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This image illustrates recent research at the Gemtre
Microbial Innovation (at the University of Auckland)
which demonstrated thab somewhat surprising
sound has a significant effect upon the growth and
metabolism ofeast cellsThe image is a composite of
electron microscope imagery asttirBodels.

The research is published hemecitation in this Thesis
Aggio, R.B.M; Obohkin, V. and VillaBoas, S.G.
Sonic ration affects the metabolism of yeast cells
growing in liquid culture: a metabolomic study.
Metabolomics, 2011.
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Tanti sono stati nella mia vita i momenti importanti e t
emozioni vissute ma, in partiueagegndi traguardi
lasceranno per sempre il loro segno:

la laurea Magistrale in Economia il 13 Dicembre 2006
Dottorato di Ricerca.

Con grande dedizione e impegno nella vita e si conq
obiettivi tanto lontani che certamente possono cambiarti
ma, queste scelte importanti, inesorabilmente ctanvolgonc
tua famiglia.

Dedico questo articolato e complesso lavoro di ricerca
persone pie importanti della mia vita: mia Moglie e i miei
Giorgio e Alice.

Tutto sembra sempre impossibile finchZ non vien

Nelson Mandela






Anche loro, con tanta semplicit™ hanno ricorc

traguarghie importanti del loro pap®

Giorg o, undici anni
durante la discussione di Laurea

a Terni, il 13 dicembre 2006

Ali undici anni

durante la redazione della tesi di dottorato,

il giorno del suo compleanno

ricordando la visita al laboratorio del suo pap”.

Mazara del Vallo, 24 dicembre 2013
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Premtazonesnteica erticadzonen fas dél@ttivt”
svita durantd peiodo ddottorato imemteil progeo
di riceca

Gli obiettivi pripali di questa ricerca satodidje gli effatdpttisulle cellule di
Scenedesmbkquuslale stimolazioni acustiche a diversa frequenza e inten
distinguere se gli effetti riscontrati siano da impgtettsqgaramente meccanico
ridurne degli aggregati cetlnlarh incremento complessivo di attivit™ fotosil
attrbuibile ad un numero maggiore di cellule esposte al flusso fotonico opput
agli effetti della meccanotrasdsdona cellula risponde con undneféoiemnta
fotosinteti@3;realizzare un banco sperimentale coatsettie da fotobioreattori per
effettuare test di semplice e rapidaf@stoenienautomatizzabili e scalabili a live
industriale, con i quali studiare gli effetti delle stimolagidia eacestithe
microalgale

Obiettivi della ricemrgoquindiquelli di valutare se I§aindeiéa tecnologia acustice
possatenersi valida nellOincrementare positivamdntedeciiaataeemicroalghe ¢
in particolar modo della Scemddigsngmitenuta dalla comunit™ scientfica gli

organismi pie efficienti e resistenti nellOadtissiadii@@al combustione.

In particolare, la ricerca e« stata avviata con lo scopo di studiare gli
meccanotrasduzione indotta dalle onde assestiobhgudabatensit” sulle cellule
microalgali e di investigare le risposteabisthimiclde compressione e rarefazio
nelle frequenze del suono udihé.QDI0HZz).

La complessit™ del lavoro di anaisemsi parametri da monitorarehiestoda
messa a punto di protocolli di analisCagéizficidi strumentazione sofisticata que
fluorimetro portatile AquaPen per monitorare lo stato fisiologedacelkdaita dur:
delle colture, un ossimetro a fibral ettar@tpexggio dellOossigeno molecolare, Iz
Li-Cor per la misura del FARtosinteticalitive Radiation) eSpwitroradiometro
per la misura indiretta di assorbanza e kzétisring de

! 1t



Con leralisi FIR e Spettrofluorimetricheatisazedlaborazione delle Prof. Paola Sa
e Loredana Latterini coadiuvate dalla Dott.ssa Sestadsitaiato |Oeffetto delle
stimolazioni acustiche sulla composizione cellulare di calipiddratdi pyo&ine
metaboliti per i quatiato possibile seguire IOandamento nel tempo nelle diver
di stresdtre che valutare lo stato fisiologico delle microalghe pedigoamposizic
riguarda le clorofille.

Con IGimpiego di un idrofono « stato misbicatatiel fmpo acustico trasmessc
al terreno di coltura e quindi alle microalghe dallGafiosizicnatusiia base del
fotobioreattore. Sono emerse correlazioni positive con il naigaio gheselie m
che hanno permesso dametteveed utilizzare una nuova metodica per il monit

continuo degli effetti delle onde acustiche sulle cinetiche di crescita delle coltu

La popolazione cellulare ¢ stata, inoltre, disuetanngganulometro laser e un
Sceptecontacellule automatico, con i quali « stato possilgliernadméertz in
ciascuno dei 12 fbr i cambiamenti nella distribuzione spaziale e dim@sionale
microalghe e degli aggregati, potendo raos‘setahilirumero, noizeail trend

dimensionale durante IQincremento della biomassa cellulare.

Nella terza e ultima sessione sperimentalediaséguiacostruzione di un diseg
fattorialBesign of Experimen) (Dada collaborazione delt&fatio &iovagaol

del Gdute Dott. Paolo Blasi. Dopo aver ottenuto la superfiei@vkmgptesteato

in sumessive repliche sperimentali IQaffidabiliSoe stateswndotti gli esperimen
finali sottoponendo le colture cellulari ai psogralemiord ottimizzati dal Doe pet
caratteristiche sonore (frequenza e intensit’), durata e presenza o meno di

acustiche nel fotoperiodo

Sonotuttorain corso di sviluppo studi per la valutazione dell©ossigeno pr:
membrankadbidali al fine di ottenere ulteriori conferme sul comportamento ed
fotosistema II. Tali studi vengono effethaatie |la collaborazione attivata con
BioSolarLab di Alessandria diretto dalla dott.ssa Cristina tlaimaodelede

! 1€



Politecnico di Torino, e dal Prof. Guido Sarsqoersiohe del Prof James Bart
dellOImperial College di Londra.

Ulteriori studi ancora in corso divanigipediettuati con la collaborazione del Grug
di fisiologia delle Algtieuto dal Prof. Mario Giordano, della Dott. ssa Alesse
Norici, dal Prof. Polonara e dallOIng. Matteti Melié/niversit™ Politecnica dell
Marche in Ancoha analisiguardano CN e TXBlie alla determinazione della
composizione filateone lipidica mediante analisi gascromatografica.

Non estatgoer niente banale la realizzazione degli stessi flatpliiovedttore (
dellOaccoppiamento elettromeccanico con gli atitettotiaasnatistipéida audio
multignaleoramplificazione separata per ciasmeamaeimpiegati.

Entrambi i for di vetro e PVC e |Qattuatorenacststicarsdizzati con la tecnica
Laser Doppler Vibrometer presso il LaboratosoMbdebsuche della Facolt™ di
Ingegneria@elhiversit™ Politecnica delleddeschgruppo di ricerca diretto dal Pri
Enrico Primo Tomasini che, in collaborazionegoen §ladhg Castellini, Milena
Martarelli e Claudio Santolini, ha effettwat@ I pnisure meccaniche adcessar
ottimizzaresuoni utilizzati per le stimolazioni acustiche in funzamié diella ce

risposta delbodi vetro fotobioregfflanjattuatore acustico, in modo tale da av

g, A g egt

Le colture migakldurante la loro crescdastate monitorate mediante registra:
acustiche ottenute con un idrofono, allo scopo diaileamedéa doia pressione
acustiteasmessali correlarla con la popolazidegdesetial fbal fine di testare

le potenzialit™ di una nuova stima indiretta della biomassa pa&utbmatjdoraggi
continuo e in tempo reale, degli effetti delle onde acustiche sulle cinetiche

microalghe.



La maggiore difficolt” nellOesecuzione miaguetttarieerealizzazione del banc
sperimentalentka caratteristica di operare in contemporanea con 12 fbr, cia
volume di 4 litri, in modo tale da poter effettuare per oginmeaislpal thveps
programmi di stimolazioni acustiche e disporre di umdldiG&asdstatmtreso
possibile mediante IOimpiego di una scheda audio ei delibatamlifcagnessi e 9
uscite audio separate.

Ciascuno dei 12 fltate slotato di illuminazione artificiale ed ¢ stata posta par
attenzione allo studio e alla realizzazione del sistenaisiicagitazioquesto lavorc
di acustica applicata, si  ritenuto di non impiegaiteasisiemioa@lo scopo

di preservare questa sperimentazione da possibili clierfegnenaerauosto reso
difficile IQinterpretazione dei risultati ottenthiestilleresuits.

Nelle diverse fasi evolutive della sperintopaziare tentati giunti alla
realizzazione di un sistema meccanico di agitaziomaldziédocoira@mnte due
palette di teflon collegate ad un asse verticale i acriaiogtazadtenhativo nella
colonna dOacqua da un congegno di trasein@ialensisteiteatdi agitazione si
rivelato, nelle sperimentazioni succepsighgateatteva di distribuire in modc
continuo e omogeneo le microalghe in tutta la colonna dOacqua, minimiz
ombreggiamento e prevenendo laliftifazidnmicroalghe sulle pareti del fbr e n

interferendo con onde luminose e acustiche.

La collaborazione con |@sstiitd fYr Strsmungsmechanik und AerodysTamik LR
UniversitSt der Bundeswehr ®¢onohkbing. Massimiliano Rossemigtdaon
realizzazione di filmati sul comportamento delte dsssrveddula microscopia st
microcanali su cuissatnoiprodatbn un attuatore piezoelettrico segnali acustici a
frequenze ed intensit” al fine di acquitiezideiremgieo e poter approfondire
dinamiche prodotte dal campo acustico sulla popolaziodestéléulaseillazopni

in MHz indotta dallOesposizione delle cellule dibBgarmidrsmusdibili.



La realizzazione di questassangpkrticolata attivit™ di ricerca « stata resa pos
anche grazie alla collaborazione del fornitore Sternaglelss da FPeesgo a

disposizione le proprie sondeanantiétriche, la sonda per la misurazione dellO«
molecolare a fdit@a Presens e ha realizzato i tubi fotobioreattori aateetro be
corredati dallaeret (pipette in vetro lUhgh® &ecessarie ad effettuare in modo ic
i prelievi sulla intera colonna dOacqua in ciascuno dei 12 fbatiel banco sperinr

LOobiettivo generale di questestatadia sicerca di strategie per il miglioram
dellQefficienza fotosintetica e della crescitm djradordafigsare elevate quantit” ¢
CQ, massimizzando la produzimpena$sa. Studi precedenti hanno dimostrato
IGimpiego di onde amfhiEmpositivamente la velamigsdita di colture batteriche ¢
altri microrganismi (Weinberger et al., 1973; Bozhkovdiekiakt 4B93996;
Matsuhashi et B998; Pitt, et al., 2003; Beizhen et al., 2008; Hunt et al., 2009;
et al., 2011; Eltayeb et al., 2010; Hoki et al., 1996; Rokhina et alingG#19; Lee
al., 2009; Lee et al., 2009; Azencott et al., 2007; Shaobin $t alitéiiitd).
quiri importante approfondire il meccanismo con cui tali effetti influiscono
sulla crescita delle cellule microalgali e sullOabla(@emmaictati €Cal., 2013;
Maraskolhe et al., 2012; Fang Li et al., 2011 ;etlain 201Willenet al., 2008;
Mitra et al., 2008; Lehr et al., 28@%t al., 1994

In particolar modo, sono state eseguite sperimentazioni preliminari sul cej
Scenedesmalgjuus, selezionato dopo accurata ricerca bibliograficha Quest
mostrato capacit” di assorbire quantsude®i rispetto ad altre specie microal
(Hsin Ho et aR010nellOordine di 390 mg/L, a una concentrazione in fase aeri
20%, pari a quella presente nei gas di scarico produttilidansitrendiate le sue
caratteristiche morfologiche e la particolare tendenza a formare aggregati d
della biomassa e stato ritenuto interessante valutalieutdiprmslditStimolazioni
acustiche per limitare la farnthzamggregati cellulari, allo scopo di increment
rapporto superficie/yohigierando il trasferimento di massa peoh@ayemoveigi

nutrienti presenti in soluzione, ma apach€©di CO
I 1<
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Capitod 1

Introduzione

Questo progetto di ricerca, nella sua formulazione origiaada, aon I0idea di studiare e
affrontare le problematiche legate alla rimozione dejlanG@a cementeria mediante
IOimpiego di fotobioreattori per la crescita di colture microalgali.

Esso sOinquadra in un pie ampio programma di ricerca geMittstiado dellOAmbiente
con il cofinanziamento di 100 progetti di ricerca finalizzatierwemt di efficienza
energetica e allOutilizzo di fonti di energia rinnovabile irbareedal titolo: OUtilizzo di
cluster di FotoBioReattori a illuminazione interna per lo svilgipgroduzione, su larga
scala, di energia rinnovabile dalla coltivazione diffusa di microahgmeSso a
finanziamento con decreto direttoriale BCI0007111 del 16/05/2011.

Il progetto del dottorato di ricerca « diventato parte imtegdella ricerca ministeriale in cui
il relatore della tesi di dottorato ¢ stato nominato Direttaneideedel progetto, ammesso a
cdfinanziamento per IQimporto di 500.000,00 euro proprio iditeneagie rinnovabili, di
fotobioreattori e di microalghe, con un partenariato inteistamposto da tre imprese.
Dovendo rispondere a una progettualit”™ pie ampia,resapie dispendiosa la fase di
ideazione, di progettazione e di realizzazione di un bancordgp&rigie cui condurre in
serie batterie di test dai quali poter ottenere importafgiroersperimentali sullOimpiego di
guesta innovativa tecnologia, che si ricorda essepagiatda dal dottorando in itinere al
percorso di ricerca intrapreso con IQassegnazione del dottddataatlol

LOindustria del cemento, per ragioni principalmente legatéo atletofrasporti e
all®approvvigionamento delle materie prime nonchZ dei combusii@iljuasi sempre
ubicata nei pressi o comunque nelle immediate vicinanze dbamnee airche comunque
negli anni sono diventate tali per IOespansione demografiwalzhea ritmi sempre

crescenti.



Dalle stime economiche internazionali, la crescita demografieaeitaiv impressionanti
e la testimonianza diretta globale sul pianeta viene confdah@ataescita incontrollata
della richiesta di Ominerali da costruzioneO tipo sabbiaceyietrdp che ha raggiunto
circa 25 miliardi di tonnellate all'anno corrispondenti ad un copsucepite superiore
alle 3 tonnellatéfutto ci” deve far riflettere non solo sulla fenomenologia, it guEsi
largamente frenata dalla crisi, anehe sig¢ emissioni in atmosfera legate allOindotto di
guesta grande filiera industriale.

Il trend di produzione « davvero allarmante. Gli strumenti di potbcaraica messi in
campo, dallQintroduzione del Protocollo di Kyoto, impongono limite sgmgtringenti,
chiedendo a questi colossi industriali di bilanciare le proprie énmsatomosfera ¢o
IOintroduzione del mercato del carbonio (carbon market) ktideicestificati ovvero

permessi ad inquinare.

1.1 1l Protoctd d Kyoto, i crediti di emissoneeil mecao dellaCO,

Risale al 1997 la sottoscrizione del protocollo di KKlietacreta il programma comune di
ridurre le emissioni dei gas esausti responsabili dellQeffetto seriscaldd@hento del
pianeta. Tale accordo ¢ divenuto operativo il 16 febbi@boFR20fissata la percentuale di
riduzione delle emissioni climalteranti nel valore pari al 5,2% aehdegitinto nelle
emissioni in atmosfera nel 1990, non includendo obblighi ézpmeisper i paesi in via di
sviluppo.

EO nellGambito della ratifica di tali accordi, che fu articsiatenua flessibile di libero
scambio di permessi tra le imprese al fine di contenere isgzatto fla limiti imposti dal
trattato. LOemission trading sheme ETS e, infatti, umpmuayidi libero scambio douma
volta fissato il tetto limite del carico ambientale di anidride carborettibile, lo Stato
distribuisce alle imprese un ammontare di certificati scambiabitloindig@prire la
guantit” fissata. Coloro che non sono in grado di copprepgee emissioni incorrono nel
pagamento di sanzioni pecuniarie. |l parametro pie important 3 quindi il metodo di
assegnazione dei certificati.

LOemission trading  quindi uno dei maggiori strumenti di politica aclieuatic
caratterizzato dalla capacit™ di stabilire un prezzo pes.laegCfOrmazione del prezzo delle
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quote di emissione (ovvero dei permessi ad inquinare) «d@aspettessante se si vuole
considerare I0inquinamento prodotto come parte integranecesso produttivo e non
solo come una sua esternalit” negativa.

Queste determinano il prezzo di equilibrio che sar” la bakgeffettuazione di questi
scambi.

|l sostenimento di questi costi per IOacquisto dei permedifiidi eraissione determina un
aumento nel prezzo dellOenergia e ci” dovrebbe prodiet® I@dka contrazione dei
consumi e orientare la domanda nella richiesta di energia da fonti rinnovabili.

A seguito delle congiunture negative del mercato, » camimatodb di allocazione dei
certificati che non vengono pie distribuiti ma assegnati trasteteci” al fine di elidere la
formazione di windfall profits, ovvero di guadagni inaspettatvetadiéga del surplus dei
certificati non impiegati.

In un mercato dove si ¢ invertita la tendenza di crescitdtr aticaduto che a seguito della
contrazione della produzione le imprese non hanno avuta akltessit™ di acquistare
certificati addizionali, trovandosi gi~ un esubero sulle gsetmate gratuitamente hanno
permesso loro di conseguire ricavi dalla vendita dei certificati in eccesso.

Ma nel prossimo futuro, con lo sperato rilancio dellOecarmmsarpie cos* e solo chi si
sar” dotato di strutture pie efficienti e a basso impattaoeatale potr~ competere nel
mercato, considerando i trend e le previsioni che vedongidmingremento sul costo e
soprattutto sulla disponibilit”™ dei permessi necessari a bildacireprie emissioni
climalteranti.

Il principale impatto prodotto dallOETS « rappresentato datkedt® imprese d@nno
affrontare per procurarsi i permessi necessari a coproprlesprissioni, per cui essendo il
costo di tecnologie innovative per IQabbattimento delle emiss@npoisumibilmente
inferiore al costo atteso per IQacquisto di nuovi cerificatiercato, le imprese si
sentiranno incentivate allOadozione delle nuove tecnologie.

Dallo scenario emerge chiaramente IQinteresse verso il dotuséiitde del cemento che,
al di I" delle Oesternalit™ negativeO alle quali si * erronedniteatica pensareewe essere
vista come una grande opportunit™ verso cui dirigere teoazi@ni di sostenibilit” visto che
la ricaduta del valore aggiunto risultante da queste azimsieviugrrebbe percepita non
solo dagli operatori del comparto, ma si estenderebbe immedeatdimante urbane e alle
grandi filiere produttive.



Deve quindi assolutamente cambiare il metodo di osservaziongee resttuire valore
con precise azioni di politica economica che consentano diliengreoggi cos“ distanti
guali la produzione del cemento, delle biomasse e delle energie.

In questo progetto di ricerca « stata proposta, pemta polta in Italia, la possibilit” di
affiancare ad una cementeria un impianto di fotobioreattari far crescere le colture
microalgali, considerando questo impianto a biomasse come erpkayao modulo di

conversione energetica.

1.2 Canetrasformae un costo di un intangible aset (eregiadissipta,
cedti d emssiae) inuna gande @portunit”.

Purtroppo, come visto in precedenza, le cementerie sdmmlggaente penalizzate
dallOintroduzione del sistema EDSostante che nptimo periodo di applicazione dello
schema questennopotuto realizzare profitti 0 comunque sostenersi neltmerdare
fronte alla contrazione della domanda.

La possibilit”™ di dotarsi di un valido ed efficiente ritrovato legpoo che consenta di
ridurre, almeno in parte, le emissioni inquinanti di €@@@vogliando questOultime in
fotobioreattori per la produzione di biomassa, deve faterafletpensare a tutta una serie
di altri importanti benefici che ¢ possibile trarre dal ricorso a questagiecn

In primo luogo, verrebbero investiti parte del costo margggiesostenuto solo per la
compensazione OvirtualeO delladB® continua per” a fluire in atmosfera. Di contro la
biosintesi operata dalle microalghe interviene in questo sprogeguestrando e
trasformando il carbonio inorganico C@ carbonio organico (QB) e restituendo
allDambiente ossigeno molecolare.

EOQ pur vero che per” questi organismi unicellulari della dimefis®#emicrons,
fluttuando nellOacqua hanno bisogno di grandi volumi afissh#oprestituire importanti
azioni di sequestro della 3fbe in soluzione acquosa ¢ presente con pochi grammi/litro.
DOaltro canto, come si dir" meglio in seguito, la possibilit™ di ienpjiegsta tecnica di
coltivazione in abbinamento ad una cementeria considerandadulo di conversione

energetica, impone adeguate riflessioni.



Anche le quantit” di biofuels ottenibili sarebbero fortemigntiate e direttamente
proporzionali ai volumi di colture da avviare, ma, come si vedguito, ¢ in una logica di
filiera corta che occorre pensare per quanto condémaego di queste risicate aliquote di
biofuels e non certo ad un mercato pie allargato.

Da qui lo slogan di Orichiamare entro le mura domestiche, lemigsioneprodotte dalla
combustione del biodiesel ottenuto dalle micro&ghéreeO.

Impiegare nella filiera del trasporto da e verso le aree debanedotti ottenibili da una
cementeria con camion e betoniere alimentate esclusivamepiesto biofuels, potrebbe
consentire nel prossimo futuro di amplificare in modo esponénzaédee delle tonnellate

di CQO, sequestrabili nello stabilimento per opera delle microalghe.

Nel secondo e pie importante livello di impiego, questi biofuelsaacsmati, con il
monitoraggio delle emissioni (con apposite centraline istaltat#o adégli utilizzatori),
potranno consentire di contabilizzare entro le mura delllorstato di appartenenza le
relative quantit” di CQrisparmiate che sarebbero pari al 78% circa, quindi TBCKy
evitata per lonrellata convenzionalmente emessa dalla combustione di gasolivaieadizio
(Sheehan et al.9®),Figura 1.

Figural: Confronto delle emissioni di €8a autotrazione mediante IOimpiego di gasolio e baldl68é e
100% rapportate alla potenza oraria (cv/ora) negli autdizns (Sheehan et al.,1998)

EO quindi verosimile la possibilit” di dotarsi con questa tectiotmgtificati al proprio
interno dello stabilimento sottraendosi dai rischi del mercatallpgatzo variabile, ma lo
sar” ancor di pie, su base esponenziale, il beneficiototiailOallocazione sui mercati

internazionali del valore corrispondente alle minori emissioni ifeedmosntabilizzate
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guesta volta su un volume chiaramente maggiore quale ajuellie gmissioni di G
atmosfera derivanti dallOutilizzo del biodiesel ottenuto dalle microalghe.

Ma vi « di pie. Questo beneficio, sar” un beneficio localizdatttamente fruibile dai
cittadini residenti nelle aree urbane visto che il transitomieant che utilizzano biofuels
ottenuto con queste filiere « I087% circa meno inquinante

EO stato inoltre ipotizzato che un intervento di possiliteasone possa restituire ad un
complesso industriale di medie dimensioni un beneficio del 20% cirpar dnea
cementeria che su base annua non interrompe mai i cialiudigore corrisponderebbe a
circa 2,4 mesi di assenza di funzionamento.

Come si vedr” poi meglio in seguito, alle citate azioni di sostemibigntale vanno a
sommarsi il valore ottenibile dallQimpiego delle frazioni lipidiche della lliomasdiet

al., e quindi omega 3 e omega 6 che sul mercato hann@atenvelere stimato intorno ai
2000 euro al Kg.

Ci” dovrebbe consentire di raggiungere un valore positiv@i &vvero di ritorno
sull®investimento, con una quantit” di energia nettameiteeisfequanta necessaria a

garantire il funzionamento di questi impianti a biomasse.

1.3 Lemicoalgheei fatobioreattori quale malulo innovativo di
cawvesige eageticgeruna cemnera

Le colture microalgali in ambiente controllato sono consideediee, produzione di
biomassa e quindi di biodiesel, pie efficienti rispetto alle pipat@syer la loro velocit
di crescita. Inoltre, essendo le microalghe coltivate in fe&ttmarchiusi e alimentati da
luce artificiale, queste non saranno condizionate da cambmeateatclimatici e/o da
contaminazioni ambientali.

La possibilit” di utilizzare microalghe per i suddetti scopi, riducansente [Ouso di
fertilizzanti e pesticidi e riduce sensibilmente I0impiego di combssitibilinbltre, su base
teorica, la superficie necessaria per la produzione di bisitoitelaa microalghe  da 10 a
100 volte inferiore a quella necessaria alla stessa peodtiizrando piante superiori
(Greenwell et al., 2010).






1.4 La sodta ddla mioroal ga Scenedesm s obli quus comeorganismo
maldlo per lo studio degi effetti ddle simadazioni acustiche sulle
ciretichei d¢escita

L@nalisi approfondita della letteratura ha messo in risalto lessengpoblematiche legate
alla scalabilit™ di tali processi a livello industriale, in cui asemeplace e indispensabile
operazione di agitazione delle colture microalgali diventa wn pyaddema di difficile
soluzione.

Su scala industriale, infatti, le colture microalgali, presuppd@gopiego di grandi volumi
dbacqua chenomessi in movimento con pompe idrauliche di vario genere cheapmv
danno alle colture cellulari a causa di collisioni delle cellule agarglimeccanici in
movimento, meglio definite forze di taglio.

Lo studio « stato concentrato, quindi, sulle metodologie di@ugtalelle colture cellulari
utilizzate e in particolaselle forme di stress meccanico provocato dallQimpiego di questi
dispositivi.

Particolare attenzione e stata rivolta allo studio del modellanmeati cellula biologica e
alle forme di interazione tra essa e [Oambiente circostsatieraln rumori prodotti dalla
pioggia, dal vento, dalle stesse onde del mare, dei fiumi e dei leiglgiiettio degli uccelli
interferiscono con IOambiente circostante con vererie pmtgyazioni meccanichéd
esempio * stato dimostrato con [Outilizzo di cotatterche diE. Colichele stimolazioni
meccaniche nel campo del suono udibile incrementavano sensilbdnoamééiche di
crescita (Shaobin et 2D,10)

Da tutti quanti questi approfondimemicomincit¢o adelinearsi IOinteresse per IOanalisi e la
previsione degli effetti prodotti dall®esposizione delle colturagaliceo stimolazioni
sonore di bassa frequenza ed intensit”.

NellGambito di tali approfondimenti sono stati presi in esame\aldwstikntifici in cui le
sospasioni microalgali erano stimolate anche da onde acustichestoaeftoreranon
solo privo di approfondimenti, ma al di I" di isolate evidenze speliymemt era per nulla
chiaro il meccanismo di risposta della cellula microalgale alle soliemizaniche.
Alcune evidenze sugli effetti delle onde acustiche, seprangeirdi frequenza e intensit”
diverse erano state rilevate con alcune colture di lievittee bhe presentavano

caratteristiche morfologiche simili alla microalga selezionata per |la spanrmaent



La scelta della microalga da avviare alla sperimentazione & quatoniv dallOevidenza
sperimentale che le cellokee eranagisultate maggiormente sensibili agli effetti meccanici
generati dalla pressione idrostatica nella coltura eranoaggelenetria allungata: |
geometrie astiforme @. colie di P. aeruginosiaerano dimostrate infatti pie sensibili
allQapplicazione di pressione (Hartmann et al, 2005).

La Scenedesmus obligomsla sua forma di uno sferoide prolato (ellisse allungato)
potenzialmente rispondeva a queste caratteristicherparefatimensione, una recente
pubblicazione di (Hsin Ho et @010 attribuiva a questo ceppo microalgale elevata capacit”
di assorbimento della €@messa dalla combustione, e ci” rispondeva al requisito primario
del progetto di riduzione della Gfnessa in una cementeria.

151l cwore @lprogettola stindlazione awsticadi bassafreqerza ed
intersit”.

Questa parte del progetto ha richiast@ttenta individuazione e caratterizzazione dei
materiali da impiegare, per cui ¢ stata messa in piedi uredfilarelazioni con diversi
organismi ed enti di ricerca che sono stati implicati nellOace@iiziealizzazione dei
dispositivi con caratteristiche prestazionali ottimali per &taaralizzazione dei test
sperimentali previsti dal progetto di ricerca.

Il primo problema affrontato  stata la riproduzione dei subasda frequenza ed intensit”
in acqua. Allo scopo - stata effettuata una ricercaaditonehe ha permesso di individuare
un dispositivo acustico in grado di trasmettere suoni neldellggbasse frequenze alla
superficie del fotobioreattore, con una buona risoluzione.

EO stata individuata la sods@ircHi Tech di Milano, proprietaria di un brevetto recente
(2011) e produttore dellOattuatore acustico denominate Q@ftte possedeva le
caratteristiche cercate, cioe in grado di operare neldellggbasse frequenze (nel campo
del suono udibile), con una buona capacit” di risposta eanmaarbassa inerziale capace di
mettere in vibrazione una superficie di vetro ovvero ifltulio cuieranofatte crescere le

microalghe.



Il secondo aspetto che si ¢ dovuto affrontarstato la scelta della geometria del
fotobioreattoe e dei materiali di costruzione in rapporto al volume di colturalgatecda
impiegare nella realizzazione dei fbr. Sono state prese idiesesadorge e materiali che
potevano avere le caratteristiche di trasmettere in rfiodoeeéd efficiente i suoni prodotti
dallQattuatore acustico.

