infatti la Figura 2.40 mostra unresto dell’attivita enzimatica a pH
5,0 proprio intorno a 9-10 minuti, coerentement@ dotempo di mezza vita
dell’'enzima stesso in quelle condizioni (Figura 4£.8); cosi come il calo
osservato a pH 3,8 (Figura 2.39) risulta coeremte it tempo di mezza vita
dell’enzima in queste condizioni.

Dalle velocita iniziali di reazione calcolate aliéverse temperature € possibile
risalire alle costanti cinetiche della reazione daé complesso enzima-substrato
porta alla formazione del prodotto (stadio lentladeeazione enzimatica) come

descritto per Fungamyl SuperAX, e da queste risalifenergia di attivazione.
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Figura 2.45. Retta derivante dall’equazione di Arrhenius peagailcolo dell’energia di attivazione

della reazione condotta a pH 3,8 su xilano all&®el enzima diluito 1:1000.
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Figura 2.46. Retta derivante dall’'equazione di Arrhenius perailcolo dell’energia di attivazione

della reazione condotta a pH 5,0 su xilano all&®el enzima diluito 1:1000.

Dalle pendenze delle rette ottenute interpolandtati, e moltiplicando per la
costante dei gas (R), si ottiene:

Ear = 28,3 £ 1,7 kJ/mol per la reazione a pH 3,8
Ear = 44,8 £ 2,7 kJ/mol per la reazione a pH 5,0
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| valori ottenuti in termini di energia di attivarie sono in linea con quelli

&8284¢ gia riscontrata

generalmente riscontrati per reazioni di catalizimatic
con Fungamyl super AX, sebbene il calcolo ad ertiemvalori di pH risulti
limitato dal fatto che é stato effettuato su s@igunti.

| dati di stabilita termica sono solo in apparemzaontraddizione con quanto
ottenuto per quanto riguarda I'attivita del prepara diversi pH. A pH 3,8,
I'enzima mostrava la piu alta efficienza in termdhiattivita ad alte temperature,
in queste condizioni € perd anche meno stabile mdguwiu facilmente

denaturabile.

Separazione cromatografica.

Una volta idrolizzata la crusca di grano si ha ramente a che fare con uno
scarto passato allo stato liquido, per il quale Ilserprestano i processi di
separazione cromatografica con resina polimericke ib recupero dell’acido

ferulico, fenolo largamente presente nella crudGe componente una volta
idrolizzata enzimaticamente la crusca con prepachtattivita xilanasica si trova
ora presente in forma biodisponibile in soluzionguosa.

In tabella 2.8, vengono riportate le caratterisgticthimiche dell'idrolizzato di

crusca di grano in termini di contenuto di fenotliearboidrati.

Tabella 2.8.Caratteristiche chimiche del bioliquefatto di craisk grano.

Recupero di acido ferulico dall'idrolizzato di coas

Per la purificazione cromatografica dell'idrolizaadi crusca sono state utilizzate
le matrici adsorbenti polimeriche descritte nelgggafo precedente relativo alla

valorizzazione delle acque di vegetazione delleeoli
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In questo caso visto I'elevato rapporto zucchempfe i processi di adsorbimento
e successivo desorbimento vengono discussi andeenini di zucccheri totali e

riducenti.

71( w5 m'5? 28 w28 2(8 2(8

Figura 2.47. Rese percentuali del processo di adsorbimentdapieazione fenolica, relative alle
diverse tipologie di adsorbente utilizzato, in fiome della quantita di adsorbente. Concentrazione
adsorbente in fase di adsorbimento pari al 30%0ordérento condotto a 80°C per 1h, con una

concentrazione di adsorbente pari al 6%.

In termini di rese percentuali nel processo di daiseento relativamente al

contenuto fenolico dellidrolizzato di crusca, e spibile osservare come la
frazione fenolica contenuta in questa tipologia stiarto dia dei buoni

adsorbimenti su queste matrici gia a concentrazioaidsorbente pari al 20%: si
ottengo infatti recuperi pari al 60% circa, a confa che le matrici scelte hanno
comungue una buona affinita per le componenti dstptipo.

L'acido ferulico ha una pKa pari a 458per cui al pH dell'idrolizzato di crusca
che é pari a 5,0-5,4, si trova in soluzione in fardissociata; nell'idrolizzato

abbiamo anche monomeri, oligomeri e polimeri del&#ene di zuccheri che

compongono la matrice vegetale di crusca, che a@uoentrato in precedenza per
le acque di vegetazione hanno una loro influenzeeimini di adsorbimento in

particolare se la matrice polimerica ha caratteseadmbiatore anionico.

Anche in questo caso sembra che gli adsorbentirglicati al recupero delle

componenti fenoliche presenti nell’idrolizzato dusca siano quelle a carattere
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neutro dal momento che a parita di concentraziomeatrice adsorbente rendono
adsorbimenti percentuali maggiori rispetto a quisicontrati per gli adsorbenti a
carattere anionico sia forte che debole.

Le frazioni fenoliche presenti nellidrolizzato ematico di crusca risultano
inoltre essere piu affini rispetto a quelle contemelle acque di vegetazione delle
olive all'adsorbente a scambio ionico Amberlite XAB1. In questo caso, infatti,
si ottengono rese percentuali di adsorbimento supeal’'80% gia con una
concentrazione di matrice adsorbente pari al 30%ggiori concentrazioni non
portano a significativi aumenti nelle rese di pissxe probabilmente perché si crea
una situazione di saturazione della matrice.

Con le matrici adsorbenti Amberlite FPX 66, AmberlKAD 4 e Amberlite XAD
16, si riescono ad ottenere rese quantitative immite di adsorbimento
aumentando la concentrazione di adsorbente inisokeZino al 50%; di fatto tali
matrici risultano chimicamente in termini di sturet polimerica che le costituisce
molto simili, e si differenziano solo per le loraratteristiche fisiche (Tabella 2.2).
Tali grandezze perd0 non sembrano dare signficatifferenze per quanto
riguarda l'adsorbimento delle componenti fenoliatentenute nella crusca di
grano. Anche l'adsorbente Amberlite XAD 1180, preae caratteristiche
chimiche analoghe, ma ha una minore area supéefidepetto alle altre matrici
adsorbenti a carattere neutro, questo puo ragiémevibe spiegare il motivo delle
basse rese percentuali di adsorbimento risconpeatéale adsorbente. A conferma
di quanto appena descritto si puo osservare coseapdo da una concentrazione
di matrice del 40% ad una del 50% non si hanno atimggnificativi di
adsorbimento percentuale. Sebbene gli scambiatcarattere anionico mostrino
le performances peggiori, aumentando la concepoimazidi adsorbente in

soluzione, si riscontra un aumento di rese di diswnto percentuale.
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Figura 2.48. Rese percentuali del processo di adsorbiment@rimihi di zuccheri totali (a) e
riducenti (b) relative alle diverse tipologie disadbente utilizzato, in funzione della quantita di
adsorbente. Concentrazione adsorbente in fase shrkidhento pari al 30%, desorbimento

condotto a 80°C per 1h, con una concentraziondstirbente pari al 6%.

Le matrici adsorbenti a scambio anionico risultamere una buona affinita anche
nei confronti dei carboidrati (Figura 2.48). Maswal. hanno dimostrato come
sia possibile effettuare una separazione cromdiogradi monosaccaridi,

disaccaridi e oligosaccaridi utilizzando colonnepaocate con fasi stazionarie
costituite da polimeri tra cui stirene-divinilbemse funzionalizzate con gruppi
metilamminicf’, trimetilamminic?®®® Tali separazioni coinvolgono i gruppi

amminici presenti sugli scambiatori anionici, edyruppi idrossilici i quali si
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ritrovano al pH dell’idrolizzato di crusca in fornrman dissociata dal momento che
presentano valori di pKa 1227889

Per quanto riguarda le matrici a carattere neuisaltano anch’esse dare buoni
adsorbimenti delle componenti saccaridi presentlidrelizzato di crusca,
sebbene, in letteratura, tali adsorbenti non veoagamdicati come adatti
all'adsorbimento di tali molecole, quanto piuttosper concentrarle nella
soluzione acquosa esausta dopo il processo di tEoeETtd®?t |l
comportamento osservato puo essere spiegato atsoii@amento di componenti
fenoliche ancora legate a monomeri o catene saiciagi’, che quindi non sono
realmente impegnate in interazioni con la matridsogbente, ma che vengono
comunque allontanate con il processo di adsorbiment

Anche nel caso della matrice adsorbente a caratirieo Amberlite XAD 761,
per la quale si osservano buone percentuali dirbiofsento, € possibile fare la
stessa ipotesi: tale adsorbente infatti possiedestruttura di tipo aromatico in
grado di dare interazioni di tipo con le molecole delle componenti fenoliche,
che possono ancora essere in parte legate a contpsaecaridiche.

| risultati relativi al processo di desorbimentmsaiportati nei grafici successivi.

T

talo- tla T fan | e |

’ .
71( m'5( m'5? 28 w28 2(8 2(8

Figura 2.49. Rese percentuali del processo di desorbimentdapiazione fenolica, relative alle
diverse tipologie di adsorbente utilizzato, in fiome della quantita di adsorbente. Concentrazione
adsorbente in fase di adsorbimento pari al 30%0ordérento condotto a 80°C per 1h, con una

concentrazione di adsorbente pari al 6%.
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Se in termini di adsorbimento il processo per lenponente fenolica contenuta
nell’idrolizzato di crusca era favorito, lo steseon puo essere detto per il
processo di desorbimento per il quale si raggiusg®assimo un recupero dalla
matrice adsorbente pari al 31% circa e solo con éiite XAD 1180. | bassi
desorbimenti di tali componenti sono accompagnatha da bassi desorbimenti
dei carboidrati sia in termini di zuccheri totalk $n termini di zuccheri riducenti
(Figura 2.50 a e b).
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Figura 2.50. Rese percentuali del processo di adsorbiment@rimihi di zuccheri totali (a) e

riducenti (b) relative alle diverse tipologie disadbente utilizzato, in funzione della quantita di
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adsorbente. Concentrazione adsorbente in fase sbrizichento pari al 30%, desorbimento

condotto a 80°C per 1h, con una concentraziondstirbente pari al 6%.

Tali andamenti sono probabilmente dovuti alla scelella miscela estraente
costituita da una parte di acqua e una di etanoldoa per gli adsorbenti a
carattere neutro e ionico, in presenza di questiolinfatti i carboidrati tendono a
precipitare sulle matrici adsorbenti neutre, renlbedifficile anche il recupero
delle frazioni fenolich¥. Inoltre, sempre per quanto riguarda il desorbimetei
carboidrati, per le resine a scambio anionichesplVente ideale per rompere le
interazioni di tipo ionico che si vengono a cre@eei siti attivi amminici presenti

~

sulla matrice adsorbente ed i gruppi ossidrilici sarboidrati, € costituito da

H7888% in modo da

soluzioni a carattere fortemente basico, solitamedaO
arrivare a condizioni di pH maggiori della pKa degluccheri rendendoli
completamente o parzialmente ionizzati.

