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DESCRIZICNE

(Sfondo dell’ invenzione)

Campo dell’invenzione

La presente invenzione si riferisce ad un bio-
sorbente per metalli pesanti preparato da biomassa
microbica di scarto proveniente da fermentazioni in-
dustriali ed impianti di trattamento biologico, e ad
un procedimento per recuperare metalli pesanti usando
guesto biosorbente.

Descrizione della tecnica precedente

L’accumulo di metalli da parte di microorganismi
¢ noto da alcuni decenni, ma ha ricevutc una maggiore
attenzione negli ultimi anni, per la sua potenziale
applicazione nella protezione ambientale o nel recu-

pero di metalll preziosi o strategici. Il termine ge-
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nerale “bioassorbimento” e stato impiegato per de-
scrivere una proprieta della biomassa microbica di
trattenere ioni principalmente di metalli pesanti e
radionuclidi. L’aumento dell’interesse nel bloccare
questi elementi da parte di biomassa microbica non
vivente é& stato basato su potenziali applicazioni
tecnologiche di bioassorbimentc nel recuperc di me-
talli e nel trattamento delle acque di scarico indu-
strialil.

Nelle industrie della fermentazione sono stati
impiegati funghi filamentosi per produrre vari meta-
boliti come enzimi, agenti aromatizzanti o antibioti-
ci. Migliaia di tonnellate di biomassa residua pro-
dotta ogni anno contiene biopolimeri scarsamente de-
gradabili ({cellulosa, chitina, glucani, ecc.) e co-
stituiscono fertilizzanti scadenti per uso agricolo.
Attualmente, 11 mode pil diffuso per la distruzione
di questi sottoprodotti & 1’incenerimento. Dfaltro
canto, 1l’industria mineraria e metallurgica o gli im-
pianti di galvanizzazione producono acque di scarico
caricate per lo pil con metalli. I trattamenti esi-
stenti per la purificazione di questi effluenti sono
spesso meno attraenti delle tasse richieste per sca-
ricarli nelle acque di scarico. Quindi, con la prose-

cuzione dell’estrazione di risorse minerali e 1'accu-
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mulo nell’ambiente di scarti a rischio, deve essere
trovata una maggiore efficienza nella detossificazio-~
ne deglli effluenti e nel recuperoc dei metalli.

Alcuni tipi di microorganismi, come Saccharomy-

ces cerevisiae, Actinomvces levoris, Pseudomonas ‘ae-

ruginosa, Streptomyces viridochromogenes e Rhizopus

arrhizus, sono stati indicati come dotati di proprie-
ta biosorbenti per l1’accumulo di ioni di metalli be—
santi. I seguenti sono 1 biosorbenti convenzioﬂali
per metalli pesanti e radionuclidi, riscontrati nella
bibliografia.

Gerald Strandberg e altri ha riportato che
l7uranio si accumula extracellularmente sulle super-

fici di cellule di Saccharomyces cerevisiae, e che la

velocita e l’entitd dell’accumulo sono legati a para-
metri ambientali, come pH, temperatura ed interferen-

za con certi anioni e cationi (Applied and Enviorn-

mental Microbiology, wvol. 41, 1981, pag. 237-245}.

Mario Tsezos e altri ha riportato che la biomas-

sa di Rhizopus arrhizus, a pH 4, presenta la maggiore

capacitad di assunzione per bioassorbimento di uranio

e torio (Biotechnology and Bioengineering, vol.

XXIII, 1981, pag, 583-604).
Akira Nakajima e altri, hanno riportato che

Streptomyces viridochromogenes immobilizzati in gel




di,poliacrilammide hanno le caratteristiche pilu op-
portune’ per 1l recupero dell’uranic dal mare e dal-

l'acquaﬁ(Eur. J. Applied microbiology and Biotechno-

logy, vol. 16, 1982, pag. 88-91).
(Sommario dell’invenzione)

Lo scopo della presente invenziocne consiste nel
provvedere un biosorbente per metalli pesanti avente,
come idgrediente principale, sodiofosfato di poliam-

minosaccaride, preparato da biomassa microbica impie-

gando Aspergillus, Penicillium, Trichoderma o Micro-

coccus, originati da fermentazioni industriali e im-
pianti di trattamento biclogico.

