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1. LE MATERIE PLASTICHE

Nella societa moderna la plastica ¢ un bene essenziale, dal punto di vista di
costo, processabilita e proprieta funzionali. Le materie plastiche si ottengono in
genere da materie prime fossili quali il petrolio e vengono utilizzate per diverse
e/o specifiche applicazioni, adattando la loro struttura chimica alle prestazioni
richieste. Solo sette tipi di polimeri coprono circa i due terzi della domanda
totale di plastica in tutte le applicazioni (imballaggi, edilizia e costruzioni,
automobilistiche, elettriche ed elettroniche, altre). Questi sono: polietilene a
bassa e alta densita (PE), polipropilene (PP), polistirene (PS), cloruro di
polivinile (PVC) e polictilene tereftalato (PET). Una lista delle materie

plastiche pit comuni ¢ riportata nella Figura 1.

Biobased

i Bioplastic
Bioplastics ioplastics
&g BLA PHA,

6.2 bivbased PE, FBS, Starch blends

PET, PA, PTT

Man

S A s ey 3 2 A liE :il
bindegradable iogegracanle

Conyentional Bioplastics
plastics i
e.2. PRAT, PCI

e.g PE, PP, PET

Fossil-based

Figura 1. Materie plastiche piu comuni e loro applicazioni.




Le poliolefine, seguite dai poliesteri, costituiscono la maggior parte delle
materie plastiche (circa il 45%), e sono utilizzate soprattutto come imballaggi.
I 5% di tutto il petrolio e gas naturale ¢ usato annualmente per la loro
produzione e si assiste ad un continuo e drammatico incremento dei consumi
(Nguyen et al., 2018).

Negli Stati Uniti, il 60% della plastica viene conferito in discarica, il 10 %
viene riciclato e il 30% ¢ disperso nell’ambiente terrestre e acquatico. Entro il
2050 il peso della plastica accumulata nell’oceano superera probabilmente il
peso dei pesci, considerando che ogni minuto vengono scartate10 tonnellate di
PE, PP e PS sparse poi per I’oceano (Nguyen et al., 2018).

In questo contesto, le bioplastiche potrebbero offrire un importante contributo
alla riduzione dell’uso e della dipendenza dalle limitate risorse petrolifere
nonché alla diminuzione dei relativi impatti ambientali (Niaounakis, 2019;

Shen, 2009).



1.1 LE BIOPLASTICHE

Le bioplastiche sono secondo la definizione data dalla European Bioplastics,
una tipologia di plastiche che possono essere biodegradabili, a base biologica
(bio-based) o possedere entrambe le caratteristiche. (vedi Figura 1).

Le bioplastiche hanno le proprieta simili a quelle delle plastiche convenzionali,
con importanti vantaggi che riguardano la gestione dei rifiuti nel compostaggio
e una riduzione del rilascio in atmosfera di CO,.

Possono essere ottenute anche da risorse rinnovabili, biodegradabili e/o
compostabili e quindi, attraverso il processo di compostaggio, tornare alla
natura sotto forma di acqua, anidride carbonica, composti inorganici e
biomassa, non lasciando residui tossici (Muniyasamy et al., 2013).

A partire dal 2000, le bioplastiche hanno suscitato grande interesse grazie allo
sviluppo di nuovi approcci tecnologici che ne hanno reso piu semplice
I’ottenimento (Van Beilen et al., 2012). I processi piu obsoleti sono stati
modificati e utilizzati per produrre intermedi chimici per la produzione di
polimeri, come, ad esempio, la disidratazione chimica dell'etanolo, che
potrebbe essere utilizzata per produrre Bio-PE e altre materie plastiche.

Gli impianti per I’ottenimento di bioplastiche hanno ancora capacita ridotte
rispetto a quelli petrolchimici (come ad esempio nella produzione di polimeri
poliidrossialcanoati o PHAs), nonostante ne esistano di grandi dimensioni,
come l'impianto di produzione di bio PE.

La UE nel documento “Berlino 27 gennaio 2017- European Bioplastics
(EUBP)”, ha stilato le strategia per il controllo del continuo cambiamento
nell’industria della plastica verso un’economia piu innovativa basata sul
risparmio (https://horimasabp.com/english/bioplastic/).

Grazie ai continui progressi e innovazioni dell'industria delle bioplastiche
nuovi materiali con proprieta migliorate e funzionalita speciali potrebbero

essere ottenuti (Philip & Cooper, 2013).



Oggi ¢ possibile ottenere bioplastiche alternative con proprieta e prestazioni
simili a quelle dei materiali plastici convenzionali, ma con il grande vantaggio
di avere prodotti con carbon foot print inferiore o che possono essere trattati
negli impianti industriali di compostaggio. [European Bioplastics-Report
Bioplastics (accessed on 25 May 2020)].

Le crescenti preoccupazioni per I'impatto ambientale della plastica e la volonta
di ridurre la dipendenza dalle risorse di combustibili fossili, hanno accresciuto
ancora di piu l'attenzione per le bioplastiche. Per quanto riguarda lo sviluppo
economico, politico e sociale, questo campo ¢ di grande interesse, in
particolare per i beni di plastica monouso, oggetto dell'attuazione della
Direttiva sulla plastica monouso, del nuovo Green Deal europeo 2020 della
Commissione UE, dell'Economia Circolare Piano d'azione e quadro per le
plastiche bio-based e biodegradabili (Philp et al., 2013).

La biodegradabilita delle plastiche, bio e fossili, dipende dalla struttura chimica
dei polimeri, ma non dalle fonti utilizzate per la raccolta dei monomeri. Le

bioplastiche biodegradabili (vedi in Figura 2_quelle prodotte nel 2016 e nel 2021)

e compostabili vengono certificate tali secondo gli standard internazionali

come la EN 13432, e possono essere compostate in impianti di compostaggio

industriale.
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Figura 2. Bioplastiche biodegradabili prodotte nel 2016 e nel 2021

(https://horimasabp.com/english/bioplastic/)



Secondo questi principi, le bioplastiche che sono state studiate fino ad ora
potrebbero essere suddivise in tre gruppi principali come rappresentato in

Tabella 1:

bio-based , NON - PE / PP (FET)

biodegradahle PTT / TPC-ET (high-paformance
polymer)

bio-based , biodegradable PLA / PHA / PBS

NON - bio-based , FBAT / PCL

biodegradahle

Tabella 1. Suddivisione dei 3 gruppi di bioplastiche.

1. bioplastiche ottenute da risorse rinnovabili e biodegradabili e non: come
amido plastico, polimeri di cellulosa, proteine, lignina e plastica chitosano,
acido  polilattico  (PLA), poliidrossialcanoati (PHA), ma anche
poliidrossibutirrati (PHB), poliidrossivalerato (PHV), e loro copolimeri in
diverse percentuali (PHBV); questa classe comprende ora anche polimeri come
PVC, PE, PP, PET, nylon e poliammidi (PA), chiamati bioplastiche perché i
monomeri di partenza potrebbero essere ottenuti da risorse biologiche ma non

sono biodegradabili;

2. bioplastiche a base di risorse fossili ma biodegradabili al 100%: come il
policaprolattone (PCL), il polibutilene succinato (PBS), il polibutilene adipato
(PBA) e 1 suoi copolimeri con poliesteri sintetici come il polibutilene

adipato-tereftalato (PBAT) e I'alcol polivinilico (PVOH );

3. bioplastiche ottenute utilizzando monomeri provenienti da risorse miste
biologiche e petrolifere: come poliesteri ottenuti con acido tereftalico derivato
dal petrolio ed etanolo, 1,4-butandiolo e 1,3-propandiolo di derivazione
biologica, come polibutilene -tereftalato (PBT), politrimetilene tereftalato
(PTT), polietilene-co-isorbite tereftalato (PEIT), poliuretano (PUR) e resine

epossidiche (plastica termoindurente).



