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1 INTRODUZIONE

1.1 Microalghe

In ambiente marino gli organismi vegetali sono rappresentati in larga parte dalle alghe
le quali hanno il ruolo di produrre sostanza organica per mezzo della fotosintesi,
ossigenando le acque e utilizzando la CO2 disciolta. Si distinguono in alghe unicellulari,
con flagelli o senza, in forme coloniali e in alghe pluricellulari, con tallo ad
organizzazione filamentosa, pseudoparenchimatica, parenchimatica, sifonale. Possono
essere bentoniche o planctoniche oppure, in base alle loro preferenze nutrizionali si
dividono in quattro gruppi: eterotrofe obbligate, fototrofe obbligate, mixotrofe
obbligate, mixotrofe facoltative. | metodi riproduttivi possono essere vegetativi (tramite
divisione di una singola cellula o frammentazione della colonia), asessuali (con la

produzione di spore motili) o sessuali (tramite unione dei gameti) (Barsanti et al., 2010).

1.1.1 Pigmenti fotosintetici

Tutte le cellule vegetali sono caratterizzate dalla presenza di particolari organelli detti
plastidi e in base al loro colore, vengono distinti in cloroplasti, leucoplasti, cromoplasti.

Le alghe (sia unicellulari che pluricellulari) contengono principalmente cloroplasti
fotosintetici. | cloroplasti, delimitati da 2 a 4 membrane, circondano una sostanza
amorfa ricca di H20 con ribosomi ed enzimi detta stroma. Nello spazio interno vi & un
ulteriore sistema membranoso detto sistema tilacoidale che ne aumenta la superficie
(Fig.1). Questi tilacoidi sono in continuita tra loro delimitando uno spazio detto lumen.
All’interno delle membrane tilacoidali si inseriscono i pigmenti fotosintetici, grazie ai
quali e possibile utilizzare la luce solare. La capacita di assorbire la luce & dovuta alla
presenza nella molecola dei pigmenti di numerosi doppi legami coniugati; maggiore € il
numero di doppi legami maggiore € la lunghezza d’onda (A) di assorbimento, pertanto,
ogni pigmento assorbe determinate A. Ad ogni pigmento corrisponde uno spettro di
assorbimento ossia un diagramma che mostra I’intensita di assorbimento di una

determinata A.

I pigmenti presenti nelle alghe sono divisi in clorofille, carotenoidi, ficobiliproteine.
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Le clorofille sono liposolubili e sono costituite da un sistema di anelli porfirinici
(tetrapirroli) con al centro un atomo di Mg?*. Le varie clorofille vengono identificate

con le lettere a,b o c.

La clorofilla a & quella che accomuna tutte le alghe e le piante superiori distinguendo i
cianobatteri da tutti gli altri organismi fotosintetici; assorbe principalmente la luce blu-
violetta a 430 nm e rossa a 663 nm. Le altre clorofille assorbono in regioni limitrofe a

quelle della clorofilla a (Barsanti et al., 2010)
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Fig.1 Cloroplasto

La clorofilla b si forma a partire dalla clorofilla a in seguito alla conversione enzimatica
di un gruppo metile in un gruppo formile con utilizzo di Oz. E’ presente in 3 generi di

cianobatteri, nelle clorofite e nelle euglenofite.

La clorofilla c si trova nelle dinofite, criptofite, rafidofite, aptofite, diatomee, xantofite e
feofite. Possiede diversi componenti spettrali: le forme c1, c2, c3 e c4. Tranne la c2 le
restanti non posseggono il fitolo e non riescono quindi ad inserirsi nella membrana

tilacoidale, risultando maggiormente solubili in acqua rispetto alle altre clorofille.
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| carotenoidi sono composti isoprenoidi con 40 atomi di carbonio e almeno 9 doppi
legami coniugati. Si dividono in caroteni (privi di O, es. B-carotene) e xantofille (con
ossigeno, es. luteina, fucoxantina, peridinina). La maggior parte dei carotenoidi, di
colore prevalentemente giallo-arancione, presenta assorbimento della luce di lunghezza

d’onda tra 450 e 480 nm, cioé nell’azzurro-verde.

Le ficobiliproteine sono costitute da un tetrapirrolo a catena aperta, la ficobilina e da
una parte proteica. In base all’assorbimento della luce da parte del cromoforo abbiamo:
ficoeritrina (rossa), ficocianina (blu), alloficocianina (blu-porpora). Sono tutte solubili
in acqua e presenti solo in cianobatteri, rodofite e criptofite. Le ficobiliproteine coprono

uno spettro di assorbimento da 450 a 670 nm e sono di colore rosso o blu.

1.1.2 Fattori che influenzano la crescita e la composizione
biochimica delle microalghe
Particolari fattori ambientali quali luce, temperatura, nutrienti, salinita e pH possono

influenzare non solo la produttivita algale e la fotosintesi, ma anche il metabolismo

cellulare e quindi la composizione della cellula (Hu, 2013).

1.1.2.1 Luce

Al variare dell’intensita luminosa interviene il processo di foto-acclimatazione che
provoca cambiamenti fenotipici nella cellula per ottimizzare la fotosintesi e, quindi, la
crescita algale (Dubinsky et al., 1995). A basse intensita luminose la cellula aumenta la
produzione di clorofilla a, ad alte intensita luminose aumentano i carotenoidi che hanno
una funzione foto-protettrice. Ad alte intensita luminose si ¢ anche visto I’aumento nella

produzione di polisaccaridi e lipidi in varie specie microalgali (Hu, 2013).

1.1.2.2 Temperatura
La temperatura agisce sulla composizione cellulare seguendo due vie: influenzando il

tasso delle reazioni chimiche e biochimiche temperatura-dipendenti e influenzando la
ripartizione del carbonio fissato fotosinteticamente nelle tre macromolecole principali,
ossia lipidi, proteine e carboidrati (Hu, 2013). Ogni specie possiede il proprio valore
ottimale di crescita e spesso si osserva come un abbassamento della temperatura sotto
tale valore riduca la produzione di lipidi aumentandone pero il grado di insaturazione a
livello delle membrane; un aumento della stabilita e fluidita delle membrane (soprattutto

nelle membrane tilacoidali) permette la protezione dei fotosistemi dai fenomenni di
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fotoinibizione o fotoossidazione che avverrebbero a basse temperature (Nishida et al.,
1996).

Sono stati notati anche cambiamenti nella produzione della clorofilla a che aumenta
all’aumentare della temperatura in varie specie algali. Quindi si evince come i
cambiamenti nella temperatura alla quale la coltura viene mantenuta influenzino la

produzione di lipidi, carboidrati e proteine pur variando da specie a specie.

1.1.2.3 pH
Come la temperatura anche il pH influenza la crescita algale in quanto ogni specie

cresce a livelli ottimali di pH caratteristici. 1l pH del mezzo ¢ determinato dall’equilibrio
dei carbonati. La CO2 ¢ un gas in gardo di reagire con I’acqua pertanto il carbonio
inorganico in mare € presente in varie forme che si trovano in equilibrio tra loro (Fig.4).
Al pH tipico dell’acqua di mare (pH 8) il bicarbonato (HCOz) e la forma prevalente, se
aumenta ’anidride carbonica determina uno spostamento verso valori di pH acidi,
invece la scissione del bicarbonato in COs> e OH ~ determina valori basici. Il pH
ottimale cambia da specie a specie e le colture vengono mantenute a pH ideali per
mezzo dell’insufflazione di CO2 che, oltre a regolare il pH, fornisce il carbonio

necessario per ottenere colture ad alto rendimento (Grobbelaar, 2013).

+ urrace -
2l H cean pH —>| OH" f

Log [concentration {rnal l{g"}]

14

Fig.4 pH ed equilibrio carbonati
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1.1.2.4 Nutrienti
Tra i macronutrienti piu importanti per la crescita delle microalghe, oltre a carbonio,

ossigeno e idrogeno (sempre disponibili), ricordiamo I’importanza di azoto e fosforo, in
quanto sono gli elementi che possono maggiormente causare una limitazione della

crescita.

L’azoto puo essere utilizzato sotto varie forme: nitrato, ammoniaca, urea. Quando le
alghe vivono in ambienti con concentrazioni ideali di azoto I’accumulo di sostanze di
riserva (polisaccaridi e lipidi) e limitato, al contrario, in condizioni di carenza di azoto,
le sostanze di riserva aumentano. In quest’ultima condizione si vede come la cellula,
non riuscendo a produrre proteine, indirizzi il metabolismo verso la produzione di
carboidrati e lipidi (Li et al., 2011).

Se lo stress € persistente la cellula predilige indirizzare il carbonio nella formazione di
lipidi. La carenza di azoto in alcune microalghe sembra invece incrementare la

produzione di carotenoidi (Ben-Amotz et al., 1982).

Altro elemento importante e il fosforo. In forma di ortofosfato viene unito ai composti
organici tramite fosforilazioni; il fosfato inorganico in eccesso viene accumulato nelle
cellule sotto forma di polifosfato depositato in granuli. Questi granuli risultano
osservabili a concentrazioni di fosfato ideali per la crescita e riproduzione della

microalga e scompaiono in carenza di fosfati (Hu, 2013).

I sintomi della carenza di questo nutriente sono simili a quelli dell’azoto, ossia aumento

di carboidrati e diminuzione di clorofilla a (Hu, 2013).

Vi sono numerosi minerali presenti in tracce importanti per la crescita algale che
variano da specie a specie. Uno dei piu importanti é il ferro per le sue capacita redox e
per il suo coinvolgimento in processi essenziali come fotosintesi, respirazione,
fissazione dell’azoto e sintesi del DNA (Hu, 2013).
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1.2 Diatomee
La microalga presa in esame in questo studio e Phaeodactylum tricornutum, una

diatomea pennata.

Le diatomee sono alghe unicellulari o coloniali appartenenti alla classe delle
Bacillariophyceae (divisione Heterokontophyta), comparse sul pianeta Terra circa 135
milioni di anni fa. Le piu antiche diatomee risalgono al Giurassico Inferiore, ma
ritrovamenti sono molto rari fino al Cretaceo Superiore. Esistono piu di 250 generi
differenti, costituiti a loro volta da pit di 100.000 specie presenti in tutti i mari, laghi e
fiumi del pianeta. Questi organismi costituiscono il pit importante gruppo eucariotico
del fitoplancton, sono presenti anche a livello bentonico e sono responsabili di circa il
40% della produttivita primaria marina (Falwoski et al., 1998).