Un ulteriore scopo della presente invenzione
consiste nel provvedere un procedimento per la prepa-
razione del biocsorbente suddetto con le fasi seguen-
ti. Un procedimento per la preparazione del biosor-
bente suddetto comprende i) idrolisi di biomassa con
soluzione di acido fosforico, ii) rimozione dei pro-
dotti lipidici solubili con butanolo o n-esanoc, iii)
reazione e alcalinizzazione con idrossido di sodio o
bicarbonato di sodio in soluzione e, iv) separazione
dei prodotti soclubili con alcoli inferiori, e v) fil-
trazione ed essiccamento del residuo rimanente per
ottenere il biosorbente per metalli pesanti avente,

come componente principale, sodiofosfato di poliammi-



nosaccaride.
(Breve descrizione del disegno)

La Figura 1 mostra lo spettro IR del biosorbente
preparato secondo la presente invenzione.,
(Descrizione dettagliata dell’invenzione)

Il meccanismo di come il sodicfosfato di poliam-
minosaccaride possa essere impiegato come biosorbente
per metalli pesanti, & spiegato in quanto segue.

Il meccanismo di bioassorbimento & stato attri-
buito ad adsorbimentc, scambio ionico, legame di co-
ordinazione e covalente. Come risultato di vari espe-
rimenti, si richiede nel biocassorbimento siano inte-
ressati gli ingredienti specifici della parete cellu-
lare del microorganismo. Inoltre, & noto che la chi-
tina ed i1l complesso glucanico nella biomassa micro-
bica giocano un ruolo fondamentale nel bicassorbimen-
to. Tuttavia, la chitina ed il chitosano nel guscio
dei granchi mostrano proprietd di bicassorbimento mi-
nori di quelle della biomassa microbica. Inoltre, la
mureina della parte cellulare dei microorganismi é
nota per contribuire alla formazione di complessi con
gli ioni metallo. Considerando tutti gli ingredienti
della parete cellulare dei funghi e batteri, i po-
liamminosaccaridi sono il biosorbente ottimale avente

la migliore proprieta di bicassorbimento.



Per questo, ia presente invenzione si riferisce
ad un procedimentg per estrarre facilmente 1 poliam-
minosaccaridi dalfg biomassa microbica. Come materia
prima per la presente invenzione si impiega la bio-

massa microbica coéstituita da Aspergillus, Penicil-

lium, Trichoderma o Micrococcus proveniente da fer-
mentazioni industriali o impianti di trattamento bio-
logico.

In quanto seéue verra splegato un procedimento
per la preparazione del biosorbente secondo la pre-
sente invenzione.

La biomassa microbica costituita da Aspergillus

niger, Penicillium chrysogenum, Trichoderma reesei o

Micrococcus luteus proveniente da fermentazioni indu-

striali o di impianti di trattamento biclogico viene
introdotta nel reattore. La biomassa viene idrolizza-
ta con una soluzione acquosa di acido fosforico a
0,5-5,0%, tra 20 e 60°C per un tempo tra 2 e 5 ore.
Il residuo, dopo 1’idrolisi, viene lavato con acqua
distillata ed i composti solubili vengono separati.
Si aggiunge quindi un solvente organico di soluzione
dei lipidi, come butanolo o n-esano, e si separano i
composti lipidici -solubili. Dopo separazione del sol-
vente organico $i aggiunge una soluzione acqguosa di

idrossido di sodio o bicarbonato di sodio all’1-40%,



e s1 fa reagire per alcalinizzare il residuo, tra 20
e 100°C per un tempo tra 1 e 10 ore. Quando il pH ha
raggiunto 2-12, si aggiunge un alcole inferiore come
metanole, etanolo, isopropanoclo, oppure una loro mi-
scela, per eliminare i prodotti solubili in alcoli
inferiori. Infine il residuc rimanente viene filtrato
ed essiccato ottenendo il bioscrbente avente come in-
grediente principale sodicfosfato di poliamminosacca-
ride.

La fase di preparazione pil importante per il
biosorbente della presente invenzione & quella di far
reagire il residuo con soluzione di idrossido di so-
dio o di bicarbonato di sodio. In questa fase, gli
ioni fosfato (PO,™?) del poliamminosaccaride nella
bicomassa microbica vengeono trasformati in sodiofosfa-
to. Questi sodiofosfati trasformati contribuiscone al
biocassorbimento dei metalli pesanti insieme ai radi-
cali amminici del polimerc per formare i siti di le-
game per i1 metalli pesanti.

