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Introduzione

Introduzione

I1 progetto di ricerca di dottorato nasce dalla collaborazione sinergica tra le expertise
dei ricercatori del Laboratorio di Biologia e Proteomica Vegetale dell'Universita della
Calabria, le facilities messe a disposizione dall'azienda BIORISI S.r.I di Lamezia Terme
titolare del brevetto internazionale "Oil Fox" per la tecnologia della produzione
di Arthrospira maxima e il know-how dell’Istituto per la Tecnologia delle Membrane del
CNR.

Questo lavoro ha realizzato una connessione diretta tra 1’azienda ¢ il mondo della
ricerca e ha consentito di rispondere sia alle esigenze di implementazione tecnologica e di
verifica della qualita del prodotto che di valorizzazione delle finalita della ricerca
attraverso la continua condivisione dei risultati.

L'azienda BIORISI srl, una realta economica che punta alla qualitda dei prodotti
derivati da ceppi del cianobatterio A. maxima (Setchell & Gardner), ¢, infatti, la start up
innovativa italiana dell’azienda “Oil Fox” con casa madre a Buenos Aires e leader
mondiale nella produzione e commercializzazione di spirulina, un organismo fotosintetico
procariote che si ¢ valso dell’appellativo di superfood per il suo alto contenuto di proteine e
di molecole antiossidanti. L’attivita di ricerca di questo progetto e la diffusione dei risultati
sono stati regolamentati da un Accordo di Riservatezza (Allegato 1) che ne protegge la
proprieta intellettuale; in virtu del quale alcune specifiche metodologiche e alcuni risultati
sono stati riportati in parte per prevenirne la riproducibilita.

BIORISI ha, infatti, sollecitato un preciso ambito della ricerca per testare la capacita
fitodepurativa con 1’obiettivo di diversificare le applicazioni commerciali dei ceppi di A.
maxima da essa selezionati, la stessa ha fornito gli inoculi dalle colture di A. maxima

mantenute in vasche open-door in condizioni di crescita ottimali (Figura 1).

Figura 1. Coltura Arthrospira maxima Bio-Risi

Gli inoculi, acclimatati in acquari in laboratorio, sono stati coltivati seguendo i
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protocolli dell’azienda e utilizzati nei test di suscettibilitd/resistenza a inquinanti quali
microplastiche e pesticidi che, benché siano presenti in ambiente gia dagli anni ’50, oggi
sono considerati emergenti.

La letteratura degli ultimi dieci anni ha, infatti, puntato i riflettori sugli effetti a
medio e lungo termine della persistenza di questi inquinanti rivelandone la tossicita e il
grave impatto sugli ecosistemi di tutte le matrici ambientali (aria, suolo, fiumi, mare) e di
riflesso sulla salute dell’uomo. Essi sono presenti anche nelle acque potabili e nella quasi
totalita dei corpi idrici di tutto il pianeta all’interno dei quali interagiscono e, in molti casi,
magnificano gli effetti dannosi e letali. Si pud ben comprendere, quindi, che individuare
metodologie per alleviare queste forme di inquinamento siano di largo interesse sia a
livello scientifico che applicativo.

Abbiamo selezionato i pesticidi organofosfati, di cui il glifosato ¢ quello ampiamente
utilizzato in Europa e America con svariati impieghi della sua doppia natura tossica di
pesticida/erbicida. Al pari del glifosato, le microplastiche sono ormai presenti in tutti gli
ambienti, compreso gli organi degli animali che le introducono con I’alimentazione; le
microplastiche, infatti, interagiscono con la componente biotica ambientale la quale crea
biofilm sulla superficie delle particelle platiche diventando altamente impattanti ed
entrando nella catena alimentare di ecosistemi acquatici e terrestri; inoltre le microplastiche
interagiscono anche con farmaci e pesticidi producendo formulazioni che ne modificano la
loro reattivita, ’emivita e la veicolazione. In questo progetto le microplastiche secondarie
utilizzate sono state fornite dall” ARPA Calabria recuperate durante i campionamenti in
mare seguendo 1 protocolli della Marine Strategy.

I risultati, basati sull’analisi biochimica e biomolecolare delle colture, hanno
evidenziato gradi di resistenza del cianobatterio, soprattutto quando sottoposti a
trattamento combinato con glifosato/microplastiche.

Un secondo ambito di ricerca ha riguardato I’estrazione e la purificazione della
ficocianina, un pigmento fotosintetico dal tipico colore blu intenso presente in elevate
concentrazioni in A. maxima e che viene utilizzato sia dall'industria alimentare che da
quella farmaceutica; la ficocianina, in particolare la C-ficonianina, ha comprovate proprieta
antitumorali, immunoprotettive, immunostimolanti e agisce come antinflammatorio. In
linea con le richieste e le aspettative dell'azienda, ¢ stato elaborato un metodo semplice,
rapido, a basso impatto ambientale e che evita [’uso di solventi organici o inorganici per
l'estrazione della C-ficocianina dalla biomassa e per la sua contemporanea purificazione

attraverso tecnologia a membrana con una resa e purezza del 98%.
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Introduzione

Cio costituisce un grado di novita apportata dalla ricerca, in quanto attualmente
l'estrazione della ficocinanina comporta una combinazione di diverse tecniche tra cui
sonicazione, estrazione con utilizzo di solventi e sali, cromatografia a scambio ionico e,
infine, dialisi per allontanare i1 reagenti utilizzati nell’estrazione. Queste tecniche, se
efficienti in scala laboratorio, diventano economicamente molto dispendiose se
implementate in scala semindustriale e, quindi, di fatto, di difficile attuazione. Le uniche
formulazioni, attualmente in commercio, sono prodotte maggiormente da The Main
Ingredient Company (PHYCOCYANINE ©X12 e X351liquido), Laboratoire
Gilbert (BluDose, liquido) e Phyco-Biotech (solo su richiesta, in polvere) con costi al
cliente abbastanza sostenuti, e che promettono una purezza al massimo dell’89%.

Questa porzione di mercato appare molto promettente e I’ingresso di un prodotto di
elevata purezza e concentrazione potrebbe apportare enormi benefici ai consumatori ed a
realta economiche emergenti.

I1 presente lavoro di ricera ¢ strutturato in cinque capitoli: i primi due introducono e
descrivono i contaminanti presi in considerazione e 1 loro effetti sull’ambiente, nonché una
approfondita descrizione del sistema biologico oggetto di studio, Arthrospira maxima. Nei
successivi tre capitoli vengono illustrati e descritti 1 diversi metodi impiegati durante
l'attivita di ricerca nonché la presentazione dei risultati ottenuti. Nell'ultimo capitolo ¢

riportata la discussione dei risultati alla luce della piu attuale bibliografia di riferimento.




Capitolo I

Capitolo I: I pesticidi

Si definisce pesticida una sostanza atta alla riduzione o alla distruzione di organismi che
possono portare danni mediante attacchi diretti o indiretti sulle colture. 1 pesticidi si
possono distinguere in due grandi macroaree: fitofarmaci e biocidi.

I primi servono a regolare la crescita delle piante, i secondi invece, sono antiparassitari di
vario genere, atti ad impedire ai microrganismi considerati nocivi, di danneggiare e quindi
preservare la conservazione di molti prodotti. L'utilizzo di quest’ultimi serve per
salvaguardare le coltivazioni e la qualita del cibo, nonché la salute dell'uvomo dall'azione
deleteria di agenti patogeni.

Il primo pesticida su scala industriale si ha nel 1874 con la sintesi del DDT (para-
diclorodifeniltricloroetano). Da quel momento in poi, la produzione dei pesticidi ha visto
una costante crescita e varieta di impiego nei settori agricoli e in contesti urbani per il
contenimento di insetti molesti. Con i progressi della ricerca in campo chimico-biologico,
sono entrati nella vasta gamma dei pesticidi anche composti di origine naturale. Il loro
impiego ¢ spiegato dai vantaggi dell'utilizzo e della loro versatilita nonché sulla vasta
gamma di formulazioni e modalita di applicazione disponibili sul mercato. L’85% dei
pesticidi immessi nell’ambiente su scala mondiale ¢ legato al loro impiego in agricoltura.
Il fattore incisivo che ha portato 'uomo ad un utilizzo smisurato dei pesticidi, consiste
infatti, nella loro rapidita ad esplicare la propria funzione, anche nel giro di poche ore;
inoltre, risultano esser economici su larga scala in quanto la lotta chimica ¢ il sistema che
presenta il miglior rapporto costi/benefici. Questi aspetti permettono di migliorare la resa
dei raccolti, di ridurre le aree di terreno destinate alle coltivazioni, ridurre la manodopera
necessaria € di garantire una notevole riduzione dei costi sul mercato di prodotti
ortofrutticoli avendo prodotti di apparente buona qualita.

I vantaggi della lotta chimica possono essere riassunti in: efficacia e rapidita nel controllo
di migliaia di insetti nocivi consentendo una protezione pressoché immediata, inoltre, la
loro versatilita di uso e di applicazione a diverse situazioni e tipi di infestazioni dona
semplicita dal punto di vista operativo. Ma se da un lato i pesticidi hanno dato una grossa
mano all’uomo, dall’altro lato continuano a provocare danni consistenti alla biodiversita e
alle catene trofiche nelle quali vengono impiegati. L’insorgenza di specie resistenti ai
pesticidi, inoltre, vanifica 1’utilizzo primario di questi composti e distrugge 1 nemici

naturali degli infestanti come api e altri insetti impollinatori. Inoltre, i residui di pesticidi



Capitolo I

negli alimenti comportano seri rischi per la salute dell’ambiente e dell’'uomo. Un ulteriore
problema determinato dall'impiego indiscriminato di codeste sostanze ¢ dato
dall’accumularsi delle stesse nei suoli e dalla conseguente contaminazione delle acque
superficiali, sotterranee e di falda: cid comporta la crescita di infestazioni secondarie e di
specie resistenti ai vari principi attivi, con la probabilita di trovare residui negli alimenti

destinati all'alimentazione umana ed animale.

1.1 Classificazione dei pesticidi

I pesticidi possono essere classificati secondo la loro struttura chimica, per la finalita del
loro o in base alla loro tossicita. Si dividono principalmente in due classi di composti:
e fitosanitari e biocidi

e pesticidi

In base alla natura chimica i pesticisi sono classificati in organofosforati, carbammati,
organoclorurati, fenoli, organometallici, esteri fosforici, ureici; in base alla modalita
d'azione sono classicati come agenti inibitori della sintesi proteica o della respirazione
mitocondriale, anticoagulanti, inibitori della RNA-polimerasi (Yadav and Devi, 2017).
Nonostante 1 pesticidi sono molto numerosi, essi hanno tutti un fattore in comune, la
presenza di un principio attivo e di sostanze coformulanti. Il principio attivo, sia chimico o
biologico, ¢ quello che effettua I'azione desiderata nei confronti dell'organismo bersaglio, e
infatti, esso rappresenta la frazione prevalente; la sua concentrazione viene
successivamente ridotta mediante 1'uso di coformulanti inerti e diluenti. E’ possibile avere
anche coadiuvanti nelle formulazioni, che servono per incrementare l'efficacia della
sostanza attiva e migliorarne la distribuzione. Ogni sostanza aggiunta all'interno del
prodotto finito ha un proprio tasso di tossicita e, se dosata in maniera non adeguata,

potrebbe addirittura interferire con il principio attivo vero e proprio del pesticida.

1.2 Tossicita dei pesticidi

I pesticidi, che come abbiamo visto esistono in commercio sotto diverse formulazioni,
vengono immessi nell'ambiente, quindi a contatto con matrici acquose, aria, suolo € con
tutti 1 microorganismi che vivono in tali matrici; qui, 1 pesticidi acquisiscono la capacita di

interferire con gli equilibri presenti in quell'ecosistema; il loro meccanismo di azione,
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infatti, oltre a colpire l'organismo target, danneggia anche quelli no-target, causando una
grave perdita di biodiversita ed un conseguente impoverimento della componente biotica
dei suoli. Tali interazioni, perd, sono alquanto complesse e presentano diversi gradi di
effetti indotti; ad sempio alcuni fitosanitari, risultano tossici per alcuni microrganismi
mentre, per altri, possono essere utilizzati addirittura come fonte di nutrimento.
La ricerca, negli ultimi anni, si ¢ focalizzata sull'alterazione biologica subita dalla fauna
terrestre ed ittica a causa del contatto con pesticidi; uno degli effetti diretti, di cui ¢ ben
documentata la connessione, ¢ la riduzione di alcune popolazioni microbiche ad opera del
diserbante glifosato, presente in moltissimi terreni in cui crescono colture. Cio ¢
attualmente possibile perché nonostante la legislazione nazionale ed europea vigente vieti
I’uso del glifosato come pesticida, il suo utilizzo come diserbante sfugge alle maglie della
normativa. Le aree soggette a un'azione di forte azione dei pesticidi sono soprattutto quelle
dedicate alle monocolture; infatti ’impiego ripetuto di un pesticida verso un unico
organismo bersaglio produce una tolleranza nei confronti della molecola stessa, diventando
sempre piu resistente e richiendo dosi sempre piu massicce (Marrs and Ballantyne, 2004).
Tra altri effetti indesiderati ¢’¢ la deriva del pesticida verso altre coltivazioni vicine,
magari coltivate a regime biologico, che possono avvenire attraverso l'acqua di irrigazione
o attraverso le precipitazioni che dilavano in superficie 1 suoli, ¢ dopo percolazione
trascinano 1 pesticidi in profondita nel terreno con conseguente contaminazione delle falde
acquifere (Kjaer et al., 2005; Candelaet al., 2010).