Visti i risultati ottenuti, si puo ragionevolmerafermare che introdurre uno step
di ultra e nano filtrazione che trattengano le congnti saccaridiche nel batch di
reazione permettendo solo l'uscita delle componfamtoliche con il permeato,
diventa strategico al fine di un valido processdidraffinazione della crusca di

grano.

Separazione con filtrazione a membrana.

Mentre nei processi di bioraffinazione di scartjuidi le unita di filtrazione a
membrana come [l'ultrafiltrazione e I'osmosi inversano fondamentali se si
vuole recuperare in parte I'acqua del processoyttivd che ha prodotto lo scarto
e se si vuole riuscire a recuperare tramite resiseambio, una quantita maggiore
della frazione fenolica recuperabile dalla biomased caso degli scarti di tipo
solido, unita di ultra e nano filtrazione possorvedtare fondamentali, al fine di
migliorare la capacita catalitica del biocatalizzat allontanando in continuo i

prodotti di reazione che possono comportarsi paddinaibitori.

Stima delle dimensioni molecolari di preparati emiici.

| preparati enzimatici commerciali come Fungamyp&uAX e Celluclast Bg i

quali sono caratterizzati da diverse attivita cattasiche, sono di facile utilizzo
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ed hanno costi relativamente bassi che li rendod@ttiaad un processo di
bioraffinazione di scarti agroindustriali di tip@lglo come la crusca di grano.
Essendo [lattivita xilanasica inibita dai prodotli reazione, € necessario
allontanarli dal batch di reazione tramite unitdilthazione a membrana, con tagli
molecolari che pero permettano di trattenere l'exazial fine di permettergli di
continuare a lavorare su catene non disgregateedéssario quindi conoscere
quali siano le dimensioni molecolari degli enzintilizzati nei processi di
bioraffinazione, essendo essi preparati enzimatie contengono “miscele” di
attivita diverse, e difficle conoscerne a prio Idimensioni molecolari.
Consultando il database BRENEYA & possibile avere una prima indicazione:
vengono infatti riportate per le carboidrasi demr@sse tagli molecolari superiori ai
30 KDa perAspergillus oryzae Humicola insolense dimensioni di circa 21 KDa
per 'endo-1,4-xilanasi estratte achoderma reesei.

Lavorando in un intervallo di dimensioni di taglohacolari trai 5 KDa ed i 0,2
micron, e possibile determinare quale membranacessaria al fine di trattenere
all'interno del batch di reazione enzimi come Funghsuper AX e Celluclast
BG.

Gli enzimi devono essere testati singolarmente roholaa determinare sul
retentato la quantita di zuccheri riducenti rilasicutilizzando una soluzione di
xilano come sistema modello facendo avvenire lziog@ enzimatica. In questo
modo € possibile valutare, se il passaggio attsavés membrana causa una
diminuzione di attivita per perdita o disattivaziodell’enzima. La stessa prova
viene fatta utilizzando un’aliquota di permeato. Questa si esegue anche la
determinazione delle proteine totali, tramite sagdji Bradford per verificare se
una eventuale mancanza di attivita € dovuta a#iass dell’enzima nel permeato
o alla sua inattivazione.

Da queste prove e risultato che la membrana diotagblecolare 5 KDa € in
grado di trattenere il preparato enzimatico Funga®uper AX, e quella a 20 nm
trattiene il preparato Celleclast BG: per entramifatti si € visto che ai tagli
molecolari indicati, l'attivita xilanasica della Isaione all'interno del serbatoio
resta costante mentre & assente nel permeato,ndovei riscontra nemmeno la

presenza di proteine.
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Stima delle dimensioni molecolari del substrato.

Vista la composizione della matrice vegetale discauricca in arabinoxilani, al
fine di determinare la porosita adatta a trattefet®@omassa all’interno dell’'unita
di filtrazione per ottenere una sua completa di@gene, si puo operare
utilizzando un sistema modello di xilano.

La filtrazione viene condotta quindi su di una godme acquosa di xilano all'1%
p/V; prima di iniziare il processo, € necessaritedainare la quantita di zuccheri
riducenti prima e dopo reazione enzimatica corr@pprato Funganyl Super AX;
prima per determinare se eventualmente sono preg@nin partenza zuccheri
semplici, e dopo per avere un valore iniziale dicheri riducenti ottenibili con
I'idrolisi enzimatica.

Il permeato viene raccolto in continuo per la deieazione degli zuccheri
riducenti sempre prima e dopo reazione enzimatmana per verificare |l
passaggio di substrato nel permeato e dopo, int@uesso, come verifica
dell’'effettiva assenza di substrato. Nel caso dicemtrazioni di zuccheri riducenti
inferiori al limite di rilevabilita del metodo puéssere, quindi, strategico, al fine
di verificare il passaggio anche di poche catenlesgararidiche nel permeato,
sfruttare I'idrolisi enzimatica dei polisaccaridne comporta un aumento degli
zuccheri riducenti in soluzione.

Si determinano anche i pesi secchi dei campiopiedneato prelevato di volta in
volta dal sistema di filtrazione a membrana. Talovi sono interessanti dal
momento che un rapporto tra la concentrazione chtzeri riducenti e pesi secchi
ci permette di ottenere un’indicazione sulla quanti catene polisaccaridiche
presenti nel permeato: piu il rapporto tra con@aitme di zuccheri riducenti e
peso secco e alto, maggiore e la quantita di catetisaccaridiche permeate. I
reciproco, e cioé il rapporto tra pesi secchi eceotrazione di zuccheri riducenti
in soluzione ci permette di avere una stima debp®eslecolare medio di tali
catene: la concentrazione di zuccheri riducentitine una stima del numero di
catene polimeriche in quanto ciascun polisaccar&mina con uno zucchero
riducente. Dividendo quindi il peso secco per lacamtrazione di zuccheri
riducenti, cioé per il numero di terminali di catersi pud ottenere una prima

stima del peso di ogni polisaccaride.
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Figura 2.51. Rapporto tra concentrazione di zuccheri riducentieso secco relativi a ciascuna

frazione di substrato permeato.

Gia a tagli molecolari di 20 nm si riscontra unarfuscita di substrato nel
permeato, con un aumento del peso secco e delleectazione di zuccheri
riducenti.

Considerando il reciproco dei valori riportati ilgdra 2.51, otteniamo come
descritto in precedenza una stima del peso molecaledio delle diverse catene
di substrato (Tabella 2.9).

Tabella 2.9. Rapporti tra peso secco e concentrazione di zucddecenti relativi a ciascuna

frazione di substrato permeato.
& L 3 * * %
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| dati sopra riportati indicano che le catene pmcaridiche permeate dalle
membrane a 20 nm e 0,2 micron hanno pesi molecsiard, mentre quelle di

dimensioni maggiori hanno un peso inferiore.

Frazionamento dei prodotti derivanti dall’'idrolidi un substrato di xilano con

diversi preparati enzimatici: Fungamyl Super AXdlclast BG.

Una volta avvenuta la reazione all'interno del battidrolisi enzimatica, é
necessario allontanare i prodotti di reazione eatiga per non avere inibizione
del preparato enzimatico necessario alla disgregazilella matrice vegetale che
costituisce la biomassa solida da bioraffinare. enm questo caso avendo a che
fare con una matrice eterogenea, ed un altrettatémgeneo pool di attivita
enziamatica, e impossibile sapere a priori le dsrn dei prodotti di reazione,
dal momento che i preparati enzimatici possonoeagirolizzando le molecole
esterne alle catene polisaccaridiche (attivita ,escdndando a rompere legami
interni alle catene polisaccaridiche (attivita endo

E possibile avere a priori un’idea delle dimensiomblecolari dei prodotti di
reazione, lavorando su di un sistema modello coongilano che ben ricalca
guelle che sono le strutture preponderanti nellaaa di grano, facendolo reagire
singolarmente con i preparati enzimatici fin qunsiderati, nelle condizioni di
reazione ottimali stabilite in precedenza, ed uhiicendo nell’unita di filtrazione a

membrana un sistema gia idrolizzato previa denaioma dell’enzima.
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Figura 2.52. Rapporto tra concentrazione di zuccheri riducentieso secco relativi a ciascuna
frazione di prodotto ottenuto dall’azione enzimatidi Fungamyl Super AX diluito 1:1000 su

substrato xilano allo 0,3%, permeato a diversii taglecolari.

Il grafico di Figura 2.52, mostra 'andamento dgbporto tra zuccheri riducenti e
peso secco ottenuti facendo reagire il substratdettmdi xilano con il preparato
enzimatico Fungamyl Super AX: si nota subito chea@ggior numero di catene
polisaccaridiche permea gia con membrane a taglecotari di 1 e 5 KDa.

L'utilizzo di membrane a dimensioni superiori nomnsente di frazionare
ulteriormente il substrato. Confrontando questiltati con quelli riportati per il

substrato non idrolizzato (Figura 2.51), si ossema diversa distribuzione delle
dimensioni molecolari, ridotte a seguito della reag enzimatica. Lo xilano non
idrolizzato trattato con membrane filtranti dailtagolecolari pari a 1 e 5 KDa
non mostra la presenza di zuccheri riducenti neinpato. Inoltre si osserva un
significativo aumento dei rapporti tra concentragai zuccheri riducenti e pesi
secchi (prima del trattamento enzimatico: 0,002m405; dopo: 0,1-0,2). Cio
indica che l'idrolisi ha ridotto le dimensioni dell catene e aumentato

considerevolmente il loro numero.
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Tabella 2.10.Rapporto tra peso secco e concentrazione di zticgtecenti relativi a ciascuna
frazione di prodotto ottenuto dall'azione enzimatidi Fungamyl Super AX diluito 1:1000 su

substrato xilano allo 0,3%, permeato a diversii taglecolari.

3
&‘
P
+ 1
41
)
)~

Il rapporto tra peso secco e concentrazione ditmrcaiducenti conferma la
diminuzione delle dimensioni molecolari. | pesi emlari medi (Tabella 2.10)
sono molto piu bassi rispetto a quelli del substrain idrolizzato (circa 227 —
500).
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Figura 2.53. Rapporto tra concentrazione di zuccheri riducerpieso secco relativi a ciascuna
frazione di prodotto ottenuto dall’azione enzimatidi Celluclast BG diluito 1:1000 su substrato

xilano allo 0,3%, permeato a diversi tagli molecila
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Il Celluclast BG opera sul substrato andando arredie catene di xilano tanto che
si rileva la presenza di zuccheri riducenti neinpeati raccolti anche con
membrane di porosita pari a 1 e 5 KDa (Figura 2.53)

Utilizzando quindi una membrana a 5 KDa e possibdéenere selettivamente lo
xilano eventualmente non reagito ed entrambe dgingnFungamyl Super AX e
Celluclast BG all'interno del sistema di ultrafdzione ai fini di protrarre piu a
lungo la reazione enzimatica, allontanando conteanmamente i prodotti di
reazione.