Percid, il biocassorbimento della presente inven-
zione & il polimero del sodiofosfato di amminosacca-
ride seguente, ed 1l peso molecolare numerico medio

di questo biosorbente & di 50.000-200.000.
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I seguenti sono dati analitici del biosorbente
della presente invenziocne.

La Figura 1 riporta lo spettro IR del biosorben-
te preparato con la presente invenzione. le lunghezze
d’onda di assorbimentoc (cm™'} sono 3000-3500, 2300,
1650, 1550, 11470, 1380, 1320-1340, 1160, 1050, 900,
780, 600. I contenuti di sodiofosfato di poliammino-
saccaride nel biosorbente sono tra il 50 e 1780%
(p/p) rispetto al totale della composizione di bio-
sorbente.

1 grammo di bicsorbente secco contiene da 200 a
400 mg di glucosammina, da 60 a 200 mg di glucocsio,
da 70 a 200 mg di amminoacido; da 30 a 50 mg di com-
posti organici fosforati ed altri residui.

I1 Dbiosorbente preparato con 1l procedimento
suddetto avente sodiofosfato di poliamminosaccaride

come ingrediente principale, pud essere impiegato per

B N T R N



il recupero di metalli pesanti da acque di scarico.
Questo biosorbente pud quindi venire usato nelle co-
lonne o nei reattori per la purificazione delle acque
di scarico.

La presente invenzione pud venire spiegata det-
tagliatamente dagli esempi seguenti. Tuttavia, questi
esempi non intendono limitare lo scopo dell’ invenzio-
ne.

La proprieta di biocassorbimento per i metalli
pesanti & stata misurata con il procedimento seguen-
te. 200 mg di biosorbente secco sono stati aggiunti a
20 ml di soluzione standard di nitrato metalliceo con-
tenente 5 mg di ioni metallo per 1 ml di acqua. A
temperatura ambiente la miscela viene agitata per 1
ora, e la soluzione viene filtrata e separata. Dopo
una diluizione a 100 volte della soluzione filtrata,
la quantita di metalli wviene misurata mediante ana-
lizzatore ad assorbimento atomico.

(Esempio 1) Preparazione di biosorbente da biomassa

microbica contenente Aspergillus niger

1 litro di soluzione di acido fosforico all’l%
viene aggiunto a 200 g di biomassa microbica ben es-

siccata contenente Aspergillus niger ATCC-9642 e 1la

. f . . .
biomassa viene idrolizzata per 3 ore a temperatura

ambiente. Dopo lavaggio con acqua distillata, si ag-

_lo_



giungone al residuo 500 ml di Bﬁtanolo. S§i separano
cosl 1 prodotti 1lipidici solubyli. Dopo separazione
del butanolo, si aggiunge idrossiﬁo di sodioc in solu-
zione al 10% e si fa reagire a 50°C per 3-5 ore. A pH
10-12, si aggiungono 600 ml di etanolo per separare i
prodotti solubili in etanolo. Inﬁine il residuo rima-
nente viene filtrato ed essiccato tra 100 e 130°C.
Finalmente il biosorbente essiccato viene frantumato
ottenendo particelle con dimensiéni tra 0,5 e 2,0 mm.
La Tabella 1 presenta i dati analitici del biosorben-
te. La resa & del 48% ed il biosorbente ottenuto ha

le sequenti proprieta di biocassorbimento.

Metallo Bioassorbimento del metallo (mg/g)
Cu 250
Pb 100
cd 126
in 80
Hg 150
Ni 145
Co 100
Cs 30
Sr 40
U 210
Pu 210

-11-



Er 250

Am 320
Ag 55
Au 35

(Esempio 2) Preparazione di biosorbente da biomassa

microbica contenente Penicillium chry-

sogenum
800 ml di soluzione di acido fosforico all’1l,5%
vengone aggiunti a 200 g di biomassa microbica umida

contenente Penicillium chrysogenum ATCC-10003 e la

biomassa viene idrolizzata per 2 ore a temperatura
ambiente. Dopo lavaggio con acqua distillata, si ag-
giungono al residuo 600 ml di esanc. Si separano i
prodotti 1lipidici solubili. Dopo separazione del-
l’esano si aggiunge una soluzione a2l 20% di bicarbo-
nato di sodioc e si fa reagire a 90°C per 2 ore. A pH
10-12, si aggiungono 500 ml di etanoloc per rimuovere
i prodotti solubili in etanolo. Infine, il residuo
rimanente viene filtrato ed essiccato tra 100 e
130°C. Finalmente, il biosorbente essiccato viene
frantumato ottenendo particelle con dimensione tra
0,5 e 2,0 mm. La Tabella 1 riporta i dati analitici
del biosorbente. La resa é del 40%, ed il biosorbente

ottenutc ha le proprieta di bicassorbimento seguenti.

