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Limportanza dell’eflicienza fotosintetica
per la produzione di biodiesel da alghe unicellulari

LE ALGHE UNICELLULARI COME FONTE DI BIOCOMBUSTIBILI

Il possibile utilizzo degli organismi fotosintetici per la produzione di biocom-
bustibili sta ricevendo un’attenzione crescente nell'ipotesi che questi possano,
almeno parzialmente, sostituire i combustibili fossili (Chisti and Yan, 2011;
Dismukes et al., 2008; Hannon et al., 2010; Hu et al., 2008; Malcata, 2011).
Una delle possibilita pit interessanti in questa direzione ¢ la produzione di
biodiesel a partire da fonti biologiche di trigliceridi. Attualmente la maggior
parte del biodiesel presente sul mercato ¢ prodotto a partire da semi di pian-
te oleaginose quali il girasole o la soia. Utilizzare piante coltivate per questo
scopo, tuttavia, presenta numerosi svantaggi il primo dei quali ¢ una produt-
tivitd limitata. Infatti, le riserve lipidiche all'interno dei semi utilizzabili per
la produzione di biodiesel rappresentano soltanto il 5% dell'intera biomassa
(Chisti, 2007; Jeong et al., 2004). Un’altra contro-indicazione molto impor-
tante ¢ il fatto che I'utilizzo di piante coltivate per la produzione di biocombu-
stibili sottrae terreno coltivabile al piu tradizionale utilizzo per la produzione
alimentare, sollevando molte comprensibili critiche di tipo etico (Singh et al.,
2011).

Un’alternativa interessante che potenzialmente pud permettere di superare
queste limitazioni ¢ lo sfruttamento di un altro gruppo di organismi fotosinte-
tici, le microalghe. Alcune specie appartenenti a questo gruppo, infatti, hanno
la capacita di accumulare grandi quantita di lipidi che possono essere estratti,
processati e raffinati in combustibili liquidi quali il biodiesel direttamente uti-
lizzabile dalle attuali infrastrutture dell'industria dei trasporti. Alcune specie
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di alghe sono in grado di accumulare oltre il 50% della loro biomassa sotto
forma di lipidi e hanno una produttivita potenziale di 10-20 volte superiore
alle piante (Chisti and Yan, 2011; Hannon et al., 2010; Rodolfi et al., 2009).
Una delle ragioni di questa maggiore produttivita ¢ il fatto che I'intera bio-
massa algale ¢ fotosinteticamente attiva, a differenza delle piante dove alcuni
tessuti come le radici e il fusto sono invece consumatori dei prodotti della fo-
tosintesi. Le alghe, inoltre, non risentono della stagionalita tipica delle piante
superiori nelle zone temperate e possono sostenere una produzione continua
di biomassa per tutto 'anno. Inoltre, le alghe sono in grado di fissare I'anidri-
de carbonica in modo molto piti efficiente rispetto alle piante superiori ed ¢
stato ipotizzato di associare la coltivazione di alghe ad impianti che produco-
no grandi quantita di CO, per limitare la liberazione nell’atmosfera di questo
gas serra (Hannon et al., 2010). Un ulteriore vantaggio delle alghe rispetto
alle piante ¢ il fatto che queste non necessitano di terreni fertili o acqua po-
tabile e quindi gli impianti di coltivazione possono essere installati su terreni
marginali eliminando la competizione con le produzioni alimentari. E quindi
ormai chiaro nella comunita scientifica che le alghe rappresentano un’alterna-
tiva da tenere in assoluta considerazione per la produzione di biocombustibili
su larga scala in una prospettiva a medio-lungo termine. E importante sot-
tolineare, tuttavia, che questo elevato potenziale non ¢ ancora efficacemente
sfruttato dai sistemi di coltivazione su larga scala e che un intenso sforzo di
ricerca ¢ ancora necessario per rendere la produzione di biocarburanti una re-
altd economicamente competitiva (Amaro et al., 2011; Chisti and Yan, 2011;
Malcata, 2011; Takeshita, 2011).