Confrontando poi i valori dei rapporti tra concezione di zuccheri riducenti e
peso secco ottenuti per i prodotti, con quellivatain precedenza per il substrato,
si osserva anche in questo caso un aumento dirdpleorto: in assenza del
trattamento enzimatico si ha un rapporto pari 82260,0023, mentre in presenza
tale rapporto si attesta a valori di 0,31-0,38. Cainferma che I'enzima opera
un’idrolisi che porta alla riduzione delle dimensiodelle catene di xilano
aumentandone considerevolmente il loro numero luzgme.

Passando al reciproco di tale rapporto, si otteagoisultati di Tabella 2.11.

| pesi medi dopo l'idrolisi enzimatica del CellustaBG per tutte le membrana
considerate non mostrano significative differermma,risultano inferiori rispetto a
quelli determinati nel caso di xilano non tratt@ozimaticamente, ad ulteriore
conferma che anche il preparato Celluclast BG leaip la sua attivita catalitica

xilanasica sullo xilano.

Tabella 2.11.Rapporto tra peso secco e concentrazione di zucgtiacenti relativi a ciascuna
frazione di prodotto ottenuto dall’azione enzimatidi Fungamyl Super AX diluito 1:1000 su

substrato xilano allo 0,3%, permeato a diversii taglecolari.
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| valori relativi al rapporto tra concentrazione aliccheri riducenti rilasciati e
peso secco ottenuti con il preparato enzimaticaygoyl Super AX, sono circa la
meta di quelli che si ricavano con Celluclast B&(iFe 2.52 e 2.53). Questo ci
permette di dire che quest’ultimo preparato coresenbttenere catene piu lunghe
rispetto al precedente. Si potrebbe quindi ipotezehe Fungamyl Super AX
agisca maggiormente come una endoxilanasi, mdn@elluclast BG ha attivita
di tipo esoxilanasiche.

Considerando invece linverso del rapporto tra ewmi@azione di zuccheri
riducenti e pesi secchi per una la stima dei peseoolari separati con le diverse
membrane, si osserva, che I'azione enzimatica dg&unyl Super AX permette di
ottenere pesi medi delle catene polisaccaridichepcesi tra 6,6 e 7,7, circa il
doppio rispetto a quanto ottenuto con Celluclast 8@fermando il fatto che con
Fungamyl Super AX si riescono ad ottenere catetisgocaridiche di maggiore
lunghezza.

In figura 2.54 vengono riportati i risultati rehatiall’utilizzo di entrambe i
preparati unendo quindi le attivita endo ed esosi$ache. | due preparati
enzimatici sono stati utilizzati ad una concentragi pari alla meta delle prove

precedenti.
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Figura 2.54. Rapporto tra concentrazione di zuccheri riducerpieso secco relativi a ciascuna
frazione di prodotto ottenuto dall’azione enzimatidi Celluclast BG e Fungamyl Super AX

entrambi diluiti 1:2000 su substrato xilano all@%, permeato a diversi tagli molecolari.
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Dai risultati ottenuti sembra che | due enzimi naworino in maniera sinergica,
aumentando I'attivita enzimatica complessiva immier di rilascio di zuccheri
riducenti, ma semplicemente sommando le loro &tieso e endoxilanasica. Alle
concentrazioni di enzimi utilizzate si é arrivatiridasciare in soluzione una
quantita di zuccheri riducenti pari alla meta cidslla somma delle quantita di
zuccheri riducenti rilasciati nei casi precedenticui gli enzimi venivano fatti
lavorare singolarmente ad una concentrazione dofgjainoltre, interessante
notare che questi dati sembrano suggerire che ngiano particolari fenomeni di
inibizione sulle attivita enzimatiche di un pregarén presenza dei prodotti di
reazione dell’altro.

In Tabella 2.12 vengono riportati i risultati rélatalla distribuzione dei pesi
molecolari separati con le diverse membrane, irscasserva che in presenza dei
due enzimi si ottengono catene polisaccaridiche cpesi molecolari medi
intermedi a quelli che si ottengono utilizzandogsilarmente i due enzimi,
confermando lipotesi di una somma di attivita enndi una sinergia tra i
preparati, attivita comunque non inibitoria dei gwti di reazione di un enzima

sull’altro.

Tabella 2.12.Rapporto tra peso secco e concentrazione di zucgtiacenti relativi a ciascuna
frazione di prodotto ottenuto dall’azione enzimatidi Celluclast BG e Fungamyl Super AX

entrambi diluiti 1:2000 su substrato xilano all@%, permeato a diversi tagli molecolari.

118



2.Parte sperimentale

Valutazione dei parametri di ultrafiltrazione.

E chiaro che per separare i prodotti dal batchedzione per evitare da un lato
I'inibizione delle carboidrati e dall’altro per nggerare molecole di acido ferulico
e diferulati che derivano dalla disgregazione delédrice vegetale di crusca presa
come esempio di biomassa solida, si deve operaregime di nano filtrazione
con membrane filtranti che riescano ad eseguirk maglecolari dell'ordine dei
1000 Da; con tali dimensioni si € sicuri, grazie dati fin qui raccolti, di
mantenere all'interno del sistema catene di xilaowo ancora disgregate ed il pool
di attivita enzimatiche necessarie.

Al fine di ottimizzare I'operativitd di un sistendi ultra e nano filtrazione, e
necessario andare ad agire su parametri quakelteiva del flusso di substrato ed
enzima che ricircolano all'interno del sistema,aecbsiddetta pressione tran-
smembrana (TMPTrans-Membrane Pressureche rappresenta la differenza di
pressione applicata a monte e a valle dell’'unitéafite per ottenere il passaggio
di flusso. Valori diversi di TMP, permetteranno ticuperare pit 0 meno
velocemente il permeato, cioe il liquido che passaverso la membrana filtrante
nel quale si ritrovano componenti di interesse adotti di inibizione; maggiore
dell’enzima, maggiore sara la possibilita di prgjame la capacita di conversione

catalitica al fine di disgregare le matrici vegetal
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valvola di uscita del  valvola di regolazione della
permeato pressione transmembrana
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Figura 2.55.Descrizione dell'impianto di ultra e nano filtran® Modello MEMBRALOX XLab3
(Pall).

Operando su di un sistema modello di xilidrolizzatocon le xilanasi contenu
nei preparati enzimatici Fungamyl Suoer AX e Cédat BG su di un impiant
analogoa quello riportato in figura mantenendo fissa ldoea di ricircolo e

variando la TMP, si sono ottenulti i risultati ripatr nei grafici seguen
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Figura 2.56. Variazione del flusso di permeato in funzione delume di permeato, a diverse
TMP e diverse velocita: 60 I/h (a), 120 I/h (b)&801/h (c).
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Dai grafici sopra riportati, si osserva un andamesmtalogo a tutte le velocita
considerate: minore e la TMP, cioé la forza ch@eieonferita al sistema al fine
di far permeare il liquido attraverso la membraitteahte, minore e il flusso di
permeato che viene raccolto. Per tutte le velaitaggiunge un valore di flusso
minimo pari a circa 0,10 ml/min che per basse TM@ raggiunto gia dopo aver
raccolto soli 45 ml di permeato. Un aumento di TMRyece permette di
raggiungere tale valore dopo aver allontanato térma dai 120 ai 160 ml si
permeato.

Andando a confrontare tra di loro le diverse vebycsi nota che alla velocita di
ricircolo piu bassa, (velocita = 60 I/h), abbianme filussi iniziali piu bassi rispetto
agli altri casi, addirittura nel caso della TMP piig, tale valore e circa la meta di
quello che si ottiene per la velocita 120 I/h. Wmportamento di questo tipo e
dovuto al fatto che nonostante ci sia un’alta TN#éPyelocita con cui viene fatto
circolare il liquido all'interno del sistema e tqop bassa per far fuoriuscire il
permeato velocemente dal batch di reazione.

Aumentando pero la velocita da 120 a 180 I/h, nohasun ulteriore aumento
bensi il flusso tende a diminuire, in questo cas@ié essendo la velocita molto
alta, il liquido non rimane abbastanza tempo aattmicon la membrana filtrante
causando una diminuzione di flusso di permeatcaita dal sistema.

E importante valutare anche il tempo in cui si fagge un determinato flusso, in
particolare il valore di flusso minimo che divert@tico dal punto di vista del
processo di bioraffinazione dal momento che il prafp enzimatico scelto
comincera a rimanere per piu tempo a contatto ossipili prodotti di inibizione

e quindi diminuira la sua capacita catalitica doldsi del substrato.
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2.Parte sperimentale

Tabella 2.13.tempi e volumi di pereato a cui si arriva al valdidlusso minimo, per le diverse

velocita e TMP impostate.

A velocita piu bassa, il valore di flusso minimsaontrato nelle prove eseguite,
viene raggiunto prima a TMP basse: conferendo tinfat sistema minore
differenza di pressione per far confluire il liqaidra i pori della membrana
filtrante, abbiamo una fuoriuscita di permeato [@ata e quindi fin dai primi
minuti si ha una caduta di flusso ad una valoreimmn Aumentando la TMP del
doppio, tale valore viene raggiunto in tempi piindbi permettendo anche di
raccogliere dal sistema un volume maggiore di patmédumentandola invece di
tre volte, il sistema tende a raggiungere il flusgnimo in tempi piu brevi, come
se forzando maggiormente il liquido sulla membranacreasse una sorta di
intasamento della stessa.

A velocita di ricircolo pari a 120 I/h, abbiamo soe sempre un aumento del
tempo di raggiungimento del flusso minimo e deluwoé di permeato raccolto,
che addirittura alla TMP maggiore é pari a 5 vajteello raccolto a TMP piu
bassa.

Nel caso della velocita 180 I/h, come per la védo&0 I/h, aumentando da 0,75
bar a 1,00 bar la TMP, viene raggiunto prima isfla di lavoro minimo, mentre
tale valore viene raggiunto dopo per TMP ancoraghié permettendo anche di
recuperare piu permeato. Questi risultati sembbenebdescrivere un fenomeno

in cui un aumento di pressione tende a dare unalaizintasamento della
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2.Parte sperimentale

membrana per poi liberare i pori in una fase swgieasconferendo ancora piu
forza al sistema.

In letteratura sono riportati numerosi lavori, cpeevedono in particolare
I'utilizzo di sistemi di ultrafiltrazione piuttostache nano filtrazione per la
purificazione di liquidi pil 0 meno eterogenei Biacampo alimentar&**° che
nor®, in cui si ovvia al problema dellintasamento ailfog della membrana
filtrante utilizzando un sistema detto backpulse.