Una panoramica di queste materie plastiche ¢ riportata nella Figura 3:

Biodegradable
BAT, PVOH)

Petroleum based

Renewable Resource based

plant and animal proteins)

Polyesters
(bio-PBT, bio-PTT, bio-
FEIT)
Mixed Resorces based
(Biosources/petroleum)

Thermosets

based PU

Figura 3. Classificazione delle plastiche bio-based.

Le plastiche derivanti dal petrolio e non biodegradabili permangono
nell’ambiente per molti anni, causando un notevole inquinamento. In Europa di
tutta la plastica prodotta, solo una piccola parte viene riciclata, la restante parte
viene smaltita o in discariche o in impianti di produzione di energia elettrica,

causando il rilascio di una notevole quantita di CO; e altri gas a effetto serra.



2. TPOLIIDROSSIALCANOATI (PHA)
2.1 STRUTTURA CHIMICA DEI PHA

I poliidrossialcanoati (PHA) sono biopolimeri biodegradabili, biocompatibili
sintetizzati da molti batteri, in specifiche condizioni di crescita quali 1’assenza
di micronutrienti (azoto, fosforo e zolfo), un eccesso di carbonio e vengono
accumulati come deposito di energia (Chen et al., 2010).

Sono dei poliesteri naturali scoperti per la prima volta nel 1926 dal chimico
francese Lemoigne che individuo il poli-3-idrossibutirrato (PHB) in Bacillus
megaterium. Successivamente, negli anni ‘70 vennero identificati altri polimeri
appartenenti ai PHA, composti da unita monomeriche diverse dell’acido
idrossibutirrico. Questa scoperta, fu molto importante perché il PHB essendo
parzialmente cristallino risulta molto fragile e poco applicabile, ma con
I’aggiunta di altri monomeri all’interno della struttura polimerica le sue
proprieta termoplastiche ne sono migliorate (Leimoigne et al., 1962).

Negli anni ‘80 vennero identificate le vie metaboliche e 1 geni responsabili
della biosintesi dei PHA; questi geni vennero poi clonati, inseriti in batteri
ricombinati (Escherichia coli) o in piante transgeniche a fini produttivi (Steven
et al., 1988).

Ad oggi sono stati identificati numerosi batteri Gram-positivi e Gram- negativi
(Tabella 2), produttori di PHA sia in condizioni aerobiche che anaerobiche
(Zulfigar et al., 2018).

I PHA sono formati da 600 a 35000 unitd monomeriche degli acidi
idrossialcanoici (Tan et al., 2014).

I diversi tipi e la struttura, di ciascun biopolimero dipendono dal tipo di

microorganismo produttore e dalle condizioni in cui i microbi crescono.



PHA Strain Carban sources Feature DCW Titer Eroductivity Coneent Yield Seabe Reference

type [Host] gL} gL (z/lsh) {wt) (=5}
il
PL3HB) M. crgunopfiium Methanal Wild bypes Cultivation under I50 130 18-2.0 52-56 0.19 Fed-baich [B21

pitassium-limiting conditions
with 2-3 gL methane] for 0
I

PiZHR] M. hirsure Methans Wild type; After screening the - - 0058 3.6 = - Ruhble (L2
nutrient limitation, 25 codumn
cullivation ander iilrogen bigreactor

limitatian by implementing
the sequential nitmogen
starvatlon eyele
P{EHE) . parves DBEP Methans Wild types Cultivaticn under = == = (1] - Hatch [E5]
witrogen-limication using a
70 b inecalum; 1005
nitrogen in the inocalum
cullare and 20% nitrogen in

the medhem
PUHE) Methylocystis sp. Methane Wild type; Two-stage ‘18w 974 #0650 513 ©52  Baich 3]
GE 25 DEME TET4 eubtivation of the continuous g

growih phase and PHE
aceumulaiion phase under
ammanda-deficient eonditions
in Pl-L hioreactor
P{3HE) Mbeehiplocritis sp. Plithaie Wilid types Two-slage Ean m3zg 430 gh 468 55 Batch B8]
GB 25 DEME TET4 eulifvarion of continunas 8
growth phase and PHE
aceumulyiion phase under

phospharus-deficient
conditions in 70-1 bicreactor
P{3HE) Mthiplocritis ip. Plithaie Wil typess Two-slage TIN4 652 & 7T gh 28.3 hET Batch B8]
GE 25 DEMZ 7674 cultivation of continuous B

growth phase and PHE
aceunmbatbon phase under
magnesivm -deficient
canditions in 70-1 bioreactor

PLAHE) M. parns DREP Methane Wild type; Cultivation i7e OB 036 + 003 B+ 5 - 160 mL (5]
withput nitragen in the +0.14 g-P3HB/z- serum
i ubatiin mediam for 48 s8N bt the
culture
PiEHE) . parvus OREP Methans Wild type; Cullivation with 135 117 OAL & 002 &)+ 5 160 mL (1220
3HR 100 mg/1. FHB a5 cosubetrate. £ 0,16 Z-PIHE - sETUm
without nitragen in the 185/ battie
imcubetion mediam for 48 h culiure
PLEHR) M. erichoponium Mithams wild type; FHE production =] = = 34+ 4 = 125 ml. [E50]
DBb wiith mitrabe:Free mediam serum
usinng e caltune of Uhe misd- Ert et
expanendial phase for 24 h
P{EHD) . parns OBBF Fethane Wild type: FHE production B 125 mL (4]
wiith mitrate-free mediam serum
using the culture of the mid. bottles
expanential phase for 24 h
PLEHR] M. parvis DREP Methane wiild types FHB production "NEST 028 0,004 50,3 + 024 125 mil. (]
under nitragen- limiting + 003 a3 serum
canditicns for 66 h bt thes
PLEHE] . parvs DRBP Plethans: Wiild type; Cultivarion with 16 4 mar2  "onid 4a2+3 - 160 ml. |95
methane a5 a sule carbon 018 serum
source usder nitrogen-limived Bt thes
medimm for 48 h
PUEHD) M. parvs ORBP Methane Wild type; Cultivation with (. 0913 nore 5543 160 mL 551
Builyrate 1.2 mb bistyrate a8 t0.2 BT
cosubsirabe under nitrogen- batikes
Limitel medium for 48 b

[Addition of cosubstmre
the 48 h culture)

PEHB) M. parvis OBEP Felethans Wild Cype Cultivation with 1.82 1074 ‘n.naz 59+5 = 160 mL %51
Lhydroaybutyrate 1.2 mbd 3. bydroxybutyrare as 4+ 0,22 serum
cosubsirabe under nitrogen- botihes

limitexd medium for 48 h
[Addition of cosubsirate o
the 48 h oculture)

TEHR) M. parves DREP Flethans: Wild types; Cultivarion with 1.72 ‘nax 0.0 54+3 - 160 ml. %51
Octanoate 1.2 mM octanoate as +0.18 serum
wosubstrae umder nitrogen- bsink bt

10




THA Serain Carban sources Fearune oW Titer Productivity  Content Yield  Seale Reference

type (Hust) (gL} {g/L) (LA W) (=/g)
)
mral% im the incubation medivm for botike
FHV a5 h el
P{AHE- M. parvus DREP Methane Wild type; Culizvation with L2 9 0.0z 54+ 4 - 160 ml [5a]
X5 Valerate 1.2 mb valerate as + 016 serum
el ensuhstrare under nitragen- baortes
IHVy limited medium for 48 b

[ Aucklinian of cosubstrate te
the 46 h culoure)