Anche se esistono evidenze contrastanti sulla tossicita per i1 vertebrati (Newton et
al., 1984), il suo ampio uso in tutto il mondo in aree urbane naturali, pascoli, foreste e
acque, porebbe imputare al glifosato conseguenti impatti sulla salute. Le potenziali vie di
esposizione all'ambiente, nonché le conseguenti implicazioni sugli animali e sull'uomo,
devono essere ancora esplorate piu accuratamente. E’ stato ampiamente dimostrato che in
topo e ratto, oltre al rischio cancerogeno 1 pesticidi interferiscono, anche a bassissime dosi,
con il sistema endocrino fino ad indurre la cancerogenesi a carico delle ghiandole
endocrine; essi possono provocare effetti nocivi anche sul sistema nervoso centrale, sul
sistema riproduttivo e causano un generale disequilibrio omeostatico cellulare per gli effetti
negativi sulla sintesi proteica (Berry, 2020; le referenze citate all’interno). Per queste
evidenze, sono allo studio gli effetti diretti che il glifosato potrebbe avere sullo sviluppo
dei umori nell’'uvomo in quanto consumatore di prodotti agroalimentari contaminati

(Davoren et al, 2018).
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1.3 Gli erbicidi

Gli erbicidi sono pesticidi il cui fine d'uso consiste nella disinfestazione di campi coltivati e
di giardini da erbe infestanti e da piante che crescono spontaneamente ¢ che spesso
provocano la disidratazione e la morte anche dei vegetali adiacenti. Sono utilizzati
maggiormente nei paesi industrializzati per favorire le coltivazioni di cotone, soia, grano e
frumento.

Gli erbicidi fanno ormai parte dei moderni sistemi di produzione agricola e, quindi,
contribuiscono in modo significativo all'economia della filiera agricola. Allo stesso tempo,
essi sono potenti e specifici inibitori del metabolismo delle piante e possono essere
potenzialmente utili come validi strumenti nella ricerca di base della loro fisiologia.
Purtroppo, si conoscono pochi erbicidi in grado di inibire la crescita delle piante mediante
l'impedimento diretto degli enzimi coinvolti nelle vie metaboliche; pertanto, la maggior
parte degli erbicidi usati sulle piante, hanno anche effetti erbicidi secondari e terziari come
la clorosi (ingiallimento delle parti verdi di una pianta per graduale scomparsa della
clorofilla) (Duke, 1985).

I pesticidi organofosfati (OP) sono costituiti da una frazione di fosfato (o tio- o
ditio-fosfato) e una frazione organica. Nella maggior parte dei casi, la frazione fosfata ¢
0,0-dialchil sostituita. Questi pesticidi se usati come diserbanti inibiscono la via
biosintetica dell’acido skichimico e da questo la biosintesi degli aminoacidi aromatici. I
pesticidi organofosfati prendono anche il nome generico di esteri dell'acido fosforico, sono
composti ad ampio spettro, caratterizzati dalla loro elevata solubilita in acqua. Per questo
motivo, vengono facilmente idrolizzati e si disperdono nel terreno entro due/tre settimane
dalla loro applicazione. Questo gruppo di erbicidi ¢ ampiamente utilizzato in tutto il
mondo, in quanto si ritiene che essi abbiano una bassa persistenza nel suolo associata ad
una elevata efficacia.

Gli organofosfati, infatti, sono generalmente considerati sicuri per 1'uso su colture
ed animali, proprio grazie al loro grado di degradazione relativamente rapido.

Sebbene gli organofosfati si degradino piu rapidamente degli organoclorurati,
alcuni di questi pesticidi hanno una maggiore tossicita acuta LDs,, ponendo rischi per le
persone esposte a grandi quantitd. Infatti, negli animali essi inibiscono la funzione
dell’enzima acetilcolinesterasi che risulta essere essenziale per le funzioni nervose di

diversi organismi, come le api, i ratti e anche I'nvomo (Karasali and Maragou, 2016).
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1.4 11 glifosato

Il termine glifosato ¢ il nome comune per indicare 1’N-(phosphonomethyl) glycine,
(Figura 1), ¢ un erbicida non selettivo con proprieta ad ampio spettro appartenente alla
classe degli organofostfati. Uccide le erbacce infestanti e altre piante in competizione con le
colture (Lu et al., 2020).

Questo composto ¢ un acido fosfonico dal peso molecolare di 169,07 g-mol™,
formato dal coupling ossidativo del gruppo metilico dell'acido metilfosfonico con il gruppo
amminico della glicina. All’aspetto si presenta come una polvere cristallina bianca, privo

di un odore peculiare. Il suo pH in soluzione acquosa all’1% ¢ di 2,5.

HO, OH
P N
HO™ O HAQ}/

Figura 2. Formula glifosato

Il glifosato ¢ stata la prima molecola sintetizzata da Henri Martin nel 1950, in una piccola
casa farmaceutica svizzera ‘’Cilag’’, ma non era stata né pensata né testata per i suoi effetti
erbicidi. I chimici John e Franz della Monsanto furono 1 primi, circa vent’anni dopo nel
1970, a brevettarlo come pesticida, dopo aver osservato il suo effetto letale sulle piante
(Duke and Powles, 2008).

Questo composto ha un peso molecolare relativamente basso e un'elevata solubilita in
acqua, fattori che favoriscono il suo rapido assorbimento nei vari tessuti della pianta,
pertanto, nella sua forma pura, il glifosato ha poca efficacia, poiché viene respinto dalla
cuticola della maggior parte delle piante, che invece ¢ idrofoba. Per questo motivo
l'erbicida ¢ formulato con sostanze tensioattive per facilitarne l'assorbimento e, quindi,
l'efficacia.

Una volta che la pianta ha assorbito il glifosato, l'erbicida viene trasportato attraverso il
floema al bersaglio in vari tessuti vegetali. All'interno della pianta, il glifosato non si
decompone; nel suolo, tuttavia, il composto ¢ fortemente assorbito e rapidamente
degradato da microrganismi a prodotti organici non tossici (Figura 3) che vengono poi

scomposti in ammoniaca, acqua e CO,. Il legame C-N del glifosato viene scisso dall'azione
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dell'enzima glifosato ossidoreduttasi (GOX) per produrre acido amminometilfosfonico
(AMPA) e gliossilato. Grazie all'azione dell'enzima C-P liasi, I’AMPA viene degradato a
metilammina, che alla fine genera formaldeide, grazie all'azione dell'enzima metilammina-
deidrogenasi. La CH,O, quindi, reagisce rapidamente con acqua e radicali idrossilici per
formare metanolo. Il rendimento finale della degradazione del glifosato pud contenere
CO,, fosfato, ammoniaca ¢ CH3;OH. Nella seconda via di degradazione del glifosato viene
prodotta la sarcosina (N-metil-glicina) dall’azione dell'enzima C-P liasi. La sarcosina puo
essere ulteriormente degradata in amminoacidi come la glicina, serina, cisteina, metionina
e istidina. La presenza del legame C-P chimicamente e termicamente stabile, rende questo
composto fortemente resistente alla degradazione non biologica nell'ambiente. Oltre a
questi percorsi metabolici menzionati, ¢ riportato in letteratura che gli enzimi ligninolitici
della microflora del suolo hanno la capacita di scindere il legame C-P del glifosato. In
presenza di ossido di manganese, viene infatti osservata la scissione del legame C-P del

glifosato anche in modo non enzimatico.
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Figura 3. A) Prodotti di biodegradazione del glifosato; B) Vie di degradazione del glifosato (Giesy et al.,
2000).

1.5 Storia ed ecologia

11 glifosato ¢ il principio attivo del Roundup, di proprieta della Monsanto, nella sua
forma salificata in soluzione acquosa e in presenza di tensioattivi. Dalla sua introduzione in
commercio, nel 1971, ¢ divenuto I’erbicida piu utilizzato a livello globale (Dabrowska,
1988).

Poiché considerato non tossico per animali ed esseri umani, il glifosato divenne nel
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tempo il piu importante erbicida usato in agricoltura. Infatti, dalla meta degli anni '90, si
sono verificati cambiamenti significativi su quando e come vengono utilizzati gli erbicidi a
base di glifosato e questo ha portato a un drammatico aumento della quantita totale
utilizzata di questo pesticida. A livello globale, I'uso di glifosato ¢ aumentato di quasi 15
volte tanto che nel 1996 sono state introdotte le colture geneticamente modificate
tolleranti al glifosato (Benbrook, 2016). 1l fatto che si continui a usare il glifosato deriva
dalla sua azione erbicida molto efficace e a basso costo per la gestione delle infestanti nelle
piantagioni perenni.

La letteratura scientifica esistente, pero, riporta risultati contrastanti sul ruolo del
glifosato nel perturbaregli equilibri ecologici dell’agrosistema, modificando I'attivita
microbica e la composizione nel suolo (Barriuso et al., 2011). Per contrasto, un recente
studio ha rivelato che la composizione del microbiota intestinale delle api ¢ alterato a causa
dell'esposizione al glifosato presente negli erbicidi; ¢ riportato che il glifosato, inoltre,
aumenta anche la suscettibilita delle api a infezioni da patogeni opportunisti come Serratia
marcescens (Motta et al.,2018). Sembra cosi essere documentato che il massiccio uso
globale del glifosato in agricoltura potrebbe essere la ragione del calo delle popolazioni di
api e di altri insetti.

Per quanto rigurda I’inquinamento delle acque, le formulazioni a base di glifosato
che contenengono tensioattivi, sono quelle che hanno dimostrato una maggiore tossicita
verso gli organismi non-bersaglio; questa tossicita ¢ attribuibile al “MON 0818”, un
tensioattivo poliossietilenico (Folmar et al., 1979). Esistono formulazioni prive della parte
tensioattiva, ad esempio l'erbicida Rodeo® di Monsanto, sebbene l'aggiunta di un
tensioattivo sia spesso ancora necessaria per migliorarne l'efficacia. L'applicazione diretta
di glifosato nell'acqua ¢ di beneficio limitato in quanto il glifosato non ¢ efficace contro la
vegetazione acquatica, sebbene sia uso consolidato trattare stagni e zone umide. Cio ha
fatto aumentare la concentrazione dei suoi metaboliti anche nelle acque superficiali. Altro
tensioattivo incriminato e il POEA che si lega invece ai sedimenti, ma con una
diminuzione dell'emivita inversamente proporzionale al carbonio organico totale (Fan et
al., 2013).

Da un punto di vista globale, negli ultimi anni c'¢ stata una crescente
preoccupazione per la perdita di coralli e alghe e questo ¢ stato particolarmente ben
documentato per la Grande Barriera Corallina (GBR) dichiarata Patrimonio dell'Umanita.
La gestione di questa vasta risorsa richiede una regolamentazione delle politiche costiere,

dallo sviluppo portuale e urbano, all’industria agricola estensiva nei bacini della GBR,
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oltre a considerare i potenziali impatti sulla qualita dell'acqua derivanti da queste attivita in
prossimita della costa. Infatti, le barriere coralline e i letti di alghe sono maggiormente
colpiti nel periodo che va da novembre a marzo, quando le forti piogge portano il deflusso
dei fiumi contenente sedimenti in eccesso, sostanze nutritive e pesticidi verso il mare (Lee
et al., 2003). Le immagini satellitari catturano efficacemente questi eventi e un ampio
spettro di pesticidi ¢ stato rilevato nelle acque della GBR; gli erbicidi, infatti, sono spesso
piu solubili in acqua rispetto a insetticidi e fungicidi, e, di conseguenza, questi sono piu

frequentemente rilevati nelle foci dei fiumi e nella laguna della GBR.

