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Prefazione

“Lacquicoltura ¢ l'allevamento di organismi acquatici (pesci, molluschi, crostaces, e organismi vegetali acquatici).
Questo implica forme di intervento umano, attraverso ['allevamento, nei processi di accrescimento, mediante i
sistemi di semina e controllo, alimentazione, protezione o controllo dai predatori, ecc. 1. allevamento implica inoltre
la proprieta, in forma associata o singola, dello stock in allevamento. A fini statistici, viene considerata come
acquicoltura la produzione di tutti gli organismi acquatici allevati da soggetti che ne hanno detenuto la proprieta, in
Jforma singola o associata, durante il periodo di accrescimento, mentre gli organismi acquatici che costituiscono una
risorsa di comune proprieta, accessibile con o senga uno specifico permesso, costituiscono il prodotto della pesca”. 1]
In altre parole, con il termine “acquicoltura” si intende I'insieme delle tecniche volte alla
produzione di organismi acquatici, attraverso lintervento del’uomo su una parte o sull'intero
ciclo biologico degli stessi.

Sotto il profilo giuridico, I'acquicoltura si concretizza in una attivita di allevamento o coltivazione,

differenziandosi dalla semplice “cattura” o “raccolta”

b

e pertanto ¢ riconducibile all’agricoltura,
indifferentemente se viene realizzata in acque interne (dolci o salmastre) o in acque marine (sia in
impianti a terra che in mare aperto).

L’acquicoltura, oltre che in termini di funzionamento, si contrappone nettamente alla pesca anche
per quanto concerne i numeri di produzione dei due settori.

La produzione di prodotti ittici da parte del settore pesca si attesta su valori statici fin dagli anni
’80; questo ha prodotto una crescita logaritmica della produzione ittica di derivazione
acquicolturale.

Per meglio comprendere i numeri di quest’ascesa della produzione ittica destinata al consumo
umano basta tenere in considerazione che, se nel 1974 i prodotti ittici allevati in impianti di
acquicoltura si attestavano al 7%, gia nel 1994 avevano subito una crescita fino al 26%. Questo
trend di crescita si ¢ mantenuto costante nel corso degli anni successivi, fino al raggiungimento
nel 2004 del 39% e a oggi la produzione ittica dell’acquicoltura ha raggiunto il 50% del consumo

umano [1]. Le stime prevedono che entro il 2030 la richiesta di prodotti ittici aumentera di 27



milioni di tonnellate e, in una situazione di continuo depauperamento degli stock ittici e di
sempre crescente “avvelenamento” del mare e delle acque interne, ¢ facilmente immaginabile che
la crescita del settore Acquicoltura sara inarrestabile.

Se a questo si aggiungono la crescente diversita di specie prodotte e gli elevati standard produttivi
raggiunti negli ultimi anni nelle produzioni acquicolturali, con prodotti con caratteristiche di
innegabile valore nutrizionale e sicurezza alimentare derivanti dalle condizioni controllate di
allevamento, si delinea un prossimo futuro in cui la pesca subira drastiche perdite e i prodotti

ittici destinati all’alimentazione umana deriveranno quasi esclusivamente dall’acquicoltura.

imagine a world without fish
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Introduzione

Acquicoltura, un settore in continua crescita

I prodotti di origine acquatica rappresentano una fondamentale fonte di alimentazione per il

sostentamento della specie umana. Questi forniscono proteine, micronutrienti essenziali quali

vitamine e minerali e acidi grassi polinsaturi.
Tali composti hanno un elevato impatto
nutrizionale positivo sulla salute umana.
Numerose  evidenze  scientifiche  hanno
dimostrato gli effetti benefici di questi alimenti
su malattie coronariche cardiache, ictus, salute
mentale, ipertensione, alcuni tumori, artrite
reumatoide e altre malattie infiammatorie
(Fig. 1)[2]. Inoltre, 1 prodotti ittici ricoprono un
importante ruolo anche per il loro valore
economico-commerciale [3].

Specie di elevato interesse commerciale

comprendono ma non si limitano a pesci ossei,

molluschi, crostacei e alghe.
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Figura 1; Effetti dell'assunzione di alimenti di origine
acquatica.

Come gia evidenziato in prefazione, la richiesta di prodotti ittici da parte dei consumatori ha

subito un’impennata negli ultimi decenni tale che la fonte di approvvigionamento tradizionale di

prodotti ittici (pesca) non ¢ riuscita a soddisfare; cosi 'acquicoltura ha reagito alla crescente

richiesta aumentando (Fig. 2), intensificando e diversificando il range delle produzioni,

espandendosi in nuove aree con sempre piu specie allevate (Fig. 3).

I massimi dati registrati in termini di produzione e di vendita di specie ittiche negli ultimi anni

sono proprio derivanti dagli allevamenti in condizioni controllate [4].
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Source: Historical data 1950-2010: FAO. 2014. "FishStatJ.” Rome: FAQ. Projections 2011-2050: Calculated at WRI, assumes 10 percent reduction in
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Figura 2; Produzione odierna e stime produttive per pesca e acquicoltura.
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Figura 3; Diversificazione dell'offerta in acquicoltura.

Nel 2012 i prodotti della pesca e dell’acquicoltura hanno raggiunto circa 158 milioni di tonnellate,
delle quali oltre I'86% ¢ stato destinato al consumo umano. Nonostante cio, stime del 2011
hanno definito gli stock ittici come segue:

- 61.3% completamente sfruttati

- 28.8% sovra-sfruttati

- 9.9% sotto-sfruttati [5] (Fig. 4).
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@ Laltra faccia della medaglia si mostra come

un’inarrestabile crescita del settore acquicolturale.

Questo settore, infatti, ha fatto registrare una

ENIEEE  crescita annua media del 6.3% provvedendo negli
BY 2050

Figura 4; Stato degli stock ittici e situazione dei mari - . N R L. .
& ’ & ultimi anni a piu della meta della richiesta dei

prodotti ittici a livello globale. La crescente produzione registrata per 'acquicoltura ¢ quasi
completamente destinata al consumo umano, e fin dalla meta degli anni *90 ha rappresentato la
forza trainante nella produzione di pesce a livello globale [4].

Il panorama acquicolturale mondiale ¢ principalmente dominato dalla regione Pacifico-Asiatica
che provvede per 1'89% in termini di volume e per il 79% in termini di valore commerciale al
pesce allevato, di cui la sola Cina ne produce rispettivamente il 60% e il 51%. Gli altri principali
produttori Asiatici sono rappresentati da India, Vietnam, Indonesia, Bangladesh, Tailandia,

Myanmar, Filippine e Giappone (Fig. 5).

The world according to
aquaculture...
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source: Hall et al. (2011)

Figura 5; Il mondo dell’acquicoltura.



In Europa la crescita media del settore acquicolturale si ¢ attestata a un timido 1.2%, con una
produzione del solo 4.5% della totalita globale [6]. I1 40% della produzione europea ¢ attribuibile
alla Norvegia, seguita da Spagna, Francia, Italia e Regno Unito [7]. Le strategie politiche
comunitarie hanno definito il loro scopo nell’aumento della produzione, nella diversificazione,
ma anche nell’aumento della qualita del prodotto, in modo da rendere piu elevata la competitivita
del settore acquicolturale europeo [8]. Inoltre, 'Unione Europea, sicuramente piu attenta alle
tematiche ambientali rispetto alle controparti asiatiche, ha definito una serie di azioni volte a

promuovere la sostenibilita ambientale, sociale ed economica dell’acquicoltura.
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Sistemi di produzione

I sistemi acquicolturali nazionali e internazionali, in quanto a caratteristiche tecniche e strutturali
degli impianti, si distinguono in tre tipologie: estensivo, semi-intensivo e intensivo; quest’ultimo a
sua volta si divide in impianti in-shore (in vasche a terra) e impianti off-shore (in gabbie a mare).

Gli impianti estensivi (Fig. 6) sono quelli che sfruttano determinate caratteristiche morfologiche
di zone che consentono di realizzare un
allevamento senza apportare modifiche
strutturali all’ambiente ne¢ di carattere
ambientale tantomeno di carattere
ecologico. In  questo tipo  di

acquicoltura, infatti, la dieta degli

organismi allevati si basa esclusivamente
Figura 6; Esempio di acquicoltura estensiva.

sulle potenzialita trofiche dell’ambiente

in cui essi sono allevati.

Le attivita umane nell’acquicoltura estensiva sono limitate alla semina degli avannotti e al

controllo dei predatori. Tali allevamenti persistono spesso in valli, lagune o stagni costieri.

Nonostante il basso contributo umano e i costi contenuti, questo sistema puo fornire discreti

risultati in termini di produzione ittica con impatto sull’'ambiente basso, o quasi nullo [9].

Gli impianti semintensivi (Fig. 7) localizzati anch’essi in zone naturali relativamente chiuse,

prevedono alcuni interventi dell'uomo

durante  Daccrescimento  delle  specie

allevate. L’alimentazione non deriva piu

esclusivamente  dall’lambiente ma ¢

integrata, in misura relativa, da dieta

artificiale (pellet commerciale o altre fonti

di cibo).

Figura 7; Esempio di impianto semi-intensivo. A destra ¢&
possibile notare I’agitatore per I’ossigenazione delle acque.
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In taluni casi le acque di allevamento sono ossigenate e i reflui in uscita trattati [1].

Gli impianti intensivi, a differenza di quelli in precedenza descritti, si basano sull’elevata
concentrazione della biomassa in ambienti ristretti e sul controllo totale del ciclo vitale degli
organismi allevati, della loro alimentazione, delle acque di allevamento e di tutti gli aspetti che

riguardano la produzione. Questi possono essere realizzati in vasche a terra (in-shore) e/o in

gabbie a mare (off-shore) (Fig. 8).

Figura 8; Acquicoltura intensiva. A: gabbie in mare, B: vasche a terra in cemento, C: vasche a terra in vetroresina.

Quest’ultimo sistema descritto ¢ i piu redditizio e diffuso nel panorama nazionale e
internazionale. Ovviamente, perd, un sistema simile comporta tutta una serie di ricadute sui
diversi aspetti intrinseci di un impianto quali littiopatologia, la mangimistica, la genetica, gli
aspetti gestionali, economici, ecc. Il tipo di acquicoltura appena descritto s’inquadra in una
prospettiva strettamente industriale e imprenditoriale, tanto da attribuirgli il nome di Acquicoltura

industriale [10].
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Impatti ambientali dell’acquicoltura

L’acquicoltura industriale, come ogni altra attivita produttiva umana, pud generare impatti
ambientali pitt 0 meno marcati. Questi sono ascrivibili ai processi industriali e allo sfruttamento
delle risorse. Alcuni effetti possono essere positivi ma altri, soprattutto nel medio e lungo
termine, non rispondono ai requisiti sempre piu pressanti di sostenibilita ambientale delle
produzioni [11]. Si rende quindi chiaramente necessaria la creazione di misure di conservazione
da applicare ai sistemi acquicolturali in grado di promuovere I'uso sostenibile delle risorse e di
ridurre al minimo I'impatto degli impianti.
La “questione ambientale” dell’acquicoltura ¢ stata gia (negli anni “90) discussa e regolamentata
dall’Unione Europea sotto forma di “Politica Comune della Pesca (CFP, Common Fisheries
Policy)” [12] che mira a garantire che la pesca e l'acquicoltura siano sostenibili dal punto di vista
ecologico, economico e sociale, e che rappresentino una fonte di alimenti sani per i cittadini
del’UE. L’attenzione di questa direttiva ¢ principalmente focalizzata su attivita acquicolturali in
zone costiere. Inoltre, durante gli ultimi trenta anni, 'UE ha compiuto grandi sforzi per quanto
riguarda la gestione degli impatti ambientali dell'acquicoltura marina, attraverso l'attuazione di
numerose direttive come la EQOs (Environmental Quality Objectives) e la EQSs
(Environmental Quality Standards) [13].
Ciononostante, ulteriori nuove norme si rendono necessarie per garantire la totale sostenibilita
ambientale dell’acquicoltura.
In termini pratici i principali impatti dell’acquicoltura (Fig. 9) si possono riassumere in:

1.3.1  Utilizzo delle risorse selvatiche per la produzione di specie allevate

1.3.2 Scarico degli effluenti

1.3.3  Utilizzo di risorse naturali

1.3.4 Contaminazione chimica

1.3.5 Conservazione e perdita della biodiversita

1.3.6  Insorgenza di patologie

13



Environmental Risks of Marine Aquaculture

Figura 9; Schema riassuntivo degli impatti dell’acquicoltura.
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Utilizzo delle risorse selvatiche per la produzione di specie allevate

Lutilizzo delle risorse selvatiche per l'allevamento ¢ uno dei piu discussi problemi inerenti la
sostenibilita dell’acquicoltura.

Lallevamento di specie ittiche comporta, infatti, lo sfruttamento degli stock selvatici da utilizzare

direttamente come alimento o per la produzione di mangimi (Fig. 10) [14].

Figura 10; Mangimi derivanti da farine di pesce.

La crescita imponente dell’acquicoltura ¢ ritenuta da alcuni autori come una soluzione
all’overfishing di alcune specie, fornisce inoltre un consistente contributo alla sicurezza alimentare, e
da altri come un rischio per il sovra-sfruttamento degli stock di piccoli pesci pelagici, in quanto
I'allevamento di specie ittiche dipende in buona percentuale da questi ultimi [15]. A supporto di
quest’ultima ipotesi, alcuni autori affermano che, se la pressione sugli stock ittici utilizzati per i

mangimi non sara ridotta, I'acquicoltura potrebbe, a lungo termine, subire una riduzione di
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produzione complessiva dovuta proprio al sovra-sfruttamento delle risorse ittiche [16].
Purtroppo, pero, un’alimentazione a base di farine e oli di pesce, oltre a fornire alti livelli di
proteine, ¢ un’eccellente fonte di acidi grassi essenziali (w-3) indispensabili per lo stato di salute
del pesce allevato. Queste caratteristiche rendono aringhe, sardine e alacce, ingredienti chiave
nella formulazione di mangimi, che siano essi destinati all’acquicoltura o alla zootecnia classica
(suini e pollame) [4,17]. Gli allevamenti intensivi utilizzano mangimi commerciali con diverse
percentuali di farine di pesce in funzione delle necessita nutrizionali della specie allevata, dal
salmone con il 100% di mangime, alla carpa con “solo” il 38% [18].

La letteratura scientifica ha proposto numerose possibili alternative riguardo questa problematica;
di queste pero ¢ necessario stabilirne I'applicabilita in allevamento e la sostenibilita economica
[18].

Promettenti risultati sono stati ottenuti dal trattamento degli scarti della pesca professionale;
questi, infatti, sono stati inclusi nella produzione di farine di pesci attestandosi (2010) a circa il
36% della produzione totale [4].

Fra le alternative emergenti si possono considerare proteine e oli vegetali, proteine algali, oli
prodotti con tecnologie di fermentazione industriale, insetti, e altri [17,19-21].

Nonostante 1 numerosi sforzi da parte della ricerca scientifica a tal riguardo, si ¢ pero ancora
lontani dall'identificazione di una risorsa completamente sostenibile per la formulazione di un

mangime che possa sostituire validamente la composizione a base di farine e oli di pesce.
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Scarico dei reflui

I reflui di determinati impianti di acquicoltura sono un’altra fonte di preoccupazione che mina
alle basi la sostenibilita degli allevamenti ittici.

Gli scarichi di un impianto di acquicoltura possono essere classificati in: continui (derivanti dalla
produzione) e periodici (derivanti dalle attivita di allevamento: sostanze chimiche per la pulizia,
farmaci veterinari, vernici per il trattamento delle vasche/gabbie, ecc.) [13].

L’allevamento di specie ittiche, ovviamente, causa il rilascio di scarti metabolici e non, sotto
forma di feci, pseudo-feci, cibo mal digerito o non consumato; questi sono i principali fattori
responsabili dell’'aumento di carico organico e inorganico (nutrienti) nelle vicinanze degli impianti
di acquicoltura [14].

L’arricchimento organico e inorganico comporta il deterioramento dei corpi idrici in cui gli
scarichi fluiscono [22]. Gli input in azoto e fosforo in un impianto di acquicoltura marina
vengono rilasciati nei corpi idrici circostanti con percentuali fra il 52 e il 95% per I'azoto e ’85%
per il fosforo, a causa di cibo non ingerito, escrezioni dei pesci e produzione di feci [23]. Gli
effluenti degli impianti di acquicoltura (specialmente se di crostacei) sono carichi in solidi sospesi,
nutrienti come ammoniaca, nitriti, nitrati e fosfati, carbonio organico disciolto, lipidi, ecc [24].
Questi costituenti sono considerati i piu importanti prodotti di scarto dell’acquicoltura poiché
influenzano negativamente la qualita degli ambienti in cui vengono riversati [11].

Il destino di tali sostanze rilasciate nell’ambiente dipende da diversi fattori intrinseci dell’area di
rilascio, quali: le caratteristiche idrologiche, la topografia del fondale e la geografia dell’area. I
possibili impatti di tali versamenti dipendono principalmente dal tasso di assorbimento dei
nutrienti da parte dell’ecosistema [13].

I mangimi utilizzati, con le loro alte concentrazioni di proteine e grassi, creano scarti biologici dei
pesci allevati in cui I'azoto viene espulso come disciolto (principalmente ione ammonio) e il
fosforo sotto forma di particolato [25]. L’ammonio appena immesso nell’ambiente viene ossidato

da batteri in nitriti ¢ successivamente in nitrati. Inoltre, alte concentrazioni di ammonio
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competono, per 'ossigeno da destinare alla nitrificazione, con gli organismi acquatici e, nel caso
in cui la necessita di ossigeno sia superiore alla disponibilita di questo, si rischiano fenomeni di
anossia delle acque e di conseguenza dei sedimenti [26]. Questo, ovviamente puo portare a
modifiche nei processi chimici e biologici dei sedimenti che influiscono direttamente sulle
biocenosi bentoniche.