La definizione di microalghe racchiude in realtd un numero molto ele-
vato di organismi molto diversi tra loro, adattati a vivere in condizioni am-
bientali molto differenti. All'interno di questa grande variabilita solo alcune
specie hanno caratteristiche adatte a un loro sfruttamento per la produzione
di biodiesel e per questa ragione la scelta dell’organismo da utilizzare nel-
le coltivazioni su larga scala ¢ un fondamentale prerequisito per lo sviluppo
di produzioni di questo tipo. E importante sottolineare che difficilmente si
potra isolare un organismo che possieda tutte le caratteristiche ideali e sara
fondamentale procedere con il miglioramento genetico delle specie di inte-
resse per renderle ancora pit produttive. In questo contesto alcune specie di
alghe, come quelle appartenenti al genere Nannochloropsis, stanno emergendo
come le pil interessanti grazie ai loro buoni tassi di crescita (Sforza et al.,
2010) e alla capacita di accumulare grandi quantita di lipidi che possono
raggiungere anche il 60-70% del peso secco totale (Boussiba et al., 1987;
Hodgson et al., 1991; Rodolfi et al., 2009). La recente disponibilita del geno-
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ma di Nannochloropsis e lo sviluppo di metodi per introdurre modificazioni
genetiche contribuiscono in modo fondamentale a rendere questo organi-
smo probabilmente il modello pit importante per lo studio della produzione
dei biocombustibili in alghe (Kilian et al., 2011; Radakovits et al., 2012).
Per questa ragione anche i successivi paragrafi si concentreranno su specie di
Nannochloropsis.

EFFETTO DELLE DIVERSE CONDIZIONI DI ILLUMINAZIONE
SULLA CRESCITA DI NANNOCHLOROPSIS

La crescita e la produttivita delle colture algali sono influenzate da molti fat-
tori il cui effetto deve essere compreso nei dettagli per riuscire a ottimizzare
i sistemi di coltivazione su larga scala, i fotobioreattori. Uno dei fattori prin-
cipali che influenza la crescita delle alghe ¢ la luce, la quale fornisce tutta
energia necessaria per supportare I'intero metabolismo. Nonostante la radia-
zione luminosa proveniente dal sole fornisca quantita di energia molto eleva-
te, questa energia ¢ distribuita su superfici molto ampie. Una bassa efficienza
di utilizzo della luce, quindi, comporta la conseguente necessita di ampliare
P’area occupata dal fotobioreattore incrementando i costi di costruzione e ge-
stione rendendo il sistema non economicamente sostenibile. Cottimizzazione
dell’efficienza di utilizzo della radiazione luminosa ¢ quindi indispensabile
per rendere competitive le coltivazioni di alghe in fotobioreattori.

In natura le alghe sono esposte a condizioni di illuminazione variabili. Nelle
condizioni in cui la quantita di radiazione a disposizione delle alghe ¢ bassa,
questa deve essere assorbita nel modo piti efficiente possibile per garantire una
buona velocita di crescita. In altre occasioni, invece, l'illuminazione pud satura-
re la fotosintesi e quindi superare la capacita delle alghe di utilizzarla per la fis-
sazione dell’anidride carbonica. In questo caso la radiazione luminosa in eccesso
non utilizzata per le reazioni fotochimiche puo portare alla formazione di forme
reattive dell'ossigeno (ROS) e al conseguente stress ossidativo, dannoso per la
cellula (Li et al., 2009). In queste occasioni in particolare uno dei componenti
dell’apparato fotosintetico, il fotosistema II (PSII), ¢ il preferenziale bersaglio
dei danni ossidativi e deve essere continuamente riparato tramite la re-sintesi
degli specifici componenti danneggiati (Nixon et al., 2010). Per prosperare in
un ambiente dove I'illuminazione ¢ una grandezza variabile, gli organismi foto-
sintetici hanno anche evoluto meccanismi per modulare I'efficienza di utilizzo
della luce dissipando 'energia eventualmente in eccesso come calore per ridurre
la formazione di ROS (Li et al., 2009). In questo contesto ¢ importante sot-
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Fig. 1 Effetto dell'intensitis luminosa sulla crescita di Nannochloropsis