Durante la filtrazione, particelle di soluto possacandare ad accumularsi sulla
superficie della membrana ostruendone i pori, irepdd al permeato di
fuoriuscire dal sistema. Il backputéeconsiste nel generare una contropressione
dall’'esterno verso l'interno della membrana, in makh provocare un riflusso di
permeato all’interno dei pori tale da rimuovere particelle che bloccano la
membrana le quali rientrano nel flusso normalereientatd’. Tutto cid permette

al flusso di ritornare a valori prossimi o coinaitiea quelli di inizio filtrazione.
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Figura 2.57. Esempio dellandamento del flusso in funzione ddlumne di permeato in presenza
ed in assenza di backpulse.

Di seguito vengono riportati i risultati ottenuterpdiverse prove in cui € stato

introdotto il sistema di backpulse della duratiZdisecondi ogni 20 secondi di
tempo.
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Figura 2.58. Andamento del flusso in funzione del volume €limpeato a TMP paria 1,4 bar e a

velocita 80 I/h (a) e 180 I/h (b) in presenza edsrenza di backpulse.

Da quanto ottenuto, né a basse né ad alte veldaiti@duzione del sistema di
backpulse apporta un miglioramento nell’entitalds$o che si raggiunge con il
sistemo modello utilizzato costituito da una sadmz di xilano idrolizzato dai
preparati enzimatici Fungamyl super AX e CellucBgte la membrana da 1000
Da. Addirittura in fase iniziale, si ha una dimimrze del flusso dovuta al fatto
che il backpulse comporta un richiamo di permeawse linterno della
membrana.

Aumentando la TMP, i risultati non cambiano, sia |[gebasse che per le alte

velocita.
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Figura 2.59. Andamento del flusso in funzione del volume dirpeato a TMP pari a 1,8 bar e a
velocita 80 I/h (a) e 180 I/h (b), a TMP pari a B& a velocita 80 I/h (c) e 180 I/h (d), a TMP 2,2

bar e a velocita 180 I/h in presenza ed in assénzackpulse.
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Nemmeno un aumento della durata del backpulse eahanidamento del flusso
che tende sempre a diminuire e ad arrivare ad lorevaostante di circa 0,10
ml/min. In quest'ultimo caso, avendo il backpulseaudurata maggiore, la
diminuzione del flusso a parita di volume racc@tancora piu evidente.

Gli andamenti riportati relativi ai dati ottenutn ipresenza ed in assenza del
sistema di backpulsing, sono da imputarsi al felt® tale sistema, risulta efficacie
per sistemi eterogenei per i quali bastano tagllecwari superiori ai 20000
Da”*%4%% g fine di purificare il liquido in esame.

Essendo in presenza di un sistema, xilano-enziodepti di reazione, che
necessita di tagli molecolari decisamente piu basisi che il flusso e bene
monitorare 'andamento della portata che tiene@aniche dell'area della sezione

attraversata dal fluido.
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Figura 2.60. Andamento della portata in funzione del volume dimpeato a diverse TMP e a
velocita 60 I/h (a), 120 I/h (b) e 180 I/h (c).

Dai valori riportati in grafico, come nel caso dkisso i valori maggiori sono
quelli relativi alla velocita di ricircolo pari a. & TMP minori abbiamo portate
minori.

Tutti i valori mostrano pero un andamento pressacstante indice del fatto che
alle condizioni operative impostate siamo gia igimee di portata massima
raggiungibile con il sistema modello scelto. Un @aménto costante della portata
conferma il fatto che non siamo in presenza diifgudella membrana (Figura
2.60): infatti in questi casi si raggiunge un cdigortata fino ad un valore pari a

zero in tempi piuttosto brevi
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In questo caso la soluzione con cui si ha a che €antiene ancora catene
polisaccaridiche non idrolizzate dal mix di prepiaranzimatici utilizzati e
particelle d’inerte che viene utilizzato per la filiazazione dei preparati
enzimatici stessi che rendono il sistema piuttésibido. Questo solido sospeso
pud essere la causa di formazione di un boundsey’fadi tipo reversibile che si
forma per la diffusione di particelle dal flusso rditentato verso la membrana
(Figura 2.61), e che puo essere allontanato corsamplice lavaggio della
membrana tubolare, nel nostro caso effettuato awm soluzione di soda 2M
indicata per sistemi in cui sono presenti elevab@centrazioni di frazioni

saccaridiche.
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Figura 2.61.Differenza tra fouling della membrana e formazidnboundary layer.

Questo tipo di comportamento & supportato dal fel® a paritd di condizioni
operative non si sono osservate significative ifige di flusso iniziale di
permeato, che in tutte le prove condotte si aravallo stesso valore di flusso
minimino di lavoro (0,10 ml/min).
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Conclusioni relative allo scarto solido.

Il primo problema che si riscontra in un processdidraffinazione per scarti
solidi, e quello di introdurre nel sistema una wighte quantita di acqua che
funge sostanzialmente da solvente necessario @lieolazione di preparati
enzimatici con attivita adatte all'idrolisi delleatnici vegetali costituenti il solido
in esame. Nel caso della crusca che presentauserudt tipo arabinoxilaniche, le
attivita enzimatiche necessarie sono di tipo x#atee e vengono fornite dai
preparati enzimatici Fungamyl Super AX e CellucB& (Novozyme).

Una volta ottenuto un bioliquefatto di crusca darg, si pud procedere agli step
di filtrazione a membrana e separazione cromatmgraDai dati riportati in
precedenza € ragionevole pensare che [lintroduzianesalle dell’idrolisi
enzimatica possa apportare miglioramenti in faseuificazione con matrici
adsorbenti. Infatti, sebbene si siano ottenuti bucsultati in termini di rese
percentuali di adsorbimento, la presenza di frazacaridiche sembra inficiare
in maniera significativa il recupero dai diversisatbenti testati delle frazioni
fenoliche di interesse.

Anche le frazioni fenoliche contenute nel biolicatsd di crusca, sembrano
mostrare una maggiore affinita per adsorbenti pib theutro, che inoltre non
risentono negativamente almeno in fase di adsoriiongéella presenza di elevate
concentrazioni di carboidrati. Tali componenti, ifedlenza di quelle contenute
nelle acque di vegetazione delle olive, presentarahe una buona affinita per la
resina neutra.

L’ottimizzazione del processo di filtrazione a meara prevede la valutazione:
delle dimensioni delle componenti stesse del higtigtto in fase di idrolisi, degli
enzimi che si utilizzano per ottenere tale bioligt®, della velocita di ricircolo e
della TMP dell'impianto di filtrazione. Tale mesganto risulta necesaria al fine
di evitare eventuali intasamenti della membrana alldntanare dal batch di
reazione i prodotti il piu in fretta possibile inodo da prolungare la capacita di
conversione catalitica dell’enzima.

Nel caso della crusca un buon compromesso tra questi parametri sembra
essere quello di lavorare ad una velocita di ridogari a 120 I/h con una TMP di

2 bar e con una membrana a taglio molecolare dhkRa.
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Utilizzo di prodotti di bioraffinazione di scarti I iquidi (acque di vegetazione
delle olive) e solidi (crusca di grano): i bioliqutatti per cosmesi funzionale.

Come abbiamo visto, le biomasse vegetali sono quind fonte rilevante di
secondary chemical building blocksttualmente non pienamente sfruttate in
genere composte da cellulosa, emicellulose, lignaaido, proteine, acidi
grassi/trigliceridi, oli essenziali, gomme e fendli recupero di tutte queste
componenti dalle biomasse tramite sistemi di fiiinae a membrana e successiva
purificazione cromatografica pu0 costituire unaidalvia di valorizzazione per
I'ottenimento di materie prime ad alto valore aggaida inserire in diversi settori
dell'industria chimica di sintesi. | sottoprodattienuti da questi processi possono
inoltre essere inviati alla produzione di biogasetanolo o biofuels quando non
contengono piu elevate concentrazioni di polifecbk influiscono negativamente
sui processi di digestione anaerobica.

Al fine del recupero delle componenti di intereskdle biomasse vegetali e
necessario renderle biodisponibili tramite uno stiefdrolisi enzimatica al fine di
ottenere un bioliquefatto che pud essere inviatosaicessivi processi di
filtrazione e separazione cromatografica, oppure essere utilizzato tal quale
grazie alle sue caratteristiche chimiche in diveedtori industriali per esempio

come quello cosmetico (Figura 2.62).
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Figura 2.62.Schema del processo di ottenimento di un bioliafbef

In tabella 2.14 vengono riportate le caratterigiofcniche di interesse dal punto
di vista cosmetico per due diversi bioliquefattteouti dagli scarti fin qui

considerati.

Tabella 2.14. Caratteristiche chimiche dei bioliquefatti di aeqdi vegetazione delle olive e di

crusca di grano.

7 ++1 o+ |
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Il processo di produzione dei bioliquefatti € neee® al fine di rendere
veicolabili all'interno di una formulazione cosnestile molecole e quindi le loro
proprieta. Non é infatti possibile utilizzare dieehente la crusca in quanto solida
o le acque di vegetazione tal quali in quanto ass3e contengono solidi sospesi.
Componenti solide possono creare problemi a livelimulativi, ma soprattutto
rende non appetibile il prodotto al consumatoralén

Non solo da regolamento europeo n.1223/2009 cheladg produzione ed il
commercio dei prodotti cosmetici le materie printdiazate per la formulazione
di emulsioni piuttosto che tensioliti, che devoneera caratteristiche chimico-
fisiche, ma soprattutto microbiologiche che rendamaoro I'utilizza del prodotto
per i consumatori finali. Nel processo di otteniteeniel bioliquefatto sono,
infatti, previsti dei processi di trattamento tecmial fine di eliminare eventuali
cariche microbiche.

| due bioliquefatti da acque di vegetazione deligeoe da crusca sono stati
utilizzati per realizzare due prototipi di prodatbsmetici: uno per lo skin care a
base di bioliquefatto di crusca di grano e un ptimd@ risciacquo a base di
bioliquefatto di olive, entrambe inseriti in fornaudl 5%.

La crema viso a base di bioliquefatto di cruscgrdno (Figura 2.63) & stato uno
dei primi prodotti sviluppati attraverso lo spin-ohiversitario (Frescosmesi s.r.l.,
Bologna) e viene attualmente venduto come prodatiitage viste le proprieta
che il bioliquefatto ha mostratm-vivo di apportare un aumento dell’elasticita

cutanea pari al 9%, e una riduzione media dellbautel 21%°°.

$

Figura 2.63.Elenco ingredienti dell’emulsione prototipo conllmjaefatto di crusca di grano.