Ancora, alte concentrazioni di azoto e fosforo possono portare a eutrofizzazione, che sono
considerati i due principali processi innescati da reflui di impianti di acquicoltura, sia a terra che in
mare [26]. Tali processi portano all'instaurarsi di eventi che spesso sfociano in bloom
fitoplanctonici, comportando drastiche riduzioni dell’ossigeno disciolto e rischio per la vitalita
degli organismi presenti nell’area [11,27,28].

Altre modificazioni degli ambienti in cui persistono importanti scarichi d’impianti di allevamento
ittico comprendono cambi strutturali e funzionali degli ecosistemi acquatici; eventi simili seguono
un’evoluzione che inizialmente impatta su fitoplancton e fitobenthos e in seguito si propaga
lungo la rete trofica della zona. I danni alla struttura ecosistemica che ne derivano includono la
perdita di biodiversita e lo stravolgimento degli equilibri fisiologici degli organismi che si
rifletteranno in variazioni di abbondanza delle varie specie nelle popolazioni [29].

Inoltre, I'arricchimento organico dei sedimenti puo comportare 'evoluzione dell’ecosistema, con

una drastica diminuzione della biodiversita [30].
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Utilizzo di risorse naturali

Risorse naturali come acqua e habitat subiscono gli effetti della presenza degli impianti di
acquicoltura.

Nelle acque di scarico, anche in quelle di allevamento, si assiste a una soprassaturazione di
“nutrienti” che devono essere logicamente eliminati, in modo da non impattare negativamente
sulla salute degli organismi allevati. La soluzione a tale problema ¢ rappresentata da un continuo
ricambio dell’acqua di allevamento.

Questo sistema presenta pero dei limiti, principalmente dettati dalla regolamentazione
“ambientale” del rilascio di acque ricche in nutrienti nell’ambiente circostante per i sopracitati
problemi, e il fatto che 'ampio consumo di acqua possa portare sicuramente notevoli spese [31].
E stato dimostrato che, ad esempio, 'acquicoltura intensiva in acque dolci consuma piu acqua per
unita di area dell’agricoltura [32].

L’unica soluzione reale a tale problema ¢ rappresentata dalla riduzione, ove possibile, dei reflui,
che non solo comporta un ridotto volume di acqua utilizzata in ingresso ma anche un risparmio
economico per 'azienda.

Un’altra risorsa naturale impattata dall’acquicoltura ¢ I’habitat [33].

Gli allevamenti a terra richiedono superfici da sfruttare per 'impianto delle strutture, mentre gli
allevamenti in mare occupano volumi di colonna d’acqua e superfici dei fondi marini. Nel caso di
questi ultimi, la maggior parte degli impianti di piscicoltura e molluschicoltura del Mediterraneo
sono stati ben posizionati e hanno influenzato in maniera relativa gli habitat in cui persistono
[34].

Nell’ambito di tutela degli ambienti acquatici la Comunita Europea nel 2000 ha varato la “Water
Framework Directive” [35] che con diversi strumenti tende a proteggere tutte le aree costiere e le
acque interne dalle odierne pressioni ambientali. L’obiettivo finale di tale direttiva ¢ raggiungere

lo stato ecologico “buono” per questi ambienti nell'immediato futuro [30].
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Pertanto, si rendono necessari interventi che possano mitigare le seguenti pressioni ambientali
identificate secondo 'IMPRESS [37]:

a. Inquinamento da industrie e agricoltura e scarichi di acquicoltura

b. Alterazione dei regimi idrologici, compreso il prelievo di acqua

c. Cambiamenti nella morfologia, compresi bonifica e infrastrutture

d. Sfruttamento delle risorse biotiche e cambiamenti nella biodiversita.
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Contaminazione chimica

Oltre al carico di nutrienti gia discusso, un altro impatto ambientale dell’acquicoltura ¢ dato dallo
sversamento di sostanze chimiche nell’ambiente (come gia accennato), quali pesticidi, farmaci,
vernici antifouling, anestetici e disinfettanti [38].

In particolare, 'uso degli antibiotici puo agire sulle specie che convivono nello stesso habitat e,
quindi, causare effetti negativi [39]. L’uso di farmaci per la profilassi e la loro persistenza
nell’ambiente rappresentano un ulteriore problema [13].

In acquicoltura, come in ogni altro settore della produzione di cibo, il trattamento antiparassitario
e immunizzante ¢ necessario; negli ultimi anni lo sviluppo delle conoscenze e delle pratiche
rispetto la gestione degli stock ittici in allevamento, ha permesso una riduzione considerevole

dell’utilizzo di numerose sostanze chimiche [38].
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Conservazione e perdita della biodiversita

Un altro problema da considerare nell’acquicoltura industriale ¢ il rischio di introduzione di
specie alloctone, potenzialmente invasive, che rischiano di stravolgere gli equilibri ecosistemici di
una data area, entrando in competizione o addirittura soppiantando le specie autoctone e
minando alla base la conservazione degli habitat naturali e la loro intrinseca biodiversita.

Le specie allevate in acquicoltura, infatti, sono specie che rispondono a determinate
caratteristiche di ampia distribuzione, alta resistenza alle variazioni dei parametri ambientali e ai
patogeni, alta variabilita genetica, ciclo vitale breve, crescita rapida e precoce maturita sessuale. Va
da sé che specie con le appena descritte caratteristiche rappresentano specie potenzialmente
invasive per qualsiasi ambiente [40]. Rilasci, accidentali e non, di esemplari in natura possono
rappresentare, oltre che un rischio per la biodiversita, alti rischi di trasmissione dei patogeni. Gli
impianti che rappresentano i maggiori rischi in tale ottica sono quelli in mare, specialmente quelli
a gabbie e/o long-line. Ad esempio fughe di pesci dalle gabbie possono avvenire giornalmente in
seguito a operazioni da parte degli addetti, in seguito a incidenti, condizioni meteo avverse, danni
da predatori ecc. Gli impatti di specie alloctone immesse in natura possono essere di tipo biotico
o abiotico e comprendono: competizione, predazione, danni all’habitat, alterazioni della qualita
delle acque, ibridizzazione e immissione di parassiti e/o patologie [34,41].

Fra gli esempi piu eclatanti di organismi importati tramite 'acquicoltura, due fra i pit noti sono
rappresentati dal mollusco bivalve Ruditapes philippinarum (che ha soppiantato la specie autoctona
Ruditapes decussatus) originario delle coste pacifiche dell’Asia e ormai diffuso nelle acque di tutta
Europa e Nord America con popolazioni ben strutturate e stabili [42], e dal crostaceo decapode
Cherax destructor, originario dell’Australia che ¢ passato dallo stato vulnerabile secondo la lista
dellTUCN (International Union for the Conservation of the Nature) a specie aliena invasiva

pericolosa per le acque interne italiane ed europee [43].
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Insorgenza di patologie

Come in ogni altro ambiente, anche nelle acque controllate degli impianti di acquicoltura e negli
ambienti acquatici naturali, 'insorgenza di patologie ¢ un processo complesso che comprende le
interazioni fra la specie ospite, 'agente patogeno e 'ambiente [44].

Le condizioni di allevamento, intensivo e semi-intensivo, possono favorire l'insorgenza di
patologie a causa delle procedure di manipolazione, dell’alta densita degli stock, degli stress
elevati, dell’alimentazione intensiva e dei ricambi d’acqua inadeguati. Spesso gli organismi allevati
vivono e resistono alla presenza di patogeni nelle acque di allevamento senza contrarre la
malattia, ma in caso d’incremento degli stress questo equilibrio viene meno e favorisce la
manifestazione patologica delle infezioni [11].

Diverse patologie rappresentano seri rischi per la produzione di un impianto e di conseguenza
influiscono sull’espansione economica dell’acquicoltura. II controllo delle patologie in un
allevamento intensivo crea ulteriori costi che incidono sull’economia dell’attivita [45].

Un interessante campo che offre soluzioni potenziali ¢ la ricerca di probiotici e prebiotici da
utilizzare in aggiunta al mangime commerciale. Queste sostanze stimolando il sistema
immunitario degli organismi allevati potrebbero rappresentare il futuro per un’acquicoltura libera

da farmaci e antibiotici [46-50].
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Inquadramento e scopo dello studio

Tutte le problematiche finora descritte rendono una visione dell’acquicoltura limitata ai suoi
aspetti negativi; nonostante questi, la produzione ittica in condizioni controllate, come gia
evidenziato in precedenza, rappresenta il futuro dell’alimentazione a base di prodotti acquatici.
Quindi, i problemi sopra descritti devono essere affrontati con metodi scientifici/empitici, di
modo da arginarli il piu possibile, trasformando i problemi in risorse.

L’analisi finora condotta ha evidenziato fra i problemi principali dell’acquicoltura lo sversamento
dei reflui con 1 suoi carichi organici da prodotti di “scarto” dei processi di produzione.
Nonostante 'accettore finale dei reflui di un impianto di acquicoltura sia 'ambiente acquatico,
una parte consistente del carico in solidi sospesi ¢ trattenuta in strutture appositamente studiate
quali bacini di sedimentazione, canali di scarico o superfici in vicinanza della struttura.
Ciononostante, sia le acque di allevamento sia gli habitat costieri adiacenti agli impianti sono
teatro di alti tassi di attivita biologica degradativa delle sostanze organiche disciolte creando seri
rischi all’ecosistema, come in precedenza descritto. A tal riguardo, le pratiche acquicolturali eco-
compatibili e con ricadute positive sulla “salute” dell’ecosistema, sono molto incoraggiate dalle
politiche comunitarie. Tali pratiche includono, ma non si limitano a, gestione e sistemi di
trattamento biologico dei reflui con colture integrate [22].

Questo tipo di approccio a un’acquicoltura sostenibile, noto come IMTA (Integrated Multi-
Trophic Acquaculture), si basa anche e soprattutto sulla prospettiva, nel prossimo futuro, di
abbattimento del carico in nutrienti nei reflui degli impianti di acquicoltura intensiva. Ci si
attende, per i prossimi anni e in accordo con le aspettative della WFD, una riduzione sensibile dei
limiti massimi di concentrazione consentiti per I'emissione di sostanze “pericolose” disciolte nei
reflui dell’acquicoltura; i limiti si baseranno direttamente sui valori di concentrazioni di tali
sostanze negli ambienti di destinazione finale dei reflui [35].

Nella situazione sopra delineata s’inquadra il presente studio con i suoi diversi obiettivi

realizzativi (OR) volti a creare un protocollo di trasformazione e sfruttamento dei problemi
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dell’acquicoltura in risorse per pratiche acquicolturali ecologicamente ed economicamente
sostenibili.
L’impalcatura del progetto svolto nel corso dei tre anni si ¢ basata sui quattro punti di seguito
descritti e riassunti in figura 11:
OR], identificazione organismo
L’obiettivo realizzativo 1 ha previsto I'analisi bibliografica delle conoscenze pregresse sui diversi
organismi utilizzabili in acquicoltura multi-trofica integrata e la valutazione di quale potesse
rispondere alle necessita di sfruttamento “sostenibile” fondamentali per la scelta. Il risultato
dell’analisi svolta ha condotto alla scelta dell’alga rossa Gracilaria gracilis.
OR2, metodi di coltura in ambiente naturale
Una volta selezionata la G. gracilis come organismo oggetto dello studio si ¢ proceduto, tramite
I’OR2, alla valutazione dei diversi metodi di coltura in ambiente naturale al fine di identificare il
piu efficiente e applicabile di questi in ambiente controllato.
OR3, determinazione abbattimento “nutrienti”
La possibilita di sfruttare la Gracilaria gracilis nelle acque di scarico d’impianti di acquicoltura ¢
stata inizialmente valutata in mesocosmo (vasche appositamente allestite in laboratorio) e in
seguito zn-sitn  (Impianto di acquicoltura “Acqua Azzurra spa” Pachino, SR) in vasche
appositamente costruite e alimentate da acque di scarico al fine di valutare e la crescita in
ambiente controllato e il potenziale di “depurazione” dell’alga.
OR4, applicazioni biotecnologiche
E ben noto elevato contenuto in agar della G. gracilis, ma poco note sono le altre potenzialita di
questa Rodophyta; a tal proposito, nell’obiettivo realizzativo 4 sono state valutate, tramite le due
Attivita (A.1 e A.2) le potenziali applicazioni dell’alga oggetto dello studio, valutando:

* DLeffetto immunostimolante dell’alga complessata in diverse percentuali in un mangime

commerciale somministrato a Danio rerio (zebrafish).
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Gli effetti antimicrobici di vari estratti di G. gracilis contro diversi ceppi batterici, tra cui

patogeni umani e ittici.

ORI:

OR2:
identificazione coltura in ambiente

organismo

naturale

Acquicoltura sostenibile: prove di IMTA
con Gracilaria gracilis

OR4:
Applicazioni
biotecnologiche:
-A.1 Effetto
immunostimolante
-A.2 Effetto
antimicrobico

OR3:

abbattimento

“nutrienti”

Figura 11; Schematizzazione riassuntiva progetto.
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Descrizione generale dell'IMTA

Il miglioramento nella gestione dei reflui dell’acquicoltura ¢ uno degli obiettivi piu ambiti al fine
di abbattere i rischi ambientali ed economici sopra discussi.

L’abbattimento delle concentrazioni di azoto e fosforo dai reflui di un impianto, contribuendo a
mitigare il correlato rischio di eutrofizzazione, il trattamento dei sedimenti, la riduzione del carico
in materia organica in sospensione, con conseguente diminuzione del rischio biologico, possono
rendere I'acquicoltura una pratica d’allevamento sostenibile a lungo termine [30].

A tale scopo si rendono fondamentali metodi di trattamento dei reflui e tecniche di “bio-
remediation” zz-sitn ben strutturati e standardizzati, con organismi che possano ben rispondere
alle caratteristiche dei vari impianti di acquicoltura, alla loro localizzazione geografica e alla

composizione specifica della zona.

Environmentally Responsible Aquaculture
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Figura 12; Schematizzazione IMTA in mare. https://budisatriya84.blogspot.com/2014/12/why-sea-farming.html.

27



Lo sviluppo di sistemi simili implica la necessita di sviluppare ed evolvere pratiche ecosostenibili
come I'implementazione dell’Acquicoltura Multi-Trofica Integrata [22,44,51-53].

I’IMTA (schematizzata in figura 12) ¢ un sistema di acquicoltura che prevede la combinazione di
organismi fra loro complementari in impianto, in modo tale che ognuno di questi fruisca di
sostanze nutritizie derivanti dalle pratiche di allevamento degli altri organismi, trasformando gli
“scarti” in prodotti, e abbattendo I'impatto ambientale dell’attivita.

I sistemi IMTA generalmente accettati sono composti da allevamento di pesci/gambeti le cui
acque di scarico vengono trattate con organismi filtratori, quali molluschi bivalvi, che trattengono
il particolato organico, e organismi vegetali che sfruttano per la loro crescita 1 nutrienti inorganici
disciolti nelle acque [22].

Una delle caratteristiche piu importanti e interessanti del'IMTA ¢ di creare un potenziale introito
economico all'impianto che la utilizza, al contrario di altri sistemi di trattamento delle acque che
presentano “solo” costi aggiuntivi [51,52]. In questo tipo di pratica, infatti, gli scarti delle specie
allevate sono trasformati e riciclati per essere utilizzati per la crescita di altri organismi con alto
valore commerciale come mitili, crostacet o alghe.

Negli ultimi quindici anni P'integrazione della coltivazione integrata di alghe in allevamento ittico
in-shore ¢ stata sperimentata e utilizzata in diversi stati, come Canada, Giappone, Cile, Nuova
Zelanda, Scozia [52]. In tutta Italia i sistemi IMTA sono completamente assenti a livello

industriale e a livello scientifico sono scarsi gli studi a riguardo.
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OR1, Identificazione organismo

“se’s 2|JAEGBASE

L’obiettivo realizzativo 1 ha previsto I'analisi
bibliografica delle conoscenze pregresse sui
diversi organismi utilizzabili in IMTA, e piu
nello specifico nei reflui di un impianto di
acquicoltura, e la conseguente valutazione di
applicabilita di queste alle realta produttive
siciliane/italiane.

La scelta dell’organismo ¢ ricaduta sull’alga
rossa Gracilaria gracilis (Fig. 13) per diverse

motivazioni di seguito elencate:

* Caratteristiche biologiche ben note

[54] e adattamento alle repentine Figura 13; Gracilaria gracilis.
(http://img.algaebase.org/images/562DFCD009¢a4368DDh

. . . UL198CDF0/9EaSXtci9XPd.jpg).
variazioni ambientali [55,56]

* Presenza di popolazioni in ambiente naturale (Pantano di Ganzirri, RNO di Capo Peloro,
Messina, Sicilia, Italia), facilmente fruibili ai fini della ricerca [57]

*  Metodi di allevamento testati [58,59]

* Possibile utilizzo dell’alga come materiale grezzo per Pestrazione di sostanze dall’alto

valore commerciale, come agar e/o composti bioattivi [60—63]
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Caratteristiche biologiche di Gracilaria gracilis

La Gracilaria gracilis ¢ una macroalga appartenente al Phylum Rhodophyta.

Di seguito nella tabella ¢ riportata la classificazione filogenetica.

Dominio Eukaryota
Regno Plantae
Sottoregno Biliphyta
Phylum Rhodophyta
Subphylum Eurhodophytina
Classe Florideophyceae

Sottoclasse ~ Rhodymeniophycidae

Ordine Gracilariales
Famiglia Gracilariaceae
Genere Gracilaria

Tabella 1; Classificazione G. gracilis.

Quest’alga rossa ha distribuzione geografica globale e vive nelle acque temperate di tutto il
mondo a profondita comprese fra 0 e 20 metri, in dipendenza alle condizioni fisico-chimiche e
idrodinamiche della zona [64]; infatti, fattori quali, temperatura, salinita, irradiazione, sali nutritivi
disciolti, presenza di altre alghe ed epifiti ne influenzano il ciclo vitale, la crescita e la
composizione chimica.