_12_
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Metallo Bioassorbimento del metallo fmg/g)
Cu 280 &
Pb 100 :
Cd 120
in 80
Hg 180
Ni 150
Co 120
Cs 20
Sr 60
U 250
Pu 300
Er 280
Am 300
Ag 50
Au 40

(Esempic 3) Preparazione di biosorbente da biomassa

microbica contenente Trichoderma reesei

500 ml di soluzione di acido fosforico all’l, 5%

vengono aggiunti a 100 g di biomassa microbica umida

contenente Trichoderma reesei ATCC~26921, e la bio-

massa viene idrolizzata per 3 ore a temperatura am-
biente. Dopo lavaggio con acqua distillata; si ag-
giungonc al residuo 300 ml di butanolo. Si separano i

composti lipidici solubili. Dopo separazione del bu-~

-13~
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taﬁolo, sl aggiunge soluzione al 10% di idrossido di
sodic e si fa reagire a 100°C per 1 ora. A pH 10-12,
sigaggiungono 306 ml di etanolo per separare i pro-
dotti solubili in etanolo. Infine, il residuo rima-
nente viene filtrato ed essiccato a 100-130°C. Final-
mente, 11 biosorbente essiccato viene frantumato ot-
tenendo particelle con dimensione tra 0,5 e 2,0 mm.
La:Tabella 1 riporta i dati analitici del biosorben-
te; La resa & del 38% ed il biosorbente ottenuto ha

le seqguenti proprietd di bioassorbimento.

Metallo Bioassorbimento del metallo {mg/g)
Cu 90
Pb 120
Cd 65
Zn 80
Hg 100
Ni 120
Co 95
Cs 20
Sr 35
9] 235
Pu 150
Er 180
Amn 245
Ag 35
Au 20

-14~
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{(Esempio 4) Preparazione di biosorbente da biomassa

microbica contenente Micrococcus luteus

800 ml di soluzione di acido ortofosforico al
2,0% vengono aggiuntli a 200 g di biomassa microbica

ben essiccata contenente Micrococcus luteus ATCC-4698

e la biomassa viene idrolizzata per 3 ore a tempera-
tura ambiente. Dopo lavaggio con acqua distillata, si
aggiungono al residuo 500 ml di butanolo. I composti
lipidici solubili vengono separati. Dopo separazione
del butanolo, si aggiunge soluzicone al 10% di idros-
sido di sodio e si fa reagire a 40°C per 3-5 ore. A
pH 10-12, si aggiungono 400 ml di metanclo per sepa-
rare 1 composti solubili in metanoclo. Infine, il re-
siduco rimanente viene filtrato ed essiccato a 100-
130°C. Finalmente, il biosorbente essiccato viene
frantumato ottenendo particelle con dimensioni tra
0,5 e 2,0 mm. La Tabella 1 riporta i dati analitici
del biosorbente. La resa & del 45% ed il bioscrbente

ottenuto ha le proprieta di biocassorbimento seguenti.

Metallo Bicassorbimento del metallo (mg/g)
Cu 240
Pb S0
Ccd 1086
Zn 90
Hg 140

_15_
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Ni 130
Co . 90
Cs 30
Sr 40
U - 200
Pu 220
Er 240
Am 300
Ag 50
Au 35
Tabella 1. Dati analitici del biosorbente
Esempio | % di Peso Glucosammina | Glucosio | Ammino | Composti Lipidi
n® PAS* | molecolare mg/g** mg/g** acidi | fosforati | residui
mg/g** mg/g** mg/g**
1 66 | 120.000~ 320 112 120 42,4 8
180.000
2 74 100.000~ 380 68 80 37,5 12
150.9000
3 57 80.000~ 310 230 70 36,8 15
120.000C
4 61 50.000~ 195 45 210 48,3 5
80.000
* PAS: sodiofosfato di poliamminosaccaride
* *

