Universita degli Studi di Padova
Dipartimento di Biologia

Corso di Laurea Magistrale in Biotecnologie Industriali

Utilizzo di scarti dell'industria lattiero-casearia per la
coltivazione di Galdieria sulphuraria: ottimizzazione della
resa in reattori continui

Relatore: Prof.ssa Eleonora Sforza

Dipartimento di Ingegneria Industriale

Correlatore: Leonardo Pattaro

Dipartimento di Ingegneria Industriale

Controrelatore: Prof.re Tomas Morosinotto

Dipartimento di Biologia — DiBio

Laureando: Nicolo Ostardo

Anno Accademico 2023/2024

1






Abstract
Introduzione
Capitolo 1: Stato dell’arte
1.1 Presentazione del contesto
1.2 Microalghe e specie estremofile
1.2 Meccanismi trofici
1.2.1 Meccanismo fotoautotrofico
1.2.2 Metabolismo eterotrofico
1.2.3 Meccanismo mixotrofico
1.3 Fattori che influenzano la crescita delle microalghe
1.3.1 Disponibilita di nutrienti
1.3.2 Luce
1.3.3 pH
1.3.4 Temperatura
1.4 Strategie per la coltivazione delle microalghe su larga scala
1.4.1 Batch
1.4.2 Reattori in continuo
1.4.3 Sistemi aperti
1.4.4 Sistemi chiusi
1.6 Galdieria sulphuraria
1.6.1 Profilo nutrizionale
1.7 Scopo della tesi
Capitolo 2: Materiali e Metodi
2.1 Ceppo algale e condizioni di coltivazione
2.2 Modalita di coltivazione

2.2.1 Coltivazione in continuo

10

14

14

17

19

21

21

22

24

25

26

27

28

31

32

34

36

39

40

40

43

43



2.2.1.1 Flat panel
2.2.1.2 Sistema IDEA
2.2.4 Coltivazione in batch
2.3 Monitoraggio della crescita cellulare
2.3.1 Densita ottica
2.3.2 Peso secco
2.4 Bilanci di materia ed energia
2.5 Altre misure di monitoraggio della crescita
2.6 Misure analitiche
2.6.1 Carbonio e Azoto totale
2.6.2 Analisi dei pigmenti
2.6.3 Determinazione del contenuto proteico
2.6.4 Determinazione del contenuto di carboidrati
2.7 Analisi statistica
Capitolo 3: Risultati
3.1 Effetto del tempo di permanenza in reattori continui
3.1.1 Autotrofia

3.1.2 Mixotrofia

43

46

49

50

50

51

52

54

54

54

55

56

58

59

61

61

61

64

3.1.3 Confronto dei meccanismi trofici: Autotrofia, Mixotrofia ed Eterotrofia

66

3.1.4 Analisi comparativa del contenuto di clorofilla nei tre meccanismi trofici

69

3.1.5 Analisi comparativa del contenuto di carotenoidi nei tre meccanismi

trofici

71

3.1.6 Analisi comparativa del contenuto di pigmenti nei tre meccanismi trofici

3.2 Effetto del pH in ingresso

74

75



3.3 Effetto della concentrazione di Carbonio organico 81
3.4 Eftetto della tipologia di substrato 87
3.5 Mixotrofia: effetto del rapporto tra luce e carbonio organico 91

3.5.1 Analisi comparativa del contenuto di pigmenti in funzione del rapporto

luce/carbonio organico 96

3.6 Esperimenti in batch 101

4. Conclusioni 105
5. Bibliografia 108



Abstract

In un contesto globale caratterizzato da sfide crescenti come la crisi climatica, la
sicurezza alimentare e la scarsita di risorse naturali, le microalghe emergono come
una risorsa strategica per la transizione verso sistemi produttivi piu sostenibili.
Questo studio esplora il potenziale biotecnologico di Galdieria sulphuraria, un'alga
estremofila nota per la sua versatilita metabolica e adattabilita a condizioni estreme.
Attraverso coltivazioni in sistemi in continuo, sono state analizzate diverse modalita
trofiche (fotoautotrofia, eterotrofia e mixotrofia) per ottimizzare la produttivita
della biomassa e la qualita dei prodotti. Rispetto al regime eterotrofico, I’influenza
di variabili operative come il pH in ingresso, la disponibilita e la fonte di carbonio
organico sono state investigate. Tale studio ha individuato I’esistenza di livelli
ottimali di lavoro, valutati sulla base di indici di prestazione quali la concentrazione
e produttivita di biomassa, nonché dalle rese di consumo di substrato. L’ impiego di
sottoprodotti dell’industria casearia, come il permeato del latte, ha permesso di
confermare 1’elevata flessibilita metabolica della specie, nonché di aprire la strada
verso la possibile implementazione di processi microalgali per la valorizzazione di
scarti industriali. Relativamente alla mixotrofia infine, uno studio preliminare
condotto a diversi tempi di permanenza parallelamente con autotrofia ed eterotrofia,
ha evidenziato come elevate disponibilita di carbonio inibiscano la produzione di
pigmenti: a tal scopo, ¢ stato investigato 1’effetto combinato di carbonio organico e
luce incidente per stimolare 1’effetto sinergico di fotosintesi e respirazione cellulare,
ricercando variazioni significative in produttivita di biomassa e produzione di

pigmenti.



Introduzione

I1 mondo si trova oggi ad affrontare sfide globali complesse, come la crisi climatica,
la crescita demografica e la scarsita di risorse naturali, fra cui acqua e cibo. Con la
popolazione mondiale destinata a raggiungere 1 9,5 miliardi entro il 2050, risulta
essere di fondamentale importanza sviluppare soluzioni sostenibili per garantire la
sicurezza alimentare e mitigare la malnutrizione. Secondo la Food and Agriculture
Organization of the United Nations (FAO), la produzione alimentare dovra
aumentare del 70% entro tale data per soddisfare la domanda globale. Un tale
incremento produttivo, se basato su pratiche agricole tradizionali, comporta rischi
significativi: deforestazione, erosione del suolo, perdita di biodiversita e aumento
delle emissioni di gas serra. L'adozione di metodi innovativi diventa quindi
indispensabile per minimizzare l'impatto ambientale. In questo contesto le
microalghe stanno emergendo come una valida soluzione alternativa grazie alla loro
alta produttivita, ricchezza di nutrienti e capacita di crescita in condizioni inospitali
(ad es. terreni non coltivabili o acque reflue), senza competere con le coltivazioni
agricole tradizionali. Con una fotosintesi altamente efficiente, le microalghe
offrono una resa per ettaro molto superiore rispetto alle colture tradizionali. Inoltre,
esse possono essere coltivate in modo sostenibile utilizzando risorse naturali
abbondanti come luce solare e CO:, contribuendo a ridurre le emissioni di gas serra.
Le microalghe rappresentano peraltro, dal punto di vista nutrizionale, una fonte
proteica competitiva ricca di aminoacidi essenziali, in grado di sostituire le proteine
animali e di fornire acidi grassi omega-3 e omega-6 e pigmenti bioattivi con
benefici per la salute umana. Infine, a differenza delle colture terrestri, possono
essere raccolte quotidianamente, assicurando una produzione costante tutto 1'anno.
Nonostante le enormi potenzialita elencate, la produzione industriale di microalghe
su larga scala deve ancora superare alcune sfide tecniche ed economiche.
Attualmente la coltivazione di microalghe in Europa ¢ limitata ad impianti di
piccola scala a causa di costi elevati sia per le infrastrutture che per le operazioni.
Per competere efficacemente con le tradizionali fonti alimentari, ¢ necessario
sviluppare tecnologie che riducano i costi di produzione e migliorino I'efficienza
dei sistemi di coltivazione, rendendo le microalghe una risorsa piu accessibile su

scala globale. Per ottenere maggiori produttivita di biomassa esistono alternative al
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metabolismo fotoautotrofico, come l'eterotrofia, che prevede 1'uso di substrati
organici come fonte energetica, ¢ la mixotrofia, che combina entrambi i
metabolismi. Le specie coltivate in regimi eterotrofici ¢ mixotrofici offrono
vantaggi significativi in termini di produttivitd e sostenibilita, consentendo di
ottenere biomassa ad un costo inferiore. Inoltre, I’'impiego di scarti industriali come
sostituti di substrati organici piu costosi contribuisce a rendere il processo ancora
piu economico. In particolare, 1’uso delle specie estremofile permette di ridurre il
rischio di contaminazione legato all'uso di substrati organici. Il presente lavoro
pone, come argomento di discussione, la coltivazione dell’alga estremofila
Galdieria sulphuraria allo scopo di ottimizzare la produzione in regime eterotrofico
e mixotrofico, con valutazioni sperimentali di crescita in sistemi batch e continui.
In relazione a quest’ultima configurazione, sono stati analizzati gli effetti di alcune
variabili operative, come la disponibilita e la natura della fonte di carbonio organico
in eterotrofia, e dell’intensita luminosa in mixotrofia per definire le condizioni
ottimali per una soddisfacente produzione di biomassa, valutando tali risultati
mediante le rese del processo. La tesi ¢ articolata in tre capitoli: nel primo capitolo,
si offre una panoramica su microalghe, con un approfondimento sul settore
alimentare e sui sistemi di coltivazione (batch e continui, aperti e chiusi). Nel
secondo capitolo sono descritti 1 materiali e le metodologie adottate e 1’approccio
statistico per 1’elaborazione dei dati. Nell’ultimo capitolo sono presentati e discussi

1 risultati della campagna sperimentale.



Capitolo 1: Stato dell’arte

Questo capitolo fornisce una panoramica introduttiva sulle microalghe,
concentrandosi sulle loro caratteristiche biologiche e potenzialita applicative.
Inoltre, vengono descritti i1 principali metodi di coltivazione, suddividendoli in

sistemi aperti e chiusi, ed inoltre in sistemi batch e in continuo.

1.1 Presentazione del contesto

Di fronte alle sfide imposte dal cambiamento climatico, dalla crescente domanda di
risorse ¢ dalle limitate disponibilita naturali, la diversificazione delle fonti di
produzione alimentare e mangimistica rappresenta una necessita urgente per
garantire la sicurezza alimentare a lungo termine (FAO 2021). La pressione su tali
risorse ¢ ulteriormente aggravata dalla continua crescita della popolazione globale:
dal 1960, la popolazione mondiale ¢ aumentata del 167%, e si stima che entro il
2050 raggiungera presumibilmente i 10 miliardi di abitanti, con conseguente
aumento della domanda alimentare e proteica (United Nations 2022). Secondo
I’Organizzazione delle Nazioni Unite per I’ Alimentazione e 1’ Agricoltura (FAO), il
consumo globale di proteine animali dovrebbe incrementarsi del 14% entro il 2030
rispetto alla media del periodo 2018-2020, evidenziando cosi la necessita di
esplorare fonti proteiche alternative che possano alleggerire la pressione sui sistemi
di produzione animale (OECD-FAO 2021). Un’altra considerazione fondamentale
¢ 'impronta ambientale associata alla produzione intensiva di carne e prodotti di
origine animale, che contribuisce significativamente alle emissioni di gas serra
(GHG) e all’uso intensivo di risorse idriche e territoriali (OECD-FAO 2021). Le
emissioni derivanti dal settore zootecnico rappresentano circa il 54% delle
emissioni agricole totali a livello globale, con proiezioni di crescita nei prossimi
anni (Xu et al. 2021). Inoltre, la produzione di carne bovina richiede un consumo
medio di acqua di circa 15.400 L/kg, un valore non sostenibile in un contesto di
crescente scarsita idrica e degrado ambientale (Mekonnen and Hoekstra 2010). Le
criticita ambientali legate alla zootecnia spingono verso l'adozione di alternative
alimentari piu sostenibili e a basso impatto ambientale, come le proteine di origine
vegetale e microalgale, che necessitano di un uso ridotto di risorse naturali e
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generano emissioni di carbonio inferiori rispetto a quelle animali (FAO 2022). A
tale scenario si aggiunge il tema della malnutrizione, che rappresenta una delle
maggiori sfide sanitarie globali. Secondo 'OMS, nel 2023 circa 148 milioni di
bambini sotto i cinque anni soffrivano di ritardo della crescita (stunting), 45 milioni
di deperimento (wasting) e 37 milioni di sovrappeso, indicando un'ampia gamma
di problemi nutrizionali (UNICEEF et al., 2023; European Parliament). Tra le varie
fonti proteiche alternative, le microalghe emergono come una risorsa preziosa e
sostenibile, con il vantaggio di poter essere coltivate in ambienti estremi, riducendo
cosi la competizione con le colture tradizionali per risorse quali il suolo e I’acqua
(Richmond e Hu, 2013). Le microalghe offrono un'alternativa sostenibile e
nutrizionalmente valida per la sicurezza alimentare globale, ma possono
promuovere una visione di economia circolare attraverso il riutilizzo degli scarti e
la riduzione delle emissioni, rappresentando cosi una soluzione integrata per
affrontare le sfide della crescente domanda di cibo e le limitazioni delle risorse

naturali (FAO, 2021; Mata et al., 2010).

1.2 Microalghe e specie estremofile

Le microalghe sono microrganismi unicellulari fotosintetici, sia eucarioti che
procarioti, caratterizzati da una notevole biodiversita e diffusi in numerosi
ecosistemi, dalle acque salate a quelle dolci. Le microalghe variano in dimensione
da pochi micrometri a diversi millimetri e comprendono gruppi come alghe verdi,
dorate, rosse, brune e diatomee, appartenenti rispettivamente alle classi
Chlorophyceae, Chrysophyceae, Rhodophyceae, Phaeophyceae e
Bacillariophyceae (Zuccaro et al. 2020). Le microalghe possiedono una
straordinaria capacita di adattamento, che consente loro di prosperare in ambienti
estremi come acque salmastre, sorgenti termali e terreni aridi o inquinati (Arsad et
al. 2022; Malavasi et al., 2020). Questa capacita adattativa ¢ evidente nelle specie
termoacidofile come Galdieria sulphuraria, Cyanidium caldarium, Dunaliella
acidophilum e Cyanidioschyzon merolae, le quali non solo possono sopravvivere a
temperature elevate, ma sono anche in grado di crescere a pH estremamente bassi,

talvolta inferiori a 2 (Hwan et al. 2006; Merola et al. 1981).
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Grazie alla loro capacita di convertire la luce solare in energia chimica, le
microalghe contribuiscono alla produzione del 50% dell’ossigeno terrestre (Khan
et al., 2018; Reza-Solis et al. 2023). L'efficienza fotosintetica delle microalghe puo
raggiungere il 30% in condizioni ottimali, permettendo una conversione efficace
dell'energia luminosa in biomassa ricca di composti bioattivi (Khan et al. 2018).
Questa caratteristica le rende una risorsa preziosa e sostenibile per l'industria
alimentare, grazie al loro straordinario profilo nutrizionale. Un motivo principale
dell'interesse industriale risiede nell'elevato contenuto proteico delle microalghe,
che in alcune specie supera quello di molte fonti proteiche vegetali tradizionali
(Becker 2004). Per esempio, Arthrospira maxima puo raggiungere livelli di proteine
comparabili o addirittura superiori a quelli del riso e di altri alimenti, rendendola
un’opzione valida per sostituire le proteine convenzionali (Becker 2007; Chacon-

Lee et al., 2010).

Tabella 1.1 Contenuto proteico, espresso come percentuale di sostanza secca, di differenti specie
microalgali e alimenti (Janssen et al., 2022; Canelli et al. 2023; Layman et al., 2009; Jiang et al.
2008; Sekhar et al., 1982; Samicho et al. 2013).

Fonte proteica Contenuto proteico %

Arthrospira maxima 56-77
Chlorella vulgaris 30-46
Scenedesmus obliquus 50-55
Galdieria sulphuraria 51-64
Uova 45-50
Frumento 16,67

Riso 7-8
Manzo 75-85

Le proteine delle microalghe forniscono un profilo amminoacidico completo,
contenendo tutti gli amminoacidi essenziali necessari per 1’organismo umano, il che
le rende comparabili alle proteine di origine animale. Questa caratteristica le rende
ideali per l'inclusione in mangimi per animali e integratori alimentari per ’'uomo,
soprattutto in contesti dove la disponibilita di proteine ¢ limitata (Barkia et al., 2019;

Batista et al. 2013)
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Tabella 1.2 Valori amminoacidici raccomandati dalla World Health Organization (WHO) e dalla
Food and Agriculture Organization (FAO) rispetto al profilo amminoacidico delle proteine
microalgali e di alcuni alimenti convenzionali. (Chacon-Lee et al., 2010). (a)Valori espressi come
mg/kg al giorno (WHO et al., 2007). (b) Valori espressi come g/100g di proteine (Becker 2007).
(c) Valori espressi come g/100g di proteine (Chacon-Lee et al., 2010). (d) Valori espressi come

g/100g di proteine (Samicho et al. 2013). Gli amminoacidi in corsivo sono gli amminoacidi

essenziali.
Bistecca
Amminoacido WHO | Spirulina | Arthrospira | Chlorella | Uovo Frumento g
FAO | platensis | maxima vulgaris | intero
manzo
Isoleucina 204 6,7 6,0p 3,8 5,80c 3,80 0,9764
Leucina 39, 9,8p 8,00 8,8 9,0 6,40, 1,5004
Valina 26, 7,1p 6,5 5,5 7,20 4,30 0,8984
Lisina 30, 4,8y 4,6y 8,4y 6,70 2,70 1,5734
Fenilalanina 25, 5,3p 4,9 5,0p 5,30 4,60, 1,5494
Metionina 10,4, 2,5 1,4, 2,2 3,0c 1,60, 0,5764
Triptofano 4, 0,3p 1,4 2,1p 5,30 - -

Istidina 10a 2,2 1,8 2,00 2,60 2,10c 0,5954
Treonina 15a 6.2p 4,6y 4,8y 5,30 2,90 1,0864
Tirosina 25, 5,3b 3,% 3.4 4,30 3,20, 0,8764
Cisteina 4,1, 0,% 0,4v 1,4, 2,10c 2,10c 0,8084
Alanina 9,5 6,8p 7,% - 3,40, 1,0484
Arginina 7,3b 6,5 6,4, 6,40 4,30 1,5834
Asparagina 11,8p 8,6p 9,0p 10,70c 5,0¢ 1,3344

Acido
olutammico 10,3y 12,60 11,60 12,30¢ | 27,70 1,3334
Glicina 5,7v 4.8y 5,8p 3,80 3,80, 0,7344
Prolina 4,2y 3,% 4,8 4,30 10,10 0,6444
Serina 5,1 4,2 4,1p 7,70 4,80, 0,8774

Le microalghe rappresentano una fonte preziosa non solo di proteine, ma anche di
carboidrati complessi, comprendenti zuccheri semplici, amidi e polisaccaridi come

alginati e carragenani. Questi polisaccaridi forniscono energia e agiscono come
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prebiotici, favorendo la salute del microbioma intestinale umano e animale (Becker
2004; Pina-Pérez et al. 2017). Rispetto alle fonti vegetali tradizionali di carboidrati,
le microalghe offrono benefici specifici per 1'alimentazione funzionale. Un altro
elemento di rilievo ¢ il contenuto lipidico, ricco di acidi grassi essenziali, in
particolare omega-3 e omega-6. Questi acidi grassi polinsaturi (PUFA), noti per i
benefici sulla salute cardiovascolare e nello sviluppo cognitivo, sono generalmente
scarsi nei vegetali terrestri (Arienti 2016). Le microalghe sono ricche anche di
vitamine idrosolubili e liposolubili, come le vitamine B12, e la provitamina A (B-
carotene), rappresentando una valida integrazione per diete vegetariane e vegane,
dove la vitamina B12, presente quasi esclusivamente in alimenti di origine animale,
¢ spesso carente. Alcune specie, come Arthrospira e Chlorella, sono in grado di
sintetizzare questa vitamina, fornendo una fonte naturale e sostenibile di nutrienti
essenziali (Gouveia 2008; Koyande et al. 2019). Dal punto di vista nutraceutico, le
microalghe contengono anche pigmenti bioattivi come carotenoidi, clorofille e
ficobiliproteine, che non solo giocano un ruolo nella fotosintesi, ma offrono anche
proprieta antiossidanti. Per esempio, Dunaliella salina pud produrre elevate
quantita di B-carotene, una provitamina A che potrebbe integrare o sostituire fonti
terrestri come carote e pomodori (Koyande et al. 2019). Questi pigmenti sono
utilizzati anche nell'industria farmaceutica e cosmetica per le loro proprieta
antiossidanti e fotoprotettive, rendendoli un ingrediente prezioso per alimenti
nutraceutici e integratori (Grossmann et al., 2020). Grazie a queste caratteristiche,
le microalghe rappresentano una risorsa versatile e sostenibile, capace di rispondere
alla crescente domanda di fonti alimentari alternative. Oltre alla produzione
alimentare, 1 composti bioattivi delle microalghe trovano applicazione anche nei
settori degli integratori alimentari, della cosmetica e della farmaceutica (Milledge
2011). Le microalghe estremofile come Galdieria sulphuraria, oltre ad offrire
un’alternativa nutrizionalmente valida e sostenibile per la sicurezza alimentare
globale, risultano un interessante fonte di produrre estremozimi ed
estremoliti (Malavasi et al. 2020). Inoltre, possono promuovere un’economia
circolare grazie al riutilizzo degli scarti industriali (Di Cicco et al. 2021;
Henkanatte-Gedera et al. 2017; Scherhag and Ackermann 2021). Queste specie
possono essere coltivate in terreni sterili o in acque reflue, rendendole una risorsa

sostenibile per la produzione di alimenti, mangimi e bioprodotti contribuendo alla
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transizione verso un’economia a basse emissioni di carbonio (Abreu et al. 2022; Di

Cicco et al. 2021; Vazquez-Romero et al. 2022).

1.2 Meccanismi trofici

Le microalghe rappresentano organismi fotosintetici altamente versatili, in grado di
adattarsi a una varieta di ambienti mediante l'impiego di differenti percorsi
metabolici per la loro crescita. Oltre alla fotosintesi tradizionale, alcune specie di
microalghe sono capaci di svilupparsi in condizioni eterotrofiche, sfruttando fonti
di carbonio organico come fonte di energia e carbonio, o in condizioni mixotrofiche,
integrando 1'assorbimento di luce con l'utilizzo di composti organici. Questa
flessibilita metabolica conferisce alle microalghe un elevato potenziale per
molteplici applicazioni industriali. [ dettagli riguardanti ciascun tipo di

metabolismo saranno analizzati nei sottoparagrafi successivi.

1.2.1 Meccanismo fotoautotrofico

La fotoautotrofia, o piu semplicemente autotrofia, ¢ un processo chiave per la
crescita delle microalghe, in cui queste utilizzano la luce come fonte di energia e la
CO; come fonte di carbonio per produrre composti organici attraverso la fotosintesi
ossigenica. Le microalghe fotoautotrofe convertono I'energia luminosa in adenosina
trifosfato (ATP) e nicotinammide adenina dinucleotide fosfato ridotto (NADPH>)
tramite le reazioni dipendenti dalla luce, e aventi luogo nelle membrane tilacoidali.
Mentre nella successiva fase oscura, grazie all’impiego dei prodotti energetici, quali
NADPH:> e ATP, avviene la fissazione dell’anidride carbonica. Questo processo
prende il nome di ciclo di Calvin — Benson, che mediante I’impiego dell’enzima
RuBisCO ¢ in grado di fissare la CO; e sintetizzare glucosio (Juri¢ et al. 2013;
Masojidek et al., 2013). Questo zucchero ¢ la base per numerosi percorsi metabolici
che portano alla produzione di proteine, lipidi e carboidrati, composti vitali per la
crescita e lo sviluppo cellulare (Lari and Khosravitabar 2021). La “cattura” dei
fotoni, che compongono la radiazione luminosa, non potrebbe avvenire senza la
presenza di cromofori in grado di assorbirli. Tra i pigmenti, sicuramente il pit noto

¢ la clorofilla a, che ¢ associata a delle proteine in modo da formare dei macro-
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complessi noti come fotosistemi (Juri¢ et al. 2013). Ad ausilio dei fotosistemi vi
sono presenti anche dei complessi di pigmenti accessori, quali i carotenoidi, che
sono utili nella protezione dell’apparato fotosintetico dall’eccesso di radiazione
luminosa incidente, evitando la sovraproduzione e 1’accumulo di O; e di derivati
radicalici di questo, noti come ROS (Reactive Oxygen Species) e proteine a formare
i Light Harvesting Complexes (LHCs). (Edge et al., 1997; Rock 1997). Tra
quest’ultime, troviamo le ficobiliproteine, che svolgono un ruolo nei processi di
assorbimento della luce, in quanto aumentano significativamente 1’area di

assorbimento dei fotoni (D’Alessandro et al., 2016).

Chlorophyll €

Chloroaphyll b
Chlorophyll a

Carotenoids Phycoerythrin Phycocyanin

Absorption %

400 500 &00 700

Wawvelength (nm})

Figura 1.1 Spettro di assorbimento nel PAR di diversi pigmenti presenti nelle microalghe.