11 fattore, pero, che maggiormente influenza la presenza e la vitalita di G. gracilis ¢ 1a temperatura,
questa, infatti, dev’essere compresa fra i 19 e i 23 °C, e non deve superare i 28 °C, temperatura
alla quale I’alga arresta la sua crescita mostrando segni di sofferenza.

Gracilaria ¢ caratterizzata da un tipico ciclo vitale di tipo Polysiphonia [65—67], con una fase di

tetrasporofito  diploide alternata regolarmente con una fase gametofitica aploide,
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morfologicamente identica. Nonostante il ciclo vitale di Gracilaria sia stato studiato e descritto da
numerosi autori [68] la definizione piu completa e precisa ¢ stata data da Polifrone [54] ed ¢ stata
elaborata in seguito a studi effettuati sulla G. graci/is del Pantano di Ganzirri: “Tetrasporofiti
diploidi rilasciano tetraspore derivate da eventi meiotici che sviluppano in gametofiti isomorfici.
Gametofiti maschili rilasciano nell’ambiente acquatico gli spermazi, i quali perdono i flagelli e
sono trasportati dalle correnti per raggiungere i gametofiti femminili e fertilizzare il carpogonio.
Lo zigote sviluppa in un carposporofito che rilascia nell’'ambiente un gran numero di carpospore
che depositano, germinano e producono nuovi tetrasporofiti. Agglomerati sferici di cellule
derivano dai primi stadi di sviluppo del giovane tetrasporofito, proliferano e danno vita a nuovi
talli, mentre il resto dei tetrasporofiti seguono 'usuale pattern di sviluppo. I talli che originano
dagli agglomerati sferici non hanno la capacita di aderire al substrato, e probabilmente formano
quella parte di popolazione pleustofitica che vive nello stesso ambiente”.

Una rappresentazione schematica del ciclo vitale appena descritto ¢ riportata in figura 14.
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Figura 14; Ciclo vitale di Gracilaria (disponibile al link: http://www.fao.org/3/a-agl52¢/AG152E15.htm).



Popolazione naturale di Gracilaria gracilis nella RNO di Capo Peloro

Descrizione zona di campionamento

L’area di campionamento si trova nella parte della costa nord-orientale della Sicilia (Fig 15).

Figura 15; Localizzazione geografica dell’area di campionamento. Fonte “Google Earth”

Questa zona, denominata Capo Peloro, comprende due ambienti di transizione, denominati
pantani (di Ganzirri e Faro), e i canali che li collegano fra loro e il mare. Nella zona, fin dal 1970,
si sono susseguite tutta una serie di iniziative protezionistiche volte al mantenimento delle
caratteristiche naturali dell’area che hanno condotto all’istituzione nel 2001 della Riserva Naturale

Orientata di “Capo Peloro”.
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Origine e formazione della Laguna di Capo Peloro
I Pantani di Capo Peloro, Pantano Grande o di Ganzirri (Fig. 16A) e Pantano Piccolo o di Faro

(Fig. 16B), si trovano sulla costa nord-orientale della Sicilia, circa 9 Km a nord di Messina

Ph. Givele Capillo

Figura 16; A: Pantano di Ganzirri, B: Pantano di Faro.

La loro origine ¢ correlata alla formazione dell’alluvionale della costa orientale dello Stretto di
Messina, che si sviluppa principalmente nella localita Ganzirri-Capo Peloro e Piano Terranova
(Porto e Citta di Messina). Il materiale alluvionale ha avuto origine soprattutto da terreni
cristallini che si estendono da Capo Rosocolmo fino ai Peloritani, formando il sistema collinoso
che si affaccia sullo Stretto. Tutta la pianura costiera, che include i due Pantani, ¢ derivata quindi
dall’apporto di sabbie detritiche e dallintervento delle correnti marine, che hanno prodotto un
cordone di dune esteso fino a Capo Peloro dando origine alla laguna costiera; 1 materiali
trasportati dai torrenti che sfociavano nella laguna hanno determinato I'interramento di parte di
essa e la sua divisione in piu porzioni. E stato, infatti, ampiamente dimostrato che i pantani in
origine fossero quattro. Oltre al Pantano di Ganzirri e a quello di Faro, erano presenti anche il
Madonna di Trapani e il Margi, anche se Solino, vissuto nel III secolo d.C., ne menziona solo tre.
Il pantano di Margi doveva trovarsi tra quello Madonna di Trapani e quello di Faro e
propriamente nella localita oggi chiamata Margi; a conferma di cio sta il fatto che durante lo
scavo di pozzi in tale zona, sono state rinvenute delle valve articolate del bivalve edule
Cerastoderma edulis [69,70]. Dal momento che Maurolico [71] non fa menzione dei quattro pantani,

ma solo di due, bisogna dedurre che a quell’epoca il Pantano Margi fosse gia stato del tutto, o
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almeno in parte, prosciugato da interramenti operati dall’'uomo, mentre il Madonna di Trapani
fosse stato unificato a quello di Ganzirri formando un unico pantano che ¢ lattuale Pantano di
Ganzirri [69]. Diversi studi sono stati condotti riguardo lorigine dei pantani: Borzi nel 1914 e
successivamente anche l'ufficio del Genio Civile di Messina nel 1932, asserirono che le acque dei
pantani fossero all’origine dolci, dovute a raccolte di acque freatiche, affioranti nelle depressioni
del suolo situato fra le colline e il mare, dalle quali colline tali acque provenivano e divenute a
poco a poco salate per afflusso di acqua marina in seguito alla costruzione del canale Catuso nel
1794 (voluta dal Re delle Due Sicilie, Ferdinando I) che mise 1 pantani in collegamento con il
mare. Mazzarelli nel 1938 [72] contesto lipotesi del Borzi, dimostrando, in seguito a studi
effettuati sul carattere marino della fauna presente anche in tempi antecedenti al 1794, quindi
prima della costruzione del suddetto canale Catuso, che le due lagune fossero in origine delle
ampie raccolte di acque marine, rimaste pit 0 meno separate dal mare da cordonti litorali mano a
mano formatisi, dando cosi origine ai pantani. Egli affermo poi che le acque freatiche provenienti
dalle colline peloritane avrebbero aggiunto il loro apporto a quelle marine diluendole e
attenuandone la salinita, e nello stesso tempo combattendo gli effetti di un’eccessiva

evaporazione, ma che non erano di sicuro la causa che avrebbe originato i due bacini lacustri [72].

Morfologia e caratteristiche idrologiche del Pantano di Ganzirri

Il pantano di Ganzirri ha una superficie di 338.400 m®, forma allungata nel senso SO-NE con
asse maggiore misurante circa 1670 m, larghezza massima 282 m, minima 94 m, profondita
massima mt. 6.50 e un volume di circa 1.000.000 di m”.

Le acque del Pantano sono in comunicazione con il mare adiacente per mezzo di canali, il primo
dei quali, il canale Catuso, scavato nel 1807, ¢ un canale molto stretto, ormai quasi sempre
interrato, e solo occasionalmente aperto al mare. Il canale Catuso si trova nella zona sud del
pantano, mentre il secondo, denominato Carmine o Due Torri, ¢ scoperto e si trova quasi al
confine nord e permette uno scambio di acque superficiali con lo Stretto di Messina; un terzo

canale, il Margi, collega il pantano di Ganzirri con quello di Faro, anche se consente un esiguo

34



scambio fra i due (<1%). Il toponimo Ganzirri deriva probabilmente dall’arabo Gadir (stagno,
palude). Tale etimo appare verosimile, dato che nell’antichita lintera zona dei pantani era
paludosa e, solo con i primi insediamenti e la creazione di nuclei abitativi stabili, si determino una
progressiva bonifica del territorio. 1l livello del pantano non ¢ stabile; esso infatti s’innalza con la
cosiddetta “inchitura”, in concomitanza alla fase della corrente montante dello Stretto; e si
deprime invece con la “mancatura” o “secchezza”, parallela alla fase della corrente scendente
dello Stretto.

Gli scambi idrici del Pantano grande con il mare e con il Pantano piccolo, e le precipitazioni
influenzano abbondantemente le caratteristiche fisico-chimiche delle acque del sistema lagunare.

I fattori di scambio di masse idriche con 'ambiente circostante il Pantano grande sono i seguenti:
* Maree attraverso il canale Carmine che collega il pantano al mare;

¢ Acque di dilavamento delle piogge;

¢ Immissioni di acque di origine antropica;

* Riserva della falda acquifera dolce che raccoglie le acque piovane (lato monte del pantano).

Gli scambi fra il mare e il pantano sono essenzialmente influenzati dai livelli di altezza reciproci,
infatti con la corrente “montante” (dir. S-N), quando il livello del mare ¢ maggiore rispetto a
quello del pantano, le acque del mare tendono ad entrare nel pantano. Nella situazione opposta,
corrente “scendente” (dir. N-S), le acque del pantano fuoriescono verso il mare. Le piogge
autunnali e invernali incrementano il livello della falda acquifera che rilascia acque dolci dal
fondale del pantano, facendone cosi diminuire la salinita. Con questo regime di piogge il minimo
di salinita ¢ raggiunto a febbraio-marzo con un minimo che si aggira sul valore di 29 PSU. Il
livello del pantano in questo periodo ¢ superiore a quello del mare comportandosi da bacino
idrico con bilancio positivo (il volume delle precipitazioni supera il volume dell’acqua evaporata),
con conseguente fuoriuscita di acque superficiali verso il mare. Non si dispone di dati
piezometrici della falda, né dal lato monte né dal lato mare del pantano, pertanto sui volumi che

dalla falda si spostano verso il pantano sono state fatte deduzioni basate sul regime delle piogge e
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la diminuzione conseguente della salinita del pantano. Bisogna comunque chiarire che
quest’effetto puo essere conseguito solo se vi ¢ infiltrazione di acqua dolce derivante dalla falda
acquifera. Infatti, la parte di acqua dolce derivante dalle piogge e dal dilavamento delle zone
circostanti si dispone in superficie per la sua minore densita rispetto all’acqua del pantano.
L’aumento conseguente del livello del pantano portera le acque superficiali a uscire verso il mare,
in alcune occasioni prevalendo sulla corrente di marea che solitamente innesca gli scambi fra il
pantano e il mare. Questo comportamento che non influisce sulla salinita globale del pantano ¢
rispettato anche per tutti 1 tipi di effluenti di acque dolci sia di origine naturale sia di origine
antropica. Le stime dei volumi rilasciati nel pantano dalla falda acquifera sono state ricavate dai

dati pluviometrici disponibili per 'anno 2017, e riportati nella seguente tabella.

Anno Gen. Feb. Mar. Apr. Mag. Giu. Lug. Ago. Set. Ott. Nov. Dic. Tot

2017 114 93 82 57 33 12 16 22 50 107 101 116 809

Tabella 2; Precipitazioni in millimetri per gli anni 2017.

I principali scambi di volumi idrici (Tab. 3) col mare avvengono grazie alla presenza del canale
Carmine, che collega la parte nord orientale del pantano allo Stretto di Messina; nel grafico di

seguito riportato sono rappresentati i volumi totali e di scambio.

Canali di comunicazione Pantano di Ganzirri

Larg. (m) Lung. (m) Prof. (m) Volume (mc)
Carmine (mare- 6 250 1 2500
pantano)
Catuso (mare-pantano) 2.2 150 1 330
Margi (pantano- 8 1000 1 14000
pantano)
Volume  totale in 21600
ingresso
Volume totale in uscita 43200
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Tabella 3; Scambi idrici del Pantano di Ganzirri.

Evidenze della presenza di G. gracilis nel Pantano di Ganzirri

Il punto di campionamento e prelievo dell’alga da destinare ai diversi esperimenti si trova nella
zona settentrionale del pantano di Ganzirri e precisamente allimboccatura del canale Margi

(38°15'49.1"N, 15°37'34.0"E) (Fig. 17).

Figura 17; Schematizzazione dell’area di campionamento con indicazione del Canale Margi.

La presenza di alghe rosse nei pantani di Ganzirri e Faro ¢ stata abbondantemente riportata nel
corso dei decenni fin dagli anni ’50 [69,73]. In diversi casi, fra le specie determinate secondo i
classici metodi di identificazione dicotomica, ¢ stata riportata la presenza di Gracilaria gracilis nella
laguna.

In seguito alla rivoluzione nel riconoscimento specifico con le sempre piu performanti tecniche
di barcoding [74] la determinazione specifica classica ha perso via via valore, con diversi casi in
cui le tecniche non fornivano ugual risultato [75].

La presenza di G. gracilis nelle acque dei pantani di Ganzirri e Faro ¢ stata dimostrata e

confermata da recenti studi molecolari su campioni di Gracilaria prelevati zz-situ [57,76].
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Metodi di coltura di Gracilaria gracilis

Le varie specie di Gracilaria sono allevate in scala commerciale principalmente nel sud-est asiatico
e nel sud America, specialmente in Cile e Argentina [59,77-79].
Diversi metodi di coltura sono stati sviluppati nel corso degli anni, non solo a fini di sfruttamento
economico ma anche per creare un’alternativa ecologicamente sostenibile per la conservazione
delle risorse naturali [80].
Riguardo le tecniche utilizzate per la coltura delle specie di Gracilaria, ne sono state sviluppate
diverse e le principali sono: Coltivazione su fondale, Coltivazione su zattera, Coltivazione su
corda, Coltivazione in vasca.
Quest’ultimo metodo si puo dividere a sua volta in monocultura e policoltura con specie animali
come crostacei (gamberi) e molluschi (mitili) [81,82].
Se per le varie specie di Gracilaria 1 sistemi di allevamento sono ben testati e validati, per quanto
riguarda nello specifico la coltura della specie Gracilaria gracilis questi sono scarsamente sviluppati
e pochi sono gli studi di impianti pilota per la sua coltivazione.
I principali metodi per la coltura di G. gracilis sono:

* Coltivazione su fondale

*  Metodo det telai (frame)

* Metodo delle zattere galleggianti (floating raft method)

Coltivazione su fondale

E questo il primo metodo utilizzato per la coltivazione dell’alga oggetto di questo studio, e
consiste nell’interramento diretto dei talli di alghe su fondali sabbiosi o fangosi tramite I'utilizzo
di tubi in plastica, con i quali si ancorano le alghe al substrato.

Tutti 1 sistemi d’interramento si basano sulla capacita propria della Gracilaria di sviluppare un

sistema di tallo sotterraneo che ne permette un solido ancoraggio [58]. Dopo il processo di
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“piantagione”, 1 letti di alghe sono mantenuti dalla crescita vegetativa dal sistema sotterraneo del

tallo, che ¢ in grado di sopravvivere all’interramento per diversi mesi [83].

Sebbene questo sistema si avvicini il piu possibile alla crescita di Gracilaria in ambiente naturale,

per la sua applicazione sono necessari ambienti acquatici con regimi idrodinamici molto bassi che

non ledano la vitalita delle alghe coltivate.

Coltivazione tramite il metodo dei telai “Frame”

Questo sistema consiste di telai metallici di forma
cubica posti su fondali sabbiosi nei quali 1 talli vengono
fissati (Fig. 18).

11 sistema, testato da Dural et al., 2006 [84], non ha dato

risultati incoraggianti.
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Fig. 1. The experimental design of metal frame, ropes

and suspended plants

Figura 18; Sistema “Frame” usato da Dural et
al., [84]

Coltivazione tramite il metodo dei telai galleggianti “Floating raft method”

Questo sistema consiste di telai di forma rettangolare, costruiti in materiali naturali (bamboo,

pino, ecc), per la coltivazione di alghe in sospensione nell’ambiente acquatico (Fig. 19).

Fig. 1 a Rafl with seeded
material. b Rafi ready to harvest, ¢
1o grazing and epiphytes. d Algal
tissue softening and bleaching

Figura 19; “Floating Raft Method” usato da Ganesan et al. [85]

Le zattere contengono un
numero  variabile di  corde
parallele cui sono attaccati
frammenti vegetativi di talli.

L'aumento della biomassa delle
alghe, utilizzando questo metodo,
¢ stato testato da Ganesan et al.
[85] e Sanfilippo et al. [86], per

diverse specie di Gracilaria, tra le

quali anche G. graci/is. Ganesan et al. riporta buoni risultati per la G. edulis, mentre lo stesso
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metodo, testato da Sanfilippo et al. su G. gracilis, non ha mostrato risultati comparabili.

11 rapido tasso di crescita, la facilita di riproduzione vegetativa, le scarse informazioni presenti in
letteratura e i risultati poco incoraggianti sulla coltura di G. gracilis hanno condotto alla

sperimentazione di nuovi metodi di coltivazione che stanno alla base del’OR2.
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Agar e altri prodotti da Gracilaria gracilis

Gracilaria gracilis, “Multi Product Source”

La Gracilaria gracilis, organismo selezionato per il presente studio, risponde alle caratteristiche
ricercate anche in termini di potenziale ricaduta economica. Quest’alga, infatti, ha un ottimo
valore commerciale grazie all’alto contenuto in agar di elevata qualita e alla possibilita di utilizzarla
come cibo o integratore sia per consumo umano che per I'allevamento di pesci e crostacei.
Utilizzate come materiale grezzo da cui ricavare cosmetici, farmaci e agar, G. gracilis e congeneri
sono coltivate a scopi commerciali in diversi paesi [79,87-92].

Oltre che per il contenuto in agar, la G. gracilis rappresenta una fonte di numerosi composti con le
piu svariate applicazioni. Proprio grazie a tali caratteristiche, questalga ¢ stata definita da
Francavilla et al. [63] un “Multi Product Source”; infatti, da questa, seppur con marcata relazione
stagionalita/concentrazione, si possono carattetizzare i seguenti composti:

e Lipidi e acidi grassi

* Steroli

* Proteine

* Ficobiliproteine

* Fenoli

e Carboidrati

Nello studio condotto da Francavilla et al., ¢ stato evidenziato come nell’alga R-ficoeritrina, acido
arachidonico (PUFA), proteine e carboidrati, siano a piu alta concentrazione in inverno; mentre
in estate ¢ stata determinata la piu alta concentrazione di fenoli totali, oltre a un’elevata attivita
antiossidante e di riduzione dei radicali liberi. Secondo questo e altri studi simili [56,78], la G.
gracilis pud essere considerata una fonte di composti con applicazioni biotecnologiche,
nutraceutiche e farmaceutiche.