1.6 Meccanismo di azione

Il meccanismo d’azione del glifosato, come accennato in precedenza, consiste
nell’inibizione selettiva dell’enzima 5-enolpiruvyl-shikimate-3-fosfato sintasi (EPSP) sulla
via dello shikimato, una delle due vie metaboliche di formazione di amminoacidi aromatici
nelle piante e nei batteri (pathway assente negli animali). L’EPSP catalizza la reazione di
conversione dello shikimato-3-fosfato (S3P) e I'intermedio glicolitico fosfoenolpiruvato
per formare il 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato (ESP) (Figura 4). L'inibizione di EPSP
impedisce la biosintesi de novo degli amminoacidi aromatici: fenilalanina, tirosina e
triptofano nonché delle vitamine acido folico e menachinone, risultando quindi altamente
letale per le piante sensibili e impoverendo cosi la cellula di EPSP (Duke et al., 2003). Di
conseguenza, la biosintesi degli aminoacidi aromatici viene inibita, riducendo la sintesi
proteica, inibendo la divisione cellulare e provocando la morte cellulare. La crescita viene
bloccata immediatamente dopo 1'applicazione, seguita da clorosi fogliare e necrosi entro 4-
7 giorni nelle specie altamente sensibili. Tuttavia, potrebbero essere necessarie da 2 a 3
settimane per manifestare tutti 1 sintomi. Come riportato in letteratura, 1'emivita media del
glifosato nel suolo varia tra 2 a 197 giorni (Giesey et al., 2000; WHO et al., 1994).

Questo erbicida ¢ molto solubile, non ¢ volatile, viene assorbito dal fogliame e
veicolato in tutta la pianta, risultando un erbicida sistemico. Se la dose assorbita ¢ sub-
letale provochera delle deformazioni caratteristiche del lembo fogliare, per alterazione dei
tessuti meristematici, ma se la quantita assorbita ¢ importante pud provocare la morte dei
germogli. Un’applicazione accidentale di glifosato su qualche foglia si rileva con delle
deformazioni che non hanno, generalmente, conseguenze gravi. Invece, un errore nel
trattamento in eta piu tardiva, permettera al prodotto di migrare verso la base della pianta e

sara causa di danni gravi nell’anno successivo di coltivazione.
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Pochi anni dopo la scoperta del meccanismo d'azione del glifosato, ¢ stato osservato
che alcuni batteri (tra cui cianobateri) erano in grado di sviluppare resistenza acquisendo
mutazioni nel gene della 3-fosfoshikimato
l-carbossiviniltransferasi (o EPSPS); tale mutazione al sito attivo ha reso l'enzima
codificato meno sensibile all'erbicida. L'identificazione di varianti della EPSP-sintasi
resistenti al glifosato ha spianato nel tempo la strada all'ingegneria genetica con i costrutti
dell’enzima mutato di colture che diventavano cosi in grado di tollerare una maggiore
quantita di erbicida. In alcuni casi I’inibizione della crescita dei batteri puo essere alleviata
se gli amminoacidi aromatici vengano forniti alle colture (Gresshoff, 1979).

I batteri possono sviluppare una resistenza al glifosato con una varietda di
meccanismi mostrando l'adattabilita attraverso molte alterazioni genomiche che a
concentrazioni sub-letali di glifosato riducono la suscettibilita anche agli antibiotici (P6ppe
et al., 2020); questo comporta un adattamento indiretto delle popolazioni nei microbiomi
del suolo che esprimono una prevalenza di geni resistenti agli antibiotici (Liao et al., 2021).
A dimostrare quanto detto, un’analisi del trascrittoma di Escherichia coli esposto al
glifosato ha identificato l'espressione differenziale di piu di 1000 geni, che rappresentano
circa il 23% del genoma (Lu et al., 2013).

Pertanto, le possibili vie che portano ai meccanismi di resistenza degli organismi
vegetali al glifosato coinvolgono certamente la via dell’acido shikimico di cui EPSPS e la
Corismato sintasi rappresentano gli enzimi chiave (Pollegioni et al., 2011; Lu et al., 2013;

Poppe et al., 2020).
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Figura 4.Via dello Shikimato che porta alla formazione degli aminoacidi aromatici e inibizione dell’ EPSPS
da parte del glifosato. (Pollegioni et al., 2011).
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Capitolo II: Inquinanti emergenti

Nel 1860 Alexander Panker brevetta il primo materiale plastico a base di cellulosa.
L’evoluzione di questo materiale si ha per tutto il ‘900 fino alla scoperta di altri materiali
plastici piu duttili e di ampio utilizzo quotidiano come PVC, nylon e polipropilene. Nata
come materiale che "dura per sempre" e impiegata per sostituire attrezzi e macchinari in
legno, facilmente degradabili nel tempo, la plastica divenne in breve tempo un materiale
insostituibile (https://www.corepla.it/la-storia-della-plastica). Essa ¢ costituita da polimeri
organici sintetici, tipicamente con una lunga struttura molecolare concatenata e pesi
molecolari molto elevati, derivati dalla polimerizzazione di materie prime organiche ed
inorganiche. I polimeri in base al loro utilizzo vengono miscelati con altri additivi per dare
loro determinate proprieta, quali pigmenti e coloranti, ritardanti di fiamma, sostanze
rinforzanti, plastificanti e lubrificanti. I polimeri di plastica possono essere modellati con il
calore. Essendo un materiale versatile, leggero, forte e potenzialmente trasparente, le
plastiche sono ideali per una varieta di applicazioni. Il loro basso costo, le loro eccellenti
proprieta di isolamento termico ed elettrico, di barriera all’ossigeno e all’umidita, la bio-
inerzia e il loro basso peso fanno di esse eccellenti materiali per I’imballaggio. Inoltre, a
causa della loro galleggiabilita e resistenza, gli oggetti di plastica possono viaggiare ed
essere trasportati in mare per distanze considerevoli.

Negli ultimi venti anni la plastica ¢ stata prodotta ed utilizzata dall'uvomo con una
crescente frequenza, tanto che, ad oggi, ¢ diventata il maggior detrito antropogenico
inquinante presente nel mare e nel suolo (Bergmann et al., 2015).

La richiesta di questo materiale ¢ passata da circa un milione e mezzo di tonnellate negli

anni 40 a oltre 280 milioni di tonnellate agli inizi del 2000 (Auta et al., 2017).

ons of Bnes
\,

Figura 5.Grafico della richiesta di plastica dal 1950
7 ok al 2010 (Bergmann et al.,2015).
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2.1 Composizione chimica

In commercio esistono varie tipologie di plastica; in base all' utilizzo si ha un diverso tipo

di polimerizzazione a cui vengono associati altri solventi, additivi e miglioratori di

processo. E importante studiare LCA dei prodotti per capire la pericolosita nel fine vita

(Halden, 2010; Saling et al., 2020). Per questo ¢ importante studiare la pericolosita di

alcuni elementi quali:

1. Monomeri: sono prodotti finali formati da polimeri che a loro volta sono formati da
diversi monomeri, elementi chimicamente stabili. Molti di questi composti possono
essere tossici come il bisfenolo A (BPA), che viene utilizzato sia come monomero di
base nel policarbonato sia come additivo nella produzione del polistirene (PS) e
polivinilcloruro (PVC), troviamo lo stirene e il polivinile, sostanze elencate come
tossiche da USEPA, ATDSDR e OSPAR (Rochman et al., 2019).

2. Additivi plastici: sono sostanze chimiche utilizzate per dare le proprieta di utilizzo al
polimero, si riscontrano principalmente nelle campagne di monitoraggio in ambiente
naturale:

2.1. Ritardatori di fiamma: questi sono utilizzati per ridurre l'infiammabilita dei
polimeri,quelli maggiormente usati sono i polibromodifenileteri (PBDE) che
risultano essere idrofobe, sono tossiche e si accumulano nell'ambiente nei vari
comparti, proovocando notevoli rischi.

2.2. Plasticizzanti: utilizzati per migliorare le proprieta plastiche dei polimeri, tali
sostanze non sono legate alla struttura polimerica, percid0 hanno una maggiore
facilita ad andare a finire in ambiente e a creare effetti, anche a basse
concentrazioni. Un esempio di sostanze utilizzate come plasticizzante sono 1 ftalati

presenti nel PVC e nonilfenolo impiegato in diversi usi quotidiani.

2.2 Microplastiche primarie e secondarie

Le microplastiche si possono dividere in due grandi tipologie: primarie e secondarie.

Le microplastiche primarie sono materiali con applicazioni nelle industrie o uso domestico.
Analizzando quelle di uso domestico troviamo numerosi prodotti di abbigliamento (con
polimeri sintetici), pulizia del corpo e della casa e della cosmesi, attraverso 1'uso dei
prodotti con 1 lavaggi, esse raggiungono i corpi idrici (Barnes et al., 2009; Castafieda et al.,

2014). Una volta che questi granuli (polietilene, polipropilene) sono presenti nei corpi
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idrici attraverso le radiazioni ultraviolette (UV) del sole si attiva il processo di
fotodegradazione della plastica. La dimensione delle plastiche varia in base alla
composizione, dimensioni, forma del prodotto e tipo di produzione. Infatti, troviamo anche
microplastiche primarie, come fibre o particelle, poiche¢ 1 sistemi di depurazione non
essendo progettati a fermare questi materiali essi entrano nell’ecosistema acquatico
(Crawford and Quinn, 2017; Magni et al., 2019). Invece, le microplastiche secondarie sono
il prodotto della degradazione di plastiche o frammenti di grandi dimensioni nell’ambiente.
Questo ¢ dovuto a una serie di processi fisici, chimici e biologici che producono la

degradazione delle particelle (Auta et al., 2017).

2.3 Marine Litter

I rifiuti marini negli ultimi anni sono notevolmente aumentati e la loro composizione ¢
formata da materiali molto eterogenei che possono galleggiare sulla superficie dei mari

subendo vari processi di degradazione e/o depositandosi sui fondali.

Figura 6. Schema riassuntivo dell'immissione di microplastiche in ambiente marino (Rochman et al., 2019).

Distinguiamo le particelle visibili, di dimensioni piu grandi dette macrolitter da quelle di
dimensione inferiori ai 5 mm chiamate microlitter. Queste possono essere facilmente
trasportate dalle acque piovane o dal vento, inoltre sono soggette a degradazione, causata
dai lunghi tempi di permanenza in ambiente acquatico. I tempi di degradazione dipendono

da fattori ambientali e climatici, dal tasso di umidita e dalla loro struttura chimica.
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I materiali naturali possono decomporsi in tempi lunghi, invece i materiali sintetici sono
soggetti alla fotodecomposizione e ad agenti fisici che provocano la creazione di particelle
sempre piu piccole. Il costante aumento di degradazione dei rifiuti in mare ha spinto a
porre l'attenzione su una serie di aspetti sulla quantita, la distribuzione , il destino dei rifiuti
marini e gli effetti sulla fauna marina. Tale constatazione ha portato ad avviare delle azioni
per l'ambiente marino, ¢ stato elaborato il programma "Marine Strategy Framework
Directive" dell’Unione Europea nel 2008, con l'obiettivo principale di individuare le cause
d'inquinamento, definire lo stato ecologico e, attraverso una serie di indicatori, arrivare a
un buon stato ecologico dei mari nel 2020; il programma ¢ stato prorogato di altri due anni
e sono stati definiti undici descrittori qualitativi, compresi i rifiuti marini.

L'effetto inquinante ¢ dovuto al cattivo smaltimento della plastica che arriva in mare in
diverse forme e dimensioni. La maggior parte del materiale plastico, circa 1’80% dei detriti
plastici che si trovano nell’ambiente marino, arriva dalle attivita antropiche costiere o
attraverso fiumi e sistemi di acque reflue.

Gli impianti di trattamento delle acque sono in grado di intrappolare macroplastiche e
frammenti di varie dimensioni mediante vasche di ossidazione o fanghi di depurazione,
tuttavia, una larga porzione di microplastiche riesce a bypassare questo sistema di
filtraggio, giungendo in mare (Galgani et al., 2000; Barnes et al., 2009; Fendal and Sewell,
2009; Andrady, 2011; Browne et al., 2011; JRC, 2011; Galgani et al., 2013).

2.4 Processo di degradazione

La persistenza delle plastiche nell’ambiente marino sono una grave minaccia per gli
ecosistemi marini € non solo. Il tempo di degradazione in ambiente naturale richiede tempi
molto lunghi,infatti esse subiscono processi di frammentazione,di degradazione chimica;
tali processi riducono la resistenza meccanica che dipende dal loro peso molecolare.
Le plastiche che subiscono questi processi, con il passare del tempo diventano sempre piu
fragili, riducendo sempre di piu la loro dimensione fino ad arrivare a polveri. Il processo di
degradazione puo essere diviso in:

* Biodegradazione:dovuta all'azione combinata degli organismi viventi;

» Fotodegradazione: dovuta all'azione della luce del sole;

= Degradazione termo-ossidativa: processi ossidativi dovuti a temperature non molto

elevate;

» Degradazione termica: processo dovuto all'azione di temperature molto elevate;
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» L’idrolisi: dovuta alle reazioni con l'acqua.
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Figura 7 Schema riassuntivo dei processi di degradazione della plastica (Guo and Wang, 2019).