Le radiazioni elettromagnetiche nel visibile, con A compresa tra 400 e 750 nm sono
capaci di innescare il processo fotosintetico e, per questo, sono dette
Photosynthetically Active Radiations (PAR). 1 diversi pigmenti, infatti, assorbono
specifiche lunghezze d’onda nel visibile: le clorofille hanno dei massimi di
assorbimento nel blu e nel rosso, 1 carotenoidi assorbono nel blu e le ficobiline
assorbono tra il verde e il rosso (500-650 nm) (Pagels et al. 2020). Uno dei
principali vantaggi della coltivazione autotrofa del metabolismo fotoautotrofico ¢
la capacita di catturare e fissare CO2 atmosferica, contribuendo cosi alla riduzione
dei gas serra. Inoltre, tramite questo metodo la CO> viene convertita in prodotti
della fotosintesi, come proteine e lipidi. In aggiunta, questo meccanismo trofico

presenta un basso rischio di contaminazione da batteri eterotrofi, rendendo la
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coltivazione autotrofa particolarmente adatta per grandi impianti all'aperto, come
gli open ponds (Daneshvar et al. 2021; Vale et al. 2020). Tuttavia, questo tipo di
coltivazione presenta sfide significative, in particolare la dipendenza dalla luce
solare: infatti, nelle colture ad alta densita spesso viene riscontrato il fenomeno
dell’auto-ombreggiamento, col quale si osserva una ridotta efficienza fotosintetica
da parte delle cellule situate nelle aree piu interne dei fotobioreattori, a causa di
un’esposizione non ottimale alla luce (Abreu et al. 2022). Questo porta a un
rallentamento della crescita della biomassa e limita la produttivita complessiva.
Anche la gestione della CO; ¢ critica, poiché la CO> disciolta pud comprendere
meno di 1 mg L del carbonio inorganico disciolto totale quando il mezzo ¢ in
equilibrio con I'atmosfera (Daneshvar et al. 2022). Data la sua bassa solubilita della
CO2 nel mezzo di coltura, questo ne limita l'efficienza di assorbimento da parte
delle alghe. Tuttavia, non vi si pud fare unicamente affidamento sulla CO;
atmosferica, dato il fatto che nell’atmosfera ¢ presente circa lo 0,039% di anidride
carbonica in volume (Kumar et al. 2010). Vi sono dunque necessari meccanismi per
concentrare la CO; all’interno del mezzo di coltura, tra cui ricorrere all’ utilizzo di
elevati volumi di CO; generata da processi industriali o I’impiego ausiliare di altre
fonti di carbonio inorganico, quali il bicarbonato (Abreu et al. 2022). Tuttavia, vi €
da considerare che I’impiego di queste fonti supplementari di carbonio inorganico
possono rappresentare fino al 50% dei costi totali di produzione della biomassa
(Chisti 2013). Infine, nella coltivazione autotrofa, uno degli aspetti critici ¢ la
gestione dell'illuminazione, elemento essenziale per sostenere la crescita cellulare
e la fotosintesi. L'impiego della luce solare rappresenta un'opzione vantaggiosa
poiché € una risorsa naturale, gratuita e abbondante. Tuttavia, nel caso in cui vi si
faccia affidamento sulla illuminazione naturale, questo tipo di metabolismo pone
limiti alla produttivita di biomassa microalgale. Infatti, durante la notte, 1 composti
accumulati durante la fase diurna vengono consumati per ottenere energia (Abiusi
et al., 2020). Inoltre, le inevitabili variazioni climatiche e le fluttuazioni stagionali
possono compromettere la produttivita, causando una riduzione della resa durante i
periodi di scarsa illuminazione (Maltsev et al. 2021). Per ovviare a tali limitazioni,
l'illuminazione artificiale offre un'alternativa che garantisce una fonte luminosa
costante e controllabile. Cio consente di mantenere elevati livelli di fotosintesi e di

crescita anche in assenza di luce naturale. Tuttavia, 1’adozione di luce artificiale
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comporta costi significativi, sia in termini di investimento iniziale che di consumo
energetico (Sirohi et al. 2022; Chen et al. 2011). Si stima, infatti, che i costi di
produzione possano aumentare fino a 25,3 $ per chilogrammo di biomassa secca,
con una conversione di appena il 4-6% dell'energia elettrica in energia chimica
accumulata nella biomassa (Blanken et al. 2013), anche se ¢ possibile ottimizzare
questi numeri lavorando sia sull’efficienza delle lampade, che sulla gestione delle
condizioni operative dei reattori (Diotto, et al. 2022; Borella, et al. 2021). In ogni
caso, risulta evidente che 1’utilizzo di luce artificiale puo essere sostenibile solo per
la produzione di composti ad alto valore aggiunto, per i campi farmaceutici,

nutraceutici o altre applicazioni molto specializzate.

1.2.2 Metabolismo eterotrofico

Al contrario della via autotrofica, il metabolismo eterotrofico risulta incentrato
sull’utilizzo di carbonio organico come fonte di carbonio ed energia. Le principali
componenti utilizzate sono come glucosio, glicerolo e acetato, che, in assenza di
luce, vengono utilizzati per il processo di respirazione cellulare per produrre
energia. In senso lato, tutti gli organismi, comprese le microalghe, utilizzano gli

stessi percorsi metabolici per la respirazione (Perez-Garcia et al. 2011).
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La respirazione cellulare nelle microalghe segue differenti percorsi metabolici in
base al substrato disponibile. Il glucosio viene metabolizzato grazie all’enzima
glucosio deidrogenasi, che ne avvia la trasformazione in assenza di fosforilazione
(Baalan et al., 1973). II glicerolo, invece, viene prima fosforilato a glicerofosfato
con ATP e poi convertito in trioso fosfato, seguendo vie enzimatiche che lo
trasformano in gliceraldeide-3-fosfato e glicerato (Perez-Garcia et al. 2011). Il
lattato ¢ ossidato a piruvato mediante I'enzima d-lattato deidrogenasi, mentre
I’acetato € convertito in acetil-CoA con consumo di ATP (Gruber et al., 1974; Perez-
Garcia et al. 2011). Questi substrati sono poi processati principalmente attraverso
la via del pentoso fosfato (PPP) e il percorso Embden-Meyerhof-Parnas (EMP)
(Morales-Sanchez et al. 2015). Il PPP ¢ particolarmente significativo, poiché enzimi
comuni a questo e al ciclo di Calvin consentono una regolazione coordinata tra il
metabolismo del carbonio e la fissazione fotosintetica di CO- anche in condizioni
di buio (Abreu et al., 2022). Nel metabolismo dell’acetato, il ciclo del gliossilato e
il ciclo dell’acido tricarbossilico (TCA) generano intermedi di carbonio, ATP e
NADH, con il ciclo del gliossilato che utilizza specifici enzimi, quali malato sintasi
e isocitrato liasi (Morales-Sanchez et al. 2015). Durante la crescita in assenza di
luce, l'attivita mitocondriale del ciclo TCA e del trasporto di elettroni assicura
I’efficienza respiratoria, analogamente a quanto avviene nelle piante superiori
(Baalan et al., 1973). Tuttavia, non tutte le specie possono sfruttare questo
metabolismo: tra le piu studiate in condizioni eterotrofe c'¢ il genere Chlorella la
produttivita di biomassa eterotrofa in glucosio puo essere fino a 27 volte superiore
a quella autotrofa (Han et al. 2012) e Dunaliella sp. in quanto cresce con molti
substrati organici diversi (Abreu et al. 2022; Ruiz et al. 2022). Attualmente, gli
zuccheri come il glucosio e il saccarosio sono i principali substrati organici
impiegati nella fermentazione delle microalghe (H. Jin et al. 2021). Tuttavia, 1'uso
di questi zuccheri pud comportare costi elevati e impatti sulla sostenibilita del
processo, in quanto derivano da colture terrestri, che competono con l'industria
alimentare (Barbosa et al. 2023). Per questo motivo, ¢ cruciale sostituirli con
substrati organici piu economici € a minore impatto ambientale, come gli zuccheri
di scarto (H. Jin et al. 2021). Dal punto di vista economico, la coltivazione eterotrofa
risulta piu vantaggiosa rispetto a quella autotrofa, perché non dipende dalla luce

come fonte di energia primaria. Questo permette 1’utilizzo di fermentatori comuni
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come bioreattori, senza dover ricorrere a fotobioreattori complessi (Perez-Garcia et
al. 2011). Inoltre, I'assenza di illuminazione riduce i consumi energetici, eliminando
la necessita di illuminazione artificiale, e semplifica il design dei bioreattori, poiché
non ¢ piu richiesto un elevato rapporto superficie/volume (Abreu et al. 2022). Un
ulteriore vantaggio ¢ 1’assenza del fenomeno di auto-ombreggiamento tra le cellule,
che consente di ottenere densita cellulari notevolmente elevate (H. Jin et al. 2021).
Le colture eterotrofe, infatti, mostrano tassi di crescita generalmente superiori, con
un aumento significativo della produttivita di biomassa (Tocca et al. 2024; Ruiz et
al. 2022). Tuttavia, questa modalita presenta alcune sfide, tra cui l'alto rischio di
contaminazione microbica dovuto alla presenza di substrati organici, che
favoriscono la crescita di batteri e funghi concorrenti. Per evitare questo problema,
¢ necessario mantenere condizioni axeniche, richiedendo una rigorosa
sterilizzazione di bioreattori, gas e substrati (Di Caprio et al. 2019). Altri problemi
specifici includono la quasi totale perdita dei pigmenti fotosintetici e l'effetto
inibitorio di elevate concentrazioni di substrati organici sulla crescita (Ruiz et al.
2022). Per questi motivi, la coltivazione eterotrofa risulta piu vantaggiosa per la
produzione di grandi quantita di biomassa in tempi ridotti, raggiungendo
concentrazioni superiori ai 100g L' (Bumbak et al. 2011;Jin et al. 2021) e costi di
produzione stimati intorno a 1,08 € kg! di peso secco (Ruiz et al. 2022), contro i
4.5 € kg! di biomassa secca ottenuta in autotrofia (Tredici et al. 2016; (Fernandez

et al., 2019).

1.2.3 Meccanismo mixotrofico

Il meccanismo di crescita mixotrofico permette infine di combinare il metabolismo
autotrofo ed eterotrofo. In questo sistema, le specie sono in grado di assimilare
simultaneamente CO> e carbonio organico esogeno, tramite un’azione sinergica di
meccanismo fotosintetico e respirativo, rispettivamente. In maniera completamente
analoga all’eterotrofia, anche nella mixotrofia la luce non rappresenta il principale
fattore limitante, in quanto le microalghe possono crescere utilizzando anche il
carbonio organico. Tuttavia, a differenza dell’eterotrofia, 1’utilizzo combinato della
luce permette di mantenere la biosintesi di prodotti fotosintetici, come 1 pigmenti e

1 carotenoidi, che sono di grande valore commerciale (Daneshvar et al. 2021; Lari
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and Khosravitabar 2021). Uno degli aspetti piu vantaggiosi della mixotrofia ¢ la
possibilita di ottenere una crescita cellulare rapida e una maggiore produzione di
biomassa rispetto ai modelli trofici puramente autotrofi o eterotrofi. Tuttavia, per
alcune specie, si osserva una produttivita superiore rispetto ai singoli meccanismi
autotrofi ed eterotrofi, mentre per altre questa differenza non risulta altrettanto
significativa (Abreu et al. 2022). Nella coltivazione mixotrofica, il fabbisogno di
luce ¢ ridotto rispetto alla crescita fotoautotrofa, poiché l'alga pud sopperire alla
fotosintesi con il metabolismo eterotrofico (Daneshvar et al. 2021). Inoltre, cio
rende il processo meno dipendente dalle fluttuazioni ambientali della luce,
migliorando la flessibilita e l'efficienza produttiva del sistema (Abreu et al. 2022).
La coesistenza dei processi respiratori ¢ fotosintetici in condizioni mixotrofe, resa
possibile dalla presenza di strutture dedicate a entrambi i metabolismi, genera un
equilibrio dinamico interno alla cellula: la CO: prodotta dalla respirazione viene
utilizzata nella fotosintesi, mentre 1’ossigeno generato dalla fotosintesi viene
consumato dalla respirazione, riducendo cosi la necessita di fornire CO- o ossigeno
dall’esterno (Abiusi et al., 2020). Questo ciclo interno di gas rende la coltivazione
mixotrofa un processo quasi a bilancio neutro di carbonio, riducendo le emissioni
di CO: rispetto ai modelli eterotrofi, dove fino al 60% del carbonio organico puo
essere perso sotto forma di CO: (Abiusi et al. 2020; Abreu et al. 2022). Nel
complesso, tuttavia, si osserva una produzione netta di COz, poiché il quantitativo
generato supera quello consumato durante la fotosintesi (Abreu et al. 2022). Questo
fenomeno ¢ anche una delle ragioni per cui nelle colture mixotrofiche si registra un
abbassamento del pH (Candido et al., 2020). Tuttavia, non tutte le specie di
microalghe sono capaci di crescita mixotrofa, inoltre la gestione delle condizioni di
crescita in mixotrofia richiede un attento bilanciamento tra la disponibilita di luce
e di carbonio organico (Abiusi et al. 2020). Un’eccessiva concentrazione di
substrati organici o un’intensita luminosa troppo elevata possono causare
fotoinibizione o inibizione della respirazione, riducendo I’efficienza del processo
(Kong et al. 2020). Studi recenti hanno anche proposto una forma particolare di
mixotrofia, nota come “fotoeterotrofia”, in cui il metabolismo cellulare si adatta in
base alla disponibilita di carbonio organico e luce, passando dall’autotrofia
all’eterotrofia a seconda delle condizioni ambientali (Abiusi et al. 2020; Daneshvar

et al. 2021; Mondal et al. 2017). Grazie alla flessibilita metabolica e alla maggiore
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resa di biomassa, questo approccio offre un enorme potenziale per applicazioni
industriali, quali la produzione di biocarburanti e prodotti nutraceutici, oltre che per
il trattamento delle acque reflue (Daneshvar et al. 2021; Khan et al. 2022; Khan et
al., 2018).

1.3 Fattori che influenzano la crescita delle microalghe

1.3.1 Disponibilita di nutrienti

Le microalghe necessitano di una vasta gamma di nutrienti per svolgere i loro
processi metabolici, che possono essere suddivisi in macronutrienti e micronutrienti
in base alle quantita richieste. Inoltre, ¢ necessario che questi siano in quantita
sufficienti e in forme chimicamente accessibili per le microalghe (Daneshvar et al.
2021). Tra i macronutrienti essenziali vi sono il carbonio (C), I'azoto (N) e il fosforo

(P), che giocano un ruolo cruciale nella crescita e nello sviluppo delle microalghe.

Il carbonio ¢ il principale componente della biomassa, rappresentando fino al 65%
del peso secco delle alghe (Markou et al., 2014). Esso ¢ fondamentale per la
fotosintesi, durante la quale viene assimilato sotto forma di CO», carbonato o
bicarbonato per la coltivazione autotrofa, mentre in condizioni eterotrofe viene
assorbito sotto forma di substrati organici come glucosio o acetato (Mohsenpour et
al. 2021; Zuccaro et al. 2020). La disponibilita di carbonio inorganico nell'acqua ¢
influenzata da fattori come pH e temperatura, che determinano la forma in cui il
carbonio si presenta (CO2, HCO3™ 0 CO3*") (Juneja et al., 2013). Dall’altra parte,
principali modi di assorbimento del carbonio organico nelle cellule sono la

diffusione, il trasporto attivo e la fosforilazione (Perez-Garcia et al. 2011)

L'azoto, che costituisce circa il 7-11% del peso secco delle microalghe, ¢ un altro
elemento fondamentale, essenziale per la sintesi di proteine, acidi nucleici (DNA,
RNA), amminoacidi e pigmenti fotosintetici come la clorofilla (Markou et al.
2014). L'azoto puo essere fornito alle colture di microalghe in diverse forme, sia
inorganiche (nitrati, nitriti ¢ ammonio) che organiche (urea, amminoacidi), a
seconda del tipo di specie algale e delle condizioni di crescita (Ravindran et al.
2016; Richmond 2004). In generale si ¢ evidenziato 'ordine in cui le microalghe

preferiscono utilizzare 1'azoto inorganico ¢ NH4+" > NO3~ > N3 e non utilizzano
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altre fonti di azoto finché non viene utilizzato tutto I'ammonio (Hsieh-Lo et al.

2019).

I1 fosforo, sebbene presente in quantita minori tra 0,05% e il 3,3% del peso secco
(Grobbelaar 2004). E coinvolto in processi metabolici chiave. sottoforma di
nucleosidi trifosfati, che fungono da valuta energetica universale nella cellula.
Inoltre, costituisce parte integrante di molecole essenziali come proteine, DNA,
RNA e fosfolipidi (Dyhrman 2016). La composizione puo variare notevolmente tra
1 taxa e in funzione della fisiologia. Tuttavia, ¢ spesso uno dei fattori limitanti piu
importanti per la crescita. Cio, ¢ dovuto alla sua disponibilita, in quanto il fosforo
ha la tendenza di legarsi facilmente ad altri ioni, come il carbonato e il ferro,
formando precipitati che ne limitano 1'assorbimento da parte delle alghe. Il fosforo

viene comunemente fornito sotto forma di ortofosfato (PO4?") (Richmond 2004).

Oltre a C, N e P, le microalghe richiedono altri micronutrienti in concentrazioni
minori. Nonostante le basse quantita richieste sono essenziali come supporto per
molte funzioni biologiche. Tra questi il ferro (Fe) e manganese (Mn) che agiscono
come cofattori enzimatici, mentre il calcio (Ca) lo si ritrova in strutture cellulari
come la parete (Khan et al. 2018; Markou et al. 2014). La corretta gestione e
fornitura di questi nutrienti ¢ fondamentale per ottimizzare la crescita e la

produttivita delle microalghe nelle colture industriali.

1.3.2 Luce

La luce ¢ un elemento fondamentale nella crescita delle microalghe fotosintetiche,
influenzando in maniera significativa la loro produttivita, composizione biochimica
e resa in biomassa. Come visto in precedenza la luce puo essere fornita in modo
naturale o artificiale, entrambe con i propri vantaggi e svantaggi; tuttavia, I'uso di
sorgenti luminose avanzate, come i LED monocromatici, permette di modulare
l'illuminazione in modo preciso, adattando la composizione spettrale della luce alle
esigenze specifiche della coltura. I LED, oltre a essere piu efficienti dal punto di
vista energetico rispetto alle lampade tradizionali, consentono di scegliere
lunghezze d'onda specifiche per stimolare la produzione di composti desiderati,

migliorando 1'efficienza fotosintetica e riducendo 1 costi operativi (Borella et al.,
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2022; Porto et al. 2022;Schulze et al. 2014). I principali attributi della luce che ne
determinano I'efficacia sono l'intensita, lo spettro, e il fotoperiodo, ovvero
I’alternanza di cicli luce-buio. Per quanto riguarda I’intensita luminosa, la
fotosintesi risponde a questa seguendo una curva di risposta caratterizzata da tre

fasi: limitazione della luce, saturazione e fotoinibizione.

Light- . Light- Light-
limited : saturated : inhibited

max ; ......

Rate of photosynthesis (P)

le binhib
Light intensity (I)

Figura 1.3 Relazione tra intensita luminosa e tasso di fotosintesi (Béchet et al., 2013).

A basse intensita di luce, il tasso di fotosintesi aumenta in modo lineare con
l'incremento dell'intensita luminosa, poiché la fotosintesi ¢ limitata dalla
disponibilita di fotoni. Una volta raggiunta la saturazione della luce, la fotosintesi
non aumenta ulteriormente e puo subire un calo se l'intensita luminosa diventa
eccessiva, causando fotoinibizione. Questo ¢ un fenomeno che pud danneggiare
l'apparato fotosintetico e compromettere la crescita cellulare (Béchet et al. 2013;
Daneshvar et al. 2021; Khan et al. 2018). Anche lo spettro che si vuole utilizzare
gioca un ruolo altrettanto cruciale nei processi metabolici delle microalghe. La luce
blu, con lunghezze d'onda comprese tra 450 e 490 nm, favorisce I'accumulo di acidi
grassi poli-insaturi (PUFAs) e lipidi, mentre la luce rossa stimola la fotosintesi e la
divisione cellulare. La luce verde, invece, ¢ associata alla produzione di pigmenti
fotosintetici, come la clorofilla e le ficobiliproteine (Habibi et al., 2019; Jin et al.
2021). Infine, altro parametro importante ¢ la durata dell'illuminazione. L'uso di
cicli luce-buio puo ottimizzare la fotosintesi, riducendo il rischio di fotoinibizione
e migliorando l'efficienza nell'assorbimento della luce. Inoltre, 1 cicli di buio

permettono alle microalghe di riparare eventuali danni ai fotosistemi, promuovendo
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la stabilita e la salute della coltura nel lungo periodo (Yustinadiar et al., 2020).
Questo approccio consente anche di ridurre il consumo energetico, aspetto
essenziale per la sostenibilita economica delle colture su larga scala (Maltsev et al.
2021; Zanolla et al. 2022). La combinazione ottimale di intensita luminosa,
lunghezza d'onda e fotoperiodo pud variare a seconda della specie di microalga

coltivata (Zuccaro et al. 2020).

1.3.3 pH

I1 pH ¢ un parametro fondamentale che influenza numerosi aspetti del metabolismo
e della crescita delle microalghe, tra cui l'assorbimento di nutrienti, l'attivita
enzimatica e la disponibilita di carbonio inorganico e fosforo. La maggior parte
delle specie di microalghe preferisce un pH compreso tra 6 e 8, condizioni che
favoriscono l'ottimizzazione dei processi metabolici e la crescita cellulare
(Brindhadevi et al. 2021; Zuccaro et al. 2020). Tuttavia, alcune specie estremofile,
come quelle acidofile, sono capaci di prosperare in condizioni di pH estremamente
bassi, inferiori a 3, dimostrando un'elevata tolleranza a pH acidi. Un esempio
significativo ¢ rappresentato da Galdieria sulphuraria, un'alga acidofila che ¢ in
grado di crescere in modo autotrofo a pH 2 (Banihashemi et al. 2023). Il controllo
del pH nelle colture di microalghe ¢ spesso ottenuto mediante insufflazione di CO>
o aggiunta di acidi organici o inorganici, in modo da contrastare eventuali variazioni
dovute alla degradazione di metaboliti o all'attivita fotosintetica. Con particolare
riferimento alle colture eterotrofiche e mixotrofiche, anche il carbonio organico puo
essere fortemente influenzato dal pH del mezzo, essendo che ambienti
estremamente acidi possono indurre fenomeni di decomposizione degli zuccheri,
quali disidratazione, frammentazione. (Shallenberger et al., 1983). Mantenere il pH
stabile ¢ essenziale per garantire la disponibilita di nutrienti chiave come fosfati e
ammonio, oltre a regolare il trasferimento dei gas (Daneshvar et al. 2021). In
aggiunta valori di pH piu bassi possono essere sfruttati per ridurre il rischio di
contaminazione da parte di batteri e microrganismi indesiderati (Scherhag and

Ackermann 2021).
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1.3.4 Temperatura

La temperatura gioca un ruolo cruciale nel metabolismo, nella fotosintesi e nella
crescita delle microalghe, influenzando direttamente processi come la fissazione
della CO; e l'assorbimento di nutrienti. Le microalghe mesofile, che rappresentano
la maggior parte delle specie impiegate a livello industriale, proliferano in
condizioni ottimali di temperatura, generalmente comprese tra 24 ¢ 35°C (Zuccaro
et al. 2020). Tuttavia, esistono anche microalghe psicrofile, che crescono a
temperature inferiori ai 15°C, e termofile, che prosperano a temperature superiori
ai 50°C, dimostrando la notevole variabilita termica che puo caratterizzare queste
specie (Varshney et al. 2015). Non sono stati segnalati organismi fotosintetici che
crescano oltre i 75 °C, probabilmente a causa dell'instabilita delle clorofille oltre
questa soglia (Varshney et al. 2015). Sebbene temperature al di fuori dell'intervallo
ottimale possano ridurre l'efficienza della fotosintesi e la crescita complessiva, esse
possono essere sfruttate per indurre condizioni di stress e stimolare la produzione
di metaboliti di valore, come gli acidi grassi polinsaturi (PUFAs) e altri lipidi
(Paliwal et al. 2017; Zuccaro et al. 2020). Le conseguenze di temperature superiori
ai valori ottimali di crescita delle microalghe sono generalmente considerate piu
dannose rispetto agli effetti delle basse temperature. L'impatto negativo delle alte
temperature ¢ comunemente attribuito allo stress termico, che pud compromettere
l'attivita enzimatica, portando all'inattivazione e alla denaturazione degli enzimi,
fino a danneggiare le proteine essenziali per la fotosintesi (Salvucci et al., 2004). In
risposta a condizioni termiche eccessive, le microalghe adottano strategie di
adattamento specifiche, che variano a seconda della specie, per minimizzare i danni
(Ras et al., 2013). Da un punto di vista matematico, tale comportamento biologico
¢ evidenziato da una curva a campana (Ras et al. 2013), che evidenzia come la
crescita aumenti gradualmente con l'incremento della temperatura fino a

raggiungere un massimo, seguito da un rapido declino oltre la soglia ottimale.
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Figura 1.4: Effetto della temperatura sui tassi di crescita delle microalghe.

La curva illustrata nella figura 1.5 mostra chiaramente I'impatto della temperatura
sui tassi di crescita delle microalghe. Tale curva ¢ tipicamente asimmetrica, con un
aumento asintotico della crescita fino a raggiungere il picco, oltre il quale si verifica

una repentina diminuzione (Ras et al., 2013).

1.4 Strategie per la coltivazione delle microalghe su larga scala

La coltivazione industriale delle microalghe presenta numerose sfide, soprattutto
per quanto riguarda I'ampliamento del processo su larga scala. Se il controllo delle
condizioni operative ¢ relativamente semplice su scala di laboratorio, lo stesso
diventa piu complesso a livello industriale, dove 1’ottimizzazione della produttivita
richiede uno studio approfondito delle metodologie e dei sistemi di coltivazione
(Benner et al. 2022). Rispetto alle prime, ¢ possibile annoverare coltivazioni in
batch ed in continuo tra 1 metodi principali, mentre strutturalmente parlando il
criterio distingue tali sistemi in aperti e chiusi. In entrambi i casi, la scelta del
sistema di coltivazione e della metodologia utilizzata deve essere ponderata in
funzione degli obiettivi di produzione. Ad esempio, per produzioni su larga scala,
come la biomassa per bioenergia, i sistemi aperti possono risultare piu adatti, mentre
per applicazioni ad alto valore aggiunto, come la produzione di composti bioattivi,

1 sistemi chiusi offrono maggiore affidabilita e qualita (Abdur Razzak et al. 2024).
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1.4.1 Batch

La coltivazione in batch ¢ una delle metodologie piu diffuse per la crescita delle
microalghe a livello commerciale, grazie alla sua semplicita e facilita di

implementazione.
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Figura 1.5: Schema crescita batch.