P{3HE- M ethloba cierim Methanal Wiild type; Cultivation with 5 234 ‘D573 0.008 245 Babch (2 L [56]
o sp. KCTC D048 Valeric acid mmal valeric acid and §.5% fermenter)
e (vv) methanal under
vl e nitrogen-lmted medivm for
FHVY 48 b (addition of cosubsirate
ta the 24 b culture)
PI3HE- Mlethelolu coériem Methanal Wil ty e Culkivation with 5 zm ‘DS 0.007 249 - Batch (2 L [%a]
oo sp. BOTC D48 Pentana] mmal pendanol and B.5% (v fermenter)
6.5 v} methanol under nitrogen-
LU limited mediuen fer 48 b
FHV) (Addition of cosubstmte 1o
thie 24 h culture)
PI3HE- Mlethelolu coériem Methanal Wiild ty e Cullivation with 5 n ‘D643 0,009 201 - Batch (2 L [%a]
oo sp. KCTC DU48 Hepeanoic acid mmal heptanaic acid and fermenter)
71 0.5% {vv) methano] ander
ol nitvogen-Hmited medium for
FHV) 448 h (Addition of cosubstrate
Lo the 24 b culture)
PiEHE- M. crganagilam Mirthane willd rype Cultivation with R R - 30 - Bloreactor [w8]
w25 CE2 Prapéonate methane and 0.25 gL
vl e prapfonate under nitrogen-
IHVY limdted medium
P(3HE- P, denitrificans Fethanal Wild type; Cultivation with 1.8 ‘0378 0,008 21 Flask [1od
B n-amyl aleahiol 055 () methanol and
sl OLi5% (v/v) neamy] alcahal
FHVH under nitragen-limited
medium for 45 h
PiIHE- M. exctorguens Methanal wild type; Cultivation with Lo o331 0007 311 - Flask (14
o n-amyl akoohal DUES (v/v) methanol and
38 0ot (v v) n-amyl abeohod
% under nitragen-limited
FHVH medii for 48 h
PUEHE Methylogrstis sp. Methane Wild type; Cultivation with oS 0.14 = 62 046 2L [0
o WRRC1 Pentano] 0891 gL of cosshstrate [IHE) fernbach
THV Y consumpdtion under nirrogen- 017 flask
limived medium (3HV)
PiEHE- Methylocritis sp Methans Wl ry e Cultivation with ne .25 = 7125 hET 2L L1086
s WRRL1 Valerate .78 g1 of coswhstrate [AHA) fernbuch
£ consumption urder nitrogen- .32 flask

limdted mediiim [3HV}
PUIHE Mthylncysiis sp Methane willd types Cultivation with = - = 8 = 2L (o6
ro-54 WRRC1 Walerate 0.34% valerare ay cosubsirate fernbach
1l under copper-limited medium flask
AHV)
P{3HE- M. exchorquens AM1 Methanal ‘Wild type; Culbivation under (EReli] ‘059 0.001 RS 500 mL (126
i eobalt-deficlent conditians +0.1 F] flask
3492 with 0.5% {v/v] methanal
ol and 1,35 M Co™* for 72 h
AHVY
P(3HE- M. porvs CRBP Methane Wild type; Cultivation with La4 0767 0016 48 4 160 mL [55]
1.4 S-hipdioavalerate 1.2 mb S-hydroayvalerate as + 018 s
mal%s eosubstrate under nitragen- bortles
3HV- limited medium for 48 b
036 [Addition of co-substrate to
mal%s the 48 h culture)
SHVY
PIEHE- Recombinant methanal Replacing the ariginal phad [\ ‘MBS 0,003 43,6 = - 00 ml.
oo ML etorguens AN with phal fram Asramanas +0.03 a3 fask
323 canviae and expressing the
malth phad-phalt genes; Cultivation
IHV- under cobalt-deficient
co- conditions with 0.5% (v./v)
D0 methanal and 1,35 uM Co?'
% far 72 h
FHHz}

Tabella 2. Esempi di microrganismi produttori di PHA
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La struttura chimica dei PHA dipende dalla lunghezza della catena laterale, in
cui R ¢ la catena laterale di ciascun monomero € n il numero di monomeri

come riportato in Figura 4 (Tan et al., 2014).

iR R -
N CH C
.~ ~ i
O (C Hz)m

Figura 4. Struttura chimica dei PHA.

Sono classificati in tre classi:

1. A catena corta (sc/-PHA): composti da monomeri con 3-5 atomi di
carbonio

2. A catena media (mcl-PHA): composti da monomeri con 6-14 atomi di
carbonio

3. A catena lunga (Icl- PHA): composti da monomeri con piu di 14

atomi di carbonio

Il primo gruppo comprende PHA a corta catena (sc-PHA), fragili a causa della
loro cristallinita. Esempi di sc/-PHA sono il poli(3-idrossibutirrato) o

il poli(4-idrossibutirrato).

I1 secondo gruppo di PHA a catena media (mcl-PHA) comprende eteropolimeri
con basso livello di cristallinita, elastici e gommosi. Esempi di mcl-PHA sono
il poli(3-idrossiesanoato) o il poli(3-idrossiepatanoato).

I meno usati sono gli /c/-PHA.

I principali PHA naturali sono la combinazione slc-mlc (Tan, 2014; Hartmann,

2006).
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2.2 PROPRIETA E UTILIZZI DEI PHA

Come sopra riportato i PHA sono polimeri termoplastici semi-cristallini, le loro
proprieta dipendono dalla loro struttura chimica (omopolimerica e
copolimerica). Data la presenza di un gran numero di monomeri, ¢ possibile
ottenere diverse caratteristiche

Le proprieta chimico-fisiche variano quindi a seconda della loro composizione,
sono stabili ai raggi UV rispetto ad altre bioplastiche come 1’acido polilattico.
Sono insolubili in acqua, ma solubili in idrocarburi clorurati, presentano una
scarsa resistenza agli acidi e alle basi. Sono stati scoperti piu di 150 monomeri
di PHA e il PHB ¢ stato il primo omopolimero di PHA studiato.

Il PHB presenta alcune proprieta termiche e meccaniche comparabili con
alcuni polimeri di origine fossile (ad esempio il propilene); ha infatti un alto
punto di fusione e una buona resistenza alla trazione. Tuttavia, dal punto di
vista applicativo, a causa della sua rigidezza e fragilita, ¢ poco utilizzato; se
miscelato con altri PHA e sostanze varie di origine naturale, tra cui lignina,
cellulosa e amido, va a costituire biopolomeri con proprieta migliori e piu
facilmente degradabili (Bugnicourt et al., 2014).

L’amido, che ad esempio presenta una elevata biodegradabilita, ¢ compatibile
con il PHB e miscelandolo a questo porta minori costi di produzione e
proprieta fisico-chimiche migliorate. La miscela PHA-amido viene utilizzata
come materiale di rivestimento nelle industrie di imballaggio alimentare (Li et
al., 2016).

La lignina che contiene gruppi ossidrili e acido carbossilico, invece viene
utilizzata come filler del PHA.

Come soprariportato, la famiglia dei PHA presenta un ampio range di proprieta
termiche e meccaniche, in dipendenza dei monomeri allargando di
conseguenza le proprieta applicative. La miscela slc-mcl PHA fabbricati
dimostra buone proprieta fisico-chimiche e meccaniche.

I PHA presentano inoltre altre proprieta fisico-chimiche uniche, questa loro

caratteristica li rende in grado di generare i nano-composti.

13



I PHA miscelati con i nano-composti sono utilizzati nelle aree dei prodotti
farmaceutici e della bioingegneria (Tarrahi et al., 2020).