A) Curve di crescita in presenza di CO, atmosferica condotte a diverse intensita di illumi-
nazgione fornite in luce continua: le curve a 15, 100, 1200 pmol m? s sono rispettivamente
riportate come quadrato, cerchio e triangolo. B) curve di crescita in presenza di CO, al 5%
condotte a diverse intensita di illuminazione: le curve a 15, 150, 1000 umol m? s sono
rispettivamente riportate come quadrato, cerchio e triangolo. In figura A e B é riportato il nu-
mero di cellule per millilitro di coltura in riferimento al giorno della curva di crescita. C) tasso
di crescita (u) calcolato durante la fase esponenziale nelle diverse curve di crescita condotte alle
diverse intensita luminose in presenzga di CO, atmosferica o al 5%. Dati da (Sforza et al.,
2012; Simionato et al., 2011).
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tolineare che sia la riparazione dei fotosistemi danneggiati sia la dissipazione
dell’energia come calore riducono l'efficienza di utilizzo della luce da parte delle
cellule e quindi tali processi dovrebbero essere ridotti al minimo per poter rag-
giungere la piu alta produttivita.

La capacita di Nannochloropsis di rispondere a differenti condizioni di il-
luminazione ¢ stata saggiata valutando l'effetto di diverse intensita luminose
sulla crescita (bassa luce, 15 pmol m™s”, luce di controllo, 100 pmol ms
!, alta luce, 1200 pmol m™s?!, figura 1A, dati da (Simionato et al., 2011).
Questi dati suggeriscono che cellule di Nannochloropsis esposte a intensita
luminose molto diverse sono in grado di mantenere delle cinetiche di crescita
molto simili. Questo ¢ possibile grazie alla capacita di Nannochloropsis di mo-
dulare il proprio apparato fotosintetico e ottimizzarlo in base alla quantita di
luce fornita alle colture, una risposta generalmente nota come acclimatazione
(Falkowski and LaRoche, 1991; Falkowski and Owens, 1980; Walters, 2005;
Zou and Richmond, 2000).

Evidenze che supportano leffettiva attivazione di una risposta di accli-
matazione in queste cellule sono mostrate in figura 2 (dati da (Simionato et
al., 2011)). 1-qP (Baker, 2008; Maxwell and Johnson, 2000) ¢ un parametro
che permette di valutare la capacita del fotosistema II di iniziare il trasporto
degli elettroni. Quando i centri di reazione del fotosistema II sono aperti e
disponibili a ricevere un fotone di luce, il valore di questo parametro ¢ 0.
Come riportato in figura 2A, in cellule esposte a intensitd luminose crescenti
si assiste a una progressiva crescita di 1-qP il cui valore raggiunge 1 quando
i fotosistemi sono saturati e completamente chiusi, quindi non disponibili a
ricevere ulteriori fotoni. Quando I'andamento di questa curva viene confron-
tato per cellule cresciute in regimi luminosi diversi si notano delle differenze
evidenti: colture esposte ad alta luce, infatti, raggiungono la saturazione della
fotosintesi a intensita di luce pit elevate, suggerendo che I'apparato fotosinte-
tico dell’alga sia modulato in modo da sfruttare una frazione di luce incidente
pitt alta per le reazioni fotochimiche.

Nelle piante questa maggiore capacita di utilizzo dell'energia luminosa ¢ as-
sociata a un’incrementata efficienza di fissazione dell’anidride carbonica, grazie
allaumento della concentrazione degli enzimi del ciclo di Calvin e in partico-
lare della RuBisCO (Ballottari et al., 2007). Nella figura 2B ¢ riportato una
quantificazione di questo enzima in alghe acclimatate a diverse illuminazioni la
quale mostra come il contenuto di RuBisCO aumenti con I'intensita luminosa
applicata alle colture durante la crescita. Questo suggerisce che le cellule in alta
luce aumentino la capacita di fissare la CO, in modo tale da sfruttare una mag-
giore quantita di prodotti della fase luminosa della fotosintesi.
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Fig. 2 Acclimatazione di Nannochloropsis alle differenti condizioni di intensita luminosa in
presenza di diossido di carbonio in concentrazione atmosferica

A) grado di saturazione della fotosintesi in cellule adattate alle diverse intensita lumino-
se. Il parametro 1-qP ¢ riportato per le colture cresciute a 15 (quadraro), 100 (cerchio) e
1200 (triangolo) pmol m? 5. B) Western Blot per la valutazione della presenza dell enzima
RuBisCO alla fine della fase esponenziale in cellule adattate alle diverse luci. Ciascun cam-
pione é stato caricato a parita di clorofilla (1 ug) e il segnale é stato rilevato usando un anti-
corpo specifico per la subunity L dell'enzima. C) Contenuto in pigmenti in cellule adattate
alle diverse intensita luminose (fine della fase esponenziale). Sono riportate le stime relative
al contenuto in clorofilla a (ug Chl/10° cellule) e il rapporto carotenoidi/clorofilla. Dati da
(Simionato et al., 2011)