Una volta inoculato il sistema con una quantita nota di biomassa microalgale, il
processo batch segue diverse fasi: inizialmente, nella fase di adattamento (lag), le
cellule si acclimatano alle condizioni ambientali, con una crescita minima.
Successivamente, durante la fase esponenziale, le cellule si moltiplicano
rapidamente perché la velocita specifica di crescita diventa costante e pari al
massimo valore ottenibile (Wanner and Egli 1990). Nel momento in cui si ha la
limitazione di un qualsiasi nutriente, subentra la fase stazionaria, nella quale non si
ha una crescita netta della coltura in quanto velocita di crescita e di morte si
equivalgono. Infine, nella fase di morte le cellule iniziano a morire per mancanza
di disponibilita di nutrienti, portando ad una progressiva riduzione della
popolazione nella coltura (Richmond 2004); solitamente cid0 si presenta in
concomitanza, a causa della carenza di micronutrienti (Fernandes et al. 2015).
Sebbene il metodo batch sia efficiente per la produzione di biomassa e metaboliti
secondari, presenta come principale svantaggio una produttivita non costante;
questo perché alterando costantemente la disponibilita di nutrienti la velocita di
crescita tende a variare sempre. Inoltre, la biomassa prodotta presenta una qualita
variabile, in quanto durante le diverse fasi di crescita le cellule subiscono
cambiamenti morfologici e funzionali (Lee and Shen 2004). A questo si aggiungono

ulteriori problematiche in ottica di processo, come 1 tempi di inattivita per la pulizia
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e il riavvio del sistema, che portano ad una ulteriore riduzione della produttivita,
nonché maggiori richieste di manodopera, acqua e sostanze chimiche (Vale et al.

2020).

1.4.2 Reattori in continuo

La coltivazione continua rappresenta una metodologia alternativa a quella batch,
progettata per mantenere un controllo stabile e prolungato delle condizioni di
crescita. A livello operativo, la coltivazione continua prevede un flusso di terreno
fresco in ingresso e un flusso in uscita che rimuovono la biomassa in eccesso e parte

del terreno consumato.
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Figura 1.6: Schema sistema continuo.

L’aumento della concentrazione cellulare nel fotobioreattore (PBR) risulta dalla
differenza tra la crescita e la rimozione della biomassa (Lee and Shen 2004). Per un
intervallo di tempo infinitesimale, il bilancio di materia della specie ¢ espresso

come segue (Fernandes et al. 2015):

dy
T dt

|4 = .UCXV'I' I71’71 CX,in - Vout CX,out (1-1)

dove V,. ¢ il volume di lavoro (L), 4Cx/dt rappresenta I’accumulo di biomassa nel
bioreattore (g L™ h™"), p € il tasso di crescita specifico (h™"), Cx e Cx oy SONO
rispettivamente le concentrazioni di biomassa in ingresso e in uscita (g L"), V;, e

V out Tappresentano le portate volumetriche in ingresso e uscita (L h™) (Fernandes

28



et al. 2015; Richmond 2004). I1 sistema ¢ configurato affinché nuovo terreno sterile
sia introdotto alla stessa velocita con cui viene rimosso Vi = Vo, =V,
mantenendo cosi costante il volume nel reattore. In tale condizione, l'equazione si

semplifica come segue:
daCy _ _ v
= (=) (1.2)

dove il termine V/Vr rappresenta il tasso di diluizione D della coltura (h™") (Lee

and Shen 2004).

TE= (u-D)Cx (1.3)

Dopo una fase iniziale di adattamento la biomassa si stabilizza ad un valore
costante, noto come stato stazionario, per cui il termine di accumulo netto di

biomassa ¢ nullo (Fernandes et al. 2015):

dcy
“E=0 (1.4)

da cui risulta che le cellule crescono ad una velocita che equivale al tasso di

diluizione:
u=2D (1.5)

Grazie a questo processo, la coltura pud essere mantenuta in crescita per tempi
indefiniti con caratteristiche costanti, sia quantitative che qualitative (Fernandes et
al. 2015). Cio rende il sistema ideale per studi sull'assimilazione dei nutrienti, la
produzione di metaboliti secondari e la risposta delle cellule a stimoli ambientali

specifici, in un contesto ottimale per la modellazione (Gresham and Dunham 2014).
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Figura 1.7 Profilo tipico della concentrazione di biomassa in un reattore in continuo.

Dal reciproco del tasso di diluizione ¢ possibile ricavare un altro parametro
operativo chiave, ovvero il tempo di permanenza 7, o tempo di ritenzione idraulica,

definito come il rapporto tra il volume del reattore (V,.) e la portata volumetrica (V)

(Uppal et al., 1976):
T= (1.6)

Tale variabile indica quanto a lungo ogni cellula rimane nel reattore. Cambiando il
tempo di permanenza si alterano le condizioni di crescita, alle quali le cellule si
adattano in un periodo transitorio che dura circa tre o quattro volte il tempo di
residenza (Trentin et al. 2021). Tra 1 principali metodi di coltivazione continua, si
distingue il chemostato, in cui il tasso di crescita ¢ controllato dalla diluizione, e il
turbidostato, che mantiene costante la densita cellulare mediante un feedback di
controllo (Lee and Shen 2004). Quest’ultimo risulta vantaggioso per microrganismi
a crescita lenta o con cicli cellulari complessi e in ambienti con substrati inibitori o
vicini al tasso di crescita massimo (Fernandes et al. 2015). Rispetto al batch, la
coltivazione continua offre vantaggi significativi per le applicazioni industriali, in
quanto questo sistema permette di ridurre i tempi morti tra le produzioni e
garantendo una crescita piu rapida. Inoltre, consente 1’eliminazione della fase di lag
della crescita, garantendo una produzione maggiore e costante nel tempo (Lee and
Li 2017). Grazie all’automazione e alla minore necessita di intervento umano, ¢
possibile contenere 1 costi operativi. Infine, il sistema continuo, una volta raggiunto
lo stato stazionario, offre stabilita di performance di coltivazione, elevata

riproducibilita e la possibilita di studiare con precisione variabili operative (Peter et
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al. 2022a). Tuttavia, tali sistemi non sono privi di problematiche. In primis,
I’installazione degli impianti comporta costi e tempi maggiori. Inoltre, causa dei
tempi di coltivazione dilatati nel tempo e al fatto che tale modalita di base ¢ un
sistema “aperto”, aumenta di conseguenza la probabilita di contaminazione da parte
di microrganismi indesiderati e di mutazioni genetiche della specie coltivata

(Fernandes et al. 2015; Vale et al. 2020).

1.4.3 Sistemi aperti

I sistemi aperti per la coltivazione delle microalghe, conosciuti anche come open
ponds o raceway ponds, sono largamente utilizzati su scala industriale per la loro
economicita e semplicita di costruzione e manutenzione (Chisti 2016). Questi
sistemi consistono in vasche poco profonde, dove la coltura viene mescolata da pale
rotanti per garantire la circolazione delle alghe e dei nutrienti, al fine di ottenere
una cultura omogenea. Tuttavia, uno dei principali svantaggi di questi sistemi ¢
l'incapacita di controllare in modo preciso parametri cruciali per la crescita, come
il pH, la temperatura e la disponibilita di luce e CO:, che vengono facilmente
influenzati dalle condizioni atmosferiche e stagionali (Fernandes et al. 2015; Jerney
and Spilling 2020; Khan et al. 2022). Inoltre, essendo esposti all'ambiente, gli open
ponds sono altamente suscettibili a contaminazioni da microrganismi indesiderati e

inquinanti atmosferici, che possono compromettere la resa e la qualita della coltura

(Tredici et al. 2016).
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Figura 1.8: Schematizzazione di alcune tipologie di open ponds (Kiran et al., 2014).
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Nonostante questi limiti, 1 sistemi aperti restano una scelta economica, soprattutto
per la produzione di composti a basso valore, come la biomassa per la nutrizione
animale. Alcune soluzioni, come l'impiego di High Rate Algal Ponds (HRAP) che
utilizzano acque reflue e sfruttano la simbiosi con batteri eterotrofi, sono state

sviluppate per migliorare l'efficienza e ridurre i costi operativi (Rawat et al. 2011).

1.4.4 Sistemi chiusi

I sistemi chiusi per la coltivazione delle microalghe, noti come fotobioreattori
(Photobioreactors - PBRs), offrono un ambiente controllato che consente di
monitorare e ottimizzare 1 parametri di crescita, riducendo il rischio di
contaminazioni rispetto ai sistemi aperti (Fernandes et al. 2015). Essendo poi
utilizzati principalmente per la coltivazione in autotrofia, tali reattori sono
generalmente costruiti con materiali trasparenti come polivinil-cloruro o il
plexiglass, oltre al vetro (Dange et al. 2022): entrambe le plastiche sono
economiche, mentre il vetro risulta piu dispendioso, anche se ¢ altamente durevole
e rappresenta 1'unico materiale che consente la sterilizzazione termica. Sempre da
un punto di vista costruttivo, vengono adottate geometrie specifiche atte a
massimizzare la superficie di irraggiamento, per espletare al meglio il metabolismo
fotosintetico della specie e migliorare cosi le efficienze di produzione (Zhang et al.
2016). Inoltre, un'efficiente mescolazione del mezzo risulta cruciale per garantire
che tutte le cellule ricevano un'illuminazione adeguata, prevenendo fenomeni di
ombreggiamento o stratificazione termica e assicurando una distribuzione
omogenea dei nutrienti, e una crescita omogenea all'interno del reattore (Terry et
al., 1985) Rispetto ad i sistemi aperti, I’evaporazione dell’acqua ¢ molto meno
incentivata, consentendo anche sotto questo aspetto una migliorata gestione
(Calderon et al., 2022). Uno dei principali vantaggi dei PBR ¢ la possibilita di
coltivare un numero maggiore di specie algali rispetto ai sistemi aperti (Tredici et
al. 2016). 11 controllo accurato di parametri come temperatura, pH e luce rende 1
PBR piu produttivi e adatti alla produzione di biomassa e composti ad alto valore
aggiunto, da impiegare nei settori nutraceutici e farmaceutici, anche se richiedono
investimenti e costi di manutenzione piu elevati (Jerney et al., 2020). Questi sistemi

sono inoltre ideali per coltivare alghe in regioni piu fredde, dove le vasche aperte
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non sono praticabili a causa del rischio di congelamento, aprendo nuove possibilita
di esplorazione. Tuttavia, i PBR presentano anche alcuni svantaggi, in particolare
la gestione degli scambi gassosi, poiché mantenere un giusto equilibrio tra anidride
carbonica e ossigeno puo risultare complesso nei sistemi chiusi (Jerney and Spilling
2020). Tra i principali tipi di PBR troviamo le colonne verticali, i flat panel e i

reattori tubulari, ognuno dei quali offre specifici vantaggi e limitazioni.

Figura 1.9: Diversi tipi di fotobioreattori per la coltivazione di alghe.: (a) tubolare, (b) piastra, (c)
colonna e (d) anulare. E-H — rappresentazione diagrammatica dei fotobioreattori: (e) anulare, (f)

piastra, (g) colonna, (h) tubolare (Ficara et al. 2014).

1.4.2.1 Reattori a colonna

I reattori a colonna, o fotobioreattori a colonna, sono sistemi cilindrici semplici ed
efficienti per la coltivazione di microalghe. Dotati di un diffusore di gas situato nella
parte inferiore, questi reattori utilizzano bolle d'aria o gas per facilitare la
miscelazione, migliorare il trasferimento di CO> e rimuovere l'ossigeno prodotto
durante la fotosintesi. Possono essere classificati in due categorie principali: reattori
a colonna a bolle e reattori a sollevamento d'aria. I reattori a colonna a bolle sono
caratterizzati dall'assenza di parti in movimento, il che li rende economici e facili
da mantenere, mentre i reattori a sollevamento d'aria offrono una miscelazione piu

efficiente grazie a un design che prevede il ricircolo continuo del liquido attraverso
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una zona di risalita e una zona di discesa. La capacita di questi reattori di ottimizzare
il trasferimento di massa e calore li rende ideali per la coltivazione di microalghe
ad alta densita, anche in sistemi piu grandi. Uno dei vantaggi principali dei reattori
a colonna ¢ la possibilita di ottimizzare il rapporto tra superficie illuminata e
volume, garantendo un'esposizione uniforme alla luce. Tuttavia, il diametro delle
colonne non deve superare i 0,2 m per garantire un'adeguata disponibilita di luce
nelle regioni interne del reattore e prevenire problemi di auto-ombreggiamento

(Ahmad et al. 2021; Benner et al. 2022; Zuccaro et al. 2020)

1.4.2.2 Reattori flat panel

I fotobioreattori a flat panel (PBR) sono sistemi chiusi progettati per ottimizzare
l'uso della luce grazie al loro elevato rapporto superficie illuminata/volume.
Composti da due piastre unite, il loro spessore determina la lunghezza del percorso
della luce, influenzando direttamente la densita cellulare ottimale (optimal cell
density, OCD) e la produttivita della biomassa. In generale, una minore lunghezza
del percorso luminoso porta a una maggiore efficienza nella crescita microalgale
(Wang, Lan, and Horsman 2012; Ahmad et al. 2021). L'agitazione puo essere fornita
sia tramite bolle d'aria, sia mediante agitazione meccanica. Tuttavia, possono
presentare problemi di incrostazione e sedimentazione delle cellule sulle pareti del
reattore, che rappresentano un ostacolo per lo scaling-up a volumi maggiori
(Zuccaro et al. 2020; Benner et al. 2022). Questi reattori, quindi, offrono
un'efficienza luminosa ottimale, ma richiedono un'attenta gestione dei processi di

manutenzione € pulizia.

1.6 Galdieria sulphuraria

Galdieria sulphuraria ¢ un'alga rossa unicellulare appartenente alla classe delle
Cyanidiophyceae, note per la loro capacita di prosperare in condizioni ambientali
estreme. G. sulphuraria si distingue per la sua capacita di sopravvivere in ambienti
acidi (pH 0-4), ad alte temperature (fino a 56°C) e in presenza di elevate
concentrazioni di metalli pesanti e sali (Banihashemi et al. 2023; Gross et al. 1998).

Dal punto di vista biologico, G. sulphuraria presenta una morfologia semplice
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costituita da cellule sferiche a parete spessa, contenenti un cloroplasto multilobato,
uno o piu mitocondri, un nucleo, e riserve energetiche intracellulari (Modeste et al.
2019). Una delle sue peculiarita ¢ la versatilita metabolica, che consente una
crescita sia autotrofica che mixotrofica ed eterotrofica. E in grado di utilizzare una
vasta gamma di fonti di carbonio, tra cui zuccheri e alcoli, rendendola un organismo
ideale per processi di coltivazione in condizioni variabili (Gross and
Schnarrenberger 1995): da un punto di vista genomico, e rispetto ad altre specie
della stessa classe, G. sulphuraria infatti ¢ dotata di un maggior numero di
trasportatori di monosaccaridi, il che spiega la sua versatilitd nel crescere su
molteplici fonti di carbonio (Ciniglia et al. 2004). Studi recenti hanno confermato
che G. sulphuraria puo essere coltivata con successo in fermentatori, dove le sue
condizioni di crescita in ambienti estremamente acidi inibiscono la proliferazione
di altri microrganismi, riducendo cosi il rischio di contaminazione (Pleissner et al.,
2021): ad esempio, studi hanno dimostrato che Galdieria sulphuraria puo essere
coltivata in condizioni axeniche a pH 2, riducendo la popolazione batterica del 98%
e rimuovendo tutti 1 patogeni presenti nelle acque reflue urbane non sterilizzate
(Henkanatte-Gedera et al. 2017). La capacita di G. sulphuraria di adattarsi a diverse
fonti di carbonio, insieme alla sua tolleranza a condizioni ambientali estreme, la
rende anche un candidato interessante per la produzione di biomassa ad alto valore
aggiunto. Ad esempio, studi recenti hanno dimostrato che G. sulphuraria potrebbe
essere utilizzata come ingrediente attivo nei prodotti per la cura della pelle, in
particolare per ridurre gli effetti dell'acne (Massa et al. 2019). L'uso di G.
sulphuraria nel recupero di nutrienti e metalli pesanti dalle acque reflue € un altro
campo di grande interesse: le sue caratteristiche estremofile permettono infatti di
impiegarla in processi di biorisanamento, dove si ¢ dimostrata efficace nel
rimuovere fosfati e terre rare (Minoda et al. 2015), ed esperimenti di coltivazione
in larga scala all'aperto hanno evidenziato la capacita della specie di depurare le
acque reflue urbane (Selvaratnam et al. 2014). Nonostante la bassa produttivita
della biomassa in condizioni autotrofiche rispetto ad altre specie di alghe, come
Chlorella o Chlamydomonas, G. sulphuraria eccelle in condizioni eterotrofiche,
dove pud produrre elevate concentrazioni di biomassa (fino a 100 g L' di peso
secco) e mostrare una produttivita di oltre 50 g L' al giorno (Schmidt et al., 2005;

Graverholt and Eriksen 2007). Questa straordinaria capacita di crescita rende G.
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sulphuraria particolarmente adatta alla coltivazione in bioreattori ad alta densita.
Inoltre, essa presenta un notevole potenziale per la produzione di polisaccaridi
extracellulari, che possono trovare applicazioni in ambito industriale. Questi
polisaccaridi, grazie alle loro proprieta immunomodulanti e alla capacita di
promuovere la formazione ossea, potrebbero essere impiegati come additivi o
ingredienti attivi in prodotti alimentari e farmaceutici. (Martinez-Garcia et al.,
2016). Inoltre questa combinazione di caratteristiche rende 1'alga un potenziale
candidato per una varieta di altre applicazioni biotecnologiche, tra cui la produzione
sostenibile di syngas attraverso pirolisi e gassificazione, un campo ancora poco

sviluppato (Banihashemi et al. 2023).

1.6.1 Profilo nutrizionale

Le carenze nutrizionali, in particolare la malnutrizione proteica e la carenza di
microelementi, rappresentano un problema di salute pubblica su scala globale. Le
proteine sono un macronutriente essenziale per il corpo umano, poiché forniscono
gli aminoacidi necessari per la crescita, la riparazione dei tessuti e il corretto
funzionamento di numerosi processi biologici (Jiang et al. 2023). Tuttavia, un gran
numero di persone nel mondo non riesce a soddisfare il proprio fabbisogno proteico
a causa di vari fattori fisiologici, sociali ed economici, il che porta a una riduzione

della quantita e qualita dei nutrienti nella dieta (Jiang et al. 2023).
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Figura 1.10: Stato di malnutrizione proteico-energetica tra tutti i paesi/territori nel 2019.
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In questo contesto, le microalghe, e in particolare Galdieria sulphuraria, stanno
emergendo come una fonte proteica alternativa promettente, soprattutto per le
popolazioni che hanno accesso limitato a fonti proteiche convenzionali. G.
sulphuraria € nota per il suo elevato contenuto proteico, che puo variare dal 51% al
64% del peso secco a seconda delle condizioni di coltivazione e del ceppo, come
evidenziato dallo studio di Canelli et al. (2023). In confronto ad altre microalghe
piut comunemente note, come Chlorella e Spirulina, G. sulphuraria presenta un
profilo amminoacidico piu bilanciato, comprendente tutti gli aminoacidi essenziali,
inclusi quelli contenenti zolfo, come metionina e cisteina, che sono generalmente
scarsi nelle fonti vegetali (Abiusi et al. 2024). Questo la rende particolarmente
adatta ad integrare diete deficitarie in amminoacidi solforati, cruciali per numerose
funzioni corporee, tra cui la sintesi proteica e la protezione contro lo stress
ossidativo (Abiusi, Moifiino Fernandez, et al. 2022). Inoltre, il contenuto di
triptofano, asparagina e glutammina ¢ particolarmente rilevante: secondo i dati
recenti, questi tre aminoacidi costituiscono circa un quarto del contenuto totale di
amminoacidi in G. sulphuraria (Canelli et al., 2023). Oltre al contenuto proteico, la
qualita delle proteine ¢ determinante: G. sulphuraria risulta infatti conforme ai
requisiti FAO per la composizione di aminoacidi essenziali necessari per
I’alimentazione umana, rendendola una risorsa di elevato valore nutrizionale
(Abiusi et al., 2022). Oltre a spiccare tra le microalghe piu impiegate nel settore
alimentare, il profilo amminoacidico di G. sulphuraria eccelle anche nel confronto
con la soia, la principale fonte di proteine vegetali in tutto il mondo (Abiusi, Mofiino
Fernandez, et al. 2022). Altro aspetto importante da considerare ¢ la bioaccessibilita
di tali proteine, tanto importante quanto la quantita della frazione proteica. In
genere, la bioaccessibilita dei nutrienti intracellulari da microalghe intere ¢ limitata
dalla parete cellulare indigeribile (Canelli et al. 2020). Nello specifico, G.
sulphuraria ha una parete cellulare unica, contenente basse quantita di cellulosa e
fino al 55% di proteine (Bailey and Staehelin 1968; Oesterhelt et al. 2008). Nel
tratto digerente umano, non ci sono enzimi capaci di digerire la cellulosa, mentre le
proteine sono facilmente idrolizzabili, il che spiega la buona bioaccessibilita delle
proteine in alcuni ceppi. Tuttavia, ¢ da evidenziare una bioaccessibilita proteica
variabile tra il 40% e 1'82%, dovuta alla diversa composizione biochimica e

morfologia della parete cellulare delle diverse specie di questa famiglia (Canelli et
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al. 2020; Canelli et al. 2023). Inoltre, la cellulosa insolubile costituente le pareti
cellulari ¢ in grado di raggiungere il colon e di stimolare la crescita della microflora
positiva, contribuendo cosi al miglioramento dell'ecosistema intestinale umano.
Tale struttura contribuisce alla sua elevata stabilita e ne aumenta la bioaccessibilita
proteica in condizioni specifiche (Canelli et al. 2023). Quando coltivato in modo
eterotrofico, G. sulphuraria contiene in genere circa il 20-40% (p/p) di proteine
(Graziani et al. 2012; Massa et al. 2019; Pleissner et al 2021), mentre la coltivazione
autotrofa e mixotrofa produce un contenuto proteico piu elevato, fino al 64-72%
(p/p) (Abiusi et al. 2022; Cheng et al. 2019). Inoltre, la bassa quantita di lipidi totali
e la percentuale limitata di acidi grassi polinsaturi possono influenzare
positivamente il tempo di conservazione limitando la degradazione ossidativa, che
solitamente rappresenta un problema importante quando le microalghe vengono
incorporate negli alimenti (Graziani et al. 2012). Nonostante tutte queste
caratteristiche positive di tale biomassa, le microalghe essiccate non hanno finora
acquisito un'importanza significativa come cibo o ingredienti alimentari. Cio ¢
dovuto principalmente a ostacoli sensoriali: la consistenza simile a una polvere
della biomassa essiccata ed il colore verde scuro soprattutto generano bassa
attrattivita da parte dei consumatori. E interessante perd notare che quando G.
sulphuraria viene coltivata in modo eterotrofico, diminuisce o, in alcuni casi, perde
quasi completamente il suo contenuto di pigmenti (Graziani et al. 2012; Perez Saura
et al. 2022), migliorando la desiderabilita del prodotto rispetto alla controparte
autotrofica. Questo, insieme al bilanciato profilo amminoacidico e all’elevata
concentrazione di fibre insolubili, rende G. sulphuraria un ingrediente versatile per
l'industria alimentare e nutraceutica, con potenziali applicazioni nel miglioramento

della salute intestinale e nella prevenzione della malnutrizione.
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1.7 Scopo della tesi

Nel panorama attuale, caratterizzato da un costante incremento demografico e da
una crescente domanda di risorse alimentari, la necessita di fonti di cibo alternative
e sostenibili ¢ divenuta pressante. I metodi agricoli convenzionali, pur essendo
essenziali, si rivelano spesso onerosi in termini di impatto ambientale e limitati nella
capacita di rispondere a una richiesta globale in continua espansione. Le
microalghe, e in particolare le specie estremofile come Galdieria sulphuraria,
offrono una valida opportunita di sviluppo di sistemi produttivi eco-sostenibili, in
grado di integrare principi di economia circolare ¢ di massimizzare I'efficienza
d’uso delle risorse.La presente tesi si propone di esplorare il potenziale di crescita
e produzione di biomassa di G. sulphuraria sotto diversi regimi trofici, con
un’attenzione particolare alla coltivazione in sistemi continui, oltre che in batch. La
ricerca indaga l’influenza delle principali variabili operative, come il tempo di
permanenza e la concentrazione di substrato organico, al fine di ottimizzare le
condizioni di coltura per ottenere una produttivita elevata e costante, nonché di
massimizzare le performance di coltivazione mediante appositi indicatori di resa.
L’approfondimento dell’utilizzo di vari substrati organici, compresi scarti agro-
industriali, consente inoltre di valutare il potenziale di questa alga per ’impiego di
risorse rinnovabili e di facile reperibilita, trasformando materiali di scarto in valore
produttivo. Con questo approccio, il lavoro contribuisce a definire strategie
sostenibili per la coltivazione su larga scala di G. sulphuraria, ponendo le basi per
un’applicazione industriale che risponda alle esigenze di sostenibilita e riduzione

dei costi, essenziali per 1’industria alimentare e dei mangimi.
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Capitolo 2: Materiali e Metodi

2.1 Ceppo algale e condizioni di coltivazione

L’axenicita della specie microalgale Galdieria sulphuraria SAG 21.92 (Fig. 2.1),
proveniente dalla collezione di colture di alghe dell'Universita di Gottingen,
Germania (SAQG), ¢ stata garantita preservandola in bottiglie Quickfit Drechsel® da
250 mL, con un diametro di 5 cm, a una temperatura costante di 30°C ed esposte a
una luce continua con un'intensita luminosa di 50 pmol m™ s™'. La miscelazione
delle colture ¢ stata assicurata attraverso l'insufflazione di aria atmosferica

arricchita al 5% (v/v) di CO., combinata con l'agitazione fornita da un agitatore

magnetico situato sul fondo delle bottiglie.