Come gia detto, la G. gracilis ¢ fondamentalmente utilizzata come fonte di agar. In conseguenza, e

a causa della crescente domanda di agar, si ¢ verificato un rapido esaurimento delle popolazioni
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naturali di quest’alga. Vale la pena sottolineare che, per secoli, le biomasse di alghe sono state
raccolte esclusivamente da popolazioni naturali; per cui era plausibile un sovrasfruttamento di
queste.

Al fine di non danneggiare ed esaurire le risorse naturali, sono nati diversi impianti di coltivazione
delle alghe, per poter impiantare nuovi esemplari in sostituzione delle biomasse raccolte.

Oggi oltre il 60% del tonnellaggio di agarofite mondiale ¢ costituito da Gracilaria [92], che ¢
coltivata su larga scala in Cile, Cina, Taiwan e altri paesi [5,93]. Di fatto, la coltivazione di queste
alghe ¢ attuata attraverso una grande varieta di metodi [59,94], aumentando enormemente le
materie prime per la produzione di agar.

Se per altre specie di Gracilaria, il “know-how’”” dei metodi di coltivazione ¢ gia stato identificato, al
contrario, la coltivazione di G. gracilis ¢ oggetto di numerosi studi ed esperimenti, volti a

comprendere i modi per migliorarne la produttivita e la resa in biomassa.

Agar dalla Gracilaria gracilis del pantano di Ganzirri

Data Destrema variabilita di composizione dell’alga, strettamente dipendente dalla zona di
coltivazione [95], si ¢ resa necessaria una valutazione delle qualita di G. gracilis del pantano di
Ganzirri. A tal scopo i campioni di alghe, lavati con acqua corrente e asciugati in stufa a 60°C per
48 ore, sono stati utilizzati per determinare la composizione grezza dell’alga (contenuto in acqua,

ceneri, sostanza organica). I risultati delle analisi sono riportati nella tabella 4.

Sample Peso secco (g) Cont. Acqua(g) % cont. Acqua ceneri (g) sost.org (g) % sost. Org.
Gl1* 0.30 1.58 84.26 0.07 0.21 76.59
G2 * 0.40 2.48 85.98 0.11 0.29 71.94
G3* 1.74 1.02 37.47 0.11 1.63 93.84
G4 ** 0.66 4.55 87.40 0.28 0.38 57.34
G5 ** 0.60 4.54 88.24 0.26 0.35 57.57
G6 ** 0.54 3.89 87.83 0.19 0.35 64.61
GT7** 0.62 4.35 87.57 0.24 0.38 61.45

* Campionamento estate
** Campionamento inverno

Tabella 4; Composizione grezza media di Gracilaria gracilis (Fonte: Relazione Assegno Ricerca Dott. M. Sanfilippo)

Oltre alla composizione grezza della G. graci/is ne sono state determinate le caratteristiche

dell’agar.



A tal proposito, si ¢ stabilita una collaborazione con le Societa Java Biocolloid, dato il notevole
interesse mostrato da questa per la G. gracilis.

La Java Biocolloid ¢ una Societa indonesiana con sede a Surabaya, leader nella coltivazione di
alghe agarofite, nell’estrazione di agar e in tutte le successive applicazioni. Fornisce direttamente
le piu grandi societa multinazionali di prodotti alimentari e farmaceutici ed esporta in oltre
cinquanta paesi in tutto il mondo.

Campioni essiccati di G. gracilis da circa 1.5 Kg sono stati inviati presso la Java Biocolloid allo
scopo di eseguire analisi dettagliate relative alle caratteristiche delle alghe e alla conseguente resa
di agar. Dai risultati inviati dalla Societa indonesiana Java Biocolloid si evince che G. gracilis
proveniente dal Pantano di Ganzirri ¢ di ottima qualita (purezza 57.5%) (Tab. 5) e si colloca nella

fascia alta di purezza, secondo la scala riportata in tabella 6.

Quality test Test #1  Test#2  Test #3
Quantita di alga trattata (gr) 200 200 200
Agar estratto (gr) 27.6 24.2 27.9
Resa agar/alga (%) 13.8 12.1 13.95
Purezza (%) 57.5 57.5 57.5
Gel strength (gr/cm?2) 650 730 880

Tabella 5; Analisi su Gracilaria gracilis.

Scala di Purezza Agar

Eccellente >60%
Molto buona 55-59%
Buona 50-54%
Accettabile 45-49%

Scarsa <45%

Tabella 6; Scala di purezza Agar

La resa agar/alga, ¢ stata soddisfacente, vista 'elevata putrezza delle alghe, cosi come la forza gel.
Considerando che il prodotto agar/agar in commercio ha un gel s#rength medio di 700 gr/cm?, il
potere del gel della G. gracilis del pantano di Ganzirri ¢ risultato essere di qualita mediamente

superiore al prodotto commerciale [96].
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I risultati appena descritti con tresa agar/alga molto buona, alto potere del gel e alta purezza

dell’alga hanno confermato la G. gracilis come organismo target del presente studio.
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Agar: caratteristiche e applicazioni

L'agar ¢ un idrocolloide algale, o ficocolloide, con una lunga storia di utilizzo come additivo
alimentare gelificante, addensante e stabilizzante. L'agar fu scoperto a meta del diciassettesimo
secolo in Giappone, 200 anni prima della sua introduzione nel mercato occidentale. Questo
polisaccaride, di alto valore economico, ¢ ora utilizzato come agente gelificante naturale in
alimenti, prodotti farmaceutici, applicazioni industriali e in molti altri campi. In Giappone, ¢ noto
come "kan-ten", che significa "clima freddo", che si riferisce ai metodi tradizionali di produzione
di questo materiale in inverno [97]. L'agar ¢ una molecola della famiglia dei polisaccaridi
galattanici lineari, estratto dalle pareti cellulari delle alghe rosse; ¢ un biopolimero costruito su
un'unita di ripetizione disaccaride di residui di 3-D-galattosio (G) e di 3,6-anidro-l-galattosio (AG)
a 4 legami, con possibile presenza di solfato, metossile, e/o sostituenti piruvati in varie posizioni
nella catena polisaccaridica [98].

Sulla catena dei polisaccaridi sono presenti residui carichi, fra i quali piu frequenti sono gli esteri

di solfato e i1 gruppi piruvato chetali (Formula di struttura 1).

Formula di struttura 1; Unita strutturale agar

Le proprieta del gel dipendono principalmente dalla quantita e dalla posizione dei gruppi solfati e
dalla quantita di 3,6-anidrogalattosio del ficocolloide [61,99].

Le caratteristiche piu importanti dell'agar secondo il Dipartimento per l'alimentazione e
l'agricoltura delle Nazioni Unite (FAO) [80] sono le seguenti:

1. Il suo grande potere gelificante in un ambiente acquoso permette di formare gel, che sono

piu resistenti (piu forti) di quelli di qualsiasi altro agente gelificante, assumendo l'uso di

concentrazioni uguali.
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2. La semplice soluzione acquosa ha gia il potere gelificante. Non ¢ necessario aggiungere
reagenti per produrre gelificazione, come potassio (0 proteine come ¢ necessario con le
carragenine), o calcio (o altri cationi bivalenti come ¢ necessario con gli alginati). Non
sono necessarie concentrazioni elevate di zucchero o ambiente acido (come ¢ necessario
con le pectine).

3. Puo essere utilizzato in un ampio range di pH, da 5 a 8, e in alcuni casi oltre questi limiti.

4. Resiste molto bene ai trattamenti termici, anche oltre i 100 °C, il che ne consente la
sterilizzazione.

5. E un gel in soluzione acquosa all’1,5% tra 32 e 43 °C e non fonde sotto gli 85 °C. Questa
¢ una proprieta unica dell'agar, rispetto ad altri agenti gelificanti.

6. L’agar da gel inodore e insapore, e percio puo essere usato senza problemi per gelificare
prodotti alimentari.

7. Agisce come un fissatore di fragranze e consente il loro mantenimento a lungo termine.

8. 1l suo gel ha un'eccellente reversibilita che consente di ripetere la gelificazione e la fusione
senza perdere nessuna delle proprieta originali.

9. Si possono ottenere gel trasparenti, che possono essere facilmente colorati, il cui indice di
rifrazione puo anche essere facilmente aumentato aggiungendo glucosio, glicerina, ecc.,
dando loro una luminosita attraente.

10. 11 gel ¢ molto stabile, non causa precipitati in presenza di certi cationi, come accade agli
alginati con calcio.

Le proprieta gelificanti dell'agar sono all'origine delle sue molteplici applicazioni [100] (Fig. 20).
Questo biopolimero ¢ ampiamente utilizzato nell'industria alimentare e farmaceutica come agente
gelificante e stabilizzante. Presenta anche molte attivita benefiche tra cui attivita anticoagulanti,
antivirali, antiossidanti, antitumorali e immunomodulanti [101].

Tuttavia, I'agar ¢ utilizzato per molte altre applicazioni in diversi campi. Circa il 90% dell'Agar

prodotto globalmente ¢ destinato alle applicazioni alimentari [80]. Come additivo alimentare (ad
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esempio emulsionanti, stabilizzanti, addensanti e gelificanti) I'agar ¢ approvato dall'UE con il
codice E406. Fra le applicazioni alimentari vi sono: prodotti da forno, gomme e caramelle, succhi
di frutta, salse e condimenti, gelati, wilk shake, caramelle, prodotti fermentati del latte, di
chiarificazione del vino, pasta Tokoroten, bevande gelatinose, insaccati e molti altri [102]. Per il suo
basso contenuto calorico, ¢ un ingrediente ideale per la preparazione di alimenti "sani" [103].
Oltre alle applicazioni alimentari, circa il 10% dell’agar ¢ attualmente utilizzato per applicazioni
biotecnologiche quali preparazione di terreni di coltura inerti per batteri, microalghe, funghi,
colture di tessuti e per separazione di macromolecole mediante elettroforesi [80,104,105].

Altri usi innovativi dell'agar sono stati recentemente sviluppati e proposti. Gli aerogel a base di
agar ottenuti da gel umidi utilizzando una tecnologia di essiccazione adeguata (ad esempio
processo di essiccamento supercritico) sono stati proposti come promettenti vettori
biodegradabili per i sistemi di somministrazione di farmaci [106—-110]. Gli usi di Agar in nano-
ingegneria sono stati recentemente sviluppati per varie applicazioni. La sintesi di nanoparticelle
d'argento usando l'agar, con effetto battericida, puo trovare applicazioni nella conservazione degli
alimenti e nella medicazione delle ferite [91]. Nanoparticelle monometalliche /bimetalliche di agar
(Fe, Cu, Pd, Fe/Cu e Fe/Pd) trovano applicazione nella rimozione di coloranti cationici (blu di
metilene e rodamina), da acque reflue dell’industria tessile [92]. Film a base di idrogel incorporati
con nanoparticelle di argento (AgNPs) o estratti di semi di pompelmo (GSE), mostrano forte
attivita antimicrobica contro batteri gram positivi e gram negativi. Questi film sono stati proposti

per la preparazione del confezionamento di alimenti funzionali [111].
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Figura 20; Applicazioni del’AGAR.
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OR2, metodi di coltura in ambiente naturale

E proprio nel’OR2 che la parte sperimentale dello studio prende forma e inizio. In questo
obiettivo realizzativo sono stati valutati vari metodi di coltivazione di G. gracilis; fra questi ne sono
stati testati due in particolare, uno su base della letteratura scientifica gia utilizzato su altre specie

di Gracilaria e uno da noi appositamente studiato e creato.
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Introduzione

Le specie algali del genere Gracilaria hanno un’importante rilevanza economica per il loro
contenuto in agar [54,68,112—114].

La crescente domanda di agar ha incoraggiato, come in precedenza accennato, gli studi sulle
differenti agarofite e sulla loro coltura [60]. Diverse specie di alghe rosse sono commercialmente
sfruttate per I'estrazione di agar, e queste comprendono principalmente organismi appartenenti
alle famiglie Gracilariaceae e Gelidiaceae. 1a matrice interna delle pareti cellulari di alghe
appartenenti a queste e altre famiglie, quali Prerocladiaceae e Gelidiellaceae, contiene agar come
principale polisaccaride di parete [90].

La produzione globale di agar ha fatto registrare cifre sempre crescenti passando da 6800
tonnellate (82.000.000 §) nel 2002 a 9600 tonnellate (173.000.000 $) nel 2009, derivanti per '80%
da Gracilaria e per 11 20% da Gelidinm [115)].

Gli agar estratti da Gracilaria hanno un potere del gel piu basso rispetto a quelli di Gelidinm, ma
I’esaurimento degli stock naturali di quest’ultima alga [89] e la riuscita coltivazione di Gracilaria ha
orientato I'industria dei ficocolloidi verso l'utilizzo di Gracilaria come materiale grezzo per
I’estrazione del prezioso agente gelificante. Oltre che per la produzione di agar le alghe rosse sono
considerate un prodotto naturale dalle notevoli potenzialita per una dieta sana, in quanto ricche di
carboidrati, proteine, lipidi e componenti nutrizionalmente preziosi.

Fra le varie specie di Gracilaria la piu interessante dal punto di vista del contenuto in agar di
buona qualita ¢ proprio la G. gracilis (Stackhouse) Steentoft, Irvine & Farnham [79]. Negli ultimi
anni ¢ stata pero evidenziata una rapida diminuzione di Gracilaria con conseguente sviluppo di
varie tecniche di coltura per aumentarne la produzione [54,58,59,79,88,92].

Come descritto in precedenza, la presenza di quest’alga nelle acque del pantano di Ganzirri ne ha

permesso un facile approvvigionamento ai fini della ricerca.
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Nel presente Obiettivo Realizzativo sono stati testati due differenti metodi per la coltura di
Gracilaria gracilis in ambiente naturale, uno gia riportato in letteratura [85,86] e uno innovativo da
noi utilizzato appositamente per gli scopi della ricerca.

Lo scopo del lavoro ¢ di presentare dati sulla crescita dell’alga coltivata con i due metodi in modo
da valutare sia D'efficienza di questi sia il potenziale di produzione dell’ambiente “pantano di
Ganzirri”.

Inoltre lo studio ha rappresentato la base per I'elaborazione dei metodi di coltura da trasferire in

vasca di acquicoltura sviluppati nel’OR3.
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Materiali e metodi

Area di studio, punti di raccolta e d’'impianto

Lo studio ¢ stato condotto, come gia detto, nella Riserva Naturale Orientata di “Capo Peloro”
(Pantano di Ganzirri).

Il Pantano di Ganzirri ha una salinita leggermente inferiore a quella dell’acqua di mare (media
annuale di 31 PSU, compresa tra 21 e 37 PSU) [116,117] e temperature dell'acqua con una media
di circa 23,1 °C. I valori di salinita subiscono grandi oscillazioni, in inverno raggiungono
valori ipoalini (21 PSU) a causa dell'elevata piovosita, mentre in estate arrivano fino a 39 PSU per
la forte evaporazione.

Il pantano di Ganzirri ¢ caratterizzato da due sub-bacini: nord e sud. Il bacino meridionale
(profondita media di 3 m) ¢ stato ampiamente sfruttato per oltre un secolo per 'allevamento dei
molluschi bivalvi (mitili e vongole)[118], ha sedimenti fangosi e la produzione primaria ¢
sostenuta essenzialmente dal fitoplancton [119]. Il bacino nord rappresenta un quarto della
superficie totale, ed ¢ meno profondo (profondita massima 1 m) rispetto a quello meridionale,
presenta fondali sabbiosi ed elevata presenza di alghe verdi del genere Chaetomorpha. La
produzione primaria nel bacino settentrionale ¢ ascrivibile sia al fitoplancton sia alle macroalghe
verdi e rosse. I due bacini di Ganzirri, essendo separati I'uno dall'altro da un tombolo di sabbia,
sono caratterizzati da regimi idrodinamici diversi [120]. I pantano ¢ collegato con il Mar Ionio

tramite i canali Due Torri/Carmine e Catuso e con il Pantano Faro tramite il canale Margi [1106].

Raccolta alghe

La specie utilizzata nel presente studio ¢ la rodophyta Gracilaria gracilis (Stackhouse) Steentoft,
Irvine & Farnham. G. gracilis, G. longa, G. bursa pastoris e Hypnea sp. sono le alghe rosse piu
abbondanti nei pantani e sono distribuite entro 1 primi 3 m dalla riva ad una profondita media di
1 m. [54].

Campioni di Gracilaria sono stati raccolti tra la parte settentrionale del pantano di Ganzirri e il

canale Margi (Fig. 21).



I campioni sono stati ripuliti grossolanamente

nell'acqua del Pantano e trasferiti al laboratorio
u di acquicoltura del Dipartimento in uno speciale

. serbatoio di trasporto in polietilene (modello

Narvalo 120x100x90 cm, INNOVAQUA (Fig.

Figura 21; raccolta Gracilaria.

22 r). In laboratorio le alghe sono state
attentamente osservate e pulite, rimossi gli
epifiti, e separate da altre specie algali, per

consentire una coltura mono-specifica.

Figura 22; vasca di trasporto Narvalo.

Metodi di coltura
Due diversi metodi di coltura sono stati testati:
* il metodo “square raft” o dei telai [85,86].
* il metodo "reste" (sperimentato in questo studio).
Il primo metodo consiste in una zattera quadrata composta di strisce di legno (90 X 90 cm) di
pino. Ogni zattera conteneva 8 linee parallele di fune di polipropilene (3 mm) dove sono stati

inseriti frammenti vegetativi di talli (figura 23).

Figura 23; A: Struttura telaio, B: telaio con talli inseriti in posizione.
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Il metodo Reste consiste in una rete di nylon, la stessa utilizzata per la coltura delle cozze, in cui i
talli sono stati inseriti utilizzando un tubo in PVC di 5 cm di diametro per aprire la rete e un
pistone di legno per spingere le alghe all'interno rete (fig. 24). La lunghezza totale di ciascuna

resta era di 4 metri. Telai e reste sono stati ancorati saldamente al fondale.