Nonostante il maggior problema dei PHA siano gli elevati costi di produzione,
alcune societa hanno avviato la produzione e la successiva
commercializzazione dei PHA. La piu grande azienda produttrice di mcl-PHA
¢ Polyferm (www.polyfermcanada.com), che utilizza zuccheri e oli vegetali

come substrati per la coltivazione di microrganismi selezionati (Tortajada et

al., 2013).
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3. LA SINTESI MICROBICA DEI PHA

Come gia sopra citato, i PHA sono sintetizzati da diversi organismi viventi
principalmente da piante e batteri. Le piante possono accumulare PHA solo a
basi livelli, inferiori al 10% del peso secco, viceversa gli Archea lo accumulano
fino al 90% della massa cellulare (Verlinden, 2007; Jiang, 2011).

Come sopra riportato, i poliidrossialcanoati fungono da riserva di energia per i
microrganismi, vengono sinterizzati in condizioni di stress quali la carenza di
macronutrienti ma in eccesso di carbonio. Quando la fonte di carbonio ¢
esaurita nell’ambiente, 1 microrganismi depolimerizzano i PHA utilizzandoli
come fonte di carbonio (Verlinden, 2014; Kourmentza, 2017).

Lo studio della biosintesi dei PHA ¢ in continua evoluzione e, ad oggi sono
state trovate 8 principali vie di sintesi. Tra le piu importanti ci sono la via
metabolica a partire dagli zuccheri nella quale il monomero viene sintetizzato a
partire dall’acetil-CoA, oppure altre vie che utilizzano vari intermedi
metabolici del ciclo di Krebs o la B-ossidazione degli acidi grassi, che vengono
utilizzati da precursori per la sintesi dei monomeri. La polimerizzazione
avviene sempre ad opera della PHA-sintetasi (Mozejko-Ciesielska & Kiewisz,
2016).

I principali substrati utilizzati per la produzione dei PHA sono zuccheri
semplici, glicerolo e oli vegetali; su scala industriale questi substrati raffinati
vengono utilizzati generando costi elevati. I PHA sono ottenuti principalmente
dal sciroppo di glucosio prodotto dal mais; si stima che entro il 2050 un terzo
del mais prodotto verra utilizzato per la produzione di queste bioplastiche. Tale
approccio comporta grandi costi, e genera un problema etico che deriva
dall’utilizzo di una fonte di alimenti per altri scopi non alimentari. Per questa
ragione si stanno cercando soluzioni alternative tra cui l’utilizzo come
materiale di partenza di substrati di scarto (Jo, 2021; Sohn, 2020).

La produzione di PHA basata sui residui ha un grande potenziale, perché
consentirebbe di risolvere sia problemi ambientali che economici, riducendo

nello stesso tempo 1 costi dei PHA che le emissioni inquinanti.
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Le biomasse residuali agroalimentari e industriali come la melassa di canna da
zucchero, il siero di latte, gli oli vegetali di scarto e gli idrolizzati
lignocellulosici potrebbero essere utilizzati come materia prima nella
produzione dei PHA (Saratale & Khang, 2021; Sohn, 2020).

La maggior parte della biomassa ¢ costituita da grandi molecole polimeriche
quali la cellulosa, la emicellulosa o I’amido, che non possono essere
metabolizzate dai ceppi wild-type grandi accumulatori di PHA (Jo, 2021; Sohn,
2020). Prima dell’utilizzo come substrati, queste biomasse devono essere
quindi pretrattate con metodi fisici, chimici o enzimatici perché vengano
rilasciati i monomeri utilizzabili dai microrganismi, aumentando i costi di
produzione e diminuendo in determinati casi anche la purezza dei PHA,
rendendo quindi necessari piu complessi processi di purificazione del polimero

(koller & Sohn, 2020).
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3.1 LA SINTESI DI PHA A PARTIRE DA COMPOSTI
CARBONIOSI C1

I composti derivanti da C1 sono abbondanti e a basso costo; dei C1 fanno parte
gas come CHy CO;, CO e liquidi come metanolo e acido formico e possono
derivare da processi industriali. CO; e CHy soni i principali componenti dei gas
serra che contribuiscono al riscaldamento globale. La cattura e 1’utilizzo dei
gas C1 ¢ quindi fondamentale per I’equilibrio ecologico del pianeta.

La produzione di PHA da gas C1 ¢ molto promettente in termini di costi. Un
ciclo di carbonio completamente chiuso all’interno del ciclo di vita del
materiale PHA, potrebbe essere ideato utilizzando direttamente come fonti di
carbonio i composti C1 emessi industrialmente; alla fine del suo ciclo di vitail
PHA viene scomposto in acqua e CO,, o in acqua ¢ una miscela di CO; e CHy,
in condizioni rispettivamente aerobiche e anaerobiche come riportato in Figura
5 (koller & Sohn, 2020).

A differenza dei processi biosintetici a partire da zuccheri raffinati o da
biomasse lignocellulosiche che richiedono la fotosintesi, il processo a partire
da CI1 richiede un ciclo molto piu breve e veloce di pochi giorni o settimane.
Benché il prezzo della materia prima dei composti C1 sia relativamente basso,
si ¢ cercato di utilizzare per la produzione su larga scala, 1 gas di scarico (Perez

et al., 2020).
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Figura 5. Ciclo di carbonio chiuso all’interno di un ciclo di vita PHA.

Ad esempio, il metano ¢ il principale componente del gas proveniente dagli
impianti di trattamento dei rifiuti. La produzione di PHA dai gas di scarico
viene eseguita utilizzando biogas da discariche, impianti di trattamento delle
acque reflue e strutture agricole.

Importanti aziende come la Mango Materials e la Newlight Technologies,
hanno gia ottenuto la produzione su scala commerciale dei PHA da gas C1.
Inoltre, I’azienda Mango Materials ¢ riuscita a sviluppare un‘importante
processo di bioconversione del biogas di scarto in PHA, utilizzando microbi
metanotrofi come biocatalizzatori senza nessun processo di pretrattamento o
sterilizzazione. Grazie alla produzione dei PHA da gas C; si prevede una
riduzione del 30-35% dei costi di produzione, e una riduzione del 20-30% della
produzione annua di plastica di origine fossile prodotta; tali processi potranno
sostituire 1'uso di combustibili fossili o risorse alimentari come il mais e la

canna da zucchero rendendo eticamente ed economicamente sostenibile 1’intero

processo. (Pfluger, 2011; Cantera, 2019).
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3.1.1 VIE METABOLICHE PER L’ASSIMILAZIONE DEI

COMPOSTI C1
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Figura 6. Via metabolica di metilotrofia e chemiolitoautrofi per 1’utilizzo delle risorse

C1 e la produzione dei PHA.

Per la produzione di PHA da fonti C1_ ¢ preferibile 1’utilizzo di gas C1 rispetto
ai liquidi C1, in quanto le risorse C1 liquide vengono facilmente convertite con
metodi sia chimici che biologici in gas C1 a costi bassi. L utilizzo dei C1 ha
luogo tramite due diverse vie di fissazione del carbonio: le vie metilotrofiche e
autotrofe. CH4 e metanolo seguono le vie di ossidazione metilotrofiche, mentre
CO; e CO seguono le vie autotrofe come riportato in Figura 6 (Chistoserdova

et al., 2018).
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Le due vie di assimilazione dei composti C1 sono qui di seguito brevemente

descritte:

1. Via metilotrofica: i metilotrofi sono un gruppo di batteri in grado di

crescere utilizzando i gruppi metilici come unica fonte di carbonio. I
metanotrofi sono un sottogruppo dei metilotrofi, che per la crescita cellulare e
biosintesi dei metaboliti ossidano il CH4 in metiletanolo tramite la metano-
monossigenasi (MMO) (Lidstrom et al., 2006).

I metanotrofi preferiscono il metano come fonte di C, altri crescono in modo
indipendente dal metano, e 1 metilotrofi non metanotrofi possono crescere con
il metano come unica fonte di carbonio. Nonostante le fonti di carbonio usate
siano diverse, le vie di ossidazione, per la formazione della formaldeide tramite
la metanolo-deidrodegenasi (MDH) sono le stesse per tutti 1 metilotrofi.