Figura 2.1 Immagine al microscopio di Galdieria sulphuraria SAG 21.

Per quanto riguarda i nutrienti, in una bottiglia ¢ stato aggiunto il terreno MAM
(Modified Allan Medium) per adattare la specie alle condizioni autotrofiche, mentre
in parallelo, ¢ stata preparata una seconda coltura di Galdieria sulphuraria SAG
21.92 in condizioni mixotrofiche: questo mediante 1’arricchimento del terreno
MAM con glucosio a 15 g L', ovvero con una concentrazione equivalente di
carbonio organico (gc L) pari a 6 gc L. Queste colture sono state utilizzate come
preinoculi nelle varie campagne sperimentali, con regolari diluizioni effettuate

usando i corrispettivi terreni sterili per mantenere la crescita in fase esponenziale.
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Figura 2.2 Immagine a) preinoculo in autotrofia b) preinoculo in mixotrofia.

La composizione dettagliata del mezzo, acidificato a pH 2 con acido solforico al
95-98% previa sterilizzazione in autoclave a 120°C ¢ mostrata in tabella 2.1 (Allen
1968).

Tabella 2.1 Formulazione terreno MAM arricchito.

Componente Concentrazione [g L]
NaCl 0.02
(NH4)2S0+ 5,6
MgSO,7H-0 0.6
K-HPO, 0,5
CaCl:-2H>0 0,02
CsHsO7xFe’" - yNH; 0,02
CuSO+5H-0 1.37*10°
(NH4)sMo070:4-4H:0 42 %103
ZnSO04+7H:0 18
CoCl:*6H:0 8.6 %10~
MnCl>-4H>0 4.6 *103
H3BO:s 1.14* 102
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Per le campagne sperimentali focalizzate sull’analisi delle performance di crescita
in condizioni eterotrofiche e mixotrofiche, il terreno MAM di partenza ¢ stato
modificato ad hoc con I’introduzione di alcuni substrati organici, quali glucosio
(Sigma-Aldrich), lattosio (Sigma-Aldrich), e galattosio (Tokyo Chemical Industry
co.). Inoltre, ¢ stato utilizzato il permeato di latte come fonte di carbonio organico
per valutare la possibilita di coltivare Galdieria sulphuraria da scarti dell’industria
casearia. Tale substrato ¢ stato fornito dall'azienda Centrale del latte di Vicenza ed
¢ stato caratterizzato attraverso diverse analisi chimiche, per determinare il

contenuto di glucosio, di fosfati, di carbonio organico e azoto.

Tabella 2.2 Caratterizzazione permeato del latte. TC: Carbonio Totale; IC: Carbonio Inorganico

Totale; TOC: Carbonio Organico Totale; TN: Azoto Totale; Carboidrati Totali; Fosfati Totali.

Componente Concentrazione [g L]
1C 0,179
T70C 21,122
IN 0,198
CeH1206 36,627
PO 1,169
pH 6.9

Figura 2.3 Permeato del latte.
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2.2 Modalita di coltivazione

2.2.1 Coltivazione in continuo

Per indagare I'effetto delle variabili operative sulla crescita di Galdieria sulphuraria
in condizioni ottimali, ¢ stata utilizzata la coltivazione in continuo. Questo sistema
permette di studiare parametri come ad esempio il tempo di residenza, l'intensita
luminosa e la concentrazione di nutrienti ideali per massimizzare la produttivita di
biomassa. Al fine di esaminare l'influenza delle singole variabili operative, ¢ stato
adottato l'approccio "one-factor-at-a-time", che consente di analizzare una variabile
alla volta mantenendo le altre costanti: in questo modo si garantisce cosi un'analisi

mirata degli effetti di ciascun parametro di crescita sul sistema algale.

2.2.1.1 Flat panel

Gli esperimenti in modalitd continua sono stati eseguiti coltivando Galdieria
sulphuraria all’interno di fotobioreattori flat panel in policarbonato con un volume
di lavoro pari a 200 ml, uno spessore di 2 cm e un’area illuminata di 80 cm? (Fig.
2.4). Il terreno in ingresso viene introdotto mediante 1’uso di una pompa peristaltica
multicanale (205S/CA, Watson Marlow Fluid Technology Group), che permette di
regolare la portata in entrata in accordo con il tempo di permanenza desiderato
impostando la velocita della pompa, si pud imporre la portata in entrata e, quindi, il
tempo di permanenza t, secondo I’equazione 1.6. Il terreno e la biomassa in eccesso
vengono eliminati dal sistema attraverso 1’uscita, costituita da un “troppo pieno”.
La portata in uscita eguaglia quella in entrata, percio il volume all’interno del
reattore (Vr) € mantenuto costante. La condizione di perfetta miscelazione ¢
garantita dalla presenza di un agitatore magnetico posto sul fondo del reattore e dal
sistema di aerazione, permettendo di approssimare il sistema ad un CSTR
(Continuous Stirred-Tank Reactor). 1 reattori sono mantenuti ad una temperatura
nell’intorno dell’ottimo di crescita, pari a 45°C (Oesterhelt et al., 1999), all’interno
di un incubatore termostatato (Frigomeccanica Andreaus s.r.l.). In regime di
mixotrofia, I'llluminazione continua ¢ stata fornita da una lampada LED bianca
impostata all’intensita desiderata e un bubbling costante d’aria fornito mediante una
pompa (Oase living water), e sterilizzata mediante filtro da 0,22 pm installato lungo

la linea.
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Figura 2.4 Vista isometrica e frontale del fotobioreattore utilizzato per la coltivazione in continuo
di Galdieria sulphuraria SAG 21.92.
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NUTRIENTI PBR USCITA

Figura 2.5 Rappresentazione schematica di un reattore in continuo.

Nel corso dello studio in continuo, si ¢ proceduto innanzitutto a investigare gli
effetti della concentrazione di carbonio organico in ingresso e del tempo di
permanenza sulla crescita della biomassa. Per la concentrazione di carbonio
organico equivalente, sono stati selezionati due livelli: 0,6 e 6,0 gc L. Per quanto
concerne il tempo di permanenza, sono stati testati 1 seguenti valori: 0,9, 1,5 e 3
giorni. Gli esperimenti sono stati condotti mantenendo costanti le seguenti
condizioni operative: adeguata aerazione, temperatura di 45°C, terreno MAM
acidificato a pH 2 mediante acido solforico e arricchito con glucosio. Il glucosio ¢
stato filtrato sotto cappa biologica con filtri da 0,22 pum per garantire 1'asepsi,
permettendo cosi di ottenere le concentrazioni di carbonio organico equivalente
desiderate. Tutti gli esperimenti sono stati condotti utilizzando un’intensita
luminosa incidente paria a 75 pmol m2 s™'. A confronto sono stati condotti anche
degli esperimenti in autotrofia, alle medesime condizioni tolto il carbonio organico.

Le specifiche condizioni testate sono riportate nella Tabella 2.3.
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Tabella 2.3 Studio dell’effetto del tempo di permanenza.

Numero | Substrat | Regime di Concentrazio Tempo di
. . v . ne substrato
condizion 0 coltivazion . permanenz | Fonte
e organico e organico a T [giorni]
[gc L]
1 0.9 Questa
tes1
2 1,5 Qlles.ta
Glucosio | Mixotrofia 6 - sl -
3 > Vivarelli
(2023)
4 3 Ques:ta
tesi
5 0.9 Questa
tesi
6 s | Quesa
tesi
/ Autotrofia / : :
7 ) Vivarelli
, 2023
3 3 Quegta
tesi

Successivamente, ¢ stato indagato I’effetto combinato dell’intensita luminosa e

della disponibilita di carbonio organico sulla crescita della biomassa. Questa analisi

ha consentito di esplorare come la variazione simultanea di queste due variabili

possa influenzare il metabolismo mixotrofo della specie. Gli esperimenti sono stati

condotti mantenendo costanti alcune condizioni operative fondamentali: aerazione

adeguata, temperatura di 45°C, utilizzo di terreno MAM acidificato a pH 2

mediante acido solforico e arricchito con glucosio, cosi da raggiungere le

concentrazioni desiderate di carbonio organico equivalente. Inoltre, ¢ stato fissato

un tempo di permanenza pari a 1,5 giorni. Le specifiche condizioni sperimentali

adottate, che includono le diverse intensita luminose e le concentrazioni di carbonio

organico, sono riportate in dettaglio in Tabella 2.4.
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Tabella 2.4 Effetto del rapporto intensita luminosa-carbonio organico in regime mixotrofico.

Concentrazione Intensita
Numero | Substrato .
condizione | oreanico substrato luminosa Io
g organico [g L] | [umol m? s

9 75
0,6

10 150

11 75
Glucosio 1,3

12 150

13 75
3,0

14 150

2.2.1.2 Sistema IDEA

Le unita di bioreattori IDEA, prodotte da IDEA Bioprocess Technology srls, sono
sistemi modulari progettati per coltivazioni in processi batch, fed-batch e continui.
La configurazione consiste in quattro moduli in parallelo, garantendo cosi
un’elevata efficienza nella gestione delle prove sperimentali. Ogni modulo di
consiste in un bioreattore cilindrico in vetro, ¢ di una camicia esterna riscaldante
collegata ad un bagnetto termostatico a circolazione per il controllo della
temperatura di lavoro. Da un punto di vista operativo il sistema ¢ stato impiegato
per la coltivazione eterotrofica di Galdieria sulphuraria in continuo: cio ¢ stato reso
possibile dalla presenza, per ciascun reattore, di una pompa peristaltica per
I’aggiunta del terreno di coltura fresco, e di un troppo pieno, che garantisce un
volume operativo costante pari a 235 mL. Per mantenere le condizioni di crescita
ottimali della specie, il sistema ¢ stato termostatato ad una temperatura pari a 45°C.
In aggiunta, ogni bioreattore ¢ dotato di un pH-metro integrato e di una linea d’aria
sterile con filtro da 0,22 um, mentre sul fondo del recipiente ¢ presente un agitatore
magnetico per garantire una buona miscelazione del mezzo. Come per il setup
sperimentale adottato nella sezione 2.2.1.1, il regime operativo permette di

approssimare tali reattori a dei CSTR. Il sistema puo essere controllato € monitorato
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tramite un display, dal quale ¢ possibile regolare il regime delle pompe peristaltiche
(e quindi il tempo di permanenza dei reattori) € monitorare in tempo reale il pH. Ai
fini sperimentali, sono state realizzate delle coperture esterne che oscurassero la

coltura in modo da operare in regime fermentativo, come riportato in Figura 2.6.

Figura 2.6 a) Sistema IDEA e b) Dettaglio del reattore.

Nella prima fase sperimentale, ¢ stato utilizzato un terreno di coltura MAM,
opportunamente modificato con 1’aggiunta di carbonio organico alla
concentrazione desiderata. Questa modifica ¢ stata eseguita mediante filtrazione
sterile attraverso filtri da 0,22 pum, sotto cappa biologica. La temperatura ¢ stata
mantenuta costantemente intorno al valore ottimale di 45°C. Per queste condizioni
sperimentali in continuo, il tempo di permanenza (t) ¢ stato fissato a 2 giorni, in
linea con I’approccio sperimentale "one-factor-at-a-time". In primo luogo, ¢ stato
investigato I’effetto del pH in ingresso sulle prestazioni di crescita, il terreno ¢ stato
acidificato a seguenti valori; 1, 2, 3 e 5. Successivamente, si ¢ valutato 1’effetto
della concentrazione di carbonio organico equivalente, utilizzando il glucosio come
substrato e mantenendo il pH in ingresso a 2, un tempo di residenza di 2 giorni e
una temperatura intorno ai 45°C. Infine, I’effetto del substrato, modificando quindi
I’origine del carbonio organico ¢ stata condotta utilizzando glucosio, lattosio,
galattosio e permeato del latte. La concentrazione di carbonio organico equivalente
all’interno del terreno scelta per questi esperimenti ¢ pari di 6 gc L' e lasciando
invariate le altre variabili sperimentali. Le condizioni testate per la coltivazione

eterotrofica in regime continuo sono riportate nella Tabella 2.5.
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Tabella 2.5 Panoramica degli esperimenti di coltivazione di G. sulphuraria in regime eterotrofico.

Effetto del pH in ingresso

Concentrazione di

Numero Substrato . . pH in Fonte dei
. . . carbonio organico . .
condizione organico equivalente [gc L] ingresso dati
15 1 Questa
test
3 2 Vivarelli
Glucosio 6,0 (2023)
16 3 Questa
tesi
17 5 Questa
tesi

Effetto della concentrazione di carbonio organico equivalente [gc L]

Concentrazione di

Numero Substrato . . pH in Fonte dei
.. . carbonio organico . .
condizione organico . 1 ingresso dati
equivalente [gc L]
18 0,6 Questa
tesi
19 3,0 Questa
Glucosio 2 | test
3 6,0 Vivarelli,
(2023)
20 12,0 Questa
tesi
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Effetto della tipologia di substrato

Numero Substrato C oncentrf.lzwne . pH in Fonte dei
.. . equivalente di carbonio | . .
condizione organico . 1 ingresso dati
organico [gc L]
3 Glucosio Vivarelli,
2023
21 Lattosio Quegta
6.0 ) test
22 Galattosio Questa
test
23 Permeato Ques:ta
test

2.2.4 Coltivazione in batch

Per valutare D’efficienza di consumo del substrato organico da parte di G.
sulphuraria in condizioni eterotrofiche ¢ stato condotto un esperimento in batch,
utilizzando delle beute Erlenmeyer da 250 ml (Fig. 2.7). A supporto della crescita €
stato integrato un sistema di aerazione di aria sterile, mediante I’impego di filtri da
0,22 pm, mentre degli agitatori magnetici sono stati impiegati per mantenere le
condizioni di perfetta miscelazione. La temperatura ¢ stata regolata a 45°C
mediante incubatore termostatato. Gli esperimenti sono stati condotti in triplicato
biologico, su un volume di partenza pari a 210 mL: di questi, 10 mL di biomassa
sono stati adeguatamente diluiti in 200 mL di MAM arricchito con glucosioa 15 g
L1, per ottenere in tutte e tre le repliche un egual concentrazione di partenza. Gli
esperimenti sono poi stati monitorati per sette giorni fino al raggiungimento della

fase stazionaria.
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Figura 2.7 Esperimenti in batch per la coltivazione eterotrofica di G. sulphuraria.

2.3 Monitoraggio della crescita cellulare

2.3.1 Densita ottica

La misurazione della densita ottica (OD) ¢ fondamentale per monitorare la crescita
microalgale e valutare la concentrazione cellulare delle colture nel tempo. Questa
tecnica sfrutta la legge di Lambert-Beer, secondo cui esiste una relazione lineare tra

I’assorbanza (A) del campione e la sua concentrazione (C), espressa dall’equazione

2.1:
A=¢e-C-1 (2.1)

dove ¢ ¢ il coefficiente di assorbimento molare, specifico per ogni sostanza e
dipendente dalla lunghezza d’onda utilizzata, e / rappresenta il cammino ottico, nel
nostro caso di 1 cm. Le misurazioni sono state eseguite utilizzando uno
spettrofotometro a doppio raggio (Shimadzu® UV-1900) che, grazie alla divisione
del fascio luminoso, consente di misurare simultaneamente sia il campione che il
bianco, costituito dal terreno di coltura impiegato negli esperimenti per eliminare il
contributo della torbidita del mezzo. Le misure di OD sono state effettuate
principalmente a una lunghezza d’onda di 750 nm, scelta per evitare I’assorbimento
della luce da parte dei pigmenti fotosintetici come le clorofille e i carotenoidi, che
assorbono a lunghezze d'onda inferiori, nel visibile. In questo modo, il valore di

assorbanza rilevato ¢ esclusivamente legato alla diffrazione della luce dovuta alle
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cellule in sospensione, permettendo una valutazione accurata della crescita
biomassa. Tuttavia, sono state eseguite anche misurazioni a 680 nm per determinare
I’assorbimento specifico della clorofilla a, che ha il suo picco in questa regione
spettrale, offrendo un ulteriore parametro per il monitoraggio della crescita algale.
Per garantire che le misurazioni rientrassero nell'intervallo di linearita della legge
di Lambert-Beer, ossia tra 0,1 e 1, 1 campioni con valori di assorbanza superiori a 1
sono stati opportunamente diluiti con il terreno di coltura prima della misurazione.
Il valore finale ¢ quindi ottenuto moltiplicando il valore misurato per il fattore di
diluizione applicato. Ogni misurazione ¢ stata effettuata in doppio per assicurare la
precisione dei dati, e i campioni sono stati mescolati prima dell'analisi per evitare

la sedimentazione delle cellule, che potrebbe alterare 1 risultati.

2.3.2 Peso secco

La misura del peso secco (DW) rappresenta uno dei metodi piu accurati per
determinare la concentrazione di biomassa all'interno di una coltura, espressa in
grammi per litro (g L!). Rispetto alla densita ottica (OD), che offre una risposta
rapida sulla crescita cellulare ma poco accurata, il DW consente di ottenere
informazioni piu precise e rigorose sulla reale quantita di biomassa presente. Questo
metodo ¢ utilizzato su base giornaliera durante gli esperimenti batch, mentre negli
esperimenti in continuo, ¢ impiegato solamente una volta raggiunta la condizione
di stato stazionario della coltura. In quest'ultimo caso, si richiedono almeno quattro
misure di DW consecutive che mostrino valori stabili per confermare il regime
stazionario. Il protocollo per la determinazione del peso secco prevede diversi
passaggi. Innanzitutto, si utilizzano filtri di nitrocellulosa con pori di diametro 0,22
um (Whatman®) che vengono essiccati in forno a una temperatura compresa tra
105 °C e 110 °C per un periodo di almeno 10-15 minuti, al fine di eliminare
I’umidita residua. Successivamente, 1 filtri vengono pesati su una bilancia ad alta
precisione (Atilon Acculab Sartorius Group®) con una sensibilitd di 10 g per
ottenere il valore di tara. Il filtro viene posizionato su un imbuto buchner in acciaio
connesso ad una beuta da vuoto, grazie alla quale avviene la filtrazione di un

volume noto di biomassa: negli esperimenti batch, per non alterare eccessivamente
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il volume della coltura, sono stati utilizzati 5 mL, mentre per gli esperimenti in

continuo, si ¢ preferito condurre la misura con 10 mL di campione.

Figura 1.8 a) Beuta da vuoto; b) Peso secco di un campione di G.sulphuraria coltivata eterotroficamente; c)
Peso secco di un campione in mixotrofia.

Dopo la filtrazione, il filtro contenente la biomassa viene essiccato nuovamente in
forno per almeno 2 ore a 105-110 °C, e di seguito pesato per determinare il peso
lordo. La concentrazione di biomassa (Cy) viene calcolata utilizzando 1’equazione

2.2:

Peso lordo—Tara

DW [g/L] = 22)

Volume filtrato

I1 campione di filtrato non ritenuto dal filtro viene conservato a -18 °C per ulteriori

analisi successive.

2.4 Bilanci di materia ed energia

La produttivita di biomassa (Px) ¢ una misura fondamentale per valutare l'efficienza
della crescita cellulare, sia in modalita batch che in continuo. Essa rappresenta la
quantita di biomassa prodotta per unita di tempo e volume del reattore e viene
calcolata con diverse formule a seconda del sistema di coltivazione adottato. In un
sistema batch la produttivita di biomassa Px (g L' giorno™) ¢ determinata, in

accordo con Minyuk, Sidorov, and Solovchenko (2020), come nell’equazione 2.3:

CX,Finale_CX,Iniziale (2 3)

IX,Batch -
Trinale — TIniziale
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dove Cx Finale € CX.niziale SONO le concentrazioni di biomassa (g L™") secondo il peso
secco negli istanti finali ed iniziali dell’esperimento rispettivamente, mentre (T rinae
— Thiziaie) € l'intervallo di tempo considerato (giorni). Quest'ultimo si riferisce

all'intera durata dell'esperimento batch per la produttivita della biomassa.

In un sistema continuo, invece, la produttivita si calcola come in equazione 2.4,
considerando la concentrazione media di biomassa (Cx) e il tempo di permanenza

nel reattore (1), espresso come:

Cx

P X,CSTR — — (2.4)

Questa modalita assume che la concentrazione di biomassa rimanga costante nel
tempo allo stato stazionario. Un parametro correlato alla produttivita volumetrica ¢
la resa di biomassa su substrato (Yxs), che indica I’efficienza con cui la biomassa
converte il substrato di carbonio organico in biomassa. La resa ¢ calcolata tramite
il rapporto tra la concentrazione di carbonio nella biomassa (Cx) e quella fornita
alla coltura come substrato (Cs):

[cx]
Yais = 1oy (2.5)

Il contenuto carbonio organico immagazzinato nella biomassa, si tratta di una
misura di quanto carbonio viene effettivamente assorbito dalle cellule di microalghe
(o altra biomassa) rispetto al carbonio disponibile nell'ambiente di coltura. Viene
determinato calcolando la differenza tra il carbonio totale presente nel terreno di
coltura all'inizio (C¢ coiryrq) € 11 carbonio che rimane nel terreno dopo il processo
di filtrazione (C¢fitrato)- La quantitda di carbonio accumulata viene quindi
normalizzata per la concentrazione di biomassa Cy, per ottenere il parametro q.

come mostrato nell’equazione 2.6.

— _ CC,Biomassa
CC,Biomassa - CC,Coltura - CC,Filtrato e qdc = Cx (2-6)

Per quanto riguarda 1'azoto presente nella biomassa, il calcolo viene fatto in maniera
analoga a quanto presentato sopra per il contenuto di carbonio in biomassa. Infatti,
tale valore si ottiene dalla normalizzazione della concentrazione di azoto assunta

dalla biomassa, come differenza tra quella totale fornita dal terreno (Cy coitura) ©
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quella residua nel filtrato (Cy rijtraro ), € la relativa concentrazione di biomassa del

sistema Cy. La procedura ¢ presentata in equazione 2.7.

— _ CN,Biomassa
CN,Biomassa - CN,Coltura - CN,Filtrato e qn = Cx (2-7)

2.5 Altre misure di monitoraggio della crescita
La back irradiance ¢ stata misurata quotidianamente mediante 1’impiego di un
fotoradiometro (Delta OHM). Inoltre il pH ¢ stato monitorato quotidianamente

mediante 1’impiego del pHmetro Hanna (codice HI 9124).

2.6 Misure analitiche

Nel corso della campagna sperimentale, sono state condotte diverse analisi
chimiche e biochimiche. Tali analisi sono state eseguite per valutare la quantita di
proteine, carboidrati, pigmenti e il rapporto C/N in ciascuna condizione, allo scopo
di monitorare i cambiamenti metabolici della microalga Galdieria sulphuraria SAG

21.92 alle varie condizioni di crescita.

2.6.1 Carbonio e Azoto totale

L'analisi della concentrazione di carbonio e azoto nei campioni ¢ stata effettuata
utilizzando l'analizzatore TOC-LCPH Shimadzu®, dotato di modulo TNM-L per la
quantificazione dell'azoto totale (TN). Questo strumento consente la misurazione
accurata di carbonio totale (TC), carbonio organico totale (TOC), carbonio
inorganico (IC) e azoto totale (TN) attraverso tecniche di combustione ossidativa
catalitica e chemiluminescenza. Nel caso del carbonio, i campioni sono sottoposti
a combustione a 680°C, trasformando il carbonio organico in CO-, successivamente
quantificato mediante un rilevatore infrarosso non distruttivo (NDIR). Per 1'azoto, 1
campioni vengono trattati a 720°C per convertire tutti i composti azotati in
monossido di azoto (NO). Il gas risultante passa nel modulo TNM-L, dove reagisce
con ozono (0Os3) formando biossido di azoto eccitato (NO-*). Il ritorno allo stato

fondamentale del NO.* genera radiazione UV, la cui intensita € proporzionale alla
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concentrazione di azoto nel campione. Indipendentemente dalla tipologia di analisi
che si intende eseguire, lo strumento fornisce i risultati in termini areali, dai quali &
possibile risalire ai corrispondenti valori di concentrazione [mg L™'] mediante le
opportune curve di calibrazione per ogni tipologia di analisi. A tal proposito,
qualora opportuno, i campioni sono stati diluiti in fase preparatoria con acqua Milli-
Q per garantire che la loro concentrazione rientrasse nei limiti di sensibilita dello

strumento, tarato tra S ug L' e 100 mg L™".

2.6.2 Analisi dei pigmenti

Il protocollo per la quantificazione spettrofotometrica di clorofilla a (Chl a) e
carotenoidi (Car) prevede il prelievo di 1 ml di campione di biomassa, che viene
sottoposto a centrifugazione per 10 minuti a 13500 rpm al fine di separare la
biomassa dal surnatante. Previa rimozione di quest’ultimo, il pellet viene risospeso
con un isovolume di N, N-dimetilformammide (DMF), un solvente organico in
grado di estrarre 1 pigmenti idrofobici dalla biomassa. Occorre notare che da questo
step in poi, il protocollo prevede di lavorare il piu possibile al riparo dalla luce per
evitare la degradazione dei pigmenti, fotosensibili. Per completare 1’estrazione, 1
campioni vengono quindi conservati a -18 °C per almeno 24 ore. Si procede in
seguito con un’ulteriore centrifugazione alle condizioni di cui sopra, in modo tale
da separare il surnatante contenente 1 pigmenti dalla biomassa residua. Il surnatante
viene quindi prelevato, eventualmente diluito con DMF (nel caso in cui
’assorbanza del campione di partenza sia maggiore di 1), posto in cuvette di quarzo
e analizzato mediante spettrofotometro (Shimadzu® UV-1900) in un range di
lunghezze d’onda compreso tra 350 e 750 nm, utilizzando come bianco di
riferimento i1l DMF. La quantificazione analitica dei pigmenti viene infine ottenuta
applicando le seguenti equazioni (Wellburn 1994) ai dati di assorbanza a specifiche
lunghezze d’onda:

Chla [ug mL'] = (Absggq — Absysy) - D - &. (M) 2.9)

Vbiomassa

Car [ug mL*] = [(Absye1 — AbS750) — (AbSeeq — AbS750)] - D - €+ (—VDMF )

Vbiomassa

(2.10)
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In queste equazioni, € ¢ il coefficiente di assorbimento molare, che per la clorofilla
ha un valore di 11,92, mentre per i carotenoidi di 4. Il parametro D invece

rappresenta il fattore di diluizione.