Dalle prove meccaniche effettuate nei laboratori di misure idet&URolitecnica delle
Marche, gli Ingegneri Paolo Castellini, Milena Martarelli e Camdalini, sotto la
direzione del Prof. Enrico Primo Tomasini, mediante |Qanalisi medtiataafon
IGimpiego di un vibrometro laser, si ¢ individuata una particotarea sii vetroun tubo
chiuso alla base a sezione ellittica che offriva la migliavemaandne prestazionale alla
trasmissione dei segnali.

Il vetro ha dimostrato di prestarsi bene ad un lavoro serggderidnentazione in cui ¢
necessario poter sterilizzare le strutture dei fbor impiegatmane di ciascuna replica
sperimentale. Le superfici in vetro riducevano in modo covsleeiae formazione di
biofilm cellulare sulle superfici, minimizzando i fenomeni di ombreggiameassaggio
del flusso fotonico. Il vetro offriva anche la possibilit”™ dienarg fuori dal fbr la fonte
attificiale dOilluminazione, evitando cos* la trasmissione del caldoedditsizanpade alle
colture microalgali.

Lo studio e IOanalisi modale ha interessato sia il vetrduetieréOmtustico ed « stato
successivamente esteso allOintera catena elettromedcaspmataidei segnali. EO stata
verificata la risposta del sistema a diverse condizioni dOimigiegoquso bidistillata
terreno di coltura e terreno di coltura pie le microalghenealdi valutare la risposta
dellQattuatore, i modi di vibrazione e i nodi presenti sulla struttura del fbr.

Queste tecniche dOindagine hanno consentito di appuractonianrisposta dellOintero
sistema (fbr e attuatore) nelle varie condizioni operativelugo il livello del brodo di
coltura, ma di campionare successivamente le tracce audio g@areinmabe attivit®
sperimentali tenuto conto delle resistenze e dei buchi di ripnedoropri del dispositivo.
Tutte queste informazioni si sono dimostrate preziose raifamone del disegno
spemmentale con il quale sono stati preparati i programmi delle stimolazioni.acustiche
La geometria di fbr scelta ha presentato difficolt” teawoshattive che hanno trovato una
valida risoluzione presso le officine della Steroglass di Perugia.



La sezione ellittica del tubo di vetro ¢ stata scelta per due sostanmiali ragio

¥ la prima perchZ questa geometria espone alla luce tiiee dapale pie ampia
rispetto al raggio di curvatura di un tubo cilindrico dello stesso diametro;

¥ la seconda ragione ¢ che il tubo a sezione ellitticagdiaaetro centrale esattamente
pari alla met” della sezione cilindrica, raddoppiando |Qefficiepemetesiaione della
luce rispetto a un tubo a sezione cilindrica.

EO stata cos“ incrementata notevolmente la penetraziolieedela fbr che in questo

lavoro era IOunico parametro fisso ed era necessarninequaigiche modo pie efficiente.

Inoltre, dal punto di vista meccanico vibrazionale, questarsokliminava fastidiosi moti

radiali che invece sono stati rilevati su analoghe strutture di va@tneeacseolare.

Solo in seguito « stata caratterizzata la fonte artificidienghazione, ottenuta mediante

IOimpiego di due distinte lampade al neon con diverso grado édcot@dyuona intensit”

nella regione spettrale del Photosintetically Active Radiat®)y) (@dero della porzione

dello spettro fotosinteticamente attiva.

Una volta individuate le strutture dei for e IQilluminazione last¥isitato affrontato il

problema della trasmissione dei segnali acustici ai 9 attusticrican 9 canali separati e 9

distinte piste di amplificazione necessarie nella gestione dirdigeasimi di stimolazione

acustica da impiegare.

Dalle ricerche di mercato, ¢ stato individuato il software Nugretdatgestione dei segnali

e la scheda audio Presonus Fire Studio con cui gestirmarsepdéeale 9 tracce audio

registrate da riprodurre sui 9 attuatori acustici, correldascleeda audio di amplificatori di

segnale a canali separati.

A questo punto, una volta ricevuti in laboratorio i mater@ainesionati come nella

descrizione fin qui esposta, ¢ stato realizzato il bartoesgale composto da 12 fbr, di

cui 9 dedicati ai programmi di stimolazione acustica e 3 di cansoho, stati effettuati i

test di controllo per assicurare il corretto funzionamenfotalgeriodo della luce artificiale

(alternando 14 ore di luce e 10 ore di buio), della riprodspiooa e del sistema di

agitazione delle colture.

Sono state eseguite le misure atte a rilevare i rumori ddébmalooratorio e tutte le altre

possibili emissioni sonore che avrebbero potuto pertlabeoeretta esecuzione dei test

sperimentali di acustica. Sono stati cos” registrati ed alaborati di fondo prodotti dai

reattori delle lampade al neon, dallOimpianto di condizionamento atetitalegrdella

eventuale interferenza tra i suoni riprodotti da ciascun fbr.
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Si « dovuto quindi progettare e realizzare la base di cidscuotténuta con
|Oaccoppiamento di due materiali: marmo e legno con urh steaéviale isolante proprio
per attenuare le vibrazioni trasmesse sul banco di lavoro.

Una volta dato avvio al nostro primo esperimento pilota I»rbr, sono stati testati 3
diversi stimoli acustici in triplicato sui 9 fbr dedicati e la lineatdillooanchOessa in
triplicato su altri 3 fbr.

Omettendo la descrizione sulle difficolt™ nascenti dalla steriliezdeidbr e della vetreria
occorrente, non e stato facile procedere alla sterilizagbwolume complessivo di acqua
bidistillata (48 litrigui sono stati aggiunti i nutrienti e i sali minerali al fine diretténe
terreno di coltura BG11 modificato. Sono state quindi ideatemessnate delle pipette
lunghe 80 cm per consentire un prelievo omogeneo lungo tutta la dGacmaa del for.
Nella sua conformazione originaria ¢ stato scelto un sistagitazibne manuale con una
semplice astina di vetro, munita di un piattello alla baseaazianatlmente con 5 azioni
di salita e discesa lungo la colonna dOacqua di ciascua fiiinpodel prelievo al fine di
ottenere un campione rappresentativo,. Infine da un seagdilesi faceva flussare aria
microfiltrata in ciascun fbr. Le piccole bolle di aria introdaktbasso operavano la lenta
risospensione delle microalghe senza provocare fenomeni di turbofbnza ne

Si sono evidenziati per” subito problemi a proposito delle tchiamalisi da impiegare
poichZ una simile configurazione non rendeva possibile pramdéecniche ordinarie di
analisiperchZdovendo operare in triplicgter ciascun parametro da acquisire si dovevano
effettuare 8 misure.

Il lavoro di conta cellulare al microscopio ottico e con cambérakdr non solo era
estenuante, ma diventava privo di attendibilit™ a causa delitepmyato per le conte
cellulari e, soprattutto nello studio delle cinetiche di coedlcikari, questo metodo risultava
privo di importanti informazioni legate allOaspetto dimensionai®lethal stesso delle
cellule, informazione questOultima essenziale nello stabilwetdl dappassima efficienza
superficie/volume delle stesse cellule microalgali.

Neanche il peso secco era in grado di aggiungere valeréentortaazione e pertanto
nellOimmediatezza, sono stati scelti i metodi ottici di analisi medrandeileampioni allo
spettofotometro alla lunghezza dOonda di 678 nm, operazione noizzatidenat



EO stato quindi iniziato uno studio approfondito sulla morftetigianicroalga, con analisi
di microscopia ottica ed elettronica TEM al fine di acquisire informazioriian mer
1. all®eventuale modificazione delle cellule microalgali da attribuirmoidiziost
meccaniche prodotte dalle diverse conformazioni sonore inviate ai fbr;
2. alla presenza e distribuzione nel campione osservato di aggregati cellulari;
3. agli aspetti dimensionali.
Una volta ottenute queste informazioni, e soprattditonletro medio e volume di ciascuna
cellula, « stata operata la conversione geometrica delladélamaellula dbcenedesmus
obliquueellisse prolato al pari diametro dellOombra generata datusfelente. Queste
informazioni sono state, infatti, utilizzate nella carad@are di un nuovo strumento con
cui effettuare la conta cellulare: il granulometro laser.
Per questo strumento di analisi, la consultazione bibliogoafica restituito informazioni
e protocolli sperimentali per il riconoscimento di cellule cona qpesticolare
conformazione morfologica.
In pratica lo strumento operando in autodiluizione del campgma,dassare un piccolo
flusso di campione davanti ad un raggio laser, producendovatdreil@nOombra al
passaggio di ciascuna cellula. La particolare conformazimaedellie microalghe rendeva
difficile considerare un diametro univoco al momento del passéggielldda davanti al
detector. LOinclinazione dell®asse maggiore della cellulai@ldpasstiggl raggio laser
proiettava, infatti, sullo schermo del detector unOombra diatimnvemimbile dovuta ai due
diametri maggiore e minore della possibile posizione istantanea.
Nonostante IQauto diluizione del campione e, nonostante |@inaitagmte sempre pie
ridotte di campione, tutto ci” al fine di ridurre il tempo ned@ssar ciascuna conta
cellulare, alla fine si arrivava alla inevitabile perdita delle iofurpez concentrazioni
limite. Questo metodo innovativo trovava quindi una sua prdeant® al suo impiego per
la determinazione della distribuzione spaziale e dimensionale di Sekuleddisablisiuys
ma nel nostro caso, il fattore tempo non consentiva il suo impiego in mahraessiva.
Da una ricerca di mercato e staitdine, individuato il nuovo contacellule automatico
Scepter della Millipore, successivamente utilizzato per rapidedimisacentrazione nelle
analisi in triplicato delle colture microalgali presenti nei diverfiefouna maggiore
certezza sulla precisione delle letture, i metodi di analisiqueee leetiulari descritte sono
stati correlati tra loro mediante la realizzazione di undi tati@ura in cui sono stati messi
a confronto i valori osservati con il metodo ottico, il pesm sle conte in camera di burker

e con i due metodi Scepter e Granulometro laser.
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Il metodo ottico di lettura del campione in couvette allo spettwtvo riusciva a
descrivere bene lo stato di avanzamento delle singole coittree In&cepter forniva
|Oesatta distribuzione dimensionale delle cellule e dei suoi a@gregatiesta
configurazione di misura si e riusciti a osservare nei fblaiticom un particolar&ieno
denominato sweep acustico una crescita doppia rispetto ai for di controllo

Una volta ottenute le preliminari conferme sperimentali, lo sitadioncentrato sullOanalisi
e successiva realizzazione di un sistema di agitazione irsecai $tete annullate le
turbolenze e le perturbazioni di vario genere prodottegdai aneccanici in movinte,
quali ad esempio la rotazione di ancorette magnetiche, di Halleid@ette, eliche in
immersione, sempre allo scopo di preservare questa spadanedtapossibili interferenze
acustichehe avrebbermeso difficile IQinterpretazione dei risultati ottenuti sulleneimietic
crescita.

A questo punto si  cercato di studiare come rendere gnicoeloce [Oattivit™ di misura
sull®andamento di crescita delle colture microalgali, senzaspesiéittese la precisione
della misura, con la messa a punto di un nuovo metodo ottietidmdediante IOimpiego
della sonda radiometricaQox, utilizzata in precedenza per le misure del PAR su ciascun
for.

In pratica, con questauow metodo, viene rilevato sulla superficie del fbr un livello di
intensit” luminosa captato dalla sonda radiometrica Li-Cor aggtlaer del PAR della
radiazione luminosa che viene poi sperimentalmente valutatassom@nza con la
medesima relazione usata nelle misure spettofotometriche OD= -log T1/TO
LOimpiego di questa nuova metodica ha consentito di dedjtaspe@menti successivi,
buona parte del tempo ad altri approfondimenti e analisi walbetare le risposte delle
cellule microalgali allo stress indotto dalla meccanotrasduzione.

Sono stati cos* messi a punto i protocolli per le analigcooche fluorimetriche per la
determinazione dellOefficienza fotosintetica e quindi delloistagictisdelle microalghe
nei diversi programmi di stimolazione, eseguendo due diverse misummaliirc tempo
reale, investigando un campione microalgale prima e dopo laistien@anmora con
|Qausilio del fluorimetro portatile AquaPen e, sui campionisefigathn mediante uno
Spettrofluorimetro in laboratorio, acquisendo anche immaginiosaofa a fluorescenza
solo dopo aver individuato IQesatta frequenza di eccitazione del campione.



Altri approfondimenti sono stati fatti con lo studio e le acatfisiecnica FTIR al fine di
rilevare le variazioni in intensit™ dei segnali spettrali pdr erguastate preventivamente
assegnate le relative bande, tutto ci” al fine di valutéoeo lgariazioni nel profilo
molecolare della cellula in risposta alle sollecitazioni meccaniche.

LOintroduzione di queste metodiche di analisi idonee perdrétiamente in campo ha
consentito di poter dedicare parte del tempo anche peisifdaceguli segnali acustici,
disponendo per IOoccorrenza di un idrofono ad altissima sensibilit™ e rispkthialee

In pratica la misura consisteva nella diffusione nel fbr donm campionato della durata
di 10 secondi e nella registrazione della traccia audio con IOidrofono preamplifica
Queste misure sono state ripetute su tutti e 9 i fbr stiawnlaticamente nei diversi stati di
avanzamento delle colture a partire dalla misura del solo dercetiora al tempo zero
(T, cioe del terreno a cui sono state aggiunte le alddep® 3 giorni di crescita) g (&

10 giorni dall®awvio).

La successiva elaborazione tra i dataset acustici eldgipoipoellulari ha consentito la
normalizzazione degli spettri e lo studio della correlazione tra i due dati.

EO emersa una piena corrispondenza nella rispostansi’ I@iisegnale acustico misurato
ed il numero di particelle e si * giunti alla conclusione di péngtlizzare questa nuova
metodica di misura in vivo per avere una risposta immediatatutio stanzamento delle
colture, seguito successivamente da tutti gli altri approfondimergrmeapierimental.

Si » pensato gi~ ad una ipotesi brevettuale di questa mperydaggplicazioni industriali la
dove risulta difficile monitorare le cinetiche di crescita in g ldécine se non centinaia
di metri, con milioni di litri di acqua.

In conclusione, i due sistemi di misur&di-e le regstrazioni delle onde acustiche
trasmesse, hanno permesso in questo studio di ridurrelmetegoil tempo rispetto a
quello impiegato per analisi convenzionali, incrementandolmetageoil numero di
esperimenti effettuabili e soprattutto riducendo notevolmenotesti. LOimpiego del
contacellule automatico, al di I” del costo per IQacquistoutebatst viene incrementato
dal costo del singolo sensore monouso che opera in micro ¢leidécai aggira intorno ai 2
euro pie iva che, nel nostro caso portava ad un egimisocirca 100 euro per ogni giorno
di monitoraggio delle colture.

LOintroduzione di questa nuova metodica di rilevazione acllstmzlde per millilitro,
non invasiva e continua nel tempo, caratterizzata da eléeataticit” rapidit™ e velocit™ di
esecuzione, che alla luce delle prove e delle misure eHettuteostrata, in condizioni
standardizzate, riproducibile, al pari delle misure ottiche ottenildliLicor, ma in questo
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caso, con la possibilit™ di automatizzarle in ciascun foncgppasito software e senza la
presenza di un operatore che vada a graficarne sacea®wvil dato, visto che la
correlazione tra intensit” acustica e numero di particeleyolia calibrato il sistema,
fornisce una risposta immediata ed inequivocabile.

Tutte queste considerazioni, rendono questOultimo metddtarasste indispensabile
laddove si vogliano approfondire e portare avanti studierzzatt da tali difficolt”
operative.

Il banco sperimentale costituito dai fbr attrezzati con i iiMgpesgli strumenti sopra
descritti « stato utilizzato per monitorare |Qeffetto seflielwindi crescita microalgale delle
stimolazioni acustiche.

Il numero complessivo di esperimenti da eseguire « stato notteoldato con IOimpiego
di un disegno sperimentale Design of experiment (Doe) con,iugaalelta ottenuta una
superficie tridimensionale di risposta e la sua validazione,taenondividuate le
caratteristiche sonore per frequenza, intensit” e dallatatimolazioni con le quali ottenere
le migliori cinetiche di crescita rispetto alle colture di controllo.



Capitod 2

Lemicroalghsp Scee@leamusobliquus

La microalga di acqua dolce della Sgmsredesmus ablgupoartiene alla famiglia delle
Scenedesmacedme Clorococcales, classe Clorophyaceae, divisiongphytdoalghe
verdi) EQun organismo eucariota, unicellulare, dalla forma geometriva sfenoide
prolato (Vedi Figura 1 riqguadro 2a, 2b)wvihe da solo o in colonie di pie individui che si
appoggiano le une alle altre formando dei cenobi in cui lechellsilérovano alle estremit”
assumono la forma di una mezzaluna (vedi Figura 1 riqua2dy. Zayrante la crescita

raggiungono una dimensione media nellOordine dei 5-7 um.

Figura 1Scenedesmus obtigpaiterizzati morfologicamente mediante microscopia elettrarisaiasione
(transmission electron microscopy, TEM) usando un microsgiopjps EM 400T (Eindhoven, NL)el
riquadro 2 e 2d sono visibili cenobi microalgali formati da 4 delkuéquelle esterne assumono morfologia
caratteristica di una mezza luna.



Si uniscono in gruppo per superare la competizione congaltismi € non essendo dotate
di moto proprio sono gli stessi moti convettivi che le aggaedeindirizzano verso |Qalto,
trasportandole e soprattutto rallentando la velocit™ neliearidi nutrienti, ma anche di luce

e calore.

Si riproducono per divisione cellulare. Da una singola celluladayai maginano diverse
cellule figlie. Durante la crescita, le cellule figlie generapmpina membrana, fino al
dissolvimento di quella derivante dalla cellula madre. Presentansesancigroplasto
situato nella sua posizione centrale, contenente clomfijarsieme ad unOalta percentuale
di luteina e immagazzinano i prodotti di riserva (amilosio e amilpptimerno del
cloroplasto. Solamente nei momenti di carenza dOazoto (,e#kli2€08)vengono
accumulati differenti tipi di carotenoidi nel citoplasma.

2.1 Laoonesoneddl@ega foobimica: lafobséntes, i doropddi ei
nutient

La fotosintesi ¢ il processo pie importante per il metabolisiteoalghe. La maggiorparte
delle alghe sono organismi fotoautotrofi obbligati, ovvemogotio il carbonio organico
cellulare dalla riduzione della,@Ccarboidrati.

Attraverso |Oenergia luminosa, che viene catturata daiti piptosintetici e,
successivamente, trasformata in energia chimica, vienta d@emergia per compiere la
reazione di riduzione della £l assenza di luce, oppure se presente in quantit” stinten
insufficiente, le alghe tendono a morire dopo che i commastiadrdepositati nelle cellule
sonostati utilizzati, oppure divengono inattive a livello metabolgtatargquiescente, fino a

che la luce diviene nuovamente disponibile.

| cloroplasti sono gli organi cellulari deputati alla creaziommedgi#Onecessaria al
sostentamento cellulare, e rappresentano il luogo fisicosid@splica la funzione
fotosintetica.



Figura2: Cloroplasti circondati da due membrane racchiudonortastiove risiedono enzimi metabolici e i
Tilacoidi implicati nella conversione ofttimica della radiazione Iluminosa. Immagine tratta da
http://www.nature.com/scitable/topicpage/plactlischloroplastandcellwalls14053956#

Le clorofille a, b e ¢ sono quei pigmenti presenti in tutte le cellule emcasmetali
localizzati nella membrana tilacoidale che assorbono e amplifisprtirdo del flusso
fotonico dellOenergia luminosa disponibile. La fotosintesi @saigdeite nelle membrane
tilacoidali dei cloroplasti (Figura Re clorofille mediamente composte da oltre 300
molecole si differenziano tra di loro strutturalmente per lsedwateine di membrana e
lavorano in modo funzionale accoppiato nella cattura dellzZorediaminosa a diverse
lunghezze dOonda. Nei centri di reazione la clorofilla a, draswegta per risonanza
fluorescente avviando cos” la catena del trasporto ielettbe attraverso una serie di
passaggi intermolecolari determina quel potenziale chemiosmatsmertnbrana
necessario ad attivare la sintesi di molecole ad alto contenuto eAgdR&tibBiADPH.

|l fotosistema Il lavora in serie al fotosistema |, secondoelmaaton ciclico definito Oa
zetaO rappresentato nella Figura 3 (Williahaurens, 2010)a fissazione conclusiva del
carbonio nelle molecole di glucosio avviene infine attraverssenm di reazioni luce-

indipendenti nel ciclo di Kelvin.






approfonditi sull®argomento hanno individuato particolari irapectiiometrici sulla
combinazione degli elementi chimici essenziali allo svolgimento dedleidld, it, K) che
consentono di incrementare non solo le cinetiche di cresaitaj ottenere profili

biochimici cellulari ad alto contenuto energetico.

Ma tra questi elementi chimici ve ne sono altri essenziglidCSHMg, Ca metalli Fe,
Cu, Zn) mentre ve ne sono altri, pure impiegati nelle funmteboliche cellulari come il

CO che se assenti non ne compromettono il regolare funzionamento.

Il rapporto atomico pie citato per i principali elementi nel plaratoto come rapporto di
Redfield: 106 C: 263 H: 110 O: 16 N: 1 P: 0.7 S. (Sparber, 2006).

A seconda della loro biodisponibilit”, il carbonio, 10azoto e oilofobidrogeno e
all®ossigeno, formano le basi della sintesi delle macromolecol@leotishmaeenergetico

cellulare.

2.2.1 Lamofdoga

Dalle analisi in microscopia * emerso che una caratteristicpetaétas quella di essere
incline alla formazione di aggregati cellulari e questo aua #tamente limitante per i

fenomeni di ombreggiamento cellulare.

La riduzione degli aggregati incrementa |Qarea superficialegdielleediule chpu™
assorbire direttamente i fotoni di luce necessari ad attprapeiisistemi fotosintetici,
fenomeno drasticamente ridotto a causa dei fenomeni di ombnetgpgreeheaso in cui le
cellule si aggregano le une alle altre come spiegato meglio nel paragrafo 2.3

7

é stata quindi eseguita unQanalisi microscopica per detetenirceatteristiche
morfologiche delle celluleSliobliquper paragonarle ai dati riportati in letteratura. Le alghe
sono state inoltre caratterizzate dal punto di vista diménstatzorando le immagini
digitali ottenute dalla microscopia ottica ed elettronica a trasmissione.

La morfologia rilevata al microscopio ottico (Righ per laS obliguuba confemato
guanto noto in letteratura, cios che le cellule di tale gpesentano la forma di un
ellissoide prolato, talvolta presente in forma di aggregaziowkvidui pie 0 meno
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Campione n. cellule Asse maggiore med Asse minore medi

1 35 47+1,1 3,0+0,9
2 91 45+0,9 3,1+0,8
3 246 46+1,2 3,5+0,9

Figura3: Media della lunghezza degli assi maggiori e deglirawi dell&. obliquusiisurata dalle immagini
digitali di microscopia ottica a 1000 ingrandimenti.

Come si pu” vedere dalle dimensioni medie riportate in Tatl€les& maggiore misura
mediamente 4,6 micron con una deviazione standard + 1,06 meatom [Oasse minore,

che nel caso delle cellule sferoidali rappresenta il diametro, misura 3,2 Bicnomcto.

La conformazione cellulare osservata « stata perfettaimexticordo con un lavoro sulla
Taxonomy e Filogeny 8f Obliquul Hegewald, 199in cui la presenza di cenobi e quindi
di associazione di uno o pie individui di cellule microalgali relativita spsseu”
dipendere da vari fattori del microambiente, ivi incluse sostanze polimenghgaiiage.

Le attivit™ successive sono state dedicate al perfeziomamentprotocollo sperimentale
per la misura delle dimensioni delle alghe (singole cellule e agghegabspensioni
mediante analisi dimensionali. Tali analisi sono state eseyuiteasranulometro Laser
Accusizer 780/AD Autodiluter e sono riportate nel paragraf8.2. Tale strumento conta e
analizza le dimensioni delle particelle in una sospensione, utiizzstdma Single-
Particle Optical Sensing (SPOS).

La tecnica di analisi Computational Fluid Dynamics (CBbgentedi studiare il
comportamento fluidodinamico di superfici tridimensionali come quell&adgiedesmus
obliquusferoide prolato, per mezzo delle simulazioni con specificrsoBasandosi su
flussi laminari a geometria semplice quali sfere ecc., analibpéeleze generate nel fluido
in cui gli oggetti esaminati si muovono. Ad esempio dallQanalisi fhihodina
computazionale di uno sferoide prdtfitBigura 5 in cui il rapporto tra le due dimensioni ¢
pari a 6:1 (diametri maggiore e minore) e stato ricosttuito, IQzontorni di pressione e la
velocit™ delle sfere che attraversano i filetti fluidi che scorrono seitfecisup

3 Quentin Lux CFD Analysis of a 6:1 Prolatd Zdtiedaternship in the CFD IDEA research Chair at
Polytechnique Mottitpalwww.behance.net/gallery/CHAnalysisof-a-61-ProlateSpheroid/4739325

4z
.
I z



Figua 5 analisi fluidodinamica computazionale di uno sferoide protatbrapporto tra le due dimensioni
pari a 6:1. Sono rappresentate le simulazioni sullOatritoyrii di pressione e la velocit™ delle sfere che
attraversano i filetti fluidi cheosrono sulla superficie.

La visualizzazione di queste immagini ha messo in luce alctininds@sisanti sulla
morfologia delle cellule delaobliquusd esempio, la visualizzazione della disposizione dei
filetti fluidi in corrispondenza delle due estremit” dellOasse nmadggioninano un attrito
molto diverso da quello generato dal passaggio di una sfestessdlonezzo. A seconda
delle forze di pressione presenti nel mezzo di coltura, proésdageometrico in taluni casi
pu~ favorire, a seconda delle inclinazioni istantanee unarsaggiwmore superficie di
contatto, essa stessa capace di generare spinte liiteaigmda colonna dOacqua in cui
gueste microalghe sono libere di fluttuare, non essendo dotate di nm@to prop

Anche la formazione di cenobi di cellul&.dobliquuson tre o pie individui potrebbe
trovare una ragione dOessere nella possibilit™ offertatidfeqameni di aggregazione di far
assumere a queste cellule profili geometrici che consentatinirdre particolari spinte

direzionali e quindi di potersi spostare agevolmente nel fluido in cui sono immerse.

Dallo studio sulla deformazione di uno sferoide prolato (Figsoso6lOazione di stress
meccanico Yin et al., 2008 ricostruiscono quello chehmteghonevolmente accadere sul
comportamento dello sferoide prolato sotto |Oazione di forzanictez e quindi delle
modificazioni che potrebbe subire. Lo studio * stato corglottegetali e sulla morfogenesi
ma, relativamente alle deformazioni dovute alle forze meccapiebe possono
coinvolgere processi biochimici a livello profondo. Simulazioni del ggeTeampiegate

per studiare le interazioni tra forze meccaniche e processi biologici.



Figura6: Mappa delle simulazioni sulle deformazioni di uno sferoldio @otto 10azione di forze ester
Nelle zone concave di colore rosso, lo spostameidterassume un valore inferiore (Yin et al., 2008)

2.2.2 Caratteigsicheredogcheddla Senaemusaobliquus

| dati di caratterizzazione della distribuzione morfologica B dimensioirdbeliiscono
senzOaltro ad avere una conoscenza pie approfondjteopukt”™ della singola cellula di
Scenedesaoflisiuus sul comportamento degli aggregati cellulari.

La comprensione delle propriet™ reologiche di questi compllesasii cpuali la morfologia
aggregata, consente di ottenere importanti confermeadidita el metodo acustico di
consentire cinetiche di crescita cellulari con particelle disperse.

Comprendere il comportamento complessivo del fluido sottod@effetbnde acustiche al
fine di fornire un equilibrio ottimale alle particelle libere di muoekeraicroambiente ¢

dunque di fondamentale importanza in questo lavoro di acustica applicata.
La polidispersione delle particelle determina la distribuzione granulomefpasdicelie.

Particelle che hanno una grande polispersione tendononagerassa stretta distribuzione.
Ci” significa unOampia distribuzione di particelle che conseptijuslibero di muoversi,
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con una viscosit” inferiore ed una maggiore penetrazitedude| in presenza di un

numero minore di aggregati cellulari.

Ammesso che si riesca a mantenere la dimensione delle pastaelés ocdroducendo nel
sistema un numero sempre maggiore di particelle, il comportdelefitsso passer”
generalmente da newtoniano (presenza di poche particetie aiteragiscono tra di loro)
a un livello di shear maggiore in cui le particelle iniziano giretena le forze sono cos”
piccole che assumono una certa rilevanza sotto I@efiettarbazioni meccaniche come
quella che si vuole fornire con IQonda acustica. Cambierebbe quisdiHeatres

A causa della particolare morfologia, le cellBeetiedeswhigjuuselle interazioni tra

particelle, sembrerebbero non comportarsi come altre csthultusa sferica, in quanto la
loro forma determina un particolare tipo di allineamento, cltiri@ il gradiente della
viscosit™ prodotto dalle forze di taglio.

Queste particelle allungate hanno quindi una maggiore padistivigtitarsi nella direzione
del flusso e consentono di mantenere un valore complessaasit vinferiore rispetto

alla dimensione sferica equivalente.

2.2.3 Le ceatterstick idodinamichke @llaScemasms dliquus

In un lavoro di Le et al., 2011 indirizzato a determinare tinoort energia legata allo
scorrimento della biomassa nei fotobioreattori tubolari, saieo ssudiate le propriet”
idrodinamiche legate alle cinetiche di crescita e si visto come oittaoosmio della
Scenedesmus obkdj@aimentare della concentrazione cellulare, si compouta fhaidte

Newtoniano.