1 g di biosorbente essiccato

_16¢.
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(Esempic 5) Bioassorbimento per metalli pesanti da
fanghi di scarico
Impiegande il biosorbente preparatc nelli’Esempio
i, 1 metalll pesanti wvengono recuperati da un flusso
di fanghi di scarico. La quantita di bilosorbente in-
trodotto nel flusso di fanghi & dell’l% in peso ri-
spetto al fanghi. La Tabella 2 mostra la quantita di
metalli pesanti prima e dopo 1l trattamento con bio-
sorbente.
(Esempio 6} Bioassorbimento per metalli pesanti da
fanghi di scarico
Impiegando il biosorbente preparato nell’Esempio
2, 1 metalli pesanti vengonoc recuperati da un flusso
di fanghi di scarico. La quantita di biosorbente im-
piegato nel flusso di fanghi & dell’l1% in peso ri-
spetto ai fanghi. La Tabella 2 mostra la quantita di
metalli pesanti prima e dopc il trattamento con il
biosorbente.
{Esempio 7) Biocassorbimento per metalli pesanti da
fanghi di scarico
Impiegando il biosorbente preparato nell’Esempio
3, si recuperano 1 metalli pesanti da un flusso di
fanghi di scarico. La quantitd di biosorbente intro-
dotta nel flusso di fanghi & dell’l% in peso rispetto

dei fanghi. La Tabella 2 mostra una quantitd di me-
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talli pesanti prima e dopo il trattamento con il bio-

sorbente.

Tabella 2. Quantita di i%ni di metallo pesante prima

e dopo trattamento con il biosorbente

Quantita di metalli pesanti
Esempio | Metallo Prima Deopo Bicassorbimento
n° (mg/1) {mg/1) (%)
Fe e, o 0,02 96
Cu 2,2 0,4 82
5 Ni 3,7 1,3 65
Cd 0,1 0,04 60
Pb 1,5 0,4 74
Ag 0,05 0,01 80
Fe 9,2 2,3 75
Cu 2,4 0,7 71
Ni 7,2 1,8 75
6 Zn 0,7 0,1 86
Ccd G,8 0,2 67
Pb 5,7 2,1 63
Ag 0,07 0,01 86
Fe 17,3 4,2 _ 76
Cu 10,4 6,3 40
Ni 7,7 3,3 64
7 Zn 0,7 0,2 72
Cd 0,9 0,4 586
Pb 3,4 1,9 45
Ag 0,05 0,01 8C

-18-~



RIVENDICAZIONI

1. Procedimento per la preparazione di biosor-
bente per metalli pesanti contenente come ingrediente
principale sodiofosfato di poliamminosaccaride, pre-

parato da biomassa microbica contenete Aspergillus,

Penicillium, Trichecderma o Micrococcus, comprendente

le fasi di:

i) idrolizzare la biomassa con soluzione di
acido fosforico alle 0,5-5,0%;

ii) separazione dei composti lipidici solubili
con butanclo o0 n-esano;

iii) reazione ed alcalinizzazione con soluzione
all’1-40% di idrossido di sodio o bicarbonato di so-
dio;

iv) rimozione di materiali solubili in alcoli
inferiori, come metanolo, etanolo, isopropanclc o lo-
ro miscele; e

v) filtrazione ed essiccamentc del residuo ri-
manente per ottenere il biosorbente.

2. Procedimento per la preparazione di biosor-
bente per metalli pesanti contenente sodiofosfato di
poliamminosaccaride come ingrediente principale, pre-
parato da biomassa microbica secondo la rivendicazio-
ne 1, in cui il microorganismoc usato per la biomassa

€& Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum, Tricho-

-19-
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derma reesel o Micrococcus luteus.

3. Biosorbente per metalli pesanti avente come
ingrediente principalg scdicfosfati di poliamminosac-
caride, preparato sécondo il procedimentc seguito
nella rivendicazione 1, in cui il peso molecolare nu-
nerico medio & di 50.000-200.000 ed 1 grammo di bio-
sorbente secco contiene da 200 a 400 mg di glucosam-
mina, da 60 a 200 mg di glucosio, da 70 a 200 mg di
amminoacide, da 30 a-50 mg di compeosti organici fo-
sforati ed altri composti residui.

4. PBiosorbente per metazlli pesanti aventi, come
ingredienti principale, sodiofosfato di poliammino-
saccaride, secondo la rivendicazione 3, in cui 1o
spettro IR del biosorbente mostra le lunghezze d’onda
di assorbimento (em™) tra 3000 e 3500, 2300, 1650,
1550, 1470, 1380, 1320-1340, 1160, 105G, 900, 780,
600.

L UR INCARICD
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