2.6.3 Determinazione del contenuto proteico

Per I’estrazione e quantificazione delle proteine nelle alghe verdi, ¢ stato utilizzato
il saggio BCA, come descritto da (Smith et al. 1985). Un campione di 1 mL,
opportunamente diluito, viene centrifugato a 13.500 rpm per 10 minuti. Dopo la
rimozione del surnatante, il pellet cellulare rimanente viene risospeso in 1 mL di
NaOH IM e successivamente sottoposto a bollitura a 100°C per 30 minuti per
favorire la lisi cellulare e la solubilizzazione delle proteine. Dopo questa fase, 1
campioni vengono centrifugati nuovamente a 1.500 rpm per 1 minuto per far
depositare il pellet. Si prelevano 50 uL di surnatante, che vengono aggiunti a 1 mL
di reagente BCA, preparato miscelando solfato di rame e acido bicinconinico
(BCA) in un rapporto 1:50 v/v. Una volta aggiunto il reagente, i campioni vengono
incubati a 60°C per 15 minuti, necessari per permettere alle proteine e ai peptidi nel
campione di ridurre gli ioni rameici (Cu?*) a rameosi (Cu*) in ambiente alcalino,
che formano poi un complesso color porpora con I’acido bicinconinico.
L’assorbanza di tali campioni reagiti viene misurata utilizzando uno
spettrofotometro impostato alla lunghezza d’onda di 562 nm, alla quale ’addotto
BCA-Cu" mostra il massimo di assorbimento. La concentrazione proteica viene
calcolata utilizzando la corrispondente retta di calibrazione, ottenuta da prove su
soluzioni standard di albumina di siero bovino (BSA). La retta di calibrazione ¢

descritta dall’equazione 2.11 e Figura 2.11:

Coroteine (Mg mL™1) = 1144,2 - Absgs, — 85,12 con R? = 0,998 (2.11)
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Figura 2.12 Immagine di campioni di proteine di G. sulphuraria. a seguito della reazione
colorimetrica. Notare come i campioni di biomassa reagiti presentino colorazione violacea, mentre
il bianco mantiene una colorazione differente in quanto non ¢ interessato da alcuna reazione.

Successivamente sulla base della concentrazione di proteine, viene calcolata la resa
proteica Yporeine|x [Eproteine Sbiomassa || cOMe rapporto tra la quantita totale di proteine

estratte Cproreine [1g mL™'] e la biomassa iniziale Cx, come in equazione 2.12.

_ Cproteine
YProteine X — Cx (2- 12)

Specificatamente per gli esperimenti in continuo, ¢ possibile anche ricavare la
produttivita proteica Pproteine, [mg L' giorno™'], che si determina generalmente come
il prodotto della concentrazione proteica specifica Crroreine [1g mL'] e il tasso di

diluizione D [giorni™'], come in equazione 2.13.

Pproteine = Cproteine D (2.13)
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2.6.4 Determinazione del contenuto di carboidrati

L’analisi quantitativa dei carboidrati interni alla biomassa ¢ stata eseguita
utilizzando il metodo chimico dell’antrone. Si tratta di un metodo colorimetrico che
prevede la reazione dei carboidrati con una soluzione composta da 2 g L™ di
antrone, 71% v/v di acido solforico e 29% v/v di acqua deionizzata, e che porta alla
formazione di un composto colorato che pud essere rilevato
spettrofotometricamente.

Nello specifico, il protocollo prevede il prelievo di 100 pL di campione
opportunamente diluito a cui vengono aggiunti 900 pL di reagente (il bianco di
riferimento ¢ invece costituito da 100 pL di acqua deionizzata). I campioni vengono
quindi posti in un bagnetto termostato a 100°C per 10 minuti. A questa temperatura
I’acido solforico idrolizza i polisaccaridi in monosaccaridi, i quali subiscono
disidratazione producendo idrossimetilfurfurale (HMF). Quest’ultimo reagisce con
I’antrone producendo un complesso colorato verde-bluastro che viene
successivamente misurato allo spettrofotometro ad una lunghezza d’onda di 625
nm. Dal valore di assorbanza risultante, la concentrazione effettiva dei carboidrati
viene calcolata utilizzando una retta di taratura (in equazione 2.14) ottenuta

utilizzando concentrazioni note di glucosio.

CoHy206 [g L71] = 0,2024 x Abs 555 + 0,0132 (2.14)
1.250 4 .
. ).200) 4 '.
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Figura 2.13 Retta di taratura per la quantificazione dei carboidrati in G. sulphuraria.
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Figura 2.14 Immagine dei campioni di carboidrati di G. sulphuraria a seguito della reazione
colorimetrica. Notare come i campioni di biomassa reagiti presentino colorazione verde, mentre il
bianco mantiene una colorazione differente in quanto non ¢ interessato da alcuna reazione.

Dato che questo protocollo ¢ sato condotto su condizioni che coinvolgevano
substrati organici gia presenti nei terreni di coltura, al fine di poter stimare
correttamente il contenuto di carboidrati nella biomassa ¢ stato necessario eliminare
il contributo fornito da tali fonti, mediante delle analisi preliminari ad hoc sui mezzi
stessi. Inoltre, i risultati ottenuti permettono di derivare la resa di carboidrati sulla
biomassa Ycu,po(x [Zearboidrati Gbiomassa ] in equazione (2.16), che si tratta di un
parametro importante per valutare la capacita dell’alga di convertire i nutrienti

disponibili in carboidrati, riportando il valoreper unita di biomassa secca:

_ Ccarboidrati
YCarbolX - Cx (2-16)

dove Ccarboidrai € 12 quantita di carboidrati [gcarboidrati L]

2.7 Analisi statistica

Le analisi statistiche dei dati sperimentali sono state eseguite utilizzando il software
MINITAB®, con I’obiettivo di valutare la significativita delle differenze osservate
tra le condizioni sperimentali. In primo luogo, ¢ stato applicato un test ANOVA a
una via (one way ANOVA) per confrontare le medie delle variabili d'interesse in
condizioni con varianze omogenee. In presenza di differenze significative tra le
medie, ¢ stato utilizzato il test di Tukey per identificare quali gruppi si
distinguessero tra loro. In questi casi, la significativita statistica ¢ stata fissata a un
p-value < 0,05, corrispondente a un livello di confidenza del 95%. Quando il
requisito di omogeneita delle varianze non risultava soddisfatto, si € ricorsi al test

non parametrico di Kruskal-Wallis, un'alternativa all’ANOVA che consente di
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confrontare medie in condizioni di varianze disuguali, garantendo un’analisi
robusta anche in tali situazioni. Per rappresentare graficamente i risultati, il test di
Tukey ¢ stato utilizzato anche per creare gruppi di confronto, mantenendo costante

il livello di confidenza al 95%.
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Capitolo 3: Risultati

3.1 Effetto del tempo di permanenza in reattori continui

Il tempo di permanenza rappresenta una variabile operativa fondamentale nei
sistemi di coltivazione continua, poiché puo essere regolata dall'operatore in base
alle specifiche esigenze di processo. Esso viene calcolato come rapporto tra il
volume del reattore e la portata volumetrica in ingresso, e costituisce una delle
principali variabili che influenzano la produttivita di biomassa microalgale.
Comprendere ’effetto del tempo di permanenza sulla produttivita & cruciale per
ottimizzare le condizioni di crescita delle microalghe. A tal fine, sono stati condotti
esperimenti per analizzare I’impatto della variazione del tempo di permanenza sulla
concentrazione media di biomassa e sulla produttivita, impiegando tutti e tre 1
meccanismi trofici: autotrofico, eterotrofico e mixotrofico. E importante
sottolineare che, in questo confronto, i dati riguardanti gli esperimenti in eterotrofia

sono stati ricavati dal lavoro di Vivarelli (2023).

3.1.1 Autotrofia

0,7 0,7
--@-- Concentrazione [g L]

0,6 Produttivita [g L™ giorno™] 0,6

0,5 ot 0,5
I 04 /"{.\ - 04 =
e -4 IS
x 0,3 2 0,3
(@] @ |
0,2 022
o

0,1 0,1

0 0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
Tempo di permanenza [giorni]

Figura 3.1 Andamento Cy e Py in autotrofia in funzione del 7, Le linee tratteggiate sono state

aggiunte per identificare meglio gli andamenti delle variabili.
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Il grafico mostra I’andamento della concentrazione di biomassa (Cx) e della
produttivita di biomassa (Pyx) in funzione del tempo di permanenza (1) in condizioni
autotrofiche, evidenziando una relazione inversa tra le due variabili. In generale,
all’aumentare del tempo di permanenza si osserva un incremento progressivo della
concentrazione di biomassa (Cy) (Ramos Tercero et al. 2014), mentre la produttivita
(Px) tende a diminuire, un fenomeno comune nelle colture continue di microalghe
in autotrofia, dove l'effetto di auto-ombreggiamento limita la produttivita con tempi
di permanenza piu elevati (Tang et al. 2012). Per quanto riguarda Cyx, questo
andamento risulta caratteristico dell’effetto del tempo di permanenza sull’accumulo
di biomassa. Trend analoghi sono stati riscontrati anche per altre specie con rese e
tempi di permanenza differenti in base alla specie (Borella et al., 2021; Peter et al.
2022). A tempi di permanenza brevi, la concentrazione di biomassa aumenta in
modo significativo: si passa da circa 0,27 + 0,02 g L' a 1 0,9 giorni fino a 0,54 +
0,06 g L' a t 3 giorni. Con I’aumentare del tempo di permanenza, tuttavia,
I’aumento di Cy tende a stabilizzarsi. A t uguale a 3 giorni la concentrazione
raggiunge un massimo di circa 0,54 g L', indicando una stabilizzazione. Questo
andamento potrebbe risultare asintotico, ovvero oltre un certo tempo di
permanenza, I'accumulo di biomassa non aumenta in modo proporzionale, poiché
il sistema si avvicina a un equilibrio dove le risorse e le condizioni di crescita
iniziano a limitare ulteriori aumenti significativi. Tuttavia, il punto corrispondente
a 1 di 2 giorni si discosta da questo ipotetico andamento asintotico, probabilmente
a causa di problematiche accorse durante tale condizione sperimentale. Per
verificare 1'affidabilita di questo dato e confermare la validita del trend, sarebbe
opportuno ripetere 1'esperimento in queste condizioni. In termini di produttivita di
biomassa (Px), si osserva una tendenza inversa. Uno dei pochi studi presenti in
letteratura condotti in condizioni di coltivazione continua su Galdieria sulphuraria,
realizzato da Baer et al. (2016) a un tempo di permanenza (t) di 1,44 giorni, ha
riportato una produttivita areale massima di 0,30 g L™ giorno™!, ottimizzando lo
spettro della radiazione luminosa. Concludendo che la massima produzione di
biomassa per tale specie, si ottiene sotto illuminazione con luce rossa (625 nm),
mentre la luce verde (525 nm) e blu (490 nm) portano a una ridotta produzione di
biomassa (Baer et al. 2016; Buckeridge 2022). Tuttavia, questi risultati risultano

inferiori rispetto a quelli ottenuti nel presente studio.
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Con l'aumentare del tempo di permanenza, la produttivita diminuisce
gradualmente, fino a raggiungere un minimo di circa 0,17+ 0,02 g L™ giorno'a t
3 giorni. Come anticipato sopra, il calo riflette 1’effetto dell’auto-ombreggiamento
nella cultura, dove la densita cellulare crescente riduce la disponibilita di luce per
ciascuna cellula, limitando I’efficienza fotosintetica complessiva (Sloth et al., 2006
Sforza et al., 2015). Inoltre, un tempo di permanenza prolungato riduce il ricambio
del substrato e dei nutrienti, essenziale per sostenere elevati tassi di crescita.
Precedenti studi in letteratura hanno riportato andamenti simili Cx e Px in funzione
del tempo di permanenza t anche per altre specie microalgali. Tuttavia, emerge
chiaramente che gli effetti del tempo di permanenza e dell'intensita luminosa sulla
crescita e sulla produttivita sono fortemente specie-specifici (Borella, Sforza, et al.
2021). Nonostante ci0, il tempo di permanenza svolge un ruolo cruciale e generale
nel determinare le prestazioni complessive del sistema, influenzando in modo
significativo i parametri di crescita indipendentemente dalla specie considerata
(McGinn et al. 2012; Pastore et al. 2018). La Tabella 3.1 offre una panoramica
dettagliata dei valori medi di Cx e Px per diversi tempi di permanenza (1), con le

rispettive deviazioni standard e i risultati dell’analisi statistica.

Tabella 3.1 Andamento Cy e Py in autotrofia in funzione del 7. Le lettere rappresentano i risultati

dell’analisi statistica, e i valori medi che non condividono lettere uguali sono significativamente

diversi.
Tempo di permanenza Cx gL Px [g L giorni| Fonte
T [giorni]
0,9 0,27 + 0,024 0,3 +0,02P Questa tesi
1,5 0,43 + 0,05 0,28 + 0,03 Questa tesi
2 0,36 = 0,038 0,18 +0,01F Questa tesi
3 0,54 + 0,06° 0,17 £ 0,02F Questa tesi

In sintesi, questi dati confermano 1’esistenza di un equilibrio ottimale nel tempo di
permanenza. Un valore di 1 pari a 1,5 giorni si configura come il compromesso
ideale per ottenere sia una buona concentrazione di biomassa (Cx) sia una
produttivita (Py) relativamente elevata, ottimizzando I’accumulo di biomassa senza

compromettere in modo eccessivo la produttivita complessiva del sistema.
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3.1.2 Mixotrofia
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Figura 3.2 Andamento Cx e Px in mixotrofia in funzione del 7. Le linee tratteggiate sono state

aggiunte per identificare gli andamenti delle variabili in questione.

Il grafico mostra 1’evoluzione della concentrazione di biomassa (Cx) e della
produttivita (Px) in funzione del tempo di permanenza (t) in condizioni di
coltivazione mixotrofica. A differenza dei precedenti esperimenti in autotrofo, si
osserva un andamento a campana per Cyx: inizialmente, la concentrazione di
biomassa cresce rapidamente con 1’incremento di 1, passando da circa 1,95 gL' a
t di 0,9 giorni a un picco di circa 9,68 g L' a 1 di 2 giorni. Questo incremento
iniziale suggerisce che tempi di permanenza moderati permettano alle cellule di
accumulare biomassa in modo efficiente, favoriti da una disponibilita prolungata di
nutrienti e di tempo per la crescita. Tuttavia, oltre questo valore ottimale di 7, si nota
una riduzione della concentrazione di biomassa, che scende a circa 5,29 g L' a t di
3 giorni. Questo comportamento indica che tempi di permanenza eccessivi
potrebbero non essere altrettanto vantaggiosi, forse a causa di una limitazione nella
disponibilita di nutrienti freschi o di accumuli di sostanze di scarto nel sistema. Il
trend della produttivita (Py) mostra un comportamento molto simile rispetto a Cy,
con un picco a tempi di permanenza intermedi € una riduzione a t prolungati. In
particolare, Px raggiunge il massimo a t di 2 giorni, con un valore di circa 4,84 g
L™ giorno™!, evidenziando come questo sia il tempo di permanenza ottimale per
sostenere un’elevata produttivita. Il valore ottimale di Px a t di 2 giorni rappresenta

un equilibrio tra I’apporto di nutrienti organici, la capacita delle cellule di utilizzarli
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efficientemente, e il ricambio del mezzo. Oltre questo punto, con un aumento del
tempo di permanenza a 3 giorni, la produttivita scende a circa 1,77 g L™ giorno™.
Questo calo puo essere interpretato come il risultato di un basso tasso di diluizione
che limita il rinnovamento del substrato e dei nutrienti essenziali, riducendo quindi

la capacita delle cellule di mantenere un elevato tasso di crescita.

Tabella 3.2 Andamento Cy e Py in mixotrofia in funzione del 7. Le lettere rappresentano i risultati

dell’analisi statistica, e i valori medi che non condividono lettere uguali sono significativamente

diversi.
Tempo di permanenza Cx[g L) Px [g L giorni™] Fonte
T [giorni]
0,9 1,95 + 0,06 2,23 + 0,06 Questa tesi
1,5 4,64 +0,798 3,09 £ 0,53 Questa tesi
2 9,68 £ 0,52¢ 4,84 +0,26" Vivarelli (2023)
3 5,29 +0,788 1,77 £ 0,265 Questa tesi

In conclusione, il tempo di permanenza ottimale di 2 giorni rappresenta un
compromesso ideale per massimizzare sia la concentrazione di biomassa che la
produttivita in condizioni di coltivazione mixotrofica. Questo intervallo temporale
permette di ottenere i rendimenti massimi, bilanciando 1’apporto di nutrienti e il
tempo di utilizzo da parte delle cellule. Tuttavia, a tempi di permanenza inferiori o
superiori a questa soglia, la produttivita e I’accumulo di biomassa tendono a ridursi,
evidenziando come la scelta del t sia una variabile critica per ottimizzare le

performance complessive del sistema di coltivazione.
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3.1.3 Confronto dei meccanismi trofici: Autotrofia, Mixotrofia ed

Eterotrofia

3.1.3.1 Produttivita di biomassa

Il Grafico 3.3 illustra I’andamento di produttivita di biomassa Py, espressa in mg
L 'giorno™!, per i tre meccanismi trofici (autotrofia, eterotrofia e mixotrofia) in
funzione del tempo di permanenza. Questi dati, in combinazione con la Tabella 3.3,
che riporta i valori medi di Pxallo stato stazionario, offrono una visione completa
dell'influenza delle diverse condizioni trofiche e dei tempi di permanenza sulle

performance di crescita.
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Figura 3.3 Andamento Py in autotrofia, mixotrofia ed eterotrofia in funzione del 7. Le linee

tratteggiate sono state aggiunte per identificare meglio gli andamenti delle variabili.

Il grafico confronta ’andamento della produttivita areale di biomassa (Px ) in
funzione del tempo di permanenza (t) per tre diverse modalita metaboliche:
autotrofia. Per quanto riguarda le condizioni in eterotrofia e mixotrofia, sono state
condotte alla stessa concentrazione iniziale di carbonio organico paria 6 gc L. La
produttivita volumetrica di biomassa durante la crescita autotrofa a © 1,5 ¢
rispettivamente 11 e 13 volte inferiore rispetto a quella osservata nelle modalita
mixotrofa ed eterotrofa. Questo risultato evidenzia la limitata capacita delle cellule
di questa specie di crescere in condizioni esclusivamente fotoautotrofe, in cui la
luce ¢ I'unico fattore energetico disponibile per supportare la fotosintesi. Tali

differenze sono state riscontrate in modo analogo in uno dei pochi lavori presenti
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in letteratura condotto in modalita continua con Galdieria sulphuraria da
Buckeridge (2022). La scarsa produttivita osservata ¢ probabilmente legata
all’intensita luminosa limitata o all’efficienza intrinseca del metabolismo autotrofo,
che risulta meno performante rispetto ai metabolismi che possono sfruttare il
carbonio organico disponibile. La crescita mixotrofa e quella eterotrofa, invece,
mostrano una produttivita areale notevolmente superiore, il che suggerisce che la
presenza di carbonio organico come fonte energetica principale (eterotrofia) o
combinata con 1’energia derivante dalla fotosintesi (mixotrofia) consente una
maggiore efficienza nel supportare la crescita cellulare. Tale differenza tra il
meccanismo autotrofico e quelli eterotrofo e mixotrofo, osservata negli esperimenti
condotti in continuo, ¢ stata riscontrata anche nel lavoro Buckeridge (2022) a 1 8
giorni, con rispettivamente una produttivita di 0,08 + 0,01, 0,12+ 0,01 ¢ 0,19 £ 0,2
g L''giorni"!. Un'analisi pit approfondita dei trend di mixotrofia ed eterotrofia rivela
un andamento analogo tra le due modalita metaboliche. Entrambe mostrano un
incremento della produttivita (Px) con 1’aumentare del tempo di permanenza,
raggiungendo un valore massimo a t 2 giorni, seguito da una diminuzione per tempi
di permanenza superiori. Di conseguenza, il comportamento della coltura in
mixotrofia tende a rispecchiare quello osservato in eterotrofia, come confermato
dall’analisi statistica. Questo a causa dell’incapacita di sfruttare appieno il
potenziale del regime mixotrofico in tali condizioni (Abiusi, Moiiino Fernandez, et
al. 2022; Zhu et al. 2023). Tuttavia queste osservazioni sono in contrasto con il
lavoro presentato da Buckeridge (2022), la produttivita di biomassa coltivata in
condizioni mixotrofiche risultava essere piu del doppio rispetto a quella osservata
in condizioni eterotrofiche. E importante sottolineare che le loro condizioni
sperimentali prevedevano una concentrazione di glucosio pari a 1,8 g L™
(equivalente a 0,72 gc L") e un’intensita luminosa di 94,6 umol m2 s™'. A queste
condizioni, I’accumulo di biomassa risultava limitato dalla disponibilita di glucosio,
che veniva completamente consumato. In tale condizione di limitazione da
substrato organico, e in combinazione a un’intensitd luminosa maggiore ha
permesso di ottenere una mixotrofia pura, con un contributo significativo della
fotosintesi al metabolismo cellulare (Buckeridge 2022). Al contrario, il
comportamento simile tra il metabolismo eterotrofo e mixotrofo osservato in questo

lavoro suggerisce che, in entrambe le modalita, la disponibilita di carbonio organico
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rappresenti il fattore dominante nel supportare la crescita cellulare. Questa
eccessiva abbondanza del substrato organico sembra sopprimere il contributo dalla
fotosintesi in Galdieria sulphuraria. In presenza di glucosio, 1'evoluzione di O > ¢
stata repressa anche nelle cellule illuminate come riscontrato da Oesterhelt et al.
(2007). 11 confronto evidenzia significative differenze nei valori di produttivita (Px
) tra autotrofia, eterotrofia e mixotrofia ai vari tempi di permanenza (t) con queste
ultime che garantiscono produttivita significativamente maggiori grazie all’uso del
carbonio organico come fonte energetica. Questi risultati sottolineano I'importanza
di ottimizzare i tempi di permanenza e le condizioni operative per massimizzare la

produttivita in sistemi etero- e mixotrofici.

Tabella 3.3 Valori di Px in autotrofia, eterotrofia e mixotrofia in funzione del 7. Le lettere
rappresentano i risultati dell’analisi statistica, e i valori medi che non condividono lettere uguali

sono significativamente diversi.

. Autotrofia Mixotrofia Eterotrofia

Tempo di

permanenza Px Px Px

7 [giorni] [gL giorni'] [gL"! giorni!] [gL giorni']
0,9 0,30 = 0,024 2,23 +£0,06¢ 2,64 +0,30°
1,5 0,28 0,034 3,09 +0,53F 3,62 +0,14F
2 0,18 +0,01B 4,84 +0,26° 4,66 + 0,06
3 0,18 £ 0,028 1,77 £ 0,26 2,40 £ 0,09°

Questi risultati, supportati dai dati di Vivarelli (2023) per I’eterotrofia, suggeriscono
che la selezione del regime trofico e la regolazione del tempo di permanenza siano
fattori determinanti per ottimizzare la produttivita di biomassa. La letteratura attuale
supporta collettivamente il grande potenziale della coltura mixotrofica nel
migliorare la produttivita della biomassa e dei bioprodotti microalgali con sinergia
del metabolismo della luce e dei carboni organici (Pang et al. 2019). La mixotrofia,
se opportunamente supportata da un bilanciamento tra fonti di carbonio organico e
inorganico e da condizioni luminose adeguate, emerge come la strategia preferibile
per sistemi di coltivazione intensivi, offrendo una flessibilita superiore che puo
essere sfruttata efficacemente per la produzione di pigmenti, come dimostrato nella

sezione 3.5.
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3.1.4 Analisi comparativa del contenuto di clorofilla nei tre
meccanismi trofici

I1 Grafico 3.4 illustra la concentrazione di clorofilla totale, espressa in mg L™, per
1 tre meccanismi trofici (autotrofia, eterotrofia e mixotrofia) in funzione del tempo
di permanenza. Questi dati, in combinazione con la Tabella 3.5, che riporta la
clorofilla normalizzata sulla biomassa, offrono una visione completa dell'influenza

delle diverse condizioni trofiche e dei tempi di permanenza sulla produzione di

clorofilla.
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Figura 3.4 Contenuto clorofilla totale espressa mg L™ per i tre meccanismi trofici (autotrofia,

eterotrofia e mixotrofia) in funzione del tempo di permanen
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Tabella 3.5 Clorofilla normalizzata sulla biomassa con confronto tra i diversi meccanismi trofici,
in funzione del tempo di permanenza. Le lettere rappresentano i risultati dell’analisi statistica, e i

valori medi che non condividono lettere uguali sono significativamente diversi.