La formaldeide viene ulteriormente ossidata o attraverso il percorso
indipendente della tetraidometanopterina (HsMPT) da cui si generera NADH e
NADPH, o attraverso il percorso dipendente dal tetraidrofolato (H4F) da cui si
generera il NADPH (Lee, 2016; Matsen, 2013).

Come ultimo step il formiato viene ossidato a CO, tramite la formiato
deidrogenasi (FDH), producendo NADH. Per I’assimilazione dei composti C1
sono possibili due distinti percorsi: il ciclo del ribulosio monofosfato (RuMP) e
il ciclo della serina. Nel ciclo RuMP la formaldeide entra direttamente, mentre
nel ciclo della serina la formaldeide viene condensata spontaneamente con
H4F, formando il metilene-H4F. Il metilene-H4F viene generato mediante una
reazione sequenziale reversibile in cui il formiato viene convertito in
formil-H4F, poi in metanolo H4F, € come ultimo in metilene-H4F.

I proteobatteri che usano il ciclo RuMP sono piu efficienti dal punto di vista
energetico, anche se la CO, viene fissata durante il ciclo della serina. Nei
metilotrofi la CO, viene riciclata, per questo non sono considerati autotrofi, in
quanto viene utilizzata per generare il NADH (Trotsenko, 2008; Van Dien,

2002).
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I metilotrofi appartengono alle sottoclassi dei Gram-negativi o, B e vy
proteobatteri, e 1 batteri Gram-positivi. Tra questi solo quelli appartenenti alla

sottoclasse y producono PHA (Lidstrom et al., 2006).

2. Via autotrofica: ci sono diversi tipi di microorganismi autotrofi in grado di

fissare la CO,. La fissazione della CO, avviene in modo obbligato, o da
fototrofi facoltativi attraverso diversi tipi di percorsi: la Wood-Ljungdahl
Pathway (WL) e il ciclo CBB (Gonzales et al., 2019). Nella Pathway WL la
fissazione della CO; avviene tramite il gruppo metilico

H4F-dipendente con 6 fasi di riduzione, e il ramo carbonilico mediato dalla CO
deidrogenasi (CODH). Due molecole di CO, con un atomo di C ridotto in
entrambi 1 due rami, vengono condensate in 1 molecola di Ac-CoA con 2 atomi
di C. A sua volta, Ac-CoA viene utilizzato per la formazione di ATP o
convertito in acetato. I batteri della via WL sono acetogeni, come Clostridium.
Questi batteri sono in grado di produrre Ac-CoA, che viene convertito in
P(3HB) come intermedio nel percorso di biosintesi, attraverso 1’ingegneria
metabolica (Ragsdale, 2008; koller, 2020). Invece, nel ciclo CBB nella prima
fase la fissazione della CO, ¢ mediato dall’enzima chiave ribulosio 1,5-
bisfosfatocarbossilasi/ossigenasi (RuBisCO), che condensa la CO, con il 1,5-
bisfostato (RuBP). Il RuBP ¢ un composto instabile a 6 atomi di C, che si
divide in 2 composti a 3 atomi di C il 3-fosfoglicerato (3PGA). Nella seconda
fase di riduzione il 3PGA viene fosforilato tramite la fosfoglicerato-chinasi
(PGK) formando il 1,3-bisfosfoglicerato (13BGP). La gliceraldeide 3-fosfato
deidrogenasi (GAPDH) riduce il 13BPG, producendo la gliceraldeide 3-fostato
(G3P). 1 mol di CO; condensata con 1 mol di RuBP, produce 2 mol di G3P.
Nella fase finale, si avra la rigenerazione di RuBP, recuperando 3 mol di RuBP
da 5 mol di G3P che sono state generate da 3 mol di CO,. 1 mol di G3P, sara
utilizzata per un altro metabolismo. Fanno parte di questa via alcuni ceppi
batterici autotrofi tra cui Cupriavidus, 1 ciano-batteri fototrofici e 1 batteri
azzurri. | maggiori accumulatori di PHA, sono specie del genere Cupriavidus

(Lee, 2021; Volova, 2002).
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Varie risorse C; vengono utilizzate per produrre PHA sia ad opera di
metilotrofi che di autotrofi. Con la finalita di ottenere industrialmente una
buona resa e produttivita di PHA, la progettazione dei processi di

fermentazione € mirata a 3 obbiettivi:

1) aumentare il contenuto di PHA
2) aumentare la produzione di copolimeri
3) aumentare la velocita di trasferimento di massa

Nonostante 1 proteobatteri metilotrofici e le specie Cupriavidus producano
P(3HB) in condizioni regolari, la limitazione di nutrienti come (azoto, fosforo,
magnesio) ¢ una strategia ampiamente adottata nel mezzo di coltura per
ottenere un maggiore contenuto di PHA (Comer, 2017; Macrotrends, 2021).
Come sopra scritto I’omopolimero P(3HB) presenta una struttura cristallina che
lo rende rigido e fragile, questo ne comporta una limitazione del suo utilizzo in
vari campi. Per sopperire a questa sua mancanza, sono stati incorporati altri
monomeri nella sua struttura interna, per migliorarne le proprieta di materiale,
quali una maggiore flessibilita, una temperatura di fusione inferiore (Tm), una
migliore temperatura di transizione vetrosa (Tg), cristallinita e permeabilita
all’acqua (Myung et al., 2019).

Sono stati eseguiti vari esperimenti con ceppi metilotrofici e autotrofi
utilizzando fonti di carbonio secondarie, per produrre copolimeri P(3HB)
migliorati. Un problema con il carbonio gassoso, ¢ la limitazione nella velocita
di trasferimento di massa. CHs4, CO e CO, sono composti idrofobici,
nell’ambiente sono presenti in soluzione gassosa, mentre i ceppi sono coltivati
nel mezzo acquoso. Per ovviare a questo problema, nella produzione di PHA
dai gas Cl sono state sviluppate diverse strategie per migliorare il
trasferimento di massa da gas a liquido; in quanto il superamento del basso
tasso di trasferimento di massa € una caratteristica fondamentale per

aumentarne 1’efficienza di produzione (Mariana et al., 2018).
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Sono state a tal fine costruite delle colonne a bolle e bireattori ad anello
tubolare verticale, per la produzione di P(3HB) da CH4 in Methylocystis hirsuta
ottenendo il 42,5% in peso secco, e il 51,6% in peso di P(3HB). La
coltivazione ad alta densita cellulare di Methylocystis hirsuta nel reattore di
colonna a bolle ha consentito la produzione del 73,4% in peso di P(3HB)
(Ghoddosi et al., 2019).

Un ulteriore problema ¢ I’utilizzo come fonte di carbonio o di energia di gas
infiammabili o tossici. I problemi possono essere ovviati tramite linee sigillate
di gas, sensori di rilevamento del gas e una ventilazione adeguata.

Un bioreattore con una fornitura di gas separata, o un livello di O; controllato ¢
un’importante soluzione. Un esempio di tali apparati ¢ il Mes (reattore di
elettrosintesi microbica) utilizzato per ridurre il rischio legato all’idrogeno
(Hz). I Mes ¢ in grado di produrre formiato da CO, utilizzando 1’energia
elettrica, la quale viene riconvertita in CO, e NADH all’interno della cellula,
fornendo un buon apporto sia di carbonio che di fonte di energia (Garrigues,
2020; Chakravarty, 2018).

C. necator ad esempio ¢ stato in grado di produrre 165 mg/L di P(3HB) da CO,
senza apporto di H, La giusta quantita di H, per la fermentazione di C. necator
puo essere generato scindendo una molecola d’acqua, rendendo cosi il processo
piu sicuro (Li, 2012; Chen, 2018).