Il prodotto a risciacquo sviluppato € uno shampdiase di acque di vegetazione
(Figura 2.64) provenienti dall’azienda agricola &ita (FC), che e stato

134



2.Parte sperimentale

sviluppato dalla collaborazione tra i due spinafiversitari, Frescosmesi s.r.l. e
Phenbiox s.r.l. (Bologna), con ECOArca (Modend)inéérno di un progetto che
prevede la valorizzazione di sottoprodotti agrostdali derivanti dalle
eccellenze agricole delle regione Emilia-Romagnzerige parte di un accordo
guadro con SLOW-FOOD ITALIA.
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Figura 2.64. Elenco ingredienti dell’emulsione prototipo con lmjoefatto di acque di

vegetazione.

| prodotti cosmetici in cui viene aggiunto comevattun bioliquefatto, come nel
caso dell’azienda agricola Altavita (FC), possoansentire di chiudere il ciclo di
produzione di una determinataltivar. Infatti, cio che rappresenta uno scarto da
trattare con processi anche costosi per le aziagdeole puo diventare una fonte
di molecole altamente attive per realizzare nuomeel di cosmetici a proprio
marchio o per conto terzi. Lo spin-off Frescosneesi. nasce proprio su questa
idea di business andando a fornire un nuovo seryier la produzione di piccole
linee cosmetiche molto personalizzate in grado aonzzare specifici sotto
prodotti. In questo modo il cliente, oltre a dacdugione ad un problema come
quello degli scarti, puo anche diversificarsi subgo mercato di riferimento
attraverso la vendita di nuovi prodotti attirandeowa clientela e fidelizzando

ulteriormente quella pregressa.
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3. CONCLUSIONI

Poiché la domanda di energia continua ad aumensaggattutto da parte dei
paesi in via di sviluppo, il problema dell’esaurme delle risorse non rinnovabili
e dei danni causati al’'ambiente dalle attivita nma@ono sempre piu attuali. Tra
le risorse non rinnovabili il petrolio € anche lanpipale fonte di materie prime
per la chimica industriale oltre che energeticampiego energetico, altamente
remunerativo, fa si che sia conveniente estratmlgee che questo possa essere
utilizzato anche come materia prima per la chinmcastriale. Poichéghemichal
building blocks(tra essi fenoli e cresoli) sui quali poggia larmgrparte della
chimica di sintesi, sono attualmente ottenuti da#d#finazione di idrocarburi
fossili (petrolio, carbone e gas naturale), vi &tgscente interesse verso la sintesi
di tali molecole a partire da fonti rinnovabili. L&€omunita Europea sta
incentivando lo sviluppo di tecnologie di bioraHirione, cioe processi che
utilizzano proprio biomasse quali risorse rinnoligier la produzione integrata di
energia (biocombustibili) e di materie prime perckamica industriale del dopo
petrolic®*

Le biomasse vegetali derivanti dalle trasformaziagroindustriali contengono
circa il 3-8% (p/p secco) di fenoli e rappresentanondi una ricca fonte di
secondary chemical building blocka basso costo e, al momento, non
adeguatamente sfruttata.

L'utilizzo di tali biomasse puo essere affrontaidermini di un nuovo concetto di
bioraffineria a partire da sottoprodotti del settagroalimentare (Figura 3.1), con
l'obiettivo di sostituire parte delle materie priwitenute da idrocarburi fossili con

i secondarychemical building blocksnaturalmente presenti in esse. | fenoli
estratti dagli scarti possono essere utilizzati em@rsatili intermedi per ottenere
una vasta gamma di prodotti finiti a medio ed akore aggiunto per l'industria

chimica, ma anche cosmetica, farmaceutica ed atangff1%3
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Figura 3.1. Esempio di nuovo concetto di bioraffineria a partida biomasse

agroindustriali.

Le biomasse agroindustriali si distinguono in dueangi categorie
sostanzialmente dal punto di vista fisico: abbiamfatti scarti di tipo liquido,
come possono essere le acque di vegetazione derdarprocessi di molitura
delle olive, oppure solido, come nel caso dellsscauderivante dalla lavorazione
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del grano. In questo secondo caso € necessatiadlirzione di acqua nel sistema,
per rendere possibili i successivi step di biorethione.

Nel caso delle acque di vegetazione, non essentiEssaria I'aggiunta di acqua
allo scarto si puo procedere con uno dei tre pgicEpra schematizzati.

La separazione cromatografica prevede [l'utilizzo mhatrici polimeriche
adsorbenti di tipo alimentare con diverse caratiehe, alcune presentano
carattere di scambiatori anionici forti o debolifriaessendo macropolimeri
aromatici presentano un carattere neutro, altriomncsi comportano da
scambiatori ionici. Per questa tipologia di scate,frazioni fenoliche in essa
contenute, risultano avere una maggiore affinita lge matrici adsorbenti a
carattere ionico, per le quali € possibile ottenexse di recupero delle frazioni
fenoliche pari al’80% utilizzando una concentramali adsorbente del 50%. Gli
adsorbenti a carattere neutro, permettono recupggrmedi, mentre gli
scambiatori a carattere anionico, mostrano le megpgerformances di recupero.
Tale comportamento & sostanzialmente dovuto afffnegativo da imputarsi
alla presenza di frazioni polisaccaridich¥ all'interno delle acque di
vegetazione, che vanno a diminuire la capacita rhdate della matrice
diminuendone l'area superficiale andando ad intezagon i siti amminici
presenti su tale tipo di polimero adsorbente.

Tale fenomeno negativo, € meno evidente se primba deurificazione
cromatografica, si effettua una filtrazione a meamia;;, con la quale da un lato si
eliminano le frazioni polisaccaridiche concentrarideece quelle fenoliche, e
dall’'altro e possibile recuperare parte dellacquidizzata nell'impianto di
produzione dell'olio d’oliva spingendosi fino almosi inversa. In questo caso
considerando gli adsorbenti percentuali per le iciatthe danno scambio
anionico, si osserva un aumento del recupero se @ adsorbimento, dallo scarto
delle frazioni fenoliche allaumento della conceazione di matrice in soluzione.
In questo caso, in presenza di scambiatori di igmico, le rese di processo si
riducono del 30%, ma mostrano un trend crescente cpacentrazioni di
adsorbente maggiore. Nel caso di acque di veget@ziiu concentrate sono le

resine a carattere neutro a mostrare le perfornsanagliori permettendo di
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raggiungere percentuali di recupero dell’'85%, relse aumentano allaumentare
di matrice adsorbente.

In termini di adsorbimenti specifici, trattandodeque di vegetazione con processi
a membrana si e in grado di recuperare per unitenatrice adsorbente una
concentrazione di polifenoli che é di 10 volte sigme rispetto a quella
recuperabile dalle acque tal quali.

Considerando il solo idrossitirosolo, la componeémoliche di maggiore
interesse nelle acque di vegetazione, il processmatografico ha permesso |l
recupero fino al 45% del contenuto totale attravérgilizzo dell’Amberlite FPX
66 ottenendo cosi un estratto idroalcolico contenenirca 1,7 g/l di
idrossitirosolo.

Per quanto riguarda le acque di vegetazione tdl gaebbe interessante vederne
il comportamento una volta che sono state trattsmzEmaticamente al fine di
idrolizzare le catene polisaccaridiche in esseamute al fine di ridurre I'effetto
negativo della frazione polisaccaridica sul prooessli separazione
cromatografica.

Se per lo scarto liquido una fase di idrolisi erddite, pud non essere
fondamentale lo €& sicuramente per gli scarti do tgwlido dove isecondary
chemical building blockddi interesse sono legati alle strutture delle miatr
vegetalt’. Un esempio di scarto solido, & la crusca di gracestituita
principalmente da catene di arabinoxilani alle gealegato I'acido ferulico, il
fenolo caratterizzante tale scarto. Sono quindessarie attivita di tipo xilanasico
al fine di idrolizzare tali catene e rendere bipdisibile tale molecole in acqua.
L’interesse di questa matrice vegetale € anche tdoal fatto che la frazione
fenolica € meno distribuita e principalmente legalta presenza di pochi acidi
cinnamici di cui I'80% é acido ferulico.

A tale fine sono stati individuati preparati enztioia ad elevate attivita
xilanasiche, quali Fungamyl Super AX e Celluclast BNovozyme), i quali
permettono di ottenere un bioliquefatto di cruscgreno che contiene circa 198
mg/l di acido ferulico, 78 g/l di zuccheri totalB@® g/l di zuccheri riducenti.

Al fine di recuperare l'acido ferulico tramite baffinazione possono essere

utilizzate le stesse matrici polimeriche viste peracque di vegetazione. In

139



3.Conclusioni

generale anche le frazioni fenoliche presenti nellasca di grano vengono
recuperate con rese di processo di adsorbimentgiorager le matrici a carattere
neutro, con rese addirittura quantitative ad urnr@agreuale di adsorbente pari al
50%. Le performances peggiori sono state ottenate le matrici a scambio
anionico, in particolare la scambiatrice anionicatd che, come nel caso
precedente delle acque di vegetazione tal qualntiga maggiormente di frazioni
polisaccaridiche presenti in soluzidHf®#°

Se il processo di adsorbimento é favorito anchtenmini di frazioni saccaridiche,
lo stesso non puo essere detto per la fase dildesto infatti, in questo caso |l
maggiore rapporto carboidrati-fenoli, rende difeciil recupero sia delle
componenti saccaridi che, sia di quelle fenolicfiale comportamento € da
imputarsi alla scelta del solvente scelto come etésestraente e cioe I'etanolo
acido, in letteratura viene infatti imputato talfe#o come risultato della
precipitazione di componenti saccaridiche sullarroatadsorbente.

Anche in questo caso diventa quindi fondamentatgrdiduzione di uno step di
filtrazione a membrana, nello specifico ultra e méilirazione, al fine da un lato
di allontanare le catene polisaccaridiche che vaadoainficiare la successiva
purificazione cromatografica delle componenti feclod, dall’altro permette
anche nel caso di enzimi che risentono di inibigiosha prodotto come le
xilanasi>® di allontanare dal batch di reazione i possihibitori prolungando la
capacita di conversione catalitica del o dei prafpp@nzimatici.

Operando su sistema modello costituito da xilatio fiieagire con i due preparati
Fungamyl Super AX e Celluclast BG, sono state mesgeinto le condizioni
operative valutando le dimensioni delle componstasse del bioliquefatto in fase
di idrolisi, degli enzimi che si utilizzano per etiere tale bioliquefatto, della
velocita di ricircolo e della TMP dell'impianto diltrazione, tutto al fine di
evitare eventuali intasamenti della membrana e lidinanare dal batch di
reazione i prodotti il piu in fretta possibile inooo diminuire al massimo i
problemi di inibizione enzimatica.

Nel caso della crusca un buon compromesso tra questi parametri sembra
essere quello di lavorare ad una velocita di ridogari a 120 I/h con una TMP di

2 bar e con una membrana a taglio molecolare dhkRa.
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3.Conclusioni

Seppure le biomasse agroindustriali rappresentartevali volumi di materia
prima da trattare in processi di bioraffinazion&i eonseguenza permetterebbero
di ottenere elevate quantita sikcondary chemical building blogkisprocessi di
filtrazione a membrana e purificazione cromatogeafianno un costo elevato, in
termini impiantistici e di materiale impiegato. $ebe, in un recente studio, Setti

et al>®

hanno dimostrato che il processo di separaziommatografica € in grado
di recuperare isecondary chemical building blocks costi competitivi con
I'attuale presso di mercato. La mancanza di elexatimi di domanda di prodotti
da “risorse rinnovabili” cosi come l'eccessiva offe derivante dagli enormi
volumi di matrici di scarto vegetale frenano lolgppo delle bioraffinerie intese
come processi di separazione sequenziale delle mmenti chimiche ad alto
valore aggiunto. Tali processi rimangono relegdith &radizionale nicchia di
mercato degli estratti erboristici o parafarmaczutei prodotti naturali.