Il processo di degradazione delle plastiche dipende dal luogo dove avviene la
degradazione, ad esempio il processo di degradazione ossidativo e termico e la foto-
ossidazione avvengono soprattutto sulla plastica galleggiante in acqua o sulle spiagge.
Infatti, la foto-ossidazione ¢ una reazione a radicali liberi che ¢& stata avviata dalla
radiazione solare a raggi UV ed ¢ particolarmente efficiente nel facilitare la foto-
degradazione dei polimeri. Le plastiche sulla sabbia calda estiva subiscono una foto-
ossidazione piu veloce rispetto a quelle che galleggiano sull’acqua, mantenute ad una
temperatura inferiore. Sulla superficie dei detriti di plastica si accumula generalmente il

biofilm, dovuto ad alghe ed altri microrganismi (Guo and Wang, 2019).

2.5 Tossicita

Le microplastiche unite alla presenza di altre sostanze chimiche, diventano un ottimo
trasportatore di inquinanti tossici nell'ambiente. La plastica ¢ un materiale inerte, la sua
struttura, oltre ad essere formata da monomeri, contiene, in base al loro utilizzo, additivi
specifici, come ad esempio i plastificanti, che alterano il materiale facendolo diventare un
materiale gommoso e i coloranti che servono a dare un colore specifico al prodotto finale.
Questo aspetto ¢ importante per comprendere come i contaminanti organici idrofobi hanno

grossa affinita con le materie plastiche maggiormente utilizzate. I policlorobifenili sono
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utilizzati come fluidi isolanti e additivi in PVC, composti antifiamma e componenti
elettronici. Gli effetti tossicologici piu diretti delle microplastiche sono legati alla
lisciviazione di additivi maggiormente presenti nelle plastiche: tipo bisfenolo A, ritardanti

di fiamma bromurati’.
2.6 Distribuzione delle microplastiche

La  distribuzione  delle
materie plastiche nelle acque
ha un valore complessivo
che va da 10.000 a 100.000
tonnellate (Law, 2017), se si -

analizza il  grafico si

evidenzia 1'immissione di
rifiuti plastici nel mondo.

In questo grafico si nota la Meanon _wn 3 oo s

produzione di rifiuti dei vari Figura 8.Distribuzione dei rifiuti plastici nel mondo

paesi, notando che in molti (Jambeck et al., 2015).

paesi dell'Asia e dell'Africa dove l'attenzione all'ambiente € minore si ha una grossa
produzione di rifiuti plastici smaltiti in maniera non corretta con un forte rischio di
inquinare fiumi e oceani. Questo provochera un forte arrivo di rifiuti plastici nei fiumi che
a loro volta raggiungeranno mari e oceani (Jambeck et al., 2015). La distribuzione spaziale
nell'oceano ¢ influenzata dalle correnti oceaniche. In base alla struttura chimica delle
plastiche queste possono galleggiare sulla superficie o possono accumularsi nei

fondali,come mostra la figura sottostante.
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Figura 9. Principali zone di accumulo negli oceani (Zhang et al., 2020).

La nostra attenzione si sofferma sulla presenza dei detriti nel Mar Mediterraneo, che con lo
scambio di acque in entrata e in uscita dall’Atlantico vengono trasportati all'interno del
bacino attraverso il punto di accumulo mostrato in Figura 9. Associato a questo trasporto
c'¢ l'abbandono sulle spiagge di materiale plastico (Zhang et al., 2020), addizionato alle

attivita antropiche come la pesca.
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Capitolo III: Morfologia e Tassonomiadi Arthrospira

I cianobatteri (phylum Cyanophyta) sono un gruppo di microrganismi procarioti,
comprendenti forme unicellulari e specie filamentose pluricellulari, in grado di effettuare la
fotosintesi ossigenica analogamente ad alghe e piante (Deshnium et al., 2000).

Insieme alle microalghe, 1 cianobatteri rappresentano organismi fotosintetici
unicellulari che utilizzano CO, ed energia solare per la produzione di zuccheri per il
proprio metabolismo biosintetico, 1’0ssigeno viene utilizzato in parte per la respirazione e
in parte emesso nell’ambiente.

Negli ambienti acquatici sono 1 principali produttori primari e sono un anello
importante nella catena alimentare degli ecosistemi marini, garantendo flusso di materia ed
energia necessario per il mantenimento degli organismi eterotrofi.

11 genere Arthrospira (commercialmente nota come Spirulina) ¢ composto da varie
specie di cianobatterio filamentoso (Cyanoprokaryota) appartenente all’ordine delle
Oscillatoriales, Famiglia Microcoleaceae, Cyanophyceae, Cyanophyta (Kadlubowska, J.
Z., 1984), con una lunga storia di utilizzo come integratore nell'alimentazione umana.
Alcune popolazioni vicine al lago Ciad si nutrono di Arthrospira platensis fin dai tempi
antichi. Da quando il genere Arthrospira ¢ stato scoperto per la prima volta nel 1852 da
Stizenberger, sono state descritte e isolate diverse specie di questo genere di cianobatteri a
spirale elicoidale. Tuttavia, la classificazione ¢ stata a lungo fonte di confusione.
Nonostante il riconoscimento ufficiale nel 1989 dei cianobatteri Arthrospira e Spirulina
come generi distinti, il termine “Spirulina” ¢ stato utilizzato per indicare indifferentemente
le specie di entrambi 1 generi. Nel 1925 Geitler inseri il genere Arthrospira nella classe
Cyanophyceae la quale comprende anche alghe a struttura elicoidale.

Anche se la tassonomia confusa di Arthrospira e la sua relazione con la Spirulina
sono state risolte dall'analisi della sequenza di rRNA 168, il problema, a lungo dibattuto
della definizione delle specie, ¢ ancora in corso. Uno studio effettuato su dieci ceppi ha
suggerito che 1 criteri morfologici utilizzati per identificare le specie (A. maxima, A.
platensis) corrispondessero ai dati molecolari ottenuti dalle analisi del profilo di restrizione
totale del DNA. Tuttavia, un altro studio basato su una gamma piu ampia di specie
classiche e su quaranta diversi ceppi non ¢ riuscito a mostrare una chiara corrispondenza

con 1 dati molecolari ottenuti per una parte del genoma. La conoscenza dell'ecofisiologia di
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Arthrospira, essenziale per comprendere le esigenze di crescita di questo organismo
alcalifilo nell'ambiente naturale, ¢ stata utilizzata nello sviluppo di tecnologie idonee per la
coltivazione di massa. La plasticita metabolica della risposta di questo cianobatterio a
stimoli ambientali disparati ¢ dimostrata nell'ambiente naturale, ma ¢ anche ben espressa
nel mantenimento di monocolture altamente produttive in sistemi di coltivazione intensivi

all'aperto (Konshak and Tomaselli, 2000).

3.1 Morfologia

La tipica morfologia di Arthrospira ¢ caratterizzata dai suoi "tricomi", circondati da
una guaina che costituisce il filamento a spirale che li contraddistingue. Le caratteristiche
morfologiche, quali il grado di spirale e la presenza o no di setti tra le cellule, sono
importanti criteri tassonomici per l'identificazione delle specie Arthrospira che ¢ un
cianobatterio che forma filamenti blu-verdi composti da cellule cilindriche disposte in una
forma non ramificata, in tricomi elicoidali. I tricomi sono, in generale, lunghi pochi
millimetri, sebbene in certe condizioni possono arrivare fino a 20 mm (Van Eykelenburg,
1978). La superficie del tricoma di Arthrospira € liscia € non ha rivestimento, quindi ¢
facilmente digeribile da semplici sistemi enzimatici.

Arthrospira si trova in ambienti variabili in potere osmotico, temperatura e
concentrazione salina, per lo piu ad alta alcalinita (Iltis, 1969).

La principale caratteristica morfologica di Arthrospira ¢ la tipica disposizione dei
suoi tricomi cilindrici pluricellulari in wun’elica aperta solitamente di diametro
relativamente grande, a volte attenuato alle estremita, e con evidenti pareti trasversali
(Figura 10).

La specie A. platensis presenta una forma tricomica a vite, generalmente di
diametro di 0,5-3 um, cellule con pareti trasversali solitamente invisibili al microscopio
ottico, senza vacuoli gassosi e con granuli prominenti.

L'ampiezza dei tricomi delle popolazioni di A. platensis campionate in natura varia
da circa 2,5 a 16 pum, mentre il passo dell’elica varia tipicamente da 0 a 80 um e il suo
diametro da 15 a 60 um. Le dimensioni e le altre caratteristiche morfologiche di A.
fusiformis (o la meglio conosciuta Spirulina platensis) non solo variano notevolmente tra le
popolazioni, ma anche all'interno di una popolazione, entrambi sotto condizioni di
laboratorio e di coltivazione di massa: l'architettura dell'elica (passo e diametro) ¢

fortemente dipendente dalla crescita e condizioni ambientali.
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Studi su Arthrospira hanno dimostrato che la variabilita morfologica e la motilita
dei tricomi sono particolarmente evidenti durante le prime settimane dopo il loro
isolamento. La guaina di Arthrospira ¢ solitamente assente nelle popolazioni planctoniche.
Dove ¢ presente una guaina, ¢ tubolare, adiacente al tricoma, aperta alle estremita e
contiene solo un tricoma.

Le cellule di Arthrospira hanno un numero di inclusioni, come membrane tilacoidi
con ficobilisomi, carbossisomi, ribosomi, fibrille di DNA e vacuoli gassosi, nonché granuli

di poliglicani, polifosfati e cianoficine.

3.2 Tassonomia

La questione della tassonomia e della nomenclatura di Arthrospira spp. fu discussa
per quasi tutto il Novecento. Parecchie questioni sono state risolte solo negli ultimi decenni
con ’aiuto della microscopia elettronica, delle analisi biochimiche e, recentemente, grazie
al supporto delle analisi molecolari.

11 genere Arthrospira ¢ ormai universalmente accettato, almeno dai tassonomi. Allo
scopo di chiarire ulteriormente la posizione sistematica dell'Arthrospira, comunemente
usata per le culture di massa (ovvero A. maxima e A. fusiformis), questi hanno abbandonato
definitivamente il nome commerciale Spirulina (Arthrospira platensis), raccomandandone
la sostituzione con il nome tassonomicamente corretto di A. fusiformis (Komarek and
Anagnostidis, 2005; Komarek and Hauer, 2011).

Infatti, la lunga storia riguardante il nome Spirulina inizido circa 130 anni fa,
quandoWittrock e Nordstedt (1884) segnalarono vicino a Montevideo il ritrovamento di
un'alga azzurra con filamenti elicoidali, che hanno descritto come “Spirulina jenneri f.
platensis”, sebbene avesse il setto. Inoltre, era stata considerata unicellulare. Alcuni anni
dopo, Stizenberger (1852), che aveva osservato i setti in alcune forme a spirale elicoidale,
propose che quelle con una struttura multicellulare dovevano essere inclusi in un nuovo
genere, Arthrospira. Questa distinzione fu poi confermata da Gomont (1892) nel suo studio
tassonomico sulle Oscillatoriaceae. Egli lascio le forme apparentemente senza setto in
Spirulina e colloco le forme settate (trichomata pluricellularia) in Arthrospira. Secondo
l'attuale classificazione tassonomica, Arthrospira ¢ uno dei diciannove generi della

famiglia delle Microcoleaceae all'interno dell'ordine Oscillatoriales.
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Figura 10. Aspetti morfologici delle evidenti pareti trasversali in Arthrospira isolata dal lago Kailala. (a)
Tricomi clonali freschi coltivati in laboratorio; (b) Tricomi selvaggi fissati in formaldeide al 2%; (c) Tricomi
cresciuti in coltura; (d) Autofluorescenza dei tricomi (B.A. Whitton (ed.), Ecology of Cyanobacteria II: Their
Diversity in Space and Time. 2012).

Tuttavia, la revisione di Geitler delle Cyanophyceae ha riunito i membri di questi
due generi in Spirulina, basando la classificazione sulla somiglianza nella morfologia e
ignorando la presenza di setti e, quindi, non facendo distinzione tra le forme
precedentemente riconosciute come generi separati. Il genere ¢ stato cosi diviso da Geitler
in due taxa subgenerici (Sezione 1. Arthrospira e Sezione Il. Euspirulina) sulla base del
criterio utilizzato originariamente da Stizenberger (1852) per separare i generi Spirulina e
Arthrospira, cio¢ pareti trasversali visibili o non visibili. Le forme con setti, che erano
facilmente osservabili sotto un microscopio ottico, sono state classificate nella Sezione
Arthrospira e quelli con setti improbabili o solo artificialmente osservabili nella Sezione
Euspirulina.