C. necator in condizioni di assenza di H, ma utilizzando il sistema di scissione

dell’acqua ¢ stato in grado di produrre 700 mg/L di P(3HB) (Liu et al., 2016).
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3.1.2 STRATEGIE DI INGEGNERIA GENETICPER LA
PRODUZIONE DI PHA DA GAS C1

Numerosi studi di ingegneria genetica sono stati condotti con lo scopo di
produrre vari tipi di PHA a partire da varie risorse C1 come riportato in Figura

7 (Garcia-Gonzales et al., 2018).
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Figura 7. Percorso metabolico ingegnerizzato di: (A) C. necator (B) Acetogeni
(C) Metilotrofi per la produzione di PHA.
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L’ingegneria metabolica dei ceppi microbici per la produzione di PHA dalle

risorse Clsi basa su 3 percorsi:

1. ingegnerizzare per utilizzare risorse Cl1 da microbi eterotrofi che non
possono assorbire risorse C;, ma possono produrre PHA

2. ingegnerizzare per la produzione di PHA da microbi metilotrofi e autotrofi
nativi, ma che non producono PHA

3. ingegnerizzare percorsi metabolici di metilotrofi e autotrofi nativi, microbi
che producono naturalmente PHA per la produzione di copolimeri senza che

vengano utilizzati monomeri e precursori (Garcia-Gonzales et al., 2018).

Nel primo gruppo di ceppi ingegnerizzati che non possono utilizzare C; ma
producono PHA, Cupriavidus necator H16 (Fig.9A), in cui ¢ stato introdotto il
gene per CODH di Oligotropha carboxidovorans. 1l ricombinate risultante ¢
capace di crescere con CO come unica fonte di C, producendo il 49,7% del
peso secco di P(3HB) (Heinrich et al., 2017).

Il secondo gruppo ¢ costituito da ceppi chemiolitoautotrofi che non possono
produrre naturalmente PHA, ma crescono con CO, come unica fonte di C. Un
esempio sono gli acetogeni che non possono produrre P (3HB) da risorse C1 in
condizioni autotrofe, a causa della mancanza dell’operone pha. Ebbene siano in
grado di assorbire CO e CO; e convertirle in Ac-CoA. Grazie all’introduzione
dell’operone pha di Cupriavidus necator in Clostridium autoethanogenum
(Fig.9B), si ¢ ottenuto P(3HB) da una miscela di gas di sintesi CO e CO,.
Sebbene 1 3 passaggi da AC-CoA a P (3HB) non richiedano ATP, I’energia
limitata e il potenziale redox sbilanciato determina la produzione del solo 5.6%
del peso secco di P(3HB) (Lemgruber & Fluchter, 2019).

Nel terzo gruppo sono in corso vari esperimenti mirati ad ingegnerizzare i
ceppi metilotrofi. Un esempio ¢ il caso del copolimero P(3HB-co-3HB) e il
terpolimero P(3HB co-3HV-co-3HHx) in (Fig.9C). Questi polimeri, sono
prodotti con CO; in condizioni limitate, utilizzando Methylorubrum extorquens

AMI1 ingegnerizzato (Orita et al., 2014).
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In conclusione quindi, le risorse C;, stanno diventando sempre piu fonti di C
sostenibili e rispettose dell’ambiente per la produzione microbica di diverse
sostanze chimiche, determinando un grande valore aggiunto in termini di costi,
senza nessun inquinamento ambientale, o problema etico relativo al cibo, come
quello generato dall’utilizzo di grandi quantitativi di mais (Balasubramanian,

2010; Clomburg, 2017).

26



3.2. LA PRODUZIONE DI scl E mcl PHA

3.2.1 CEPPI PRODUTTORI DI sc/-PHA

Gli sc/-PHA sono costituiti da monomeri da tre a cinque atomi di carbonio e
sono fragili a causa della loro cristallinita. Sono utilizzati principalmente per la
produzione di articoli usa e getta e materiali per I’imballaggio alimentare
(Kourmentza et al., 2017).

I1 poli-3-idrossibutirrato P(3HB) ¢ il piu noto tra gli sc/-PHA, composto da
1000 a 30000 monomeri di acidi grassi idrossilici come in Figura 8.

I1 PHB ¢ un polimero rigido e fragile ed ¢ difficile da lavorare a causa della sua

natura cristallina (Bugnicourt et al., 2018).
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Figura 8 Struttura del poli-3-idrossibutirrato, P(3HB).

Il microrganismo piu studiato nella produzione dei PHA, e noto principalmente
per la capacita di accumulare il P(3HB) ¢ il Cupriavidus necator.

Cupriavidus necator ¢ un B-proteobatterio Gram-negativo non patogeno, ¢ in
grado di crescere sia in ambienti anaerobici che aerobi. E’ un batterio
chemolitotrofio facoltativo in grado di crescere su miscele di Hy, CO, o su
formiato senza alcuna dipendenza dalla disponibilita di luce, perché non ¢ un
organismo fototrofo. C. necator assimila la CO; utilizzando il ciclo autotrofico

di Calvin-Benson-Bassham (CBB) (Tian et al., 2005).
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3.2.2 CEPPI PRODUTTORI DI mcl-PHA

Gli mcl-PHA sono stati identificati per la prima volta nel 1983 in varie specie
microbiche (Tabella 3), e il primo produttore ¢ stato Pseudomonas oleovorans
coltivato con il 50% di ottano come fonte di carbonio, con la produzione di un
biopolimero composto da 3HO monomeri (De Smet et al., 1983).

Gli mcl-PHA sono sintetizzati da diversi tipi di batteri come riportato in
(tabella 3), tra 1 quali il Pseudomonas fluorescens il piu studiato nella
produzione degli mc/-PHA (Chung et al., 2001).

I PHA a catena media sono ottenuti coltivando 1 microrganismi su un’ampia
varieta di materie quali carboidrati, lipidi, alcoli e acidi organici (Mozejiko-

Ciesielska et al., 2019).

Monomers composition (wtl) ‘Thermal properties

PHA e
Bacteria Substrates b Mw (kDa)  PDI Q) X, (%) Ref.

%)
HHx HO HD HDD HTD T, T

Terephthalic
acid
Oils -
Decanoie acid o I'.! ;
P. putida Octanoic acid 4.6-84.3 0-10 0-100 16-100  0-84 0-16 7.4-361.4 1.97-237 325 34-77.6 18.7-31.1 I':!l'-,
10-undecenoic : g
acid
Dodecanoic
acid
Oils
Oleic acid
Erucic acid 5210 [1s,
P. aeruginosa Nervenic acid 0.26-23.5 5-6 27-36 42-47 13-20 n.d 57-188 1.6-2.0 .39 48-52 n.a. 17,
Heptadecanoic 18]
Nonadecanoic
Heneicosanoic
P. mediteranea Glycerol 21 na. na. n.a. na. n.a. 54 na. -40.6 40.6 na. [19]
Crude glycerol
Fatry acids
P. chlororaphis ~ Palm kernel oil 10-45 5-16 10-51 26-49 1-43 0-12 08-1.2 1.5-23 na. n.a. 37
Ensiled grass
press juice
Olive oil
distillate
Fatty acids
Margarine
P. citronellolis waste 3-30 1-14 22-48 2868 5-14 0-4 0.3-37 15-26 n.a. n.a. 1-15
Apple pulp 2
waste 30]
Tallow based
biodiesel
Olive oil
distillate
Used cooking
ol
Biodiesel fatty
Fomavy  o0ds 2-53 3-19  27-48  30-48 815  0-10 0.2-34 15-22  na na. 6-7
Olive oil
distillate
Crude Pollock
oil
Apricots Sclaris
grapes

Tabella 3. Tipi, di composizione polimerica e proprieta degli mcl-PHA.
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La strategia di coltivazione piu usata per gli mcl-PHA ¢ I'utilizzo di
monocolture, in cui un singolo ceppo batterico viene coltivato per produrre
PHA con una specifica composizione di monomeri. Tuttavia, viene
maggiormente utilizzata la co-coltura di due o piu microrganismi
massimizzando cosi il consumo di materie prime (Rebocho et al., 2019).
Un’altra strategia usata nella coltivazione degli mcl-PHA ¢ I'utilizzo di
consorzi microbici misti (MMC).