Il consumo di energia, infatti, non sembra dipendere dalla rmoeatcellulare, ma dal
comportamento del mezzo di coltura impiegato. Inoltre, la taagere di biomassa
(esprssa in densit” delle cellule), conferma quanto ¢ statoirdgttecedenzparagrafo

2.2.2)in merito ad una minore viscosit™ osservata anche alle pte elexicentrazioni di

cellule.



2.3 Selimentazoneeturbodnza ndla mbnnad@qua

| microorganismi fitoplanctonici, sono piccoli organismi che veasp@si nei mari, nei
laghi e nei fiumi e quindi soggetti al trasporto passivo eoaimascolamento turbolento
(Margalef, 1978; Pedley e Kessler,; 199@a ePowers, 2009)rodotto dal vento, dalle
onde e dalle correnti.

Le caratteristiche idrodinamiche di questi ambienti, regolanorittauzébsie lungo la
colonna dOacqua di questi microorganismi e dei composti ongamjanii disciolti e in

sospensione.

Anche la stratificazione termica gioca in tutto ci” un clolve e consente alle masse di
acqua in movimento di creare delle zone (termoclino) con tioolga gradiente di
temperatura che oltre a creare le condizioni ideali per alquastli microorganismi,
permette loro di rimanere sospesi e di fluttuare in balia delle correnti.

Questi microorganismi nel corso dei millenni si sono evoluti mettexttbosistemi diretti

e indiretti che gli hanno permesso di vincere le resistenzeardrclén gravitazionali
modificando la propria densit™ cellulare rispetto allOambiente astermulando nei
vacuoli sostanze lipidiche o semplicemente ossigeno e afasegats ip atmosfera che gli

consentono di risalire lungo la colonna dOacqua e di rimanere in sospensione.

Le mcroalghe che non sono dotate di moto proprio, hannoafferate una densit”
maggiore di quella dellacqua e per questo motivo affondano.

La morfologia in queste dinamiche assume un ruolo fondamedsalesga dipende la
velocit™ di sedimentazione che ¢ direttamente proporzionaladahtgudel diametro della
sfera e alla differenza tra la densit” del mezzo e delle particetiersione e inversamente
proporzionale alla viscosit™ del mezzo stesso (Reynolds, 1984).

Ad esempio una delle cause per le quali la micoalglaguusncline a formare cenobi di
tre, quattro individui potrebbe essere proprio questacobsiderevole aumento del
rapporto superficie/volume, determina un importante rallentanmatia velocit”™ di

sedimentazione.






A seconda della concentrazione di cellule microalgali, diminuisbalditprche il singolo
raggio fotonico possa attraversare la coltura semzavsulazioni in quanto le cellule che
istantaneamente si frappongono tra loro nel cammino ottleolw® provocano |l
fenomeno dellOombreggiamento.

Una parte della radiazione luminosa che va a collidere coerfiaisigella cellula, pu”
essere riflessa e questo fenomeno, in particolare gariéensicroalgali @pirulina stato
stimato nel valore inferiore al 2% del totale della radiazione dumtissnibile sulla
coltura microalgale (Mitsund@87)

2.3.2 Degaarerno deliGsigene femmen di adesioe celllare alle
spefici co lafamazonedi cdonie e biofilm cellulari

Le colture microalgali, durante la loro crescita scambian®esterno ossigeno liberato
dalle reazioni fotosintetiche di fissazione del carbonio. RB&p quaivo, nella fase di
progettazione dei fbr, si deve tenere conto dei fenomenifadolisb diretta e occorre
equipaggiarli di sistemi che possano consentire uno scantlmoocenagevole con
IOesterno. In questo modo si evita la formazione di speeiedei#dossigeno che possono
bloccare se non danneggiare le reazioni fotosintetiche.

In un lavoro di tesi di Irving, 2010 sono stati analizzati ticopere sulles. obliquus

principali fattori che influenzano la formazione e lo svildippofilm microalgali. Questi
fenomeni dipendono per grande misura dalle condizioni di sterilit"pred@ia o meno
di una o pie specie microalgali in competizione tra loro. BaitCagh produrre biofilm

potrebbe dipendere anche dalla capacit” del ceppo microalgateludie psostanze
polimeriche extracellulari di aggregazione.

Altri fattori secondari quali la idrofobicit™ influenzano la faamez lo sviluppo di biofilm
di microalghe. In particolare su questo studio sono statiasamiversi biofilm formati
dallaS. obliquws diversi materiali costituenti fbr, e senza dubbio laigapdirfvetro
guella che risulta meno affetta da questa fenomenologanlgoarente gravosa nelle
coltivazioni industriali per la forte limitazione nella trasmissioneludelle per la
propagazione di forme batteriche. Un elevato flusso e miviheda colture microalgali
previene la formazione di questi biofilm.
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Queste considerazioni si sono rivelate preziose nella fagetiapione della geometria del
fotobioreattore e del sistema di agitazione, che come sipwedivanti, * stato
opportunamente caratterizzato con uno studio sulla dispesdeo filetti fluidi e dei

microvortici.

2.3.3 Stress mexxanio tdlerato dale alghe e ssem di agtazone

Il fotobioreattoreaccelera il metabolismo dei miogausmi mettendoli in agitazione,
impedendo la stratificazione termica, aiutando la distribuzioneriéatinéavorendo lo
scambio dei gas.réecess@ conoscere a priori quanta agitazione gErehzsi rischia di
danneggiare le alghe a causa delle forze di taglio. In tenlasceo di Scarsellaadt 2011

« stata ribadita IOimportanza di questo stress prodotto sulle microalghe.

Per le analisi e gli approfondimenti sugli impatti provocati da gtresssono state
apprese in bibliografia le problematiche inerenti la circoldgidlgdi nei fotobioreattori, i
sistemavanzatdenominati airlift ed i fenomeni di flocculazione spontaneateE@lstata
anche la possibilit™ di OestendereO gli esperimenti di acustica aratrici di cellule
microalgali immobilizzate, al fine di studiarne il comportamento, tedivderdi

massimizzare |Qefficienza e la velocit™ dei processi fotosintetici.

LOazione limitante delle forze di taglio « stata evidenziataacooltura diScenedesmus
quadricaudBlondzo et al., 1998) e con colturdPdaeodactylum tricoreuRorphyridium
cruentu(Mazzuca et al,. 2005), in cui si * riscontrata inibizikmerescita cellulare dovuta
alla movimentazione del terreno di coltura che causava una evidembaeistliidare.

La bioflocculazione spontanea, ovvero |Oaggregazidgaeespdngrandi fiocchi di cellule
algali che si depositano sul fondo alla velocit™ proporzionsggdiai Stokes, (Benemann
et al., 2006), « promossa dalla formazione di polimeri aggregatori.



2.4 Lamexanotasiuzonesulle odlule miaoatali

In un recente lavoro di Hartmann et al., 2005, « stat@atst [0 stress meccanico provocato
sulle strutture cellulari di un lievito sottoposto ad eleessiqure idrostatica, mettendo in
evidenza non solo le deformazioni strutturali di membrana, neal@nwdttivazione di
proteine di membrana e la trasmissione indotta di questbgaevtiral doppio strato
lipidico (Kilimann et al., 2005; Ulmer et al., 2002; Knorr, 2004) .

Non si hanno informazioni sulle deformazioni della cellula veget@tehegui Hartmann

et al., 2005 riconoscono come particolarmente sensibili eetfatste geometrie cellulari
allungate delle cellule tiBoenedesmus obtigraiterizzata dalla forma geometrica di uno
sferoide prolato. La forma astiform&dcole diP. aeruginegsmbrano essere pie sensibili
al® applicazione di pressione idrostatica. Ci~ darebbe uterferma alle precedenti
osservazioni relative alla particolare morfologia StslEedesmus obéqgalles particolari
caratteristiche reologiche e di viscosit".

In un® interessante lavoro Miyoshi, 1972, descrive letpropccaniche della parete
cellulare della microalgahlorellauna  sotto |Qeffetto di suoni ad alta frequenza,
determinandone IQattenuazione e le caratteristiche di gisiccegiporto di compressione
della parete cellulare. Un altro interessante modello «rsi@ddtt@ da Krasovitski et al.,
2011perchiarire gli effetti indotti da una bolla di gas sferica in u chmjprasuoni che

pulsa costantemente su di una parete cellulare.

25 Lecarataigidhe spetrali délalue

Nella conversione fotochimica dellOenergia luméoserollghe sfruttano una porzione
limitata rispetto allo spettro elettromagnetico della radiazlares (fagura 8), intervallo
compreso nello spettro di assorbimento delle lunghezze d@ontlada 400 a 700 nm
detto PAR (Photosintetically Active Radiation).






Nella scelta delle fonti artificiali di iluminazione, devono peré esssiderati i parametri
di dissipazione termica del calore prodotto dalle lampade, e quindiodéibsalaza dalle
colture microalgali e dellQintensit” della radiazione luminosarpeti @étaerare gli effetti
della fotoprotezione.

Sistemi sempre pis tecnologici prevedono poi IOimpiego di foriiliagifiece pulsata e
trasmessa con fibra ottica per allontanare sempre pMdduminosa e limitare quindi il
trasferimento e la dissipazione del calore.

261l Suoroe le @de zstich

Il suono ¢ una componente fondamentale che avvolge il posteta dalle profondit™
marine, alle cavit” del sottosuolo e nellOatmosfera. Con dingdlicrinferiort presente

nei legami intermolecolari i quali hanno proprie caratteristrelggi@nze di risonanza. In
natura quindi anche a livello di materia infinitesimale il suonmezzo di trasporto di

informazioni.

Un tipico esempio ricorrente di propagazione del suono ¢ ilgedisgo sul pelo dOacqua di
uno stagno in quiete. Subito dopo IQimpatto, si ossenattiouird serie di onde
concentriche (Figura)léhe dal punto di collisione si propagano radialmente versadQOeste

formando cerchi concentrici.

Sembrerebbe ovvio pensare ad un trasporto di materia, masattamente cos”. Il suono
si propaga per contiguit™ tra le molecole. In pratica oghaase, spinge quella accanto. Un
poO come accade nel gioco del biliardo quando una volta impréssza ad una palla,
guesta nelle collisioni con altre palline imprime loro una gdantidto, dissipando parte
della propria energia cinetica ,e cos” le une con le altre.

Per avere una prima idea sul numero degli impatti con cungplestde si avvicinano e si

allontanano, definiamo questa periodicit™ con il termine: frequenza.






nella direzione destra e sinistra. Istantaneamente ci spiadn@articelle che una volta
ricevuta una quantit” di moto assumeranno una propria velocit” ectbemniaefinita.

Ci sono poi alcune particelle che istantaneamente vassioi@prsi in un punto chiamato

nodo, in cui IOampiezza dello spostamento « sempre pari a zero.

In realt”, il nodo * una linea o un piano che si estemdeeatio 'intera sezione trasversale
del tubo. In quel punto le particelle tenderanno a spastisira e a sinistra di esso pur di
sfuggire a tale conformazione. Le particelle che muovesidasil\nodo, diventano pie
vicine tra loro determinano un aumento della densit” e provosancompressione. Al
contrario, muovendosi verso |Oesterno, la densit” delldlepatiticimuisce e si ha la

rarefazione.

Nel movimento oscillatoridel trasporto di energia tra le molecole adiacenti, nellQunit™ di
tempo si osservano diverse configurazioni di compressiogi@aaae. La trasmissione di
guesta energia sonora ¢ dunque assimilabile ad una vatigriessione che si propaga in

un mezzo fisico elastico, come IQaria o |Oacqua. LaigmepdigazOonda acustica * un
meccanismo in cui si ha il trasporto di energia meccanicaipéssi@ dal modulo di
compressione K, espresso in Pascal (Pa) e descrive, endigedkropico, la forza dei
legami intermolecolari nel mezzo ed ¢ inversamente proporailtmalea densit™ espressa

in Kg/m?,

2.6.2 Le gandezze fischedd suono

La frequenzassimilabile al numero di cicli per secondo di azioni di compressione e
rarefazione nel moto alternativo compiuto dalle molecole ah@nosmtorno ad un
proprio asse ipotetico, trasferendo queste piccole gdantibto, ovvero trasmettendo le
proprie informazioni alle molecole vicine, rendendo cos” possibgenlasione del suono

a questo punto univocamente determinato nei suoi cdidtieaimametri di dquenza e
intensit”, ovvero il valore di energia da trasferire. Vedrenth cpome questi due parametri
sono correlati e che le basse frequenze riesconoragperen maggiore tragitto rispetto a

ci” che accade per le alte frequenze.









Per le misure in acqua, IOunit™ di misura ottenuta dopdeidasmversioni che tengono

conto della temperatura e delle caratteristiche del mezzo « il dB re 1 mPa.

26.4 LOibfano

Gli idrofoni sono sensori che rilevano segnali acustici, éonibiragenere, in acqua e altri
fluidi. Sono, in sostanza, microfoni subacquei. Sono costnuimateriali piezoelettrici,
sferici, cilindrici o piatti, preamplificati o non preamplificateragerente incapsulati in
resina poliuretanica o in altro isolante, adatti a funziomaeegsi in un fluido, a pressioni

che possono arrivare a oltre 100 bar.

Nel campo dello studio e della tutela dell'ambiente, gli idrofoni vemtigprati anchegy
valutare la quantit” di rumore (e a volte anche di fluidi) atiwité dell'uomo scaricano in
mare, nei fiumi o nei laghi. Questo rumore pu~ avere effeitti non solo sui mammiferi

marini, ma anche su altre forme di vita.

Negli studi faunistici e zoologici, oltre che per rilevare lezxapani dei Cetacei, gli
idrofoni vengono utilizzati per ricevere e identificare i segnali prodofiibtla Resci.

2.6.5 LQttuatore acustioo

Il trasduttore acustico, cos* come IQaltoparlante, sfrgttasifidti della piezoelettricita
due materiali particolari, produce una deformazione meccanie@est, proporzionale al
quadrato del campo elettrico applicato. Queste deformazionimstao piccole nei
dielettrici ordinar”, divengono invece apprezzabili nelle cerantihreath di bario. Le
ceramiche sono ottenute macinando insieme cristalli di titana@odcdm altri sali e
portando il composto ad una temperatura di 1300 O 1400 ;C.

2.7 Lavdodt™ deé sumone divees mezzi

Come detto la velocit™ del suono ¢ la velocit™ di propagazibeedde sonore attraverso
un dato mezzo. Tale velocit™ non deve essere confusavedocit™ media di traslazione v
delle particelle a cavallo dellOonda sonora, che dipende dalla potenzassorgentl|

La velocit™ con la quale un suono si propaga dipende dailta detmezzo e non dalle
caratteristiche del suono. E' stato sperimentalmenteopcteatssa aumenta al crescere
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della temperatura e all'aumentare della densit™. In particodéosg, trovati per la velocit”
del suono nei mezzi con caratteristiche fisiche diverse maaliaémua e l'acciaio sono i

seguenti:

¥ inariaa20jC v=340m/s
¥ inacqua a 20iC v=1480m/s

¥ nell'acciaio a 20iC v=5980m/s
Le equazioni secondo cui la velocit™ del suono varia al variare della tanspe@tu

¥ v (aria) = 340m/s + 0,6T
¥ v(acqua)=1480m/s+42T

Le perturbazioni, se il mezzo di propagazione ¢ un solskpnomoessere longitudinali e
trasversali. Se in un mezzo coesistono entrambi le pehirladpra la velocit™ delle onde
longitudinali « superiore a quella di propagazione dell'onda trasversale.

In generale, la velocit™ con cui una perturbazigmesagadipende dai parametri elastici
del mezzo di propagazione in quanto * proprio dal gioco di defamena reazione elastica

che trae origine il meccanismo della propagazione.

2.7.1 le Ohde awustite inacgua

Per descrivere come le onde acustiche si trasmettonaaio@mue stabilire una relazione
tra la pressione e la densit” . Questa relazione * detroagqudi stato. In generale, ci si
riferisce a tre grandezze fisiche: la pressione, la denflifiddee la sua temperatura
assoluta.

A parte rare eccezioni pu~ assumersi che |Qalternarsirdssiomipe rarefazioni nel mezzo
si susseguono talmente rapidamente da non consentire $eambm tra le molecole
adiacenti.

La variazione di temperatura per” ha effetto sulla denkithe#zo: un aumento di
temperatura, infatti, produce IOespansione del volume eQatiqeanseguenza, la
diminuzione della densit”. Se la temperatura diminuisce la densitfragbgcaumenta
allontanandosi dalla superficie.

Di conseguenza, gli strati superficiali sono meno densi, epiuiedigeri, degli strati

sottostanti e si generano moti convettivi incontrollabiliquesto motivo, in ragione alle
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applicazioni sonore delle onde acustiche in questo progettocdi, particolare attenzione
» stata posta a questa fenomenologia di distribuzione della temperatiotzioreittori.

LOassenza di moti convettivi si traduce in un valore podiisiaddit®, grandezza che
rappresenta la misura del lavoro necessario per spustpaeticella dOacqua verticalmente,
in direzione della superficie.

2.7.2 Intenst” edest” di enega

Le particelle che trasportano un'onda sonora hannontengto di energia per unit” di
volume che si chiama appunto densit” di energia. PoichZonstudés, I'onda viaggia
attraverso il medium, (terreno di coltura in cui sono priesemtiroalghe), trasporta con se
I'energia contenuta in esso. Questo flusso di energatterizaato dall'intensit™ del suono,
a volte chiamato anche densit™ del flusso di energia

2.7.3 Trasmissone dd suono nd tubi

Solitamente, il campo sonoro di un‘onda che si propaga ildaméa viene disturbato
dalle superfici rigide disposte parallelamente alla direzione dizpopatgl suono. Ci”
accade a causa della trasmissione delle onde longitudinali.

Le particelle immerse nel fluido vibrano e trasmettono il maoie &ie altre nella direzione

di propagazione scorrendo tra le pareti e senza alcuna interferenza.

LOunica porzione di tubo che partecipa al fenomeno trasdeisivonde acustiche « il
sottile strato limite di contatto della struttura interna diirmeato del tubo, dove le
particelle nel loro propagarsi ricevono una leggera atiepudi segnale dovuto ad un
incremento dellOattrito che causa quindi una perdita di energia sonora.

Come si vedr” pie avanti, questo strato limite ¢ fortemefiteemzato dal gradiente di
temperatura che amplifica questo effetto di attenuazione.



2.7.4 Cineandica e partide mdions

La cinematica ¢ lo studio della geometria del movimento delle paenzlalcun riguardo
alle cause che lo hanno generato.

LOanalisi cinematica ¢ lo studio della distribuzione delle velaridlivistantanee delle
particelle di un fluido.

| tassi di cambio di velocit™ delle particelle sono legati alleotatzehte agiscono su di loro
in conformit™ con la seconda legge del moto di Newton.

Anche se le forze viscose possono significativamentezerffugmovimento fluido molto
vicino a superfici solide, e anche dissipare energia saraoaeiurante la propagazione
del suono.

Come visto in precedenza, il movimento di traslazione delle moladaléase della
relazione che lega la temperatura alla pressione cheedgsceo considerato, dove si
verifica la collisione tra le particelle.

Quando per” su una superficie si verifica lo scorrimerierralecole a velocit™ diverse si
ha una discontinuit™ nel moto tangenziale in cui IQequilibrissiingressiste ancora, ma le
molecole passando attraverso la superficie dal flusso apielelgtvata vanno a collidere
con altre molecole del fluido si muovono pie lentamente.

Queste collisioni, trasferiscono un maggiore slancio corpaestangento diretto nella
direzione opposta. Alle basse velocit™ questo fenomeno divieadattativo per il sistema,
ma a velocit” superiori si determinano moti turbolenti incontoaliaparticolari sforzi di
taglio meglio definiti come viscosit”.

In un liquido queste forze attrattive e repulsive, in pamtementate dallOattrazione
molecolare sono indebolite dalldaumento di temperatura.

In un lavoro di Leckey et Hinders, 2011 « stata meglio ilustimportanza degli effetti

viscosi sulle manipolazioni acustiche di cellule algali.






Anche il diverso rapporto nella composizione dei sali discioltjua determina delle
diverse risposte in attenuazione, un poO come accade nel marerafdivéitse p

Nelle applicazioni qui proposte, nellQintervallo tra 5 e 3@&tmuazione « in ogni caso

davvero moderata e la risoluzione resta ancora sufficiente.

2.7.6 Propgaioredd suoro ndle cokuremiaodgadi

Dopo aver illustrato le differenze nella struttura molecolemestati della materia, pu”
assumersi che la sua velocit™ e propagazione dipender” rdait®mtéra inerzia e
sollecitazioni elastiche prodotte dalle caratteristiche dedCiicpadi disciolti oltre che da

guelle idrodinamiche e volumetrico ceppo microalgale presente.

In un recente lavora€ etal., 2011) sono state studiate le propriet™ idrodinamiclecalégat
cinetiche di crescita e sivisto come il comportamento dellrenedesmus obliquus
allDaumentare della concentrazione del numero di cells/mL, siacompertun fluido
Newtoniano, in particolare il predetto studio era indirizzatteranghare il consumo di
energia legata allo scorrimento della biomassa nei fotobioreattori tubolar

Si » visto come il consumo di energia non sembra dipendere dadiatraaioni della

popolazione cellulare, ma in definitiva dal comportamento del mezzo di coltut@impiega

LOacqua essendo meno comprimibile di un gas, a causa dellaviclatiza delle
molecole, ha un suo determinato modulo di massa frutto delle dazrepulsione

intermolecolare e che a sua volta dipende dalle caratteclstimice fisiche pressione
idrostatica e temperatura, oltre che dalla quantit™ di sali disciolti.

La presenza di sali disciolti in soluzione aumenta leggermeloigtladel suono in acqua.
Alla luce di ci” in questa ricerca di acustica applicates@utaasente necessario eliminare
gualsiasi perturbazione al mezzo di coltura ivi incluso fareflgss quali,® CO, e
limitando quindi la presenza unicamente allQossigeno molectedaite microalghe
che in qualche modo bisognava far defluire fuori dal fovifzee éa formazione di specie
reattive dellQossigeno che avrebbero potuto fermaseita ereprocessi fotosintetici delle

microalghe.
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Capitol@

Materiali e Metodi

3.1 DissgnoSpeimentalepe la prepanzonede tareni di coltura, le
cdture d mantenmeno e glinocui stater

Le microalgheScenedesmus obsguusipiegate in questa sperimentazione, sono state
acquistate insieme al protocollo sperimentale e ai sali inestes$ari per la preparazione
dei terreni d coltura dallo Spin off dell® Universit™ di Tor Vergata QAlgaresO

In fase di progettazione degli esperimenti, ¢ stata concoodatadaboratori Algares la
concentrazione di salitamine e oligoelementi necessari nel terreno affinchdltimestO
fosse sufficientemente arricchito e adeguato alla durata delle repkcimentali da

eseguirsi con le colture cresciute in fotobioreattori in batch.

3.1.1 Preparazione dd tereno di otura BG1ll malificato e sua
steillizzazione.

Il terreno di coltura impiegato nelle attivit™ sperimentali, BG1licatm¥ un terreno

minerale specifico per la crescita di cianobatteri e micr&adgher (et al., 1971; Guzain
al., 2005). Per la preparazione del terreno, le sotiacnidirettamente preparate dall
Spineff Algares, sono state gestite con le indicazioni forniteot@tdHo Sperimentale
Algares da cui « stata tratta la Tabella 1.






| contenitori utilizzati per lo stoccaggio, la conservazi@eseazione dei campioni e delle
soluzioni erano in vetro Pirex e polietilene e prima dellGustas@reventivamente lavati
e sterilizzati con la medesima procedura impiegata per la stenézzeito riportata dei
for.

Per i prelievi di aliquote di soluzioni sono state utilizzates pipeétro; nel caso di volumi
ridotti sono state utilizzate micropipette Gilsorl(@dul).

In una bottiglia di vetro pyrex « stata riempita con 9.8af) adqua milli-Q cui a cui ¢ stato
in seguito aggiunto 1 mL di ciascuna delle 10 soluzioni sileckollizione stata tenutan
autoclave per 40 minuti a 121 iC

Dopo raffreddamentsmo state aggiunte le vitamine filtrate (1 mL di soluzionepstock
ogni litro di terreno) filtrate con siringa e filtro con po@,@anicron e misurato il pH del
terreno di coltura che e risultato essere pari al valGeaime da protocollo Algares

In seguito 3,7 L di ciascun terreno sterilizzato sonovestsditi in ciascuno dei 12 fbr,
preventivamente lavati con acqua e sapone, risciaquadibcondante acqua ultra pura, ed
infine trattati con etanolo al 70 %, per eliminare la carica batterica

Prima dellOaggiunta del terreno di coltura, i for sono sigtiascen 400 mL di terreno di

coltura sterile al fine di eliminare eventuali tracce di etaualoessivamente ciascun fbr o
stato riempito con 3,7 L di terreno di coltura sterile amoissati aggiunti 300 mL della
coltura starter per un volume complessivo pari a 4 laedtezza di livello in ciascun tubo
pari a 68 cm.

Le misure di pH sono state eseguite con pHmetro digitale delta khstruments
Microprocessor-based pH/mV/;C Bench Meters mod 210.

3.1.2 Preparaimnedgi inoali starter edélecoturedi manenimento

Sono stati preparati 2 L di terreno di coltura (vedi par8gtaf) e prelevati, in condizioni
sterili sotto una cappa ventilata, con guanti e beszenacceso circa 100 mL dellOinpculo
che sono stati inseriti in una fiasca ventilata dalla capi#s2andli a cui sono stati aggiunti
circa 400 mL di terreno sterilizzato.



La coltura cos“ preparata * stata monitorata attrdeecsstruzione di curve di crescita
secondo le indicazioni riportate al punto 3.1.4.

Quando la curva di crescita raggiungeva la fase stazfasarieh¢ segue lo stadio di
crescita esponenziale), la soluzione di crescita venivanemievasmistata per la
preparazione di sub-cokuate al mantenimento della specie per tutta la durata degli
esperimenti.

Allo stesso modo, ulteriori aliquote di terreno sono stgiargie ed impiegate per le
colture di mantenimento che sono state gestite in due dbersiold il laboratorio di
fisiologia delle alghe del Prof. Mario Giordano e della Dott.ssanddasorici
dellOUniversit™ Politecnica delle Marche e la societ” Ambios ighdC¢RS) dellOlng.
Giancarlo Strani e della Dott.ssa Vincenza Nardicchi, che hannoratm le fasi di
crescita e realizzato le sub colture di mantenimento algmggnio della fase di crescita

stazionaria.

Le colture sono state cresciute in camera acclimataapdeatura di 22 {C circa con una
illuminazione a fotoperiodo 14 h luce B 10 ore buio, ad umsitinge illuminazione
artificiale pari a 25 umdi 2. Sono state prelevate con cadenza bisettimanale un@aliquota
10 mL da ciascuna bottiglia, ed ¢ stata monitorata la coescita camera burker e
microscopio ottico. Solo successivamente  stato impiegatadietale automatico per la
sua rapidit” e affidabilit™ nelle misure.

Le colture sono state mantenute in fase esponenzeabmdupdiluizioni con rabbocchi di
terreno di coltura fresco in modo da ottenere un volume igenéinoculo pari a 3,600 L
di coltura microalgale per ciascuna sessione sperimentale (300 mL 8,82 for =

3.1.3 Inocio nicrotgde i br per vvio dle ativit” serinenali

Con le procedure di mantenimento delle colture starter in caccknaatata, prima
dellQinizio di ciascuna replica sperimentale come descritto rab Bafad, sono state
prekvate aliquote pari al volume di 300 mL di microalghe, mantdiagte esponenziale,
misurando con il contacellule Scepter il numero di cellule presemi @ operando
diluizioni con terreno di coltura fresco per riportare il vaddigeconcentrazione di cellule a

volume (4 L) pari a circa 5 X délls/mL.
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Nella fase di avvio di ciascun esperimento, dopo aver intredottdume di terreno di
coltura pari a 3,7 L in ciascun fbr, si » procedutoinonu® di 300 mL portando il volume
delle colture nei fbr a 4 L. Attesa circa 1 ora dallOinagukiadter, « stato nuovamente
verificato il valore del pH e mantenuto un basso valoreddinza (circa 15 umdis?) e

a alla temperatura di 22 jC per la durata di 24 ore pentten€@acclimatazione delle

colture prima di dare avvio al fotoperiodo del disegno sperimentale.

3.1.4 1 préievi di canpionidi miacoathepe leanais dilaboratrio

Per esequire i prelievi di coltura microalgale da destinarenagli leberatorio, sono state

costruite (nelle officine della Steroglass di Perugia) pipettie ilunghe 80 cm necessarie
ad effettuare in modo idoneo i prelievi sulla intera colonnaadi@aigscuno dei 12 fbr del

banco sperimentale.

Il setup sperimentale « stato perfezionato tenendo codavel aggiungere al termine di
ciascun prelievo di biomassa il corrispondente volume di tercettardiper evitare che la
specie algale andasse incontro a condizioni di limitazione d&.rbitrrggortano qui di

seguito le rispettive condizioni sperimentali:

1. Esperimento pilota: preliminare analisi sperimentale di riscdnessipposto

teorico di impiego delle onde acustiche sulla crescita delle midedEgheata di
22 giorni.

Durante le attivit™ sperimentali, sono stati effettuati prelieliquote di biomassa
pari a 50 mL con cadenza di 48 ore, riportando le colttie advello (68 cngon
una pari aliquota di terreno di coltura, per non altereaealteristiche del campo
acustico nei fbr stimolati acusticamente per evitare cdren#genti (Strainer et
al., 1971). Il reintegro non « stato superiore a 1/80otiegh& complessivo delle

colture microalgali pari a 4 Lt.