Le diatomee hanno dimensioni comprese tra i 10 e i 200 um, vivono in tutti gli ambienti
acquatici, sono prive di flagelli e sono caratterizzate da un rivestimento esterno amorfo
di natura silicea [(SiO2) n (H20)], chiamato frustulo e costituito da due parti
sovrapposte: epiteca ed ipoteca. Ognuna a sua volta & costituita da una parte piatta
(valva) e una laterale (cingolo). Sono presenti in 4 forme: centrica, pennata, trellissoide,
gonoide in base alla simmetria dei frustuli. Le forme piu abbondanti sono centriche e
pennate. Le diatomee centriche posseggono simmetria radiale, sono tutte planctoniche e
sono particolarmente abbondanti in zone ricche di nutrienti e nelle regioni subpolari. Le
diatomee pennate sono allungate e presentano simmetria bilaterale, sono
prevalentemente bentoniche e sono presenti in acque dolci, salmastre e marine di bassa

profondita.

Alcune diatomee hanno un solco, detto rafe, sulla valva diviso in due da un nodulo,
attraverso il quale vengono secrete sostanze di natura polisaccaridica per esocitosi che
permettono lo scivolamento sulle superfici solide. Dal frustulo possono svilupparsi
estensioni che servono per la formazione di colonie, galleggiamento oppure per
rilasciare mucillagine (utilizzata per 1’adesione al substrato 0 ad altre cellule della

colonia) o chitina (deterrente per la predazione, galleggiamento o formazione colonie).

Normalmente le diatomee si riproducono asessualmente per scissione binaria da 1 a 8
volte al giorno a seconda della specie (Falciatore et al., 2002). La cellula madre si divide
in due e ogni cellula figlia eredita una delle due parti del frustulo (o I’epiteca o

I’ipoteca) che andra a costituire in entrambe le cellule figlie I’epiteca; ogni cellula figlia
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costruira da sé l'ipoteca. Chi eredita dalla madre 1’epiteca rimane delle sue stesse
dimensioni, chi invece eredita 1’ipoteca rimpicciolisce (essendo la parte piu piccola)
fino a raggiungere dimensioni incompatibili con la vita. A questo punto interviene la
riproduzione sessuale che inizia con la gametogenesi, un processo meiotico che porta
alla formazione di gameti morfologicamente uguali tra loro (isogamia) nelle diatomee
pennate o differenti (oogamia) nelle diatomee centriche. Il prodotto della fusione dei
gameti maschili e femminili genera un’auxospora diploide circondata da una membrana
al cui interno si forma una nuova diatomea dalle massime dimensioni possibili (Fig. 4).
In risposta a particolari fattori (carenza di nutrienti, temperatura, intensita luminosa, pH)
le diatomee possono produrre spore di resistenza che differiscono notevolmente dalle
forme vegetative. Queste spore possono germinare al ripresentarsi delle condizioni
favorevoli per la crescita della specie. Le spore hanno valve molto ispessite e citoplasma
denso e ricco di sostanze di riserva. Le diatomee hanno un numero variabile di
cloroplasti giallo-dorati aventi all'interno lamelle formate da tre tilacoidi racchiusi da un

tilacoide cingolare.

Al loro interno e contenuto il pirenoide, un corpo proteico leggermente pit scuro in
confronto al resto del cloroplasto e contenente lamelle costituite solamente da due
tilacoidi. | cloroplasti delle diatomee sono caratterizzati dall’essere avvolti da quattro
membrane. Analisi del’RNA ribosomiale dei plastidi e comparazioni del genoma
plastidiale hanno rivelato che le diatomee hanno avuto origine da un doppio evento di

endosimbiosi.
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Fig.4 Ciclo riproduttivo di una diatomea

Le diatomee contengono clorofilla a e clorofille di tipo c; come pigmenti accessori,
contengono R-carotene e alcune xantofille, tra cui fucoxantina, diatoxantina e
diadinoxantina; la prima in particolare € molto abbondante e per questo conferisce alle

cellule il colore bruno-dorato caratteristico.

In mare le diatomee aumentano numericamente all’inizio della primavera quando i
nutrienti sono abbondanti e le condizioni di luce cominciano a permettere la fotosintesi.
Un ulteriore aumento si ha in autunno. Alla morte della cellula i frustuli possono
accumularsi andando a creare depositi silicei conosciuti come farina fossile o diatomite
che possono divenire spessi centinaia di metri e ricoprire aree di molti chilometri
quadrati. Questi depositi sono sfruttati a livello industriale soprattutto nella produzione

di abrasivi.

A parte il frustulo siliceo, la composizione chimica delle diatomee € piuttosto simile a
quella delle altre microalghe: le cellule sono costituite per il 30-60% da proteine, 5-20%
da carboidrati e 10-50% da lipidi in peso secco (Paul et al., 2009).
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1.2.1 Phaeodactylum tricornutum e sue applicazioni
Phaeodactylum tricornutum, diatomea marina con simmetria pennata, ¢ 1’unica del suo

raggruppamento che puo esistere in tre diversi morfotipi (triradiata, ovale, fusiforme) in
risposta a stimoli esterni (De Martino et al., 2007) (Fig.5). E una delle due diatomee
(I’altra & Thalassiosira pseudonana) ad avere il genoma interamente sequenziato e
percio puo essere usata come modello di indagini sulle diatomee (Kim et al. 2012).

L’interesse commerciale verso Phaeodactylum tricornutum nasce dal suo alto contenuto
di acidi grassi polinsaturi (PUFA), tra cui troviamo degli omega 3, come [I’acido
eicosapentaenoico (EPA) ¢ I’acido docosaesaenoico (DHA). EPA ¢ DHA risultano
importanti nella crescita e nello sviluppo dell’infante e nel mantenimento in salute del
sistema cardiovascolare dell’adulto (Hamilton et al., 2013). Grazie agli alti contenuti di
PUFA questa microalga risulta, pertanto, una valida fonte alternativa di lipidi rispetto a
quelle attualmente in commercio quali krill e olio di pesce, divenendo interessante
anche nel campo della nutraceutica e farmaceutica (Yongmanitchai et al. ,1990) e

nell’acquacoltura (Becker, 2013).

Recentemente si € sperimentata la capacita anti-tumorale del DHA microalgale che
favorisce 1’aumento delle proteine che inducono 1’apoptosi cellulare e la

frammentazione del DNA (Amaro et al., 2012).

Inoltre, sempre grazie agli elevati contenuti lipidici, Phaeodactylum tricornutum e stato
annoverato di recente tra i potenziali candidati per la produzione di bio-diesel (Torzillo
etal., 2012).

Questa microalga e ricca anche di composti polisaccaridici che possiamo dividere in tre

categorie (Alekseeva et al., 2005):

polisaccaridi strutturali: rappresentati dagli eteroglicani che insieme alle proteine

avvolgono la parete silicea delle diatomee;

polisaccaridi di riserva: sono i prodotti finali della fotosintesi rappresentati dai [3-D-
glucani (es. crisolaminarina) e sono contenuti in vescicole. Durante la fase esponenziale
e stazionaria la quantita di crisolaminarina puo rappresentare 1’80% del peso secco. In
linea generale i glucani aumentano in condizioni di carenza di nutrienti, quando le

proteine diminuiscono;
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polisaccaridi extracellulari: sono complessi eteroglicani e la loro struttura differisce
notevolmente dai carboidrati intracellulari. Spesso formano rivestimenti viscosi intorno

alle cellule, con funzione di aggregazione cellulare, scambio ionico, protezione da

predatori e locomozione per le specie bentoniche.

(@)

Fig. 5 I diversi morfotipi di P.tricornutum (www.genomebiology.com)

Il polisaccaride di riserva prodotto, il B-1,3 glucano crisolaminarina, &€ un composto
solubile in acqua molto simile alla laminarina delle alghe brune. Questi polisaccaridi
possono avere importanza commerciale, tuttavia la maggior parte degli studi eseguiti

fino ad ora hanno riguardato le alghe brune.
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E’ stata studiata la capacita dei -1,3 glucani, in particolare della laminarina, di inibire
I’attacco cellulare da parte di Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes e Vibrio
parahaemolyticus, tre batteri dannosi per la salute umana (Kuda et al., 2015). Altre
caratteristiche osservate consistono nella capacita di protezione nei confronti di batteri
patogeni, aumentando le cellule B e le T-helper del sistema immunitario, e di ridurre i
livelli di colesterolo e la pressione sistolica (Kraan, 2012).

Inoltre questi polisaccaridi, non essendo digeriti dagli enzimi intestinali, vengono
fermentati dalla microflora intestinale, similarmente ai probiotici (An et al., 2012) e si &
visto come gli oligosaccaridi della laminarina promuovano, a livello intestinale, la

crescita dei ceppi di Bifidobacterium (Kuda et al., 1992).

Gli effetti protettivi nei confronti di patogeni non vengono esplicati solo nei confronti
dell’uomo o di altri animali, in quanto ¢ stato osservato come la laminarina sia capace di
indurre nelle piante la produzione di molecole specifiche, quali proteine, fitoalessine,
callosio e lignina, nei confronti di agenti infettivi. Queste molecole scatenano risposte
localizzate nel punto di infezione ma determinano anche una reazione sistemica piu
generale, quale appunto la Resistenza Sistemica Acquisita (SAR) o la Resistenza
Sistemica Indotta (ISR). Ad esempio si € visto come la laminarina sia in grado di
fungere da elicitore nelle risposte difensive ed induttore di resistenza nei confronti di

Botrytis cinerea e Plasmopora viticola nella vite (Burketova et al., 2015).

Anche se i carboidrati hanno il pit basso contenuto di energia, 15.7 kJ g, in confronto
agli altri principali composti, quali lipidi 37.6 ki g™ e proteine 16.7 kJ g* (Wilhelm et
al., 2011), possono anch’essi essere usati per la produzione di biocarburanti (come il
bioetanolo, biobutanolo, bioidrogeno, etc.) mediante digestione anaerobica,

fermentazione anaerobica e produzione biologica di bioidrogeno (Markou et al., 2012).

In condizioni di limitazione dei nutrienti si & visto come il metabolismo delle diatomee
prediliga la formazione di lipidi e carboidrati a discapito delle proteine (Geider et al.,
2002). In particolare, in condizioni di carenza di azoto si € registrata una diminuzione
della taglia cellulare in P. tricornutum e si e visto come lo stoccaggio del carbonio

avviene prevalentemente in forma di carboidrati (Chauton et al., 2014).

Anche i pigmenti accessori di questa diatomea in particolare il f-carotene (appartenente

ai caroteni) e la fucoxantina (appartenente alle xantofille) possono essere impiegati nella
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nutraceutica. Il B-carotene ¢ la principale fonte di vitamina A necessaria per 1’attivita

della retina e nella regolazione dell’espressione genica. (Fu et al., 2015).