L' IMPORTANZA DELL EFFICIENZA FOTOSINTETICA 93

Un’altra risposta comune delle alghe a diverse condizioni di illuminazione
¢ la modulazione dell’assetto pigmentario, associata a una riorganizzazione
dell'intero apparato fotosintetico. Il contenuto in clorofilla delle cellule cre-
sciute a concentrazione atmosferica di CO, ¢ fortemente influenzato dalla
quantita di fotoni che raggiungono le colture (fig. 2C). Infatti le cellule cre-
sciute a bassa luce mostrano un accumulo maggiore di clorofilla per incre-
mentare la loro efficienza di raccolta della radiazione, mentre nelle cellule
ad alta luce si osserva la tendenza opposta. Mentre il ruolo principale della
clorofilla ¢ I'assorbimento della radiazione, un altro gruppo di pigmenti, i
carotenoidi, sono fondamentali nel foto-proteggere I'apparato fotosintetico
dallo stress ossidativo (Li et al., 2009) causato dall’alta luce. In accordo con
questa funzione, in Nannochloropsis il contenuto in carotenoidi ¢ fortemente
incrementato nelle colture cresciute ad alta luce. Tutte le variazioni osservate
indicano chiaramente che Nannochloropsis ¢ in grado di acclimatarsi ai di-
versi regimi di intensitd luminosa modulando il contenuto in pigmenti, in
particolare accumulando clorofilla quando la radiazione incidente ¢ limitante
e invece i carotenoidi quando la luce assorbita ¢ in eccesso, in modo tale da
prevenire il piti possibile i danni causati dalla formazione delle forme reattive
dell’ossigeno.

I fotobioreattori per la coltivazione su larga scala delle alghe saran-
no verosimilmente collocati all’aperto, quindi in un ambiente naturale
caratterizzato da intensita e disponibilitd di luce estremamente variabili.
Lorganismo scelto per questo tipo di applicazioni dovra quindi essere in
grado di crescere e accumulare lipidi in differenti condizioni di illumina-
zione, non solo in quelle controllate tipiche di un laboratorio. La capacita
di attivare una efficiente risposta di acclimatazione rappresenta, quindi,
un importante parametro per I'identificazione di specie di alghe da utiliz-
zare per le coltivazioni su larga scala. I risultati riportati nelle figure 1 e
2 mostrano come Nannochloropsis sia in grado di acclimatarsi a intensita
luminose molto diverse e anche per questa ragione le specie di questo
genere sono candidate interessanti per la produzione di biodiesel su larga
scala in fotobioreattori.

PRODUTTIVITA FOTOSINTETICA DI NANNOCHLOROPSIS
NELLE CONDIZIONI TIPICHE DI UN FOTOBIOREATTORE

Le valutazioni riportate fino a ora sono riferite a colture cresciute con una
concentrazione di CO, atmosferica, quindi in condizioni simili a quelle che
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normalmente si trovano nell’ambiente naturale al quale le alghe si sono adat-
tate durante I'evoluzione. Le condizioni di crescita nei fotobioreattori pre-
sentano perd alcune specificita che devono essere considerate per riuscire a
ottimizzare la crescita in questo ambiente artificiale.