Per distinguere Spirulina e Arthrospira i1 Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology, Castenholz nel 1989 ha suggerito luso di tre caratteristiche
dell'avvolgimento elicoidale dei tricomi:

1. grado di inclinazione del passo dell’elica del tricoma (dall'asse trasversale);
2. aspetto e visibilita (LM) di pareti trasversali tra le cellule del filamento;

3. distribuzione (EM) dei pori giunzionali nella parete cellulare.
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Cosi Arthrospira pud essere differenziata dalla Spirulina in base al grado di
inclinazione del passo dell'elica del tricoma, che forma un angolo >45° dall'asse
trasversale, la presenza di setti facilmente visibili e la distribuzione dei pori giunzionali in

una fila circolare intorno alle pareti trasversali.

3.3 Ciclo cellulare

I tricomi di Arthrospira sono composti da cellule cilindriche che subiscono la
fissione binaria in un unico piano perpendicolare all'asse principale. L'allungamento dei
tricomi avviene attraverso piu divisioni cellulari intercalari lungo tutto il filamento.

La moltiplicazione avviene solo per frammentazione di un tricoma, solitamente in
corrispondenza di una cellula necridica (Manen and Falquet, 2002). Il meccanismo ¢ stato
descritto in dettaglio sia per A. maxima che per A. fusiformis da Tomaselli et al., 1981 e da
Paden et al., 1981. Consiste neclla distruzione di un intercalare cellula sacrificale
(necridium) che prima diventa incolore e infine biconcava per il crollo dei setti laterali.
Tuttavia, la presenza di necridi diventa meno evidente quando le colture sono soggette a

una rapida miscelazione come avviene nelle colture di massa.

3.4 Fasi della crescita L Wy
A
)
' gg O IORMOGONIA
Il tasso di crescita di A. maxima 0¢%° .

. I
segue lo schema comune di molti altri %
microrganismi che subiscono una semplice
divisione cellulare senza alcun passaggio @ d D, *

o . SR NECRIDIA ¥

sessuale o di differenziazione. %‘ =/ =
FY e

In Figura 11, ¢ rappresentato il . o

ciclo vitale di A. maxima. @%

Un tricoma maturo si rompe in piu
pezzi attraverso la formazione di cellule
Figura 11. Ciclo vitale di A. maxima.
specializzate che vanno incontro a lisi,
dando origine a dischi biconcavi. La frammentazione del tricoma in corrispondenza dei
necridi produce brevi catene di cellule (da due a quattro), gli ormogoni, che si allontanano

dal filamento parentale per dare origine a un nuovo tricoma. Le cellule dell'ormogonio

perdono le porzioni attaccate delle cellule necridiali, diventando arrotondate alle estremita
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distali con poco o nessun ispessimento delle pareti. Durante questo processo il citoplasma
appare meno granulato e le cellule assumono un colore azzurro-verde pallido. Il numero di
cellule nell' ormogonio aumenta per fissione cellulare, mentre il citoplasma diventa
granulare ¢ le cellule assumono un brillante colore blu-verde. Con questo processo i

tricomi aumentano di lunghezza e assumono la tipica forma elicoidale.
3.5 Meccanismi fotoprotettivi

La relazione tra il tasso di crescita specifico e il tasso di assorbimento specifico di
energia luminosa ¢ stata utilizzata per stabilire un'equazione matematica che descrive la
crescita della Spirulina in un batch colturale (Sellner ,1997).L'equazione indica che il tasso
di crescita specifica aumenta linearmente con I'aumento del tasso di assorbimento specifico

di energia luminosa in coltura ad alta concentrazione cellulare.

Il tasso di assorbimento dell'energia luminosa E, nella soluzione di coltura con la

concentrazione cellulare g/l nel recipiente di coltura puo essere calcolato dalla

seguente equazione:

Erx =Fi = (Frx + fo +2F8x +2Fux)=Fi'th

dove Fi € la somma del flusso radiante di luce trasmessa attraverso la soluzione di

coltura su tutte le superfici, il flusso radiante della luce incidente Fi, il radiante

flusso di luce trasmessa sulla superficie posteriore F., aggiusta quello sulla
superficie anteriorequello sulla superficie laterale Fi, e quello sulla superficie superiore o

inferiore F. Ex puo essere calcolato da quanto segue equazione (Mitsunori Iehana, 1987):

EX_Erx—Ero_ 1 1 Ftx Fto = G(x)Ft
T T xv _XV( Fto) 0= bXreo

1 Ft
Dove G(x)= v (1 — F_t;c)

E,, ¢ il tasso di assorbimento dell'energia luminosa in terreno fresco nel recipiente

di coltura Fy,, la somma di flusso radiante di luce trasmessa attraverso il fresco medio su
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tutte le superfici; G (x), I'assorbanza specifica dell'energia luminosa; e V, il volume della

cultura soluzione o terreno fresco nel recipiente di coltura.

Il tasso di crescita specifico D ¢ stato calcolato dividendo la pendenza della
tangente alla curva di crescita a t giorni dopo l'inizio della coltura in batch dalla
concentrazione cellulare, misurato in quel momento.

Recentemente, tuttavia, sono state presentate prove dell'esistenza di almeno tre

distinti meccanismi di dissipazione dell’eccesso di energia nei cianobatteri.

Uno di questi meccanismi fotoprotettivi ¢ legato ai ficobilisomi, l'antenna
extramembrana dei cianobatteri del fotosistema II (PSII), dove svolge un ruolo importante

della Orange Carotenoid Protein (OCP).

Un altro parametro che influenza il risultato della fotosintesi ¢ la temperatura.
Differenti studi hanno dimostrato che la temperatura ottimale per la fotosintesi ¢ di 35°C
mentre per la respirazione ¢ circa a 45°C. A temperature estreme sia la funzione
respiratoria che quella fotosintetica diminuiscono. In condizioni dove la respirazione ¢
completamente inibita, la funzione fotosintetica ¢ stata mantenuta a circa il 30%
dell'optimum. Una relazione esponenziale dipendente dalla temperatura tra 15°C e 45°C
dimostra che la respirazione ha una velocita crescente all'aumentare della temperatura. In
natura Arthrospira si trova in forma permanente o temporanea in corpi idrici a temperature
relativamente elevate. L'ottimale temperatura per la coltivazione in laboratorio di questo
organismo ¢ di circa 35°C. Tuttavia, molti ceppi di Arthrospira differiscono nella loro
temperatura di crescita ottimale nonché nella loro sensibilita a valori estremi.
Ad esempio, alcuni ceppi richiedono una temperatura di crescita ottimale relativamente
bassa (24-28°C), mentre altri ceppi crescono bene fino a 38—40°C. Questo ¢ solo un
esempio delle variazioni che esistono tra i1 diversi ceppi di Arthrospira. Differenze
significative nella temperatura massima per la crescita sono state trovate anche all'interno
delle due specie di A. maxima e A. fusiformis (Tomaselli et al., 1988). Pare che 1 ceppi di A.
maxima non siano in grado di crescere sopra 36°C, mentre alcuni ceppi di A. fusiformis
sono risultati essere in grado di crescere a temperature superiori a 40°C (Tomaselli et al.,

1996).
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3.6 Composizione Chimica

Arthrospira maxima contiene composti attivi di alto valore biologico come
proteine, aminoacidi, acidi grassi polinsaturi, pigmenti, vitamine, minerali, antiossidanti.
Le percentuali in biomassa sono le seguenti: il 65.37+0.05% di proteine, 0.4% di fibre,
10.73+£0.01% di ceneri, 0.2% di grassi e lo 2.7% di amido. A. platensis pud servire come
fonte di vitamina C (18.37+0.97 mg/100 g dm), vitamina E (a-Tc 2.43+0.21 e y-Tc
1.07£0.15 mg/100 g dm), ficocianina (266+23 mg /100g dm), polifenoli (177+5mg
GAE/100g dm). Il contenuto di acidi grassi compresi gli acidi grassi polinsaturi consiste di
-3 e ®-6.

Arthrospira maxima ¢ conosciuta come una ricca fonte di composti biologicamente
attivi, in particolare B-carotene, clorofilla, astaxantina, luteina, ficobiliproteine, aminoacidi,
acidi grassi polinsaturi e vitamine (Yaakob et al., 2014).

Tuttavia, la variabilita nella composizione chimica dipende da molti fattori, inclusi i
nutrienti del mezzo di crescita e le condizioni di laboratorio, che riflettono le condizioni del
loro habitat naturale. Ad esempio, la crescita e la resa in biomassa di spirulina (A.
platensis) sono influenzate dal pH del mezzo di crescita. Sebbene A. maxima possa
sopportare un ampio intervallo di pH, la crescita ¢ diminuita spostando il pH sopra 10. La
diminuzione della crescita puo essere correlata all'inibizione dell'attivita fotosintetica a pH
molto elevati dove I'anidride carbonica non ¢ accessibile per il metabolismo delle alghe
(Khalil et al., 2010).

Un’altra importante componente di A. maxima ¢ costituita dalle ficocianine,

proteine della famiglia delle ficobiliproteine, e pigmenti idrosolubili della fotosintesi,

le ficocianobiline della famiglia delle ficobiline. Ficocianina e alloficocianina sono

ficobiliproteine aventi come cromoforo una bilina chiamata ficocianobilina e funzionano
come pigmenti antenna del PSIIL 11 60% in media di componente proteica in Arthrospira

corrisponde proprio la ficobiliproteine e in particolare la ficocianina e 1’alloficocianina.

3.7 Pigmenti fotosintetici

3.7.1 La clorofilla

In Arthrospira ¢ presente la clorofilla a, che presenta i picchi massimi di assorbimento

della luce circa a 450 nm e a 663 nm. Si distinguono diversi spettri delle clorofille in base a
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quale proteina si lega per costituire i complessi antenna pigmento-proteina presenti nelle
membrane tilacoidali (Peter and Thornber, 1991). Le clorofille presenti in tali complessi
assorbono la luce e la indirizzano verso i pigmenti foto chimicamente attivi, presenti nei
centri di reazione dei fotosistemi e, nel caso dei cianobatteri, sono costituiti da molecole

solo di clorofilla a.

3.7.2 I carotenoidi

Sono composti con 40 atomi di C, costituiti da una porzione centrale lineare ¢ con due
estremi ciclichi. In Arthrospira sono presenti in diverse concentrazioni [B-carotene e
zeaxantina. I carotenoidi assorbono la luce in un range compreso tra 390 nm e 530
nm,svolgono un'importante attivitd di protezione dell’apparato fotosintetico da eventuali
danni fotoossidativi, come ad esempio per ridurre la quantitd di energia luminosa che
raggiunge il centro di reazione del fotosistema II (PSII), dissipandola sottoforma di

calore,tale attivita viene svolta dalle xantofille.

3.7.3 Le ficobiliproteine

Sono caratterizzate da tetrapirrolo lineare legato covalentemente a un residuo di cisteina

dell’apoproteina, vengono distinte in base allo
Phycobilisome

spettro di assorbimento nelle seguenti forme: {

| g

e ficoeritrina (565-575 nm);

¢ la ficocianina (615-640 nm);

PQH2
e la alloficocianina (650-665 nm). PQ
= Quinone
= — = - pool
o . .. PsbO PsbV PsbV  PsbO
Le ficobiliproteine sono costituite da due ~
) o ) ) ) H,0 ;/n-i\-;, %0
subunita (o e B) presenti in quantita equimolari e —— [
Photosystem Il

che si possono associare tra loro, sottoforma di
Figura 12. Struttura di un ficobilisoma.(da

trimeri o di esameri per costituire delle unitd Matallana-Surget et al., 2014)

discoidali, organizzati in organuli chiamati

ficobilisomi. In quest’ultimi si distinguono sempre due componenti: un “core”, costituito

da alloficocianina agganciato alla membrana tilacoidale, una serie di dischi sovrapposti

sono costituite da ficocianina, piu interna e di ficoeritrina disposta piu esternamente.

L’assemblaggio sovramolecolare dei ficobilisomi ¢ reso possibile da polipeptidi che
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interagiscono con la ficocianina e la ficoeritrina mantenendone 1’aggregazione e
I’impilamento nella regione periferica del ficobilisoma e provvedono anche ad agganciare
il core alla membrana tilacoidale, associando cosi il ficobilisoma alla frazione

intramembranale del fotosistema.