2. Design of experiment (Doe): attivit™ sperimentali di ottimizzadiegle effetti

osservatnellOesperimento Pilota condotta in due separate repligrsoito stati
testati diversi programmi di stimolazioni acustiche. Ciascun egpehnanavuto

una durata pari a 8 b 10 giorni.



Nelle due sperimentazioni del Doe, sono stati eseguiti prelievotd diitpppmassa

pari a 100 mL giornalieri, riportando le colture nei fbr a [[@8llam) con una pari

aliquota di terreno di coltura, per non alterare le datetter del campo acustico
nei fbr stimolati acusticamente. Il reintegro non « statvistga 1/40 del volume

complessivo delle colture microalgali pari a 4 Lt.

| campioni di biomassa, cos” come indicato nelle rispettive conpkziorerstali sono stati
raccolti in provette Falcon sterili da 50 mL ciascuna, ®ralaedel tipo di analisi da
effettuarsi, da queste sono state prelevate aliqudte re@ropipette Gilson (20-1000 ul)
utilizzando provette Eppendorf da 1 ml (sempre sterili).

3.1.5 La consavazionedd camponi in frigpa 4jC

La numerosit™ dei campioni delle colture microalgali come descligodiséante
metodologie di analisi non ha permesso di effettuare in tefegattede attivit™ di misura
previste nei protocolli sperimentali. Aliquote pari a 50 mL dracaticroalgale « stata
riposta nelle provette di plastica Falcon e conservag® ia &l buio alla temperatura di + 4
iC.

3.2 Il moritoragio chioo ilsicaddle cdture miaoalgli

Durante la crescita le colture microalgali sono state menifioraialmente con IQausilio di
una sonda multiparametrica, di un Phmetro e di un Ossimetroolaskiquale « stata

rilevata anche la temperatura dei fbr.

3.2.1 Il montoraggiochincofisicoconla soda multiparameticae le
misure dd pH

Il monitoraggio dei parametri chimico-fisici  stato eseguito sonda multiparametrica

CyberScan PCD 650 con campo di misura, accuratezza ienmesalupH, T e Ossigeno

disciolto rispettivamente pari a 0-14 e accuratezza nella+#hi€001 e campo di misura
nellOintero range da 0 a 14; Temperatura con un campoaddanidd a +110 jC con

risoluzione 0,1 {C e accuratezza +/- 0,5 {C; Ossigendtdiscio campo di misura da 0,00
a 90,00 mgl/L, risoluzione 0,01 mg/L e accuratezza +/- 0,2 mg/L.
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Per brevit™ non si descrivono le procedure di calibraziowedéfluistrumento, che sono
state scrupolosamente osservate durante |Qeffettliadamoeina misura. Le misure del pH
nella sperimentazione del Doe sono state invece esegultélvoretro pH 211 della
HANNA Instruments con una accuratezza nelle misure parDa0/-

3.2.2 Il moritorggialdletenpeature di funzonanento de fbr ele prove
di evduzoneddl @ssigeno

Il monitoraggio della temperatura delle colture microalgali « gtata @ffettuata con lo
strumento Presens Fibox 3 Fiber-Optic Oxygen meter,atiligarzialmente anche nel
monitoraggio dellQossigeno disciolto mediante lo specifico sessorall@interno di
ciascun fbr. Queste misure, con IQimpiego dei S&PKBNAU-D5-YOP consetono di
acquisire con notevole precisione, |Oevoluzione dellOoskitmmponallOinterno delle
colture microalgali, ma la difficolt” di gestire in contemporaniea, 1A penalizzato in
questa attivit™ di ricerca il suo impiego in continuo, limitantdGasquisizione di valori
istantanei solo in corrispondenza dei prelievi di biomassa per le analisi dolaborato

Originariamente non erano disponibili informazioni concernentidOidigjaesta sonda a
fibra ottica nel monitoraggio dell©ossigeno disciolto nelle cotoalgali. EOQ stato
eseguito quindi un esperimento per la messa a punto detlfwatperativo di misura,
omettendo in questa fase di descrivere le procedure di caBbrgiodispositivo

regolarmente eseguite come da manuale.

Con la collaborazione della Steroglass di Perugia, proprittastuteento, concesso in
uso a titolo gratuito per IOesecuzione delle attivit™ dj sictate dimensionato e realizzato
un utensile in vetro su cui far aderire il sensore (in imraarsi@acoltura microalgale) che,
in trasparenza, dall®esterno del fbr e quindi in modo now iveaisia illuminato da flash
di luce emessi dal dispositivo di misura Fibox e trasmessi in fibra ottica.

EOQ stato impiegato in un fbr un volume pari a 1,8 L dibidigtitiata e progressivamente
sono state aggiunte aliquote pari a 50 mL di microalghepdecadente coltura in quattro

distinte riprese fino a portare a volume di 2 L la coltufarn&0 stata quindi misurata
IOevoluzione dell®ossigeno prima e dopo ciascuna operazimeealiper determinare |

tempi di risposta del sensore alle modificazioni dellOambiente al dinprefiderne
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caratterizzato da estrema semplicit™ dOuso, versatilit® emalpédinisure: EO una sonda
radiometrica ad alta risoluzione in grado di rilevare la densitsselféhonicoPhoton
Flux Density (PPFD) che va ad impattare in un tempo e superficie unitari.

La radiazione misurata in questa gamma ¢ generalmente dedtosantetically Active
Radiation (PAR) « compresa nella regione dello spettro elgttebicea40F-00nm eviene

misurata inumol s' m?,

Unit™ di misura: 1 umol*sn?# 1 #E s m?# 6,022 ¥ 10fotoni s* m>

La sonda Licor di Figura 3 (Biggs et al., 1971) - statgatapielle misure del PAR di
ciascuna postazione dei fbr, nelle varie condizioni durase de Vfalidazione del banco
sperimentale, al fine di verificare il corretto funzionamentolateppade e valutare la
densit” del flusso fotonico realmente disponibile per le colture microalgali.

Figura 3: Il particolare del sensore Licor 190 SA atdelodger E250 A. A lato la curva di risposta del
sensore nella regione del PAR rispetto al Quantum diziiazde.

LOilluminazione artificiale, ottenuta con due tubi al neon di diaeis di colore, « stata
infatti IOunico parametro fisso e la scelta di tutti gli atrieparsperimentali legati alla

progettazione dei fbr doveva tenere conto della disponibd#inmaadi circa 60 umol s
2

Maximum deviation of 1% up to10,Q000l st m2. Stability: Typically < + 2% change over ayeae period.
Response Time: 18.
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Dalle misure PPFD mediate, eseguite sulla superficie dei 12ofta efip sorgente
luminosa (alla distanza di 20 cm), - stato rilevato un vaio@5p,9umol & m? e i
rispettivi valori di illuminanza e irradianza pari a 3169,4 lux e 1072,5.uW /cm

Sono state eseguite numerose prove sperimentali di impiegmsdes, senche in

immersione nei for (mediante un tubo di vetro ottico al quaraa@uesta soluzione « stata
poi subito scartata per la difficolt™ nellOesecuzione di uaachésaltre a risultare invasiva
(a causa dellOimmersione del sensore nei 12 fbr), nondeicibiler e affidabile a causa dei

fenomeni di sedimentazione delle colture.

La soluzione ottimale ¢ stata ottenuta con la costrudiianesostegno mobile scorrevole su
un binario di alluminio (vedi Figunaphrallelo ed equidistante ai fbr, che ha permesso di
rendere rapida e affidabile la misura su due punti univocartemmendg dei fbr, che non
sono stati mediati.

Dalla standardizzazione del protocollo di misura (tempo intereolaartisura sul punto
superiore e inferiore del fbr, effettuate a partire dareedi un ciclo di agitazione), sono
state collezionate le misure nel corso di entrambi gli espete@hBote, i cui risultasiono
descritti e commentati nperagrafal.5.4.

Figura4: Il particolare del sistema di ritenzione della sonda Lmoevste su binario che ha permesso di
effettuare rapidamente misure a due diverse altezze suErimoentale dei 9 fbr stimolati acusticamente e
sulla linea dei 3 fbr di controllo collocata sul |gposto.



3.3.3 Peso seoo

Il Peso secco della biomassa, nellOEsperimento Pilota ¢ statmalet essiccando in

triplicato 10 mL di campione overnight a 105 jC e pesato tramite bilanciaahérecis

Nelle due sperimentazioni del Doe, il peso secco ¢ stato deteassnatando in triplicato

25mL di campione overnight a 105 jC e pesato tramite bilancia di precisione.

| campioni in triplicato, sono stati filtrati con una pompai® \aufiltri del diametro di 47
mm. di porosit” pari a 0,45 um Mdl Membrane Filter Advanced dé&weices (P) Ltd. |
filtri, dopo essere stati essiccati in stufa a 105 jC neeurn@ora prima dellOutilizzo, sono
stati pesati prima e dopo aver filtrato la biomassa e medidognté2 ore per la
determinazione del peso secco. | filtri, contenenti la biomesssa $ono stati gestiti nelle
operazioni di essiccatura con IQausilio di piattini di alluminio (vad)Rigeventivamente
tenuti in stufa a 105 jC per oltre unOora e manipolati con IOuso di pinzette.

Figura5: Il particolare dei piattini di alluminio su cui sstai riposti i filtri contenenti la biomassa da
essiccare.

Come nel precedente paragrafo 3.3.1 anche per la detenmidal peso secco ¢ stata
eseguita una retta di calibrazione (vedi Figura 6) partbmdtedao campione di microalga
Scenedesmus oldidjuurs concentrazione iniziale pari a 15.XTa aliquota « stata diluita

con i rapporti di diluizione indicati in ascissa nel grafico alpeytdado ad 1 mL ciascun

campione di analisi in triplicato mediante 10aggiunta della relatieadirazqua ultrapura

milli-Q.






3.3.3.1 Anald incanmeradi Burke

Per le misure di conta cellulare effettuate con la camereedi@amera di Burker TIEFE
THOA 0,0025 mFortina W.G.C. Opticolor, « stata impiegata la seguatedpra: da
un campione di 10 mL, risospeso da una leggera agitaziortexab®o stati posti per
capillarit”™ 10 | di campione microalgale sulla camera superiord sulQuella inferiore s
sucessivamente effettuata la conta al microscopio cowteggi® le cellule contenute su
20 riquadri della camera di burker, 10 posizionati nella partersudella camera di Burker
e 10 di quella inferiore, scegliendo gli stessi in maniera randomica.

Per calcolare il numero di cell/ml  stata utilizzata la seguemi#at X mean * 25 * 10000

= cell/ml in cui OX meanO corrisponde alla media matematica di wtori2fitenuti; 25

« il fattore di diluizione relativo al terreno; 10000*5lifattore di diluizione della camera di
Burker. Il risultato ottenuto esprime il valore della conzientadel campione rapportato

al numero di cellule per millilitro.

Questo metodo, si « rivelato poco affidabile e fortemente dyendila manualit”™ e
interpretazione del dato da parte dellQoperatore a cauggredgagti aellulari che sono stati

rinvenuti nelle colture cellulari starter.

EO stato quindi studiato un protocollo per la risospensiaangéni di microalghe a
causa del numero elevato di campioni da esaminare (un prediegouino dei 12 fbr
esaminato in triplicato generava 36 distinte operazioni di conta cellulevecapa):

A partire dal campione microalgale appena prelevato daldbme sono state suddivise
tre diverse aliquote di campione e, su una di esse, a disiemp® 2, 4, 6 ore sono state
effettuate le conte cellulari con le modalit™ descritte con la camera di burker

Da ciascuna delle altre due aliquote di campione, allo scaderesitei megtealli, prima
di effettuare la conta cellulare in camera di burker, sta@@tto campionate sempre in
triplicato 3 distinte aliquote da 1 mL.

¥ Tre triplicati da 1 mL (9 provette eppendorf da 1 mL cidseoma stati sonicati
con il bagnetto ad ultrasuoBrrgnson 25)0a tre diversi programmi di durata a
partire da 30 secondi, 6 secondi e 1 secondo;
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Campione Area Diametro Area Diametro Area Diametro
proiettata sfera proiettata sfera proiettata sfera
ellisse!(m?) equivalente | ellisse, medi¢ equivalente | ellisse, medie equivalente
('m) assbDev. ('m) assi + Dev. ('m)
St. {m2) St. {m2)
1 11,1 3,7 5,9 2,7 18,0 4,8
2 11,3 3,8 6,7 2,9 17,0 4,6
3 12,8 4,0 7,0 3,0 20,2 5,0
Media 11,7 3,8 6,5 2,9 18,4 4,8
Tabella 2Valori della superficie proiettatallOellisse asse maggiore parallelo al pianote dlatizesfera
equivalente
Campione Area Diametro Area Diametro Area Diametro
proiettata sfera proiettata sfera proiettata sfera
cerchio (m2) equivalente cerchio, equivalente cerchio, equivalente
('m) media asse ('m) media asse (!m)
minoreb minore +
Dev. St. Dev. St.
(t m2) (t m2)
1 7,2 3,0 35 2,1 12,1 3,9
2 7,8 31 4,5 2,4 12,1 3,9
3 9,9 35 54 2,6 15,5 4,4
Media 8,3 3,2 4,5 7,1 13.2 4.1

Tabella 3Vvalori della superficie proiettatlOellisse (asse maggiore ortogonale al pianwdteodiella sfera
equivalente.

Tali esami hanno evidenziato una morfologia simile a quantaepnedetteratura, e le
dimensioni misurate sono in accordo con quelle rilevate ane i@es&roscopio ottico e
al granulometro laser (Vedi Figura 4 paragrafp 2.2.1

3.3.3.3 Analis oon lo Septer Caulter Countr déla Millipoe

Lo strumento contacellule automatico Scepter coulter rcalirfiggura 9, con le due
configurazioni di sensori con pista microfluidica monouso, aseifettuare in moro
rapido, preciso ed affidabile misure sulle concentrazioni delléghecreaeguirne quindi
fedelmente le cinetiche di crescita.

Nella sua configurazione, lo strumento restituisce in udgedri@mpo che va dai 30 ai 45
secondi il valore di cellule per mL impiegano una piccolissima fdizicer@pione
microalgale (circa 50 ul).
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Con lo studio del protocollo sperimentale di analisi ¢ stato indivigRrataScenedesmus
obliquuimpiego di una aliquota di campione pari a 100 ul e 900 dir lJa€inpiee la

specifica funzionalit™ dello strumento.

Riguardo alle misure ottenute con lo Scepter sono stabéecaslle rette di taratura in
modo da verificare IQerrore compiuto dallo strumento risgietittriametodi di conta,

utilizzando i protocolli sperimentali citati per la risospensionang@oni come indicato
nel paragrafo 3.3.3.1.

Figura 9: Il contacellule automatico Scepter della Miltippruna vista fronte e retro dei sensori monouso da
40 e 60 um.

EQ stata quindi eseguita una retta di calibrazione Figautarid dallo stesso campione di
microalgeScenedesmus oldiduua concentrazione iniziale pari a 18.XTale aliquota «
stata diluita con i rapporti di diluizione indicati in ascissa &l ghafato, portando ad 1
mL ciascun campione di analisi in triplicato mediante |Qaggiunttatiaarazione di
acqua ultrapura milli-Q.





















3.4 Leanalis fluorimérichee d microscpia aticaedeletimica

Lo studio sugli effetti prodotti dalle stimolazioni acustiche slillee cmicroalgali di
Scenedesmus obfigtats coadiuvato dall®impiego di tecniche fluorimetriche eaih $e-q
cercato di ottenere importanti informazioni sulle modificazioni afdb griochimico

cellulare di tipo dinamico e di composizione.

Al fine di rendere pie agevole e comprensibili le metodologie di mmailegate, si
riassumono brevemente nei sotto paragrafi qui di seguitatirifeo funzionalit™ delle
strumentazioni di analisi impiegate e i protocolli di misura chetasbrredisposti per

guesto specifico lavoro di analisi sulle stimolazioni acustiche.

LOimpiego del fluorimetro portatile AquaPen ha permesso dreotigiormazioni
sullQefficienza quantica dei fotosistemi e sulla fluoresceolaafifiéaper valutare lo stato
fisiologico delle colture sotto IQazione dello stress indottondallacostiche a diversa

frequenza e intensit” di stimolazioni acustiche.

Per la preparazione dei diversi campioni da esaminare ¢ stajatampiecentrifuga
Universal 32 Hettich Lentrifugen.

34.1 Lo Sp#rdluaimgro

LOassorbimento di un fotone da parte di una molecola dtowasterimento di un
elettrone ad un livello energetico superiore, che tendera pibornare allo stato
fondamentale riemettendo il fotone assorbito. Il fluorimetro eleviaura |IOemissione di

fluorescenza, che « unOemissione che avviene in una scala di tempi@Re i&fda

Un fluorimetro « costituito da una sorgente continua (langtiaddenon che emette tra i
200 e i 900 nm) il quale emette una radiazione che, dopattewersato un
monocromatore, viene inviata sul campione. La radiaziona ealesampione viene
raccolta ad un angolo di 90; (modalit™ Right Angle) o di 22,5t face) ed inviata ad un
secondo monocromatore (monocromatore di emissione) che la trasiwelitoad r
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EO possibile raccogliere spettri sia di emissione e sia di eccitazione.

In questo lavoro di tesi « stato utilizzato uno Spettroflumor8& EX-Fluorolog-2 modello
F112A1 connesso a un elaboratore, che attraverstaidreoODatamaxO « in grado di
visualizzare ed analizzare gli spettri di fluorescenza (vedi Figura 18).

Figura 18: Composizione strutturale di uno Spettrofluorimetro

Le misure sono state ottenute ponendo il campione in umetteoda 4 mL e lo
spettrofluorimetro « stato settato con una frequengecdazione pari a 600 nm; spettro di
acquisizione da 620 nm a 750 nm; assorbanza a 680 nirdi &geftazione: emissione a
685 nm; spettro acquisito da 380 nm a 650 nm.

Gli spettri ottenuti sono stati normalizzati per il numero di celiideuto tramite leonta
cellulare con lo Scepter e sono stati confrontati someimi per notare gli eventuali shift
nelle lunghezze dOonda e le differenze nelle intensit. stit@,normalizzata la banda a
685 nm, portandola a intensit” pari ad 1 al fine di otterferenazioni riguardo la
variazione di intensit” delle bande a 645 nm.

| risultati ottenuti sono riepilogati nel paragrafo 5.3 e seguenti.









per la regione spettrale del medio infrarosso « in KBr. $esenp, inoltre, due detector:
un rivelatore di tipo DTGS supportato su germanio per il MIRrvalatore DTGS su
polietilene per il FIR. La strumentazione ¢ interfacciata R@ tamite il software OPUS
6.5 Bruker Optik che consente |Qimpostazione dei paramiuraie la visualizzazione,
registrazione e manipolazione degli spettri.

Spettroscopia infrarossa ATR (riflettanza totale attenuata)

Quando un fascio di luce si propaga da un mezzo otticametdaguead uno otticamente
meno denso esiste un angolo di incidenza, detto angolostiterafo il quale si verifica il
fenomeno della riflessione totale interna. In questo chs®wzze con indice di rifrazione
minore si crea una regione in cui ¢ presente unOondanaigtética, detta onda
evanescente, che penetra nel mezzo per una frazionsuaellmghezza dOonda. Per
aumentare la sensibilit” di tale tecnica si utilizzano dispositperafettono riflessioni
interne multiple. 1l fenomeno della riflessione totale interneemamente sensibile alle
variazioni dellOindice di rifrazione complesso dei materiali, eacpigstistica « sfruttata
per misurare IOassorbimento mediante IQattenuazione defie titassimterna (ATR)
dovuta allQinterazione del campo elettromagnetico con il meténidiee adi rifrazione
minore. |l fatto che la lunghezza di penetrazione dellOordaentarsia una frazione della
lunghezza dOonda conferisce a questa tecnica una spasibdd” per 10analisi della
superficie del campie.

Figura2l |l particolare del detector su cui va posizionato il caengiéoanalizzare che viene analizzato con la
tecnica ATR a riflessione totale interna per mezzo di onde evanescenti.

La tecnica ATR di Figura 21 si basa sulla misura dei camluensingerificano nel raggio

infrarosso, riflesso internamente e totalmente quando entratio comd campione.
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Un raggio infrarosso viene diretto in un cristallo otticardens® e con un alto indice di
rifrazione, ad un certo angolo. Il raggio viene riflessmlpg attraverso la superficie in
contatto con il campione. Questa riflessione interna €eadmevanescente che si estende
attraverso la superficie del cristallo, raggiungendo il camppstaein contatto con il
cristallo stesso. Di conseguenza, ¢ opportuno che gilsi@m contatto tra il campione e la
superficie del cristallo. Nelle regioni dello spettro infrarosso ihcampione assorbe
energia IOonda evanescente risulter” attenuata olal@ygta infrarosso viene raccolto dal
detector dalla parte opposta del cristallo, con la conseguentégerdiraao spettro IR.

Analisi vibrazionale e assegnazione delle bande

Frequenza (fm Assgnazoni bande

2918 Stretching antisimmetrico CfHpidi, carboidrati)
2850 Stretching simmetrico GHipidi, carboidrati)
1735 Stretching Ckl(cellulosa, acidi grassi)
1650 Stretching C=0 (amide 1)
1545 Bending N-H e Stretching C-N (amide 1)
1450 Bending CHe CH, (proteine)
1250 Stretching >P=0 (acidi nucleici)
1150 C-0O-C (Carboidrati)
1078 C-0O-C (Carboidrati)

Stretching >P=0 (acidi nucleici)
1020 C-0O-C (Carboidrati)

Tabella 4 assegnazione delle bandeasBorbimento negli spettri IR delle celtlil&&cenedesmus obliquus
(Giordano et al., 2001; Duygu et al., 2012; Kim et al., 2009)



Preparazione e procedura di analisi dei campioni di microalghe

Sono state depositate le alghe su celle IR e lasciate dasiackrenotte. Sono state
utilizzate celle KRS5 ed « stato inserito nel supporto soltrinoveon il campione
essiccato, senza formare il sandwigeguita poi la preparazione dei campioni freschi da
analizzare con ATR (100 microlitri): prelievo, vortex e sonicazione.

EO stata deposta una goccia di campione microalgale sulAdigstéBezn). LOacqua ¢
evaporata dopo unQOora. | campioni sono stati centiifeigatiere una maggiore quantit®
di cellule sul cristallo ATR. Centrifugazione: 5 ml a 40006grpeuti circa. Sono poi
state effettate le misure preliminari al tempo ,zdopo 10 minuti cirgasu campione
seccato (con aiuto del phanylopo 30 minuti da quando il campione e« stato steso sul
cristallo ATR.

Sono state poi seguite le procedure per il protocollo didagtaggampioni dscenedesmus
obliquus

Una aliquota del medesimo campione, precedentemente anadiztateotto campionata

in ulteriori in quattro campioni, ciascuno dei quali  stdtpgsto ai seguenti passaggi di
laboratorio:

Un lavaggio + centrifuga
Due lavaggi (due centrifughe)
Tre lavaggi (tre centrifughe)

P wDnPE

Controllo (solo pellet senza risospensione)

| lavaggi delle alghe sono stati effettuati con acqua bidishilatastate prelevate 20 ml di
sospensione microalgale, centrifugati a 4000 g per 5 mMinat@;C (suddivisi in due
provette da 10 ml) Successivamente, i 20 ml sono staititiasémOunica provetta, e
vortexati per risospendere il pellet ottenuto nella centrifugazione.

Sono stateprelevati per ciascuna delle prove da effettuare aligqud@epud mentre il
campione di controllo non ¢ stato sottoposto a lavaggi.

Gli altri tre campioni sono stati preparati per la centrifugazione roalt(rifiiga: sono stati
trasferiti in cuvette e portati a volume di 4,5 ml, con Kmgtjilacqua bidistillata, e
centrifugati per 8 minuti a 16000 rpm a T = 20;C. LOoperalt lavaggio con IOacqua
bidistillata e la successiva centrifugazione ¢ stata &effettuglessivamentaavolta per il
campione 1, due volte per il campionet @olte per il campione 3. Le cellule dei 4
campioni (vedi Figura 22) sono state analizzate con la tgostitoscopica ATRep

determinare dal confronto degli spettri se la presenzaeted thircoltura pu” influenzare
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IOanalisi infrarossa, ed eventualmente il numero di lavaggiingegssimuoverlo in
maniera efficace. Il pellet di ciascun campione ¢ stato mratatibe stesura) sul cristallo
di Seleniuro di Zinco (ZnSe) ed + stato lasciato a disidrataregdanche si potesse
osservare il segnale non disturbato da quello dellOacqua.

Figura27 Esito delle misure sui campioni di microadgtaizzate con la tecnica spettroscopidad Dal
confronto « stato possibile determinare il protocollo di prépaeadei campioni daalizzare con la tecnica
infrarossa e IOimpatto provocato dalla maggiore e minoreapdésali e composti residui presenti nel terreno
di coltura.

| parametri di acquisizione nelle 4 misure « stato il seguenitezidtis: 2 crh; Tempo di
scansione del campione (sample scan tim&ad@round: 3®Gave data from 5000 tm
to 600 crit Sono state eseguite misurazioni di spettri del campione amtoraoidruna
serie di scansioni: 10 x 120 secondi (10 spettri, 1 ogni 120 second@ri@rima s

€ stato osservato checémpione lera disidratato a sufficienza, e si ¢ proceduto con una
serie di scansioni: 50 x 300 secondi. Il campione « stato lageraight e dopo « stato
registrato IOultimo spettro) (Seconda serie) Tra la priseaantia serie sono trascorsi 10
minuti.

EOQ stato osservato cheaihpione 2si  disidratato in tempi molto pie lunghi rispetto al
campione 1. Inoltre, non si sono verificate significativeed#éetra gli spettri registrati
durante la di disidratazione e quelli del campione secco. Herganpaone 3, il controllo e

il campione del terreno di coltura sono stati analizzati in condizione di disielratazion



In merito quindi atampione 3+ stato misurato lo spettro a disidratazione completata,
avvenuta circa dopo 50 minuti dal caricamento del campiomo énsturato un altro
spettro dopo 80 minuti dall®ultima misurazione.

In merito quindi atampione 4+ stato misurato lo spettro a disidratazione completata,
avvenuta circa 50 minuti dopo il caricamento del campiondo éngarato un altro
spettro, dopo aver lasciato il campione overnight.

Con le procedure sperimentali eseguite, si ¢ giunti allaiooecbl® non sono consigliati 3
lavaggi per le cellule microalgali per evitare che le stease pasineggiarsi a causa della
forza esercitata dalla centrifuga e che 2 lavaggi, dalldegiatipettri ottenuti hanno dato
le migliori informazioni con una chiara indicazione delle bande ndratetie molecole
osservate.

Con guesto protocollo sperimentale, sono state eHdiuanalisi sui campioni microalgali
ne diversi giorni di avanzamento, riportando gli esiti delle misumgteottel capitolo 5
Risultati e discussione al paragsafo

3.4.4 Leanaid di Micosopa otiica a fluorecenza

Con la Microscopia ottica a fluorescenza, grazie alletprdplie molecole di clorofilla
assorbire la luce a particolari lunghezze dOonda e, sunerdssidi emettere luce dopo un
breve intervallo di tempo, si ¢ cercato di impiegare il bagloresclente per acquisire
informazioni sullOeventuale cambiamento della morfologia cellulammicdedghe
stimolate acusticamente e sulla presenza o meno di aggllegatiqnote di campioni
opportunamente selezionati tra i diversi tempi di avanzamento

Il fenomeno della fluorescenza consente di osservare lecoallutea buona risoluzione
spaziale quasi come se si osservasse unOimmagine tridimensionale.

Inoltre tale tecnica di analisi si  rivelata di semplice impiegoheision necessita della
preparazione del campione come invece ¢ stato fatto @sarglidi microscopia ottica ed
elettronica.

| campioni di microalghe ottenuti nelle repliche sperimentali deloDoestati osservati
con il microscopio a fluorescenza Zeiss Axioplan con obeettiO6 ingrandimenti, (vedi

paragrafo 4.7Muminando il campione con una lampada a vapori di mercurio delta poten
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3.4.5 Leanaid al Miaasopio eletinico TEM

| campioni diScenedesmus oldopmistati infine caratterizzati morfologicamente mediante
microscopia elettronica a trasmissione (transmission electomtopy, TEM) usando un
microscopio Philips EM 400T (Eindhoven,)NL

Le aliquote dei campioni da destinare agli esami di microscoped ctetironica sono
state trattate come di seguito indicato, su indicazioni fornite nelljorétlgzoes.

Per gli esami di Microscopia ottica, i campioni sono stati conservati initter@dda in
tampone fosfato (PB) 0,2 M pH 7,2* solo dopo aver eliminetreno di coltura. Partendo
quindi da un campione di 2 mL, ¢ stato centrifugato a 380@erpl5 minuti ed eliminare il
surnatante, ottenendo solo il pellet. In seguito si « aggmtguantit™ di formaldeide tale
da ricoprire perfettamente il pellet e garantire la penetrazionetigel fissa

Per la microscopia elettronica i campioni sono stati conseghataraldeide 2,5 in PB 0,2
M pH 7,2. Anche in questo caso ¢ stato eliminato il anteaton la medesima procedura
indicata per la preparazione dei campioni destinati agli esami di microscopia ottica.