Una delle maggiori differenze nelle coltivazioni su larga scala all'interno di
fotobioreattori rispetto all’ambiente naturale ¢ rappresentata dalla presenza
di un supplemento di CO,. Diversi studi hanno infatti mostrato che le alghe
esposte a concentrazioni di anidride carbonica elevata sono in grado di sfrut-
tare questa maggiore disponibilita per stimolare la produzione di biomassa.
E quindi ormai assodato che coltivazioni su larga scala di alghe utilizzeranno
una fornitura di CO, supplementare (Bhola et al., 2011). Per questa ragione
risulta molto importante verificare I'effetto delle diverse intensitd luminose
sulla crescita di Nannochloropsis in presenza di CO, in eccesso (5%) (fig. 1B,
dati da (Sforza et al., 2012)). Rispetto alle curve di crescita a concentrazione
atmosferica di diossido di carbonio (fig. 1A) appare evidente come la CO,
stimoli positivamente la crescita delle alghe, aumentando sia il tasso di cre-
scita calcolato durante i primi giorni della fase esponenziale sia la quantita
di biomassa finale. E importante evidenziare come la CO, in eccesso induca
non soltanto un aumento nella produzione di biomassa nelle varie condizioni
sperimentate ma alteri anche leffetto delle diverse intensitd luminose sulla
crescita. Infatti, nelle cellule cresciute con CO, la diversa intensita luminosa
mostra un’influenza rilevante sul tasso di crescita, come riportato in figura 1B
e a differenza di quanto visto in precedenza.

Analizzando in dettaglio I'effetto delle condizioni di illuminazione sui
tassi di crescita (p) in presenza o assenza di un supplemento di diossido di
carbonio (fig. 1C), appare evidente che se le cellule sono cresciute a concen-
trazione atmosferica di CO, la radiazione incidente risulta limitante solo nelle
condizioni di luce pilt bassa. Con intensita maggiori di 15 pmol m™s™, una
quantita di luce comunque molto bassa, la crescita ¢ invece limitata dalla di-
sponibilita della CO, piuttosto che dall’intensita luminosa. Se invece la CO,
¢ fornita in eccesso, l'effetto dell’'intensita luminosa diventa preponderante e
le alghe mostrano una crescita limitata dalla intensita di luce fino a 150 pmol
m~s™. Al di sopra di questo valore la luce fornita risulta in eccesso e ha un
effetto inibitorio sulla crescita di Nannochloropsis. Questo confronto, quindi,
dimostra che l'effetto delle condizioni di illuminazione sulla produttivita di-
venta molto pili importante in condizioni di eccesso di CO, che nelle condi-
zioni naturali nelle quali le cellule sono in grado di mantenere il loro massimo
tasso di crescita sotto un ampio intervallo di intensita di illuminazione.

Un'altra importante differenza tra le alghe cresciute in condizioni naturali
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e in fotobioreattori ¢ la concentrazione delle cellule nella coltura che nel se-
condo caso ¢ molto pitt elevata. Questa concentrazione causa un’elevata den-
sita ottica del mezzo che porta a una distribuzione molto disomogenea della
luce nella coltura. Di conseguenza poche cellule sono esposte alla luce diretta
e assorbono la grande maggioranza dell’energia a disposizione lasciando solo
una piccola frazione residua agli strati inferiori di cellule. Gli strati di cellule
pil esterni sono inoltre facilmente esposti a una intensita di luce in eccesso
rispetto alla loro capacita di utilizzarla per la fotosintesi e di conseguenza
devono dissipare fino all’80% dell’energia assorbita sotto forma di calore per
evitare danni da stress ossidativo. Queste cellule, quindi, non solo assorbo-
no la maggior parte dell’energia a disposizione della coltura ma la utilizzano
anche con bassa efficienza. Seguendo tale idea, ¢ stato dimostrato che l'intera
efficienza dei fotobioreattori aumenta quando il cammino ottico del reattore
stesso ¢ diminuito, riducendo la disomogeneita della distribuzione della luce
(Xue et al., 2011). Sfortunatamente, cammini ottici molto brevi sono molto
difhicili da realizzare per gli impianti su larga scala per ragioni sia pratiche
che economiche. Un altro fattore da considerare ¢ che all'interno di un fo-
tobioreattore le cellule sono continuamente sottoposte a un mescolamento.
Questo determina per le alghe passaggi repentini da zone a piena luce a zone
di piena ombra (Gordon and Polle, 2007). Le cinetiche di mescolamento
variano molto a seconda del sistema di coltivazione utilizzato e nel caso di
reattori tubulari chiusi queste sono nell’ordine dei millisecondi (Gordon and
Polle, 2007) mentre per i pond sono di diversi ordini di grandezza piu lente
(Phillips and Myers, 1954).