3.8 Metodi di coltivazione (parametri della coltura e contaminazioni)

I cianobatteri sono coltivati per produrre biomassa e ottenere prodotti e processi
utili (cibo, integratori, biocarburanti, depuratori delle acque); le microalghe e i1 cianobatteri
di diverse specie sono gia prodotti € vengono introdotti sul mercato in diversi Paesi, in cui
sono utilizzati come integratori alimentari, alimenti per animali, pigmenti, acidi grassi ®-3
e biomasse per l'acquacoltura. I primi utilizzi di microrganismi, in particolare di
Arthrospira maxima, sono storicamente noti sin dal XVI secolo; oggi il cianobatterio ¢ il
piu utilizzato per fini commerciali.

Il genere Arthrospira comprende almeno 38 specie, due delle quali, A. platensis ¢
A. maxima sono le piu studiate scientificamente e utilizzate per la produzione di biomassa.
La produzione di biomassa da fitoplancton avviene attraverso l’utilizzo di sistemi di
coltivazione industriale; la crescita microalgale e cianobatterica si basa sul semplice
meccanismo mostrato di seguito che determina quali siano tutti 1 requisiti necessari perché

avvenga questo processo biologico:

CO; + H,0 + nutrienti + energia luminosa — biomassa +0O,

In condizioni naturali la crescita degli organismi fotosintetici richiede luce solare
come fonte di energia, carbonio inorganico come fonte di carbonio, acqua e nutrienti
inorganici. In biotecnologia, la produzione di biomassa richiede, quindi, condizioni ben
definite.

Uno dei principi di base della tecnologia del fitoplancton ¢ quello di ricreare
I'ambiente e le condizioni di coltivazione che consentono un'elevata produttivita in una
cultura monospecifica. Senza dubbio, la luce e la temperatura sono 1 fattori piu importanti.
In natura, l'organismo utilizza 1 suoi vacuoli gassosi per regolare la sua posizione
all'interno del gradiente luminoso subacqueo e seguire i cambiamenti giornalieri e
stagionali del flusso luminoso. In coltura, gli stagni sono poco profondi, tuttavia, la

disponibilita di luce deve essere ottimizzata, modificando parametri operativi come la
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densita cellulare ottimale e il grado di miscelazione e profondita per ottenere la massima
produttivita (Vonshak et al., 1982a; Vonshak et al., 1983).

Arthrospira ¢€ tipica di acque alcaline e salmastre, richiede un'elevata alcalinita per
la crescita e questo assicura condizioni selettive nel terreno di crescita; coltivata in stagni
all'aperto rimane quasi una monocoltura. Inoltre, quando gli altri nutrienti essenziali per la
crescita sono presenti in concentrazioni sufficienti, I'elevata concentrazione di bicarbonato-
carbonato favorisce l'elevata produttivita osservata in natura.

Molti degli studi sulla Spirulina che hanno tentato di stimare la sua resa di crescita
e fotosintetica hanno dimostrato che l'efficienza era limitata, principalmente perché la
maggior parte delle colture non erano axeniche (bacteria-free). Lo sviluppo di procedure
per ottenere una coltura axenica di Spirulina ha aperto la strada a questo tipo di studio.

Un ulteriore fattore da considerare per la coltivazione di Arthrospira ¢ la salinita.
La presenza di Arthrospira negli habitat marini non ¢ stata documentata, almeno non come
fioriture dominanti come quelle che si trovano nei laghi. Questo ¢ probabilmente dovuto al
bassissimo contenuto di bicarbonato piuttosto che all'alto contenuto di NaCl. L'esposizione
delle culture Arthrospira ad alle concentrazioni di NaCl in un primo momento si traduce in
un' immediata cessazione della crescita , ma dopo un periodo di latenza, inizia un nuovo
stato stazionario di crescita. Questo tempo ¢ esponenzialmente correlato al grado di “stress
di salinita” imposto alle cellule. In molti casi, questo ritardo ¢ associato a una diminuzione

della clorofilla e della concentrazione della biomassa in cultura.

Cultivation Harvesting Biomass

Figura 13. Esempio di produzione di biomassa (Zhang et al., 2015).

v

Quando la composizione della biomassa di due ceppi cresce in diverse condizioni di

stress salino avvengono cambiamenti significativi, principalmente un aumento dei
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carboidrati e una diminuzione dei livelli di proteine. Questi cambiamenti sono correlati al
grado di stress imposto (es. piu alto livello di carboidrati ad una maggiore concentrazione
di sale).

La differenza nel livello di carboidrati accumulato dai due ceppi possono anche
riflettere una differenza nella loro capacita di acclimatarsi allo stress salino. Cambiamenti
nella sintesi dei lipidi hanno anche dimostrato che in cellule stressate da NaCl vi ¢ un
aumento del contenuto lipidico nel grado di saturazione degli acidi grassi. Pertanto,
I'esposizione ad alta salinita ¢ accompagnata ad una maggiore richiesta di energia per la
cura delle cellule stressate (Blumwald and Tel-or, 1982).

Un altro aspetto da considerare ¢ 1’aspetto economico: la coltivazione di massa di
organismi fotosintetici come Arthrospira ¢ stata ampiamente studiata al fine di stabilire il
processo piul economico per ottenere biomassa. Per la coltivazione indoor, i fotobioreattori
chiusi sono la scelta piu popolare, in quanto consentono il controllo delle condizioni di
coltivazione, quali pH, intensita luminosa o concentrazione di CO, nonché la prevenzione
della contaminazione. Tuttavia, la coltivazione su scala industriale viene spesso eseguita in

grandi laghetti all'aperto.

3.9 Applicazioni ambientali

In particolare, si ¢ studiata la biochimica e 1’ecologia della specie Arthrospira
platensis, molto interessante per i suoi composti naturali (Costa et al., 2017) ed utilizzata
per secoli come integratore alimentare per la dieta umana.

Il B-carotene rappresenta 1'80% dei carotenoidi presenti in Arthrospira maxima, la
restante parte ¢ composta da un complesso ricco di antiossidanti di almeno altri dieci
carotenoidi. Gli altri principali carotenoidi sono la ficoxantina e la criptoxantina (Belay,
2002). In un chilogrammo di biomassa secca sono compresi tra 700 e 1700 mg di B-
carotene che nei mammiferi € convertito in vitamina A. L'assunzione giornaliera di 2,5 g di
A. maxima sarebbe sufficiente a fornire 3,5 mg di B-carotene, corrispondenti al 115% del
valore giornaliero raccomandato di vitamina A. Inoltre, i carotenoidi vengono applicati
nell'industria alimentare e farmaceutica per le loro capacita di pigmentazione e proprieta
antiossidanti.

Un' importante applicazione di A. maxima si trova nella fitodepurazione per la

pulizia delle acque chimicamente inquinate. Questa tecnologia si basa sulla capacita
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dell'alga di eliminare dall'acqua diverse sostanze tossiche ambientali (Tabagari et al.,
2019).

In generale, la biomassa ¢ considerata un'attraente fonte naturale di materiali
bioattivi che puo essere utilizzata in diverse applicazioni come industria alimentare (El-
Shenody etr al., 2019), farmaceutica, cosmetica, in biogas e biodiesel (Zabed et al., 2020),
per attivita antimicrobiche e antiossidanti, nell’acquacoltura, nei biofertilizzanti (Ashour et
al., 2020). Nel prossimo futuro si prevede che la biomassa di alghe e cianobatteri sara la
fonte piu sostenibile per la produzione di biodiesel, grazie al suo olio-biodiesel che puo
essere superiore piu di 40 volte rispetto ad altre piante. La biomassa lipidica, povera in
questi organismi, ¢ inoltre sopperita con diversi altri componenti che possono essere
utilizzati in molte applicazioni, inclusi mangimi per acquacoltura, additivi per mangimi
animali e preziosi composti bioattivi per prodotti cosmetici e farmaceutici.

Pertanto, grazie alla sua composizione metabolica unica e alla composizione
biochimica di A. maxima, questa specie ¢ un forte candidato da utilizzare in molte
applicazioni biotecnologiche come gia detto per integratori alimentari umani, additivi per
mangimi animali, omega-3, acidi grassi, aminoacidi essenziali, biofertilizzanti e pigmenti

(Zaki et al., 2021).
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Capitolo IV: Materiali e Metodi

4.1 Allestimento delle colture di Arthrospira maxima

Gli inoculi di Arthrospira maxima provenienti dall’azienda Biorisi sono stati subcolturati
in due acquari di 30 litri contenenti ognuno 20 litri di coltura utilizzando il mezzo di
coltura di Zarrouk (1966), la cui composizione ¢ riportata nella Tabella 1. I parametri di
coltura quali velocita di agitazione, range di pH, temperatura, irraggiamento e fotoperiodo

luce/buio, immissione di CO, nella coltura sono stati forniti dall’azienda e vincolati

dall’ Accordo di Riservatezza (Allegato 1).

- w W

Tabella 1. Concentrazione dei macro e
micro elementi per la formulazione del
mezzo di coltura di A. maxima (Zarrouck,

1966, * modificato)

NaHCO; X* g/l

NaNos 2,5 g/l
NaCl 1 g1
K2SO4 0,5 g/l
MgSoq 0,2 g/l
Figura 14.Sistema sperimentale in mesocosmo di Arthrospira K,HPO, 0,5 g/l
maxima CaCl, 0,04 g/l
FeSo4 0,01 g/1

CH;COOH 1,6 ml/l

Per I’intera durata delle colture e dei successivi trattamenti non € stato aggiunto mezzo di

coltura fresco per impedire la diluizione degli inquinanti testati.

4.2 Valutazione della biomassa delle colture

La misurazione della biomassa delle colture di Arthrospira maxima ¢ stata effettuata
utilizzando un metodo spettrofotometrico di valutazione della densita ottica del campione
di coltura (El-Kassas et al., 2015).

In dettaglio, 2 ml di campione, presi dopo agitazione vigorosa della coltura, sono trasferiti
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in una cuvetta di quarzo e lette immediatamente alla lunghezza d’onda di 680 nm.
Da cinque a sette diversi campioni sono stati prelevati e misurati per ogni acquario € tempo

di trattamento. I prelievi sono stati eseguiti ogni 7 giorni per I’intera durata dei trattamenti.

4.3 Analisi della concentrazione della clorofilla a e dei carotenoidi

Le concentrazioni dei pigmenti clorofilla a e carotenoidi sono state stimate mediante
metodo spettrofotometrico. Per ciascuna misura sono stati prelevati (sempre dopo intensa
agitazione della coltura) 6 ml di coltura, trasferiti in una vials e centrifugati a 13.000 rpm
per 5 minuti a RT. Al pellet ottenuto ¢ stato aggiunto metanolo puro a RT, vortexato e
posto al buio per 30 minuti. I campioni sono stati poi centrifugati a 13.000 rpm per 5
minuti e sono state eseguite le letture spettrofotometriche del sovranatante. Le assorbanze
per la clorofilla sono state misurate alle lunghezze d’onda di 665 e 652 nm per la clorofilla
e 480 nm per i carotenoidi. Le concentrazioni di clorofilla e carotenoidi, espresse come

mg/ml, sono state calcolate secondo Kumar et al., 2021, utilizzando le seguenti formule:

Clorofilla a (mg/l)= 16.29 * ODgg5 — 8.54 * ODg55

Carotenoidi (mg/L) = 4 x 0D,g,

Per I’estrazione della clorofilla e dei carotenoidi sono state effettuate da cinque a sette
repliche biologiche e tre repliche tecniche. I prelievi sono stati eseguiti ogni 7 giorni per

I’intera durata dei trattamenti.

4.4 Estrazione delle ficocianine da colture di Arthrospira maxima*

\

E stata analizzata la concentrazione di ficocianina presente nelle cellule delle colture di
controllo e trattate. Un volume di coltura ¢ stata raccolta e sottoposta ad un processo di
essiccazione in stufa e in vacuum. La biomassa secca, ridotta in polvere finissima ¢ stata
risospesa in un volume in rapporto g/ml, vortexata e centrifugata a 13.000 rpm per 5
minuti, il sovranatante ¢ stato prelevato per la lettura dell’assorbanza a 615 nm e 652 nm.
La concentrazione di ficocianina (PC) ¢ stata, infine, calcolata utilizzando la formula sotto

riportata (Bennett and Bogorad, 1973) ed espressa in mg/ml e poi in mg/gr di peso secco:
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mg _ OD615 —0.474 « 0D652
PCGD = 5.34

Per ogni misura di concentrazione sono stati utilizzati da cinque a sette repliche biologiche
e tre repliche tecniche, da ciascuna coltura e nei tempi di prelievo durante i trattamenti.

prelievi sono stati eseguiti ogni 7 giorni per I’intera durata dei trattamenti.