* |l tampone fosfato PB 0,2 M pH 7,2 « stato preparatodue distinte soluzioni: la
soluzione A preparata con una soluzione 0,2 M di soditofogdfasico con 28,39 g di
Na2HPO4 (sol A), portando a 1000 mL con acqua distillatduzéone B ottenuta dalla
preparazione di una soluzione 0,2 M di sodio fosfato moonot@si27,6 g di NaRO4 *
H20 (sol B), portando a 1000 mL con acqua distillata. @&tingusndi prelevati 36 mL
della soluzione A e mescolati a 14 mL della soluzione B. SausStatenuti 50 mL di
PB 0,2 M pH 7,2.

35 1l ssema dOluninaionearifidaleeil fobpeodoeleanais di
temogréia

Una ricerca approfondita ha permesso di individuare le istickieedi irradianza delle
sorgenti luminose pie idonee alla crescita 8elaedesmus obliqusgtidio ha riguardato
anche sistemi pie efficienti per illuminare artificialmente i fodaktiari, ma si « ritenuta
valida la soluzione di impiegare IQilluminazione con tubi al neon con diverso grado di colo
La luce, in questa attivit™ di ricerca, * stata IQunicoepardisso, per cui sono state
effettuate numerose prove sulle caratteristiche di emitdlarradiazione luminosa sempre
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compresa nel range del PAR (Photosinthetic Active Radiatifi) da/00 nm, al fine di
trovare tubi al neon la cui emissione fosse la pie intensa possibile iraggesto
La banda spettrale delle lunghezze dOonda pie efficientitfpet Iéotosintetiche « stata
ottenuta mediante IOimpiego di due tubi al neon con diverso grado di colore:
¥ Mazda TF Presti3ux /Serie 80 BRL 18 watt di potenza elflmssoso pari a 1350
lumen (vedi Figura 24);
¥ Sylvania Gro Lux F18 T818 watt di potenza e flusso luminoso 8500 jKelvin (vedi
Figura 25
su una plafoniera  General Electric N-Pack NPP218L dispediaalmente e

essenzialmente alla distanza di 20 cm del relativo fbr.

Figura 24Spettro demissione del tubo al nediazda TF PrestiRux /Serie 80 BRL 18

Figura 25Spettro di emissione del tubo al n@giwania Gro Lux F18 T8

! 10(


















Distribuzione della temperatura nellOintorno delle lampade al neam. cblori
dellOimmagine di termografia indicano la distribuzione delle tempecatisieetince che
man mano che ci si allontana dalla superficie delle lampade lautemgenauisce
rapdamente fino a raggiungere quella ambiente . Il profilo debdisdpato « visibilmente
confinato sulla sorgente di emissione come illustrato sulla legendafienmofgara 27.

3.6 Il sistemd agitaziore é&le cdlre comstira e mla d@ria
miaofiltrata.

Sono state esaminate diverse tecniche per I0agitaziame Imicodialgali nei tubi for di
vetro, avendo escluso sin dal principio la possibilit”™ di impleganeprette magnetiche,
per eliminare anche questa eventuale perturbazione (negmgiici, il rumore dovuto alla
rotazione e strisciamento sul vetro e non ultimo le forze di taglio

Dalle evidenze sperimentali di queste prime analisi di impiego di elioneotanicad
immersione, anche in questo secondo setup sperimentalescedioe di impiegare
IOinsufflazione di aria filtrata a 0,22 micron prodotta comodgiie dOaquario con numero
di bolle controllate che avesse consentito di far risosplantieraassa che gravitalmente si
deposita sul fondo. EO stato costruito per ciascurOtstima in vetro, munita allOestremit”
di un piattello di vetro, che « rimasta per IQintero ciclo spelénatiOinterno di ciascun fbr.
Le stesse sono state azionate al momento di ciascunaenpili@vo biologico, quindi
ogni 48 ore, mediante 5 azioni agitazione manuale delle oaltseenplici movimenti di
salita e discesa, con IQimpiego di guanti in lattice per limitare le contaminazioni.

In proposito, per misurare |Qimpatto acustico prodotto dati@emissascuna bolla e dal
suo fluire nella coltura, sono state effettuate delle mhidaicacustica come descritto nei
paragrafi 4.2.5 e 4.4.

Da questa procedura impiegata, ¢ stato fatto tesorarexddopo un approfondito studio
sullDargomento, « stato messo a punto un sistema mistizzatotoche consentisse di
mantenere il sistema di agitazione con moto alternativo lonigifiedimenando del tutto le
bolle dQaria.
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3.7 Raalizzazonedé¢ sstema di riproduzione i se@h e d covesime
anabgoo-digtale

Per la realizzazione del sistema di riproduzione dei segnaliac@ti Separati, * stata
trovata sul mercato una valida soluzione di una scheda audica@tteristiche di avere
un bassealore di latenza e la caratteristica di poter g8stijed{versi canali audio separati
(in mono) sui quale poter riprodurre distinte tracce audidivaasi programmi di lavoro.
La scheda audio, dotata di ingressi amplificati alimentati a 48i3p@stivi microfonici
offriva quindi la possibilit™ di effettuare anche le registrazidio su uno o pie canali
separati.

3.7.1 SofwareNueadob scld audio Presnus e Amplificaari a canale
seprato

Con il Software Nuendo 4 di FigurasPdo statipreparati i programmi di stimolazione
acustica meglio descritti nella Sezione Risultati e Discussioneequenzé di
campionamento impiegata 44.100 campioni al secondo D 16atat rtestuta idonea
considerata che la massima frequenza di lavoro testatgna@nipr di stimolazione « pari
a 10 kHz. Le caratteristiche della scheda Audio Presean&uio Project (vedi Figura
30, con un ridottissimo tempo di latenza ha garantito la miseeldeicsegnali e la loro
rimodulazione su 9 canali separati senza produrre alcunitfafelienza. Dalle uscite
separate della scheda audio, il segnale elettrico ¢ stato atonpdicinviato al
corrispondente attuatore acustico, per consentire diuigganei 9 fbr le tracce audio del
relativo programma di stimolazione acustica.

Nella conversione analogica D digitale, IOelaborazione utiliizajesfiene dei segnali a
canali separati non consentiva di determinare univocameniereil draintensit™ di
riproduzione del segnale acustico, poi riprodotto nei fbamaoguei successivi passaggi tra
amplificatore e attuatore acustico, ciascun dispositivoddaspon un suo determinato

livello di efficienza, che non « possibile gestire












La sorgente ed il rivelatore si trovano alle due estremiterdefsp ottico mentre |l
campione pu” seguire o precedere il monocromatore. Nel psmeaapito dalle singole
lunghezze dOonda selezionate dal selettore, nel secdnseceas@ne colpito da tutte le
lunghezze dOonda contemporaneamente. Al fine di miglioracisienpre |Qaccuratezza
delle misure si utilizzano almeno due sorgenti di radiazione, dueomaiwoc e due

detector.

Le principali caratteristiche dello spettrofotometro utilizzato sesuntein tabella 7.

Intervallo spettrale 2402600nm
Sistema Ottico Schema a doppio raggio nel tempo
Risoluzione <0.1 nm

UVVIS: £0.2

Accuratezza lunghezza dOon
NIR: £0.8 nm

5 UV/VIS: inferiore a £0.08 nm
Ripetibilit™ lunghezza dOonda
NIR: inferiore £0.32 nm

Lampada a Deuterio (240-310 nm)
Sorgenti di radiazione
Lampada a Tungsteno (310-2600 nm)

Sfera integratrice con:

Tubo fotomoltiplicatore (240-870 nm)

Detector .
Fotodiodo allOarseniuro di Gallio ed Indio (870-16¥
Fotodiodo al solfuro di Piombo (1650-2600 nm)
Monocromatori 2 (ognuno dei quali con 2 reticoli di diffrazione)

Tabella 7Principali caratteristiche dello spettrofotometro Shimadd&s=3700

LOuso di una lampada a Deuterio rende possibile IOemissioadialiiana significativa e
stabile nel campo dellOUV, mentre quella a Tungsteno copdd iadeguato tutte le
restanti regioni dello spettro luminoso. LOalta sensibilit” rdetiensd « garantita da un
sistema che integra 3 detectortubo fotomoltiplicaterdOultravioletto ed il visibile, un
fotodiodo allQarseniuro di Galliopedlangditma porzione dellQinfrarosso efbtodiodo al
Solfuro di Piombo per la seconda porzione dellQinfrarossomeétpadirettamente
misurabili con tale strumento sono i seguenti:
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¥ coefficiente di trasmissione diretta assoluta (si considei@es@mia che esce dal

campione in esame in modo perpendicolare alla sua superficie);

¥ coefficiente di trasmissione diffusa assoluta (si considdfaesemia che esce dal
campione con un angolo rispetto alla normale della sua superficie supgriore

coefficiente di trasmissione totale assoluta;
coefficiente di riflessione speculare relativa ad uno specchio;argenteo
¥ coefficiente di riflessione diffusa e totale relativa ad un san(mancoO di
riferimento;
¥ assorbanza.
Come ObiancoO di riferimento il laboratorio di Fisica Tecnidspasizione due diversi
campioni:
¥ Piastra con applicazione in superficie di Solfato di Bario;

¥ Piastra con applicazione in superficie di Spectralon.

Di entrambi i riferimenti sono disponibili i coefficienti di riflessigwutes pertanto ¢
possibile ricavare una stima del coefficiente di riflessionarspelifiusa e totale assoluto
dei campioni in esame.
Lo spettrofotometro rende possibile la determinazione di algliimdiei sintetici riportati
nella UNI EN 410:2011 ovvero:

¥ fattore di trasmissione luminosa,
fattore di riflessione luminosa;
fattore di trasmissione diretta dell®energia solare,
fattore di riflessione solare diretta;

fattore di riflessione UV;

K K K K K

Resa del colore.

Le prove fotometriche sulla trasmissione della luce nel prdidtp sono state circoscritte
allOintervallo da 400 a 700 nm della radiazione luminosa faiosémigtiattiva, al fine di
verificare |Qefficienza nella trasmissione della luce termtdet@atssorbimento da parte
delle due superfici laterali attraversate e soprattutiedsiaife che si supponeva essere

inferiore per il minore raggio di curvatura.
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| valori cercati in questo esperimento erano quelli relathgoalii@ento della radiazione

luminosa nella regione del PAR e della riflessione ipotizzata detlausurvatura della

superfice laterale esposta alla luce artificiale (vedi Tabella 8)

Il valore della trasmissione diretta al singolo strato di veedi(se laterale del fbr) « stato

ottenuto rapportando il valore percentuale della trasmisigietia rilevata su ciascuna
superficie laterale del fbr di vetro per la frazione peatsenmapportata allOunit™ della
riflessione speculare assoluta. Dal valore ottenuto ¢ staia lestaglice quadrata.

Si riportano qui di seguito i valori ottenuti dalla prova sul fbr.

Analisi allo spettofotometro della superficie del fbr di ve|
nell'intervallo del PAR 400-700 nm
Lunghezzg Misur_e Riflessiong Misur_a di Tra_smissio Tra_tsmission Assorbiment
d'onda s_pegchlo d "assoluta'| riflessiong e dlrett‘a dg dlrletta del Vetro
(nm) |riferimentq  dello specularg campione| singolo

400 75,( 70,4 4,2 80,5 89,6 6,
410 74,8 70,6 4,2 80,5 89,1 6,
420 74,5 70,6 4,2 80,6 89,1 6,
430 74,1 70,b 4,2 80,1 89,9 6,
440 73,4 70,p 4,2 80,9 89,9 6,
450 72,8 70,0 4,2 81,( 89,9 5,
460 72,6 69,9 4.4 81,3 90,1 5,
470 72,( 69,4 4,2 81,4 90,1 5,
480 71, 68,6 3.9 81,6 90,4 5,
490 70,( 67,1 4.0 81,9 90,4 5,
500 69,9 67,7 4,1 82,( 90,5 5,
510 69,5 67,b 4,1 82,1 90,5 5,
52( 69,3 67,8 4,1 82,7 90,6 5,
530 69,( 67,11 4,2 82,3 90,6 5,
540 68,6 66,9 4,2 82,4 90,71 5,
55( 68,7 66,b 4.1 82,5 90,9 5,
560 68,( 66,4 4,1 82,6 90,9 5,
570 68,9 67,2 4,3 82,6 90,9 5,
58( 67,4 65,9 4.1 82,1 90,9 5,
590 67,1 65,6 4,1 82,1 90,9 5,
600 67, 65,7 4,1 82,1 90,9 5,
61(Q 66,9 65,4 4.1 82, 90,9 5,
620 66,5 65,p 4,1 82,4 91,( 4,
630 66,3 65,0 4,1 82,9 90,9 4,
64(Q 66, 64,7 4.1 82,9 91,( 4,
650 65,9 64,6 4,1 82,9 90,9 5,
660 65,1 64,6 4,2 82,9 90,9 4,
67(Q 64,6 63,b 3,8 82,9 91,( 5,
680 64,5 63,4 4.0 82,4 91,( 5,
690 64,5 63,4 4,0 82,9 90,9 5,
70(Q 64,4 63,8 4.0 82,9 90,9 5,

Tabella8: Misura della trasmissione, assorbimento e rifiesiita luce sulle superfici laterali del protdiipo
fbr a sezione ovale nellQintervallo delle lungifdazeéa fotosinteticamente attive PAR da 400ren?
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Questa particolare conformazione del tubo ovale di fbr abaglanale minore pari al
raggio del tubo cilindrico, incrementa del 12 % circa la supdatécide esposta alla
radiazione luminosa che tra IQaltro presenta un leggedh quadiiura, riduce la quantit®
di radiazione luminosa riflessa. La sezione del tubo ovale nlisu@8l#m (sp. 3 mm),
guello cilindrico ha invece il diametro pari a 140 mm (sp. 3 mm).

EO stata osservata una certa linearit” nella rispastgadkelle lunghezze dOonda osservate,
con una riflessione della luce compresa in valore perceatil@g e il 4,2 % e un ridotto
valore di assorbimento. Entrambi queste caratteristichm pammesso in seguito di
studiare e testare un metodo rapido di misura del valore dirassadn cui monitorare la
crescita delle colture.

Le buone caratteristiche spettrali hanno permesso cdf€ttdare misure di irradianza
direttamente sulla parete laterale del fbr diametralmente @poktate luminosa e di
valutare le caratteristiche spettrali della luce uscente dal fbr, ricoaakioni attribuibik
fenomeni di scattering e di ombreggiamento cellulare frappasthaho ottico della luce,
chealtrimenti non sarebbero state rilevate o sarebbero risidtate.al

3.8.2 Leanaid Lase Doppler Vibromeéer LDV

LODV « un trasduttore ottico usato per determinare la Veldcivibrazione e lo
spostamento in un punto fissato. La tecnologia « magkdeffetto doppler misurando lo
spostamento di frequenza di una luce riflessa dalla superficie in movimento.

Effetto Doppler

Se I0onda ¢ riflessa da un oggetto in movimento e rilevasistemandi misura (LDV), la
misura dello spostamento in frequenza dellOonda pu” essere descrittoutialla fo

fD=2v/!

Il vibrometro laser doppler (LDV) utilizzato di Figura 34 prodidtia POLYTEC e
composto dallOottica OFV-505 accoppiata al controller OF\gG@6to sistema « della
famiglia di vibrometri single point senza contatto e permette djumisurare frequenze
velocit™ e spostamenti in un punto. La lunghezza dOonda « di 633 nm.
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| test sono stati esequiti variando le condizioni operativeraedlain particolare sono state
scelte 6 situazioni differenti per caratterizzare in maniera pie cowgséidepil test:

Tubo vuoto

Tubo pieno dOacqua fino ad unQaltezza di 630 mm
Tubo pieno con aggiunta di 100 mL di acqua

Tubo pieno con aggiunta di 200 mL di acqua

Tubo pieno con aggiunta di 100 mL di alghe

Tubo pieno con aggiunta di 200 mL di alghe

K K K K K

3.8.3 La oostruzione ddle bas di appoggo per i for e smnazameto ddle
vilrazion

Le basi di appoggio per i 12 for (Vedi paragrafo 4dhd)state realizzate sulla scorta delle
indicazioni ricevute al momento dellOeffettuazione delle analisl ftip\é sullOattuatore
acustico. LOesigenza primaria « stata quella di isolaseresustie vibrazioni prodotte in
ciascun fbr durante i programmi di stimolazione al fine di noe oreaferenze che
avessero potuto invalidare i nostri test sperimentali.

Come regola generale per il dimensionamento, ¢ stato scedtppion materiale (marmo
/legno) in modo tale da fornire una buona massa inerzialercparantire IOisolamento
doveva essere di peso almeno cinque volte superiore allmenaatieén movimento che
nel nostro caso erano pari al peso del for e dei 4 litridaaolicroalgale, oltre al peso
dellQattuatore acustico.
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Capitold

Riaultati eDiscusione

Le attivit” sperimentali di questo progetto di ricerca, sateoasticolate iquattrodistinte
sessioni suddivise in paragrafi.

Nella prima sessione vengono descritte analiticamente ledagtuillio sulle geometrie di
for da impiegarper la realizzazione del banco sperimentale seriale con 1Zifitati
ottenuti con |IOesperimento pilota.

Nella seconda sessione, sono illustrate le problematichatecueite attivit™ sperimentali
e le soluzioni tecniche adottate, risultate poi innovatiy®glevato grado di originalit®
introdotto. In particolare, (nella terza sessione) eistpgnerizzato un nuovo dispositivo
di agitazione per le colture cellulari e sono stati introdaidimegtidi e non invasivi per il
monitoraggio e lo studio delle cinetiche di crescita basato silazidise dimensionale
nel tempo delle cellule e degli aggregati.

Sono state poi introdotte due nuove metodiche per il monitodgl; crescita delle
colture microalgali di tipo ottico e acustico, riuscendo castragte un sistema di misura
rapido, automatizzabile e riproducibile con cui poter gestisppenmentazione sincrona
con 12 fbr.

Nellaquartae ultima sessione, con IQausilio di un disegno fattorialegtecrandotte due
distinte sperimentazioni allo scopo di individuare i parametri quusftcienti per la
crescita delle microalghe.



Prima Ssone

4.1 Studp eproesui materiali dacodruzonepe lareaalizzazonedi un
bano speimentale pe lo sudb déla aesata microalgale in funzione
dele stimdazoni aaidiche

Il primo problema affrontato nella realizzazione del banco spgatimestato la scelta del
materiale pie idonedP{/C D vetro) per la costruzione del fotobioreattore chiehasto
uno studio approfondito del comportamento dei diversi materialiibiispofunzione del
trasferimento del suono e della luce artificiale al mezzo di coltura.

In seguito sono state eseguite prove preliminari allo scapstade e ottimizzare la
trasmissione del suono nel mezzo di coltura mediata dalle vibrdiropiar del
fotobioreattore. In questa fase si ¢ rivelato importdint@zzare la geometria del fbr anche
in funzione della trasmissione delle onde sonore e delle radiaziomagleetiche
prodotte dalle fonti artificiali.

Una volta definita in maniera preliminare la geometria e i maiefoatibdareattore ed il
trasduttore acustico da impiegare, era necessario rivetutara il comportamento dei
materiali vetro e PVC con le diverse sezioni ellittica e cipalageianto concerne |l
trasferimento al mezzo acqua dellOenergia acustica vibrazionaleartdstiuttore.

Lo scopo di questo lavoro ¢ stato quello di prevedere gili ef i| comportamento
vibrazionale di un fluido allOinterno dei tubi di vetro e pvc chiusi alla base.

EO stato cos* messo a punto un set-up di misura e di amtisiatteaverso cui fosse
possibile compiere diverse tipologie di prove in varie situazmeitei®e a confronto per
comprendere a fondo il problema. Il punto focale del problerda nsit&a previsione delle
frequenze di vibrazione trasmissibili in maniera ottimale al fluilte tesccitazione
strutturale dei tubi, poichZ tramite vibrazioni * possibilaemteun incremento nelle
funzioni biologiche delle alghe e da tale previsione sar” padaliliee il campo di
funzionamento. LOelaborazione dei dati e IQanalisi modale @ giecaradterizzare al
meglio il comportamento del modello agevolando il confronto fréeelprewe e mettendo
in risalto gli aspetti rilevanti che in questo modo possoer® dasilmente estesi al

funzionamento in campo industriale.
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4.1.1 Analid dd fbr com la tecitaLaserDopplerVibromete(LDV)

Da questa sperimentazione * emerso che il tubo fbr cispdsto meglio alla trasmissione
delle onde sonore » stato quello a sezione ellittica rispei#dacilindrico dove, invece,
sono stati osservati fenomeni di moti radiali che nella trasmisiienende sonore
provocaano la dispersione dellOenergia acustica rendendo irriprodireiilerize sonore
impiegate.

Viceversa la geometria del tubo a sezione ellittica si « ottetedée per la riproducibilit”
delle onde acustiche in acqua. Questa particolare confoenpazg®mta sulle estremit™ del
diametro maggiore dellOellisse un accentuato ispessimento teethmatgrieonferisce una
rigidit” tale da consentire il trasferimento della vibrazione atdle lpterali lungo la
direttrice dellOasse minore.

Questa particolare conformazione geometrica, (vedi Figoodirgé) massimizza anche la
trasmissione delle radiazioni luminose allQinterno della coltura ImicZdatgdovuto a
due importanti effetti: la riflessione della luce a causa metraggvatura della superficie
laterale del tubo esposta alla fonte luminosa (minore ¢ ildiaggieatura del tubo, minore
* la riflessione della luce), e il diverso grado di penetrazionedialtéone luminosa
allOinterno della coltura microalgale a causa dei fenomenfidp seattabreggiamento
cellulare che si manifestano nel corso della crescita con IOaumento diélcelloiero

4.1.1.1Analis de risqultati- Comportanmtede tubofbr vintoe piero

Dalla procedura descritta precedentemente abbiamo ricavataidaef di risposta in
frequenza complessiva (cios calcolata sommando il contriladiteo ra tutti i punti di
misurazione) della struttura priva dOacqua.
Il grafico presenta in ascissa le frequenze operativéemirstita, mentre in ordinata estata
utilizzata una scala logaritmica per poter visualizzare meglahiidp risonanza e
antirisonanza, in quanto andiamo a comprimere la scala; la fitrnzata e ripetuta anche
per gli grafici relativi allO FRFOs dellOLDV - la seguente:

¥ 10 logy(a/arif)
dove per a prendiamo I0ampiezza della FRF e per arif il v&lddevidmente [Ounit™ di
misura dellOampiezza « quella FRF, ossia (m/s)/N (uscita/ingresso).
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In seguito sono mostrati i confronti effettuati per alcudi naratteristici, affiancando le
immagini del tubo pieno, del tubo vuoto e della porzione del gigfecd-RF relativo a
guel range di frequenza. Per rappresentare al meglio itaorapt simili della struttura si

« scelto di visualizzarla attraverso quattro differentiivistepiani spaziali e I0assonometria.
Grazie a questa funzione denominata OQuadgeometryO siaiastaneoimmediatamente

i modi circonferenziali e assiali.

4.1.1.3Confronto FRFds$colatallOldimo e dIdDV

In questo paragrafo descriviamo il confronto tra le FRE@ateadagli ingressi relativi
allOidrofono e al LDV nel caso del tubo pieno fino a 630 nsoodaoe quello di riuscire
ad individuare le frequenze per le quali la trasmissione dellenvitisata essere favorita:
questo avviene quando, alla stessa frequenza, il picmeadizesmisurato con IOLDV va a
sovrapporsi al picco di risonanza misurato con |IOidrofoameéiigi tale sovrapposizione
comporta un miglioramento della trasmissione delle vibrazionagestil vetro del tubo
sia attraverso |Oacqua al suo interno.

Allo stesso modo andremo a determinare a quali frequenpatsarigt picco di risonanza
misurato dallOLDV e contemporaneamente unOantirisonardia dalidigrofono; questo
andamento opposto delle FRF comporta che la vibrazioneasarcihgresso sul vetro
non venga trasmessa in maniera ottimale anche dallOaapest@uitima va ad assorbire
gran parte del segnale, comportamento assolutamenteedpevitéyobiettivo di questo
studio.

Nel grafico seguente sono rappresentate le due FRB@ateapmlue scale di rifermento
diverse: nellOordinata sinistra i dB [(m/s)/N] relativi allOLDV, méborlimata di destra i
dB [Pa/N] dellOidrofono. Per semplificare la visualizzazione ilsgstdicodiviso in due
range di frequenza: 0 B 2000 Hz, 2000 b 4000 Hz.

Per quanto riguarda IQunit”™ di misura della FRF relativa allQanofeme! caso dellOLDV,
abbiamo utilizzato una scala logaritmica in dB [Pa/N] ottenuti attraverso:

¥ 20 log10 (a/arif) dove per a prendiamo |Oampiezza della FRIfif d paiore 2¥£0
Pa.
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Le frequenze alle quali si riscontra la sovrapposizionekedgie FRF sono le Risonanze
di Tabella 5. Nella colonna di destra sono indicate le AntirisdediiBequa rispetto al

picco di risonanza del vetro.

Tabella 3: Risonanze e Antirisonanze, (Hz).

Una spiegazione possibile di questa differenza di comportadzeatirtbuire alla diversa
velocit™ di propagazione delle onde di pressione nei due mezzi:

¥ Acqua: 1482 m/s

¥ Vetro: 5000 m/s

PoichZ le onde nei due mezzi si muovono con velocit™ noteetiifiarenti, si instaurano

fenomeni di interferenza costruttiva e distruttiva nella trasmissionérdeilane.

4.1.1.4Aggunta di acquaalghe

In questOultimo paragrafo analizziamo quali effetti compggiani®adello stesso
guantitativo prima di acqua e poi di alghe rispetto al livellbnoageconsiderato di 630
mm; lo scopo sar” quello di valutare a parit™ di volume gli stfitdt FRF calcolata sul
driving point.
Andiamo ora a mostrare quattro grafici che rappresentano i casifigatsign

¥ Livello base / Livello base +100 ml acqua

¥ Livello base / Livello base +200 ml acqua

¥ Livello base +100 ml acqua/ Livello base +100 ml alghe

¥

Livello base +200 ml acqua / Livello base +200 ml alghe
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412 Le Anals Lasr Doppér Vibromea sulOttuatare acistico
Ottane

Con la stessa tecnica LDV e stato osservato il compottetiedi®attuatore acus@ttone
durante la riproduzione sonora. Sono stati registrati i modiadionle ed ¢ stata rilevata la
deformazione istantanea della sua superficie di contatesoiette le onde acustiche al fbr
(vedi Figura3d). La superficie vibrante dellQattuatore acustico O&dnEigura d),« stata
ancorata saldamente alla base del fbr di vetro con undssatildiadesivo della 3M che
assicura il perfetto accoppiamento tra le due superficidoess&ato progettato
appositamente per queste applicazioni.

Figura82 Il particolare dellOancoraggio dellOattuatore acusticelitiob@se del fotobioreattore, con un
disco biadesivo della 3M. A destra, ¢ indicata la saepabfiiante oggetto delle analisi LDV.

Figura 13particolare dell®analisi LD cerchio il puntino rosso prodotto dal raggio lasenobheendosi
lungo tutta la superficie del fbr di vetro posta in vibrazidii¥atlaatore acustico, ne rileva le deformazioni
istantanee.

Con IQanalisi modale della superfice vibrante « stata ffalistazi®rella riproduzione dei
suoni e sono state cos* individuati i Obuchi nella riproduimica®®, parole, le regioni
dello spettrogramma in cui alcune frequenze sono attancatsa delle caratteristiche
costruttive proprie dellQattuatore acustico.
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Il comportamento osservato nella riproduzione sonora dattfbé\tiione < stato
rappresentato graficamente in Figura 3 con una linea @i welde e, messo poi in

relazione con il comportamento del fbr nelle due condizioni di lavoro: conaegeaza

4.1.3 Ottimizzazonedéla trasnssonede suonond sistena accppiato
trasdittaefadbioredtae.

Sempre con la stessa tecnica di analisi * stato osseorafitamento del tubo fbr nelle
due condizioni di tubo vuoto e tubo pieno di acqua con un peella 60 cm. Queste
analisi dinamiche hanno confermato i risultati osservati pgo gigaarda i modi di
vibrazione del vetro ottenute dalle precedenti analisi LD@n® sivelate particolarmente
utili per acquisire importanti informazioni comportamentali, uélizaaseguito per
|Oottimizzazione dei suoni che sono stati riprodotti nei vaspéeisnentali con le
microalgke.

| dati ottenuti da queste analisi dinamiche, sono stati espi@ssa grafica in figura,l®
sono stati impiegati nella elaborazione software per lazioogtrdelle tracce audio
utilizzate nella sperimentazione pilota e nelle batterie dil thsiedao fattoriale volte a
individuare i parametri di frequenza ed intensit” di segnalagungfper la crescita delle
colture microalgali.
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Le misure spettroradiometriche effettuate distintamentessuneaigpostazione dei tubi fbr
hanno evidenziato una diversa distribuzione della luce sukpamecentale di analisi in
corrispondenza dei fbr esterni della serie 1-9 e sui dseeffbr @ella linea di controllo 10 -
12. La soluzione a questi diversi fenomeni dOirraggiamentosiaistirovata corredando
ciascuna postazione fbr con due pannelli laterali fonessserbiflettenti in modo da
separare ciascun fascio luminoso emesso da ciascuna plafoniera al neon.
LOisolamento acustico ottenuto con i pannelli fonoasissrberivelato particolarmente
utile nella gestione dei programmi acustici con suoni a bassissima fregeesita e

La particolare geometria ellittica del for permette di distribuokinte del terreno di
coltura su una maggiore superficie laterale di esposizioadiaieni elettromagnetiche
emesse dai neon sulle colture microalgali, massimizzando |Qesgebiziaatiule
all®impatto delle radiazioni elettromagnetiche emesse dal neon.