Per riuscire a ottimizzare la produttivita delle alghe in fotobioreattori ¢
quindi importante capire come i cicli di luce/buio influenzano Iefficienza
di utilizzo della luce da parte di questi organismi. Per questo motivo, Nan-
nochloropsis ¢ stata cresciuta in fotobioreattori a pannello esposti a cicli di
luce/buio a frequenza modulata, in modo tale da simulare il mescolamento
all'interno di un fotobioreattore (dati da (Sforza et al., 2012)). Questi esperi-
menti sono stati condotti in presenza di CO, e nutrienti in eccesso in modo
tale da evitare inibizioni della crescita dovute ad altre carenze ed evidenziare
Peffetto dell’alternanza di luce sulla crescita. Tutte le prove sono state effet-
tuate fornendo alle colture la stessa quantita totale di fotoni, pari a 120 pmol
m~s di luce continua, una quantita ancora limitante per la crescita in queste
condizioni sperimentali. Una volta fissata 'intensitd media di luce fornita, ¢
stato preso in considerazione I'effetto di altri parametri quali la frequenza e
Pintensita degli impulsi di luce. Come riportato in figura 3 (dati da (Sforza et
al., 2012)) la scelta della frequenza applicata durante la crescita ha un effetto
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importante sulle prestazioni di crescita di Nannochloropsis. In alcuni casi, il
tasso di crescita ¢ equivalente a quello di colture esposte a luce continua (120
pmol ms?, fig. 3), dimostrando che le cellule sono in grado di sfruttare la
luce pulsata con la stessa efficienza (Maxwell and Johnson, 2000). In altre
condizioni, invece, quando la luce ¢ fornita con bassa frequenza la crescita
risulta inibita anche se la quantita di luce totale e I'intensita dell'impulso sono
gli stessi. Risultati analoghi sono stati ottenuti sia con impulsi di 1200 che di
350 pE m™s™ suggerendo che I'intensita dell'impulso non abbia una rilevanza
fondamentale sulla capacita delle alghe di utilizzare la luce in modo efhiciente
(fig. 3). I dati mostrano, inoltre, che le condizioni con i tassi di crescita pil
elevati (1200 pmol m?s! - 10 Hz and 350 pmol m™s'- 30 Hz) hanno in
comune la stessa lunghezza della fase di illuminazione di circa 10 ms (dati
da (Sforza et al., 2012)). La lunghezza dell'impulso di luce sembra quindi
essere il parametro con l'influenza maggiore sulla crescita delle alghe. E in-
teressante notare che la durata ottimale di 10 ms ¢ in accordo con il tempo
di turnover del PSII misurato in cellule algali intere (Dubinsky et al., 1986;
Malcata, 2011): dopo I'assorbimento di un fotone da parte del fotosistema
IT sono infatti necessari 1-15 ms per ri-ossidare i trasportatori di elettroni e
renderli disponibili ad accettare un altro fotone (Carvalho et al., 2011). Se il
tempo di illuminazione ¢ cosi breve, la maggior parte dei fotoni sono utiliz-
zati per compiere la fotosintesi e non portano alla perdita di energia a causa
della foto-inibizione o l'attivazione di meccanismi di dissipazione termica.
Questi risultati dimostrano quindi come anche 'alta luce possa essere sfrut-
tata con alta efficienza, senza creare danni all’apparato fotosintetico purché
questa sia fornita per tempi molto brevi alle cellule. Al contrario, esposizioni
pit lunghe portano alla formazione di ROS e all’attivazione di meccanismi
di dissipazione termica, portando a una perdita di efficienza del sistema. Lal-
ternanza di cicli luce/buio pud quindi, se opportunamente ottimizzata, essere
di beneficio per l'efficienza fotosintetica (Gordon and Polle, 2007; Grobbe-
laar, 2010; Kim et al., 2006; Kok, 1956; Matthijs et al., 1996; Nedbal et al.,
1996; Phillips and Myers, 1954; Terry, 1986; Vejrazka et al., 2011; Xue et al.,
2011), permettendo alle cellule di Nannochloropsis di struttare la luce pulsata
con la stessa efficienza della luce continua della stessa intensitd (Maxwell and
Johnson, 2000).