Si é visto come i caroteni, grazie alla loro capacita di captare i ROS (specie reattive
dell’ossigeno), svolgono un importante ruolo antiossidante e possono essere usati come

additivi naturali per preparati alimentari e nella cosmetica (Goiris et al., 2012).

La fucoxantina ha impieghi importanti nella salute umane come anti-ossidante, anti-
cancro, contro obesita e diabete; inoltre grazie al suo caratteristico colore marrone-
bruno viene impiegata anche come colorante nell’industria alimentare ¢ cosmetica (Fu
etal., 2015).

Recenti studi mostrano anche I’importanza di caroteni e fucoxantina nella dieta delle
persone affette da cancro grazie alla loro capacita anti-ossidante, a quella di inibire la
proliferazione di cellule cancerogene, di causarne la morte e la soppressione della
metastasi. (Padua et al., 2015).

Per incrementare la produzione di carotenoidi a livello industriale € stato sperimentato
I’utilizzo di LED con irradianza rossa e blu combinata (50:50) e si ¢ visto che
I’efficienza fotosintetica aumentava dell’1.3% rispetto all’utilizzo di LED ad irradianza
rossa grazie alla mancanza in questi organismi di clorofilla b che assorbe primariamente
lo spettro d’onda blu. Risulta, inoltre, importante la luce blu per 1’adattamento di P.

tricornutum ad alte intensita luminose (Fu et al., 2015).
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1.3 Sistemi industriali di coltivazione
Per I’estrazione dei prodotti utili dal punto di vista commerciale ¢ necessario che la
specie prescelta raggiunga elevati livelli di biomassa. Per fare cio lo sviluppo di sistemi

di coltivazione avviene con due modalita: sistemi aperti e sistemi chiusi.

| sistemi aperti includono stagni naturali, vasche circolari (circular ponds), vasche

allungate (raceway ponds) e sistemi inclinati (Zittelli et al., 2013).

Tra questi, i principali sistemi utilizzati sono i raceway ponds, che presentano costi di
produzione e mantenimento bassi, alto tasso di crescita ma alti livelli di contaminazione
da parte di predatori o altre specie microalgali, per cui la produzione di biomassa algale
con questi sistemi tende ad essere ristretta solo a specie estremofile. Mantenendo la
coltura ad esempio con pH o salinita elevate viene limitato 1’attacco da agenti
contaminanti (Darzins et al., 2010). Infatti le specie coltivate con maggiore successo in
simili sistemi sono specie che hanno criteri di selettivita, quali Arthrospira (alta
alcalinita), Dunaliella (alta salinita) e Chlorella (alti nutrienti) (Richmond,1999).

| raceway ponds (Fig.6) consistono in circuiti di canali paralleli dove la coltura viene
fatta circolare da pale. In sistemi del genere 1’evaporazione a causa della fluttuazione
della temperatura & significativa, inoltre le precipitazioni possono diluire la
concentrazione dei nutrienti e la concentrazione della biomassa (Tredici et al., 2010).
Per aumentare ’efficienza dell’intero sistema le pale tradizionali sono state sostituite
con delle pompe ed é stato notato che la produttivita del sistema e simile alle vasche con
le pale ma vi & un risparmio in acqua ed energia per il mixaggio (Zittelli et al., 2013).
Rimane comunque complesso il mantenimento di una buona crescita della coltura nei
sistemi all’aperto non solo per le contaminazioni ma anche per le fluttuazioni naturali di
temperatura, luce, quantita di nutrienti, CO> in quanto la coltura é a diretto contatto con

I’ambiente esterno (Darzins et al., 2010).
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Fig.6 Raceways ponds in Germania

| sistemi chiusi sono i fotobioreattori (PBR). Possono essere definiti come sistemi di
coltura per fototrofi dove i fotoni, che sono la principale risorsa di energia per la
crescita, non sono a diretto contatto con la superficie della coltura ma passano attraverso
le pareti trasparenti del reattore prima di incontrare le cellule. Lo scambio di gas, liquidi

e particellato con 1’atmosfera ¢ nullo o ridotto ai minimi termini (Tredici et al., 2010).

| PBRs possono essere classificati sulla base del design, in base al loro modo di
funzionamento, al materiale (Zittelli et al., 2013).

Per quanto riguarda la classifica in base al design abbiamo:
e Piatti o tubulari;
e Orizzontali, inclinati, verticali o a spirale;
e Collettori e serpentine;
e lbridi;
e Galleggianti;
e A biofilm.
In base al loro metodo di funzionamento possiamo avere:

e Mescolati con aria 0 pompa;
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e A singola fase (riempiti con dei supporti e gli scambi di gas avvengono in

determinati scambiatori);

e A due fasi (gas e liquidi sono presenti e il trasferimento di gas avviene nel
reattore stesso).

In base al materiale abbiamo reattori in:
e Vetro o plastica o resina;
¢ Rigidi o flessibili.

Il design piu diffuso e preferito per la produzione industriale di microalghe e la forma
tubulare (Fig.7). Di solito questi PBR sono costruiti in platica/resina o vetro e la coltura
viene fatta circolare con una pompa o con un sistema di aereazione; possiamo avere

serpentine, collettori o fotobioreattori elicoidali.

Le serpentine sono costituite da una serie di tubi collegati tra loro con anse a U per
formare, appunto, una serpentina che pud essere posizionata verticalmente o
orizzontalmente. La coltura circola a circa 20/30 cm/s per mezzo di un sistema di
aereazione o una pompa. Il primo impianto pilota tubulare orizzontale si ottenne nei

primi anni 50 al Massachusetts Institute of Technology (Tredici et al., 2010).

I collettori sono una serie di tubi paralleli collegati alle estremita da due canali: uno per
la distribuzione e uno per la raccolta della biomassa. | principali vantaggi di questi
sistemi sono la riduzione della perdita di carico e la bassa concentrazione di ossigeno,
due fattori che facilitano lo sviluppo nei sistemi industriali (Tredici et al., 2010).

| PBR elicoidali consistono in tubi flessibili dal piccolo diametro avvolti attorno ad una
struttura verticale detta biocoils. Questo design venne usato per la prima volta negli anni
’50 per la coltivazione di Chlorella ma al momento non vi sono impianti industriali che
utilizzano questo modello di PBR (Zittelli et al., 2013).

| reattori piatti verticali o inclinati possono essere orientati per modificare la luce che
colpisce la superficie, che influenza notevolmente la produttivita dei sistemi (Zittelli et
al., 2013). Inoltre possono essere “impacchettati” per formare una sorta di sistema

laminare con una alta efficienza fotosintetica (Carlozzi, 2003).

I sistemi ibridi, invece, cercano di unire le caratteristiche dei sistemi aperti con quelle

dei sistemi chiusi. Ve ne sono di due tipi: il primo € costituito sostanzialmente da una
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vasca con una copertura sulla superficie per separare la coltura dall’ambiente esterno
cercando di ridurre le contaminazioni; il secondo tipo e caratterizzato da un design
pseudo-tubulare ma disteso e gonfiato tanto da sembrare una copertura dei sistemi
aperti. (Zittelli et al., 2013)

Vi sono poi i sistemi fluttuanti che includono PBR sviluppati nei corpi d’acqua ancorati
per evitare il trasporto al largo da correnti sfruttando cosi la superficie dell’acqua che
rappresenta la superficie piu estesa sulla Terra. Sono utili in zone costiere fortemente
urbanizzate, per evitare lo sfruttamento di superficie terrestre utile ad altre attivita
(Zittelli et al., 2013).

Indipendentemente dal tipo di sistema di coltura scelto, per massimizzare la produttivita
bisogna rispettare determinate linee guida (Posten, 2009):

Adeguato mixaggio che fornisce alle cellule lo stesso ciclo di luce-buio

prevenendo il biofouling;

— Un alto rapporto superficie/volume (S/V) per aumentare la concentrazione

cellulare e la produttivita volumetrica;

— Controllo della temperatura cercando di mantenerla intorno all’ottimale della

specie algale coltivata;
— Accurato controllo di pH, CO: e concentrazione dei nutrienti;
— Adeguato sistema di raccolta per mantenere la popolazione con densita ottimale;

— Un’inclinazione e orientamento del PBR per limitare la fotoinibizione e

massimizzare 1’efficienza fotosintetica.
La produttivita dei PBR puo essere valutata come:

e Produttivita volumetrica (VP) ossia la biomassa prodotta per volume del

reattore in un’unita di tempo (g/L/d);

e Produttivita per area (AP) ossia biomassa prodotta nell’unita di area

occupata dai reattori in una unita di tempo (g/m?/d);
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Fig.7 Esempio PBR tubulari

e Produttivita della superficie illuminata (ISP) biomassa prodotta nell’area

della superficie illuminata in un determinato arco di tempo (g/m?/d).

In caso di reattori tubulari stanziati ad una certa distanza tra loro lo spazio vuoto
viene considerato come spazio occupato nel calcolo della AP. La produttivita di
ampi sistemi ¢ pero difficile da valutare con questi soli 3 parametri per cui ne € stato
incluso un quarto: la overall produttivita per area (OAP) che si ottiene sommando la
produzione dei reattori che costituiscono la pianta del sistema di produzione
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dividendo il valore per il totale di superficie terrestre occupata da tutti i reattori
(inclusi gli spazi vuoti), espressa come g/m?/d (Tredici et al., 2010).
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2 SCOPO DELLATESI

Phaeodactylum tricornutum e una diatomea con caratteristiche utili allo sfruttamento
industriale, sia per l’elevato numero di composti bioattivi che entrano nella sua
composizione sia per la capacita I’elevato rendimento della crescita in sistemi industriali

quali i fotobioreattori.

Molti degli studi precedenti si erano concentrati sulla quantita e qualita di lipidi che
possono essere ottenuti da questo organismo, non solo in vista di un impiego nella
nutraceutica ma anche perché si tratta di molecole utili a produrre biodiesel. Tuttavia,
poiché anche i polisaccaridi e i pigmenti delle diatomee possono trovare impiego nella
nutraceutica/farmaceutica, P. tricornutum puo rappresentare un candidato eccellente per
I’applicazione di un processo di bioraffineria. Con questo concetto si intende la
necessita, piu che la possibilita, di produrre biomassa algale con piu di una finalita, in
quanto solo cosi si possono ammortizzare i costi di produzione della biomassa che al

momento sono piuttosto elevati.