Il for in esame « stato irradiato con una fonte luminosattiospempreso nella porzione
della radiazione luminosa fotosinteticamente attiva 400 - 700 nm.

Dalle analisi sono stati ottenuti il valore percentuale detthispliaiferimento rispetto al
solfato di bario, il valore della riflessione OassolutaO déiio seiferimento impiegato
nello spettofotometro come dai valori riportati nella tabella 1

Con queste misure « stato ottenuto il valore della riflespenelare assoluta e corretta
della superficie del fbr, la trasmissione dQirradianza sustigscficie laterale del fbr ed il
valore dellOassorbimento del vetro contenuto nei valori d¢l @&l6salore totale della
radiazione elettromagnetica.

| valori cercati in questo esperimento erano quelli relathgoaliieento della radiazione
luminosa nella regione del PAR e della riflessione ipotizzata detlausurvatura della
superfice laterale esposta alla luce artificiale.

Il valore della trasmissione diretta al singolo strato di veedi(se laterale del fbr) « stato
ottenuto rapportando il valore percentuale della trasmiggiette rilevata su ciascuna
superficie laterale del fbr di vetro per la frazione peatsenmapportata allOunit™ della
riflessione speculare assoluta. Dal valore ottenuto ¢ staia lestaglice quadrata.

Gli esami hanno confermato una distribuzione lineare nella rdgloAR come
rappresentato nel grafico della figiira 1






Figural8 Ricostruzione del rapporto geometrico in scala dellezlori gli for. A destra le due bande di
colore giallo e le relative sfumature di colore indicano il djvadsodi penetrazione della Ineefbr.

Nella Figura 18 si osserva come il tubo ovale a sezioneg alptiict di intensit” e distanza
dalla fonte luminosa, presenta un grado pie elevato di pemetrdella luce (banda di
colore giallo a lato della figura) rispetto al tubo cilindricdadstessa radiazione luminosa
non riesce a penetrare oltre il raggio riducendo cos* dé& SQgeérficie illuminata e quindi
|Qefficienza fotosintetica complessiva.

Nel rapporto superficie/volume si ¢ visto come una riduziors®#etiella sezione del tubo
cilindrico, oltre ad incrementare ulteriormente i fenomeni di nfeesk@tla luce a causa
della curvaturaancora pie pronunciata della superficie, avrebbe senr€hiltsto una
maggiore superficie radiante a causa dellQincremaritmgielzza del tubo relativa al

medesimo volume di coltura microalgale (4 L).

Attraverso |Oaumento della superficie laterale dOimpattottiee ston la geometria
ellitticd « stato possibile distribuire il volume della coltura microalgake 4dirsu una
altezza della colonna pari a quella delle lampade al neon rawceidida poter sfruttare e
distribuire I0intero fascio fotonico emesso dalle lampade alureauperficie laterale pie
estesa. La particolare conformazione, in cui il diametroedgili@assdella sezione ellittica

® A parit” di Intensit” luminosa e distanza dei fiiladante luminosa, la sezione ellittica rispetto a

guella cilindrica consente una migliore penetraziédlaelitce, che uscendo dalla parete posteriore
non illuminata del fbr, mantiene anaorébasso\ello diirradianza. La diagonale minore dellOellisse
* pari raggio del tubo cilindrico. Per questo motivaubel ¢ilindrico la stessa radiazione luminosa

non riesce ad attraversare tutta la superficie del fbr.
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dei tubi fbr « ortogonale alla superficie radiante, ma «lpaggao di un tubo a sezione
cilindrica, conferisce ai fbr unQilluminazione idonea anchesinelleldtive della crescita
delle microalghe per cui sono stati progettati i diversi dipegmestali che hanno
originato le batterie di test.

In proposito, si ricorda che sono state impiegate coltareiae in batch da 22 giorni
(nellOesperimento pilota) con il quale sono state acquisigeinipi@rmazioni che hanno
permesso successivamente di ridurre il tempo di durata degli eS@etionga settimana
circa (8 -10 gg.).

4.1.5 Ralizzazione dd banm sperimatale e sua validazione

Una volta ottenute le conferme sperimentali sulla validit™ deiathaipiegati e sulle
soluzioni tecniche di costruzione individuate, « stato finalm#estito il banco di
sperimentazione su cui sono stati sistemati i 12 fbr. ibaprame raffigurato in figura 6
sono stati disposti 9 fbr stimolati acusticamente in linea rsed Isperimentale,
contrapponendo ad essi sul retro altri 3 fbr di controllo.

Come raffigurato in Figura 19, sono state preparateak 8i appoggio in marmo su cui
posizionare i for muniti di attuatore acustico e le culle cndegformato di contenimento,
per IOalloggiamento dellQattuatore acustico.

Questa doppia combinazione di materiali, uniti tra loro da unaaschipoliuretano,
stata montata allo scopo di smorzare le vibrazioni prodditett@dori acustici su ciascun
for durante le riproduzioni sonore.

Sulle basi di marmo, « stata ulteriormente sistemata una dogipéaditscotch biadesivo
dello spessore di 3 mm, in modo da incrementare IQisolamentdradestiasi in marmo

e la superficie di appoggio (Vedi Figura 19 a destra).

Figural9 Le basi in marmo e la culla in legno per alloggiare |@agitisgtico e il for. A destra il particolare
del biadesivo dOisolamento delle basi in marmo dali pippoggio
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EO stata poi avviata la costruzione degli alloggiamenti delexepiddtie lampade al neon
ciascuna in posizione verticale con il flusso di luce indirzzassaun fbr e il cablaggio
elettrico di collegamento degli attuatori acustici agli amplificatori di segh&lg@va 20

| cavi elettrici di collegamento degli attuatori sono stati nekatrispettive uscite degli
amplificatori a canali separati (Vedi Fig0eadestra).

| segnali acustici generati e registrati su supporto dgmade,stati elaborati nella
preparamne dei programmi di stimolazione acustica con il Software Nuendood
IOimpiego della Scheda Audio Presonus Fire Studio, sono stadi nispetitivi canali
separati di amplificazione per essere poi riprodotti singolamaemiascun attuatore

acustico Ottone.

Figura2Q Particolare dellDassemblaggio dei collegdettitti @l sistema audio Ottone e delle lampade al
Neon. A destra La Scheda Audio Presonus e gli eatgilifi

Una volta terminato il montaggio del sistema di riproduzione sogiorfdr e di
illuminazione artificiale con le lampade al neon, ¢ stato morgai@ma di rilascio di
piccole bolle di aria microfiltrata (filtri Whatman di porosit™, 0gizzato con 4 pompe di
aria da acquario ognuna di esse collegata ad un impiant@uiesttostiellOaria da avviare
in ognuno dei 12 fbr. Ciascun fbr « stato provvisto dahicino in plastica trasparente del
diametro interno pari a 4 mm, dal quale sono state fatteefliesdolle di aria a bassa
velocit™ per evitare di perturbare il mezzo di coltura (Vedi Figura 21
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4.15.1 Prove dintafaenza dd suoni tra fbr

Una volta verificato il funzionamento di tutti i dispositivi, state effettuate le prove di

interferenza necessarie ad assicurare che tra i fattdnionen vi fossero interferenze nella
riproduzione dei suoni e cios che ciascuno di essi fosse gado di riprodurre in acqua

esclusivamente le tracce audio ad esso assegnate nel programma diesticugtzann

LOobiettivo dellOesperimento « stato quello di verificareal®easstenza dOinterferenze
nella riproduzione sonora tra i 9 fbr stimolati e i 3 fbr tioflonche dovevano operare in

assenza di perturbazioni di qualsiasi natura.

Dalle analisi delle registrazioni acustiche e dallOelaboraziorstagjtasma, sono state
inoltre identificate chiaramente le frequenze di emissione ngdaréanti rumorose di
altri dispositivi presenti nel laboratorio.

In questo modo, oltre a validare il corretto funzionamenteagpleecchiature e I0assenza
di interferenze tra i suoni riprodotti da ciascun fbr, date misurate tutte le altre fonti
rumorose presenti nel laboratorio a partire dal rumore ttl@ii idelle lampade al neon, ai
condizionatori ed infine allo stesso rumore prodotto nei fifludsd delle bolle di aria
impiegate per agitare le colture.

Di tutte le prove effettuate, in questa sezione seareeaslo quella pie rappresentativa in
cui viene stimolato il fbrl con lo sweep acustico (0,1)6ckElZunge da fonte sonora e
vengono effettuate le misure di acustica con il microfotoogrimsa sul for 4 e poi silr

7 pie lontano dalla fonte sonora.
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Seonda Ssone

4.2 Espeimento Pilota - Attivit™ sperimentali di acresdmento ddle
cdture ncroalgdi di Scerasms dliquus co le stimazimi
aaidichedi basa frequaza eintenst”.

LOesperimento pilota * stato concepito con lo scopo dopaliezuna serie di dati sul
comportamento di crescita delle colture microalgali stimolatedsacustiche di bassa
frequenza in un range di valori sufficientemente ampisaadedi®assenza di bibliografia di
riferimento con indicazioni valide in tale intervallo.

Le preliminari basi scientifiche che riferivano sullOargoraantdaate e comunque non
avevano mai affrontato le problematiche concernentifass@ase del suono in acqua,
come quelle invece qui esposte.

Informazioni utili riferivano come si « visto, di aumenti di cresti@ordine del 33% per le
colture batteriche @. colie di altri ceppi microalgali ma nessun dato era riportato per la

Scenedesmus obliquus

42.1 1l dissgno speimenale (fadopeiodo, swni e sistemd agitaione
ddle cdture

Il disegno sperimentale « stato quindi definito sulla base delksinfoomazioni apprese
dalla ricerca bibliografica, dalle caratteristiche reologichefatogiotie del ceppo
microalgale in esame. Per incrementare la significativit”™ deidkatis® di condurre questa
sperimentazione preliminare in triplicato come in Tabella 4 acsida possibilit”™ di
testare contemporaneamente tre suoni diversi e poseneaos |Oandamento della crescita

anche visivamente sui 3 fbr della linea di controllo.
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Esperiemento Pilota
Programma stimolazioni Fbr1{ Fbr2 Fbr3 Fbr4 Fbr5 Fbrp Fbr{7 Fbr|8 FBr Fbr 1q Fbr 1‘1 Fbr 1
Frequenza (Hz) sweep sweep sweep 2.025 2/025 2.025 |5.784 |5.784| 5.784
Intensit” relativa 5 5 5 5] 5 5 5 5 g
Durata 1 ciclo Stimolazioni 40 min 40 min 40 min 40 min 40 min 40 min |40 min| 40 min] 4Qimea di<Controllo
Numero cicli stimolazioni giornalieri 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Durata compl. stimolaz.giornaliera (mirjuti) 200 20! 200 2(?0 200 200 200 |200 0

Tabella 4Programma delle stimolazioni acustiche impiegate nellOdepaitzen

Il fotoperiodo impiegato « stato quello di illuminare le colture ihg@iiqaer un periodo di
14 ore al giorno intervallate da 10 ore di buio (vedi Tahehte®)allando i cicli delle
stimolazioni acustiche della durata di 40 minuti ad un periodo digleusarata di 140

minuti solamente nelle 14 ore di luce.

Setup Sperimentale - Esperimento Pilota

Fotoperiodo: 14 ore luce 10 ore buio
|
Acoustic| Silent Acousti|: Silent| Acoustic Silent Acoustic Silept Acousticiler i fi i
Ciclo di Stimolazion (fase buio anticipata al termine

40 min| 140 min 40 mi+| 140 n+in 40nfin  140/min 40|min 14D min 4D min dell'ultima stimolazione acustica)

Tabella 5Setup sperim&le impiegato nella sperimentazione pilota di accrescimentdtdedienioroalgali.
Durante la sperimentazione le microalghe sono stigmetalmente con 5 cicli della durata di 40 minuti,
ciascuno intervallato da 140 minuti di pausa unicaméat@aseluce del fotoperiodo utilizzato.

Come descritto nel paragrafo 4.5.1, in questi esperingdininari di bioacustica, si ¢
deciso di non impiegare nei fotobioreattori flusso di ossigeamiotdeno di CgpoichZ la
presenza di questi gas nei terreni di coltura avrebbeneitaralterato le condizioni
sperimentali in merito al campo acustico e alla diffusione denautn. Per questo
motivo, come si vedr” pie avanti nel paragrafo 4.4, « stittuato uno studio specifico
(TerzeSessigmeer individuare un metodo di agitazione delle colture cellulari ioopatio
acustico il pie possibile basso, dovendo tra IQaltro operare nel raragseélgbenze.

Si » quindi deciso di provare un sistema misto di agitazioneqgiteiréensicroalgali affidato
guasi esclusivamente al rilascio nei fbr di un leggero flussolblhaidi aria, distanziando
IOemissione di ciascuna bolla di aria di qualche secondo pathevihiastaurassero
turbolenze che avrebbero potuto anchOesse prodwnrenaiOordine delle frequenze
impiegate nella sperimentazione.

Con le informazioni ottenute dalle analisi modale del fotobiareattdellOattuatore
acustico, presso i laboratori di misure meccaniche delladidogkgneria dellOUniversit®
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Politecnica delle Marche con la collaborazione degli IngegherC&stellini e Milena
Martarelli sono state preparate le tracce audio da impiegare nelle stiamlatzahe.
NellOintervallo di frequenza oggetto dello studio, sono rsigienate due divee tracce
audio in modo da testare la risposta delle microalghe a cicli diistimalazstica su due
frequenze distanti tra loro: 2 e 6 kHz. La migliori céstttee che abbiano garantito la
riproduzione delle frequenze indicate, sono state: 2.Q%% Hzfrequenza a 2kHz (Vedi
Figura 25) e 5.784 Hz per la riproduzione dei 6 kHz in acqua (Vedi Figura 26

EO stato poi preparato uno Sweep lineare di segnate crugtictendo dalla frequenza di
100 Hz raggiungeva nel periodo di 10 secondi la frequenz&kHi fipetendosi
ciclicamente, dOora in poi denominato semplicemente Sweep vedi Figura 27

Figura 25Rappresentazione grafica dello spettrogramma edprassione logaritmica del suono fisso a
2.025 Hz della durata di 10 secondi ciclinwmripetuto nei 40 minuti di ciascun ciclo di stimolazioni
acustiche.
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Figura 26Rappresentazione grafica dello spettrogramma esprégszione logaritmica del suono fisso a
5.784 Hz della durata di 10 secondi ciclicamente ripetud® meinuti diciascun ciclo di stimolazioni
acustiche.

Figura 27Rappresentazione grafica dello spettrogramma espfasgmne logaritmica del suono Sweep 100
Hz B 6 kHz della durata di 10 secondi ciclicamente ripetut® mainuti di ciascun ciclo di stimaaz
acustiche.






423 Lacmnbdadlulareconlo Septer contadlule aubmatioo

Dalle analisi sulle concentrazioni di cellule microalgali, « possdritaresg-igura 29) la
rapidit” nella risposta delle colture stimolate con lo sweepa@oncentrazione di cellule
/ImL gi" dalla prima osservazione, dopo sole 48 ore dallQinizipedeiédes (), che
aumenta del 141% a differenza degli incrementi pie lievi ottelteitaiture stimolate a 2
kHz pari a 9% e 6 kHz pari al 41 % rispetto al contfiotlogn stimolato acusticamente, O
kHz) che ha avuto un incremento del 13%.

Figura 18Curve di crescita misurate con lo Scepter confaerlitomatico. Il valore di cellule deve essere
moltiplicato x 10 in quanto il protocollo strumerpgaéeede |Oanalisi su un campione di 100 mioceoléuii
valore misurato « stato rapportatoraillilitro.

Il trend di maggiore crescita mostrato dallo sweep, viene rmarfieaualla fine
dellOesperimento a differenza delle colture stimolate a 6 kHgactie dal ;[(72 ore
dall®avvio dellOesperimento) subiscono una inversione nella tendeitea di cres

La concentrazione massima ottenuta nelle colture stinbldtz aottenuta al;Bi » avuta
anche nella coltura di controllo mentre lo sweep ha favmaitorescita maggiore con una
concentrazione superiore di 1 %c&ls/mL.

Al T, (dapo 192 ore dallOavvio dellOesperimento), IOincremento delldlenespitéadoni

cellulari rispetto alla concentrazione iniziale, ha registedwoalpari al 450% per le colture
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stimolate con lo sweep e rispettivamente il 216 % e 11E4rpquenze 2 e 6 kHz mentre
il controllo non e riuscito ancora a raddoppiare la conzemnainiziale raggiungendo |l
valore del 194%.

Esprimendo il Rate % di crescita ottenuta, in rapporto alcameellule per millilitro
(Figura 29), si osserva come ad eccezione che nelle priossetuazioni (7D T,) le
colture stimolate alla frequenza di 6 kHz mantengono udi ratescita quasi lineare,
inferiore agli altri programmi di stimolazione e alla stessa coltura di controllo.

Appare ancora pie evidente la pendenza della curva di cmessitata dalle colture
stimolate con lo sweep, anche se, nel corso della spelomesiaizo state notate in alcuni
momenti leggere flessioni sul numero di particelle presenti nelle conterehisanl.

Questo fenomeno potrebbe essere attribuito a unOadigieesenza di aggregati cellulari
che come si vedr™ pie avanti nelle approfondite analisi sullaudistre dimensionale delle
cellule osservate, non rimane sempre costante nelle coitarte |Oavanzatoe
dellOesperimento, ma subisce modificazioni come peraltro corfecheidalle analisi al
microscopio elettronico TEM con il quale « stata evidenaatampioni trattati con le
stimolazioni acustiche una minore presenza di cenobi (celluedéSues obliquus unite
parallelamente tra loro) come meglio indicato nel par@rafo

La separazione dei cenobi, per opera delle stimolazioni adedkchnde sonore potrebbe
essere la prima causa che favorevolmente incrementa il diureute che sono lette dal
contacellule automatico scepter e dal granulometro laser.

Altra considerazione va per” fatta in merito alla morfologieSdelt@®desohigjuushe, al
momento del passaggio davanti al cammino ottico laser (per ibrfGetiouLaser) e nel
micro canale (nello Scepter Coulter Counter), pu™ assdiffierente inclinazione lungo
ciascuno del suo asse maggiore e minore, attribuendo staspogsbile conformazione
posizionale che si traduce in unOassegnazione ad una classe diméiasiocakssiza.
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QuestOultima osservazione, condotta su un periodo cd@2gigmi), ha confermato una
maggiore attivit™ di proliferazione di cellule microalgali sotttid@effa stimolazione con
lo sweep acustico con un rapido incremento del rate diacy@sptio nel range
dimensionale pie piccolo 3-4 um, attestando poi unOimporestita adimensionale nel
range 8 um, in accordo con i dati ottenuti dallo studio sulla morfdielta&cenedesmus
obliquusottenuto mediante esami in microscopia ottica ed elettrdelitandlla fase
preliminare di questo studio, in cui furono subito notatii effetduzione degli aggregati
cellulari in seguito a stimolazione acustica.

| dati, ottenuti con il contacellule automatico Scepter (vedliaT@)e con il Granulometro
Laser, e le successive elaborazioni hanno quindi confgimafttetti prodotti dalle

stimolazioni acustiche.

Distribuzione dimensionale delle cellule analizzate nel'Esperimento Piloteegterl€&dter Counter
cells’/mL  |Cells Counter | 3-3,97] 4,01-4,9 503-596 6,0016,98 7,0180929896 9,00-9,98 10,01-10,99 11,03} 11,96 12,d0 - 12,98 13,0103L31999
2T0 1,04E+0 5057 48700 115 190 22 9 6D 1 2 1 2 2 8
To 5T0 1,33E+0 6411 5924( 296 960 450 18Q 11 9 3 10 1 40 2
8TO 1,25E+0! 6030 5513 369Q 84 370 1449 60 4 10 1 10
11T0 1,16E+06 5635 5103 279Q 106 680 27! 150 12p 50 3 A 50
2T1 2,50E+0 117410 113480 225Q 56 290 220 17q 80 8 4 60 30 13
T1 5T1 1,45E+0 6977 68540 750 150 10 6 3 3 1 1 1p 10 3
8T1 1,76E+0 8420 76450 3840 149 780 561 320 270 150 14D 90 4 7
11T1 1,31E+Q6 6322 5781 277Q 103! 640 35 180 214 90| 6 4 10 3q
272 2,95E+0! 13671p 129710 2760 135 690 66! 290 280 280 150 220 13¢ 19|
T 5T2 2,08E+0 9853 97330 670 18Q 12 7 4 4 0| 1q 30 0| 4
8T2 1,61E+0 7746 69650 38p0 137 85l 58 420 280 14Q 16 90 51 7
1172 1,89E+06 8986 86430 156 590 341 220 200 164 90| 8 7 60
273 3,29E+0! 15126p  1405Pp0 5180 800 1300 760 41Q 380 26! 149 14p 120 1
T3 5T3 2,15E+0 10177p  1006p0 740 13Q 70 10 1 40 5 2 10 30 6
8T3 1,22E+0 5915( 56110 1110 620 47 20| 260 [Fo 90 70 50 40
1173 1,82E+0p 8676 80730 2440 100 68 52 380 260 16Q 21 120 80 18
274 3,40E+0! 15599 145940 4490 157 930 60! 610 470 32 260 230 230
Ta 5T4 2,44E+0! 11487p 113610 790 149 90 5 3 40 10 60| 2 10 2q
8T4 1,39E+01 6692 6312 1320 620 55 440 230 199 14p 70 8 6 100
1174 1,93E+0p 9205! 86750 172 770 75! 524 420 260 260 15Q 14 120 1
2T5 3,84E+0 17419p 160370 6600 294D 1771 1070 55( 32 150 19 50 7 11
T5 5T5 2,84E+0! 13201p 1299B0 1160 340 179 80| 11 70 4 3 30 40
8T5 1,44E+01 6956 66690 105 540 36 240 16Q 13} 90 el 100Q 60| 5
1175 2,80E+0 13054( 124240 384Q 119 440 25( 16Q 140 160 30 3 4 2
2T6 3,62E+0 16519 153680 5730 226D 134 820 541 40| 220 BO 80 50
T6 5T6 2,69E+0 12555( 12360 1010 280 23 14Q 70 4 5 4 10 1
8T6 1,40E+0! 6745 64270 127 710 310 200 201 129 15p 70 5 3 7
1176 2,10E+06 9948 9518 1870 850 50 270 250 164 11p 80 9 2 10
277 4,34E+0 19440 184160 484Q 1941 1230 770 48| 390 270 12Q 70 4 9
7 5T7 2,75E+0 12841 126900 89 20 18( 12 30 3 0| 3 0| 1q 2
8T7 1,65E+0 7922 76050 106( 430 41Q 260 27 200 111 110 100 50 17¢
1177 2,24E+0§ 10593 100640  227(¢ 102! 580 48| 300 21Q 200 9 4D 70
278 4,67E+0 207740 193110 682Q 253D 159 990 80! 570 430 200 220 13¢ 26(
T8 5T8 2,87E+0 13329 131530 1040 330 160 4 8l 3 5 0| 1 2
8T8 1,46E+0 7034 67420 1241 440 44( 201 114 14 el 4 8 6
1178 2,26E+0§ 10652 102580 1380 750 44( 420 260 13 18p 150 70 6 15
279 4,42E+0 19759 18440 6470 243D 155 1000 660 34( 270 180 80 9 3
To 5T9 2,73E+0 12736 12540 960 38! 16Q 16p 60 7 3 10 1 1p 2q
8T9 1,46E+0 7035 67540 980 500 20 320 230 10 12 110 50 8 5
1179 2,16E+0p 10231 97610 1620 790 65! 53] 300 2p0 220 130 80 7 9
2T10 3,81E+0p 17298 1597p0 6780 255D 149 980 510 380 20 60 10q 40 10
T10 5T10 2,62E+0 12261p 1206p0 980 28! 300 12qg 70 8 5 10 30 2 19
8T10 1,64E+0p 7849 75220 110 640 521 250 240 199 80 9 3 20 11
11710 2,31E+06 10902 104410 1680 90! 60! 414 32 211 21 el 3 8! g
2T11 3,93E+06 17810p 169410 4460 1491 95! 541 360 340 194 13} 80 9 6
T11 5T11 2,49E+06 11677p 114780 1100 450 1449 80 7 6 40 20 0| 1q 2q
8T11 1,60E+06 7687 7541 540 31Q 15 140 110 70 3 3 40 20
11T11 2,32E+0f 10956 104560 1990 1910 680 414 290 190 200 11 90 4 9
Starter 7,28E+09 3320p 27952 2213 1098 708 49: 290 184 11p 54| 44 2. 2|

Tabella6: Analisi della distribuzione dimensionale delle cellule microalgalientsn lo Scepter Coulter
Counter con il sensore da 40 um durante la crésliégacolture ((FT1y) e relativo ai fbr centrali di ciascun
triplicato denominati 2, 5, 8 e 11 (controllo) corfig.i80



4241 paramri chimoo fisd elemsurespetadfaometicte

Le colture microalgali sono state monitorate, ad intervalli dre48&on la sonda
multiparametrica PCD650 (vedi paragrafd) 3egistrando gli andamenti dj; gH, e Tj.
Dopo due giorni dallOinizio dellOesperimento, il valore dsfapticorrdéd e bilanciato
come indicato dal protocollo Algares, mediante IQaggiunta di HIH @Meambi alla
concentrazione 0,1 molare sterile, al fine di riportarealtate tra 7 e 8 idoneo per la
crescita delle colture microalgali come riferito anche da (Hb0@hif22009; Maraskolhe et
al., 2012) in merito agli effetti negativi prodotti da valori di pH superiori a 9.

Gli effetti osservati delle variazioni del pH (vedi Figura 36)stagsperimentazione
preliminare sono dovuti allQattivit™ fotosintetica della colulEreehe tende a innalzare il
pH della coltura. Certamente |Oaggiunta di un flussgrdb6@bola avrebbe compensato
il leggero aumento di pH dovuto allQattivit™ fotosintetica umbokenza generata dal flusso
continuo di gas nelle colture microalgali avrebbe generdeyenge negative al campo
acustico oggetto di studio. EO da rilevare che i fbipsoianaalto e quindi scambiano
ossigeno e anidride carbonica con I0esterno, scambio émtifiatptazione del brodo di
coltura.

Si « deciso di ottimizzare le produzioni di biomassa solo dopo tewertoote prime
conferme sperimentali sugli effetti prodotti dalle onde acuestichservare quindi le reali
potenzialit® dell&cenedesmus obigjidabbattimento della,@® combustione per oltre il
48%, e in condizioni ottimali fino al 67% (Maraskolhe etldl;Fadg Liet al., 2011; Hsin
Ho et al., 2010) emessa da una cementeria (Barker 280%@),, ambito di questi
approfondimenti di ricerca.
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fenomeni osservati e descritti di flocculazione spontatega, ehsaramente evidente come

documentato nelle immagini seguenti:

Figura 38Le immagini si riferiscono ai fbr 1,2 e 3 stimolati acusitearne lo Sweepalla linea di controllo,
fbr 10,11 e 12 colture cresciute in assenza dietiom.

425 Lemsauredi bioaadicaeleregstrazonide segnal in agua

Nel corso della sperimentazione pilota, sono state registratii itrasmessi attraverso
attraverso la colonna dOacapidbd durante la crescita microalgale nel tempo. | suoni
trasmessi sono stati campionati nello strato dOaria mes@atie libero della coltura
microalgale (vedi Figura 39) mediante un microfono a condepsator sul bordo
superiore aperto di ciascun fbr.

| suoni rilevati dal microfono sono stati in seguito elaborgtstrmati in uno

spettrogramma riportante le frequenze e le intensit” delle ondeeagsaali dal fbr.

Dalle elaborazioni delle tracce audio registrate al tempoizeraé¢itDesperimento), dopo
7 e 14 giorni sono emerse importanti correlazioni che o inglotto ad approfondire |l
campo acustico di risposta di ciascun fbr, con particaammarfto al valore di intensit”
della pressione acustica rilevata in rapporto alle popolazighileidi microalghe e/o di

particelle presenti nel mezzo di coltura.
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sempre in Ancona nei laboratori di misure meccaniche corbleraniteme dellOIng. Paolo
Castellini le prove sulla modifica del campo acustico.

Sono state introdotte nel fbr in esame aliquote sempre diveergaa e coltura microalgale
in modo da simulare diverse concentrazioni e livello di altezza ltaiée reo fbr,
registrando i segnali acustici riprodotti dall®attuatoreidosfamo posto in immersione a
diverse altezze lungo la colonna dOacqua.

LOesito di queste misure (vedi Figura 41) ha confermataitfa ded protocollo
sperimentale impiegato che impone il rabbocco delle colture alicosgguito di ciascun
prelevamento biologico di campioni e il reintegro delle aliquotqudi dispersa per
evaporazione.

Figura 41 Le misure di bioacustica presso il laboratorio di misuoanivke della Facolt™ di Ingegneria
dell®Universit™ Politecnica delle Marche. Con I@idiofarmersione posto a diverse altezze, sono state
effettuate le misure a diverse concentrazioni e livello disaamb#or in esame.
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Taza Sessone

4 .4 Ralizzazione dd sstemadi agtazione snaono, serialee
aubmatizzato dele colturene 12 fbr.

Lo studio sui sistemi di agitazione delle colture cellulari, inlguesbodi bioacustica, ha
richiesto particolare attenzione sullOimpiego di dispositivi iomadienzbasso impatto
acustico, al fine di prevenire possibili interferenze soni@ippalle basse frequenze
impiegate in questa sperimentazione.