Gli MMC sono colture microbiche aventi una composizione indefinita,
vengono selezionati da colture di microrganismi di diverso tipo mediante
specifiche pressioni selettive come periodi di alimentazione alternati
(Valentino et al., 2020).

Gli mcl-PHA si accumulano nel citoplasma batterico sotto forma di granuli che
costituiscono una riserva di carbonio e di energia essenziali per la vita dei
batteri. L’accumulo di polimeri ¢ vitale per I’integrita cellulare anche, quando

la cellula viene esposta a squilibri osmotici (Sedlacek et al., 2019).
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3.2.2.1 VIE BIOSINTETICHE E MATERIE PRIME NELLA
PRODUZIONE DI mcl-PHA
La produzione di PHA dipende dal metabolismo della cellula. Processi come la
via glicolitica, la via del pentoso fostato, il ciclo dell’acido tricarbossilico ¢ la
via di sintesi e degradazione degli acidi grassi volatili sono coinvolte
direttamente o indirettamente nella sintesi di molecole precursori di PHA. La
struttura molecolare, la lunghezza della catena del carbonio e delle molecole
dei processi prima descritti, dipendono da diversi tipi di fattori che includono
sia lo stato metabolico dei batteri sia I’attivita di specifici enzimi (Sasong,

2018; Kniewel, 2019).
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Figura 8. I tre percorsi biosintetici naturali dei PHA.

I precursori di PHA sono trasformati in biopolimeri da diversi tipi di enzimi

descritti in 3 vie biosintetiche naturali associate come in Figura 8:

1. alla sintesi di P(3HB), poli (3HB co-3-idrossialcanoati) e P(3HB-co-3HA)

2. al ciclo di sintesi degli acidi grassi utilizzando fonti di carbonio non correlate
come (gli zuccheri)

3. al ciclo beta-ossidazione degli acidi grassi utilizzando come fonti di carbonio

correlate (acidi grassi volatili) (Sasong, 2018; Kniewel, 2019).
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I substrati di carbonio piu utilizzati nella produzione degli mcl-PHA sono gli
alcani, gli acidi grassi e i carboidrati. Negli mc/-PHA si possono identificare tre

principali tipi di substrati di carbonio:

1. substrati che supportano sia la crescita cellulare che la produzione di PHA

2. substrati che supportano la crescita cellulare, ma non sono in grado di
produrre PHA

3. substrati che supportano solo la produzione di PHA, ma non la crescita

cellulare (kim et al., 2007).

La produzione di PHA ¢ quindi strettamente correlata alla via catabolica degli
acidi grassi. La scelta del tipo di substrato per la crescita cellulare, influenza il
tipo percorso di biosintesi utilizzato dai batteri produttori di mcl-PHA

Ad esempio, Pseudomonas oleovorans ¢ stato coltivato utilizzando una miscela
di acido 5-fenilvalerico e di acidi n-alcanoici come fonte di carbonio,
influenzando sia la resa del biopolimero che la sua composizione. Nel polimero
3-idrossi-5-fenilvalerato si ¢ ottenuto una resa maggiore rispetto all’acido-5-
fenilvalerico (kim et al., 1991).

I costi nella produzione di PHA su larga scala vanno da 2.25 a 2.75 dollari
USA per libbra, molto maggiori rispetto ai prezzi delle materie plastiche a base
di petrolio come PE o PP che sono dalle cinque, alle dieci volte inferiori. E’
proprio questo il principale problema della commercializzazione dei PHA
(Kourmentza, 2017; Hartmann, 2006).

A questo scopo, si stanno cercando substrati pit economici € poco costosi,
portando la capacita dei microrganismi a crescere su una vasta gamma di
substrati di carbonio come effluenti di scarto, oli vegetali, acidi grassi,
carboidrati semplici e alcani per ridurre i costi di produzione.

L’aumento dell’urbanizzazione globale e delle industrie hanno portano a un
accumulo di residui industriali e agroindustriali, sia solidi che liquidi. Si
prevede, che entro il 2025 verranno prodotti circa 2.6 miliardi di tonnellate di

rifiuti (www.worldbank.org).
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I materiali di scarto agroindustriali consistono in (foglie, bucce, gusci, olio di
palma, glicerolo grezzo ecc..) che, solitamente vengono inceneriti o lasciati
nelle discariche, con conseguente emissione di metano ¢ CO, causandone
contaminazione e malattie nell’ambiente.

Il mancato utilizzo di questi rifiuti, la loro scarsa valorizzazione e I’aumento
dei costi per il loro smaltimento costituiscono un significativo allarme
economico. Una possibile soluzione per utilizzare efficacemente 1 rifiuti
ottenendo prodotti biotecnologici aventi un valore aggiunto, potrebbe essere
I’ottenimento di mcl-PHA.

I rifiuti agroindustriali e 1 residui forestali sono costituiti da zuccheri, lignina,
cellulosa, emicellulose, proteine, lipidi e fibre. A seconda del loro diverso
utilizzo, 1 rifiuti o 1 residui vengono sottoposti a pretrattamenti con agenti
biologici, fisici o chimici ottenendo un substrato di carbonio fermentescibile,
che sara poi utilizzato da molti batteri per produrre mcl. La produzione di
mcl-PHA dipende molto dal tipo di substrato utilizzato, che andra ad influire
sulle proprieta del prodotto finale. L ’interesse relativo alla produzione batterica
degli mc/-PHA ¢ in continua crescita, in modo particolare nel campo
dell’ingegneria metabolica. Con lo scopo di ottenerne, una riduzione sempre
piu ampia dei costi e una produzione sempre piu elevata di polimeri, con

specifiche proprieta per ampliarne il campo di utilizzo (Chee et al., 2010).
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4. PROCESSI DOWNSTREAM NELLA
PRODUZIONE DEGLI slc-mcl-PHA

L’uso di rifiuti come substrato per la produzione di PHA richiede dei processi
di purificazione, questo perd va ad aumentarne i costi di produzione. Pertanto,
per diminuirne i costi sono state elaborate delle procedure a monte e a valle
nella lavorazione dei PHA. La lavorazione a valle dei PHA utilizza la biomassa
derivante dal processo produttivo, da cui viene estratto e purificato il polimero

come riportato in Figura 9 (Jiang, 2006; Koller, 2014).

) * i * G *  »

= Centrifugation * Syt extraction * Ariti-sobieng
SFiltration 3 . precipifation
= Chemical digedtion of
= Waihing, Drying hio-PHA Boimads = Washing, Drying

Figura 9. Processi downstream nella produzione degli slc-mcl-PHA.

L’estrazione dei PHA viene ottenuta in due processi qui sotto brevemente
descritti:

1. Estrazione con solvente: consiste nel recupero dei PHA dalla biomassa.

La biomassa viene disciolta in un solvente alogenato come cloroformio o
cloruro di metile, che ne modifica la membrana cellulare; permettendone cosi il
rilascio dei granuli di PHA e la solubilizzazione del polimero. La soluzione
viene filtrata e centrifugata per rimuoverne i detriti cellulari, il solvente viene
fatto evaporare, ottenendo cosi un biopolimero privo di impurita (Jacquel,

2008; Ishak, 2016).