Figura 24; A: Sistema utilizzato per I’inserimento dei talli nella “resta”, B: I talli vengono inseriti a mano e poi spinti
nella rete, C: “resta” completa e pronta per ’impianto.
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Disegno sperimentale

Lo studio ¢ stato condotto da gennaio a dicembre. I telai e le reste, precedentemente preparati,
sono stati posizionati in tre diversi siti della laguna di Ganzirri, denominati S1 (38° 25' 90"N; 15°
61'47"E), S2 (38° 26' 15"N; 15° 62' 10"E) e S3 (38° 26' 11"N; 15° 61' 52"E). I periodi sono stati
valutati per confrontare la variazione stagionale della crescita: I, 15 gennaio-15 aprile, II, 15

maggio-15 agosto, 111, 15 settembre-15 dicembre.

Analisi parametri ambientali

I parametri dell'acqua sono stati determinati mensilmente. L.a temperatura e la salinita sono state
misurate con sonda multiparametrica (YSI30, Yellow Spring Incorporated, Ohio, USA), il pH
con un pHmetro (pH110, XS Instruments, Singapore). L'ossigeno ¢ stato misurato utilizzando
una sonda multiparametrica. Per calibrare il sensore di ossigeno ¢ stato utilizzato il metodo
Winkler per la determinazione di DO [121]. I campioni in triplicato di acqua di mare sono stati
prelevati mensilmente dai siti d’impianto e analizzati per la determinazione dei sali nutritivi
disciolti (N-NO,, N-NO;, P-PO, e N-NH,) utilizzando uno spettrofotometro UV (Shimadzu

UV-1800, Shimadzu Corporation) secondo i metodi standard [122].

Tassi di crescita

La crescita ¢ stata misurata tramite metodi gravimetrici. Telai e reste sono stati mensilmente
recuperati dal sito d’impianto e trasferiti a terra per valutare le condizioni della coltura.

Metodo dei telai: le corde di ogni quadrato sono state pesate con bilancia elettronica FX-3000 (d
=0,01 g).

Metodo Reste: ogni resta ¢ stata pesata con una bilancia elettronica digitale. Prima della pesatura,
le colture algali sono state lavate accuratamente nelle acque del pantano, eliminati tutti i corpi
estranei manualmente e 'acqua in eccesso drenata appendendo orizzontalmente per 15-20 minuti

le colture.
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Il tasso di crescita giornaliero DGR (%/giorno) ¢ stato calcolato utilizzando la formula di Dawes

et al. [88]:

%
1) DGR(3>) = In(W;/W;)/t x100
dove W ¢ il peso fresco finale dopo t giorni del periodo di coltura e W, ¢ il peso fresco iniziale.
La biomassa (Y) espressa come kg di peso fresco su m™ ¢ stata determinata utilizzando la formula

modificata di Doty (19806) [123] che includeva il peso iniziale dei propaguli come segue:

_ We=wy)
=L

@) Y
dove W, ¢ il peso fresco finale e W ¢ il peso fresco iniziale. Questa formula ¢ stata usata per la
determinazione della biomassa (Y) del metodo det “telai”.

Mentre, al fine di valutare la resa della biomassa nel metodo “reste”, in (2) ¢ stato importante
applicare un fattore di correzione per consentire il confronto fra i due metodi differenti. Infatti, il
metodo reste prevede l'uso di una struttura cilindrica, e per questo motivo, per riportare il volume

di un cilindro a una superficie, ¢ stata utilizzata la formula:

3) S. = 2nrh

dove S, ¢ la superficie del cilindro "aperto", r ¢ il raggio, e h & l'altezza, che inserita al posto di m”
in (2):

) Y = We=Wy)

2nrh

Analisi statistiche

I dati sono presentati come medie T deviazioni standard (SD), delle tre repliche. E stata eseguita
un'analisi della vatianza a una via (ANOVA) per determinare la significativita delle differenze nel
rendimento di biomassa (Y) e nel tasso di crescita giornaliero (DGR) per metodi, stazioni e
periodi di coltivazione. Il test HSD di Tukey ¢ stato applicato per un confronto post hoc, al

momento del ritrovamento differenze significative (p <0,05). L'analisi di correlazione di Pearson
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¢ stata utilizzata per correlare le relazioni tra Y, DGR e l'influenza dei fattori ambientali. Le analisi

statistiche sono state eseguite utilizzando SYSTAT versione 13 (Systat Software, San Jose, CA).
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Risultati

I risultati del presente studio sono presentati in due diverse sezioni, divisi rispetto al metodo
utilizzato, e, per ognuno, sono state prese in considerazione diverse stazioni e stagioni. Epifiti e
altre specie algali erano trascurabili per 1 risultati dello studio.

I risultati di ANOVA hanno mostrato variazioni significative nella biomassa (df = 1; F = 55.167;
p = 0.001) e DGR (df = 1; F = 13.64; p = 0.001) tra i due metodi di coltivazione esaminati. I
risultati dei due metodi hanno mostrato come il “metodo reste” abbia un’efficienza molto piu

elevata rispetto al “metodo telai”.

Metodo dei telai

Il piu alto valore di rendimento della biomassa (0,02 £ 0,011 kg m™) ¢ stato osservato nel primo
periodo di raccolta (da gennaio ad aprile) nella stazione S1, mentre il valore piu basso (0,006 *
0,004 kg m™) ¢ sempre stato rilevato nella stazione S1, ma nel secondo periodo di raccolta (da
maggio ad agosto) (grafico 1A). I risultati dell' ANOVA hanno mostrato variazioni significative
nel valore della biomassa tra i periodi stagionali (df = 2; F = 4.211; p = 0.027). Il test di Tukey
post hoc ha mostrato che i valori della biomassa erano significativamente differenti tra il primo e
il secondo periodo (p = 0.022). L’ ANOVA non ha mostrato alcuna differenza significativa tra le
diverse stazioni (p> 0,05).

La DGR massima (1,33 + 0,08% giorno™) ¢ stata registrata durante il primo periodo (da gennaio
a marzo) nella stazione S1, mentre il valore minimo (0,45 * 0,35% giorno™) & stato registrato
durante il secondo periodo (da maggio ad agosto) nella stessa stazione (grafico 1B). I risultati
dell'ANOVA hanno evidenziato variazioni significative nella DGR fra i periodi di coltura (df = 2;
F = 3914, p = 0.034). Il test di Tukey post hoc ha mostrato che il valore DGR era
significativamente differente tra il primo e il secondo periodo (p = 0,029). Non c'era alcuna

variazione significativa di DGR tra le tre stazioni (ANOVA, p> 0,05)
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L'analisi di correlazione di Pearson ha rivelato che la produzione di biomassa aveva una
significativa correlazione positiva con il DGR (r=0,845; p=0,001), N-NO; (+r=0,517; p=0,000) e
una significativa correlazione negativa con la temperatura (r=-0,439; p=0.02). La DGR aveva una
correlazione positiva con N-NO; (r=0,34; p=0,045) e una correlazione significativamente

negativa con la temperatura (r=-0,478; p=0,012).
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Grafico 1; Metodo Telai: Andamento di biomassa (A) e DGR (B) durante il periodo sperimentale.

Metodo delle reste

11 valore pitt alto di rendimento della biomassa (4,56 * 1,19 kg m?) ¢ stato osservato nel primo
periodo di coltura (da gennaio a marzo) nella stazione S1, mentre il valore della biomassa piu
basso (0,96 + 0,27 kg m?) ¢ stato rilevato in il secondo periodo della raccolta (da maggio ad
agosto), nella stazione S2 (grafico 2A). I risultati di ANOVA hanno mostrato differenze molto
significative nei valori della biomassa tra le stagioni (df = 2; F = 14.771; p = 0.001). Il test di
Tukey post hoc ha mostrato che i valori della biomassa erano significativamente differenti tra il
primo e il secondo periodo di coltura (p=0,001) e tra il primo e il terzo (p = 0,001). Nessuna

differenza significativa ¢ stata rilevata tra le stazioni (ANOVA, p> 0,05).
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La DGR massima (2,44 + 1,79% giorno-1) ¢ stata registrata durante la raccolta del primo periodo
(da gennaio a marzo) nella stazione S1, mentre il valore minimo (1,01 * 0,33% giorno-1) ¢ stato
registrato durante il secondo periodo (da maggio ad agosto) nella stazione S2 (grafico 2B). Non vi
¢ stata alcuna variazione significativa della DGR fra i periodi e fra le stazioni (ANOVA, p> 0,05).
L'analisi di correlazione di Pearson ha rivelato che la produzione di biomassa (Y) aveva una
correlazione significativamente positiva con il DGR (r=0.607; p=0.001), N-NO; (+=0.544; p =
0.003) e una correlazione significativamente negativa con la temperatura (r=-0.572; p=0,002).

Anche la DGR aveva una correlazione significativamente negativa con la temperatura (r=-0.425;
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Grafico 2; Metodo “Reste”: Andamento di biomassa (A) e DGR (B) durante il periodo sperimentale.
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Discussione

Un metodo di coltura delle alghe rosse ampiamente diffuso e studiato ¢ la coltura con telai
galleggianti “square raft” [85,88,103]. Nel presente studio, il metodo della coltura con i telai
galleggianti ¢ stato utilizzato per la coltivazione sperimentale di Gracilaria gracilis nelle acque
salmastre della Riserva Naturale di "Capo Peloro". Il metodo di coltura con i telai ¢ stato
confrontato con un metodo innovativo, ideato dal gruppo di ricerca, costituito da reti di nylon (le
stesse utilizzate per I'allevamento dei mitili) in cui sono stati inseriti talli di alghe. La G. gracilis ha
un buon potenziale nel settore dell'acquicoltura grazie al suo contenuto di agar di alta qualita;
diversi studi effettuati a riguardo hanno dimostrato la maggiore qualita dell'agar di G. gracilis
rispetto ad altre agarofite [60,61,95,124,125]. G. gracilis ¢ anche una fonte di composti bioattivi
come evidenziato da diversi autori [63,78]. Queste caratteristiche, combinate con il crescente
esaurimento delle popolazioni naturali di Gracilaria [68] e la scarsa letteratura sui metodi colturali
[84], gettano le basi per il presente studio, che ha il fine di creare il know-how.

Il confronto tra i due metodi ha dimostrato che il metodo delle reste aveva una maggiore

efficienza sia in termini di biomassa (Y) sia di tasso di crescita giornaliero (DGR)(cfr. Grafici 3-4).
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Grafico 3; Confronto fra DGR dei Telai e delle Reste.
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Grafico 4; Confronto fra Y dei Telai e delle Reste.

Questo risultato ¢ strettamente correlato al metodo di coltura; infatti, le altre possibili
caratteristiche che influenzano la crescita delle alghe come profondita d’impianto, stazioni e
stagioni diverse non hanno influenzato la crescita dell'alga coltivata. E concepibile che la struttura
degli impianti colturali abbia fortemente influenzato il tasso di crescita e la resa della biomassa. 11
metodo "reste" con la sua struttura tridimensionale grazie alla forma del cilindro consente ai talli
di crescere in tutte le direzioni, dando un maggiore volume alla possibile crescita algale (Fig. 25).

In studi precedenti sulle popolazioni naturali della stessa alga nello stesso sito, la presenza di talli
macroscopici di G. gracilis ¢ stata riportata durante I'anno tranne che nei mesi estivi (da luglio a
settembre). La percentuale di copertura
algale piu elevata (90-100%) si riscontra
durante i mesi primaverili (aprile-maggio),
subito dopo il periodo di pioggia, con
temperature dell'acqua tra 19 °C e 23 °C,

mentre l'alga  scompare quando la

temperatura dell'acqua sale a 28 ° C con la

] ) Figura 25; Crescita di G. gracilis.
massima durata del giorno [54].
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Per entrambi i metodi colturali, la DGR di G. graci/is ha riportato chiare tendenze stagionali con
valori piu elevati nella stagione invernale. I risultati ottenuti nel presente studio sono in accordo
con i risultati di altri studi [54,126] che riportavano la maggiore concentrazione di G. gracilis in
questo periodo, mentre sono in contrasto con 1 risultati di studi in diverse regioni del mondo
[68,84]. Risultati analoghi sono stati riportati per la congenerica G. edulis lungo la costa sud-
orientale dell'lndia e il Golfo di Mannar [85,127—-130]. La crescita delle alghe ¢ risultata inferiore
nel secondo periodo di coltura, da maggio ad agosto, confermando i risultati di Polifrone et al
[54]. I fattori che influenzano la crescita di Gracilaria sono vari e comprendono irradiazione,
salinita, temperatura, ossigeno disciolto, disponibilita di nutrienti e altri [124]. Le elaborazioni
statistiche (ANOVA e Pearson) hanno confermato una significativa correlazione negativa tra
crescita (per entrambi i metodi di coltura) e temperatura. Ma, nonostante la confermata
sofferenza dell'alga alle alte temperature [68,124], la coltivazione ha mostrato una leggera crescita
anche nel periodo estivo. Questo risultato fornisce interessanti notizie sulla possibilita di produrre
le alghe in estate in contrasto con la riportata assenza di G. gracilis in questo periodo dell'anno.
Non sono state osservate, inoltre, differenze significative tra le tre stazioni, questo risultato puo
essere interpretato sia come una relativa stabilita (a medio termine) delle caratteristiche delle

acque salmastre del pantano in cui sono state allocate colture sperimentali [131], sia come una

buona resistenza delle alghe alle momentanee e rapide variazioni ambientali [55]. La presenza
trascurabile di altre alghe deriva dalla posizione sospesa degli impianti, dal movimento delle
acque, scarso ma sufficiente [117,120] e dal fatto che G. gracilis in acqua salmastra ¢ in grado di

formare probabilmente una comunita monospecifica temporale dominante, rilasciando nell'acqua

sostanze in grado inibire la crescita di altre specie algali [132].
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Conclusioni

I risultati appena discussi sono pertanto di notevole interesse sia per I'applicabilita diretta della
tecnica sviluppata nella coltivazione in ambiente naturale di G. gracilis, sia per le altre fasi
successive. Infatti, come sara descritto nel’OR3 gli esperimenti sono proseguiti effettuando
ulteriori test, prima in laboratorio, mantenendo la tipologia di coltivazione in reste, e
successivamente in impianto di acquicoltura.

Dati i risultati ottenuti in ambiente naturale e la dimostrazione della validita del metodo ideato, la
G. gracilis rappresenta un buon candidato per l'acquicoltura multi trofica integrata (IMTA) e per

progetti pilota di coltivazione di questa rodophyta a scopi estrattivi.
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“Resta” di Gracilaria al momento della raccolta.
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OR3, determinazione abbattimento “nutrienti”

L’OR3 rappresenta, in definitiva, la sostanziale verifica di quanto precedentemente riportato. Le
sperimentazioni in mesocosmo e in impianto segnano il punto di riferimento per la verifica delle
proprieta di quest’alga nell’abbattimento dei sali nutritivi nelle acque di scarico degli impianti di

acquicoltura, permettendo un notevole passo verso un’acquicoltura sostenibile.
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Introduzione

Dati i risultati ottenuti in ambiente naturale e la dimostrazione della validita del metodo ideato, la
G. gracilis rappresenta un buon candidato per l'acquicoltura multi trofica integrata (IMTA). 11
settore acquicoltura, come in precedenza piu volte evidenziato, ¢ in continua crescita con
percentuali elevatissime di produzione di specie animali (50%) e di specie vegetali (96%)
[133,134]. Fra laltro la maggior parte della produzione dell’acquicoltura ¢ di origine marina con
una percentuale che si attesta quasi al 60% [135].

L’acquicoltura intensiva genera pero prodotti di scarto che causano elevati rischi ambientali (vedi
introduzione generale) a causa dell’alto carico in nutrienti disciolti nelle acque di scarico.

Tenendo in considerazione che la maggior parte degli impianti di maricoltura persistono in zone
costiere, specialmente se protette da possibili avverse condizioni meteo, come estuari, lagune
costiere, golfi ecc, lo sversamento di reflui non trattati puo causare un peggioramento dei corpi
idrici ricettivi, con un aumento non indifferente di concentrazione di “nutrienti” (NO,, NO,,
NH,, PO,). Questo puo portare a bloom algali, producendo un effetto “domino” sulle reti
trofiche [26,136,137], e nei casi peggiori, eutrofizzazione con importanti conseguenze drastiche
sull’intero ecosistema [138]. Per tali motivazioni, risulta di fondamentale importanza lo sviluppo
di sistemi che possano permettere di depurare gli scarichi delle industrie acquicolturali.

Fra le soluzioni esistenti, sicuramente la piu interessante dal punto di vista economico ma anche
dal punto di vista “ecologico” ¢ l'utilizzo di alghe come sistemi filtranti per eliminare ’eccesso di
nutrienti disciolti.

L>*algal bioremediation” ¢ un trattamento delle acque reflue ampiamente accettato ed efficiente
in diverse parti del mondo [113,139-142]. La coltivazione di specie algali congiunta
all’allevamento di specie animali si inquadra nella gia descritta pratica del’IMTA, e questa puo
avere ricadute interessanti su tre aspetti chiave degli impianti di acquicoltura: efficienza,

sostenibilita, aumento del business [141].
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Al fine di poter applicare le alghe come “biofiltri” negli impianti di acquicoltura, queste devono
rispondere a determinate caratteristiche che le rendono fruibili e utili allo scopo. Le motivazioni
della scelta dell’organismo da utilizzare come biofiltro nel presente studio sono state descritte
nel’lORI1.

La sperimentazione oggetto di questo OR ¢ composta di due diverse fasi, nella prima si ¢ testato
il potenziale di crescita e di abbattimento del carico in nutrienti in mesocosmo (acquari), e nella
seconda, si ¢ passati alla sperimentazione sul campo nell'impianto di acquicoltura Acqua Azzurra

SPA (Pachino, SR, Italia).
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Materiali e metodi

Campioni selvatici di Gracilaria gracilis sono stati raccolti nel Canale Margi (38° 26” 36” N, 15° 62
617) della laguna di Capo Peloro tramite 'uso di un forcone di modo da raccogliere i talli di alghe
non ancorati al substrato (Fig. 21). I campioni sono stati sciacquati abbondantemente nelle acque
lagunari e trasferiti presso il laboratorio di acquicoltura tramite una speciale vasca di trasporto in
polietilene (modello Narvalo model 120x100x90 cm, INNOVAQUA) (Fig. 21).