Tutto il lavoro di tesi si € svolto presso 1’azienda Micoperi Blue Growth (MBG), nello
stabilimento di Ortona (CH). L’azienda si occupa di produzione di biomassa di
microalghe in filiera controllata, per farne prodotti innovativi in diversi campi
applicativi: alimentare, agricolo, medico e farmaceutico. Vista ’esperienza acquisita
dall’azienda sull’effetto dei polisaccaridi provenienti da macroalghe brune nei confronti
dei patogeni di piante ad uso agricolo, 1’azienda € interessata nella ricerca di possibili
effetti di polisaccaridi provenienti da microalghe contro agenti patogeni di piante da

utilizzare, in particolare, per la coltivazione della vite.

In questo contesto si e inserito il mio lavoro di tesi volto all’ottimizzazione del

contenuto polisaccaridico in monocolture di Phaeodactylum tricornutum.

Inizialmente sono state allestite colture di piccolo volume che hanno permesso di
scegliere la condizione che dava i migliori risultati e, successivamente, € stata valutata
la riproducibilita dei dati ottenuti utilizzando un sistema di coltivazione chiuso di scala

industriale.

28



Il lavoro, é stato svolto in due fasi:

1.Nella prima fase 1’esperimento ¢ stato condotto su piccola scala con reattori da 1
L e la monocoltura é stata sottoposta a due concentrazioni diverse di azoto, di
cui una scelta in modo da permettere alle cellule di entrare in limitazione in
tempi brevi. Ne e stata seguita la crescita per mezzo di misure di assorbanza,
peso secco, pH, conta cellulare, determinazione dei macronutrienti ed é stata
analizzata la composizione biochimica con determinazione dei composti
polisaccaridici  totali, determinazione qualitativa dei  polisaccaridi,
determinazione della clorofilla a, valutazione quantitativa e qualitativa dei
lipidi.

2. Con la seconda fase si & voluto verificare la riproducibilita su larga scala di
quanto notato nel primo esperimento, ossia la crescita di P. tricornutum e un
incremento nella produzione dei polisaccaridi nel terreno con la minore
concentrazione di azoto, in sistemi chiusi industriali. E’ stata avviata una
monocoltura di Phaeodactylum tricornutum in PBR da 70L e ne e stata
monitorata la crescita misurando assorbanza, peso secco, pH, quantita di
macronutrienti nel terreno; la composizione biochimica e stata valutata

determinando i polisaccaridi totali e la loro composizione qualitativa, le
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3 MATERIALI E METODI

3.1 Disegno sperimentale

Per il primo esperimento le colture sono state cresciute in bottiglie di vetro da 1L con
una salinita del 20 %o insufflate con aria (o CO2) e mantenute in camera algale
termostata a 21+1°C. L’intensitd luminosa ¢ stata settata a 120 uE m? s con un
fotoperiodo di 16:8 h (luce: buio), inoltre sono state agitate tramite agitatori magnetici.
Il mantenimento del pH a livelli ottimali e stato effettuato con insufflazione di CO; pura

a 2 L/min nei giorni di analisi per 3 min.

Per mantenere le colture algali in condizioni sterili, le attrezzature usate giornalmente
per il monitoraggio della coltura sono state sterilizzate in autoclave ad 1 atm per 20 min

a 121 °C e le colture sono state manipolate sotto cappa a flusso laminare.

Le condizioni di coltura per quanto riguarda il terreno sono state due. Per la prima il
mezzo di coltura usato é stato il Medium f/2 (Guillard and Ryther, 1962) modificando
solo le concentrazioni di N e P fino ad ottenere una concentrazione X volte superiore,
ovvero un 4f (Tab.1). Per la seconda, a partire dal 4f, si & ridotto di 1/3 I’apporto di N
(Tab.2). Ogni condizione e stata studiata in triplicato (Fig.1).
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Nutrienti Stock (9/200 ml) ml/| Medium g/l
NaNO3 120 1 0,6
NaH2PO4.H20 8 1 0,04
HEPES 46 (pH 7,1-7,3) 1 0,23
NazSiOs 2,58 1 0,013
Na2SeO3 0,0034 0,080 -
Vitamine - 0,5 -
Elementi in traccia+
EDTA . . ]
Soluzione Stock
Elementi in traccia+
EDTA g/100 mi Medium mg/I
EDTA 0,359 3,59
FeClz 0,189 1,89
CuS04-5H20 0,00098 9,8x10°®
ZnS04-7H0 0,0022 22x10°
Co0S04-7H20 0,001 10x10°®
MnClz-4H20 0,018 180x10°®
Na:MoO4-2H0 0,00063 6,3x10°°
Vitamine Stock mg/100 ml | Medium mg/I
Thiamine B: 20 0,1
Cobalamine By, 100 0,05
Biotin 10 0,005

Tab.1 Terreno 4f
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Nutrienti Stock (9/200 ml) ml/l Medium g/l
NaNO3 40 1 0,2
NaH.PO4.H,0 8 1 0,04
HEPES 46 (pH 7,1-7,3) 1 0,23
Na,SiO3 2,58 1 0,013
Na,SeO3 0,0034 0,080 -
Vitamine - 0,5 -
Elementi in .
traccia+ EDTA
Soluzione stock )
Medium
Elementi in /100 ml
. mg/l
traccia+ EDTA
EDTA 0,359 3,59
FeCls 0,189 1,89
CuS04-5H20 0,00098 9,8x10°®
ZnSQ04-7H,0 0,0022 22x10°
CoS04:7H20 0,001 10x1076
MnCl2-4H,0 0,018 180x10°
Na;Mo0QOgs-2H20 0,00063 6,3x10°
S Medium
Vitamine Stock mg/100 mi
mg/l
Thiamine B; 20 0,1
Cobalamine B2 100 0,05
Biotin 10 0,005
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Tutte le soluzioni stock una volta preparate vengono autoclavate, tranne le vitamine, che
essendo termolabili, vengono sterilizzate tramite filtrazione (con filtri Millipore di

porosita 0,22 um in grado di trattenere la componente batterica) sotto cappa sterile.

La base dei terreni e acqua di mare sintetica preparata con Sali Ocean Reef ad una

salinita del 20 %o € successivamente anch’essa autoclavata.

Per il secondo esperimento é stato inoculato un PBR anulare verticale da 70 L con 30 L
di coltura e portato a volume. il terreno scelto & stato quello con N ridotto a 1/3 rispetto
al 4f; le concentrazioni g/L dei nutrienti quindi sono quelle della Tab.2. La salinita e

stata mantenuta al 20 %eo.

Il PBR era illuminato con luce di irradianza pari a 300 HE m sX con neon cool white e
insufflato/agitato a 4 L/min con aria. Il controllo del pH avveniva con insufflazione di
CO2 pura tutti i giorni del prelievo per 5 min a 2 L/min. Le analisi sui campioni

prelevati dal PBR sono state effettuate in triplicato.

I
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Fig.1 Allestimento esperimento in camera algale termostatata
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3.2 Valutazione della crescita
La crescita algale segue un tipico andamento costituito da 4 fasi (Fig.1):

e Fase di latenza o lag: e una fase di adattamento al nuovo ambiente dalla durata
variabile in base alla consistenza dell’inoculo, alle nuove condizioni della
coltura e alle sue caratteristiche fisiologiche. Non vi € un aumento nel numero di

cellule;

e Fase di crescita esponenziale dove vi e un rapido aumento del numero di cellule

e la crescita é lineare;

e Fase stazionaria che coincide con I’esaurimento di nutrienti nel mezzo di

coltura, dove il numero di cellule rimane stabile e pud durare varie settimane;

e Fase senescente in cui le cellule tendono a morire, essendo sospesa sia la fase di

divisione cellulare sia la fase metabolica. (Fig.2).

w FASE STAZIONARIA
=
-l
-l
1T}
U
i MORTE
=]
-3 FASE DI
g CRESCITA
s ESPONENZIALE
=
FASE DI
LATENZA

TEMPOD

Fig.2 Curva di crescita

La crescita di una coltura microalgale pud essere valutata in diversi modi, in questi

esperimenti si e scelto di utilizzare 3 metodi: conta cellulare, torbidita e peso secco.

3.2.1 Conta cellulare
Uno dei metodi piu semplici per stimare la biomassa algale & quello di contare le cellule

presenti in un determinato volume d’acqua. Vengono prelevati 5 mL di campione da

tutte le repliche delle due condizioni studiate per un totale di sei campioni e, posizionati
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in provette, vengono fissati con una soluzione di Lugol a base di iodio-ioduro. Da questi
5 mL viene prelevato 1 mL, mentre il campione restante viene conservato in caso di
eventuali errori e verifiche. Il volume prelevato viene diluito 200 volte e un’aliquota di
1 ml viene lasciata sedimentare per almeno 30 min nella camera di sedimentazione.
Quindi le cellule vengono contate con il metodo dei campi, viste le alte concentrazioni
che possono raggiungere; per ogni campione sono stati contati 30 campi. 1l conteggio si

effettua utilizzando un microscopio Zeiss Axiovert S 100 con obbiettivo 32X.

Si procede calcolando la media delle alghe contate nei diversi campi e si moltiplica per
un fattore (F) del valore di 1497 e il fattore di diluizione, ottenendo cosi il numero di
cellule algali presenti in un millilitro di coltura. Il fattore F e calcolato in base al

rapporto tra I’area della camera di sedimentazione e 1’area del campo.

Questa analisi e stata effettuata solo sul primo esperimento per ogni replica a giorni

alterni.

I tasso di crescita della diatomea e stato calcolato tramite la seguente equazione:
K =1In (X1/ Xo) (t1-t0)

dove:

M = tasso di crescita calcolato nell’intervallo ti-to;

X1/Xo = rapporto del numero di cellule al tempo 1 e al tempo O rispettivamente;
t1-to= intervallo temporale.

Il tasso di crescita viene espresso come frequenza di divisioni giornaliere (giorni 1).

3.2.2 Analisi della torbidita

La torbidita della coltura viene misurata spettrofotometricamente a giorni alterni in
entrambi gli esperimenti usando come bianco 1’acqua demineralizzata, alla base del
terreno della coltura. La lunghezza d’onda impostata ¢ 750 nm in quanto a questo valore
non si ha assorbimento da parte della clorofilla e viene evidenziata solo la torbidita della

sospensione.

Lo spettrofotometro usato € a doppio raggio VWR UV-6300 PC.
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3.2.3 Analisi del peso secco
Per il peso della biomassa filtrata ed essiccata vengono usati filtri Whatman GF/C dal

diametro di 47mm. | filtri, prima di essere usati, sono lasciati in stufa ad 80° C almeno
un giorno. Prima della tara vengono deposti in essiccatore per venti minuti, dopodiché
presa la tara vengono usati per filtrare la coltura. Quindi il filtro contenente le
microalghe viene lavato con 20 mL di formato d’ammonio (pari volume del filtrato) per
eliminare i sali in eccesso e, a questo punto, riposto huovamente in stufa a 80 °C per
un’ora ¢ mezza. Prima della pesata finale il filtro viene spostato dalla stufa
all’essiccatore per evitare che lo sbalzo di temperatura influenzi la pesata. Dopo venti
minuti si procede con la pesata del filtro. A questo valore viene sottratta la tara e il

valore ottenuto diviso per il volume filtrato.