EFFETTO DELLA LUCE SULL’ACCUMULO DI LIPIDI

Come discusso in precedenza, un organismo scelto per una produzione di
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Fig. 3 Effetto dei cicli luce/buio sulla crescita di Nannochloropsis

In questa figura sono riportati i tassi di crescita specifici (quadrato) calcolati durante la fase
esponenziale e la concentrazione cellulare (cerchio) alla fine della curva di crescita per le diver-
se curve condotte in diverse condizioni di luce pulsata. Dati da (Sforza. et al., 2012)

biocombustibili deve essere in grado di mantenere buoni tassi di crescita in
diverse condizioni di illuminazione, ma deve anche essere in grado di pro-
durre in modo costante la materia prima fondamentale per la produzione di
biodiesel, i lipidi. In questo caso, nell’analizzare I'influenza della luce bisogna
considerare non solo il suo ruolo nel metabolismo, ma anche il ruolo di se-
gnale che influenza diversi processi all'interno della cellula (Brautigam et al.,
2009; Eberhard et al., 2008; Kim et al., 2008).

Dati di letteratura suggeriscono che I'accumulo di lipidi in alghe unicellulari
sia stimolato in condizioni di alta luce (Damiani et al., 2010), come evidenziato
anche in specie del genere Nannochloropsis (Fisher et al., 1998; Solovchenko et
al., 2010). Per analizzare questo problema in modo sistematico, il contenuto
lipidico nelle alghe cresciute nelle varie condizioni di illuminazione e diossido
di carbonio ¢ stato valutato con metodi gravimetrici (fig. 4, dati da (Sforza et
al., 2012; Simionato et al., 2011)). Quando le cellule sono cresciute a luce
continua e a concentrazione atmosferica di CO, (fig. 4A) I'accumulo di lipidi
inizia durante la fase stazionaria a tutte le intensitd luminose testate e alla fine
della curva di crescita (25 giorni) la quantita finale di lipidi ¢ molto simile in
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Fig. 4 Produzione di lipidi in colture di Nannochloropsis adattate alle diverse condizioni di
illuminazione

A) percentuale di lipidi calcolata sul peso secco di colture cresciute a 15 (quadraro), 100 (cer-
chio) e 1200 (triangolo) wmol m? s in condizione di CO,, atmosferica. Laccumulo di lipidi ¢
indotto durante la fase stazionaria indipendentemente dalle condizioni di illuminazione (dati
da (Simionato et al., 2011). B) quantita finale di lipidi in colture cresciute in eccesso di azoto
alle diverse intensita luminose riportate in condizione di diossido di carbonio al 5% (dati da
(Sforza et al., 2012))
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Fig. 5 Rappresentazione dell efferto dell'alta luce sull accumulo di lipidi in Nannochloropsis.
In alto sono rappresentate condizioni di concentrazione atmosferica di diossido di carbonio, in
basso il caso in cui questa sia fornita in eccesso

tutte le condizioni. Laccumulo pronunciato di lipidi durante la fase stazionaria
¢ indotto dalla carenza di nutrienti tipica di questa fase (dati da (Simionato et
al., 2011)). Questo risultato ¢ in accordo con molti dati precedenti che mostra-
no che la carenza di nutrient, e in particolare di azoto, stimola 'accumulo di
lipidi in molte specie di microalghe (Gouveia and Oliveira, 2009; Rodolfi et
al., 2009). In questi esperimenti, quindi, I'effetto della disponibilita di nutrien-
ti sulla sintesi di lipidi ¢ evidente, mentre I'intensita luminosa a cui le cellule
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sono esposte non ha invece una particolare influenza sulla produzione finale. I
risultati ottenuti sono, al contrario, profondamente diversi nel caso di colture
cresciute in eccesso di diossido di carbonio (fig. 4B). In questa condizione,
infatti, le cellule cresciute in bassa luce presentano un livello massimo di lipidi
del 10% su peso secco corrispondente alla quantita costitutivamente presente
nelle cellule. Nelle condizioni di alta luce, invece, la percentuale di lipidi rag-
giunge valori oltre il 60% del peso secco nonostante 'azoto sia sempre fornito
in eccesso alle colture. Leffetto dell'intensita di luce sulla produzione di lipidi ¢
quindi fortemente influenzato dalla disponibilita di diossido di carbonio. Una
possibile spiegazione per queste osservazioni ¢ che in condizioni di alta luce e
CO, atmosferica l'efficienza del ciclo di Calvin ¢ probabilmente limitante per le
alghe, come suggerito dal fatto che la crescita ¢ limitata proprio dalla disponibi-
lita di anidride carbonica (fig. 1A) e dal fatto che I'enzima RuBisCO si accumu-
la con 'aumentare dell'intensita luminosa alla quale le alghe sono cresciute (fig.
2B). Di conseguenza, in queste condizioni si accumulano molecole a monte del
ciclo di Calvin-Benson e c’¢ una conseguente diminuzione di efficienza delle
reazioni fotochimiche (fig. 5). La saturazione dei fotosistemi e la generazione di
stress ossidativo in alta luce non ha perd effetti rilevanti di stimolo né inibizio-
ne della biosintesi di lipidi. Quando I'illuminazione intensa ¢ combinata a un
eccesso di diossido di carbonio, invece, i prodotti del ciclo di Calvin-Benson si
accumulano stimolando la biosintesi dei trigliceridi (fig. 5). Per questo motivo,
la disponibilita di diossido di carbonio deve essere considerata un fattore molto
importante sia nelle crescita delle alghe ma anche nella produzione di lipidi
da parte delle stesse. Tutte le evidenze discusse finora permettono di suggerire
quindi che lintensitd luminosa non abbia un’influenza diretta sull’accumulo
dei lipidi in Nannochloropsis e che la rete di signaling che normalmente risponde
alle diverse condizioni di illuminazione non ne influenza direttamente la bio-
sintesi. Leffetto dell’illuminazione sull’accumulo di lipidi ¢ piuttosto indiretto
e i segnali che inducono la produzione massiccia dovrebbero essere ricercati tra
quelli coinvolti nella regolazione del metabolismo del carbonio.