Un processo di bioraffinazione meno costoso e qupnd competitivo, € quello
che prevede [l'utilizzo di bioliquefatti per la protdone diretta di ingredienti da
utilizzare nei settori alimentari, degli integratemon ultimo della cosmesi.

In particolare in campo cosmetico da una matenimgra basso costo come le
biomasse agroalimentari € possibile ottenere udgtto liquido che permetta la
veicolazione di molecole altamente attive sulldeplamite I'applicazione di un
cosmetico, ad elevato valore aggiunto per un ptodatito, il cosmetico, ad un
valore aggiunto ancora piu alto.

Questo tipo di valorizzazione permette inoltre algende agroalimentari, ma
anche ad agriturismi, negozi di frutta e verdurahiudere il loro ciclo produttivo
risparmiando quelli che sono i costi di smaltimeado rifiuti, che di fatto tali non
sono per chi li valorizza tramite idrolisi enzintai e ottenimento di un
bioliquefatto.

Su questa base questo lavoro di dottorato ha pemssviluppare la base delle
ricerche industriai che hanno portato allo svilupdb un nuovo spin-off
universitario che e stato fondato a marzo 2011lilkcnome FRESCOSMESI. Una
societa a responsabilita limitata avente lo scapstuliare nuovi biocosmetici a
forte valenza territoriale partendo proprio dagicarsi agroalimentari e

trasformandoli in nuovi prodotti cosmetici ad altwalore aggiunto.
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4. MATERIALI E METODI

Scarto agroalimentare liquido: acque di vegetaziondelle olive.

Determinazione delle isoterme di adsorbimento ikedah matrici polimeriche

adsorbenti

Per la determinazione delle isoterme di adsorbioténdi diverse matrici
polimeriche adsorbenti fornite dalla ditta Rhom dthalas, Amberlite IRA 402,
FPA 51, FPX 66, XAD 4, XAD 16, XAD 1180, XAD 761910 state utilizzare
soluzioni a concentrazioni diverse di polifenoliuea concentrazione di matrice
adsorbente costante.

A tale scopo sono state utilizzate come soluzidnipartenza le acque di
vegetazione provenienti da processi di filtrazienenembrana, diluite in acqua
distillata di 2, 10, 25 e 50 volte, e le acquevegetazione tal quali, diluite in
acqua di 2, 3, 4 e 5 volte. Per quanto riguardadérici adsorbenti, sono state
utilizzate ad una concentrazione pari al 10% pljedeque di vegetazione.

Su aliquote di acque di vegetazione prima e doptrattamento con matrici
adsorbenti e stata eseguita I'analisi per la determone del contenuto totali di

polifenoli con il metodo del Folin-Ciocalt&lf.

Separazione cromatografica tramite processi dirhdsento e desorbimento su

matrici poliemriche di acque di vegetazione delleso

Sono state eseguite prove di adsorbimento su @ivematrici polimeriche,
Amberlite IRA 402, FPA 51, FPX 66, XAD 4, XAD 16,AD 1180, XAD 761,
fornite dalla ditta Rhom and Haas, in sistemi batehtituiti da bottiglie in vetro
Pirex, ponendo per un tempo complessivo di circar2Q gli adsorbenti a contatto
con acque di vegetazione derivanti da processitdizione a membrana, AV1, e
acque tal quali, AV2, a temperatura ambiente eosuistante agitazione. Sono
state scelte le seguenti concentrazioni di maincpercentuale p/p di acque: 6,
20, 30, 40 e 50. Le acque di vegetazione tal gpama di essere utilizzate, sono
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state sottoposte a centrifugazione per 15 minwtD@0 giri, e successivamente
filtrate su carta per allontanare gli eventualidiali sospesi.

Una volta trascorse le 20 ore, le matrici adsoibsoho state allontanate e
sottoposte ad un processo di desorbimento utildzaetanolo acido per

I'aggiunta del 4% di HCI, considerando una conaentme di adsorbente pari al
6% p/V di etanolo acido stesso. | processi di dasmnto sono stati condotti per
un’ora e ad una temperatura pari a 80°C in bagntama

Una volta trascorso il tempo di desorbimento, Isimme esauste sono state

allontanate e I'estratto alcolico acido e statttata per le successive analisi.

Scelta della miscela estraente ottimale per lo digl@sorbimento.

Sono state eseguite prove di desorbimento utildaativerse miscele desorbenti:

Etanolo acido per HCI al 4%;

Etanolo acido per HCI al 4% e acqua in rapportd@Q:

Etanolo acido per HCI al 4% e acqua in rapport®G0:

Etanolo acido per HCI al 4% e acqua in rapport®@:

Acqua.
La fase di adsorbimento e stata condotta utilizaanth concentrazione di matrici
polimerica pari al 30% p/p di acque di vegetazioper, 20 ore sotto costante
agitazione. Trascorso tale periodo le matrici peliche sono state separate per la
successiva fase di desorbimento in cui 'adsorbéns¢ato utilizzato al 6% p/V
delle varie miscele estraenti sopra elencate. ¢gusi di desorbimento sono stati
condotti per un’ora ad una temperatura di 80°Cagno ad acqua.

L’etanolo utilizzato (Fluka) e puro al 99%, e I'doicloridrico (Sigma) e al 37%.

Scelta della guantita ottimale di acido cloridrioell’etanolo della miscela per lo

step di desorbimento.

Sono state eseguite prove di desorbimento utildaaliverse percentuali di acido
cloridrico (37%, Sigma), pari a 0, 0,25, 0,5, 132 4 % V/V di etanolo (99%,
Fluka).

La fase di adsorbimento e stata condotta utilizaanth concentrazione di matrici

polimerica pari al 30% p/p di acque di vegetazioper, 20 ore sotto costante
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agitazione. Trascorso tale periodo le matrici peliche sono state separate per la
successiva fase di desorbimento in cui 'adsorbergeto utilizzato al 6% p/V di
miscela estraente con le quantita di acido clar@sopra elencate. | processi di
desorbimento sono stati condotti per un’ora adtengperatura di 80°C in bagno

ad acqua.

Determinazione della quantita di polifenoli totalon il metodo del Folin-

Ciocalted®,

Si preparano 5 soluzioni di catechina (Sigma),iazidita come polifenolo di

riferimento, in metanolo a concentrazioni compreae20 e 300 mg/l. In matracci
da 20 ml, ad 1 ml di ciascuna soluzione, sono aggi@ ml di metanolo, 5 ml
d’acqua, 1 ml di reattivo di Folin-Ciocalteau e pdds minuti, 4 ml di carbonato
di sodio 10% p/V. Si porta a volume con acqua lthss e si legge I'assorbanza a
700 nm dopo 90 minuti d'incubazione a 30°C. La @mi@zione di polifenoli in

soluzione e calcolata tramite la seguente rettardiura (Figura 4.1):

1,8 ~

1,6 A
14 | y = 0,0047x + 0,0986 /,/’{
' R2=0,9945 -~

1,2 ~ -

Abs(700 nm)

0,6 -7
0,4
0,2 g
0,0 . .

0 100

.

200 300 400
[catechina] mg/I

Figura 4.1.Retta di taratura per la determinazione dei potifietotali a 30°C.

[Polifenoli] (mg/l) = (AbS7g0 nm— 0,0986)/0,0047

Per la determinazione dei polifenoli totali campidnacque di vegetazione AV1
e AV2, prima e dopo il processo di adsorbimentonsdrice polimerica, al fine di

eliminare sostanze organiche che possono intexfeetla lettura, si effettua un
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passaggio in cartuccia C-18 end-capped, Phenontgnata, 1.0g/ 6ml, secondo
il metodo descritto di seguito: si lava la cartaccon 2 ml di metanolo e si
condiziona con 5 ml di acido solforico 0,01 N. Sisarbe 1 ml di campione,
opportunamente diluito in acido solforico 0,1 Nsieaggiungono 2 ml d’acido
solforico 0,01 N. Si collega la cartuccia ad unnaetio da 20 ml e si eluisce con
2 ml di metanolo e 5 ml d’acqua distillata. Al centito del matraccio si aggiunge
1 ml di reattivo di Folin-Ciocalteau e, dopo 4 ntind ml di carbonato di calcio
10 % p/V portando poi a volume con acqua. Dopo 8lutnsi legge I'assorbanza
a 700 nm, avendo cura di centrifugare il campiosregtiontanare il precipitato di
carbonato che si forma, contro un bianco preparaton matraccio da 20 ml

contenente tutti i reagenti e 2 ml di metanolo,moa contenente fenoli.

Detrminazione del contenuto di idrossitirosolo.

Per la determinazione della concentrazione di gitiogsolo presente in acque di
vegetazione trattate con processi di filtrazionenembrana, prima e dopo i
processi di adsorbimento/desorbimento su matridenpdca, € stata messa a
punto un’analisi cromatografica tramite tecnica KPL
Le fasi mobili, la colonna utilizzata ed il metoddPLC utilizzato vengono
descritti di seguito:
fase mobile A: acqua per HPLC con uno 0,5% di aeidetico glaciale e un
2% di acetonitrile per HPLC;
fase mobile B: acetonitrile per HPLC con uno 0,5%aido acetico glaciale;
colonna: Gemini 3u C18 110A 100x4.60 mm 3,0+0y8(PHENOMENEX);
volume di iniezione: 20,
velocita di flusso: 1ml/min.
Il gradiente utilizzato e riportato in tabella ILidmpo complessivo di analisi e di

60 minuti compresi 5 minuti per il ricondizionamermtella colonna.

145



4 Materiali e metodi

Tabella 4.1.Programmata per I'analisi HPLC.

"E ?2 E ?2EO

"E& C

)

+

N —~| ~

Il tempo di ritenzione stimato per I'idrossitirosa pari a circa 9,5 minuti.

Con la programmata sopra descritta € stato possibgtruirsi una retta di taratura

utilizzando una soluzione madre di idrossitirosstandard (98%, Extrasynthese,

Francia) a 100 ppm in metanolo per HPLC al quagme&iaggiunto uno 0,5% di

acido cloridrico. La soluzione é stata poi oppoatmente diluita nello stesso

solvente in modo da ottenere soluzioni contenamicentrazioni di idrossitirosolo
pari a 20, 40, 60 e 80 ppm.
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Figura 4.2. Retta di taratura dell’'idrossitirosolo.

| campioni di acque di vegetazione provenienti dacessi di filtrazione a

membrana e trattati in processi di adsorbimentaceessivo desorbimento, sono
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stati analizzati previa diluizione in miscela di tar@olo:acido cloridrico 95:5, e
successiva filtrazione per allontanare eventuacipitati.

| processi di adsorbimento sono stati condottiG®63 p/p di matrice polimerica
rispetto alle acque di vegetazione, mentre i picésdesorbimento sono stati
condotti al 6% p/v di matrice polimerica rispetttaamiscela estraente ottimale
individuata per ogni adsorbente.