In laboratorio le alghe sono state osservate, pulite e separate da altre specie algali e dagli epifiti, in
modo da creare una coltura monospecifica.

Il metodo di coltura scelto per le sperimentazioni ¢ quello delle reste da noi creato e testato gia in

ambiente naturale.

Esperimento in Mesocosmo

Due vasche di vetro da 300 1 di volume (120x50x50h cm)
denominate V1 e V2, riempite con acqua prelevata presso il
medesimo sito di prelevamento di Gracilaria, sono state
equipaggiate con appositi sistemi di ancoraggio per le reste (Fig.
26). Una rappresentazione schematica delle vasche contenenti le
reste ¢ riportata in figura 27. Il movimento dell’acqua all'interno

delle vasche era garantito da pompe di ricircolo (Koralia evo

550/600 gpm, HYDOR USA Inc). Al fine di mantenere costant i

parametri delle acque, l'evaporazione veniva contrastata con

Figura 26; sistemi di ancoraggio
reste.

laggiunta di acqua distillata. Le variabili dell’acqua delle vasche
sono state monitorate giornalmente secondo i metodi riportati in

Sanfilippo et al [121], tramite sonda multiparametrica IM201 (Idromar s.r.l., Milano, Italy).

68



50

1W/I/////// Ao 4

120

Figura 27; Schema e realizzazione vasca di sperimentazione.

Per le determinazioni dei nutrienti inorganici (N-NO,, N-NO;, N-NH,, P- PO;), azoto e fosforo
totali sono stati utilizzati metodi spettrofotometrici (Varian Cary50 Probe spectrophotometer).
Per valutare la crescita di ogni resta sono state effettuate pesate sul peso umido sgocciolato di
ognuna di queste ogni 5 giorni tramite la bilancia elettronica FX-3000 (d= 0.01g).

L’esperimento in mesocosmo ha avuto una durata totale 120 giorni ed ¢ stato suddiviso in due
parti. In un primo esperimento (E1) le alghe sono state sottoposte a un fotoperiodo di 5 ore
garantito da plafoniere a quattro lampade provviste di Neon t5. Le reste, otto in totale, quattro
per vasca, sono state alloggiate in parallelo (Fig. 27) a due profondita, rispettivamente di 30 cm

(meta vasca) e 40 cm (in prossimita del fondo).
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Il secondo esperimento (E2) ha previsto un notevole
abbassamento dell’intensita luminosa utilizzata. Questo ¢ stato
ottenuto oscurando le finestre del laboratorio per avere un piu
efficiente controllo dell’illuminazione in modo artificiale;
I'lluminazione ¢ stata ulteriormente ridotta passando da 4 a 2
lampade al neon poste sul soffitto eliminando le plafoniere sulle

vasche, e oscurando le pareti delle vasche con plastica scura

(Fig. 28). Anche in questo caso sono stati attuati gli

Figura 28; Particolare di vasca
ombreggiata.

accorgimenti per mantenere stabili le variabili dell’acqua.

Esperimento in impianto

Due vasche in resina da 180000 1 di volume (3000x600x130h cm) (Fig. 29) sono state da noi
progettate e fatte costruire appositamente per questo studio allinterno del progetto PON
INNOVAQUA [86,143] presso 'impianto di acquicoltura Acqua Azzurra.

Nelle vasche ¢ stata convogliata ’'acqua di scarico dell'impianto e il tempo di rinnovo di questa ¢
stato mantenuto per tutta la durata dell’esperimento a 2 m’/h.

Le qualita delle acque sono state monitorate settimanalmente secondo i metodi precedentemente
descritti in due punti delle vasche corrispondenti all’acqua in ingresso e all’acqua in uscita al fine
di valutare le variazioni del carico in nutrienti principalmente imputabili al “filtraggio” di
Gracilaria. In concomitanza con i prelievi di acqua le reste sono state sgocciolate e pesate per

determinarne la crescita.
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Figura 29; Schematizzazione e realizzazione vasche in impianto Acqua Azzurra.

Ogni vasca ¢ stata equipaggiata con 10 reste di alghe posizionate in parallelo come schematizzato
in Figura 32. Le vasche sono state coperte con teli ombreggianti al fine di evitare la

fotossidazione delle alghe.

Tassi di crescita
La crescita in termini di incremento giornaliero (DGR) e di biomassa (Y) ¢ stata calcolata come

descritto in precedenza.

Analisi statistiche

Anche per quanto riguarda le analisi statistiche si rimanda ai metodi utilizzati nel precedente OR.
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Risultati

I risultati ottenuti nel presente OR verranno presentati in due sezioni separate in relazione

all’esperimento condotto.

Esperimento in mesocosmo

Le correlazioni statistiche effettuate hanno valutato le differenze fra la biomassa (Y) e il tasso di
crescita giornaliero (DGR) e variazioni delle concentrazioni di NO,, NO;, NH, e PO, disciolti
nelle due situazioni sperimentali. II valore medio di rendimento della biomassa piu alto (36,05 g
m™?) ¢ stato osservato nell’esperimento in cui le vasche sono state “oscurate” (E2), e il valore
medio della biomassa pit basso (8,76 g m™) ¢ stato rilevato nelle vasche a maggiore illuminazione
(E1). I risultati di ANOVA hanno confermato differenze molto significative fra le due differenti
tipologie di vasche in termini di biomassa (p=0,001).

La DGR media piu elevata (0,70% giorno™) ¢ stata registrata ancora una volta nell’esperimento
E2, e il valore medio piu basso (0,20% giorno™) nell’esperimento E1. I risultati dell’analisi della
varianza hanno mostrato differenze molto significative fra le due differenti tipologie di vasche in
termini di DGR (p=0,001).

Per quanto riguarda invece 1 risultati delle analisi dei sali nutritivi disciolti, i due esperimenti
hanno mostrato come nel primo (E1) la quantita di questi rimaneva stabile con una leggera
flessione in aumento (grafico 3); mentre nel secondo esperimento (E2) questi subivano una
sensibile e progressiva riduzione (grafico 4).

L’analisi della varianza (ANOVA) ha mostrato significative differenze (P<0.05) fra i valori dei sali
nutritivi nei due esperimenti e che in generale vi era correlazione fra la crescita (Y e DGR) e la

diminuzione delle concentrazioni dei nutrienti disciolti
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Grafico 5; andamento delle concentrazioni dei nutrienti nell’esperimento E1.
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Grafico 6; andamento delle concentrazioni dei nutrienti nell’esperimento E2.
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Esperimento in impianto

I risultati ottenuti nell’esperimento sul campo, hanno mostrato come vi sia stata una discreta
crescita dell’alga con valori medi di DGR di 0,87 % giornaliero, con picchi massimi di 3,50 % al
giorno, e biomassa 0,94 kg m™, e picchi massimi di 4,06 kg m™.

L’andamento dei sali di azoto e fosforo disciolti nelle acque di scarico dellimpianto di
acquicoltura marina Acqua Azzurra (Pachino, SR) hanno mostrato un andamento coerente con la
crescita dell’alga e, infatti, con piu marcata efficienza per N-NO, e N-NH,, questi dopo un
iniziale periodo di adattamento dell’alga, hanno subito una diminuzione che si ¢ mantenuta
costante durante il periodo sperimentale come evidenziato nei grafici 5-6-7-8.

Le analisi statistiche hanno confermato la correlazione significativamente negativa (r=-0.577;

p=0,003) fra accrescimento dell’alga e valori dei sali nutritivi disciolti.
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Grafico 7; Andamento della concentrazione dei nitriti nelle vasche sperimentali.
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Grafico 8; Andamento della concentrazione dei nitrati nelle vasche sperimentali.
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Discussione

Com’¢ ben noto gli organismi algali necessitano per la loro crescita determinati composti disciolti
nell’acqua in cui vivono; questi sono noti come nutrienti. I nutrienti necessari alle alghe si
suddividono in tre categorie:

- Macronutrienti (azoto, fosforo e carbonio ecc)

- Micronutrienti o elementi in traccia (Fe, Zn, Cu, Mn, Mo, etc.)

- Vitamine (vitamina B12, tiamina e biotina)
In mancanza, o in quantita ridotta di uno di questi composti, questo si definisce come “nutriente
limitante”.
La definizione di “nutriente limitante” risale a oltre 100 anni fa alla legge del minimo di Liebig;
questa stabilisce che il nutriente che ¢ disponibile nella quantita inferiore rispetto alle necessita
dell’organismo ne limitera il tasso di crescita [144].
Azoto e fosforo sono 1 due principali fattori limitanti crescita e biomassa algale negli ambienti
naturali. Nel caso dei reflui degli impianti di acquicoltura I'alta concentrazione di N e P e C
rendono questi ambienti ideali per la crescita algale [145].
Gli esperimenti condotti nel presente OR sono stati programmati al fine di poter determinare le
condizioni ideali di crescita della G. gracilis in ambiente controllato.
I risultati degli esperimenti in mesocosmo hanno consentito di evidenziare che risultava di
fondamentale importanza la riduzione dellintensita luminosa nell’ambiente di allevamento.
Infatti, a fronte di un DGR di circa 0,20%/g e biomassa 8,76 g/m’ dell’espetimento iniziale in
vasche “aperte” (E1), si sono ottenuti un DGR di 0,70 %/g e biomassa 36,05 g/m’
nell’esperimento con le vasche a minore illuminazione (E2). A conferma della migliore
condizione di coltura dell’alga in vasca oscurata e con fotoperiodo ridotto vi sono anche 1 risultati

dei nutrienti disciolti. Questi, infatti hanno mostrato un’importante e progressiva flessione.
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Basandosi su questi risultati si ¢ provveduto all’aggiunta per I'esperimento in impianto di una rete
ombreggiante sulle vasche di sperimentazione per evitare i fenomeni di foto-ossidazione e
ottimizzare le condizioni di sperimentazione sul campo.

I risultati dell’esperimento, condotto presso 'impianto di acquicoltura, hanno mostrato che la G.
gracilis ben si ¢ adattata alle condizioni controllate, e ha riportato tassi di crescita e biomassa
promettenti, seppur lontani da quelli ottenuti con la coltivazione in ambiente naturale riportata
nel’OR2.

Per quanto riguarda I'abbattimento del carico di N e P, la netta diminuzione di N-NO, e N-NH,
¢ ascrivibile unicamente alla presenza degli impianti di reste contenenti G. gracilis.

I risultati del presente studio sono supportati da numerose evidenze scientifiche che nel corso
degli anni hanno dimostrato le potenzialita delle alghe del genere Gracilaria in applicazioni sia
dirette (alimento umano, che come alimento in acquicoltura) sia indirette (estrazione di agar e
composti bioattivi), nonché di potere depurante [23,26,146—152]. In precedenti esperimenti i
potenziali di abbattimento di nutrienti delle varie specie di Gracilaria sono stati testati sia in
ambienti circoscritti sia in impianti di acquicoltura. Huo et al. [148] in un ambiente semichiuso
[152] in impianto di allevamento di Pseudosciaena crocea hanno valutato il potere depurante e la
crescita di Gracilaria verrucosa, con risultati incoraggianti in entrambi i casi. Altri studi hanno
valutato il potere depurante di Gracilariaceae ottenendo ottimi risultati, fra cui: G. lemaneiformis
coltivata con pesci (Sebastodes fuscescens, Ammodyte spersonatus) in vasca [23], G. lemaneiformis coltivata
con cappa santa (Chlamys farreri) in vasche sperimentali [150], G. chilensis coltivata con pesci
(Oncorhynchus kisutch e Oncorbynchus mykiss) in vasche sperimentali [146], G. gracilis coltivata con
spigola (Dicentrarchus labrax) in vasche sperimentali con lento flusso di acqua [153,154].

Oltre al confermato potere filtrante delle alghe del genere Gracilaria, ¢ da tenere in considerazione
anche il fatto che ¢ stato dimostrato come quest’alga, coltivata in ambienti compromessi per
inquinamento da metalli pesanti, abbiano la potenzialita di ridurre drasticamente le

concentrazioni di questi [155,156]. Inoltre, in un recentissimo studio [157] la G. gracilis ¢ stata
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utilizzata nella riduzione e nel riciclaggio di Critical Rare Elements (CRE); gli autori hanno
dimostrato come in sole 48 ore sia avvenuta la riduzione del 70% di elementi quali Yttrio, Cerio,
Neodimio, Europio e Lantanio a opera della rodhophyta che debitamente trattata ha permesso il

riciclaggio del 100% dei CRE rimossi dall’ambiente di coltura.
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Conclusioni

Sulla base dei risultati ottenuti negli esperimenti del’OR3 e dalle evidenze scientifiche riportate in
letteratura internazionale si puo derivare sicuramente che la G. gracilis rappresenta un ottimo
organismo da sfruttare in acquicoltura multi trofica integrata (IMTA) in impianto di acquicoltura

di spigola e orata quale agente “bio-filtrante” per I’eccesso di nutrienti nelle acque di scarico.

Pump for water
citculation
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OR4, applicazioni biotecnologiche

Come gia in precedenza descritto, la principale applicazione di G. gracilis ¢ estrazione dell’agar;
ma, a ulteriore dimostrazione dell’elevato potenziale di quest’alga sono state valutate altre due
possibili applicazioni biotecnologiche dell’organismo prodotto in IMTA corrispondenti alle
seguenti Attivita:
*  A4.1 Gli effetti dell’alga complessata in un mangime commerciale somministrato a Danio
rerio (zebrafish)
* A42 Gli effetti antimicrobici di vari estratti di G. gracilis contro i principali agenti

patogeni umani e ittici.
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A.4.1, Effetti di G. gracilis nell’alimentazione di zebrafish (Danio

rerio)

Introduzione

La correlazione fra composizione del mangime e benessere degli animali ¢ un campo di ricerca
molto interessante e in continua crescita. L’alimentazione ha importanti ricadute su numerosi
aspetti della fisiologia delle specie ittiche, specialmente sulle performance di crescita e sulla
modulazione del sistema immunitario [158-160].

I pesci sono animali ampiamente studiati per la loro importanza come bioindicatori e come fonte
di proteine, sia derivante da stock selvatici che da specie allevate [161,162,171,172,163—170]. Fra
questi ricoprono una fetta importante quegli studi che riguardano il potenziale utilizzo di
supplementi o integratori, di varia origine (scarti della pesca, alghe, insetti ecc), ai mangimi nella
dieta dei pesci allevati. Particolare attenzione ¢ stata posta, soprattutto negli ultimi anni allo
sfruttamento di macro e micro alghe a integrazione e/o sostituzione dell’alimento normalmente
utilizzato in acquicoltura, al fine di valutare 'impatto di queste sulle performance di crescita e
sulla salute del pesce allevato [172—-175].

Prodotti di origine algale a integrazione dell’alimento di pesci di allevamento hanno mostrato
grandi potenziali soprattutto nel modulare la funzione del sistema immunitario e aumentare la
resistenza a diverse patologie [170].

Fra le diverse alghe prese in esame, i risultati piu interessanti sono stati ottenuti dall’utilizzo di
alghe rosse. Le alghe rosse hanno, infatti, una composizione chimica che rivela un alto contenuto
in proteine e composti bioattivi con proprieta farmaceutiche e biomediche [177,178]; fra i
componenti principali delle rodophyta enumeriamo, infatti, vitamina C, amminoacidi, peptidi,
acidi grassi polinsaturi £2-3 e €2-6 [105,179,180]. Supplementi algali (da alghe rosse) complessati in
mangimi hanno mostrato inoltre proprieta immunostimolanti per differenti specie di pesci

[181,182]. Peixoto et al. [183] hanno dimostrato che il supplemento di Gracilaria spp. nella dieta di
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spigola (Dicentrarchus labrax) aumentava le capacita antiossidante e i valori degli indicatori del
sistema immunitario innato.

Come altre alghe rosse la G. gracilis ¢ utilizzata come fonte di agar e per tale ragione rientra fra le
alghe agarofite [184]; oltre al contenuto in agar, l'alga oggetto di questo studio rappresenta la
fonte di numerosi composti naturali utili quali lipidi, acidi grassi, steroli, proteine, ficobiliproteine,
fenoli e carboidrati [60,63], tanto da meritarsi il nome di “Multi Product Source”.

Nonostante le ben studiate proprieta di quest’alga lo studio della letteratura ha rivelato la scarsa
presenza di studi su specie di Gracilaria come supplemento nell’alimentazione di pesci. Piu nello
specifico, gli effetti di G. gracilis su attivita antiossidante, parametri del'immunita innata e crescita
di pesci sono a oggi sconosciuti.

La presente attivita esplora per la prima volta la potenzialita di G. gracilis come supplemento
nell’alimentazione di pesci e come questa influenza parametri dell'immunita mucosale, enzimi
antiossidanti e la correlata espressione genica, e le performance di crescita dello zebrafish (Danio

rerio) utilizzato come organismo modello [185-187].

Materiali e metodi

L’esperimento ¢ stato condotto in collaborazione con il Dipartimento di Scienze della Pesca della

Gorgan University of Agricultural Sciences and Natural Resources (GUASNR), Gorgan, Iran.

Gestione dei pesci e dieta sperimentale

Dopo due settimane di stabulazione nelle vasche sperimentali i pesci sono stati divisi in 12
acquari da 100 L di volume, ognuno contenente 50 esemplari.

L’esperimento, durato otto settimane, ha previsto lalimentazione di zebrafish con diete
sperimentali contenenti diverse percentuali di alga. Gli animali sono stati alimentati fino ad
apparente sazieta tre volte al giorno. E stata utilizzata la massima cura per mantenere ottimali i
parametri di qualita dell'acqua, mediante pulizia periodica, cambi d'acqua e aerazione continua.