* 1 dettagli della metodologia di estrazione della ficocianina sono soggetti all’Accordo di Riservatezza

sottoscritto con ’azienda Biorisi-OilFox.

4.5 Estrazione delle proteine da coltura di A. maxima

Il protocollo estrattivo delle proteine totali si basa su metodo di precipitazione in
acetone/acido tricloroacetico (TCA) modificato da Mostafa et al., 2018. Per ottenere 1 gr di
pellet da coltura di A. maxima fresca, sono state prelevate tre falcon da 50 ml e

e e

, ﬁ-‘.‘\ centrifugate a 7900 rpm per 15 minuti a

4°C. Prima di effettuare [’estrazione
proteica il pellet ottenuto ¢ stato lavato con
10 mM Na,-EDTA in acqua,centrifugato a
13.000 rpm per 5 minuti a RT, quindi
congelato in azoto e conservato a -80 °C. I
campioni congelati sono stati polverizzati
in un mortaio con pestello
(precedentemente raffreddati) in azoto

liquido. La polvere ottenuta ¢ stata

suddivisa in diverse eppendorf da 2 ml alle
Figura 15. Tessuto di Arthrospira maxima polverizzato  AUal1 € stato aggiunto 10% (p/v) TCA e
in azoto liquido con mortaio e pestello. 0,07% (p/v) ditiotreitolo (DTT)e incubate
a -20°C overnigth. I campioni incubati sono stati centrifugati a 13.000 rpm per 20 minuti a
RT, il pellet ¢ stato lavato piu volte con acetone preraffreddato e 0,07% (p/v) DTT,
incubato a -20°C per 30 minuti, e centrifugato a 13.000 rpm per 20 minuti a RT. II pellet ¢
stato asciugato per 20 minuti a RT in unacentrifuga vacuum, e successivamente

solubilizzati in Loading buffer (Laemmli, 1970). Per ciascun tempo di campionamento

sono stati processati tre campioni di controllo e tre campioni trattati (n=3).
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4.6 Determinazione proteica con il metodo di Bradford

Per la determinazione della concentrazione delle proteine & stato usato il dosaggio
colorimetrico con il reattivo di Bradford (Bradford, 1977). Tale reattivo coinvolge il
legame del colorante Coomassie Brillant Blue G-250 con le proteine. In determinate
condizioni, i gruppi acidi e basici delle proteine creano delle interazioni con gli ioni Cu2+
presenti nel reagente, che vengono dissociati dal colorante, formando dei composti di
colore blu. L’intensita del colore che viene sviluppato ¢ direttamente proporzionale alla
concentrazione proteica presente. Il metodo viene eseguito ponendo in una provetta 500 ul
di H,O distillata, e 500 pl di reattivo di Bradford e 1 ul dell'estratto proteico. La soluzione

viene lasciata incubare al buio a temperatura ambiente per 5 minuti.
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Figura 16. Valori di assorbanza a 595 nm di diverse concentrazioni di BSA e loro relazione lineare. Il valore
di correlazione ¢é stato calcolato sui valori medi di assorbanza alle concentrazioni analizzate. n=>5.

La determinazione proteica ¢ proporzionale alla formazione dei complessi tra i residui
aminoacidici basici e aromatici e il colorante, in quanto questi causano lo shift del massimo
di assorbimento del colorante che da 465 passa 595 nm, e pud essere misurato
spettrofotometricamente. Cinque diversi campioni a concentrazione crescente di 1, 2,3 e 4
mg/ml di una proteina standard (Bovine Serun Albumin, BSA) sono stati utilizzati per la
retta di taratura nelle nostre condizioni sperimentali. La relazione tra concentrazione di
BSA e assorbanza ¢ riportata in Figura 16. La retta y = 0,0779x individuata dai punti medi
di assorbanza per ogni concentrazione (R*=0,9719) ¢ stata usata per determinare la quantita

di proteine espressa come mg/ml in un campione ignoto.
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Per ciascun prelievo sono stati analizzati tre campioni biologici.

4.7 Separazione elettroforetica delle proteine di A. maxima mediante SDS-PAGE

Una volta determinata la concentrazione delle proteine, I’estratto proteico ¢ stato separato
mediante SDS-PAGE. L’estratto, solubilizzato in Loading buffer, ¢ stato attivato per 4 min
a 100 °C. Da 15ug a 20 pg per ciascun campione sono stati caricati su un gel di
poliacrilammide al 12%. La corsa elettroforetica ¢ stata effettuata ponendo il gel nella
camera elettroforetica riempita di soluzione tampone (Buffer Tris Glicina) e impostando
amperaggio e voltaggio (60 mA nello stacking gel e 120 mA nel running gel ad una
potenza di 200 V). Una volta terminata la corsa, i gel sono stati posti in una soluzione di
Coomassie R-250 per una notte, per poi subire decolorazione attraverso lavaggi con acqua,
ammonio bicarbonato e acetonitrile. I gel decolorati sono stati digitalizzati mediante il
densitometro “GS800 Biorad” e sistema di acquisizione “QuantityOne” (Biorad) per

individuare le bande proteiche polipeptidiche ed effettuare il taglio.

4.8 Preparazione del campione per l’analisi di massa. Riduzione, alchilazione e

digestione in gel delle proteine

L’analisi di massa gel-based si basa sul procedimento di in-gel digestion delle proteine
con I’enzima tripsina, preceduto da fasi di riduzione e alchilazione delle proteine. La
digestione con tripsina genera una serie di peptidi tanti quanti sono i siti di taglio presenti
nella sequenza primaria della proteina. I digeriti triptici restano intrappolati nel gel fino alle
fasi successive di eluizione nel tampone finale di analisi. Questa tecnologia comporta una
buona resa in peptidi triptici e I’assoluta purezza del campione per I’analisi di massa, in
quanto priva di sostanze interferenti quali sali o detergenti.

Per la riduzione delle proteine ¢ stato effettuato un lavaggio con 100 pl di ditiotreitolo
mg/ml in ammonio bicarbonato 50 mM per 30 minuti a 56°C. Per 1’alchilazione sono stati
effettuati dei lavaggi con ammonio bicarbonato, acetonitrile e iodoacetamide. Ai campioni
¢ stata aggiunta tripsina(Promega, Madison WI, USA), sciolta in ammonio bicarbonato 25
mM, prima di essere incubati a 37 © C per tutta la notte (Wilm et al., 1996).

I digeriti triptici (peptidi) sono stati estratti grazie all’aggiunta, in fasi separate, di ammonio

bicarbonato 25 mM, acetonitrile e acido formico al 5%. Durante queste fasi, il liquido di
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ogni campione ¢ stato estratto, raccolto in nuove provette e asciugato nella centrifuga

sottovuoto. I campioni sono stati trattati con acido formico all’80% e H,O.

4.9 Analisi in spettrometria di massa

Venti microlitri di peptidi triptici sono stati iniettati su una colonna a trappola a fase
invertita (Colonna analitica LC18 BioBasicTM, 300 A, 5 um, 50 um ID x 1 mm di
lunghezza, Thermo Scientific)e separati mediante un sistema ultra cromatrografico
(UltiMate 3000 RSLC System, Thermo Scientific), ad un flusso costante di 100 uL/min e
con un gradiente dal 4% di buffer A (2% ACN e 0.1% acido formico in acqua) ad uno al
96% di buffer B (2% acqua e 0.1% acido formico in ACN) per sessanta minuti. Spettri di
massa a scansione completa sono stati raccolti nella trappola ionica lineare nell'intervallo
di massa da m/z 350 a m/z 1800 Da e sono stati selezionati 1 10 ioni precursori piu intensi
per la frammentazione indotta da collisione. Gli spettri MS acquisiti sono stati utilizzati per
l'identificazione delle proteine.

L’analisi bioinformatica e identificazione dei peptidi delle proteine di Arthrospira
dagli spettri MS/MS, l'inferenza delle proteine e la validazione sono state eseguite con il
software Scaffold 4.8. Gli spettri MS/MS sono stati estratti da dati grezzi, accettando una
sequenza minima di tre aminoacidi e scansioni di fusione con lo stesso precursore entro
una finestra di massa di + 0,4 m/z, in un intervallo di tempo di + 30 s. I parametri chiave di
ricerca sono Scored Peak Intensity, (SPI) > 50%, tolleranza di massa del precursore di + 10
ppm e tolleranza di massa degli ioni prodotto di = 20 ppm. La carbamidometilazione della
cisteina ¢ stata fissata come modifica e la tripsina ¢ stata selezionata come enzima per la
digestione,accettando due scissioni mancanti per peptide.

L'identificazione delle proteine ¢ stata effettuata utilizzando il database FASTA di
Arthrospira platensis PCC8005 (ottenuto da MaGe Annotation Platform, versione 3
aggiornata del genoma, 6.355 proteine). Attraverso il software X! Tandem le proteine
trovate in campioni diversi sono state accuratamente allineate e identificate in tutti 1
campioni analizzati. Le soglie automatiche sono state utilizzate per 1'identificazione del
peptide nel software Scaffold. Generalmente le probabilita peptidiche vengono valutate
utilizzando un approccio bayesiano per la stima dell’FDR locale (LFDR) fino ad un valore
dell'l%.le sequenze dei peptidi utilizzando il software di sistema Scaffold 4.8 Q+S,
interfacciato sia con il database di proteine dedotte da sequenze proteiche generaliste di

Cyanobacteria che del genere Arthrospira depositate nella banca dati di NCBI (scaricati in
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data 9/05/2020) e nella banca dati di UniProt (scaricati in data 24/06/2021).

4.10 Trattamento delle colture di A. maxima con glifosato (Gly)

Due colture indipendenti di Arthrospira maxima sono state trattate con una concentrazione
di glifosato pari a 0,2 mM (concentrazione presente in ambiente naturale, (Lipok et al.,
2010), mantenendo costanti le
concentrazioni dei  nutrienti
presenti nel terreno di coltura,
la temperatura e il pH per tutta
la durata del trattamento (14
giorni). Per ogni prelievo sono
state utilizzate cinque repliche

biologiche e tre repliche

Figura 17. Esempio di una coltura. Trattamento di 14 giorni della tecniche, da ciascuna coltura
coltura di

A. maxima con glifosato 0.2 mM. e nei tempi di prelievo

effettuati a tempo zero (T0), a
7 giorni (T7), a 10 giorni (T10) e infine a 14 giorni (T14) dal trattamento, per le analisi
proteomiche dei pathways metabolici. I dati sono stati analizzati attraverso software

statistico XLSTAT con l'utilizzo della regressione multipla (con piu variabili esplicative).

4.11 Trattamento delle colture di A. maxima con glifosato e microplastiche (MPs)

Le microplastiche (MPs) PET (polietilene tereftalato) e PP (polipropilene) utilizzate in
questo trattamento con una concentrazione di 1.7 g/L (concentrazione presente in ambiente
naturale marino (Dianratri et al., 2017), sono state ottenute da due campagne di
monitoraggio delle MPs in mare effettuate da Arpacal nell’ambito dell’applicazione della
Marine Strategy. Le MPs, conservate in etanolo, asciugate e pesate. Le MPs sono state
lavate in acqua distillata, poste in capsule Petri per ciascun sito di prelievo, misurate
singolarmente con [’utilizzo di carta millimetrata e suddivise per dimensione.

Successivamente le MPs sono  state osservate allo stereomicroscopio per la
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caratterizzazione in base al colore, alla forma e allo stato di degradazione (Kova¢ Virsek et
al., 2016).

Le microplastiche aged fornite dall’ente ARPACAL provengono da tre siti: Gioia Tauro
(RC), Villa Piana (Cs) e Cetraro (Cs). Queste sono state classificate in base alle

dimensioni come riportato in Tabella 2.

Tabella 2. Classificazione delle microplastiche provenienti dai tre siti in base alle dimensioni

Dimensioni Gioia Tauro Villa Piana Cetraro
1-2 mm 40% 50% 35%
2-5 mm 41% 23% 50%
> 5Smm 19% 27% 15%

I colori delle microplastiche sono bianco e trasparente nella maggior parte delle particelle,
mentre una percentuale minore ¢ presente nei vari colori quali: giallo, azzurro, rosso, verde
e nero. Le particelle presentavano una forma rettangolare, quadrata dai bordi irregolari e
smussati.
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Figura 18. A) e B) Microplastiche disposte su carta millimetrata per la valutazione delle dimensioni.

4.12 Separazione e concentrazione della ficocianina estratta da A. maxima con

tecnologia a membrana*

In collaborazione con 1I’Istituto per la Tecnologia delle Membrane del CRN (ITM-CNR)
sono state effettuate le prove sperimentali di ultrafiltrazione (UF) su membrana in
Polietersolfone (PES) con un cut-off compatibile con il peso molecolare compatibile con
quello della ficocianina.