RIASSUNTO

Alcune specie di alghe unicellulari sono capaci di accumulare grandi quantica di lipidi
che possono essere utilizzati per la produzione di biodiesel. Questa ¢ una interessante
prospettiva per lo sviluppo di combustibili alternativi alle fonti fossili. Tuttavia, i sistemi
di coltivazione delle alghe su larga scala attualmente disponibili sono ancora poco effi-
cienti e sono necessari ulteriori sforzi di ricerca per rendere la produzione di biocombu-
stibili da alghe una solida realta.
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La luce fornisce tutta l'energia necessaria per supportare il metabolismo delle alghe e per
questa ragione l'efficienza di utilizzo della radiazione luminosa ¢ uno dei fattori fondamentali
che determina la produttivita delle coltivazioni di alghe. In questo capitolo sono riviste le in-
formazioni pil recenti sullinfluenza dell'illuminazione sulla crescita e la produzione di lipidi
nelle microalghe. Lattenzione ¢ focalizzata sulle specie appartenent al genere Nannochloropsis
che stanno emergendo come modelli per questo tipo di applicazioni grazie alla loro elevata
produttivitd. Nannochloropsis ¢ capace di crescere in condizioni di illuminazione molto diver-
se, caratteristica importante per le crescita in campo. Oltre all’effetto sulla crescita ¢ stato ana-
lizzata anche I'influenza dell'illuminazione sull’accumulo di lipidi: I'intensit della radiazione
non regola direttamente la loro biosintesi ma ha ugualmente una forte influenza se combinata
con altri fattori quali una elevata disponibilita di anidride carbonica.

ABSTRACT

Some species of unicellular algae are capable of accumulating large amount of lipids
which can be exploited for the production of biodiesel. Their exploitation is highly in-
teresting in the perspective of replacing at least partially fossil fuels. Unfortunately, algae
large scale cultivation systems are still largely inefficient and strong research efforts are
necessary to develop competitive production of biofuels from algae.

One of the major factors influencing algae growth is light which provides all the energy
supporting metabolism. For this reason a high light use efficiency is seminal for developing
any competitive algae cultivation system. In this chapter the most recent work on the in-
fluence of illumination environment on algae growth and lipids production is reviewed,
focusing in particular on the species belonging to the genus Nannochloropsis, which are
emerging as models for this kind of applications thanks to their remarkable productivity.
Nannochloropsis showed the ability of growing efliciently under a wide range of illumi-
nation conditions, a fundamental property in the perspective of cultivation in outdoor
photobioreactors. Light intensity do not directly influence lipids biosynthesis but it plays a
strong indirect role when combined with other factors like increased carbon dioxide supply.
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