Trattamenti successivi di adsorbimento e desorbionsn matrici polimeriche

adsorbenti di acque di vegetazione derivanti dacgss di filtrazione a

membrana.
Due diverse aliquote di acque di vegetazione detivda processi di filtrazione a
membrana sono state trattate con due diverse gjigold adsorbenti, una con
Amberlite FPA 51, e l'altra con Amberlite XAD 160gti ad una concentrazione
del 30% rispetto al peso di acque da trattare,n® State poste sotto agitazione
per circa 20 ore per un primo processo di adsonfiome
Trascorso tale periodo, le matrici adorbenti sotaiesallontanate e le acque
esauste sono state separate in due differenti cdéiqe ritrattate nel modo
seguente:
Acque derivanti da un primo trattamento con AmteXAD 16 ritrattate
con Amberlite XAD 16 sempre al 30%;
Acque derivanti da un primo trattamento con AmberKAD 16 ritrattate
con Amberlite FPA 51 sempre al 30%;
Acque derivanti da un primo trattamento con AmberiPA 51 ritrattate
con Amberlite FPA 51 sempre al 30%;
Acque derivanti da un primo trattamento con AmberiPA 51 ritrattate
con Amberlite XAD 16 sempre al 30%.
| secondi processi di adsorbimento sono stati ciinslempre per un periodo pari
a 20 ore circa.
Sia dopo il primo adsorbimento che dopo il secomelanatrici polimeriche sono
state trattate per i processi di desorbimento @miscela estraente migliore
individuata, a caldo e per un’ora. Per questi mscda concentrazione di

adsorbente é del 6% p/v di miscela estraente.
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Scarto agroindustriale solido: crusca di grano.

Preparazione del substrato di xilano (from oattsp€&luka)

Per la preparazione delle soluzioni di substratofiaé di determinare le
performances di diversi preparati enzimatici, éostxelto un substrato modello
costituito da xilano (from oat spelts, Fluka). L@uzioni di substrato vengono
preparate in tampone citrato-fosfato Mc Ilvine r@H desiderati, e nelle
concentrazioni p/V necessarie alle prove desciittseguito. Lo xilano viene
solubilizzato mantenendo la soluzione in ebollizi@n sotto agitazione magnetica
per 3 minuti. Trascorso tale tempo si lascia rdffege il substrato fino a
temperatura ambiente sotto costante agitazione geguito viene incubato a

temperatura costante di 30°C sotto agitazione @ee4

Determinazione deqgli zuccheri riducenti (Metodd’d&INS)

La procedura & basata sul metodo di Baiktyal. 1992°° e consente la
determinazione spettrofotometrica degli zuccheduceenti liberati tramite
reazione ossidativa con acido 3,5-dinitrosalicili@DNS)®. La reazione che
avviene tra il reattivo ADNS e uno zucchero alladael metodo e riportata in

Figura 4.3.

Figura 4.3. Reazione ossidoriduttiva fra glucosio e acido drbtrosalicilico (giallo) con

formazione di acido gluconico e acido 3-ammino-fasalicilico (rosso).

1 75¢ di sodio potassio tartrato vengono scioldml di NaOH 2M , portando a volume di circa
100 ml di acqua distillata. A questa soluzioneggiangono 0,25 g di Acido Dinitrosalicilico (la
dissoluzione di ADNS é lenta ma non bisogna risma@d e nemmeno ricorrere al bagno
ultrasuoni). Quando ADNS & perfettamente sciolt@aita a volume fino a 250 ml con,®l
distillata e si conserva a 4°C e al riparo daltzelu
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Per determinare la concentrazione degli zucchducanti di interesse presenti nei
campioni si utilizza la retta di taratura preparatpartire da soluzioni di xilosio

(M.W. 150.13 g/mol), riportata in Figura 4.4.

Xilosio rilasciato [mg/ml] = (Ab$sonnit 0.0236) / 1.3598

16 -
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Figura 4.4. Retta di taratura per la determinazione dell’'gtixilanasica

Per la determinazione degli zuccheri riducenti ganpioni si aggiungono a 400
ul di campione 600 pl di ADNS e si pone il tuttbdcqua bollente per 7 minuti.
Dopo raffreddamento e centrifugazione (13000 rpmbp®in) si esegue la lettura
spettrofotometrica a 550 nm contro un bianco ppauna soluzione di 1,8 ml di
substrato e 0,2 ml di acqua distillata e da questazione 400 pl vengono

prelevati e aggiunti a 600 pl di ADNS.

Prove di attivita xilanasica dei preparati enzimiattungamyl Super AX e

Celluclast BG a diversi pH.
Al fine di determinare l'attivita xilanasica a dirge pH, sono state preparate

diluizioni in acqua pari a 1:1000 per i preparaizienatici Fungamyl super AX e
Celluclast BG (NOVOZYME).

Parallelamente si preparano soluzioni di xilanor{froat spelts, Fluka) allo 0,3%
(p/V) in tampone Mc llvine a pH 3,8, e 5,0, comeatéto in precedenza.
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La reazione enzimatica per entrambe i preparatinetici viene eseguita

aggiungendo 0,2 ml di soluzione enzimatica a 1,8dndubstrato che vengono
incubati a 30°C sotto agitazione per 3 minuti. Tomso questo periodo si
determinano gli zuccheri riducenti come descritto precedenza. La lettura
spettrofotometrica viene effettuata contro un biapceparato analogamente al
batch di reazione, aggiungendo perdo a 1,8 ml dstsatw 0,2 ml di acqua

distillata. Le prove vengono eseguite in doppio.

La concentrazione di xilosio liberato si ottienanite la retta di taratura riportata
in Figura 4.4. Da questa si puo risalire all’atvkilanasica specifica e all’attivita

a saturazione dei due preparati considerati.

Determinazione dell’'attivita xilanasica dei pregaenzimatici Fungamyl Super

AX e Celluclast BG a diverse temperature.

Si sono preparate soluzioni di xilano allo 0,3%/{ph tampone Mc llvine (0,135

g in 45 ml di tampone) a pH 3,8 e 5,0 come desciittprecedenza. Le soluzioni
sono state poste a bagnomaria per portare ciasminaione alla temperatura
desiderata e mantenerla costante nel corso dalleapsi € scelto di monitorare
'andamento dell’attivita xilanasica alle temperatali 30, 40, 55,65 e 70°C. Una
volta raggiunta la temperatura desiderata, allaizsohe di xilano sono stati
aggiunti, mantenendo la soluzione sotto agitazimagnetica, 5 ml di soluzione
di preparato enzimatico Fungamyl Super AX diluitd@DO in acqua. Si sono
realizzati prelievi inizialmente ogni 30 secondr peminuti e poi ad intervalli piu

lunghi, fino ad un’ora di reazione, per la deterazione degli zuccheri riducenti.

Per il preparato enzimatico Celluclast Bg, sontestandotte le prove in maniera

del tutto analoga a quanto appena descritto.

Prove di stabilitd dei preparati Fungamyl Super AXCelluclast BG a diverse

temperature.
Si e preparata una soluzione di xilano allo 0,3%/)jn tampone Mc llvine a pH

3,8 e 5,0. Parallelamente vengono termostatatrexrsk temperature (40 e 55°C) a
bagnomaria 100 ml di acqua distillata per la susigas preparazione della

soluzione di enzima. Una volta raggiunta la temjpesa desiderata si sono
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aggiunti sotto agitazione quantita di enzima in mald ottenere una diluizione
peri a 1:1000.

La reazione enzimatica viene eseguita come desowitparagrafi precedenti e in
seguito si realizza la determinazione degli zudatducenti.

Si procede in maniera analoga per entrambe i pa&pgarzimatici scelti.

Separazione cromatografica tramite adsorbimentoesorlimento su matrici

polimeriche del bioliquefatto di crusca di grano.

La crusca viene posta a contatta con acqua inpporto 1:7, in bottiglie di vetro
Pirex. Il sistema viene posto in autoclave ad wermaperatura di 120°C per un
periodo pari a 21 minuti, trascorso il quale undasoaggiunta la temperatura
ambiente vengono aggiunti i preparati enzimaticingamyl Super AX e
Celluclast BG (Novozyme) entrambi ad una concerdreezdell’1% p/p di crusca.
La reazione enzimatica viene condotta per un perpadi a circa 24 ore trascorse
le quali, il sistema viene filtrato per allontandrsolido sospeso non idrolizzato.
Aliquote diverse di bioliquefatto vengono poste antatto con le matrici
polimeriche gia ampiamente descritte in precedenpanite dalla ditta Rhom and
Haas utilizzate in una concentrazione pari al 3@podp bioliquefatto di crusca in
una prima fase di adsorbimento. Il processo viemedotto per circa 20 ore
trascorse le quali i vari adsorbenti vengono alloati dal bioliquefatto esausto e
trattati per essere desorbiti con una miscela e#gacostituita da un rapporto
50:50 di acqua ed etanolo acido per I'aggiuntardi4®o di acido cloridrico al
37%. In fase di desorbimento la matrice polimerigautilizzata in una
concentrazione pari al 6% p/V di miscela estraente.

Sul bioliquefatto di partenza, sui bioliquefattiaasti dopo il processo di
adsorbimento e sugli estratti idroalcolici vengaseguite le successive analisi
per la determinazione del contenuto totale di pobli , della concentrazione di
carboidrati totali e riducenti.

Per quanto riguarda gli estratti idroalcolici, duiesengono sottoposti ad
evaporazione tramite rotavapor, riducendone il mauwli circa la meta, al fine di
allontanare il piu possibile I'etanolo che puo dpreblemi per le determinazioni

di carboidrati totali e riducenti.
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Per il contenuto di polifenoli totali e zuccheniucenti si eseguono le prove gia

descritte in precedenza.

Determinazione del contenuto di carboidrati toflsletodo del Fenolo).

La procedura si basa sul metodo fenolo/solforicavata da una metodica di
analisi dei carboidrati totali attraverso analgésrofotometric¥®°’

I metodo e quindi basato su di una retta di taeatcostruita con soluzioni
standard di D(+)-glucosio alle concentrazioni coesgrtra 0,01-0,1 mg/ml.

A 200 pL di standard, posti in un tubo di reazioseaggiungono 200 pL di
soluzione acquosa di fenolo 5% p/v. Successivamanaggiunge 1 ml di acido
solforico concentrato (98%p/p) e rapidamente siiddiil tubo di reazione. Dopo
una energica agitazione si lascia sviluppare lzioea per 30 min a 30°C e
successivamente si effettuano le letture di assagballa lunghezza d’'onda di
490 nm contro un bianco costituito da 200 pL gDHlistillata.