La membrana ¢ stata inizialmente trattata con acqua distillata al fine di valutarne la

44



Capitolo IV

permeabilita idraulica.

L’impianto sperimentale utilizzato ¢ mostrato in Figura 19.

* 1 dettagli della metodologia di ultrafiltrazione sono soggetti all’Accordo di Riservatezza sottoscritto con
I’azienda Biorisi-OilFox

Figura 19. Diagramma schematico dell’impianto di ultrafiltrazione: 1. Bombola di azoto; 2. Manometro per
la misura della pressione in ingresso; 3. Cella in acciaio inox contenente la membrana; 4. tubo collettore per
la raccolta del permeato, 5. Bilancia digitale.

L’impianto cosi configurato permette di separare due fluidi partendo da un fluido iniziale
(feed) che contiene la molecola di interesse; i due fluidi separati dal processo a membrana
differiscono per il fatto che uno non conterra la molecola di interesse (permeato), mentre
’altro la conterra e la concentrera (retentato).

Nelle prove di permeabilita viene misurata la portata di permeato calcolata misurando il
volume di permeato raccolto nell’ unita di tempo. Il flusso di permeato ¢ stato calcolato
dividendo la portata di permeato per la superficie di membrana.

La Figura 20 mostra la permeabilita all’acqua della membrana in oggetto.
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Figura 20. Caratterizzazione della membrana in PES con acqua distillata. Flusso di permeato in funzione
della pressione (T= 17,5 °C).

Successivamente la membrana ¢ stata utilizzata per test di concentrazione della ficocianina
(PC) in soluzioni di A. maxima a diverse concentrazioni e tempi di incubazione in un
volume di reagente di estrazione:

a) Xg(Y)

b) 2Xg(Y)

c) 2Xg (2Y)

dove X rappresenta la quantita in grammi di A. maxima utilizzata e Y il tempo di
incubazione.

Trascorso il tempo di incubazione le sospensioni di A. maxima sono state inizialmente
centrifugate per 15 minuti a 6000 rpm e poi congelate. I campioni sono stati scongelati
immediatamente, dapprima le prove di UF a membrana e mantenute ad una temperatura di
25°C.

Per ciascun test di UF sono stati prelevati il feed (prima e dopo la UF), il retentato e il
permeato ed analizzati per la determinazione della concentrazione di ficocianina, il profilo
elettroforetico per la determinazione della qualita e per 1' eventuale presenza di molecole

contaminanti, quali DNA e RNA.
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Figura 21. A) Permeato; B) Feed; C) Retentato da Xg (Y) di Arthrospira maxima.

4.12.1Valutazione della concentrazione di ficocianina, del feed, retentato e permeato dopo

UF

Per stimare la validita dell’UF, ¢ stata calcolata la concentrazione della ficocianina,

utilizzando il metodo riportato nel paragrafo 4.4, in tutte le frazioni ottenute.

4.12.2 Analisi elettroforetica su gel di agarosio del feed, retentato e permeato dopo UF

Per la determinazione di contaminazione da acidi nucleici nelle tre frazioni del processo a
membrana, uguali volumi di feed, permeato e retentato dello stesso test UF, sono state
solubilizzati in un uguale volume di loading buffer overnight in agitazione a RT. E stato
preparato un gel di agarosio allo 0,8% in TBE 0,5X. Ai campioni ¢ stato aggiunto blu di
bromofenolo come tracciante, e dopo 30 min di corsa a 70 mA, con 120 V. La corsa
elettroforetica ¢ stata fotografata grazie all’utilizzo di un transilluminatore UV (254 nm /

luce bianca 2 x 20 x 20 cm - Consort).

4.12.3 Analisi elettroforetica su gel di poliacrilamide, del feed, retentato e permeato dopo

UF

Per valutare la qualita delle diverse frazioni ottenute con il metodo dell’ultrafiltrazione ¢
stata effettuata una corsa elettroforetica su gel di poliacrilamide preparato secondo il
protocollo descritto nel paragrafo 4.7. I campioni di feed, permeato e retentato, sono stati
solubilizzati in un uguale volume di loading buffer overnight in agitazione a RT. Come
tracciante ¢ stato utilizzato il blu di bromofenolo. Dopo 1h di corsa a 120 mA e 200 V, 1

gel sono stati colorati con Comassie Blu e scansionati al densitometro GS800 Biorad.
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Capitolo V: Risultati

5.1 Dinamica delle colture di Arthrospira maxima e parametri biochimici

Tutte le analisi statistiche dei parametri fisiologici sono stati analizzati mediante t-test
eseguite utilizzando il software XLSTAT wversione 2021.3.1.1187 (by Addinsoft,
Microsoft,USA). La significativita ¢ stata definita come p <0,05. I dettagli dell’analisi
statistica per ciascun gruppo di dati sono riportati nelle corrispondenti tabelle
supplementari.

Gli inoculi utilizzati per le colture in laboratorio sono stati campionati dalla stessa
vasca open-door nello stesso momento e quindi considerati come singola popolazione di
cianobatteri (coltura di sola Arthrospira maxima certicata nel brevetto di coltivazione
dell'azienda numero AR070504B1 della Repubblica Argentina).

Al fine di valutare la dinamica di crescita delle colture di A. maxima nelle
condizioni di laboratorio, la biomassa, valutata mediante il metodo spettrofotometrico
semiquantitativo, ¢ stata monitorata a partire dall’inoculo della coltura madre prelevata
presso 1’azienda Biorisi per un periodo di 70 giorni con prelievi ogni 7 giorni. In Figura 22
sono riportati i valori di densita ottica (Abs) nei campioni di due diverse colture allevate in
20 litri in condizioni ambientali stazionarie e senza I’apporto ulteriore di nutrienti. E’ stata
osservata una disomogeneita delle densita ottiche delle colture al tempo TO dovuta
probabilmente alla aggregazione dei tricomi, la cui variazione ¢ stata normalizzata

umentando il numero di campioni prelevati (n=5; n=7)
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Figura 22. Valori di densita ottica (Abs) di campioni di A. maxima prelevati ogni 7 giorni in due distinte
colture per un periodo di 70 giorni. Le linee di tendenza (polinomiale di grado 3) sono state estrapolate per
ciascun gruppo di campioni. n=>3.

Come si puo osservare la crescita cellulare incrementa fino al 28° giorno di coltura
a partire dall’inoculo (Tavola 1, A e B), per poi subire una flessione intorno al 42° — 49°
giorno, per poi aumentare nuovamente a partire dal 70°giorno. Dopo 1 70 giorni di coltura
¢ stato necessario aggiungere nutrienti nelle formulazioni predisposte dall’azienda, al fine
di prevenire una massiva mortalita. Nelle nostre condizioni sperimentali, pertanto, l'analisi
¢ stata effettuata fino a 42 giorni dall’inoculo senza aggiunta di mezzo di coltura fresco.

Abbiamo quindi definito questo periodo come quello di riferimento per tutti i test
da effettuare. Sono stati, quindi, valutati 1 parametri biochimici come le concentrazioni di
pigmenti fotosintetici correlati al metabolismo primario, quali Chl a, ficocianina e

carotenoidi nelle due colture riferite al periodo di 42 giorni.
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Figura 23. Valori di concentrazione di Chl a nei campioni di A. maxima prelevati ogni 7 giorni in due
distinte colture per un periodo di 42 giorni. Le linee di tendenza (polinomiale di grado 3) sono state
estrapolate per ciascun gruppo di campioni. n=5. p<0,005 tra giorno 0 e giorno 35. Vedi Tabella
SupplementareA per i dettagli dei dati.

Come si puo osservare in Figura 23 le concentrazioni di Chl a nei campioni di A.
maxima hanno una significativa fluttuazione nel periodo indagato (significativa tra i valori
iniziali e al 35 ° giorno). Le tendenze estrapolate indicano in ogni caso una diminuzione
della concentrazione al 35° e 42° giorno di coltura,tranne che per un solo campione che
presenta un valore maggiore a 42 giorni.

In Figura 24 sono riportati i valori di concentrazione dei carotenoidi totali; anche

per i carotenoidi si osservano variazioni non significative per I’intero periodo analizzato.
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Figura 24.Valori di concentrazione dei carotenoidi totali nei campioni di A. maxima prelevati ogni 7 giorni
in due distinte colture per un periodo di 42 giorni. Le linee di tendenza (polinomiale di grado 3) sono state
estrapolate per ciascun gruppo di campioni n=5. Vedi Tabella Supplementare A per i dettagli dei dati.
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Figura 25.Valori di concentrazione della ficocianina in campioni di A. maxima prelevati ogni 7 giorni in due
distinte colture per un periodo di 42 giorni. Le linee di tendenza (polinomiale di grado 3) sono state
estrapolate per ciascun gruppo di campioni n=>5. I dati e i parametri statistici sono riportati nella Tabella
Supplementare A.

I valori di concentrazione della ficocianina sono variabili all’interno dei campioni

analizzati, e indipendentemente dalle due colture; le linee di regressione indicano un

andamento identico in tutti i campioni analizzati, con un valore massimo di concentrazione
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al 28° giorno di coltura; a partire dal 28°giorno le concentrazioni di ficocianina,

decrescono in tutti i campioni fino a raggiungere un minimo al 42° giorno.

5.2 Dinamica delle colture di Arthrospira maxima e parametri biochimici durante il

trattamento con glifosato

Ad una coltura di A. maxima appena dopo I’inoculo ¢ stata aggiunta una soluzione
madre di glifosato per ottenere una concentrazione finale di 0,2 mM; una seconda coltura ¢

stata inoculata ed ha costituito il controllo.
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Figura 26,. Valori di densita ottica (Abs) valutata come densita ottica (Abs) dei campioni di controllo (a) e
dei campioni trattati con 0,2 mM glifosato (b) di colture di A. maxima. n=5. I dettagli dei dati sono riportati
nella Tabella Supplementare A.

Al tempo zero e ogni 7 giorni e fino al 42° giorno di trattamento sono stati prelevati
cinque campioni. In Figura 26 sono riportati 1 valori di densita ottica ottenuti con il metodo

spettrofotometrico semiquantitativo. [ valori di densita ottica nella coltura di controllo
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evidenziano il tipico andamento ciclico con un massimo a 28 giorni di coltura e una
successiva riduzione fino al minimo che si registra dopo 42 giorni.

Nelle colture trattate con glifosato la densita ottica subisce una significativa
riduzione in tutti i campioni analizzati rispetto a quanto riscontrato nella coltura di
controllo.

Il massimo valore densita ottica si ha nel periodo 7-14 giorni di trattamento, per
poi ridursi drasticamente (Tavola 1, C e D). Alla fine del trattamento (42 giorni) la densita

ottica della coltura risulta essere ridotta di oltre il 50 % rispetto al controllo.
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Figura 27.Andamento della concentrazione della clorofilla a in campioni (repl. 1-5) di colture A. maxima
trattati con 0,2 mM di glifosato per 42 giorni e media dei valori (+ ES) di concentrazione di campioni di
controllo. Le linee di regressione (polinomiali di grado 3) sono state calcolate per ciascun gruppo di
campioni. n=5. La line tratteggiata corrisponde alla regressione dei valori del controllo. I dati e i parametri
statistici sono riportati nella Tabella SupplementareA.

I trattamento con glifosato induce un aumento della concentrazione di clorofilla nei
primi 14 giorni di trattamento in quattro campioni su cinque; tale aumento risulta essere
statisticamente significativo se paragonato ai valori del controllo nello stesso periodo
(p<0,05; vedi Tabella Supplementare A). A partire dal 14° giorno, la coltura presenta una
rapida riduzione del contenuto cellulare del pigmento con valori significativamente
inferiori al controllo alla fine del trattamento con glifosato. Per quanto riguarda i
carotenoidi le variazioni di concentrazione nei vari tempi di prelievo non sono risultati

significativi rispetto al controllo (Figura 28).
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Figura 28. Dinamica della concentrazione dei carotenoidi in campioni (repl. 1-5) di colture A. maxima
trattati con 0,2 mM di glifosato per 42 giorni e media dei valori (£ ES) di concentrazione di campioni di
controllo. Le linee di regressione (polinomiali di grado 3) sono state calcolate per ciascun gruppo di
campioni. n=>5. La linea tratteggiata corrisponde alla regressione dei valori medi del controllo. I dati e i
parametri statistici sono riportati nella Tabella SupplementareA.

In Figura 29 le linee di regressione descrivono una riduzione esponenziale della
concentrazione di ficocianina in tutti i campioni analizzati con a 42 giorni a una media di

1,98 + 1,26 g/l rispetto a 42,8 + 14,7 g/l del controllo nello stesso periodo.
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Figura 29. Andamento della concentrazione della f