Contenuto di clorofilla [mg gx']

Tempo di
permanenza Autotrofia Eterotrofia Mixotrofia
T [giorni]
0,9 5,67 0,764 0,14 +0,02P 0,14 £ 0,04P
1,5 11,07 £ 0,798 0,17 +0,04P 0,08 +0,03P
2 11,24 £ 0,218 0,24 + 0,09PF 0,22 + 0,055
3 9,41 +0,58¢ 0,26 + 0,035 0,43 + 0,06"

In condizioni autotrofiche, la concentrazione di clorofilla raggiunge un picco
significativo a t 2 giorni, superando i 5 mg L™'. La Tabella 3.5 conferma questo
andamento, mostrando un valore massimo di clorofilla normalizzata di 11,24 mg
gx!. Questo risultato suggerisce che un tempo di permanenza di 2 giorni sia
ottimale per la produzione di clorofilla in condizioni di esposizione alla luce.
Superato questo tempo, la concentrazione di clorofilla diminuisce, scendendo a
circa 4,5 mg L' a t 3 giorni, con un contenuto normalizzato di 9,41 mg gx'. Tale
calo puo essere attribuito a effetti di auto-ombreggiamento e alla competizione per
la luce tra le cellule, che riducono I’efficacia fotosintetica. L'analisi statistica
evidenzia differenze significative tra i vari tempi di permanenza, confermando che
I'accumulo massimo di clorofilla si ottiene intorno ai 1,5-2 giorni. In eterotrofia, la
concentrazione di clorofilla resta molto bassa e stabile a tutti i tempi di permanenza,
con valori compresi tra circa 0,1 e 0,2 mg L™'. La stabilita di questi valori, come
riportato in Tabella 3.5, conferma la mancata esigenza di clorofilla in assenza di
luce. Le cellule eterotrofiche, non dovendo effettuare fotosintesi, non richiedono
elevate quantita di pigmenti fotosintetici (Buckeridge 2022; Graziani et al. 2012;
Salbitani et al., 2020). In condizioni mixotrofiche la concentrazione di clorofilla
aumenta progressivamente con 1’aumento del tempo di permanenza, passando da
circa 0,3 mg L' a 1 0,9 giorni fino a quasi 2 mg L' a 1 3 giorni. La Tabella 3.5

mostra un incremento analogo nel contenuto di clorofilla normalizzata, da 0,14 mg
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gx!a 0,43 mg gx'. Questo andamento suggerisce che, in mixotrofia, 1’attuale
rapporto tra carbonio organico e luce, caratterizzato da un eccesso di carbonio
organico, non consenta alle cellule di sfruttare appieno il loro apparato fotosintetico.
Per G. sulphuraria, cosi come per G. partita, ¢ stato riportato che il glucosio riduce
il numero di pigmenti fotosintetici (Stadnichuk et al. 1998). Di conseguenza, la
sintesi di clorofilla, pur sufficiente a sostenere una fotosintesi di base, tuttavia
rimane significativamente inferiore rispetto ai livelli osservati in autotrofia pura.
Questo squilibrio porta a performance in termini di produzione di pigmenti che
risultano sorprendentemente simili a quelle dell’eterotrofia, dove la fotosintesi ¢
completamente inattiva. L’eccesso di carbonio organico sembra dunque
condizionare negativamente la capacita delle cellule di attivare pienamente i
processi fotosintetici, come osservato in precedenza da limitandone il contributo
alla crescita complessiva, come osservato in precedenza da (Oesterhelt et al. 2007,

Zhu et al. 2023).

3.1.5 Analisi comparativa del contenuto di carotenoidi nei tre

meccanismi trofici
I1 Grafico 3.5 mostra invece la concentrazione di carotenoidi in funzione del tempo
di permanenza nei tre regimi trofici, un andamento che riflette le diverse strategie

cellulari per adattarsi alla luce e alle fonti di carbonio, ulteriormente dettagliato

nella Tabella 3.6.
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Figura 3.5 Contenuto carotenoidi totali espressa mg L' per i tre meccanismi trofici (autotrofia,

eterotrofia e mixotrofia) in funzione del tempo di permanenza.

Tabella 3.6 Carotenoidi normalizzata sulla biomassa con confronto tra i diversi meccanismi
trofici, in funzione del tempo di permanenza. Le lettere rappresentano i risultati dell’analisi

statistica, e i valori medi che non condividono lettere uguali sono significativamente diversi.

Contenuto di carotenoidi [mg gx']

Tempo di
permanenza Autotrofia Eterotrofia Mixotrofia
T [giorni]
0,9 2,23 +£0,224 0,13 +0,03¢ 0,08 + 0,02¢
1,5 3,20 +£ 0,254 0,14 +0,03¢ 0,09 + 0,02¢
2 3,37+ 0,068 0,14 +0,03¢ 0,26 £ 0,04P
3 3,60+ 0,078 0,17 +0,02¢ 0,52 +0,11F

In autotrofia, la concentrazione di carotenoidi aumenta progressivamente con il
tempo di permanenza, da 2,23 mg gx'a t 0,9 giorni fino a 3,60 mg gx' a T 3 giorni.
L'analisi statistica mette in evidenza differenze significative tra i tempi di
permanenza nei vari regimi trofici, sottolineando come il meccanismo trofico
influisca sulla concentrazione di carotenoidi. In condizioni eterotrofiche, la
concentrazione di carotenoidi rimane minima e costante, variando tra 0,13 mg gx™*

e 0,17 mg gx'. Questo comportamento riflette 1'assenza di necessita di protezione
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fotosintetica in assenza di luce. La stabilita di questi valori, ulteriormente
confermata dall'analisi statistica, dimostra che non vi sono differenze significative
in funzione del tempo di permanenza. In mixotrofia, invece, si osserva un
incremento significativo nella concentrazione di carotenoidi all’aumentare del
tempo di permanenza, passando da 0,08 mg gx' a t 0,9 giorni fino a 0,52 mg gx*
a t 3 giorni. Questo andamento, sostenuto dall'analisi statistica, suggerisce che le
cellule mixotrofiche mantengono una sintesi attiva di carotenoidi, sebbene i livelli
rimangano inferiori rispetto a quelli osservati in autotrofia. Dal confronto tra i tre
regimi trofici emergono alcune osservazioni chiave: l'autotrofia massimizza la
produzione di carotenoidi come risposta diretta alla luce, l'eterotrofia mantiene
livelli minimi e costanti in assenza di esposizione luminosa, ¢ la mixotrofia presenta
una produzione intermedia, con un incremento significativo ai tempi di permanenza
piu lunghi. In conclusione, il tempo di permanenza e il meccanismo trofico
influenzano in maniera sostanziale sia la concentrazione di clorofilla che quella dei
carotenoidi. L'autotrofia, specialmente a tempi intermedi, si conferma ottimale per
massimizzare la sintesi di pigmenti fotosintetici, mentre l'eterotrofia limita
drasticamente la produzione di pigmenti. La mixotrofia rappresenta una soluzione
intermedia e bilanciata, particolarmente utile per coltivazioni mirate alla
produzione moderata di pigmenti fotosintetici destinati a specifiche applicazioni
biotecnologiche. Questi risultati offrono indicazioni preziose per I'ottimizzazione

delle condizioni di coltura in base agli obiettivi specifici di produzione.
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3.1.6 Analisi comparativa del contenuto di pigmenti nei tre

meccanismi trofici
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Figura 3.6 Contenuto assoluto di pigmenti totali espressa mg L™! per i tre meccanismi trofici

(autotrofia, eterotrofia e mixotrofia) in funzione del tempo di permanenza

Il Grafico 3.6 rappresenta la concentrazione totale di pigmenti (clorofilla e
carotenoidi) in funzione del tempo di permanenza per i tre meccanismi trofici.
Questo andamento riflette le diverse capacita delle cellule di sintetizzare pigmenti
in risposta alla disponibilita di luce e alla fonte di carbonio nelle varie condizioni.
In autotrofia, la concentrazione totale di pigmenti risulta penalizzata a tempi di
permanenza troppo brevi, tutta via all’aumentare del t si osserva un aumento del
contenuto di pigmenti, un picco a t 1,5 giorni, con un valore superiore a 6 mg L™".
All’aumentare ulteriormente del tempo di permanenza si osserva un andamento
asintotico come descritto in precedenza da (Borella et al., 2021). Tuttavia, a tempi
di permanenza piu lunghi, come t 2 giorni, la concentrazione totale scende a circa
4,6 mg L', suggerendo limitazioni dovute a fenomeni di auto-ombreggiamento e
competizione per la luce. In eterotrofia, i pigmenti sono presenti a concentrazioni
molto basse e rimangono relativamente costanti, tra 0,5 e 1,5 mg L', confermando
che le cellule non richiedono pigmenti fotosintetici in assenza di luce. In
mixotrofia, la concentrazione di pigmenti aumenta con il tempo di permanenza,
passando da valori simili a quelli dell’eterotrofia a circa 4 mg L' a t 3 giorni. Tale
aumento ¢ riconducibile al fatto che nelle ultime due condizioni si riscontra un forte

aumento dei carotenoidi, probabilmente dovuto a condizioni di stress indotte nella
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coltura (Lamers et al. 2010; Sun et al. 2018). Tale fenomeno si ¢ riscontrato anche
per G. partita, deve in regime eterotrofo e mixotrofo si verifica un aumento del
contenuto dei carotenoidi (Stadnichuk et al. 1998). Questo andamento intermedio
suggerisce che le cellule mixotrofiche sfruttino sia la luce sia la fonte organica di
carbonio, producendo pigmenti sufficienti per la fotosintesi senza raggiungere i
livelli dell’autotrofia. In conclusione, il tempo di permanenza e il tipo di
meccanismo trofico influenzano significativamente il contenuto di pigmenti nelle
cellule. L'autotrofia, a tempi di permanenza intermedi, rappresenta la condizione
ottimale per massimizzare il contenuto di pigmenti, mentre I’eterotrofia limita
questa produzione al minimo. La mixotrofia rappresenta un equilibrio tra le
condizioni autotrofiche ed eterotrofiche, configurandosi come una strategia
flessibile per la coltivazione, caratterizzata da un contenuto moderato di pigmenti
(Abiusi et al., 2020). Tuttavia, con le specifiche condizioni di luce e carbonio
organico adottate in questi esperimenti, non ¢ stato possibile ottenere un incremento
significativo nella produzione di pigmenti. Questo limite sara oggetto di ulteriore
analisi e approfondimento nella sezione 3.5, al fine di identificare le condizioni
ottimali per massimizzare la sintesi pigmentaria in regime mixotrofico. Questi
risultati possono essere sfruttati per ottimizzare la coltivazione in funzione degli
obiettivi di produzione, come la massimizzazione della resa in pigmenti

fotosintetici per applicazioni biotecnologiche.

3.2 Effetto del pH in ingresso

In questi esperimenti ¢ stata analizzata l'influenza del pH sulla crescita e
produttivita di Galdieria sulphuraria, con I’obiettivo di individuare 1 livelli di pH
ottimali per massimizzare l'efficienza di crescita della microalga. Sono stati
monitorati i valori di pH in ingresso e in uscita e misurate la concentrazione di
biomassa (Cyx) e la produttivita (Py) a diversi livelli di pH (1, 2, 3 e 5), fornendo
cosi una base comparativa per comprendere come variazioni di pH influenzino la

resa complessiva del sistema di coltivazione.
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Tabella 3.7 Valori di pH in ingresso e valori medi in uscita. Le lettere rappresentano i risultati

dell’analisi statistica, e i valori medi che non condividono lettere uguali sono significativamente

diversi.
pH in ingresso pH in uscita Fonte
1 0,75 £ 0,06 Questa tesi
2 1,59 +£0,03 Vivarelli (2023)
3 1,94 +£0,25 Questa tesi
5 2,07 £0,08 Questa tesi

La Tabella 3.7 riporta i valori medi di pH in uscita rispetto ai pH iniziali di ingresso
utilizzati negli esperimenti. I dati mostrano una tendenza generale all’acidificazione
del terreno di coltura, evidenziando una progressiva riduzione del pH in uscita
rispetto al valore iniziale. Tale acidificazione riflette un effetto diretto del
metabolismo di Galdieria sulphuraria, legato alla produzione netta di 6 moli di CO-
per ogni mole di glucosio consumata (Abreu et al. 2022;Oesterhelt et al. 2007;
Schmidt et al., 2005). Gli esperimenti condotti da Oesterhelt et al. (2007) hanno
evidenziato I’acidificazione del mezzo da parte di Galdieria sulphuraria. 1 valori
iniziali di pH testati variavano tra 1 e 8, il che ha permesso di osservare che i livelli
di pH pari a 1 e 2 non subiscono variazioni significative. Tuttavia, all’aumentare
del pH iniziale, soprattutto per valori vicini alla neutralita o addirittura alcalini, si
osserva una marcata acidificazione del mezzo, con valori finali di pH stabilizzati
intorno a 2,5-3. Questi risultati indicano che Galdieria sulphuraria presenta un
metabolismo in grado di acidificare I’ambiente di coltura, un adattamento che
probabilmente avvantaggia la microalga in condizioni estreme. D'ora in avanti, 1
valori di pH considerati saranno quelli effettivi misurati nel mezzo di coltura,

anziché quelli del mezzo in ingresso.
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Tabella 3.8 Valori di concentrazione di biomassa e di produttivita in funzione dei vari pH. Le
lettere rappresentano i risultati dell’analisi statistica, e i valori medi che non condividono lettere

uguali sono significativamente diversi.

pH in Cx[gL"] Px [g L' giorni'] Fonte
uscita
0,75 3,57 £0,504 1,73 £ 0,24F Questa tesi
1,59 9,33+ 0,128 4,66 £0,06" Vivarelli 2023
1,94 7,66 £ 0,50¢ 3,83 £0,25¢ Questa tesi
2,07 5,41 +0,29° 2,84 +0,154 Questa tesi

L’analisi della concentrazione di biomassa (Cx) e della produttivita (Px) di Galdieria

sulphuraria in funzione del pH mostra come il metabolismo della microalga sia

ottimizzato in condizioni fortemente acide. La tabella evidenzia che a pH 1,59 si

raggiungono 1 valori massimi di concentrazione e produttivita di biomassa, con Cx

paria 9,33 gL' e P, di 4,66 g L' giorno™', come riportato da Vivarelli (2023).
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Figura 3.7 Andamento Cxe Pyxdi coltivazioni eterotrofiche in funzione del pH in uscita. Le linee

tratteggiate sono state aggiunte per identificare meglio gli andamenti delle variabili.

Come si puo osservare dal grafico 3.7, questo livello di pH rappresenta il punto

ottimale per la crescita di Galdieria. 11 grafico rappresenta una tipica curva a

campana centrata sul valore ottimale, con una stabilita dei risultati testimoniata

dalle basse deviazioni standard, che indicano una ridotta variabilita nei dati. A
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supporto di questa osservazione, l'analisi statistica conferma una differenza
significativa rispetto alle altre condizioni. A pH 0,74, la concentrazione media di
biomassa ¢ di 3,57 g L' e la produttivita ¢ di 1,73 g L' giorno™'. Sebbene si osservi
crescita a questo livello di pH. Questo effetto potrebbe essere spiegato dal fatto che
a pH cosi estremamente bassi possono causare degradazione degli zuccheri queste
condizioni estreme risultano meno favorevoli per massimizzare la produzione di
biomassa rispetto al pH 1,59. Questo fenomeno potrebbe essere attribuito al fatto
che, in condizioni di pH estremamente acido, si verifica un incremento nella
degradazione chimica del glucosio a HMF (idrossimetilfurfurale), come
evidenziato da Lim et al., (2023). L’HMEF, a sua volta, &€ noto per compromettere la
crescita cellulare, in quanto puo provocare danni significativi ai mitocondri, come
descritto da Allen et al. (2010). A pH 1,94, la concentrazione di biomassa ¢ la
produttivita scendono rispettivamente a 7,66 g L' e 3,83 g L' giorno™!, pur
rimanendo superiori ai valori registrati a pH 0,75. Infine, a pH 2,07, si osserva un
ulteriore calo della concentrazione di biomassa e della produttivita, con Cx pari a
541 g L' e Pxdi 2,84 g L' giorno'. In sintesi, questi risultati confermano che
Galdieria sulphuraria ¢ altamente adattata a condizioni di acidita estrema, in
accordo con 1 primi studi condotti da Gross et al., (1995) e successivamente
confermati da numerosi studi (Buckeridge 2022; Reeb 2010). Questo fenomeno,
come evidenziato dallo studio di Oesterhelt et al., (1999), sarebbe da attribuirsi a
una correlazione tra il pH del mezzo e ’assorbimento del carbonio organico
disponibile. Infatti, dallo studio emerge che I’assorbimento massimo di glucosio si
verifica a pH 2, mentre si riduce al 75% a pH 1 e cessa completamente oltre pH 7.
La gestione del pH, con particolare attenzione al controllo dell’effetto acidificante
della CO: prodotta in eterotrofia, rappresenta dunque una variabile cruciale per
ottimizzare la crescita e la produzione di biomassa. L’analisi delle rese di consumo
del carbonio organico nel sistema di coltura permette di comprendere 1’efficienza
di conversione del carbonio fornito alla coltura (Crzr) in biomassa e in CO: alle

diverse condizioni operative. I parametri chiave considerati sono:

1. Contenuto di carbonio organico nel terreno (Crer): rappresenta il totale
di carbonio organico inizialmente disponibile nel mezzo, ossia il carbonio

totale fornito alla coltura.
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2. Contenuto di carbonio organico nel reattore (Caio): indica il carbonio
organico presente nella biomassa e nel terreno non ancora consumato. In
generale, Cpjo risulta inferiore a Crer poiché parte del carbonio iniziale ¢
stato consumato dalla biomassa per produrre CO:, € quindi non ¢ piu rilevato

come carbonio organico tramite I’analizzatore TOC

3. Contenuto di carbonio organico nel filtrato (Cri): rappresenta il

carbonio organico residuo non consumato dal metabolismo microalgale.

A partire da questi, sono stati identificati tre indicatori di resa: il contenuto di
carbonio organico in biomassa (Y;/x), la resa di consumo di carbonio organico
(Yeons,c), € la resa di consumo di carbonio organico per il mantenimento cellulare
(Ymant,c)- Per quanto riguarda il primo, I'indice Y;/x rappresenta il contenuto di

carbonio organico immagazzinato nella biomassa, e si calcola come:

Vojx =~ 3.1)
rappresentando infatti il quantitativo di carbonio consumato per la produzione di
biomassa, e successivamente normalizzato rispetto a quest’ultima. La resa di
consumo di carbonio organico (Yonsc) invece deriva dal precedente indice,
normalizzando pero il precedente termine a numeratore sul quantitativo di carbonio

organico inizialmente a monte del sistema:

_ CB1o—CFiL
Ycons,C - c (3'2)
TER

Di norma, questo valore non dovrebbe superare 1’80%, considerata la resa teorica
massima di un metabolismo eterotrofo, poiché una parte del carbonio viene persa
come CO: destinata al mantenimento (Abiusi et al. 2021; Heijnen 1994). Per
concludere, la resa Y4, ¢ permette di quantificare la quantita relativa di carbonio
organico utilizzato per il mantenimento della coltura, ovvero la quota di carbonio
destinata alla produzione di CO.. Tale indice viene calcolato come mostrato

nell’equazione 3.3:

_ Crer—Cpr0
Ymant,C - C (3-3)
TER
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Tabella 3.9 Valori di Y¢/x, Yeons,c © Yinant,c per i vari esperimenti.

Egiit: Ye/x [%] Y cons,c [%] Y pmant c[%]
0,75 53+ 144 32+ 114 12 = 3AB
1,59 42 £44 65+ 5B 20 + 54
1,94 45+ 24 63 £ 5P /

2,07 43 £0° 44 £ 20 g+ 3B

I valori medi di Y;/x variano tra il 42% e il 53% nei diversi pH testati, con una
maggiore variabilita osservata a pH 1 rispetto agli altri valori. L'analisi statistica
indica l'assenza di differenze significative tra le condizioni di pH per questo
parametro, supportando l'ipotesi che il contenuto di carbonio incorporato nella
biomassa rimanga costante indipendentemente dalle condizioni operative. Questo
risultato € coerente con la letteratura, che riporta un contenuto medio di carbonio in
biomassa intorno al 50% da Graverholt et al. (2007) e Sloth et al. (2006) , e
conferma la tendenza alla stabilita di Y /x in condizioni sperimentali diverse.
Spostando poi I’attenzione verso 1’efficacia del consumo di substrato, 1 valori di
Ycons,c mostrano un massimo tra pH 1,59 e 1,94, con una resa del 65% e del 63%
rispettivamente, dimostrando che queste condizioni favoriscono [I’efficienza
nell’utilizzo del carbonio organico per la produzione di biomassa, e si confermano
maggiori rispetto alle rese ottenute da Graverholt et al., (2007) nei sui esperimenti
in continuo. A pH 0,75 e pH 2,07 invece, la resa scende al 32% e 44%,
rispettivamente, con differenze statisticamente significative tra i gruppi. L’analisi
statistica indica una significativa superiorita per pH 1,59 e pH 1,93, rispetto agli
altri pH, confermando che questi valori di pH sono ottimali per I’'impiego del
carbonio organico nella produzione di biomassa (Oesterhelt et al. 1999b).
Ovviamente questo discorso sulle rese si completa osservando le rese di
mantenimento del sistema alle varie condizioni operative. L'andamento di Yy, qn¢ ¢
in funzione del pH mostra un'influenza significativa delle condizioni di acidita sulla
quota di carbonio organico destinata al mantenimento energetico della biomassa. A
un pH di 0,75, Yanec si attesta al 12%, con una deviazione standard di 3%,

indicando che in condizioni di elevata aciditd una porzione considerevole di
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carbonio viene impiegata per il mantenimento. Questo valore aumenta
sensibilmente a pH 1,59, raggiungendo il 20% (deviazione standard di 5%),
suggerendo che a un livello di acidita meno estremo, una percentuale maggiore di
carbonio organico viene destinata ai processi energetici di mantenimento. Al
contrario, al pH piu alto di 2,07, Y gnec si riduce all'8%, con una deviazione
standard di 3%, riflettendo una diminuzione della quota di carbonio consumata per
il mantenimento man mano che I'ambiente si avvicina a condizioni meno acide.
Questo andamento complessivo suggerisce che la forte aciditd comporta un
dispendio energetico piu elevato per la microalga, mentre a pH meno estremi il
carbonio disponibile puod essere impiegato piu efficacemente per la crescita
piuttosto che per il mantenimento. In conclusione, dai risultati emerge che il pH del
terreno influisce in modo significativo sulla distribuzione del carbonio organico tra
biomassa e CO.. Il pH 1,59 risulta ottimale sia per il contenuto di carbonio nella
biomassa (Y¢/x) che per la resa di consumo (Y;onsc), €videnziando un’efficienza
elevata nel convertire il carbonio disponibile in biomassa, con minori perdite per
mantenimento. Al contrario, pH estremamente acidi o prossimi alla neutralita
tendono a ridurre 1’efficienza complessiva, aumentando le perdite di carbonio come
CO: e diminuendo il rendimento in biomassa. Questi risultati sono essenziali per
ottimizzare le condizioni di coltura e massimizzare la produttivita della biomassa,
garantendo al contempo un uso efficiente del carbonio organico fornito

inizialmente.

3.3 Effetto della concentrazione di Carbonio organico

In questo studio, ¢ stata esaminata l'influenza della concentrazione di carbonio
organico disponibile nel mezzo di coltura sulla crescita e sulla produttivita della
biomassa in condizioni eterotrofiche. Sono state investigate diverse concentrazioni
del substrato organico, valutando la concentrazione di biomassa finale (Cx) e la
produttivita (Px), nonché i coefficienti di resa relativi all’efficienza di conversione

del carbonio (Y¢ /x), alla frazione di carbonio organico consumato per la produzione

di biomassa (Y.onsc) € alla quota di carbonio impiegata per il mantenimento
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cellulare (Y;qne c)- I dati sono stati sottoposti a un’analisi statistica per evidenziare

differenze significative tra le condizioni sperimentali.

® Concentrazione [g L™]
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Figura 3.8 Andamento Cx e Py in eterotrofia in funzione della concentrazione di carbonio

organico nel mezzo [gc L.

Il grafico 3.8 illustra I’andamento della concentrazione di biomassa (Cx) e della
produttivita (Px) in funzione della concentrazione di carbonio organico disponibile
nel mezzo di coltura. Entrambe le variabili mostrano un andamento caratterizzato
da un progressivo incremento fino a raggiungere una soglia di saturazione. E
importante sottolineare che il trend della produttivita risulta analogo a quello della
biomassa, in quanto il tempo di permanenza investigato ¢ stato mantenuto costante,
garantendo cosi una correlazione diretta tra le due grandezze. Questo andamento
riflette il tipico modello descritto da Monod, secondo cui, nelle fasi iniziali, la
disponibilita di substrato costituisce il principale fattore limitante per la crescita
cellulare e I'accumulo di biomassa. Con I'aumento della concentrazione di substrato,
la wvelocita di crescita specifica della popolazione microbica aumenta
progressivamente, fino a stabilizzarsi in un plateau, indicativo del raggiungimento
della velocita massima di crescita (umax), oltre la quale la disponibilita di substrato
non rappresenta piu un fattore limitante (Monod 1949). In particolare, a basse
concentrazioni di carbonio organico, 1’accumulo di biomassa risulta limitato,
suggerendo che le cellule non dispongano di una quantita sufficiente di substrato
per raggiungere il loro pieno potenziale di crescita (Sloth et al., 2006). Con

I’aumento della concentrazione di carbonio, il sistema risponde positivamente, e sia
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Cx che Px aumentano in modo significativo. Tuttavia, a partire da 6 gc L' nel
terreno di coltura, I’ulteriore incremento della concentrazione di carbonio organico
a disposizione del sistema non produce piu aumenti significativi né in termini di
concentrazione ¢ né in termini di produttivita di biomassa. Questo plateau
suggerisce che il sistema ha raggiunto una condizione di saturazione, dove il
carbonio disponibile in eccesso non pud piu essere utilizzato in modo efficiente
dalle cellule. Come dimostrato da Pan et al. (2024), un eccesso di substrato organico
non comporta ulteriori benefici probabilmente a causa della saturazione dei sistemi
metabolici o di altre limitazioni di natura ambientale, come 1’acrazione. Questo
andamento sottolinea I’importanza di ottimizzare la concentrazione di carbonio
organico nel mezzo per evitare inutili sprechi di substrato e potenziali effetti
negativi da sovraccarico di nutrienti.