Sono state pertanto eseguite diverse prove sperimerigsdigrervari sistemi di agitazione,
tra cui ventoline, agitatori magnetici, micromotori a immersionepmmasultati non
soddisfacenti a causa del rumore di fondo provocato nel mep#aordi dal contatto tra
guesti congegni e la superficie dei fbr.

Nella fase preliminare al test sperimentale  stato condotstualio sulla rumorosit™ di
differenti metodi di agitazione meccanica potenzialmente applidatnliareattoriper
mantenere le alghe in sospensione.

| test hanno evidenziato che tutti i metodi normalmente impiegalti rpescolamento
producono onde sonore non trascurabili su unOampia bémedmetizaAd esempio,
comOe possibile vedere in Fig@r#Oagitazione tramite magneteduce un rumore molto
pie intenso dello stesso stimolo acustico.

Figura 42Rappresentazione grafica della pressione acustaitatasda ciascun sistema di agitazione della
coltura esaminato confrontata con quella ottenuta congw @\el kHz impiegatmella sperimentaziaria
ordinata sono riportati i valori in decili@mretti in acqua e IOunit™ di misura dB relativo in micro Pascal rms.
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In queste condizioni di rumorosit’, IOimpiego di questi sisteme asireltamenteeso
fuorviante i risultati sperimentali.

Si « quindi deciso di procedere alla coltivazione delle microalghéOsapEgo di un
sistema di agitazione convenzionale poichZ il rumore prodeitoeainterferito in maniera
rilevante con la stimolazione acustica oggetto dellOespdrermitore sono state quindi
agitate manualmente ogni due giorni mediante dieci azioni manlitalieddisgesa di una
astina di vetro prowvista di un piccolo disco allOestremitasiooe delle misure e dei
prelievi di biomassa per le analisi di laboratorio.

Ciascun fbr « stato corredato da un tubo di plastica delrdianétmm, in cui * stata fatta
fluire aria microfiltrata con i filtri Whatman con una porosit,2@i um, regolando il flusso
in modo tale da assicurare un lento rilascio con un numelie dobtpreso tra 30 b 35 al
minuto e di piccola dimensione, per ridurre il rumore prodottoisaita lungo la colonna
dOacqua dei fbr.

EO stato quindi misurato il livello della pressione acusticaajncang®impiego di un
microfono a condensatori sistemato appena subito sopodibgre della coltura sul bordo
superiore aperto del fbr.

Anche in questo caso, il sistema di agitazione a bolla datenhiato problemi in merito
alla disposizione dei filetti fluidi generati dalle bolle che muovemsgosiavsuperficie,
trasportavano con edsecoltura microalgale generando un positivo effetto densaspe.
Accadeva che, in prossimit™ del tubicino di rilascio delle bolleatgueato in Figura 43
il for appariva libero da depositi di microalghe che invece imaastaatificarsi nelle zone
del fbr dove erano assenti le perturbazioni provocate dalle bolle di aria.

Figura 43Il particolare del tubicino di rilascio delle bolle dOariaatfieagione della biomassa sul fondo dei
fbr e in corrispondenza del piattello alla badOastina di vetro per I0agitazione manuale.
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EQ stata poi eseguita una complessa attivit™ di elabolellgdnacce audio registrate al fine
di valutare 10intensit” e la frequenza generata dal rundotéo ptalle bolle dOaria che
venivano rilasciate nei for. EO stata studiata la fordeag#berata prendendo a base delle
osservazioni sulla traccia audio le perturbazioni prodotte HalleudOaria consecutive e la
porzione della traccia audio denominata pausa silente, in moderedana cort@a
indicazione sull®impatto acustico provocato dalle bolle nei fbr.

EO stato quindi sotto campionato il segnale audio nellOutiteimationa bolla dOaria (vedi
Figura 4% e nel tratto silente presente tra le due bolle (in cusenpeesolo il rumore di
fondo) e da queste analisi ¢ stato possibile determinareaonawte le caratteristiche

sonore di queste emissioni.

Figura 44Nello Spettrogramma la registrazione audio del segrepeifmeotto nel Fbr 1. Si pu™ osservare
IGimpatto acustigmovocato dalla bolla 11 (esaminata) a 0,31 secondi, r@ép&ftano portante sweep
impiegato nella sperimentazione.

LOesito delle elaborazioni delle tracce audio registrate raatevideratteristiche di
frequenza e intensit” delle perturbazioni sonore, previaiafiuire delle bolle di aria nelle
colture microalgali, tali da non garantire una buona riproducibilit™ nemghesgp&uturi.

Alla luce di quanto « emerso da questa preliminare sperimentaztato, quindi,
necessario predisporre metodi alternativi al mescolamento delle coltalgaticro
LOattivit™ si » quindi concentrata nella messa a punto isienmasvalido e continuo nel
tempo in grado di mantenere il pie possibile in sospension@de potroalgali, evitando la
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formazione di biofilm cellulari sulle pareti dei fbr, riducendo lazfonmadi aggregati
cellulari e mantenendo le colture microalgali in movimento continuo e in assera di r
In questo modo un maggior numero di cellule delle colture pada#otipeente ai processi
fotosintetici, in seguito allOaumento della superficie micrcsgigata alla radiazione
luminosa.

44.1 Anald oonil bluedi mtilenepe la vdidaziore dd dispositivodi
agtazone

Nella fase di costruzione del prototipo del sistema di agftamaitizzato con materiali
inerti mediante due palette di teflon collegate ad un assdevartiacciaio, libero di
muoversi nel fbr con moto alternativo dallQalto verso il ebagseversa, sono state
effettuatgprove sperimentali preliminari con IOimpiego di 1 mL di blue di mktikopa

di osservare e monitorare nel tempo, la sua distribuziom®loeie dOacqua del fbr con e
senza IOazionamento del sistema di agitazione.

Da queste prove e stato possibile osservare la distribdeidietti fluidi nel fbr, e la loro
completa dissolvenza nellOacqua bidistillata del volume pari@sbledapazioni di salita
e discesa delle palette di agitazione.

Figura 45Prove sperimentali di validazione del sisteatdtazione con il blue di metilene.

® La realizzazione del sistema di agitazione « stata affidaizaali&\W Snc di Perugia di

Giuseppe ed Ettore Franceschini.
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Le osservazioni empiriche sulla diffusione del blue di metilenaseeallacostruzione dei
prototipi dellOagitatore, hanno permesso di ottimizzare iGmrientdelle palette
raffigurato in Figurd5 dimensionando lo spessore della paletta agitatrice (4 mm) e la
geometria pari alla medesima sezione ellittica del tubo con traalld@metro del fbr e la
paletta compreso tra i 4 e i 6 mm per favorire lo scorriceigdiomassa e innescare cos*
dei moti di rotazione (microvortici in assenza di turbolenza), andgida distribuzione
delle microalghe nel terreno di coltura contenuto nei fbr.

Questi rapporti dimensionali e 10inclinazione delle palette cdif#msse hanno permesso,
nelle prove di laboratorio, di raggiungere il migliore compronmedssalistribuzion e
agitazione delle colture nei fbr, riducendo al tempo stedsatigliosuti allo scorrimento
dellOagitatore lungo la superficie del fbr.

La stessa prova ¢ stata poi ripetuta in contemponaradta slue for, di cui uno munito di
trasduttore acustico. Sul pelo dell®acqua libero di enttambiersato 1 mL di soluzione

di blue di metilene e per il tubo stimolato ¢ stato riprodottgnakeacustico dimostratosi

pie performante, e cioe leweepdi frequenza da 100 Hz a 6 kHz circa della durata di 10
secondi che si ripeteva ciclicamente.

Allo stesso tempo e stato avviato il cronometro. ECoststivato (vedi Figura) 4fhe &
soluzione di blue di metilene ha iniziato a diffondersi per goavitha velocit™ doppia nel

for privo di stimolazione acustica giungendo sul fondo nel te@parditi circa contro i 4
minuti impiegati dal fbr stimolato acusticamente

Figura 46 Sequenza della diffusione e sedimentazione del blue dendetile lettera a) alla d) durante la
riproduzione dellovgeep di segnale acustico.






fosse possibile agire sul numero e sulla velocit™ delle azatite @& discesa delle palette
lungo la colonna dOacqua ed impostare le azioni di pausa lamarserie di agitazioni e la
successiva.

In particolare, il disegno sperimentale del protocollo di agitazeta® smpostato in
funzione delle osservazioni empiriche e delle concentrazionieddceliaroalghe ottenute
nella sperimentazione pilota, in modo da individuare un programitezidinegche fosse
valido nei 7 giorni di durata di ciascun esperimento di crestitaziome del diverso
comportamento nella velocit™ della sedimentazione delle microalghe nei fbr.

Le palette di teflon sono state collegate a degli assi im iaogigposto in movimento
mediante filo di nylon del diametro di 0,50 mm, collegati ad un atse tuballuminio
posto a 30 cm dal bordo superiore dei fbr (vedi Figurgpd&pan rotazione da un motore
munito di riduttore di velocit” e fine corsa meccanici. Le nutasstra/sinistra del tubo
orizzontale motorizzato, che hanno trasmesso agli agiitatoto alternativo lungo la
colonna di ciascun fbr, e le azioni di pausa/lavoro soncottatate mediante IQuso di
contattori e rele con i quali sono state programmate il a@mardurata di ciascun ciclo di
agitazione delle colture microalgali.

Figura 48Il tubo di alluminio posto orizzontalmente sopra il borda@pei fbr con la sua rotazione a dx e
sx, avvolge e rilascia il filo di nylon a cui sonegadiligli agitatori che cos" si muovono in rattdonativo
lungo la colonna di ciascun fbr.
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4.4.3 Misure Spéroradonetriche di veifica déla ssdimentazonedéle
coture nei fbr e vdidazine dei timesheet pausa lavoro
delGgtaione

Nella validazione del dispositivo di agitazione, le p@weinari sulla diffusione del blue di
metilene sono state ripetute con le colture microalgali impiedjagEsa concentrazione,
ottenuta mediante |Oaggiunta al terreno di coltura della djuaitibalghe pari a 200 mL
in ciascuna sessione e mantenendo inalterato il protocgitazibbae per numero di azioni
e tempi di pausa tra una serie di agitazioni e la successiva.

Queste prove, realizzate con la collaborazione del ProRoNdmi e della Dott.ssa Chiara
Grazia del Dipartimento di Chimica B Sezione fotochimica dellOUnivessitjiaj $ono
state effettuate con IQimpiego di una sonda spettroradiopusidonata esattamente a
met” dellQaltezza del fbr permettendo di individuare, tra i div@esinpriodi agitazione
sperimentati quello con la migliore performance, che - dtdtat@ definitivamente nella
sezione sperimentale consistente in un minuto di agitaziovedlatteda nove minuti di
pausaripetuto ciclicamente nelle 24 ore.

Lo Spettroradiometro ha misurato sulla superficie del fopdstapa quella illuminata,
IOintensit” (irradianza) e la forma spettrale della radiaziorsalnelieaispettive lunghezze
dOonda 435 e 549 nm.

Le misure dOirradianza sulla superficie posteriore del for @ldaiicammino ottico del
flusso fotonico assiale proveniente dalle lampade, chevexrs#to la prima superficie in
vetro del fbr, la coltura microalgale e la seconda pardte)disemo state poi confrontate
con guelle ottenute con la sonda radiometrica Li-Cor doeenaemalizzato il valore del
PAR ovvero della radiazione fotosinteticamente attiva cloerealia crescita delle colture,
metodo impiegato nel rilevamento dei diversi tempi di avanzamerdoltdedattraverso

il monitoraggio dei valori di assorbanza.

Ancor prima di compiere le misure, sono state individuate le due bettrdé spcui la
clorofilla  pie efficiente nella conversione fotochimica, in ndadmonitorare in queste
regioni la variazione in intensit™ del flusso fotonico emesso dalle lampade.

Sono state quindi eseguite le analisi dinamiche di validazione delisasfiészéone con e
senza le stimolazioni acustiche.

Infatti, durante IOavanzamento delle colture, sono stfittiversi comportamenti tra le
colture nei fbr per quanto riguarda la velocit™ di sedimemtatiiaggregati cellulari visibili
ad occhio nudo e si * pensato di monitorare questi diversi effetti.
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EO statacs® determinata per ciascun fbr non solo il valore dQinted&it deieflusso
fotonico nei 9 minuti intercorrenti tra una agitazione meacanla successiva, ma
soprattutto un dataset di informazioni sulla diversa velo@dichentazione delle colture
microalgali che stato sucessivamente messo in relazione con i valori di concentrazione
cellulare e con la distribuzione dimensionale il peso seccol@riddii assorbanza rilevati

con la sonda LG@or.

Lo scopo era di osservare se, durante |[Oavanzamentdtaleleat variare del valore
dOirradianza residuayesieraa allOinterno del for unOazione di shift dello spettro originario
prodotto dalla lampada a causa dei fenomeni di scattering eg@amiereg dovuto alla
pigmentazione delle clorofille, ai metaboliti rilasciati nel terrettordi € allOaumento della
concentrazione microalgale.

| fenomeni di scattering della luce riflessa sulla superficie adilturea microalgale nella
lunghezza dOonda del PAR e stata stimata in una sospefisiane diSpirulinan un

valore inferiore al 2% (lehah887).

Figura 49 Grafico della distribuzione relativa dellQirradianza rilevaSpetmradiometro ad intervalli pari
ad 1 minuto nelle due bande spettrali della radiazitrmrelgnetica.

Con lo Spettroradiometro sono stati collezionati 18 spietierzalli di 30 s con un tempo
di risoluzione di 100 ms e 100 finestre di misura.

I 17:



Nel grafico di figura 49, in corrispondenza dei primi tre spettavuto un repentino
incremento dellOintensit™ misuratas€é8® 3) +(100 ms. x 3) = 90,300 sec e in seguito la
coltura ha continuato a sedimentare gradualmente fino al termine dei 9 minuti.

In corrispondenza del 14 spettro, si * invece avuta p@atina riduzione di intensd”
causa dellDawio del nuovo ciclo di agitazione che ha risosmsoa microalgale,
riducendo cos* IOirradianza rilevata dallo Spettroradiometro.

La prova ¢ stata ripetuta con il medesimo protocollo cos@ieencentrazioni di cells/mL
e, alla fine delle misure sperimentali, * stata confermata Tadedlitisiegno sperimentale di
impiego del sistema di agitazione consistente in un minuto (S@mniglete di agitazione
lungo la colonna dOacqua) alternato a 9 minuti di pausa, idanuigmere 6 cicli di
agitazione su base oraria.

Questo setup sperimentale (vedi Tabella 7) come si vedramieeastato utilizzato nelle
due successive sperimentazioni del disegno fattoriale Doe.

Programma Agitazioni meccaniche (minu
10 minuti 1 ora 24 h
Pausa 9 54 1296
Lavoro 1 6 144
Tot 10 60 1440

Tabella 7 Programma delle agitazioni meccaniche ritenuto idoneocoredigioni di durata dadicli
sperimentali di una settimana in rapporto alle condeninaucroalgali di avvio e termine esperimento e alla
velocit™ di sedimentazione delle microalghe.

Con queste prove si * quindi cercato di monitorare il vali@ntensit™ media e della
qualit” spettrale della luce che dopo aver attraversaituta, drasporta con se lungo il
cammino ottico importanti informazioni generate dalla composizidegeta di coltura,
dalla presenza dei metaboliti, dalle concentrazioni e stadiatdi deeanicroalghe pie 0
meno ricche di pigmenti fotosintetici (HChlb), come presentato nel modello cinetico di
Acien Fernandez et al., 1997 e Molina Grima et al., 1999

Infatti, nelle colture batch come quelle descritte in gieestay bisogna considerare che, al
di I della capacit™ di rimozione dei nutrienti e di una diversa cihefieacita, il sistema
for risponde in modo diverso non solo per effetto delle stimmlazigtiche, ma anche per
gli effetti sulla crescita algale che rallenta a causa detieerdaggit™ ottica della coltura

(un numero superiore di cellule/mL) e dei metaboliti presenti nei fbr.
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Solo una frazione del flusso fotonico che attraversamatowente il for viene assorbito
dalle cellule (Carvalho et al., 2681a¢ valore dipende dalla distribuzione dimensionale
delle cellule in sospensione e quindi dalla densit”, dalle propciet” delle stesse, dalla
distanza delle lampade e soprattutto del sistema di agitazione impiegato.

| fotoni che non prendono parte ai processi di conversitmuhimica, vengono dissipati
dalle cellule sotto forma di calore e in parte vengono riflebsi ga le stesse cellule
provocando i fenomeni di scattering.

Come si vedr™ dallo studio sulle cinetiche di crescita, i ristdtattioh seguito a differenze
nei rate di crescita delle microalghe, determinano in ciascomdizioni di opacit” e
intorbidimento della coltura estremamente diverse rendendo diffictdtodoro
interpretazione.

Una rapidit™ nella crescita ottenuta con la stimolazionecacimstqueste condizioni
limitanti, comporta una consistente diminuzione della traspiebazoltura e quindi della
penetrazione della luce.

Pur tuttavia, questi effetti di accelerazione della cresoitstati notati e dicsiro verranno
amplificati nelle future prove sperimentali con fbr a ciclo @sam cui il terreno viene

costantemente arricchito di nutrienti e parte della coltura microalgabgainn
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Quarta Sesone

45 Dissgnofattorale eotimzzazioredd parameri di aesdta

Per ottimizzare i parametri della crescita delle microalghe eniatosellOEsperimento
Pilota, sono stati approntati diversi programmi di stimolaziosteeaen cui sono stati
testati suoni nellQintervallo tra 100 Hz e 10 kHz con amsodivumero di cicli di
stimolazioni e diversi valori della pressione acustica dei segrialnehlgiacolture
microalgali.

Per valutare |Qeffetto dei parametri strumentali sul compiortatelle colonie di
microalghe e« stato usato il softwResign Expert 8.0ithpiegando un disegno fattoridle 2
Le variabili scelte, interpolate con unOequazione polinomdikticguEg. 1), sono
riassunte in Tabella 8.

Variabil il_r:frzirtizre Is_tiJT)iet(reiore U-M.

Frequenza (A) 100 10000 Hz

Intensit™ (B) -3 6 rel.

Durata (C) 0.5 12.5 ore
y=hy+risbx K i xx +1ih X +e Eq. 1

dovey- la rispostay, b, b, el sono i coefficienti di regressiaxex ¢ il livello del fattore
esimo, j-estrame riportato in Tab. 1 ee|Oerrore casuale residuo del modello.

| limiti inferiori e superiori delle variabili sono state seleziatiatdase di esperimenti
preliminari e la letteratura nel settore. Le variabili dipendegoste sono il numero di
cellule ed il rate di cresqta die

| modelli sono stati valutati statisticamente tramite ANOVA gberim@sso di calcolare le

superfici di risposta per le variabili usate.
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Le superfici di risposta ottenute sono state combinateaadp |Oapproccio della
desirability totale (Derringer and Suich, 1980), che « rappresentatp 2allO

Eq. 2

dovef(d,) * la desirability totale, « la desirability dei@simaispostaM ¢ il numero di
risposte @&ve il peso di ogni risposta specificato dallOutente.

Questo approccio consente di individuare la regione ottimalepdeltn sperimentale
precedentemente scelto.

In questo modo ¢ possibile restringere la regione nella quie di ottimizzaziongono
soddisfatti. La desirability assume valori tra O ed 1 ed il massisn@lilityecorrisponde
alle condizioni che forniscono il rispetto degli obiettivi stabiliti (optimum).

Analisi dei Check points

Al fine di valutare la capacit™ predittiva dei modelli ottenutife stalizzata 10analisi di
check points scelti in modo arbitrario allQinterno dellOarea délalisegno sperimentale.
Un check point  stato prodotto in triplicato in modo da whétare lo scarto (bias) tra i
valori predetti dal modello e quelli sperimentali misurati in triplinaaoctrdo inferiore al
20% di bias « stato considerato accettabile.

45.1 Dexrizionedé sgup speimentale

Con il setup sperimentale riportato in Tabella 8, le coltuoalgeadi sono state sqitiste a
cicli di stimolazioni acustiche che sono state impiegate sol@ B6llere del fotoperiodo
della fase luminosa in accordo a quanto riferito anche datati(Weinberger and Das,
1972)] cicli di stimolazione sono stati impostati in modo da essere tiptodot1,30 ore
dall®accensione delle lampade al neon e di permanere nei progdavenp@idastoO per
un tempo massimo pari alla durata dellQilluminazione artificialerg¢)L2i3dnodo che i
cicli di stimolazione fossero riprodotti unicamente durante |Qillureirstificiale delle

colture.



Come visto in precedenza nei paragrafi 4.4.1, 4.4.3 sohd state condotte attivit”
sperimentali volte allQottimizzazione della diffusione della radiaziase et colture
in funzione dei fenomeni di sedimentazione delle colture microalgali.

Nella tabella 9 « riepilogato il setup sperimentale impiegato espdtmenti del disegno

fattoriale.
Setup Sperimentale Doe
Fotoperiodo: | 14 ore luce 10 ore buio
Cicli di Agitazione: | 6"#5%85"2-&0- - 6"#$5%68$"2-80- T Y rrgo(r |
VEHHEY08 (5. (/("0$" L(H2S(%("3"-45(%$ L(FH2+4*" $"0-+$'-"*" SO -5 /$1$ %o ++*" L (+' &/ H#$L/(-+5-+$

Tabella 9Setup sperimentale utilizzato nelle due distinte attivitheptali del De.

Ciascun ciclo delle stimolazioni acustiche ha avuto una duB@tanshuti che < stata
alternata ad un periodo di 1,30 ore nei fbr in cui i prograammp previsto una
stimolazione prolungata a 6,30 e 12,30 ore. Nella TabketattOindicato per i diversi
cicli delle stimolazioni il tempo di durata delle stimolazioni e di pausa.

Programma delle stimolazioni acustiche Ore gg. Stimolaz

30 minuti

Silean SileHic

1,30 30 mi 1,30h 30 min 2 ore

6,30 h
Silean Sile i ilg i
1,30 30 mi 1,30 h i 3 i . D min 3,30 ore
12,30 h

Tabella 10Programmalelle stimolazioni acustiche impiegate delle due sperimei del Doe.

La struttura dei suoni ¢ stata campionata presso |00 meétscnica delle Marche, dove i
fbr e IQattuatore sono stati caratterizzati con la teDMalescritta nella terza sessione nel
paragrafo 4.3.3 In questo modo, si ¢ cercato di ottimitazare della frequenza ed
intensit™ acustica realmente riprodotto nei fbr.

| valori dellQintensit” dei segnali indicati nel programma delle stinaatastatie sono
puramente indicativi e riferibili unicamente alla scala prestdo8étwiare Nuendo 4 in
cui * stato impostato il range di variabilit™ compreso trae (¢(8p) che indica il livello

dOintensit™ minima e intermedia per la riproduzione dei segnali.
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fine di ottenere informazioni anche sui tempi di recupero erduae inversione della

crescita, oltre che di efficienza.

45.1 Riaultati ottenuti dalle sperimetazioni dé Doe Le supefid di
rispoda tridimensiorali.

In questo disegno fattoriale, gli esperimenti sono statit@tidgemodo tale da soddisfare
le condizioni imposte. Con il termine Desirability si vanno aracerogliori valori di
frequenza e durata delle stimolazioni acustiche in cui soragteangraggiori valori di
biomassa e di velocit™ di crescita.

Al fine di determinare gli effetti di fattori principali sulla cresdlea microalghe ¢ stato
impostato un disegno fattoriafec@nsiderando la massa percentuale e il rate di crescita delle
microalghe stesse. Il disegno « stato utile per esplofatt I@iefattori quali frequenza,
intensit” e durata dello stimolo, sulla crescita per determmcaee guale sia quello
dominante rispetto alle risposte selezionate.

LOampio range di lavoro tra 100 Hz e 10.000 Hz havicesdeeun effetto inibitorio
predominante della frequenza sulla crescita dovuto appunto all@edeviatcestigato.

Infatti, come anche riportato in altri recenti lavori (@i, @013; Jiang et al., 2012) valori di
frequenza fissi superiori a 2000 Hz sembfanaliminuire la capacit™ di crescita delle
microalghe.
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variabilit™ (usando parametri relativi -3 e +6 per indicare il m@nlmassimo di intensit")
sia il tempo di esposizione sia IQintensit™ sono risultate metantimEpetto all maggior
effetto della frequenza. Ci” ha messo in luce IQesigestringere il campo dOindagine a
valori di frequenza compresi tra poche decine e 1000-2000 Hz massimi.

Al contrario, quando lo stimolo ¢ imposto in modo dinamico tramgepslineare di
frequenza, con unOestensione nella banda di frequenesacormplO0 Hz e 6 kHz, il
sistema ha risposto in modo pie efficiente come riportatmumaF28 e 29 mostrando un
aumento marcato della crescita rispetto ai valori ottenuti alle coensifoequenze fisse.
Tale risultato « giustificato dallo studio di analisi modale sulléwibdat vetro prodotte
dal trasduttord.1.1, 4.1.2 e 4.1cBe, come gi~ descritto approfonditamente, permette il
superamento dei fenomeni dissipativi dovuti ai difetti strutturatnadeiiale ed alla
geometria e dimensione della parete del fotobioreattore.

Infatti, la modalit™ ciclica (ripetizione ciclica di 10 secondi) di siasmislel segnale
durante lo sweep, che esercita sulle cellule una pressaomindsgs modulata,
probabilmente « meglio tollerata rispetto ad unOazione centmstante nel tempo. Ci”
permette alle cellule di godere in qualche modo di un effetioddnalassamento che
pie efficace nel mantenere IOequilibrio fisiologico delle microalghe.

45.2 Indviduakonee atimzzazonede paangri aaugid pie efiaent
pe la aedta ddle miaodghe L Gumento % dd rate di aesdta
otenuto

Dalle due repliche sperimentali del Doe « stata ottenuta costérmaggiore incremento
del rate di crescita delle popolazioni microalgali stimolate cardi bassa frequenza, i cui
valori risultano compresi nel range tra 100 Hz e 10000EH20@ome indicato nella
superficie tridimensionale di risposta in Figura 52.

In particolare, il rate di crescita della biomassa di Figurasté sanldecremento per valori
di frequenza che si allontanano dal valore di massima effisigtata essere pari a 100 Hz
con il migliore aumento % del rate di crescita passando dadivzd®% ai valori di 240%
e 225% in corrispondenza delle frequenze di 5 kHz e 10 kHz, rispegivament
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Questo risultato ¢ la conferma dellQimportante ruolo giocatintéaéit™ delle onde
acustiche che prima di essere trasmesse alla coltura midenadgalsuperare una serie di
barriere energetiche dovute al trasferimento delle vibraglancatena elettromeccanica
trasduttore B vetro. UnQintensit” elevata del segnade aonsente di superare le perdite
energetiche dovute agli attriti che condizionano il rendimento dellOerteao sist

Le misure di bioacustica con IOidrofono in immersione nei thritevato la non linearit™
del valore di intensit” relativa che ¢ gestita dalla scheda enadite alel sistema e che per i
prossimi esperimenti necessita di una calibrazione che pessdireoagli operatori di
impostare sul software direttamente il valore della pressione acustiea in ac

In queste attivit™ sperimentali, il valore di intensit” « statynd@ato dalle elaborazioni
delle registrazioni dei segnali ottenute con IOidrofono nel corso deghtsperime

Infatti, a proposito del fbr 5 (sweep di frequenza compe#€antervallo 0,1 D 6 kHz) del
secondo esperimento del Doe , * stato impiegato il valore sitinmtgativa ridotto ad 1/5
(-25), al fine di non interferire con i fbr vicini dato il d@éernumore generato nella fase di
spunto di ciascuna ripetizione ciclica del segnale di 10 secestl.\v@lore di intensit”
relativo « risultato essere troppo basso poichZ grte geliOenergia acustica ¢ stata
assorbita dalle strutture del fbr, diffondendo nella coltaraidetta densit”™ di energia
rispetto al precedente esperimento pilota.

Per questo motivo si ritiene che, a intensit”™ pie elevamenque pari a quelle impiegate
nella riproduzione della bassa frequenza (100 Hz), takrpnagdi stimolazione possa
esprimere sulle colture cellulari una migliore efficienza connuargato incremento sul
rate di crescita.

Un valore di pressione discontinuo e modulato esercitateesluille probabilmente o
meglio tollerato rispetto a unOazione continua e costdatepo. Ci~ permette alle cellule
di godere in qualche modo di un effetto benefico di rilassarhentope efficace nel
mantenere |Oequilibrio fisiologico delle microalghe, ma questaidpiée una ulteriore

conferma sperimentale che sar” effettuata nel prossimo futuro.
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microalgale contenuta nel fbr, « stato infatti osservao darante IOavanzamento
dellOesperimento il parametro della pressione acustica middrafardali@dsizionato in
immersione (a circa 10 cm sotto il pelo libero della coltura mlejpalgisultat@ssere
proporzionale alla concentrazione di microalghe, variabile nel tempo.

Per questo motivo, una volta dotato ciascun fbr di un amorampermeabilizzato in
corrispondenza del pelo libero della coltura microalgale sul pendorswaperto di ciascun
for, sar” possibile ottenere in continuo e in modo autoatatimel tempo la misura del
numero di cellule per mL e il rate di crescita delle microalghe in ciascun fbr.

La scheda audio Presonus Fire Studio e il Software Nuendotocansenfatti, di
automatizzare questo metodo di misura che necessita, qlondi, woa preliminare
calibrazione del campo acustico di partenza, essendo in gestiude nel tempo in
continuo e in modo automatico, anche in assenza dellGnpkratorero di cellule /mL
presenti in ciascuna coltura dei fbr impiegati e quindi il ratesditac delle cellule
microalgali presenti in ciascuno di essi.