Dai valori di concentrazione degli standard e dioalsenza a 490 nm si costruisce
una retta di taratura.

La retta in figura 4.5 e stata costruita operandaraffreddamento a 30 °C dei
campioni all’interno dei tubi ma come si pu0d osseevtale operazione non

garantisce la linearita che si & invece ottenufattefindo il saggio senza un

raffreddamento dei campioni (Figura 4.6).
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Figura 4.5. Retta di taratura per la determinazione dei caragi totali con il metodo
fenolo/solforico e operando il raffreddamento a@Qfei tubi dopo aggiunta di acido solforico

concentrato.
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Figura 4.6. Retta di taratura per la determinazione dei caragi totali con il metodo

fenolo/solforico non operando il raffreddamento i dopo aggiunta di acido solforico conc
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Figura 4.8. Spettri di assorbimento (350-700nm) dei campidrstdndard trattati con il metodo

fenolo/solforico.

Come si puo osservare in figura 4.8 gli spettrassorbimento dei campioni di
standard di glucosio dopo il saggio fenolo/solforibanno un massimo di
assorbimento a lunghezze d’onda di 490 nm e ingitdea una proporzionalita
diretta tra assorbanza e concentrazione di gluesi® € in linea con i risultati
ricercati in letteraturg®.

La retta di taratura di figura 4.7, relativa agiettri di figura 4.8, verra utilizzata

per le determinazioni sui campioni reali di biokdatto di crusce di grano,
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un’aliquota del quale verra opportunamente dilygéa ottenere concentrazioni

rientranti nel range di linearita della retta diatara.

Separazione per filtrazione a membrana

Lo strumento utilizzato per le prove di ultrafitiane e il Membralox Xlab 5
prodotto da Pall Exekia (Figura 4.9).

1. Serbatoio con camicia
esterna

Pompa volumetrica
Membrana filtrante
Back pulse

Valvola di sicurezza

R T

Valvola per il controllo
della pressione trans
membrana

7. Valvola per l'uscita del

permeato

8. Valvola per lo
svuotamento del
serbatoio

9. Valvola per lo
svuotamento della
pompa

10. -11. Manometri

Figura 4.9. Rappresentazione schematica di Membralox Xlab 5.

Lo strumento e dotato di un serbatoio (capaciti&iy, Imunito di camicia esterna
che permette il controllo della temperatura, erdi pompa volumetrica (capacita:
1300 I/h, O bar — 880 I/h, 4 bar, temperatura <C30°ll flusso attraverso

I'elemento filtrante puo essere regolato variandovélocita della pompa e la
pressione transmembrana. Questa puo variare daimmondi O bar a un

massimo di 4 bar, a seconda di come viene regtdatelvola contrassegnata
nello schema dal numero 6. Tuttavia I'entita delsflo dipende anche dalla
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dimensione dei pori della membrana utilizzata,adedimperatura di lavoro e dalla
viscosita del liquido.
Le membrane a disposizione sono membrane in cesiaasiometriche composte
da un supporto poroso e uno strato filtrante. lemai di cui sono costituite ¢
allumina, zirconia e titania) garantiscono numex@asitaggi quali:

stabilita termica;

resistenza nel tempo;

possibilita di utilizzo a tutti i pH e compatibéitcon una vasta gamma di

composti chimici;

resistenza alla corrosione;

possibilita di sterilizzazione e sanitizzazione.
Le membrane a disposizione hanno porosita di 2 ¢/ (in allumina), 20 nm

(in zirconia), 5 e 1 KDa (in titania).

Determinazione del contenuto di proteine totale{tlo Bradford)

Per la determinazione delle proteine totali viemiéizaato un semplice saggio
colorimetrico che utilizza il reattivo di Breadtb(Sigma - Aldrich). La retta di
taratura (Figura 4.6) é costruita con albuminai@tiosbovino (Protein standard, 2
mg BSA/ml, Sigma - Aldrich) alle concentrazioni@p5, 0,5, 1,0, 1,4 mg/ml. In
una provetta si introducono 1,5 ml di reattivo de&dford e successivamente 50
ul di campione standard di BSA. Si lascia svilugp#rcolore per un tempo di
circa 5 min e successivamente si effettuano larketti assorbanza alla lunghezza
d’onda di 595 nm contro un bianco costituito daub@i acqua distillata e 1,5 ml

di reattivo®
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Figura 4.10. Retta di taratura per la determinazione delle ginet totali con il metodo di
Breadford.

Per la determinazione delle proteine totali nei g@mi, si introducono in una
provetta 1,5 ml di reattivo di Breadford e succemsiente 50 pl di campione. Si
lascia sviluppare il colore per un tempo di circanth e successivamente si
effettuano le letture di assorbanza alla lunghe¥pada di 595 nm contro un

bianco costituito da 50 ul di acqua distillata ® | di reattivo.

Stima delle dimensioni molecolari dei preparatiigraici Fungamyl Super AX e
Celluclast BG.
Sono state eseguite prove utilizzando membranaritita 1kDa, 5 kDa, 20 nm e

0,2 m e 2um. Nel serbatoio dello strumento sono stati2 L di una soluzione
acquosa di Celluclast BG diluito 1:500; I'enzimar pgueste prove e stato
utilizzato ad una concentrazione maggiore rispali® precedenti per avere una
risposta spettrofotometrica piu evidente, anche csdo di una sua parziale
fuoriuscita col permeato o disattivazione dovutapaksaggio sottopressione
attraverso la membrana. La pressione transmembratea mantenuta a 1,3 bar e
la temperatura a 18°C tramite ricircolo d’acqualanetamicia esterna del
serbatoio. Appena azionato lo strumento e a inliemiatempo successivi sono
stati fatti prelievi sia dal batch di reazione dw permeato raccolto (di volta in
volta riunito al retentato); 0,2 ml di retentat@levato sono stati uniti a 1,8 ml di

xilano allo 0,3% in tampone Mc llvine a pH 5,0 pregto come descritto in
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precedenza e si e fatta avvenire la reazione etizemper 3 minuti a 30°C. La
quantita di zuccheri riducenti rilasciati & statatedminata con il metodo
del’ADNS. La stessa prova viene condotta anchd’afiguota di permeato
prelevato. Su quest'ultimo determinata anche ilteouato di proteine totali per
verificare se un’eventuale mancanza di attivita séosdovuta all’assenza
dell’enzima nel permeato o alla sua inattivazione.

Per il preparato Fumgamyl Supern AX si opera in ier@aranaloga.

Stima delle dimensioni molecolari del substrata&ildino.

Una volta identificata la membrana che permettératienere I'enzima, e stato
necessario fare lo stesso per determinare la ligzione delle dimensioni
molecolari delle catene polisaccaridiche dellondlaisato come sistema modello.
Si sono quindi preparati 2 L di soluzione di xilaaé 0,3% p/v in tampone Mc
llvine a pH 5,0. Il substrato & stato introdottdirstierno del serbatoio dello
strumento e sono state impostate le condizioneirspetali come per la prova
descritta nel paragrafo precedente. Il permeatoeviaccolto in continuo in un
cilindro graduato. Ogni 10 ml un’aliquota di perneae sottoposta alla
determinazione della concentrazione di zuccheticeati prima e dopo reazione
enzimatica eseguita con uno dei preparati enzingitigti 1:1000.

Per la determinazione dei pesi secchi della sohgzidi permeato, si € portato a
peso constante in stufa a 70°C un’eppendorf ditiplasla 1,5 ml, alla quale una
volta raggiunto il peso costante, é stato aggidmd di permeato raccolto. Il tutto
e stato posto nuovamente in stufa fino ad ottenerpeso costante del permeato
seccato. Dalla differenza dei due pesi si deternlimeeso secco del permeato
raccolto.

La prova viene condotta per tutte le membrane podigione (1 KDa, 5 KDa, 20
nm, 0,2 e 2 micron) utilizzando per tutte un’'une@uzione all’'0,3% (p/V) di
xilano e cambiando di volta in volta solo I'elemeittrante. Si & ottenuto cosi |l

frazionamento delle catene polisaccaridiche dinxila
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Stima delle dimensioni molecolari del prodottodlialisi enzimatica in presenza

di Celluclast BG e/o Fungamyl Super AX

Sono stati preparati 2 L di una soluzione di xilatio 0,3% (p/V) a pH 5,0, alla

quale sono stati aggiunti 2 g di enzima (CellucBGto Fungamyl Super AX) al

fine di ottenere una diluizione di enzima pari 40D0. La reazione é stata
condotta per circa tre ore; trascorso tale periddsistema € stato portata
all'ebollizione in modo da ottenere l'inattivaziodell’enzima.

Il tutto e stato poi introdotto all’interno del batoio del sistema di ultrafiltrazione
e si & proceduto al frazionamento dei prodottiedizione cambiando di volta in
volta solo la membrana filtrante (da quella a tagholecolare minore, 1 KDa, a
quella con il superiore, 2 micron), sempre trama@lisi degli zuccheri riducenti

con il metodo dellADNS. Le condizioni operative ngo state mantenute a
pressione transmembrana di 1,4 bar e temperatwiecdi25°C.

Il permeato € stato raccolto in continuo in unndto graduato e a intervalli di

tempo si € prelevata un’aliquota su cui fare laedwinazione degli zuccheri

riducenti e del peso secco.

Per le prove realizzate utilizzando entrambi gkiem Celluclast BG e Fungamyl

Super AX, queste vengono aggiunti al batch di mwezin quantita tali da avere
una diluizione totale di biocatalizzatore pari 400D0. Anche in questo caso la
reazione enzimatica e stata condotta a 55°C egtt@tper alcune ore fino a

disattivazione degli enzimi.

Determinazione delle condizioni operative ottimddl processo di ultra e nano

filtrazione.

Le prove sono state eseguite su di un substratitadio all’1% in acqua preparato
come descritto in precedenza e fatto reagire pea ¢tie ore con Fungamyl Super
AX in modo da ottenere una diluizione finale pafi:4000. Il sistema €& poi stato
portato ad ebollizione per alcuni minuti per laativazione dell’enzima.

Il tutto & stato poi introdotto all'interno delldrsmento Membralox XLab 3
(Pall), e tramite i controlli presenti sono staseguite prove impostando diverse
velocita di ricircolo (60, 120 e 180 I/h) e diver§MP. E stato monitorato il
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sistema raccogliendo dati relativi al tempo neagssadla fuoriuscita di 15 ml di
permeato fino a raccoglierne circa 150 ml.

Per quanto riguarda le prove in presenza ed innaasdi backpulse una volta
preparato il substrato come nelle prove precedselite ad impostare velocita di
ricircolo e TMP, e stato impostato il periodo drala di backpulsing e l'intervallo
di ripetizione dello stesso. E stato monitoratsistema raccogliendo dati relativi
al tempo necessario alla fuoriuscita di 15 ml dinpeato fino a raccoglierne circa
150 ml.
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