Suddetto procedimento é usato per entrambi gli esperimenti, a giorni alterni.
La produttivita é calcolata con la seguente equazione:

Pt1t0) = (DWu - DWyo) /(11 - to)

Dove:

P1-t0)= produttivita calcolata nell’intervallo ti-1o ;

DWy4y - DWy = variazione del peso secco nell’intervallo ti-to;

t1 - to = intervallo temporale espresso in giorni.

La produttivita & espressa come rapporto della variazione della biomassa per giorno
(g/L/giorno).
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3.3 Composizione cellulare

3.3.1 Analisi della clorofilla a totale
La clorofilla a totale é stata analizzata solo nel primo esperimento, a giorni alterni. La

biomassa utilizzata ¢ stata filtrata su filtri Whatman GF/C (1.2um porosita nominale)
dal diametro di 25 mm e usata previo congelamento in provette di plastica da 15 mL. Al
filtro vengono aggiunti 3 mL di acetone puro e, dopo avere mescolato sul vortex per 30
sec, la sospensione é stata incubata per 10 min a 4°C. Successivamente il campione €

stato centrifugato a 1100 x g per 10 min a 4°C con centrifuga VWR Mega Star 1.6R.

Il sovranatante € stato trasferito in provette tramite pipette pasteur e conservato al buio
(Fig.3) a 4°C. L’estrazione ¢ stata ripetuta dalle 2 alle 5 volte per campione
collezionando il sovranatante sempre nella stessa provetta. Al termine delle operazioni i
campioni (contenenti tutti i sovranatanti raccolti) sono stati portati tutti allo stesso

volume con acetone puro e letti a 630-647-664-750 nm contro acetone puro.

La formula utilizzata per il calcolo di “Chl a totale” ¢ la SCOR-UNESCO (1966):

Chl a totale (mg/m3) = (11.84*E664-1.54*E647-0.08*E630) * F

dove:

E664, E647, E630 sono i valori di assorbanza alle lunghezze d’onda di 664,647,630 nm;

11.84, (-1.54), (-0.08) sono fattori di correzione delle lunghezze d’onda 664, 647, 630

rispettivamente;

F e il fattore che riporta la concentrazione di clorofilla dalla soluzione acetonica al

campione originale. Si calcola:

(mL estratto acetonico)

(L campione filtrato/cammino ottico cuvetta)
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Fig.3 Trasferimento del sovranatante nelle provette dopo la centrifugazione

3.3.2 Analisi dei polisaccaridi totali

Per I’estrazione dei composti polisaccaridici si ¢ seguito il metodo di Myklestad (1972)
modificato: vengono filtrati 5 mL di coltura su filtro Whatman GF/C (1.2 um porosita
nominale) dal diametro di 25 mm e usato previo congelamento in provette di plastica da
15 mL. Al campione viene aggiunto 1 mL di H2SO4 12M (Fig. 4) e incubato a 37°C per
1h. Successivamente vengono aggiunti 11 mL di H2O distillata e, dopo aver mescolato
sul vortex per 30 sec, incubato a 100°C per 2h. Dopo quest’ultima incubazione i

campioni vengono centrifugati a 1100 x g per 15 min a 15°C.

Per la determinazione (Dubois, 1956 modificato) vengono prelevati 100 pl di campione
e posti in un tubo di vetro. A questo volume di campione vengono aggiunti 1 mL di
fenolo 2.5% e 2.5 ml di H2SO4 95% e lasciato incubare per 30 min (Fig.5). Dopo cio si
procede con la lettura a 490 nm contro bianco con H.O distillata.
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La determinazione richiede ’assenza di luce vista la sensibilita di fenolo e H2SO;4 alla

luce.

I campioni vengono letti utilizzando una curva di taratura precedentemente allestita
utilizzando come soluzione madre il glucosio con concentrazioni da 0 pug/mL a 640
pg/mL.

Questo metodo e stato utilizzato per la determinazione dei polisaccaridi sia nel primo

che nel secondo esperimento.

Fig.4 Aggiunta di 1 ml di H2SO4 al filtro contenente la biomassa da analizzare
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Fig.5 Determinazione di polisaccaridi totali

3.3.3 Determinazione proteine totali

Per I’estrazione delle proteine totali (effettuata sul secondo esperimento) si ¢ scelto di
seguire il metodo di Rausch, 1981, ottimizzato per I’estrazione da Phaedactylum

tricornutum.

Per ogni campione € stata pesata una quantita nota di biomassa, tra i 5 e i 30 mg,
liofilizzata tramite liofilizzatore da banco LABCONCO Free Zone 4.5 (Fig.6).

Ad ogni campione posto in provette da 15 ml sono stati aggiunti 3 mL di NaOH 0.5 M e
mescolato sul vortex. | tubi sono stati incubati i a 90°C per 15 min e, successivamente,
lasciati raffreddare in ghiaccio per 2 min. Dopo il raffreddamento sono stati centrifugati
a 1100 x g a 4°C per 5 min; e stato raccolto il sovranatante con pasteur di vetro e
posizionato in provette da 15 mL (Fig. 7). 1 passaggi che vanno dall’aggiunta
dell’NaOH alla raccolta del sovranatante (sempre nella stessa provetta) vengono ripetuti
dalle 2 alle 6 volte. Mentre si ripetono le operazioni le provette di raccolta vengono

mantenute in frigo per evitare la degradazione delle proteine.

Terminate queste operazioni vengono portate a volume le provette di sovranatante e
viene determinato [’estratto di proteine seguendo il metodo di Lowry, 1951.

Quest’ultimo metodo ¢ basato su una reazione colorimetrica tra il reattivo di Folin
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(fosfomolibdato, fosfotungstato, sali rameici) con gli aminoacidi contenenti anelli

aromatici.

Fig.6 Biomassa di Phaeodactylum tricornutum liofilizzata

Il composto colorato viene letto allo spettrofotometro a 750 nm con riferimento ad una
curva di taratura effettuata usando come standard albumina bovina a concentrazioni

note.
Per la determinazione vengono usate 3 soluzioni:
1. 10 gr di Na.COz in 100 mL di NaOH 0.5M
2. 0.5 gr di Na oppure K tartarato in 50 mL di H20
3. 250 mg di CuSO4*5H20 in 50 mL della soluzione 3
Con queste soluzioni vengono preparati i reattivi da usare al momento:
A. 10 parti sol.1 + 1 parte sol. 3
B. 3 parti di Folin Cicalteau + 27 parti di H2O.

Un volume noto di campione (250 pl) viene messo in tubi di vetro e portato a volume di
1 mL con NaOH 0.5M. Viene aggiunto 1 mL della sol. A, mescolato sul vortex e

incubato per 10 min. Successivamente vengono aggiunti 3 mL della sol. B e si attende
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30 min (fig.8). Il composto viene letto allo spettrofotometro alla lunghezza d’onda di
750 nm.

Fig.8 Determinazione delle proteine totali
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3.3.4 Isolamento della frazione lipidica
Il campione liofilizzato (dai 100 mg ai 200 mg) € stato estratto con una miscela di

CHCls/ MeOH (6 mL, 2:1 v/v) a riflusso per 1.5 h per 3 volte. Il campione e stato
centrifugato a 1100 x g per 5 min e il solvente recuperato sempre nella stessa vials e
seccato sotto vuoto. Il contenuto lipidico & espresso in base al peso del campione
analizzato (wt%) (Bligh et Dyer, 1959).

3.3.4.1 Determinazione degli acidi grassi totali (TFA, comprendenti
acidi grassi liberi e acidi grassi legati)

Un’aliquota della frazione lipidica (2 mg) € stata disciolta in 0,4 mL di dimetil
carbonato (solvente di reazione), 0,1 mL di 2,2-dimetossipropano e 0,1 mL di metossido
di sodio. I campioni sono stati posti in agitazione 30 min a 50/60°C. Successivamente
sono stati aggiunti 2 mL di brine, 1 mL di esano e 0.02 mg di metil nonadecanato
(standard interno per I’analisi quantitativa). | campioni sono stati centrifugati a 4000
rpm per 5 min e la fase organica (esano e dimetilcarbonato, contenente i TFA)
analizzata mediante GC-MS.

3.3.5 Isolamento della frazione polisaccaridica
Il residuo de-grassato é stato estratto con H20 (3 mL) a 80°C per 1h per 2 volte. Il

campione poi centrifugato per 5 min a 4000 rpm e il sovranatante addizionato con EtOH
(25 mL) e posto a -20°C per 24h. La frazione polisaccaridica & stata raccolta dopo

centrifugazione e seccata sotto azoto.

3.3.5.1 Determinazione dei monosaccaridi
Tutta la frazione polisaccaridica é stata disciolta in NHCI (1 mL) e posta in agitazione

per 1 min a 80°C. Un’aliquota (0,2 mL) e seccata sotto azoto e sottoposta a sililazione
con bis- di trimetilsililtrifluoroacetamide (BSTFA, 0.05 mL) contenente 1% di
trimetilclorosilano (TMCS) e piridina (0,02 mL). La soluzione € posta in incubatore ad
80°C per 30 min ed analizzata mediante GC-MS.

3.3.5.2 Analisi GC-MS
Le analisi GC-MS sono state effettuate mediante un GC 6850 Agilent HP connesso con

uno spettrofotometro di massa 5975 Agilent HP. La temperatura dell’iniettore ¢ stata
settata a 280°C. Gli analiti sono stati separati tramite una colonna capillare HP-5 fused-
silica (fase stazionaria poli [5% difenil/95% dimetil]silossano, 30 m, 0,25 mm i.d., 0,25
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mm film thickness) usando elio come gas carrier. Gli spettri di massa sono stati acquisiti
mediante ionizzazione elettronica (70 eV) ad una frequenza di 1 scan per secondo, nel
range 12-600 m/z. La programmata termica usata per analizzare i TFA e stata: da 50°C
a 180°C con un gradiente di 50°C min, seguito da 10 min a 325°C.

La programmata tecnica per analizzare i monosaccaridi é stata: da 50°C a 325°C con un
gradiente di 50°C min!, seguito da 10 min a 325°C.