2. Digestione chimica della massa cellulare non-PHA (NPCM): il metodo
NPCM consiste nel sottoporre la biomassa a trattamenti fisici come
(interruzione meccanica con 1’utilizzo di mulini a sfere, ultrasuoni) o chimici
come (tensioattivi e acidi) o enzimatici. Segue poi, una fase di filtrazione e/o
centrifugazione per separare i granuli di PHA dai componenti cellulari, questa
fase viene ripetuta piu volte al fine di ottenere una maggiore purezza del
biopolimero. Questo ¢ il metodo molto usato per 1’estrazione di PHB

(Kunasundari, 2011; Tamer, 1998).
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Con entrambi questi sistemi, le cellule batteriche vengono sottoposte prima a
un processo di centrifugazione e/o filtrazione; il surnatante privo di cellule
viene quindi eliminato, e viene conservato il pellet da cui viene estratto il PHA.
Successivamente la biomassa secca verra trattata con metanolo per rimuovere
lipidi e composti colorati, aumentando cosi la purezza del polimero estratto.
Per ’estrazione degli sc/-PHA si usano solventi con composti clorurati come
cloroformio o cloruro di metile, molecole molto tossiche e pericolose.

Per I’estrazione degli mc/-PHA si utilizzano solventi come 1’acetone o il
metilterz-butil etere (MTBE) per aumentarne la purezza del polimero estratto.

1 grado di purezza ¢ uno dei punti critici dei processi a valle di purificazione
dei PHA, infatti la presenza di contaminanti biologicamente attivi come
proteine e lipopolisaccasiridi (LPS) devono essere eliminati perché possono
produrre reazioni avverse. In particolare, gli LPS agiscono come endotossine,
che venendo a contatto con il sangue innescano gravi effetti. Gli LPS si trovano
nella membrana esterna dei batteri Gram negativi e durante la lisi cellulare
vanno a contaminare i PHA. La presenza di impurita (come proteine, tossine,
tensioattivi e endotossine) nel polimero finale non ¢ tollerata dagli enti
regolatori per le applicazioni in campo medico e farmaceutico (Rai, 2011;
Wampfler, 2010).

I PHA per applicazioni in campo medico devono avere un basso contenuto di

proteine, tensioattivi e endotossine (Kunasundari, 2011; Tan, 2014).
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5. IRIFIUTI LATTIERO-CASEARI COME
FONTE DI NUTRIENTI PER LA PRODUZIONE
DI PHA

I rifiuti agricoli sono un potenziale substrato per la sintesi microbica dei PHA.

I residui agroalimentari sono formati da complessi composti, che devono essere
pretrattati in modo che i microbi produttori di PHA possano utilizzarli come
substrato.

I1 pretrattamento dei rifiuti agricoli mette a disposizione una buona quantita di
zuccheri semplici e grassi, utilizzabili da parte dei microrganismi.

I1 settore lattiero-caseario ¢ il settore con crescita piu rapida tra tutti i settori
alimentari considerando le sue vendite, la produttivita, la nutrizione e il prezzo.
Dall’industria lattiero casearia derivano vari prodotti considerati rifiuti dopo la
lavorazione delle materie prime, tra cui il siero di latte nella produzione del
formaggio, fanghi, effluenti liquidi. Ogni anno, milioni di tonnellate di rifiuti di
lavorazione dei prodotti caseari, vengono scaricate nelle acque dei fiumi
causandone gravi impatti nell’ambiente e sulla popolazione umana.

Le acque di lavorazione contengono un insieme di componenti come grassi,
sostanze nutritive, cloruri, lattosio, solfati che una volta rilasciati nei corsi
d’acqua formano uno strato in superficie che va a ridurre il quantitativo di
ossigeno disciolto impedendone la sopravvivenza di piante e animali.

I rifiuti dalle lavorazioni dei prodotti caseari sono di aspetto biancastro e di
natura alcalina, ma a causa della fermentazione dello zucchero del latte
convertito poi in acido lattico, diventano acidi (Khatami et al., 2020).

Le proprieta dei rifiuti lattiero caseari dipendono dalla quantita di latte
utilizzato e dal tipo di prodotto fabbricato. I rifiuti di lavorazione dell’industria
lattiero casearia presentano un’elevata concentrazione di materia organica e
pH, per il loro smaltimento sono necessari dei trattamenti delle acque reflue

con vari metodi per prevenire I’inquinamento ambientale.
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Tra i rifiuti di scarto delle lavorazioni agroalimentari, quelli che nel mercato
vengono utilizzati maggiormente come substrato per la trasformazione in PHA,
sono quelli che provengono dal settore lattiero—caseario (Koller et al., 2017;
Bozorg et al., 2015; Chee et al., 2019).

PHA sono quindi stati prodotti mediante 1’utilizzo degli scarti di lavorazione
dei prodotti lattiero—caseari utilizzando acque reflue, siero di latte e altri
composti di scarto.

Il siero di latte deriva dalla lavorazione del formaggio e il 50% viene scaricato
come rifiuto nelle acque reflue. Il siero di latte contiene grassi, lattosio,
minerali e vitamine (B e C), componenti essenziali per la crescita microbica.
Pud quindi venir utilizzato come fonte di carbonio a basso costo nella
produzione di PHA. Proprio il siero di latte che non richiede nessun
pretrattamento tramite idrolisi con metodi fisici e/o enzimatici prima del
processo di fermentazione, sta diventando un importante substrato nella
produzione dei PHA.

La produzione di PHA avviene in vari passaggi tra cui la fermentazione, la
separazione della biomassa dal brodo di coltura, I’essicazione della biomassa,
I’estrazione del biopolimero e I’imballaggio finale.

La produzione industriale puo prevedere un processo continuo oppure in batch.
La scelta delle varie tecniche da utilizzare dipende dal ceppo microbico, dalla
sua cinetica di crescita e dalla fase del metabolismo in cui accumula il
polimero (Koyoama et al., 1995).

Per esempio, il processo mediato da Cupriavidus. necator predilige due
reattori: in un primo step la produzione della biomassa avviene in un reattore
continuo e continua poi in un reattore discontinuo in batch, nel quale le
condizioni di incubazione vengono sbilanciate a favore della fonte di carbonio.
II tutto, per ottenere una miglior resa di accumulo ed estrazione (Braunegg et

al., 1995).
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CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

Con la presente Tesi si ¢ voluto evidenziare il problema del grande accumulo
di plastica che sta causando un grave impatto ambientale.

La maggior parte della plastica prodotta finisce nei mari o negli oceani,
provocandone contaminazione e danni rilevanti agli esseri viventi.

Per ovviare a questo problema, si ¢ avviata la produzione di plastica
biodegradabile. Le bioplastiche sono un’industria innovativa, in rapida crescita
per offrire nuove modalita di recupero e riciclaggio.

Le bioplastiche sono, inoltre biopolimeri ecologici, con proprieta fisiche-
chimiche che non provocano alcun tipo di inquinamento nei processi di
smaltimento dei rifiuti.

Tra 1 biopolimeri prodotti, i pitt importanti sono i PHA che stanno avendo una
grande applicazione nelle industrie alimentari, in campo medico e
farmaceutico.

I PHA sono biopolimeri biodegradabili derivanti da fonti rinnovabili come
rifiuti agricoli, oli vegetali e amido.

Uno dei metodi utilizzati nella biosintesi dei PHA ¢ basata sull’utilizzo delle
risorse C1, considerate fonti di carbonio sostenibili e di nuova generazione per
la produzione microbica, tramite 1 processi di bioraffineria (Bugnicourt et al.,
2016).

La produzione di PHA da composti C1 ha un valore aggiunto con un vantaggio
in termini di costi e di impatto ambientale.

In conclusione, gli studi e la ricerca sull’uso di materie prime per diminuirne 1
costi di produzione sono in continua evoluzione, al fine di ridurre I'uso di

plastica derivante dal petrolio e avere un minor inquinamento.
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