Gli esperimenti sono stati condotti nel rispetto delle norme europee sul benessere degli animali.
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Raccolta e trattamento di G. gracilis

I talli di G. gracilis sono stati raccolti dalla popolazione naturale del Canale Margi nella RNO di
Capo Peloro [188-190].

Le alghe sciacquate nelle acque del pantano sono state trasferite presso il laboratorio di
acquicoltura dell’Universita degli Studi di Messina, dove sono state sciacquate in acqua dolce, e
ripulite da altre specie algali ed epifiti. La biomassa algale ¢ stata quindi essiccata in stufa a 45 °C
per 72 ore per ridurne il contenuto in acqua e permetterne la successiva polverizzazione in
mortaio. La polvere di Gracilaria (GP) ¢ stata quindi impacchettata sottovuoto e spedita per la

sperimentazione al Dipartimento GUASNR (Iran).

Preparazione della dieta sperimentale

L’alimentazione degli organismi trattati si ¢ basata sull'utilizzo di un mangime commerciale
(BioMar SAS, Nersac, France) utilizzata come dieta di controllo. Le informazioni sulla
composizione prossimale della dieta basale sono riportate nella Tabella 7 (composizione da
informazioni produttore). Per la preparazione della dieta sperimentale, il mangime commerciale ¢
stato polverizzato, addizionato di GP in tre diverse percentuali 0,25, 0,5 e 1%. L’impasto ¢ stato
miscelato accuratamente con acqua per formare un composto omogeneo, quindi passato in
tritacarne, asciugato all'aria, e frantumato in dimensioni adatte all’alimentazione di zebrafish (0,5-
1 mm) [191,192]. L’alimento ¢ stato conservato a 4 °C in buste richiudibili fino al momento

dell’utilizzo.

Proximate analysis (%)

Dry matter 93.6
Crude protein 38.9
Crude lipid 15.0
Ash 11

Tabella 7; Composizione prossimale del mangime utilizzato.
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Studio dell’espressione genica

Prelievo dei campioni

Completato il periodo di alimentazione, 15 esemplari sono stati scelti a caso da ciascuna vasca e
rapidamente anestetizzati fino a eutanasia utilizzando polvere di chiodi di garofano (0,5 g/1); le
teste e le pinne sono state rimosse e il campione di tutto il corpo ¢ stato preparato secondo il
protocollo suggerito da Holbech et al. [193]. I campioni sono stati immediatamente conservati in

azoto liquido fino al momento dell'analisi.

Isolamento di RNA, sintesi del cDNA e Real Time PCR

La valutazione dell'espressione genica dei geni relativi il sistema immunitatio e antiossidante, ¢
stata eseguita utilizzando la RealTime-PCR e basata sul protocollo descritto da Safari et al. [50]. 11
protocollo “BIOZOL Reagent” (Bioflux-Bioer, Cina) ¢ stato utilizzato per l'isolamento dell'RNA.
La concentrazione di RNA ¢ stata determinata mediante lettura del nanofotometro (IMPLEN-
P100) a 260/280 nm e l'integrita ¢ stata verificata mediante valutazione di RNA ribosomiale 28 S
e 18 S (tfRNA) utilizzando gel di agarosio (1,5%). La DNasi I (Fermentas, Francia) ¢ stata
utilizzata per eliminare il DNA dai campioni. Il protocollo “Fermentase” ¢ stato seguito per la
sintesi del cDNA [194]. L'analisi della RT-PCR ¢ stata eseguita utilizzando il Master Mix QPCR
di Fermentase Maxima SYBR Green (1x) in un iCycler (BioRad, USA). I dati ottenuti sono stati
analizzati utilizzando il software del sistema ottico iQ5 versione 2.0 (BioRad). Le sequenze
disponibili in GenBank sono state utilizzate per progettare i primer qPCR per SOD, CAT, il-1p,
LYZ e B-actina (Tabella 8). Inoltre, il gene B-actina ¢ stato considerato come gene di riferimento.
I livelli di espressione di mRNA relativi di SOD, CAT, il-13, TNF-o LYZ e B-actina sono stati

calcolati con il metodo 2. In tutti i casi, ogni PCR ¢ stata eseguita in triplicato.
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Primer Sequenza Applicazione Numero di accesso
sod q-PCRF GGGTGGCAATGAGGAAAG antioxidant
BCO055516.1
sod q-PCRR GCCCACATAGAAATGCACAG
cat q-PCRF GCATGTTGGAAAGACGACAC antioxidant
AJ007505.1
cat q-PCRR GTGGATGAAAGACGGAGACA
il-18 q-PCRF CGTCTCCACATCTCGTACTCA immune AY340959.1
il-18 q-PCRR  GTGTCTTTCCTGTCCATCTCC
tnfo. -PCRF CTGCTTCACGCTCCATAAGA immune AY427649.1
tnfo. ¢-PCRR CTGGTCCTGGTCATCTCTCC
lyz q-PCRF GGCAGTGGTGTTTTTGTGTC immune NM_ 139180.
lyz ¢-PCRR CGTAGTCCTTCCCCGTATCA 1
p-actin -PCRF ~ AGCAGATGTGGATCAGCAAG  Housekeeping NM 131031.1
f-actin -PCR R TACCTCCCTTTGCCAGTTTC gene

Tabella 8; Caratteristiche primer utilizzati.

Valutazione dei parametri dell'immunita mucosale

Alla fine delle otto settimane, nove zebrafish a digiuno da 24 ore sono stati scelti a caso da
ciascuna vasca sperimentale e dopo anestesia sono stati collocati in sacchetti di polietilene
contenenti 5 ml di NaCl 50 mM (Sigma, Steinheim, Germania). La raccolta del muco cutaneo ¢
stata eseguita secondo il metodo suggerito da Hoseinifar et al. [195,196]. Per facilitare la raccolta
del muco, il pesce ¢ stato massaggiato delicatamente all'interno delle buste per 1-2 minuti. I
campioni raccolti sono stati centrifugati e il surnatante conservato a -80 °C fino all'analisi.

Il protocollo standard di Lowry et al. [197] ¢ stato seguito per la determinazione del livello di
proteine totali nei campioni. In questo metodo ¢ stata utilizzata albumina di siero bovino (BSA)
come standard. L'assorbanza ¢ stata letta usando uno spettrofotometro (Biochrom, Libra S12) a
750 nm. Per la determinazione dell'attivita della fosfatasi alcalina (ALP) ¢ stato utilizzato un kit
commerciale (Ziest Chem Diagnostics kit, Iran). L'assorbimento ¢ stato letto a 405 nm e 'attivita

ALP ¢ stata calcolata in base alla formula suggerita dal produttore. Il livello di immunoglobuline
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(Ig totale) del muco cutaneo ¢ stato determinato secondo il metodo descritto in Hoseinifar et al.
[195]. Il metodo si ¢ basato sulla doppia determinazione delle proteine totali, prima e dopo la
rimozione delle molecole di immunoglobulina usando una soluzione al 12% di polietilenglicole

(Sigma).

Performance di crescita
Dopo otto settimane di alimentazione sperimentale, i parametri di crescita sono stati calcolati in

base alle seguenti formule:

Aumento di peso (W,):

W WZ - W]_
Tasso di crescita specifico (SGR):

B T

SGR

Rapporto di conversione dell'alimento (FCR)

Mangime (g)

Wy

FCR =

Dove W, ¢ il peso iniziale, W, il peso finale, e T ¢ la durata della prova di alimentazione.

Analisi statistiche
Le differenze significative (P <0,05) tra i trattamenti, in caso di parametri diversi, ¢ stata valutata
mediante ANOVA a una via seguita dal test a intervallo multiplo di Duncan. Prima dell'analisi

statistica, la normalita dei dati ¢ stata verificata e confermata. L'analisi statistica ¢ stata eseguita

utilizzando il software SPSS 19 (SPSS, USA).
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Risultati

Gli effetti di otto settimane di alimentazione di Danio rerio, con diverse concentrazioni di polvere
di Gracilaria gracilis (GP) (0,25-0,5-1%) complessati nel mangime, sui livelli di espressione genica
del sistema immunitario (TNF-o ¢ LYZ), antiossidante (SOD e CAT) e interleuchina 1 beta (il-

1B) sono riportati nei grafici 11-12.
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Grafici 11-12; Espressione relativa dei geni antiossidanti catalasi (CAT) e superossidodismutasi (SOD).

L'espressione dei geni dell’enzima antiossidanti SOD ha mostrato differenze tra il gruppo
alimentato con l'integrazione di 1% GP e quello di controllo; mentre 'espressione del gene CAT
ha rivelato valori piu alti tra i tre gruppi trattati rispetto il gruppo di controllo. Dopo otto
settimane di esperimento non ci sono state differenze notevoli tra i diversi gruppi nell'espressione
di TNF-0, LYZ e il-1B (grafici 13-14-15) ma in tutt i gruppi sperimentali ¢ stato notato un

abbassamento di questi rispetto ai pesci di controllo.
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Grafici 13, 14, 15. Espressione relativa dei geni immunitari lisozima (LYZ), fattore di necrosi tumorale o (TNF- a) e
interluchina beta (IL-1f)




La tabella 9 riporta i livelli dei parametri immunitari mucosali di zebrafish trattati con percentuali
diverse di GP. I diversi trattamenti hanno dato una significativa up-regulation delle IG totali
rispetto ai controlli particolarmente accentuate nel gruppo con 1% di GP complessata nel
mangime. I livelli di proteine totali hanno mostrato un andamento simile alle IG. Inoltre, un
aumento significativo (P <0,05) dell'attivita ALP ¢ risultato evidente nei gruppi alimentati con

0,25 ¢ 0,5% di GP, con i valori piu alti in quest'ultimo.

GP

0% (Controllo) 0.25% 0.5% 1%

Ig Tot (mgml') 2238 +3.54" 2732+ 193" 2995+ 465" 3662+ 381"

Protein Tot
30.04 + 3.67° 3531 +2.77® 3547 +3.84%™ 4329 + 243"
(mg ml™)

ALP (U ml™) 1939 +9.6° 2417 £4.6° 2622+ 32" 2052+ 37°

Tabella 9; Effetto della dieta con mangime complessato con diverse percentuali di GP sui parametri dell’immunita
mucosale di zebrafish. Lettere diverse sui valori nella stessa riga indicano differenze significative (P < 0.05)

La tabella 10 riassume i risultati della crescita dei pesci trattati. I gruppi nutriti con GP non hanno
mostrato differenze significative (P> 0,05) rispetto al gruppo di controllo. Risultati simili sono
stati ottenuti per SGR e per FCR.

Durante le 8 settimane del periodo sperimentale non ¢ stata registrata alcuna mortalita.

Dietary Gracilaria gracilis powder

0% (Control) 0.25% 0.5% 1%
Peso iniziale (mg) 112.5%0.75* 112.19+1.11° 111.38+1.21° 112.20%1.67*
Peso finale (mg) 271.12+£12.30° 245.98%£10.26 260.58+1.83" 242.20£7.13"
WG (mg) 158.64+11.87" 133.79%+10.95 149.19%+10.67 130.00£7.29*
SGR 1.57£0.07* 1.40£0.09* 1.51£0.06" 1.37£0.06"
FCR 1.99£0.17* 2.30%0.26 1.96+0.14* 2.22%+0.10°

Tabella 10; Effetto della dieta con mangime complessato con diverse percentuali di GP sulle performance di crescita
di zebrafish. Lettere diverse sui valori nella stessa riga indicano differenze significative (P < 0.05)
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Discussione

Nella presente attivita, ¢ stata invece valutata la potenziale applicazione di G. gracilis come
integratore alimentare nella dieta di D. rerio, al fine di stabilire una nuova possibile applicazione
dell’alga.

11 presente studio, per la prima volta, focalizza l'attenzione sugli effetti di diverse percentuali di G.
gracilis complessata nel mangime di zebrafish (Danio rerio) sui parametri antiossidanti,
del’'immunita innata, mucosale e di crescita.

La regolazione della risposta immunitaria dei pesci alimentati con GP la rende un potenziale
prodotto utile in un’acquicoltura priva di antibiotici, ma che consenta comunque vitalita e salute
dei pesci allevati [48,198-200].

Al fine di delineare un quadro quanto piu completo possibile della reazione dei pesci
all'integrazione di GP nel mangime, fra le varie caratteristiche studiate vi ¢ la relazione tra le tre
percentuali diverse di GP e I'espressione dei geni antiossidanti in zebrafish.

Superossidodismutasi (SOD) e catalasi (CAT) sono importanti enzimi antiossidanti che giocano
ruoli fondamentali nel contrastare la tossicita cellulare delle specie reattive dell’ossigeno (ROS)
[201].

Per quanto non ci sia stato un innalzamento notevole dell'espressione di SOD nei gruppi trattati
con 0,25 e 0,5% di GP, nel gruppo trattato con 1'1% GP integrata in mangime ha rivelato un
moderato aumento dell’espressione genica dell’enzima SOD. Per quanto riguarda l'espressione
del gene CAT, in tutti 1 trattamenti sperimentali si ¢ assistito a un aumento della sua espressione.
Le aumentate espressioni geniche di SOD e CAT portano all'ipotesi che I'integrazione di GP nel
mangime abbia avuto effetti positivi sulla difesa antiossidante dello zebrafish; ¢ noto, infatti, che
proteine e fenoli algali sono composti con alti effetti antiossidanti [202,203], e la presenza di
composti antiossidanti ¢ stata inoltre stabilita in G. gracilis da Francavilla et al. [63]. Questi ultimi
hanno inoltre testato gli effetti antiossidanti di questi composti tramite tre diversi test in-vitro:
FRAP (potere antiossidante di riduzione ferrica), ABTS acido 2,2"-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-

6-sulfonico), e DPPH (2,2-difenil-2-picrylhydrazyl) Radical Scavenging Activity.
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Per quanto riguarda invece le espressioni del gene il-1B, LYZ e TNF-a non sono state influenzate
dalla somministrazione del GP.
II-1B ¢ una citochina secreta da diversi tipi di cellule immunitarie ed ¢ coinvolta nei processi
infiammatori [204]; infatti, II-1f regola l'espressione di diversi geni nelle malattie infettive
[196,205]. Il mantenimento dei livelli di II-1B dimostra che le tre diete spetimentali non hanno
influenzato ne indotto processi di inflammazione nello zebrafish.
Fra le varie funzioni difensive dei pesci una parte importante ¢ ascrivibile all’attivita del muco
cutaneo. Le superfici mucosali dei pesci (branchie, cute e tratto gastrointestinale) formano una
sottile barriera fisica tra I'ambiente esterno e quello interno e sono importanti siti di esposizione
microbica [206-208]. Uno strato di muco sulla cute dei pesci rappresenta la prima barriera a
un'ampia gamma di agenti patogeni batterici e virali. I1 muco della pelle, infatti, contiene diversi
composti biologicamente attivi [209-211]. Il muco ¢ un fluido complesso e la sua composizione
varia su tutta la superficie epiteliale. La proprieta antimicrobica del muco epidermico contro i
patogeni infettivi (batteri e virus) ¢ stata dimostrata in diverse specie ittiche [212-217] e I'aumento
dell'espressione di uno o piu dei componenti antimicrobici nel muco epidermico dei pesci € stato
osservato in seguito a stress microbico [218,219], supportando cosi il ruolo del muco epidermico
nella protezione dei pesci da agenti patogeni infettivi. La composizione del muco dei pesci varia
in base alla specie considerata e all’ambiente in cui vive con diverse percentuali dei costituenti. Le
mucine rappresentano 1 costituenti principali e all'interno della matrice da queste formata si
ritrovano numerosi elementi del sistema immune innato:
* Enzimi (lisozima, fosfatasi acida e alcalina, catepsine, esterasi, esterasi lipasi, leucina
arilamidasi, valina arilamidasi, tripsina, naftol-AS-BI fosfoidrolasi, beta-galattosidasi, beta-
glucuronidasi, N-acitil-beta-glicosaminidasi, alfa-fucosidasi, cistina arilamidasi e beta-

glucuronidasi)

* Proteasi (tripsina, catepsina B e L, catepsina D, e metalloproteasi)
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* Peptidi antimicrobici [(pleurocidine, piscidine, cathelicidine, defensine e LEAP (liver-
expressed antimicrobial peptides)]

* Lectine (congerina, AJL-1, pufflectina, ecc)

* Proteine (lactoferrina, istone H2A e H2B, proteine ribosomiali ecc)

*  Immunoglobuline (IgM, IgD, Ig'T/IgZ)
Le ben note funzioni difensive dei composti appena elencati rendono il muco una barriera di
fondamentale importanza per il benessere dell’organismo [206]. Pertanto nel presente studio sono
state valutate le variazioni nelle quantita di immunoglobuline, proteine totali e attivita di ALP nel
muco indotte dalla somministrazione di GP nel mangime.
I risultati degli esperimenti indicano un aumento del valore totale di Ig e proteine totali alla fine
del periodo di trattamento con GP all'1%. Inoltre, anche l'attivita ALP ¢ risultata piu elevata nei
pesci con integrazione di GP nel mangime rispetto a quelli di controllo. L’aumento di tali
parametri Ig, proteine totali e ALP suggeriscono un netto miglioramento dello stato immunitario
dei pesci trattati [220].
I nostri risultati sono supportati da studi precedenti che hanno stabilito 1 ruoli di varie
componenti algali sulla modulazione della risposta immunologica, 1 parametri di immunita
mucosale e il loro coinvolgimento nel mantenimento di condizioni di salute in diverse specie
[221,222].
La performance di crescita nello zebrafish alimentato con il GP non ha avuto differenze
significative rispetto al gruppo di controllo. Precedenti studi su altre specie di alghe appartenenti
al genere Gracilaria [53], hanno mostrato come le performance di crescita sono ampiamente
influenzate da molti fattori che comprendono la fase della vita, le specie, le condizioni

sperimentali e altri [194].
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Conclusioni

In conclusione, ¢ stato dimostrato come l'integrazione alimentare di GP puo implementare le
attivita antiossidanti e contribuire a un potenziamento del sistema immunitario mucosale.