Tabella 3.10 Valori di Cx e Px in eterotrofia in funzione della concentrazione di carbonio organico

equivalente nel mezzo [gc L™!]. Le lettere rappresentano i risultati dell’analisi statistica, € i valori

medi che non condividono lettere uguali sono significativamente diversi.

Concentrazione
substrato Cx [g L] Px [g L™ giorni™ Fonte
organico
[gc L]
0,6 0,93 + 0,034 0,46 +0,01F Questa tesi
3 3,88+ 0,248 1,86 +0,12F Questa tesi
6 9,33 +0,12€ 4,66 + 0,065 Vivarelli (2023)
12 9,86 +0,36° 4,93 £0,18" Vivarelli (2023)

La Tabella 3.11 riporta i1 valori di concentrazione di biomassa (Cx) e produttivita
(Px) in condizioni eterotrofiche al variare della concentrazione di carbonio organico
nel mezzo, espressa in gc L. Si conferma una chiara relazione positiva tra
I'aumento della concentrazione di substrato organico e l'incremento sia della
concentrazione di biomassa che della produttivita, fino a raggiungere una fase di
plateau. A una concentrazione di carbonio organico pari a 0,6 gc L™, Cx ha un
valore medio di 0,93 + 0,03 g L™, mentre Px ¢ pari a 0,46 + 0,01 g L' giorno™; a
termine di paragone, questi valori risultano maggiori rispettivamente a Cx 0,63 +
0,02 g L"'e Pxdi 0,08 £0,02 gL giorno! (ricavata mediante 1’equazione 2.4)
quelli ottenuti da (Buckeridge 2022) a t 8 giorni con una concentrazione di glucosio
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pari a 1,8 g L' (ovvero circa 0,7 gc L'!). Ad ogni modo, tali valori bassi indicano
che la crescita e la produttivita della biomassa sono limitate dalla bassa disponibilita
di substrato, insufficiente a supportare elevati tassi di crescita. A concentrazioni pit
elevate, come nel caso della condizione a 12 gc L', Cx si riscontra un ulteriore
incremento, raggiungendo 9,86 + 0,36 gL', con Pxparia4,93+0,18 g L' giorno™".
Questi risultati indicano che, superata una certa soglia di concentrazione di
substrato organico, 1’efficienza di conversione in biomassa tende a stabilizzarsi.

La Tabella 3.12 riporta, inoltre, i valori medi e le deviazioni standard di tre
parametri di resa relativi all’utilizzo del carbonio organico nei vari esperimenti: la

resa di conversione del carbonio in biomassa (Y¢x), la resa di consumo di carbonio
(Yeons,c) € la resa di mantenimento (Y;,qn¢c), che riflette la frazione di carbonio

destinata alla produzione di CO, utilizzata per il mantenimento della coltura.

Tabella 3.11 Valori di Y /x, Yeons,c € Yinane,c Per i vari esperimenti. Le lettere rappresentano i
risultati dell’analisi statistica, e i valori medi che non condividono lettere uguali sono
significativamente diversi.

Concentrazione
substr.ato YC/X [%] Ycons,C [(VO] Ymant,C [%]
organico
[gc L]
0,6 34424 75+ 14 26+ 5"
3 40+ 2P 57+ 6° 29+ 74
6 42+ 4B 65 % 5AP 20+ 54

A partire dai dati raccolti, si possono trarre diverse considerazioni riguardanti il
contenuto di carbonio in biomassa, la resa di consumo del substrato e la resa di
mantenimento per le diverse concentrazioni di carbonio organico impiegate. Il
contenuto di carbonio convertito in biomassa (Y/x) si attesta mediamente intorno
al 40-42% nei diversi esperimenti, con una variazione significativa a 0,6 gc L™,
dove si registra una resa del 34 + 2%. Questo valore risulta inferiore rispetto a
quanto riportato in letteratura, dove il contenuto di carbonio in biomassa tende a
stabilizzarsi intorno al 50% (Graverholt et al., 2007). Tale discrepanza potrebbe
indicare una limitazione intrinseca del sistema o errori sperimentali specifici per

questa condizione. Aumentando la concentrazione del substrato a 3 gc L™, la resa
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di conversione migliora, raggiungendo il 40 = 2%, e ulteriormente a 6 gc L™, dove
si osserva un valore del 42 + 4%. Questi risultati suggeriscono un miglioramento
progressivo dell’efficienza del sistema con 1’aumentare della disponibilita di
carbonio organico (Graverholt et al., 2007; Pleissner et al., 2021; Schmidt et al.
2005). Questo risultato conferma I'aumento dell'efficienza nell'uso del carbonio per
la produzione di biomassa con l'incremento della concentrazione di substrato e si
allinea ai risultati ottenuti da Abiusi et al. (2024). La resa di consumo del carbonio
(Yeons,c) varia in modo inversamente proporzionale alla concentrazione iniziale di
substrato. A 0,6 gc L, si raggiunge il valore piu alto, pari al 75 £ 1%, mentre
diminuisce al 57 + 6% con 3 gc L' e si stabilizza al 65 + 5% a 6 gc L. Questo
andamento riflette una progressiva saturazione del sistema, in cui il carbonio
organico residuo nel mezzo aumenta con la disponibilita iniziale del substrato.
Inoltre, in condizioni di basse concentrazioni di carbonio organico (0,6 gc L™), il
sistema opera in un regime di limitazione da carbonio, come confermato dalla totale
conversione del substrato in prodotti finali: il 75% in biomassa e il restante 25% in
CO., risultati analoghi sono stati riscontrati da Buckeridge (2022). Analogamente,
a3 gc L™, 1l 57% del substrato ¢ stato convertito in biomassa, mentre il 29% ¢ stato
destinato alla produzione di CO:. Questo andamento conferma che una porzione
significativa del carbonio organico viene ossidata in CO: in condizioni di
limitazione del substrato. A 6 gc L™, invece, si osservano rese piu basse di consumo
del substrato, suggerendo che una parte significativa del carbonio organico rimane
inutilizzata nel mezzo. Questo potrebbe essere attribuito a una sovrabbondanza di
substrato che eccede la capacita metabolica della coltura, risultando in una
diminuzione dell’efficienza di utilizzo (Pleissner et al. 2021). La resa di
mantenimento (Yy,qne ) rimane relativamente stabile nei diversi esperimenti,
oscillando tra il 26 £ 5% a 0,6 gc L' e il 29 £ 7% a 3 gc L. Questo indica che,
indipendentemente dalla concentrazione iniziale del substrato, una porzione
consistente di carbonio organico viene impiegata per il mantenimento energetico
della coltura. L’aumento della produzione di CO: osservato con I’incremento del
substrato sembra correlarsi con il calo del consumo di carbonio per la biomassa,
riflettendo un cambiamento nell’equilibrio metabolico della coltura. In sintesi,
I’efficienza di conversione del carbonio in biomassa migliora con 1’aumento del

substrato, mostrando tuttavia limiti intrinseci sia a basse che ad alte concentrazioni
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di carbonio. La resa di consumo del substrato diminuisce progressivamente con
I’incremento della disponibilita di carbonio, evidenziando una saturazione
metabolica e la presenza di carbonio organico non consumato nelle condizioni piu
ricche. La resa di mantenimento, al contrario, rimane costante, indicando che i
fabbisogni energetici di base della coltura non variano al variare della
concentrazione di substrato. Non sono stati rilevati dati affidabili per la
concentrazione di 12 gc L™ a causa di anomalie nelle analisi TOC. I risultati
complessivi confermano che la frazione di carbonio destinata al mantenimento
rimane stabile, mentre la resa di consumo varia con la disponibilita di carbonio
organico. Cio sottolinea 1’importanza di ottimizzare la concentrazione di substrato
per migliorare I’efficienza di produzione in condizioni eterotrofiche. In particolare,
il trend osservato, caratterizzato da un aumento delle prestazioni fino a una soglia
ottimale attorno ai 6 gc L', seguito da un plateau, indica che oltre tale
concentrazione non si osservano miglioramenti significativi nell’efficienza di
conversione del carbonio in biomassa (Cx) né nella produttivita (Px). Questo
andamento riflette una saturazione nei sistemi di assorbimento e utilizzo del
carbonio da parte delle cellule, suggerendo che, superata tale soglia, altri fattori
limitanti, come la disponibilita di nutrienti o le condizioni operative, possano
influenzare la crescita. L’analisi delle rese conferma che la resa di conversione del
carbonio in biomassa (Y;/x) si mantiene costante nelle diverse condizioni
sperimentali, mentre la resa di consumo del carbonio (Y;y,sc) diminuisce
progressivamente con 1’aumento della concentrazione di substrato. La resa di
mantenimento (Yy,4nec), Invece, risulta invariata, indicando che la frazione di
carbonio destinata alla produzione di CO: per il mantenimento energetico delle
cellule non subisce variazioni significative. Questo evidenzia una richiesta
energetica costante, indipendentemente dalla disponibilita di substrato. Questi
risultati sottolineano la necessita di bilanciare attentamente la concentrazione di
carbonio organico nel mezzo di coltura. Una concentrazione subottimale puo
limitare la crescita, mentre un eccesso comporta inefficienze operative e sprechi di
substrato, senza alcun beneficio per la produttivita. L’ottimizzazione del substrato
rappresenta pertanto un elemento cruciale per massimizzare la resa delle colture,
garantendo al contempo un utilizzo sostenibile delle risorse e riducendo gli impatti

ambientali derivanti dalla gestione dei nutrienti in eccesso.
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3.4 Effetto della tipologia di substrato

Gli esperimenti descritti in questa sezione sono stati condotti in regime eterotrofico,
utilizzando un tempo di permanenza fisso pari a 2 giorni. L'obiettivo principale era
valutare 1'effetto di diverse tipologie di substrati organici, tra cui glucosio, lattosio,
galattosio e permeato del latte, sulla crescita e sulla produttivita di Galdieria
sulphuraria. La concentrazione di tali substrati, valutata in equivalenti di carbonio
organico, ¢ stata mantenuta costante in tutti i casi per garantire condizioni
comparabili e consentire un'analisi accurata dell'influenza specifica del substrato

utilizzato.
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Figura 3.9 Andamento Py in eterotrofia in funzione della tipologia di substrato organico nel
mezzo a [6 gc L'].

La figura 3.9 illustra ’andamento della produttivita di biomassa (Px) in regime
eterotrofico in funzione della tipologia di substrato organico impiegato nel mezzo.
L’analisi evidenzia una chiara differenziazione nei valori di Px, che varia in
relazione alla semplicita e alla composizione del substrato. Il glucosio e il lattosio
si confermano come i substrati piu efficienti, mostrando una produttivita simile e
significativamente superiore rispetto a quella ottenuta con gli altri substrati. Questo
risultato conferma D’alta capacita di Galdieria sulphuraria di assimilare e
metabolizzare substrati semplici e prontamente disponibili, come il glucosio, che

non richiedono complesse trasformazioni metaboliche (Occhipinti et al. 2023;
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Oesterhelt et al. 1999b; Ternes 2015). E interessante notare che, per raggiungere lo
stato stazionario, il sistema ha richiesto solo 6 giorni di operativita in continuo con
il glucosio, evidenziando una rapidita di adattamento metabolico rispetto agli altri
substrati, in linea con i risultati di Oesterhelt et al., (2007). 11 lattosio, con una Py di
4,139 + 0,732 g L' giorno™!, mostra valori di produttivita comparabili a quelli del
glucosio. Sebbene richieda un’ulteriore fase di idrolisi enzimatica per la sua
scissione in glucosio e galattosio, il lattosio dimostra una buona efficienza
metabolica, rendendolo una valida alternativa al glucosio (Tischendorf et al. 2007;
Zimermann et al. 2020). Tuttavia, il raggiungimento dello stato stazionario ha
richiesto un periodo piu lungo, pari a 15 giorni, suggerendo una necessita di
adattamento iniziale piu prolungata rispetto al glucosio. Al contrario, il galattosio
registra una produttivita inferiore, pari a 2,779 + 0,121 g L' giorno'. L’analisi
statistica evidenzia una differenza significativa rispetto ai valori ottenuti con il
glucosio e il lattosio, sottolineando una minore efficienza metabolica nella sua
assimilazione da parte di Galdieria sulphuraria. A confronto, e in linea con i
risultati ottenuti, lo studio condotto in continuo da Buckeridge (2022) evidenzia una
produttivita inferiore in presenza di galattosio rispetto al glucosio, sebbene le
differenze riportate risultino meno pronunciate rispetto a quanto osservato in questi
esperimenti. Questo puo essere attribuito alla necessita di vie metaboliche piu
complesse e meno efficienti per il suo catabolismo. Inoltre, il galattosio puo
accumularsi sotto forma di intermedi tossici (es. galattosio-1-fosfato), rallentando
ulteriormente il metabolismo. (Stadnichuk et al., 2022; Ternes 2015). I dati raccolti
in questo lavoro indicano che il metabolismo del galattosio ¢ meno efficiente
rispetto a quello del glucosio e addirittura del lattosio, in evidente contrasto con
esperimenti presenti in letteratura condotti da (Oesterhelt et al. 1999b), in cui
riscontra gli stessi tempi di raddoppiamento per i due monosaccaridi. Inoltre, il
sistema ha richiesto ben 17 giorni per raggiungere lo stato stazionario con il
galattosio, evidenziando ulteriori difficolta nel pieno sfruttamento di questo
substrato. Queste evidenze sperimentali sono in disaccordo con quanto riportato da
Occhipinti et al., (2023), 1 cui esperimenti hanno evidenziato un comportamento
opposto tra lattosio e galattosio, indicando una maggiore resa del galattosio rispetto
al lattosio, confermata ulteriormente da tassi di crescita maggiori. Infine, il

permeato del latte, una miscela contenente principalmente lattosio, raggiunge una
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Px di 2,83 £ 0,05 g L' giorno™, statisticamente simile al galattosio. Sebbene
contenga componenti organici utili, la sua composizione complessa sembra limitare
I’efficienza di utilizzo rispetto ai substrati piu semplici (Occhipinti et al. 2023;
Zimermann et al. 2020). Questo effetto, probamente ¢ dovuto in parte a gli stessi
effetti inibitori riscontrati con il galattosio, dato che risulta in percentuale il secondo
zucchero maggiormente abbondante dopo il lattosio (Menchik et al. 2019; Zall
1992). Anche in questo caso, il raggiungimento dello stato stazionario ha richiesto
un periodo prolungato di 13 giorni, riflettendo la complessita nella
metabolizzazione delle diverse componenti organiche presenti nel permeato. I
risultati dimostrano che Galdieria sulphuraria raggiunge la massima produttivita
con substrati semplici come il glucosio, mentre substrati piu complessi o misti,
come il galattosio e il permeato del latte, mostrano una produttivita
significativamente inferiore. Il lattosio rappresenta un caso intermedio, con
performance vicine a quelle del glucosio, ma influenzate probabilmente dalla
necessita di una fase di scissione enzimatica. L’analisi dei tempi necessari per
raggiungere lo stato stazionario rafforza ulteriormente queste osservazioni,
evidenziando come substrati piu semplici favoriscano non solo una maggiore
produttivita, ma anche una piu rapida stabilizzazione del sistema. Questi dati
sottolineano 1’importanza della tipologia di substrato e delle sue caratteristiche
metaboliche nella determinazione dell’efficienza produttiva in regime eterotrofico.
Tabella 3.12 Valori di Cx e Px in eterotrofia in funzione della tipologia di substrato organico

equivalente nel mezzo. Le lettere rappresentano i risultati dell’analisi statistica, e i valori medi che

non condividono lettere uguali sono significativamente diversi.

Tipologia

substrato organico Cx [g L] Px [g L giorni) Fonte
[gc L]
Glucosio 9.33+0,124 4,66 + 0,064 Vivarelli (2023)
Lattosio 8,26 + 1,46% 4,14 +0,73» Questa tesi
Galattosio 5,48 £ 0,248 2,78 £ 0,128 Questa tesi
Permeato del latte 5,71 +0,11B 2,83 £ 0,058 Questa tesi

Complessivamente, i valori di Cx seguono lo stesso trend osservato per Py, discusso

in precedenza. Questa correlazione ¢ spiegabile dal fatto che gli esperimenti sono
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stati condotti tutti con un tempo di permanenza fissato a t 2 giorni, garantendo cosi

proporzionalita tra la concentrazione di biomassa e la produttivita volumetrica.

Tabella 3.13 Valori di Y¢/x, Yeons,c € Ymane,c Per i vari esperimenti. Le lettere rappresentano i
risultati dell’analisi statistica, e i valori medi che non condividono lettere uguali sono
significativamente diversi.

Tipologia substrato

organico Ye/x [%] Y cons,c [70] Yinant,c[%]
[gc L]
Glucosio 42 £ 44 65 + 54 20 + 54
Lattosio 42 +34A 61 £ 1548 10 + 34
Galattosio 45+ 84 42 4+ 9B 16 £104
Permeato del latte 44 £ 27 35+28 9+7A

La resa di conversione del carbonio in biomassa (¥ /x) mostra valori relativamente
stabili per tutti i substrati, con medie comprese tra il 42% (glucosio e lattosio) e il
45% (galattosio). L'analisi statistica non evidenzia differenze significative tra le
condizioni sperimentali. Questo trend suggerisce che l'efficienza con cui il carbonio
organico viene convertito in biomassa ¢ relativamente indipendente dal tipo di
substrato utilizzato, indicando che il metabolismo di Galdieria sulphuraria ¢
sufficientemente flessibile da garantire una resa simile per una varieta di fonti di
carbonio (Oesterhelt et al. 1999; Zimermann et al. 2020). La resa di consumo del
carbonio (Yonsc ) Invece presenta una variabilita significativa tra 1 substrati.
Secondo I’analisi statistica, 1 valori ottenuti per glucosio (65 + 5%) e lattosio (61 £
15%) non mostrano differenze significative tra loro, mentre galattosio (42 + 9%) e
permeato (35 + 2%) risultano statisticamente equivalenti ma significativamente
inferiori rispetto ai primi due substrati. Questi valori di Y, ¢ indicano che glucosio
e lattosio sono 1 substrati piu efficienti, grazie alla loro facile metabolizzazione,
mentre galattosio e permeato mostrano rese significativamente inferiori,
probabilmente a causa di vie metaboliche pit complesse o della presenza di
composti meno facilmente utilizzabili. Questo evidenzia come la scelta del
substrato influenzi significativamente [’efficienza metabolica di Galdieria
sulphuraria. La resa di mantenimento (Y45 c) risulta simile tra 1 substrati, come

confermato dall’analisi statistica, che non evidenzia differenze significative tra 1
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valori. In conclusione, il glucosio emerge come il substrato ottimale per
massimizzare le rese di consumo e mantenimento, mentre il galattosio e il permeato
risultano meno efficienti, evidenziando un impatto significativo del tipo di substrato
sulle performance metaboliche di Galdieria sulphuraria. Tuttavia, la capacita di
Galdieria sulphuraria di assimilare diverse fonti di carbonio organico, unita alle
sue elevate rese di consumo, la rende particolarmente promettente per i processi di
biorisanamento dei residui lattiero-caseari (Occhipinti et al. 2023). Questa tipologia
di substrati, a causa degli elevati quantitativi prodotti dalla filiera casearia, il suo
smaltimento rappresenta una significativa preoccupazione ambientale, in quanto
contengono elevati livelli di materia organica disciolta (Menchik et al. 2019). In
letteratura, tali sottoprodotti sono associati a una domanda biochimica di ossigeno
(BOD) compresa tra 40.000 e 110.000 mg L' (Menchik et al. 2019; Jelen 2011),
indicando un potenziale impatto significativo sugli ecosistemi acquatici. I risultati
della presente ricerca evidenziano come Galdieria sulphuraria sia in grado di
metabolizzare efficacemente la materia organica contenuta in questi substrati,
confermando le osservazioni riportate da (Henkanatte-Gedera et al. 2017b;
Occhipinti et al. 2023; Zimermann et al. 2020). Sottolineando il ruolo promettente
di questa microalga nel ridurre il rischio ambientale correlato a tali residui e

addirittura nella loro valorizzazione.

3.5 Mixotrofia: effetto del rapporto tra luce e carbonio organico

L’obiettivo di questa sperimentazione ¢ stato quello di indagare 1’effetto combinato
dell’intensita luminosa (/o) e della concentrazione di carbonio organico nel mezzo
di coltura sul comportamento della microalga in regime mixotrofico. A tal fine, sono
stati selezionati tre livelli di concentrazione di substrato organico (0,6, 1,3, 3,0 e 6,0
gc L™) e due intensitd luminose (75 e 150 pumol m™2 s7'), generando diverse
combinazioni sperimentali. Inoltre, per poter condurre un confronto, ¢ stata
considerata per la discussione dei risultati anche le condizioni in autotrofia ed
eterotrofia a 6 gc L' come controlli. Per ciascuna di queste combinazioni, & stata
calcolata una nuova variabile che considerasse il rapporto luce incidente e carbonio

organico in ingesso (mol gc™'), come mostrato nell’equazione che segue:
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Ip-A
Crer*Vin

(3.4)

Luce/CC.Organico =

Dove Iy ¢ la intensita luminosa incidente (nmol m? s™), 4 rappresenta la superficie
irradiata del reattore, pari a 7,82 x 10~ m?, mentre V;,, ¢ la portata di terreno in
ingresso (L s™). I risultati preliminari riportati rappresentano una prima analisi del
comportamento del sistema mixotrofico. Tuttavia, si precisa che gli esperimenti
sono tuttora in corso e che ulteriori dati saranno necessari per una valutazione
complessiva e conclusiva delle interazioni tra intensita luminosa e disponibilita di
carbonio organico.
Tabella 3.14 Sintesi delle condizioni sperimentali testate, incluse le diverse concentrazioni di

carbonio organico e intensita luminosa, accompagnate dalle condizioni in eterotrofia e autotrofia e
il corrispondente rapporto luce/carbonio organico.

Concentrazione Intensita Luce/
Metabolismo substrato luminosa I, c C.0rganico Fonte
organico [g L'l [umol m?s!] [mol g
Eterotrofia 6,0 / 0 Vivarelli (2023)
6,0 75 0,06 Questa tesi
3,0 75 0,13 Questa tesi
Mixotrofia 1,3 75 0,30 Questa tesi
75 0,65 Questa tesi
0,6
150 1,30 Questa tesi
Autotrofia 0 75 Inf. Questa tesi

D'ora in avanti, 1 risultati saranno presentati in funzione del rapporto luce/carbonio

organico.
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Figura 3.10 Andamento di Cxe Pxin funzione dei diversi rapporti luce/carbonio organico. Le aree
evidenziate grafico rappresentano le diverse condizioni testate, parametriche al contenuto di
carbonio organico nel terreno: grigio (eterotrofia 6 gc L) giallo (mixotrofia 6 gc L), viola

(mixotrofia 3 gc L), rosso (mixotrofia 1,3 gc L), verde (mixotrofia 0,6 gc L) e rosa (autotrofia).

Le linee sono state aggiunte per identificare meglio gli andamenti delle variabili.

I1 grafico 3.10 illustra in modo evidente come la concentrazione di biomassa (Cx) e
la produttivita (Px) varino al variare del rapporto tra carbonio organico e luce,
mostrando un andamento analogo in tutti gli esperimenti. Questa similarita ¢
attribuibile al fatto che il tempo di permanenza ¢ stato fissato a T 1,5 giorni per tutte
le condizioni sperimentali, garantendo uniformita tra le diverse condizioni testate.
L’andamento generale ¢ caratterizzato da una diminuzione significativa di entrambe
le variabili nella parte sinistra del grafico. Tale riduzione evidenzia una progressiva
diminuzione dell’efficienza metabolica delle cellule, probabilmente causata dalla
ridotta disponibilita relativa di carbonio organico e delle scarse condizioni di
illuminazione. Infine, nella parte destra si registra una lieve ripresa di produttivita
e concentrazione di biomassa ottenuta. Questo fenomeno potrebbe essere attribuito
alla limitazione di substrato organico, che induce le cellule a sfruttare la luce per
supportare la crescita (Patel et al. 2019) come osservato durante gli esperimenti in
continuo di (Buckeridge 2022). Di fatti, Buckeridge dai suoi esperimenti condotti a
t 8 giorni, con una concentrazione di carbonio nel mezzo pari a 0,77 gc L™ e una
intensita luminosa di 94.6 pmol m™ s’!, ¢ riuscita ad ottenere una mixotrofia pura

in queste condizioni.
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Tabella 3.15 Valori di concentrazione di biomassa e di produttivita in funzione dei diversi rapporti

luce/carbonio organico. Le lettere rappresentano i risultati dell’analisi statistica, ¢ i valori medi che

non condividono lettere uguali sono significativamente diversi.