L’analisi quantitativa dei TFA e dei monosaccaridi e stata effettuata assumendo un
fattore di risposta unitario rispetto agli standard interni (metil nonadecanoato e

sorbitolo, rispettivamente).
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3.4 Determinazione del consumo dei nutrienti

Le analisi dei nutrienti (fosfati e nitrati) vengono effettuate sul terreno di coltura
separato dalle cellule per filtrazione su filtri GF/C e conservato in provette da 50 mL a -
20°C.

La velocita di uptake dei nutrienti e stata calcolata usando la seguente formula
U= - (C1-Co)/ yAt

dove:

C= la concentrazione residua nel terreno del nutriente preso in considerazione;

YAt = variazione nell’arco di tempo preso in esame (At) nella densita algale in termini di

biomassa.

Inoltre

v = B1—Bo/ InB1— InBg
dove:

B1 e Bo=biomassa al tempo 1 e al tempo 0.

3.4.1 Determinazione del fosforo reattivo
La determinazione del fosforo reattivo € stata effettuata in accordo con Strickland e

Parsons, 1972.

Vengono usati matracci in vetro da 50 mL. Si prepara un reattivo misto costituito da
molibdato ammonico (20 mL), acido solforico (50 mL), acido ascorbico (20 mL),
soluzione di tartrato di potassio e antimonile (10 mL). Le quantita indicate sono

sufficienti per 20 campioni.

Il campione ¢ stato diluito per evitare che 1’elevata concentrazione dei nutrienti falsasse
la lettura spettrofotometrica. Dopo aver aggiunto il volume di campione stabilito, si
porta a volume di 50 mL con H2O distillata. 1l bianco e costituito da 50 mL di H.O
distillata che € alla base del nostro terreno. Ad ogni campione, bianco incluso, vengono
aggiunti 5 mL di reattivo misto con successiva agitazione per miscelare bene il reattivo
con il campione. La reazione tra I’acqua e il reattivo misto fa si che il campione assuma
una colorazione blu (Fig.9), che varia in intensita a seconda della concentrazione di

fosfati presenti: piu e alta la concentrazione di fosfati, piu la colorazione della soluzione
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tendera al blu. Dopo 10 min si legge il composto allo spettrofotometro alla lunghezza
d’onda di 885 nm. Il valore viene letto con riferimento ad una curva di taratura

precedentemente effettuata usando come sale standard il KH2POa.

Fig. 9 Determinazione fosforo reattivo. Si notano le diverse intensita di blu dei due

campioni

3.4.2 Determinazione dei nitrati mediante colonna di cadmio
metallico ramato

Per I’analisi dei nitrati, i campioni prelevati vengono diluiti con acqua di mare sintetica
fino al volume di 100 mL (Fig.10). Oltre ai campioni si prepara anche un bianco
costituito esclusivamente da acqua di mare sintetica e uno standard, costituito da 100uL
di soluzione standard di N-NOsz (140 mg/L ) portato a un volume di 100 mL con acqua
di mare sintetica. Ai campioni allo standard e al bianco cosi preparati sono aggiunti 2
mL di NH4CI al 25% e successivamente vengono passati in una colonna di vetro
contenente cadmio ramato per la riduzione dei nitrati a nitriti. Nel passaggio attraverso
la colonna di riduzione i primi 45 mL vengono scartati (Fig.11) mentre 50 mL vengono
raccolti in cilindri graduati. Avvenuta la riduzione, ai cilindri vengono aggiunti 2 ml di
soluzione di SA (Solfanilammide all’1%) e dopo 3 minuti 1 mL di soluzione di NEDA

(Naftiletilendiammina allo 0,1%); si attende che avvenga la reazione colorimetrica per
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15 minuti, dopo di che si misura I’assorbanza della soluzione a 543 nm contro acqua
distillata. Per la determinazione dei nitrati, occorre sottrarre ai valori di assorbanza
ottenuti per i campioni il rispettivo valore del bianco e procedere alla determinazione
del fattore F per la determinazione dell’efficienza della colonnina in quanto puo

disattivarsi con I’utilizzo avanzato o a causa dell’inoperosita della stessa.

[NJdiNQ,(014ppm)
abg(st)— abg(bianco)

Quando si impiega uno spettrofotometro il valore F dovrebbe avere un valore compreso
tra 0,31 per un’efficienza del 100%, e 0,37, per un’efficienza dell’84%. Dopo il calcolo

del fattore F la concentrazione dei nitrati si ottiene nel seguente modo:

mg/I(Ndi NO.,)= F-[abg(c)- ai’/s(b'anm)] 100

Dove:

F= fattore precedentemente calcolato;

abs (c)= assorbanza del campione corretta per i valori del bianco e per I'assorbanza dei
nitriti;

V= ¢ il volume in ml di acqua in esame prelevata per I'analisi.
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Fig.11 Passaggio campione attraverso la colonnina contenente cadmio metallico

ramato
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3.5 Analisi statistica
Le differenze nella crescita e nei contenuti cellulari, sono stati testati tramite analisi

della varianza (ANOVA\) utilizzando il software PAST 3.0 (Hammer et al., 2001).

Ogni qualvolta una differenza significativa per I’effetto principale veniva osservata

(p<0,05) un Tukey’s pairways comparison test ¢ stato applicato.

49



4 Risultati

In questo lavoro si ¢ voluto valutare I’effetto dell’influenza dell’azoto sulla crescita e
composizione della diatomea Phaeodactylum tricornutum. Visto [’obiettivo di
ottimizzare il contenuto polisaccaridico e lipidico, la microalga é stata sottoposta ad una
condizione di stress da carenza di azoto. Sono state create due condizioni in triplicato:
per la prima, denominata N, il terreno di base utilizzato e stato il Medium /2 (Guillard
and Ryther, 1962) in cui solo le concentrazioni di N e P sono state modificate fino ad
ottenere un terreno in cui questi nutrienti sono 4 volte piu concentrati (4f); per la
seconda, denominata N/3, a partire dal 4f; si ¢ ridotto di 1/3 I’apporto di N. Questa parte
dello studio é stata condotta in colture batch.

Le colture allestite in piccolo volume (1 L) ci hanno permesso di scegliere la condizione
che dava i migliori risultati. Successivamente ¢ stata valutata la riproducibilita dei dati
ottenuti utilizzando un sistema di coltivazione chiuso, di scala industriale (PBR da 70L),

utilizzando un metodo di crescita in semicontinuo.

4.1 Crescita di Phaeodactylum tricornutum in colture
batch

4.1.1 Andamento della crescita e del consumo dei nutrienti
La crescita di Phaeodactylum tricornutum sottoposto alle due diverse condizioni € stata

analizzata in questa prima parte della tesi in termini di assorbanza, peso secco, crescita

cellulare e consumo dei macronutrienti (N e P).

Di seguito sono riportate le curve di crescita della diatomea presa in considerazione,
studiata con due concentrazioni di azoto differenti monitorando il consumo dei

macronutrienti.

La coltura cresciuta ad alto contenuto di azoto (N) risulta subire all’inizio della crescita
uno stress, probabilmente dovuto all’elevata concentrazione del nutriente preso in
esame. In fig. 1 si vede come la sua crescita in termini di peso secco sia inferiore

rispetto alla condizione con una minore concentrazione di azoto (N/3) fino al giorno 9.
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I valori di peso secco misurati nelle due condizioni, infatti, nei giorni 0-7 non risultano
significativamente diversi (ANOVA, p> 0.05). Andando a confrontare queste
osservazioni con 1 dati inerenti alla deplezione dell’azoto nel terreno (fig.4), si vede
come la condizione N esaurisce questo nutriente in 11 giorni contro i 7 impiegati dalla
condizione N/3. La velocita di uptake cellulare calcolata nei primi 7 giorni nella
condizione N e nella condizione N/3 risulta effettivamente diversa (rispettivamente 0.08
mmol gld? e 0.59 mmol g! d?) dimostrando come la condizione N abbia,
effettivamente, assimilato 1’azoto ad una velocita inferiore rispetto alla condizione N/3

influenzando la crescita della biomassa.

Questo rallentamento e stato riscontrato anche nei valori relativi alle abbondanze
cellulari (fig. 2) nei primi 4 giorni di monitoraggio delle colture. Sono stati riscontrati
valori lievemente differenti tra le due colture in questo arco temporale (ANOVA, p>
0.05) e il tasso di crescita calcolato non risulta essere differente nella condizione N/3 e
nella condizione N (rispettivamente 0,57 d e 0,60 d™). Inoltre confrontando il tasso di
crescita nelle due condizioni, lungo tutta la durata dell’esperimento (Tab.l), si nota
come i valori siano molto simili (ANOVA, p> 0.05) e quindi che la variazione nel
contenuto di azoto non ha influenzato la crescita (valutata come n°cell/mL) nell’arco di

tempo monitorato.

La fase di latenza non é stata notata nei valori di assorbanza (fig.3) dai quali si evince
perd una fase di plateau per le due colture a partire dal giorno 9. Non essendo stata
registrata nelle altre due curve di crescita (fig.1, fig.2) si é dedotto che sia dovuta alla
mancata diluizione del campione nei giorni di analisi falsando, quindi, la lettura

spettrofotometrica.

Le analisi condotte sulla quantita di fosforo del terreno (Fig.6) ci mostrano come questo
macronutriente presente nelle due colture in concentrazioni uguali, & stato consumato in
4 giorni con una velocita di uptake pari a 0.11 mmol g™ d* per la coltura N e 0.16 mmol
gt dper la coltura N/3.
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Fig. 2 Andamento delle abbondanze cellulari nelle colture N ed N/3
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Max DW (g/l) | p(d?) | Un (mmolgtd?) | Up(mmolg?d?)

N 2,63+0,14 0,18 0,05 0,0011

N/3 1,91+0,13 0,21 0,02 0,0016

Tab. 1 Valori di: peso secco (DW), tasso di crescita (L) e velocita di uptake di azoto
(Un) e fosforo (Up) nelle colture N ed N/3

2 N/3

0 5 10 15 20
Giorni

Fig.5 Contenuto P-PO4 nel terreno

4.1.2 Composizione cellulare
La composizione cellulare della diatomea sottoposta alle due concentrazioni di azoto

differenti, & stata valutata in termini di contenuto polisaccaridico, quantitativo e

qualitativo, contenuto lipidico quantitativo e qualitativo, contenuto di clorofilla a.

Per quanto riguarda 1’accumulo di polisaccaridi nella condizione N/3 e nella condizione

N, e stato registrato un andamento simile, tuttavia con qualche giorno di slittamento
(fig.6).