Considerando questi risultati, il basso costo dell'alga e la possibilita di ottenerla da acquicoltura
ecocompatibile, o meglio da pratiche di acquicoltura multi trofica integrata, la Gracilaria gracilis
puo essere presa in considerazione come un integratore alimentare per e da acquicoltura

sostenibile.
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A.4.2, Effetti antimicrobici di estratti di G. gracilis su patogeni

umani e in acquicoltura

Introduzione

L'oceano copre oltre il 70% della superficie terrestre e ospita una biodiversita eccezionale: oltre
un milione di specie marine e circa un miliardo di tipi diversi di microorganismi [223].

Attualmente la maggior parte dei composti utilizzati in tutti i campi di applicazione deriva da
risorse terrestri. L'ambiente marino, con la sua incredibile biodiversita e abbondanza di specie,
rappresenta un serbatoio infinito di composti che potrebbero essere utilizzati e applicati per
migliorare il benessere sia umano sia animale. L'interesse per i composti attivi derivati dagli
organismi marini, da utilizzare nei farmaci ¢ un argomento scientifico relativamente nuovo.
Durante 'ultimo mezzo secolo, numerosi composti attivi provenienti dall'ambiente marino sono
stati studiati, caratterizzati e isolati da batteri, animali e alghe. Alcuni esempi possono essere
menzionati, quali esopolisaccaridi, biopolimeri, molecole bioattive e altri composti sono stati
isolati dai batteri [224,225] e il loro potenziale biotecnologico ¢ stato valutato [226,227]. Oltre ai
batteri e agli animali, anche gli organismi vegetali sono di grande interesse per lo sfruttamento dei
loro bioprodotti, utili a numerose applicazioni. . documentato che fin dall'antichita le alghe
marine sono state utilizzate per vari scopi [228]. Sono sfruttate come cibo per l'nomo,
tradizionalmente nei Paesi dell'Asia orientale, ma recentemente anche nei Paesi occidentali; alcuni
esempi sono: noti (Porphyra spp.), aonoti (Monostroma spp. e Enteromorpha spp.), kombu (Laminaria
Japonica), wakame (Undaria pinnatifida), hizichi (Higikia fusiforme), mozuku (Cladosiphon okamuranus),
uva marina (Caulerpa lentillifera), dulse (Palmaria palmata), muschio irlandese (Chondrus crispus), alga
alata (Alaria esculenta), ogo (Gracilaria spp.) e molti altri [80]. Le alghe sono anche usate come
fertilizzanti; come alimento nell'allevamento di animali, negli allevamenti ittici, per nutrire i pesci
direttamente o come supplemento nei mangimi (OR4 A.1) [229-233]; come biomassa per la
produzione di biocarburanti nell'acquicoltura multi trofica integrata (IMTA) [234]; nel

trattamento delle acque reflue come “biofiltro”, per rimuovere composti inorganici e metalli
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pesanti (OR3) [60,155]; alcuni estratti di alghe sono utilizzati nelle industrie cosmetiche [235] e
per produrre bio-carburanti [236], pellicole per imballaggio alimentare [111], molecole bioattive
con attivita antiossidante [86,237] e per molte applicazioni biomediche e farmaceutiche
[76,78,178,238,239]. Inoltre, le alghe marine sono fonti di tre importanti ficocolloidi: agar,
carrageen e alginati.

Le macroalghe marine rappresentano quindi una grande fonte di biomolecole utili in diversi
campi biotecnologici, come nelle industrie alimentari e tessili, nella biochimica, nella farmacologia
e nella medicina umana e veterinaria. Diversi studi hanno dimostrato che estratti grezzi di alghe
hanno potenziali attivita anticoagulanti, antibatteriche, antivirali, antiossidanti e antitumorali
[177,240-242]. Oltre che per applicazioni farmaceutiche umane, gli estratti algali possono
rappresentare strumenti per limitare le notevoli perdite economiche nelle attivita di acquicoltura
dovute a malattie di origine batterica; per cui la ricerca di nuovi metaboliti attivi contro gli agenti
patogeni rilevanti in acquicoltura ¢ aumentata negli ultimi anni [243,244].

I composti contenuti nelle alghe rosse hanno attivita antimicrobiche ascrivibili a una varieta di
metaboliti, quali polisaccaridi, acidi grassi polinsaturi, composti fenolici, e carotenoidi [240].

Nella presente attivita sono state valutate le potenzialita di vari estratti algali da G. gracilis al fine
di verificare un possibile sfruttamento della biomassa algale di origine naturale (OR1), coltivata in
ambiente naturale (OR2) o prodotta in IMTA (OR3) come fonte di molecole antibiotiche. 11
potenziale antibatterico di estratti di G. gracilis ¢ stato valutato contro diversi patogeni batterici

ampiamente diffusi in acquicoltura e rischiosi per la salute umana.
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Materiali e metodi

Gli esperimenti condotti nella presente Attivita sono stati eseguiti in collaborazione con il
PANLAB del Dipartimento BIOMORF (Scienze Biomediche, Odontoiatriche e delle Immagini
Morfologiche e Funzionali) dell’Universita degli Studi di Messina e il laboratorio di Ecologia

Microbica dell’Istituto per ’Ambiente Marino Costiero (IAMC-CNR) di Messina.

Prelievo della G. gracilis

Ancora una volta 1 talli di G. gracilis sono stati raccolti dalla popolazione naturale del Canale Margi

nella RNO di Capo Peloro.

Trattamento dell’alga

Le alghe sciacquate nelle acque del pantano sono state trasferite presso il laboratorio di
acquicoltura dell’'Universita degli Studi di Messina con i metodi descritti in precedenza dove sono
state sciacquate in acqua dolce, e ripulite da altre specie algali ed epifiti e infine sciacquate con
acqua sterile. La biomassa algale ¢ stata quindi posta in capienti contenitori di legno ed essiccata
all’aria per sette giorni per eliminarne il contenuto in acqua. Le alghe sono state poi tagliate

grossolanamente, e passate in stufa a 37 °C per tre ore; infine sono state polverizzare.

Estrazione Soxhlet

40 g di alghe in polvere sono state estratte sequenzialmente con 200 ml di diversi solventi
(etanolo, metanolo, acetone, cloroformio, ed etere etilico) nell'estrattore Soxhlet (Fig. 30A) fino a
quando l'estratto risultava chiaro. Gli estratti sono stati fatti evaporare a secco a pressione ridotta
usando evaporatore rotante sotto vuoto (Rotavapor Buchi V700, Fig. 30B) e conservati in

frigorifero a 4 °C fino al momento dell’utilizzo.
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Figura 20; A: Apparato Soxhlet. B: Rotavapor.

Ceppi batterici trattati

Gli estratti cosi ottenuti sono stati testati contro quattro ceppi batterici fra cui anche patogeni

umani e marini:

Vibrio cholerae
Psendomonas aeruginosa
Salmonella

Bacillus subtilis

Aeromonas hydrophila

Vibrio fisher:
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Valutazione dell’attivita antimicrobica

L'attivita antibatterica degli estratti ¢ stata valutata utilizzando la tecnica “agar disk diffusion
method” o Kirby-Bauer, come accettato dal Comitato nazionale per gli standard dei laboratori
clinici NCCLS 2000).

I patogeni sono stati fatti crescere per 24h in 10 ml di Nutrient broth (al 3% di NaCl per i
patogeni marini). In seguito aliquote di 100 ul di ciascuno sono state inoculate in triplicato in
TSA all’l,5 % di NaCl per eseguire il test.

10 mg di ogni estratto sono stati risospesi in 1 ml del solvente appropriato. Aliquote di 20 ul di
estratto sono state utilizzate per imbibire 1 dischetti (diametro 6mm), a 3 differenti concentrazioni
(50pg, 100pg, 200ug).

I dischetti sono stati fatti asciugare per 48h, fino alla totale evaporazione del solvente. In seguito
sono stati applicati alle piastre inoculate. Come controllo positivo sono stati utilizzati dischetti
imbibiti di 30 pl di Cloramfenicolo, mentre per il bianco sono stati utilizzati i solventi (20ul)

precedentemente utilizzati per estrazione e per la risospensione.
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Risultati

Nel presente studio, l'attivita antibatterica di cinque diversi estratti (etanolo, metanolo, acetone,
cloroformio, ed etere etilico) di G. gracilis ¢ stata valutata contro vari ceppi batterici fra cui
patogeni per 'uomo e per le specie ittiche.

Le rese dei vari estratti sono riportate in tabella 11.

Quantita alga (g) Resa (g) Resa (%)
Etanolo 39.8714 0.5582 1.4
Metanolo 50.4235 4.9415 9.8
Acetone 38.0980 0.1943 0.51
Cloroformio 41.8196 0.2551 0.01
Etere etilico 35.8 0.1432 0.4

Tabella 11; Rese estratti G.gracilis.

Fra i diversi ceppi batterici target, I'unico per cui tutti gli estratti hanno mostrato evidente e
significativa attivita inibitoria era Bacillus subtilis. 1 risultati dell’alone inibitorio dei vari estratti
sono riportati in tabella 12. I vari estratti hanno mostrato attivita diverse con potere decrescente

nell’ordine: Etanolo>Cloroformio>Etere etilico>Acetone>Metanolo.

Viibrio cholerae Pseundomonas Salmonella Bacillus subtilis Aeromonas Viibrio fisheri
aernginosa hydrophila
Etanolo 50ug - - - 10 £ 0,00 - -
100ug - - B 14.6 £ 0.5 - -
200pg - - - 19+1 - -
Metanolo 50ug - - - 7612 - NC
100ug - - B 9.6+ 0.5 - -
200pg - - - 126 £ 1.1 - -
Acetone 50ug - - - 10 £ 0.00 - -
100ug - - B 11.6 £2.8 - -
200pg - - B 13.6 £ 3.5 - -
Cloroformio  50ug - - - 10.3 £ 0.5 - -
100ug - - B 156+ 3 - NC
200pg - - ) 176+ 2 - NC
Etere Etilico 50ug - - B 10+ 1 - NC
100ug - - B 10.6 £ 2 - -
200pg - - B 1563 - -

Tabella 12; attivita inibitoria la crescita dei vari estratti di G. gracilis. 1 valori sono espressi in mm =deviazione
standard. NC: non considerabile.
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Discussione

Le alghe sono organismi eucarioti acquatici riconosciuti come una potenziale fonte di prodotti
naturali bioattivi [80]. Contengono composti quali steroli, terpenoidi, fenolici tobrominati, che
mostrano bioattivita contro i microrganismi [245]. Negli ultimi anni, numerosi composti derivati
da macro alghe hanno mostrato di possedere una vasta gamma di attivita biologiche come
antibatterica, antifungina, antivirale, antineoplastica, antinflammatoria, citotossica e antimitotica
[240]. Attualmente le alghe costituiscono risorse marine rinnovabili commercialmente importanti
che forniscono fonti preziose per lo sviluppo di nuovi farmaci contro il cancro, le infezioni
microbiche e le inflammazioni [247].

I risultati della presente attivita sembrano essere contrastanti con numerose evidenze scientifiche
che riportano un’ampia attivita antimicrobica delle specie appartenenti al genere Gracilaria [247—
252], con gli estratti in metanolo a migliore attivita. Ma, a un esame piu dettagliato della
bibliografia, ci si rende conto della quasi totale assenza di dati riguardanti lattivita antibiotica
degli estratti di G. graci/is. Esistono, infatti, solo pochi studi riguardanti 'argomento. Fra questi,
Cavallo et al. [253] riporta un’attivita antibiotica dell’estratto in metanolo/cloroformio di G.
gracilis solo contro Vibrio salmonicida e con un alone inibitorio di 8 mm, e Rizzo et al. [76] che
riporta un’attivita antibatterica di estratto in etanolo contro Aeromonas hydrophila e 1V ibrio harveyi di
7 mm di inibizione.

E da tenere in considerazione che, come ampiamente riportato nei precedenti OR, la stagionalita
influisce enormemente sulla composizione delle alghe, per cui in base al periodo si puo avere un
riscontro nell’applicazione antibiotica degli estratti differente [63].

Resta certo, comunque, che 1 risultati del presente studio sono di grande interesse per
determinare il potenziale antibiotico della G. gracilis; infatti, a fronte di un’attivita antibatterica
circoscritta alla sola specie B. subtilis, si ha un forte potere inibitorio della crescita di questo
microorganismo con tutti gli estratti.

11 Bacillus subtilis ¢ un batterio gram-positivo che puo essere isolato da una miriade di ambienti -
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terrestri e acquatici - facendo sembrare che questa specie sia onnipresente e ampiamente adattata
a crescere in diversi contesti [254].

Sebbene non sia enumerato fra i patogeni umani B. su#btilis ¢ stato spesso associato a focolai di
intossicazione alimentare [255]; infatti, B. subtilis, come altre specie del genere, quali B. Zcheniformis,
B. pumulis e B. megaterium, sono in grado di produrre lecitinasi, un enzima che distrugge le
membrane cellulati dei mammiferi, ¢ una tossina extracellulare nota come subtilisina. Sebbene la
subtilisina abbia una tossicita molto bassa, questo composto proteico ¢ capace di causare reazioni
allergiche in individui esposti [256]. Per cui derrate alimentari infette da B. subtilis, possono
rappresentare rischi per i consumatori.

I risultati ottenuti nel presente studio hanno rivelato una buona attivita inibitoria degli estratti di
G. gracilis su B. subtilis il che potrebbe aprire la strada per 'impiego di questi nella complessazione
di conservanti alimentari utili a ridurre i rischi derivanti dalla contaminazione da questo

microorganismo nelle derrate alimentari [257].
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Conclusioni

In conclusione, i risultati ottenuti nella presente attivita sono da considerarsi un’ottima base per
studi futuri.

Fra le cose piu importanti da valutare sicuramente la marcata stagionalita nella composizione
dell’alga che influenza il potenziale antibatterico degli estratti algali.

Ciononostante, i risultati ottenuti rivelano informazioni interessanti riguardo la possibile utilita

degli estratti di G. gracilis nella conservazione degli alimenti.

Attivita antimicrobica estratti G.gracilis.
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Considerazioni finali

Con le crescenti pressioni sugli stock ittici naturali determinate dai fenomeni sempre piu
preoccupanti di sovrapesca, 'acquicoltura rappresenta il futuro della produzione di specie ittiche
destinate al consumo umano.

Come abbiamo visto lungo la dissertazione della presente tesi di dottorato, questo settore
presenta diversi problemi in termini di impatto ambientale, fra cui i pit importanti risultano
essere legati al sovraccarico di nutrienti nelle acque di scarico degli impianti.

Purtroppo pero, ad oggi, non esistono realta consolidate (almeno nell’acquicoltura italiana) che
prendano in seria considerazione il problema della sostenibilita ambientale delle pratiche
acquicolturali. Una presa di coscienza, pero, sara necessaria a breve, soprattutto considerando le
sempre piu restrittive leggi che regolano I'immissione di reflui nei compi idrici naturali.

La problematica quindi, va affrontata in maniera metodica e con soluzioni che possano
rappresentare un ricavo e non un costo, in modo da invogliare gli imprenditori del campo
acquicolturale a investire in tali espedienti; questi potenzialmente potrebbero contribuire a ridurre
notevolmente il rischio di eutrofizzazione.

Con 1l presente lavoro, argomentato nei suoi quattro obiettivi realizzativi, si ¢ voluto creare un
protocollo da poter applicare e sfruttare nel contesto acquicolturale nazionale.

Infatti, nel’OR1 si ¢ identificato 'organismo (G. gracilis) che potesse avere le caratteristiche di:
adattabilita alla coltura in ambiente naturale e in impianto, alto valore commerciale, e buon potere
“depurante”.

Per cui, nel’OR2 si ¢ stabilito quale fosse il metodo migliore per I'accrescimento di questa specie
in modo da poterlo applicare e sperimentare, nel’lOR3, nelle acque di scarico di un impianto di
acquicoltura. Infine tramite ’OR4 si sono stabilite le ulteriori potenzialita biotecnologiche della
G. gracilis.

Il presente studio ha dimostrato, infatti, come la Gracilaria sia un ottimo candidato da applicare in

acquicoltura multi-trofica integrata negli impianti di acquicoltura in-shore in modo da ridurre
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I’eccesso di sali nutritivi disciolti nei reflui. A favore del suo utilizzo contribuiscono una serie di
motivazioni:
* Buone capacita adattative ad ambienti acquatici con parametri chimico-fisici anche
instabili
* Elevato valore economico derivante dalla possibile estrazione di agar di buona qualita
(OR1)
* Ottimi valori di crescita ottenuti grazie alla sperimentazione di una nuova metodologia
(OR2)
* Buoni risultati nell’abbattimento dei sali nutritivi nei reflui di impianti di acquicoltura
(OR3)
* Potenziale applicazioni biotecnologiche:
o supplemento funzionale nell’alimentazione di pesci (OR4, A.4.1)
o potenzialita antibatterica dei suoi estratti (OR4, A.4.2)
Tenuto conto delle sopraelencate caratteristiche, la G. gracilis costituisce un organismo che
potrebbe essere abbondantemente utilizzato nell’industria acquicolturale, valorizzata non solo dai

possibili effetti “salutari” ma anche da un’ottima ricaduta economica.
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Visibilita del lavoro

11 progetto di dottorato ha destato inoltre I'interesse dei media ed ¢ stato preso in considerazione

in:

Intervista per la trasmissione televisiva Linea Blu di Rai 1. Disponibile al link:
http:/ /www.lineablu.rai.it/dl/portali/site/news/Contentltem-099a4457-feOb-4aca-9402-
7726b7bc2dd0.html

Alghe, tesoro in fondo al Lago, Articolo in Centonove, giornale regionale siciliano.
Intervista  su  Gracilaria  gracilis,  presso ~ LET’S.  Disponibile al  link:
http:/ /www.triwu.it/ tag/ gioele-capillo/

Presentazione a congressi nazionali e internazionali (SIBS, SItE, EuroLag 8).
Pubblicazioni su riviste internazionali (Current Organic Chemistry, Fish and Shellfish

Immunology)
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