Luce/ 1
Metabolismo Ccorganico Cx[g L] P,x 1 !fl Fonte
a1 giorni'|
[mol gc™']
Eterotrofia 0 5,44 £ 0,204 3,63+0,145  Vivarelli (2023)
0,06 4,64 +0,794B 3,09 £+ 0,536H Questa tesi
0,13 4,50+ 0,198 2,87 +0,12H Questa tesi
Mixotrofia 0,30 2544031 1,64+0,18  Questa tesi
0,65 1,13 +0,15° 0,74 +0,10" Questa tesi
1,30 1,59 +0,15F 1,08 +£0,10M Questa tesi
Autotrofia Inf. 0,43 £0,05F 0,28 £0,03N Questa tesi

Come evidenziato nella tabella 3.15 a un basso rapporto luce/carbonio organico,
pari a 0,13 mol gc!, la concentrazione di biomassa (Cx) e la produttivita (Px)
raggiungono i valori elevati, rispettivamente a 4,50+ 0,19 gL'e2,87+0,12 g L™
giorno'. L’analisi statistica conferma che questi valori sono significativamente
diversi rispetto a quelli ottenuti a rapporti luce/carbonio piu alti. Questo risultato
suggerisce che una maggiore disponibilita di carbonio organico rispetto alla luce
favorisce un metabolismo prevalentemente eterotrofo (Stadnichuk et al., 2022),
permettendo un rapido accumulo di biomassa e una produttivita elevata, come
evidenziato in modo analogo da Villarejo et al., (1995) in Chlorella vulgaris. A
titolo di confronto, in condizioni di eterotrofia pura, si osservano valori ancora piu
elevati di Cx e Py, pari rispettivamente a 5,44 + 0,20 g L' e 3,63 = 0,14 g L!
giorno !, evidenziando come 1’utilizzo esclusivo di carbonio organico supporti una
produttivita massima, come confermato dall’analisi statistica. Con 1’aumento del
rapporto luce/carbonio organico, si osserva una riduzione significativa delle
prestazioni di crescita: ad esempio, ad un rapporto di 0,30 mol gc!, Cx scende a
2,54+ 031 gL"'e Pyal,64£0,18 g L giorno'. Tuttavia, come osservato da
Buckeridge (2022), durante la crescita in mixotrofia, operando in un sistema in

1

continuo a un rapporto pari a 0,65 mol gc™ il glucosio diventa limitante per la

crescita a tal punto da stimolare significativamente il metabolismo fotosintetico
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della specie. E interessante notare come aumentando ulteriormente il rapporto
luce/carbonio organica a 1,30 mol gc'!, entrambi i parametri mostrano una lieve
ripresa, con Cxparia 1,59+ 0,15 gL " e Pxparia1,08+0,10 g L ! giorno™'. Questo
incremento suggerisce che, superata una certa soglia critica, la crescita e la
produttivitd non siano piu influenzate unicamente dalla disponibilita relativa di
carbonio organico, ma possano essere determinate anche da fattori ambientali o
metabolici, come una maggiore efficienza nell’utilizzo della luce. A confronto, in
autotrofia la coltura registra valori nettamente inferiori, con una Cy pari a 0,433 +
0,05 g L' e una Py pari a 3,09 + 0,53 g L' giorno ™', evidenziando ulteriormente la
limitazione intrinseca dovuta alla dipendenza esclusiva dalla luce come fonte
energetica. Purtroppo, la maggior parte delle ricerche sull'effetto della luce sulla
crescita e sulla resa di biomassa di Galdieria sulphuraria in regime mixotrofico ¢
stata condotta in condizioni di coltivazione batch. Pertanto, non ¢ noto quale sia
I'impatto dei nutrienti limitanti durante la coltivazione continua su Galdieria in
diverse condizioni di luce. Tuttavia, dagli esperimenti in condizioni autotrofe
condotti da Baer et al. (2016) e Buckeridge (2022), emerge che ¢ possibile
aumentare le concentrazioni di biomassa modulando opportunamente lo spettro
della radiazione luminosa. L’analisi statistica evidenzia differenze significative tra
le condizioni sperimentali, come indicato dalle lettere distintive assegnate ai valori
medi. Questo risultato sottolinea I’importanza di bilanciare attentamente luce e
carbonio organico per ottimizzare la crescita e la produttivitd in Galdieria
sulphuraria. Un'elevata disponibilita di carbonio organico favorisce maggiori
produttivita (Px) e concentrazioni di biomassa (Cy) grazie al potenziamento del
metabolismo eterotrofo, che consente alle cellule di sfruttare intensamente il
substrato organico (Oesterhelt et al. 2007). Tuttavia, la limitazione del contenuto di
carbonio porta a una riduzione dell'attivita eterotrofa, con un conseguente calo di
Cx e Px, ma conun incremento dell’attivita fotosintetica indotto dalla maggiore
disponibilita di luce (Zhu et al. 2023). Inoltre, 1’equilibrio tra luce e carbonio
influenza anche la produzione di pigmenti. A elevate concentrazioni di carbonio
organico, si osserva una scarsa presenza di pigmenti fotosintetici, poiché la coltura
opera principalmente in modalita eterotrofa. Al contrario, aumentando il rapporto
luce/carbonio organico, la coltura passa progressivamente verso una condizione

realmente mixotrofa, caratterizzata da un ritorno al colore verde e da una maggiore
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sintesi di pigmenti, grazie alla riattivazione del metabolismo fotosintetico. Questo
equilibrio risulta quindi cruciale per ottimizzare sia la produttivita sia la qualita

della biomassa in termini di pigmenti.

3.5.1 Analisi comparativa del contenuto di pigmenti in funzione

del rapporto luce/carbonio organico
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Figura 3.11 Contenuto relativo di clorofilla e carotenoidi normalizzato sul quantitativo di

biomassa, espressi mg g, in funzione dei vari rapporti luce/carbonio organico.

Il grafico mostra il contenuto relativo di clorofilla (mgChl gx™) e carotenoidi
(mgCar gx') in funzione del rapporto luce/carbonio organico, evidenziando una
chiara relazione tra la disponibilita di carbonio organico, la luce e il metabolismo

delle cellule di Galdieria sulphuraria.
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Tabella 3.16 Valori di concentrazione relativa di clorofilla e carotenoidi in funzione dei diversi
rapporti luce/carbonio organico. Le lettere rappresentano i risultati dell’analisi statistica, e 1 valori

medi che non condividono lettere uguali sono significativamente diversi.

Luce/
Cc.organico Clorofilla [mg gi']  Carotenoidi [mg g,'] Fonte
[mol gc']

0 0,17 £ 0,044 0,14 +0,03F Vivarelli (2023)
0,06 0,08 + 0,038 0,09 + 0,026 Questa tesi
0,13 0,16 + 0,024 0,20 = 0,02F Questa tesi
0,30 0,44 + 0,05€ 0,27 +0,03% Questa tesi
0,65 1,85 +0,35P 0,99 +£0,18! Questa tesi
1,30 2,01 +£0,35P 1,23 +£0,22! Questa tesi
Inf. 11,07 +0,79% 3,20 +0,25" Questa tesi

A un basso rapporto luce/carbonio organico (0-0,06-0,13 mol gc™), il contenuto di
clorofilla e carotenoidi risulta minimo, indipendentemente dalla presenza o assenza
di luce. Questo comportamento ¢ coerente con le osservazioni fatte in precedenza
nel paragrafo 3.1.4: in presenza di elevate quantita di carbonio organico e bassa
intensita luminosa, le cellule prediligono un metabolismo eterotrofo, utilizzando il
substrato organico disponibile per crescere senza attivare significativamente il
metabolismo fotosintetico (Oesterhelt et al. 2007). Questo porta alla produzione di
una biomassa di colore piu giallo (Figura 3.12, reattore al centro), con un contenuto
pigmentale ridotto, tipico di condizioni in cui la fotosintesi € poco attiva. Da notare
che 1 valori registrati a 0,13 mol gc! sono statisticamente simili a quelli osservati
in condizioni di eterotrofia pura (0 mol gc'), dove il contenuto di clorofilla e
carotenoidi si attesta rispettivamente su 0,17 £+ 0,04 mg gx' e 0,14 + 0,03 mg g«
confermando che in assenza di luce le cellule operano esclusivamente in modalita
eterotrofa. Inoltre, la condizione a 0,06 mol gc™' presenta un contenuto di pigmenti
inferiore sia rispetto alla condizione a 0,13 mol gc!, sia, sorprendentemente,
rispetto alla coltivazione in eterotrofia a 0 mol gc™'. All’aumentare del rapporto
luce/carbonio organico, come a 0,30 mol gc™!, si osserva un aumento del contenuto

relativo di clorofilla e carotenoidi, riscontrabile anche macroscopicamente nel
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fotobioreattore (Figura 3.12, reattore a destra). Questa variazione indica che, con
una minor disponibilita di carbonio, il metabolismo fotosintetico inizia a essere piu
attivo. In questa fase, le cellule iniziano a bilanciare 1’utilizzo del carbonio organico
con l'attivazione della fotosintesi, portando a un incremento nei pigmenti
fotosintetici. A rapporti luce/carbonio organico piu elevati, come 0,65 e 1,30 mol
gc™!, si osservano le massime concentrazioni relative di clorofilla e carotenoidi. In
queste condizioni, la limitazione del carbonio organico risulta evidente,
costringendo le cellule a sfruttare maggiormente la luce per sostenere il proprio
metabolismo, come riscontrabile dal colore della biomassa (Figura 3.12,
fotobioreattore a sinistra). Questa situazione favorisce [’attivazione della
fotosintesi, con un incremento della produzione di pigmenti fotosintetici, tra cui
clorofilla e carotenoidi. A titolo di confronto, in coltivazione continua autotrofa, il
contenuto di pigmenti risulta nettamente piu elevato rispetto a tutte le condizioni
mixotrofiche, con valori di clorofilla paria 11,07 + 0,79 mg gx'e di carotenoidi pari
a 3,20 £ 0,25 mg g«!. Questo risultato & coerente con un metabolismo interamente
fotosintetico, in cui la luce rappresenta 1’unica fonte energetica disponibile,
stimolando al massimo la sintesi di pigmenti per supportare la crescita algale. Al
contrario, le condizioni mixotrofiche, pur aumentando il contenuto pigmentale
rispetto alla condizione eterotrofa, non raggiungono mai i livelli osservati in

autotrofia pura, evidenziando una competizione tra i due metabolismi.

Figura 3.12 Fotobioreattori rappresentativi delle tre condizioni sperimentali con diversi rapporti
luce/carbonio organico. Da sinistra a destra: rapporto luce/carbonio di 1,3 mol gc™!' (coltura verde),
0,13 mol gc™! (coltura gialla) e 0,30 mol g¢™! (coltura intermedia). L'immagine evidenzia le

variazioni cromatiche delle colture, indicative dei diversi metabolismi predominanti.
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E interessante osservare che, a un rapporto luce/carbonio organico di 0,65 o 1,3 mol
gcl, il contenuto di carotenoidi risulta significativamente piu elevato rispetto alle
condizioni precedenti. Questo potrebbe riflettere un meccanismo di protezione
cellulare contro I’eccesso di luce o uno stress ossidativo indotto da condizioni
subottimali. Tale fenomeno potrebbe essere spiegato dal fatto che 1'aggiunta di una
appropriata quantita di glucosio puo eliminare la fotoinibizione della crescita ad
alte intensita di luce, che invece potrebbe essere osservata in coltivazione
autotrofica con la stessa intensita di luce, come dimostrato da Cheirsilp et al.,
(2012). Questi risultati confermano la capacita di Galdieria sulphuraria di adattare
il proprio metabolismo fotosintetico e protettivo in risposta alle condizioni
ambientali, massimizzando la propria efficienza nelle diverse situazioni
sperimentali. Spostando 1’attenzione verso 1 valori di concentrazione assoluta di
clorofilla e carotenoidi (espressa in mg L") per le varie condizione testate, i risultati
sono evidenziati in figura 3.13, con i valori corrispondenti riportati nella tabella

3.17.
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Figura 3.13 Contenuto clorofilla e carotenoidi espressi in mg L' in funzione del rapporto
luce/carbonio organico. Le linee tratteggiate sono state aggiunte per identificare meglio gli

andamenti delle variabili.
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Tabella 3.17 Valori concentrazione assoluta di clorofilla e carotenoidi in funzione dei diversi
rapporti luce/carbonio organico. Le lettere rappresentano i risultati dell’analisi statistica, e 1 valori

medi che non condividono lettere uguali sono significativamente diversi.

Luce/Cc organico .
Clorofilla [mg L'] Carotenoidi [mg L] Fonte
[mol gc']
0 0,94 £ 0,234 0,78 £0,17¢ Vivarelli (2023)
0,06 0,35+0,208 0,41+ 0,156 Questa tesi
0,13 0,73 £ 0,094 0,76 £ 0,14F Questa tesi
0,30 1,06 £ 0,184€ 0,65+0,07" Questa tesi
0,65 2,06 +£0,27¢ 1,05+0,21F Questa tesi
1,30 3,20+ 0,72° 1,96 + 0,421 Questa tesi
Inf. 4,79 + 0,85 0,90 + 0,15 Questa tesi

A Dbassi rapporti luce/carbonio organico, il contenuto assoluto di pigmenti
fotosintetici risulta limitato. Per i rapporti 0,06, 0,13 ¢ 0,30 mol gc'!, la clorofilla e
1 carotenoidi mostrano valori normalizzati per unita di biomassa relativamente
bassi, dovuti alla predominanza di un metabolismo eterotrofo, che riduce la sintesi
di pigmenti. Di fatti P’analisi statistica conferma come queste due condizioni
abbiano un contenuto assoluto di pigmenti simile a quello che si riscontra nella
condizione in eterotrofia a 0 mol gc™!. In queste condizioni, il contenuto di pigmenti
risulta basso, indicando che le cellule allocano risorse limitate alla sintesi di
pigmenti fotosintetici. Tuttavia, l'analisi statistica non evidenzia differenze
significative tra 0,13 e 0,30 mol gc™!, indicando che I’effetto della luce in queste
condizioni ¢ ancora limitato e non sufficiente per un aumento consistente dei
pigmenti. Con rapporti luce/carbonio piu elevati, pari a 0,65 e 1,30 mol gc™!, si
osserva un netto incremento del contenuto assoluto di pigmenti. Per il rapporto 0,65
mol gc’!, la clorofilla raggiunge 2,06 + 0,27 mg L', mentre i carotenoidi sono pari
a 1,05+ 0,21 mg L. Il contenuto di pigmenti a un rapporto di 1,30 mol gc!' non
mostra differenze statisticamente significative rispetto alla condizione a 0,65 mol
gcl. Complessivamente si pud osservare come le condizioni poste a un elevato
rapporto luce/carbonio organico presentano differenze statisticamente significative
rispetto a quelle con un piu basso rapporto. Questo fenomeno indica che, in

condizioni di maggior intensita luminosa, la luce agisce come fattore determinante
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per sostenere la crescita cellulare, contribuendo indirettamente all’aumento della
quantita complessiva di pigmenti fotosintetici prodotti, grazie all’incremento sulla
quantita di biomassa ottenuta. In conclusione, per rapporti luce/carbonio piu elevati
(0,65 e 1,3 mol gc!), I'aumento della luce stimola la crescita della biomassa,
contribuendo cosi a una maggiore concentrazione totale di pigmenti. Tuttavia, il
contenuto assoluto di pigmenti risulta minore rispetto all’ autotrofia, che invece
registra un contenuto maggiore di clorofilla pari a 4,80 = 0,85 mg L', mentre i
carotenoidi risultano calati 0,88 + 0,25 mgL™!, suggerendo un minor stress
cellulare. Questi risultati confermano che regolare il rapporto luce/carbonio
organico ¢ una strategia efficace per aumentare la produzione totale di pigmenti

fotosintetici.

3.6 Esperimenti in batch

Gli esperimenti in batch condotti in condizioni eterotrofe con glucosio mirano a
valutare la crescita e il metabolismo di Galdieria sulphuraria in presenza di un
substrato organico ben definito. Questi esperimenti sono stati eseguiti in triplicato
per garantire la riproducibilita dei dati e ridurre l'errore sperimentale. Le colture
sono state avviate con una concentrazione iniziale media di biomassa (Cx) pari a
0,78 g L', utilizzando un terreno di coltura arricchito con 15 g L™! di glucosio. Tale
concentrazione ¢ stata scelta al fine di garantire una disponibilita finale di carbonio
organico pari a 6 gc L™! nel mezzo, ottimizzando le condizioni per un metabolismo
eterotrofo sostenuto. L’approccio in batch consente di monitorare la dinamica di
consumo del substrato e I’accumulo di biomassa in un sistema chiuso, fornendo dati
chiave sull’efficienza metabolica e sulle potenzialita produttive di questa microalga
in condizioni di eterotrofia pura. Questi esperimenti rappresentano un passo
fondamentale per comprendere il comportamento di Galdieria sulphuraria in
condizioni controllate e per valutare 1'utilizzo del glucosio come fonte di carbonio

organico e poterle confrontare con le rese ottenuti in continuo.
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Giorni

Figura 3.14 Andamento Cyin funzione del tempo in regime eterotrofo. La linea tratteggiata ¢ stata

aggiunta per identificare meglio I’andamento della concentrazione di biomassa.

Nella fase stazionaria si ¢ registrato una Cx massima pari 6,34 g L™!, questo risultato
¢ inferiore rispetto a gli 11,05 + 1,71 g L ottenuti da (Vivarelli 2023) nelle
medesime condizioni in batch. In un sistema batch, a velocita specifica di crescita
U (giorno™') nella fase esponenziale e la produttivita della biomassa Px (g L™

giorno ') sono determinate, in accordo con Minyuk et al. (2020), come segue:

u — lnCX,1—lnCX,2 (3'4)

trinale—tIniziale

Cx,Finale_Cx,Iniziale
Px,Batch - oo ot (3-5)
Finale Iniziale

dove Cx.Finale€ Cx.miziale SONO le concentrazioni di biomassa (g L) secondo il peso
secco negli istanti finali ed iniziali dell’esperimento rispettivamente, mentre (tzinase
— tmiziale) € l'intervallo di tempo considerato (giorni). Quest'ultimo si riferisce
all'intera durata dell'esperimento batch. Negli esperimenti presentati in questo
lavoro si & ottenuto rispettivamente una velocita di crescita pari a 1,00 giorni™!, un
tasso di crescita specifico piuttosto basso per G. sulphuraria, rispetto ad altre alghe,

come alghe verdi e cianobatteri, e una produttivita 0,64 g L' giorno .
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Tabella 3.18 Confronto rese Y x, Yeons,c€ Ymant,c ottenute in batch e in sistema continuo. Le
lettere rappresentano i risultati dell’analisi statistica, e i valori medi che non condividono lettere

uguali sono significativamente diversi.

Ye/x
Ycons,C [%] Ymant,C [%]
[Yo]
Batch 40 + 34 48 + 84 52 £ 8%
Continuo 42 + 47 65+ 58 20+ 58

La Tabella 3.18 riporta un confronto tra le rese di conversione del carbonio in
biomassa (Y¢/x), la resa di consumo del carbonio (Y¢ons ) € 1a resa di mantenimento
(Yinant,c) ottenute in esperimenti condotti in batch e in sistema continuo. I valori
medi di Y/x sono simili tra batch (40 +3%) e sistema continuo (42 + 4%), senza
differenze significative secondo I'analisi statistica. Questo suggerisce che,
indipendentemente dal tipo di sistema, la frazione di carbonio convertita in
biomassa rimane costante, evidenziando un'efficienza comparabile nel processo di
biosintesi in entrambe le modalita operative. La resa di consumo del carbonio
(Yeons,c) € significativamente superiore nel sistema continuo (65 = 5%) rispetto al
batch (48 +8%). Questo risultato riflette una maggiore efficienza nel consumo di
carbonio organico nel sistema continuo, probabilmente grazie a un controllo piu
uniforme delle condizioni operative (ad esempio, tasso di diluizione,
concentrazione di nutrienti e condizioni di crescita), che riducono gli sprechi di
substrato. La resa di mantenimento (Y45 ¢) € significativamente piu alta nel batch
(52 £ 8%) rispetto al sistema continuo (20 £ 5%). Questo indica che, in condizioni
batch, una frazione maggiore del carbonio organico ¢ destinata ai fabbisogni
energetici di base delle cellule, probabilmente a causa di stress metabolici. Al
contrario, nel sistema continuo, il carbonio utilizzato per il mantenimento ¢ ridotto,
suggerendo che le cellule operano in condizioni piu favorevoli e stabili,
ottimizzando la crescita. In conclusione il sistema continuo si distingue per una
maggiore efficienza nel consumo di carbonio (Y,y,sc) € una ridotta frazione
destinata al mantenimento (Y,qnec), rendendolo un’opzione preferibile per
ottimizzare la produttivita e minimizzare gli sprechi di substrato. Al contrario, la

resa di conversione del carbonio in biomassa (¥/x) risulta simile nei due sistemi,
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suggerendo che la modalita operativa non influisca sulla capacita delle cellule di
trasformare il carbonio organico in biomassa. Nel sistema batch, il valore elevato
di Ypnant ¢ potrebbe riflettere una minore uniformita delle condizioni operative, che
richiede alle cellule di destinare una frazione maggiore del carbonio al
mantenimento energetico. Questo aspetto evidenzia come i sistemi continui, grazie
alla maggiore stabilita delle condizioni di coltivazione, offrano un vantaggio in
termini di efficienza complessiva. In conclusione, questi risultati sottolineano
l'importanza di selezionare il sistema operativo in base agli obiettivi produttivi. Il
sistema continuo si conferma come il piu produttivo, sia in termini di
concentrazione di biomassa (Cx) e produttivita (Px), sia per I’efficienza nel
consumo di carbonio. Tuttavia, ¢ importante considerare che, specialmente su larga
scala, il sistema continuo pud risultare meno conveniente a causa delle
problematiche ambientali e operative ad esso associate, che ne limitano la

sostenibilita complessiva.
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4. Conclusioni

Il presente lavoro lavoro di tesi si prefigge di investigare nel dettaglio la
coltivazione in continuo della specie estremofila Galdieria sulphuraria,
studiandone le prestazioni ai differenti meccanismi trofici. In primo luogo, la
campagna sperimentale si ¢ concentrata sul regime eterotrofico, selezionando i
livelli operativi ottimali per ottimizzare la produttivita del sistema, nonché le rese
di utilizzo del substrato. Rispetto alla modulazione del pH del terreno in ingresso,
gli esperimenti hanno evidenziato un generale abbassamento dello stesso
nell’ambiente di reazione, conseguentemente alla produzione netta di CO2 con la
respirazione cellulare. Inoltre, i risultati hanno evidenziato I’intorno di 1,60 come
I’ottimo di pH del sistema, ottenendo produttivita pari a 4,66 g L' d"!, e al contempo
massimizzando 1’efficacia di consumo del substrato: della totalitd del carbonio
organico consumato, pari al 85%, il 65% ¢ stato impiegato per I’accumulo di
biomassa, con il restante 20% invece destinato al mantenimento. Successivamente,
¢ stato poi investigato ’effetto della disponibilita del carbonio organico sulla
coltura, fornito sottoforma di glucosio. In questo caso, 1 risultati si dispongono ai
vari livelli in un trend asintotico, seguendo la nota cinetica di Monod. Tale
andamento suggerisce 6 gc L.; come il valore migliore per il proseguimento della
campagna sperimentale, in quanto miglior compromesso tra performance e utilizzo
del substrato, in quanto disponibilita maggiori di questo non portano a
miglioramenti significativi della coltivazione. Essendo poi nota in letteratura la
capacita di G. sulphuraria di crescere utilizzando substrati carboniosi differenti, ne
¢ stata studiata la fattibilita in continuo, impiegando fonti quali lattosio, galattosio,
e permeato del latte, residuo dell’industria casearia. Se da una parte glucosio e
lattosio sembrerebbero portare a simili risultati, sia in termini di produttivita che in
termini di efficienza di consumo del carbonio (nell’intorno di 4 g L' d! e 65%
rispettivamente), lo studio in dinamico ha permesso di confermare il glucosio come
substrato di piu facile assimilazione, permettendo 1’ottenimento dello stazionario
piu velocemente rispetto al lattosio. Inoltre, la coltivazione della specie impiegando
il permeato del latte, seppur con risultati inferiori rispetto a substrati piu semplici,
sostiene la sua elevata flessibilita metabolica, evidenziando il suo potenziale per

applicazioni di biorisanamento e per la valorizzazione di sottoprodotti industriali.
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Infine, lo studio relativo all’eterotrofia si ¢ concluso comparando 1’effetto del tempo
di permanenza, mediante esperimenti raccolti da un precedente lavoro di tesi, con
quello sui diversi regimi trofici. In primo luogo, tale analisi ha dimostrato che
I’utilizzo del carbonio organico per sostenere la crescita cellulare offre notevoli
miglioramenti delle prestazioni, con produttivitd che, per tutti i livelli testati,
risultano essere da 2 fino a 4 volte maggiori rispetto al tradizionale regime
autotrofico. Inoltre, I’elevata disponibilita di carbonio organico, fissato a 6 gc L™!
sia per gli esperimenti in eterotrofo e mixotrofo hanno evidenziato un analogo
comportamento dei due regimi trofici: non solo per concentrazione e produttivita di
biomassa, ma anche per il contenuto di pigmenti. Infatti, confrontato con gli
esperimenti in autotrofo, quelli in eterotrofo e mixotrofo riportano valori nettamente
inferiori: questo risultato fa presupporre che, in condizioni non limitanti di substrato
organico, la specie prediliga il metabolismo respirativo a quello fotosintetico, a
discapito di queste molecole. A tal proposito, questa teoria ¢ stata ulteriormente
approfondita analizzando 1’effetto combinato di diversi livelli di glucosio e luce in
colture mixotrofe in continuo. Gli esperimenti hanno dimostrato non solo che, in
condizioni di limitazione di carbonio organico, ¢ possibile stimolare la produzione
di pigmenti, ma che anche la luce stessa puo portare ad un incremento significativo
della biomassa: a 0,6 gC L™ forniti dal terreno di coltura, il passaggio da 75 a 150
pumol m s™! ha permesso di ottenere un incremento di circa 0,4 g L' di biomassa,
che si traduce in un incremento di circa 52% e 72% per il contenuto totale di
clorofilla e carotenoidi rispettivamente. In conclusione, il lavoro fatto rappresenta
uno studio in parallelo della specie nei regimi eterotrofico e mixotrofico. Se pero
dal lato eterotrofico lo studio in continuo delle performance di crescita puo
considerarsi molto approfondito, la mixotrofia, specialmente in CSTR ¢ invece un
ambito ancora poco esplorato. Per dare maggiore spessore a quanto gia svolto, ¢
sicuramente necessario andare ad approfondire ulteriormente I’effetto combinato
luce e carbonio organico, per confermare in primis i risultati raccolti finora e per
individuare il binomio ottimale di lavoro. Inoltre, il tutto potrebbe poi essere
declinato alla sperimentazione di altre variabili, come il tempo di permanenza e/o
la tipologia di substrato carbonioso, per individuare nuovi ottimi operativi e favorire

I’economicita del processo stesso.
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