La condizione N/3 registra un picco nel contenuto polisaccaridico al giorno 7,
esattamente tre giorni dopo la deplezione dell’azoto nel terreno (fig.4) con un valore
intorno al 25%. Il giorno di analisi seguente (giorno 9) il valore scende al 20% per poi

diminuire sempre piu nei giorni seguenti.
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Si nota, quindi, come la massima produzione di polisaccaridi sia concentrata in pochi
giorni diminuendo successivamente in maniera rapida, infatti si passa da un contenuto

polisaccaridico del 20% al giorno 9 ad un contenuto del 13% al giorno 11 (fig.6).

Nella condizione N, invece, il picco viene registrato al giorno 4 anche se la condizione
non aveva ancora terminato 1’azoto. Tuttavia il valore del suo contenuto polisaccaridico
risulta inferiore a quello del picco di N/3 (ossia 21%) calando, anche in questo caso a
partire dal giorno successivo. Si notano, quindi, delle differenze (ANOVA, p<0,05) del
contenuto in polisaccaridi tra la coltura N/3 (caratterizzata da una maggiore produzione)

e la coltura N (con valori inferiori).

I monomeri costituenti questi polisaccaridi sono stati studiati per le due condizioni in tre
giorni nel corso dell’esperimento. I giorni scelti sono stati: giorno 2 (in cui entrambe le
colture erano in presenza di azoto), giorno 9 (in cui la condizione N era in presenza di
azoto e la condizione N/3 lo aveva gia terminato), giorno 16 (in cui entrambe le

condizioni avevano terminato 1’azoto).

Si vede come in presenza di azoto i polisaccaridi sono costituiti da vari tipi di monomeri
(fig.7) ossia: ramnosio, fucosio, xilosio, mannosio, galattosio e glucosio. Quest’ultimo ¢&
il monomero predominante in entrambe le condizioni. Al giorno 9 la condizione N, che
presenta ancora azoto nel terreno mantiene questa eterogeneita nei monomeri, mentre la
condizione N/3 risulta composta esclusivamente da glucosio (fig.7). La predominanza

del glucosio viene raggiunta al giorno 16 anche nella condizione N.

Anche i lipidi sono stati analizzati dal punto di vista quantitativo e qualitativo nelle due

condizioni nei giorni 2, 9, 16.

Nei giorni 2 e 9 la composizione lipidica percentuale delle cellule & intorno al 30% con
differenze non significative tra le condizioni (ANOVA, p>0,05). Il picco lipidico si
ottiene nella condizione N/3 al giornol16, ossia in condizioni di inoltrata limitazione del
macronutriente preso in esame (fig.4), dove il valore lipidico & del 40%. Il valore

corrispondente di lipidi, al giorno 16, nella condizione N é 23% (fig.8).

Sempre nei giorni 2, 9, 16 una porzione dei lipidi, ossia gli acidi grassi totali, & stata
studiata qualitativamente ed espressa come % sui lipidi totali. L’acido grasso piu
abbondante per tutta la crescita in entrambe le condizioni risulta 1’acido palmitoleico (C

16:1) seguito dall’acido palmitico (C 16:0).
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Un importante acido a scopo commerciale prodotto da Phaeodactylum tricornutum é il
C 20:5, ossia I’acido eicosapentaenoico (EPA). La percentuale prodotta aumenta con il
diminuire dell’azoto (fig.9) raggiungendo il 4% nella condizione N al giorno 16 e il 2%

nella condizione N/3 sempre al giorno 16.

La condizione con una percentuale maggiore di acidi grassi risulta quella in limitazione
di azoto (N/3) al giorno 16 (fig.9) con una preponderanza di acido palmitoleico e
palmitico, seguiti dall’acido eicosapentacnoico. Al giorno 16 anche la condizione N
presenta un contenuto in acidi grassi maggiore rispetto a quello dei giorni precedenti,

dovuto all’influenza anche in questo caso della deplezione dell’azoto nel terreno (fig.4).

Parallelamente ad una biomassa inferiore e ad un aumento di lipidi e polisaccaridi, la
limitazione di azoto causa una diminuzione della quantita di clorofilla a prodotta dalla
diatomea: vediamo infatti come la quantita di clorofilla a diminuisce nella condizione N
il giorno 14 (ossia tre giorni dopo la deplezione dell’azoto nel terreno, fig. 4) e al giorno
7 nella condizione N/3 (anche qui tre giorni dopo la deplezione dell’azoto nel terreno,
fig.4).

50

45 N
40 B N/3
35

30

25

15
10
' 1l d il .
0
2 4 7 9 11 14 16 18

Giorni

% Polisaccaridi

Fig.6 Contenuto polisaccaridico nelle colture N ed N/3 (%)
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4.2 Crescita di Phaeodactylum tricornutum in PBR

In base ai risultati ottenuti dall’esperimento condotto in modalita batch in reattori da 1
L, si e scelto di valutare la riproducibilita dei dati ottenuti dalla condizione N/3 in un
PBR da 70 L. La coltura € stata monitorata per un periodo pit lungo durante il quale, tre
giorni dopo la deplezione dell’azoto nel terreno, si ¢ effettuata la raccolta della biomassa
equivalente ad 1/3 del peso secco registrato il giorno stesso. Questa operazione é stata
ripetuta per tre volte durante i 38 giorni di monitoraggio. Dopo ogni raccolta il PBR &

stato portato a volume con il terreno contenente il quantitativo di azoto iniziale.

4.2.1 Andamento della crescita e del consumo dei nutrienti

L’andamento della crescita ¢ stato monitorato tramite misure di assorbanza, peso secco

e consumo dei macronutrienti.

Dai valori di peso secco (fig.2), si osserva che la coltura subito dopo 1’inoculo entra in
una fase di latenza necessaria per ’acclimatazione della stessa al nuovo ambiente.
Questa fase e stata registrata fino al giorno 4, giorno in cui la velocita di uptake
dell’azoto & pari a 0.01 mmol g'd. Da questo giorno in poi il peso secco cresce fino a

raggiungere un massimo di 0,7 g/L nel giorno 16.

Al giorno 16 corrisponde il giorno della prima raccolta, tre giorni dopo la deplezione

dell’azoto nel terreno (fig.13). La produttivita della coltura in questo primo periodo ¢

stata 0.026 g I*d e il suo tasso di crescita pari a 0.022 d * (Tab.2).

Le successive raccolte sono avvenute al giorno 25 e al giorno 38, mediamente ogni 10
giorni: questo implica che il tempo necessario alla coltura per esaurire I’azoto sia
intorno ai 7 giorni, valore registrato anche nell’esperimento in batch con reattori da 1L

nella condizione N/3 (fig.4).

Dopo ogni raccolta e reintegro del terreno, la coltura non ha piu attraversato fasi di
latenza ma entrava direttamente in fase di crescita esponenziale (fig.12) aumentando il

suo peso secco fino ad un valore massimo finale di 1 g/L (fig.2).

Dalla tab.2 si puo vedere come, dopo ogni reintegro di terreno, i valori di produttivita
che la coltura raggiunge siano pressoché simili mentre si osserva una diminuzione del

tasso di crescita.
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Per quanto riguarda la completa deplezione del fosforo questa si e registrata in due
giorni e anche subito dopo il reintegro il valore di fosforo misurato nel terreno € pari a

zero, in quanto utilizzato dalle cellule in tempi molto rapidi.

P@L™d") [p@™)

1 0,026 0,022
2 0,028 0,008
3 0,021 0,006

Tab. 2 Valori di produttivita e tasso di crescita della coltura nelle tre fasi di crescita
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Fig.11 Variazione di densita ottica nella coltura
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Fig.14 Contenuto di P-PO4™ nel terreno

4.2.2 Composizione cellulare
Sulla biomassa ottenuta da ogni raccolta sono stati analizzati i polisaccaridi, in termini

quantitativi e qualitativi, i lipidi totali e la loro porzione di acidi grassi totali e il

contenuto proteico.

Il contenuto polisaccaridico ottenuto nelle prime due raccolte é costante, ossia intorno al
20% del peso secco tranne nella terza raccolta in cui € il 10%, valore significativamente
diverso dalle altre (ANOVA, p< 0.05) (fig. 15).

Il contenuto lipidico nelle tre raccolte & intorno al 30% del peso secco (fig. 17). Risulta
evidente come il contenuto lipidico di Phaeodactylum tricornutum sia maggiore in

condizioni di limitazione di azoto rispetto al contenuto polisaccaridico.

Una ulteriore analisi effettuata & stata quella del contenuto proteico che é risultato
costante nel corso delle raccolte, ossia intorno al 50% (ANOVA, p> 0.05) (fig.17). La
composizione media di Phaeodactylum tricornutum in limitazione di azoto in PBR da

70 L risulta, quindi, costituita da: 20% polisaccaridi, 50% proteine e 30% lipidi.

Per quanto riguarda i monomeri costituenti i polisaccaridi (fig.16) vediamo come il

monomero principale nella raccolte sia il glucosio seguito, nelle prime due raccolte dal
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mannosio assente invece nella terza. Anche 1’andamento dei monomeri rispecchia molto

quello registrato nella coltura N/3 in batch (fig.7).

Sono state effettuate analisi qualitative anche su una porzione dei lipidi: gli acidi grassi

totali (fig.19).

L’acido presente in concentrazioni maggior € il C 16:1 (2,5% in ogni raccolta), seguito

dal C 20:5 (2,3% in ogni raccolta) e dal C 16:3 (2% in ogni raccolta).
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Fig.15 Contenuto polisaccaridico nella coltura
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5 Discussione

Lo scopo di questo lavoro é stato quello di valutare la possibilita di ottenere colture di
Phaeodactylum tricornutum ad alto contenuto polisaccaridico e lipidico, da inserire nel

contesto di ricerca e di produzione di Micoperi Blue Growth.

La composizione delle microalghe, sia in termini di metaboliti primari che secondari,
varia nel tempo al variare delle caratteristiche chimico-fisiche del terreno implicando, in
un contesto industriale, la necessita di raccogliere la biomassa in archi temporali ben

precisi in base al contenuto che si vuole ottenere in quantita maggiori.

In particolare, ¢ risaputo che nelle microalghe quando 1’azoto cellulare diminuisce a
livelli tali da non permettere la sintesi delle proteine e le divisioni, le cellule grazie
all’attivita fotosintetica accumulano i polisaccaridi e 1 lipidi, come composti di riserva
da utilizzare quando 1’azoto diventa nuovamente disponibile (Dragone et al., 2011). La
carenza di azoto determina pertanto il raggiungimento di una minore densita della
coltura e, in un contesto di produzione di biomassa, € necessario valutare attentamente
quali livelli del nutriente utilizzare per ottenere una biomassa abbondante con alti livelli

dei prodotti di riserva desiderati.

La crescita e la composizione di P. tricornutum sono state seguite allestendo le colture
in due diversi terreni di coltura: uno ricco in azoto, denominato N, per mezzo del quale
si e voluta incrementare la crescita e la biomassa, ed uno a ridotto contenuto di azoto,

denominato N/3, per indurre la produzione di lipidi e polisaccaridi.

A conferma di cio il massimo valore di peso secco ottenuto é stato nella condizione N
(2.63 g/L) rispetto al valore di 1.91 g/L ottenuto nella condizione N/3. Quindi,
aggiungendo un elevato contenuto di N alle colture abbiamo effettivamente
incrementato i valori di biomassa. Nella condizione N/3 le colture arrestano prima la
crescita ed entrano in una fase di crescita stazionaria, come dimostrato anche da Uslu et
al., 2014. Tuttavia lo scopo finale di questa tesi non era I’ottimizzazione della quantita

di biomassa ma del suo contenuto polisaccaridico e lipidico.

Al contrario del peso secco, un maggiore incremento del contenuto polisaccaridico e

lipidico & stato misurato nella condizione a ridotto contenuto di azoto e 1’andamento
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osservato nel corso della crescita puo essere messo in relazione con la disponibilita di

azoto nel terreno.

Nella condizione N/3 I’incremento del pool polisaccaridico si registra, infatti, subito
dopo la deplezione dell’azoto nel terreno raggiungendo un picco con valori del 20% al
giorno 7, mentre nella condizione N il valore massimo lo abbiamo al giorno 4. Questo
puo essere spiegato da un mancato utilizzo dell’azoto, evidenziato dal suo lento uptake
causato da una fase di latenza della coltura. I lipidi, invece, aumentano nella condizione
N il giorno 16, in condizioni di inoltrata carenza di azoto. Al diminuire dei

polisaccaridi, quindi, nelle cellule si verifica un aumento dei lipidi.

Parallelamente ad una biomassa inferiore e ad un aumento di lipidi e polisaccaridi, la
limitazione di azoto causa una diminuzione della quantita di clorofilla a prodotta dalla

diatomea riscontrata anche in letteratura (Chauton et al., 2014).

Vari studi sono stati effettuati sulla composizione di Phaeodactylum tricornutum tra cui
due lavori (Mus et al., 2013 e Uslu et al., 2014) in cui la diatomea € stata sottoposta a
varie concentrazioni di azoto mantenendo, comungue, una condizione ricca in azoto e
una in riduzione. Tramite analisi effettuate alla fine della fase stazionaria € stato
osservato un aumento lipidico subito dopo I’aumento dei carboidrati che, nel frattempo,
diminuiscono: questa inversione dei pool avviene in quanto il carbonio stoccato nei

carboidrati viene utilizzato nella produzione dei lipidi (Mus et al., 2013).

Per quanto riguarda la composizione in termini di monomeri dei polisaccaridi, nelle
nostre colture é stato notato un aumento del glucosio che diventa preponderante dopo

che ¢ stato esaurito 1’azoto nel terreno.

La condizione N/3 al giorno 9 e costituita per il 99% da glucosio che risulta essere il
componente dei polisaccaridi di riserva del fitoplancton (Handa,1969), rappresentati in

questa specie dalla crisolaminarina, un glucano 8 1,3.

Al giorno 16 sia le colture nella condizione N che in quella N/3 sono costituite in
prevalenza da glucosio con percentuali rispettivamente del 91% e 97%.

In tutte e due le condizioni, invece, quando 1’azoto nel terreno € ancora abbondante, la
composizione dei monomeri presenta una maggiore varieta in quanto sono presenti
diversi monomeri e, tar quelli identificati, il glucosio ¢ il pit abbondante, seguito dal

mannosio e dal ramnosio.
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Studi precedenti sulla composizione qualitativa dei carboidrati di Phaeodactylum
tricornutum non sono presenti in letteratura, I’unico studio che effettua un’analisi
qualitativa dei polisaccaridi di una diatomea riguarda Skeletonema costatum (Biersmith
et al., 1998) dove é stato notato lo stesso andamento, con una maggioranza di glucosio e

mannosio.

Analisi qualitative sono anche state effettuate sulla porzione lipidica di Phaeodactylum

tricornutum, andando a caratterizzare la sua frazione di acidi grassi totali.

Nei primi due giorni studiati, le concentrazioni degli acidi grassi risultano uguali in
entrambe le condizioni con una preponderanza di acido palmitoleico (C 16:1) e
palmitico (C 16:0). L’acido C 20:5, ossia ’acido eicosapentaenoico (EPA) ¢ il piu
importante a scopo commerciale e risulta aumentare con la diminuzione dell’azoto nel
terreno, raggiungendo il picco il giorno 16. Tuttavia nella condizione N/3 il contenuto e
inferiore alla coltura N ed inoltre rimane presente in quantita minori rispetto al C 16:1 e

al C16:0 in entrambe le condizioni.

La coltura in condizione N al giorno 16 e costituita da: 15% di C 16:1, 4% C 16:0, 4%
C 20:5; mentre la condizione N/3 é costituita da: 25% C 16:1, 15% C 16:0 e da 2% C
20:5.

In letteratura € stato trovato uno studio (Yongmanitchai et al., 1990) nel quale colture
di Phaeodactylum tricornutum sono state allestite con varie concentrazione di azoto e,
nella condizione che piu si avvicina alla nostra coltura N/3, é stata riscontrata una

dominanza dell’acido palmitoleico, seguito dal palmitico e dall’EPA.

Valori contrastanti invece sono stati ritrovati nella maggior parte dei lavori presi in
considerazione (Benavides et al., 2013; Torzillo et al., 2012) dove ’EPA ¢ il principale
acido grasso contenuto in Phaeodactylum tricornutum seguito dal C 16:0 e dal C 16:1.
La composizione da noi ottenuta risulta uguale alle altre citate in letteratura, variando

solo le percentuali.

In base ai risultati sull’andamento di polisaccaridi e lipidi ottenuti dall’esperimento
appena discusso, si & scelto il terreno con minore concentrazione di azoto per avviare un
fotobioreattore da 70 L.

L’utilizzo di un PBR ha permesso di effettuare una coltura in semicontinuo,

raccogliendo 1/3 della biomassa per tre volte, a cui seguiva 1’aggiunta di terreno nuovo
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ogni volta. Le raccolte venivano effettuate quando 1’azoto nel terreno veniva esaurito e
sulla biomassa di ogni raccolta é stata analizzata la composizione di Phaeodactylum

tricornutum in termini di proteine, polisaccaridi e lipidi.

Utilizzando questo metodo di coltura é interessante notare 1’aumento della biomassa nel
corso del tempo: il valore ottenuto al momento della prima raccolta era di 0,75 g/L,
quello della seconda di 0,92 g/L e quello della terza di 0,98 g/L. Tuttavia, visto il
massimo valore di biomassa raggiunto nell’esperimento precedente dalla condizione
N/3 (1,91 g/L) si puo pensare che se la coltura fosse stata monitorata per un arco di
tempo maggiore si sarebbe potuta ottenere una concentrazione di biomassa maggiore di
0.98 g/L. Nonostante ad ogni raccolta aumentasse la biomassa, la produttivita del
sistema € rimasta pressoché costante: 0,026 g L d* nella prima raccolta, 0,028 g L d*!
nella seconda e 0,021 g L™ d? nella terza. | valori del tasso di crescita dopo ogni
raccolta, invece, diminuiscono con valori pari a 0,022 p nella prima raccolta, 0,008 p

nella seconda e 0,006 p nella terza.

| risultati sulla composizione in termini dei composti biochimici piu abbondanti in
Phaeodactylum tricornutum sono stati mediamente: 50 % di proteine, 30 % lipidi, 17%

polisaccaridi.

In altri studi (Benavides et al., 2013) ¢ stata vista la composizione di Phaeodactylum
tricornutum in colture che avevano raggiunto diverse concentrazioni di biomassa:
concentrazioni piu basse sono risultate essere ottimali per la produzione di biomassa
con il 50% di contenuto proteico; il valore dei carboidrati non sembrava risentire della
concentrazione della biomassa al contrario del contenuto lipidico che aumentava con

I’aumentare della biomassa.

Il nostro contenuto lipidico risulta conforme con quanto ottenuto nello studio
precedentemente citato ossia il 30% mentre la nostra coltura ha mantenuto un contento
proteico simile nel corso delle tre raccolte (50%) indipendentemente dal valore della

biomassa raggiunto.

Per quanto riguarda i polisaccaridi abbiamo un valore del 20%, costante nelle prime due
raccolte, che possono essere confrontate con i valori del giorno 9 della coltura N/3 in

batch; al contrario nella terza raccolta si € verificato un leggero calo.
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L’andamento della composizione monomerica dei polisaccaridi rispecchia molto quello
registrato nella coltura N/3 in batch, ossia una elevata concentrazione di glucosio.
Questo risultato é positivo in quanto il glucosio é il componente della crisolaminarina, il
composto polisaccaridico di P. tricornutum in cui sono state dimostrate proprieta

bioattive.

Visto 1’obiettivo della tesi incentrato sulla quantita polisaccaridica, il fatto di avere
ottenuto in colture di volume elevato, effettuate in PBR, risultati paragonabili a quelli

della coltura batch dimostra che le condizioni di coltura scelte erano idonee.

Per quanto riguarda invece gli acidi grassi totali, nel PBR abbiamo ottenuto un aumento
del C 20:5 e del C 16:3, tuttavia 1’acido maggiormente presente rimane il C 16:1 in tutte
e tre le raccolte; si puo sottolineare come la differenza di concentrazione raggiunta non
abbia influenzato la composizione di questa porzione lipidica, come anche notato da

Torzillo et al., 2012 su colture in PBR a diverse concentrazioni di biomassa.

In conclusione con questo lavoro e stato individuato il terreno migliore per la
produzione di polisaccaridi e lipidi e sono state valutate le tempistiche di produzione di
questi composti in Phaeodactylum tricornutum. Inoltre abbiamo dimostrato che sia
contenuti che tempistiche sono riproducubili in un sistema industriale chiuso per
produrre biomassa ad alto valore commerciale. Il risultato principale é stato quello di
poter mantenere alti i livelli di polisaccaridi cellulari, anche in colture semicontinue,
tuttavia sarebbe interessante monitorare la coltura per un arco di tempo maggiore di
quanto fatto sino ad ora. Questo permetterebbe di vedere quale sia il livello massimo di
biomassa che Phaeodactyum tricornutum puo raggiungere in PBR e di caratterizzare
meglio le variazioni di composizione con 1’aumentare del tempo e al variare della

densita della biomassa.
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