Questo ultimo sistema di monitoraggio delle colture microalgalitaneqaessdi, solo di
alcune misure intermedie di analisi delle colture microalgali comettgunédié con il
contacellule automatico Scepter sia per corredare e validarmézioni ottenute, sia per
determinare la distribuzione per classi dimensionali delle celleh pedke colture
funzionalit™ propria dello strumento di misura Scepter

In questo modovengono drasticamente ridotti i costi di esercizio e notevolmente

incrementate la rapidit™ e la ripetibilit™ delle misure mantenendo una boolibit™.

454 1l montoragoLi-Ca ndleduerepliche spaimatali dd Doe

Con le modalit” indicate nella terza sessione del paragrafoe &tato effettuato il

monitoraggio dellDavanzamento delle colture per entrambi le sg@ighentali del
disegno fattoriale Doe.

Sono state collezionate misure di assorbanza a due distuate ddle fbr ripetute

giornalmente dopo IOagitazione delle colture e con la medesimza seqgle due misure,
prima quella superiore e in seguito quella inferiore, in modorckeverificassero tra le
due misure alterazioni dei valori di assorbanza dovuti ad yearfopda sedimentazione
delle cellule microalgali, fornendo cos* valori errati non cabfliordelle loro

concentrazioni.
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Per tenere conto anche di questa informazione, i dastabramllezionati distintamente tra
loro senza operare alcuna media in modo da poter apprezipmoellgibilit™ tra le due
distinte osservazioni.

Per una migliore effettuazione delle misure, sul banco sEdemerdtato posto
orizzontalmente un binario parallelo ai 9 fbr in cui * statostadrrere un carrello munito
di asta a cui * stato collegato il sensore della sonda in-@odo tale da consentire allo
strumento di assumere in ciascuna misura esattamente la posizibiiea(feigiara 60

Per guesto motivo le misure di assorbanza riportate mai gpab state collezionate a
partire dal giorno 1 di avvio dellOesperimento (dopo 24 wirg)i @mo punto utile sui
grafici T2 = -log T2/T1.

Figura 60l particolare della misura con la sondaokie il binario su cui scorre il supporto mobiteseario
a posizionare il sensore nelle due posizionbBl&sso lungo la colonna di ciascun fbr.

Per una maggiore comprensione del dato ottenuto e dei padhnwescita delle
popolazioni cellulari nei diversi programmi di stimolazione, si rinetesUidtazione delle
tabelle 11 e 12 relative ai programmi delle stimolazioni acustiggatenpei due
esperimenti del Doe, e alle fighbe 56 e 5della conta cellulare ottenuta con lo Scepter
coulter counter e alle misure del peso secco riportate nelle (ta&b&leeRyure 58 e 59).
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Dalle elaborazioni dei segnali per le misure effettuate neldtlsetondo esperimento del
Doe, sono stati ottenuti i dati riportati in tabella 2, ganelg il valore della trasmissione
del suono per le misure in acqua con la formula: 2} delogalore della pressione in aria

espressa in Pascal rapportata®aTdle valore viene ottenuto dal prodotto trax1DG”
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Tabella 15Valori FFT della pressione acustica in acqua ottenutediieazioni con idrofono, elaborate con
il Software Spectra Plus.

| valori della pressione acustica elaborati con il Softwara Bhectsono stati ricorretti in
acqua (rif. 10) dB e sono stati rappresentati graficamente nella Figura 69

Sono state elaborate tutte le tracce audio registratt@ambe gli esperimenti del Doe al fine
di rilevare il valore medio dellQintensit™ dei segnali acustici in acqua.

| valori ottenuti nei tre diversi momenti osservati durantaziémagato delle colture ha

dato il seguente esito in valore medio:



1. Al valore di Intensit™ relativa -3 « stato riprodotto nelleielin suono pari a 44 +
2 dB re mPa;
2. Al valore di Intensit™ relativl,5 » stato riprodotto nelle colture un suono pari a 48
+ 2 dB re mPa;
3. Al valore di Intensit” relativa +6 « stato riprodotto nelleis®kin suono pari a 65 +
2 dB re mPa;
4. Al valore di Intensit” relativa -25 « stato riprodotto neltereoun suono pari a 32
+ 2 dB re mPa.
Nello spettrogramma di Figura 69, si pu™ osservare il compudathee onde acustiche
registrate sempre nel fbr 1 durante IQavanzamento dek@tspapartire dal, & dopo 3
e 10 giorni. Ad una crescita delle concentrazioni di cellolé petla coltura microalgale,
generalmente si osserva una riduzione dellQintensit™ defilesgtalal T,e ancora prima
al T,, ad eccezione di alcune frequenze caratteristiche peti le sjato osservato un

fenomeno opposto.

Figura 69Misure dei livelli di pressione sonora rilevata con IQidrefféimoIn(0,10 10 kHz) al tempo zero
(TO), dopo tre e dieci giorni

Nelle Figurer0, 71e 72 sono stati selezionati intervalli nel range di frequer2a®KHz
dove si osserva |Qalternanza dei due fenomeni cui sembherebbeampo acustico
sistema alghe-for, allOaumento della concentrazione delle partiogl. risponderebbe
con una amplificazione del suono solo a determinate frequoenaa, effetto indiretto (di
inerzia) dovuto alle frequenze di risonanza del vetro @aatizia prodotto dalla massa di
acqua pie alghe come si » visto nellQanalisi modale di cui al paragrafo 4.1.1.
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Figura70. Misure dei livelli di pressione sonora rilevatd@idinofono nel for 1 (0E110 kHz) solo con il
terreno di coltura (senza IOinoculo microalgale), al tempd@yedod@ tre e dieci giorfinestra da 0,1 a 6
kHz circa.

Figura 71Misure dei livelli di pressione sonora rilevata con |Qidreffdinon(0,10 10 kHz) al tempo zero
(T0), dopo tre e dieci giorni. Finestra da 4 a 6 kHz circa.









In queste registrazioni di bioacustica e nel corso delle afiestthentali, particolare
attenzione e« stata posta al rabbocco del terreno diacaltumomento dei prelievi di
biomassa per le analisi e alle aliquote disperse in ariaqrazevey in modo tale da non
alterare le caratteristiche di riproduzione delle armonidie nei

| risultati ottenuti dalle registrazioni con IQidrofono e ticoratqua hanno riconfermato
IOesistenza di una correlazione tra il valore di intensit’edslEnpracustica misurata e la
concentrazione di cellule per mL, a determinate frequenze dello apetteogr

Il campo acustico di risposta del sistema raffigurato in FAgura volta fissati i parametri
di frequenza e intensit” del suono campionato da inviarepal fermisure di bioacustica,
consente di ottenere nel tempo le informazioni sulla varidelmepressione acustica

misurata in acqua.

Dai valori della pressione acustica rilevata dallOidrofono inteopoliatparametri di

frequenza individuati nel campo acustico di ciascun fotobierdattperficie di risposta
tridimensionale), sar” possibile estrapolare il corrispondéote &a concentrazione
cellulare di microalghe presenti nel fbr.

Una volta fornite le istruzioni dei diversi campi acustici gstiattedi ciascun
fotobioreattore al Software utilizzato per i programmi di stiomsdae di misura, sar
possibile automatizzare completamente la misura di bioacugéterla nel tempo senza

alcun costo nZ tantomeno la presenza fisica di un operatore.

La riproducibilit”™ del dato acquisito e, le informazioni di distribudiorensionale delle
cellule per millilitro saranno ottenute quindi solo con unadsemesure allo Scepter
contacellule automatico limitate a pochi ma rappresentativincarapamrso della crescita

delle colture microalgali.

LOidrofono impiegato potr” essere poi sostituito da un sjuatsierofono
impermeabilizzato che, seppure con una diversa sensihilitfrapguillamente assolvere
tale funzione dopo essere stato caratterizzato insieme al for di tdferimen
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4.6 Le Analis al microsoopio detronioo TEM

Gli esami di microscopia elettronica a trasmissione hanno evidegizi@Scenedesmus
obliguusna morfologia simile a quanto presente in letteratudimeihssioni misurate sono
in accordo con quelle rilevate con IOesame al microscopie attig@mnulometro laser
(Figura75. ComOe possibile invece osservare in Figlea@llule d8. obliquusattate nel
for con le stimolazioni acustiche, rispetto a quelle di conFkiglea(®) sembrano
derivare da aggregati separati durante le stimolazioni.

Infatti con le onde acustiche si ¢ osservata una sdstaitziaione degli aggregati, le cui
conferme sono state ottenute con gli esami granulometoictadcellulareQuesto effetto
potrebbe esere il fenomeno pie importantehe incrementando il rapporto
superficie/volume della coltura cellulare riesce a ricevere grrnflgso fotonico,
rendendo pie efficiente la fotosintesi.

Non ¢ chiaro, come mai questo ceppo microalgale, nellei ewelfas/e tende ad associarsi
in gruppi di 3-4 individui, ma non essendo dotato di moto propegtogmicroorganismo,
con questa particolare conformazione riesce a aumersiaaeslagperficie nel tentativo di

rallentare la sua sedimentazione verso il basso.

Certamente nella sperimentazione pilota e nei due esperilmdisggi® fattoriale Doe,
sono state osservate le separazione dei cenobi su cdmpicnbalghe caratterizzati da
una buona vitalit", rappresentata dalla crescita espendnzémte |Oavanzamento delle
colture con effetti pie 0 meno evidenti a seconda dei programmi di stimolazioraiimpieg

Nella Figura 77 si ossergainfatti, cellule singole aventi la conformazione geometrica
caratteristica a forma di mezza luna rovesciata vemmdOpsbpria dei cenobi. La
presenza di queste cellule staedateduzione complessiva degli aggregati cellulari come si
diceva e stata osservata con una maggiore frequenza nelleiouifate actusticamente.
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Figur&5 Nella foto ottenuta con il microscogettronico Tem ¢ chiaramente visibile la morfologia della
microalgeS. obliquipiegata in questa sperimentazione di bioacustica. Su c@ecsoiaof stati tracciati i
diametri minore e maggiore e determinato statistisat@elimensioni medie ddli€e prolato.
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4.7 Anald di Micosopa in fluorecenza

Dalle analisi delle immagini acquisite con la di microscopia in fluaresceampioni di
microalghe sottoposte a diversi programmi di stimolazione acusiieda ottenuta
confema di quanto osservato con le successive analisi Spetitrefitiobre riguardo alla
presenza di cromofori e al diverso rapporto osservato di clorofilla 4 & &G

La mancanza di informazioni in merito alla concentrazione dilelowoi ha permesso di
normalizzare gli spettri di emissione in fluorescenza sulla lbas¢éedeto in clorofilla. Ci™

« stato dovuto allOimpossibilit™ di procedere con I0estraziaerofdlk su un numero di
campioni cos" elevato e ripetuto negli 8/10 giorni di durata dellQesperimento del Doe
Non era chiaro infatti se nei campioni oggetto di studio erdastate cellule morte, rotte o
addirittura la presenza di cromofori che anche da soli rispoatlenfrequenze di
eccitazione falsando il dato di misura.

Con le immagini di microscopia in fluorescenza queste pressommatatein parte
escluse come ¢ possibile osservare in Hguave la nitidezza delle immagini delle cellule
che hanno risposto in fluorescenza, ha permesso di esarmordorni morfologici delle
cellule che si sono dimostrati ben delineati, cosa che altrimesaitebbe stata possibile se
nel campione fossero stati presenti cromofori esternnpotWeda cellule morte o rotte
che con i loro stati emissivi, avrebbero reso le immagini meno nitide.

Sempre dallOesame delle immagini » emersa unOaltra importante osservazione:

gli effetti pie marcati nella divisione dei cenobi di cellule ost®evata nelle frequenze pie
elevate del Doe, 4950 Hz. Questo preliminare effetto statgiosservato con le analisi di
microscopia elettronica TEM (vedi paragrafo 4.6), rispkttooltura di controllo con il
segnale acustico sweep che, nellOesperimento pilota la Istioudtare ad una intensit”
cinque volte superiore.

Alla luce dei risultati ottenuti sia dalle indagini Spettrofluorimetinehealle analisi di
microscopia in fluorescenza sono emerse importanti consnlgrazaissenza delle quali
sarebbe statdavvero difficile ottenere informazioni sullOefficienza e Saltfonvardi
composizione posta in atto dalle cellule in risposta allo mtresanico osservata nel
diverso rapporto tra CH/Chl b. E cios: I0assenza di fluorescenza potesssze
imputabile proprio ad un diverso rapporto qualitativo dei cronobf® partecipano ai
fenomeni emissivi, e quindi osservabili a diverse bande di eccitazione.

Le condizioni sperimentali migliori sarebbero quelle di proseguitiviéilesperimental

con indagini Spettrofluorimetriche e di microscopia in fluoressfégthaando, in tempo
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reale o comunque nelle stesse identiche condizioni entreeqpcodalla cessazione del
progranma di stimolazione giornaliero, [Oestrazione delle clorofille.

Questo permetterebbe di ottenere valori di concentrazionecldedt@le affidabili e
rappresentativi, indispensabili per la normalizzazione degli dpefluorescenza,
consentendo cos” di ottenere informazioni pie accurate.

Le analisi di microscopia in fluorescenza sono state oteonidddo i campioni con un
filtro a 480 nm, cos" come indicato nel paragrafo 3.4 dalnatanetodi. | campioni
osservati hanno mostrato comportamenti diversi a secondagdampmi di stimolazione
aaistica a cui sono stati esposti.

In particolare, per le colture di controllo « emersa una meagyesenza di aggregati
cellulari, che talvolta non hanno risposto in emissione déeioza) nonostante siano stati
eccitati sempre alla stessa frequenza.

Relativamente ai campioni di microalghe stimolate acusticamertguattedrdi 108z,
possiamo affermare che le risposte in fluorescenza agpai@agyiore intensit™ e numero
relativamente maggiore di cellule, mostrando una morfologiaofareresy caratteristica
dellQellisse prolato.

Per le colture stimolate ad una frequenza pie elevataz]1® &tdto invece osservata una
maggiore presenza di celluleSdenedesmus obliglias forma pie tondeggiantehe
complessivamente ha risposto con una minore intensit” dsdkimra e presentava un
numero minore di aggregati.

Purtroppo le analisi non sono state effettuate in tezaf® e comunque dopo olirddora
dal termine della stimolazione acustica. EO quindi probabileteh®ildsisonservazione
abbia in parte influito sullOesito di queste analisi. Si rit@mte ppportuno in futuro, data
la validit™ della metodica impiegata, di effettuare tale analisinéra dal termine della
stimolazione acustjcmantenendo le cellule entro tale periodo nelle stesse condizioni di
temperatura al fine di non perdere importanti informazioni dknpa di aggregati e sulla
variazione nella composizione delle clorofille.

Altra caratteristica che aggiunge valore alla tecnica idil@lielsicroscopia fluorimetrica
la rapidit” di esecuzione delle analisi che permette in brevedietepimre un numero
notevole di campioni acquisendo le relative immagini digitali rispetiticadkcopia
Elettronica dove invece occorre una laboriosa preliminpeggaiene del campione (con

un microscopio a 1000 ingrandimenti), con la inevitabile perdita di informazioni.
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LOazione di fattori di stress induce anche variazioni nelf@effitiéotosistema 1l che
possono essere rilevate attraverso la stima della fluorescenzaofikdia clor

La fluorescenza clorofilliana si verifica in competizione oarespi fotochimici radiativi e
quindi ad una maggiore emissione corrisponde una minore effick@saatetica
complessiva e una dissipazione di calore; una variazioneomeinifesi emissione in
fluorescenza delle clorofille pu™ fornire informazioni riguardouraal variazione
nellQefficienza dellOattivit™ fotosintetica (Papageorgiou and G2o0djee,

LOefficienza fotochimica del PSII al buio Fv/Fm, il Performancd $tdeser et al. 1999),
|Qefficienza fotochimica effettiva alla&itemO (Genty et al., 1989) e il Quenching non
fotochimico, sono variabili ampiamente utilizzate per diagnosbeaigioni di stress
(Clark et al. 2000; Strasser et al. 2000).

Esami accurati di cristallografia elettronica delle proteine diamerdér fotosistema Il ha
rivelato la presenza di importanti subunit™ nel pigmentotiatodelle molecole presenti
all'interno di questo grande complesso di proteine di membraber (Bemes and
KYhlbrandtWerner 1999) che potrebbero fornire preziose informazion&ersuineni
adattativi delle cellule in risposta alla meccanotrasduzioneneSpeiti@nto, alla luce di
gueste preliminari conferme sperimentali e attraverso larapitat® con il Prof. James
Barber dellOlmperial College di Londra e del Laboratorio BiosdiafAleabandria diretto
dal Prof. Guido Saracco e dalla responsabile Dott.ssa Aledaghana, di proseguire con
ulteriori approfondimenti finalizzati ad una sempre migliore cormpeeregli effett
osservati che, per la rilevanza mostrata nelle percenssinendi ate di crescita
microalgale ottenibile, potrebbero mettere in luce unéanteresiovo scenario su un

eventuale e sensibile incremento di efficienza nel fotosistema Il.
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Capitolo 5

Gli effdt dellamecandrasdizione sule cellde di
Sceaamusobliquus

Le diverse cinetiche di crescita ottenute con i differentiteatati nella sperimentazione
pilota e nel design of experiment ci hanno spinto ad apprefgh aspetti correlati alla
risposta della cellula microalgale sotto 10azione di uno stimoficanegeale quello
prodotto dai suoni nel campo delle frequenze udibili.

Le stimolazioni con i suoni di frequenza compresa nel rar@é d& kHz, hanno
incrementato in maniera diversa le cinetiche di crescita,aadoelerprocessi di
duplicazione cellulare e, senza dulpléstanaggiore attivit”™ ha influito sul metabolismo e
sul consumo stesso di nutrienti, ma non ¢ del tutto chiamoineno di attivazione della

cellula a seguito dello stimolo meccanico.

Si « quindi deciso di esplorare il comportamento della cellula \sag&td@azione di uno
stress meccanico, a partire dal modello meccanico della cellida dicfagn et al., 2005
Questi autori attribuiscono al cambiamento delle carattedstui@o®sit™ del fluido interno
alla cellula la possibile causa dellQalterazione della frequenza di tHistaranza ce

Essi infatti hanno dimostrato con le simulazioni acustietalOaumentare della viscosit™
interna della cellule dB. emersponia sua frequenza di risonanza si riduceva
proporzionalmente d&b%. Uréltra osservazione sperimentale sulla risonanza delle cellule
di microalghe sottoposte alla frequenza acustica di 1 MHz <xtattapia Miller, 1986.

In un recente lavoro di Hartmann et al., 2005 « stat@mttuo stress meccanico provocato
sulle strutture cellulari di un lievito sottoposto ad eleessigure idrostatica, mettendo in
evidenza non solo le deformazioni strutturali della membranached@inattivazione di
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proteine di membrana a causa della trasmissione indotta daegties@zioni al doppio
strato lipidico (Kilimann et al., 2005; Ulmer et al., 2002; Knorr, 2004)

Inoltre Hartmann et al., 2005 riconoscono come particotarsersibili a questi effetti le
geometrie cellulari allungate. La forma astifornie dolie diP. aeruginosasono
dimostrate infatti pie sensibili allOapplicazione di pressiondddr@itatarebbe ulteriore
importanza alle precedenti osservazioni relative alla panitofategia dell&cenedesmus
obliquus allesuecaratteristiche reolob&e di viscosit”, come si ¢ visto nel paragrafo 1.4

Le cellule rispondono allo stress meccanico principalmenteiceambiamenti sulla
tensione della membrana plasmatica, lo stress lshegaressione idrostatice la
compressione (Apodaca, 20MA oltre alle forze esterne alla cellula bisogna considerare
anche le forze interne alla cellula, generate dalla pressiotiea. La cellula risponde a
guesti stimoli esterni modificando una serie di fattori tra ceolwla divisione cellulare, la
crescita dimensionale, la trasduzione dei segnali, IOespressipt@agtvézione dei canali

ionici di membrana, ma anche la conversione fotochimica e persino la morte.

| fattori ambientali influenzano gli organismi cellulari con stessanici. Pequesto
motivo diviene sempre pie interessante capire quali effettinpoprodurre sulle cellule
vegetali queste interazioni di forze meccaniche.

EOQ stato dimostrato come Suoni di bassa frequenza ed, iabdiaitd prodotto effetti al
metabolismo e alla membrana plasmatica ossia allo stratodedkeroellula che rileva
prima le variazioni dellOambiente in cui » immersa.

Zhao et al., 2002 hanno investigato il fenomeno condsuiot@nsit™ inferiore ai 100 dB di
frequenze par a 400, 800, 4000pkizunOora. Alla frequenza di 400 Hz e 90 dB e stato
osservato il cambiamento pie vistoso. LOincremento « quasi éingo u certo range di
intensit” sonora oltre il quale si inverte il fenomeno. Mdfegti eella trasduzione
allOinterno della cellula ancora sono poco chiari. Chiacas@mrielelle evidenze su come
gli stress ambientali possano cambiare le funzioni delle proteine di membrana.
L'interazione tra i fosfolipidi e le molecole proteiche e il caemdea dellastruttura
molecolare influenza e regola la fluidit” dell'intera membrana. Gitiadmiuidit®
correlano con aumenti della permeabilit” all'acqua dalla memismmasigaacellulare e si «
visto come questo migliore afflusso da e per la cellula dishtgaanfluito positivamente
sulla riduzione dello stress osmotico sulla cresdtischigrichia doik questo possiamo
dedurre che il cambiamento della struttura secondaria della mepnbi@na pu”
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comportare I'aumento della fluidit” della membrana plasmatica.

EO stato quindi esplorato il diverso comportamento delle cgétadi setto |Oazione di
stress ambientali di diversa natura, ivi incluse le sollecitazmamichecprodotte dalle
stimolazioni acustiche. Lo scopo era di individuare una metodolag#isiche fosse
idonea a rappresentare in che modo queste cellule interguesh segnali e quali azioni
e/o modificazioni biochimiche e di altra natura esse mettano im gangottrarsi a queste

inattese perturbazioni.

Sie reso,quindi, necessario approfondire gli effetti della meccanotrasdietiareellula in
modo da individuare e in seguito ottimizzare il rendimento enedmtiomcesso
microalgale di biosintesi in base alle frequenze acustiche ritenutespts. effic

Sono state individuate sostanzialmente tre diverse metodolagadisdieatremamente
diverse tra loro per cercare di spiegare i meccanismi meapoidaie cellule in risposta
alle azioni di compressione e rarefazione prodotti nel mezammaingiegati nelle

stimolazioni.

5.1 Lerisposebiotimdeallo stress meccanioo

Le tecniche ordinarie di analisi non permettono di ottenermaafoni dettagliate sui
meccanismi molecolari che stanno alla base dei cambiamenti met(efbisiatetica delle
microalghe e nella composizione biochimica delle stesse.

| diversi comportamenti e le diverse cinetiche di crescitatesselteacolture stimolate con

le onde acustiche rispetto a quelle di controllo hanno dimabtieater prodott anche

effetti macroscopici molto diversi tra di loro per quanto deyubrcolore e la torbidit”
dellOacqua nei fbr Richardson et al., 1983 riferivano inaliaestmtegia adattativa della
Scendesmus obtijgus seguito dellOQincremento delle concentrazioni nel numero di individu
e del conseguente fenomeno di ombreggianfantidlurre la densit™ del flusso fotonico

nelle colture microalgali.

Ma un altro importante aspetto da considerare, quandoraidem le colture cellulari in
batch riguarda senza dubbio il bilanciamento energetico bieldke otee, per il loro
sostentamento in certe fasi evolutive, degradano le pmateuraulate rilasciando nel
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mezzo di coltura i relativi prodotti di degradazione. Questo femaimenta ancora pie
importante laddove si assiste ad una rapida risposta ad ulwocstngenera un elevato

rate di divisione cellulare, come nel caso delle stimolazioni acustiche.

Sulla base di queste importanti considerazioni * stata an{atdagine articolata in due
fasi.

Nella prima fase » stata eseguit@pprofondita ricerca bibliografica per apprendere meglio
I meccanismi che hanno prodotto le evidenze sperimentali distesggtolo 4 e che si »
trovato essere recentemente supportato da altri autori (CaDé&BalShi Rhen et al., 2012)

Nella seconda fase si ¢ cercato di acquisire informazioni suithchdinadel profilo

biochimico delle cellule microalgali, in presenza ed assenza di stimolazione acustica

Le misure di efficienza dei fotosistemi nel tempo sono stteiteticon fluorimetro
portatile AquaPen, misurando in modo dinamico le variazioni deitpataefficienza
dellOapparato fotosintetico prima e dopo le stimolazioni acustiche.

Ulteriori analisi dei campioni di microalghe allo Spettrofluorimetrctata effettuate alla
ricerca di informazioni sulla composizione e, quindi, di eventuali haodédlcprofilo

biochimico dei complessi cellulasdenedesmus oldigagsito di stimolazioni acustiche.

Con la tecnica infrarosso FTIRstato investigato il rapporto carboidrati/proteine che da
evidenza bibliografica (Giordano et al.,)2@iterebbe anchOesso collegato con I0efficienza

dei fotosistemi coinvolti.

Le attivit” e gli approfondimenti bibliografici della | fase di studjlb affetti della
meccanotrasduzione e le tecniche di indagine sulle metodologiesEiiitie del paragrafo
3.4.3 sono state eseguite con la assidua collaborazigmezdso contributo della PhD
Prof.ssa Paola Sassi e delle Dott.sse Maria Ricci e Saea Matganluppo ulteriore delle
analisi e approfondimenti descritti nei paragrafi 5.3 e 6.5tatsninvece realizzati con la
collaborazione della PhD Prof.ssa Loredana Latterini della éftd3aPPaola Sassi e della
Dott.ssa Sara Mattana.
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| fase: pprofandimenio bibliografim

5.1.1 LGittivazionedd Canali ionid

Ci sono molte evidenze sperimentali che attestano, in segsfitdolo meccanico,
|Oattivazione dei canali ionici del calcio, la cui concentranem aella cellula dopo la
meccanotrasduzione (Knight et al., 1992).

Similmente alle cellule animali, anche in quelle vegetali esiste dirtsaszhissione dello
stimolo meccanico, che mette in collegamento le strutture sdhalétro, membrana
plasmatica parete cellulare. Questa rete si basa su molecole linkeemopeptidi RGD
(argglyasp)simili alle integrine. Questi peptidi connettono i microtubuli alla amambr
plasmatica, che contiene canali ionici pef‘il @a particolare tipo di guaine di membrana
(Hechtian strands) lega la membrana plasmatica alla patete agHaverso 1Qactina e i
peptidi simili allQintegrina attaccati allOinterno della membrangitasie IDapertura e la
chiusura dei canali di membrana attivati dallOestensione détia sieflartellulddffe et

al., 2002; Telewski, 2006).

| canali ionici meccano-sensibili (MS) sono delle proteine di mewtigahanno la
capacit”, attraverso i loro pori, di aprirsi e chiudersi segoenza a forze meccaniche
risultanti da gravit”, pressione osmotica e suono. Ogeinprati membrana capace di
adottare molteplici conformazioni con diverse sezioni traspersasere considerata
meccano-sensibile (Haswell et al., 2011; Jensen et Haswell, 2012).

| canali MS sono all'equilibrio tensione-dipendente tra dueclste#g e aperto, che
differiscono per la conduttanza. Quando i canali ionici sidroghloro stato aperto, come
risposta a forze meccaniche, permettono il passaggio diomaitutto Cad e K',
attraverso la membrana, in modo da originare una corrergeh@mu” diventare segnale
elettrico (meccanotrasduzione). La tensione di membrareneostagou™ essere trasmessa
direttamente nel canale attraverso il doppio strato lipidicdlwire indirettamente adralt

componenti cellulari.
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| canali MS sono un eccellente strumento per lo studio deflioriertra le propriet”

meccaniche della membrana e la struttura e la funzione delle proteine.

Importanti evidenze sperimentali sono state ottenute daidliecéipali ionici, isolati dalla
membrana plasmatica di Escherichia coli: MscS e MscL rispativeanah meccano-
sensibili a bassa e ad alta condulttivit”, proteine nonesetdthendantissime nei batteri. In
guesto caso sono state studiate le interazioni tra teetprdei lipidi e la funzione delle
proteine. MscL e MscS reagiscono direttamente ai cambiatfetensione di membrana
tramite l'apertura dei pori della proteina. L'interazione comntdrana ¢ un aspetto
fondamentale della loro funzione. (Jensen et Haswell 2012} étaswe011; Sukharet
Anishkin, 2004).

Diversi studi su MscL hanno evidenziato che cO« unOsifeispandenza idrofobica tra la
proteina e la membrana, tanto che il decrescere delloesgeaanembrana perneetina
pie rapida ed efficace apertura del canale.

Nel mondo degli eucarioti, sono stati studiati membri facentidedaefamiglia delle
proteine MscS in tutti i genomi di piante finora prese coma#oodganalisi, tra cui di
grande evidenza le 10 proteine OMscS-relativeO presemiimeeldi Arabidopsis thaliana e
in molti, ma non tutti, i genomi fungiHiséwell et al., 2011).

5.1.2 1| metdolisno célilare e@spessi@ngdna

In molti studi riguardanti la meccanotrasduzione e stato tattestaffetto del suono sul
metabolismo di cellule vegetali, lieviti e batteri. (Matsuhashi et al., 1998)

Wang Xiujan e collaboratori (Xiujan et al., 2002) hardiatstiQeffetto del suono sulle
piantine di Crisantemi trattati a una frequenza di 100@ Ha@intensit™ di 100 dB a tempi
diversi. | risultati dimostrano che |Qattivit™ degli Oenzimi protettivedta in modo
differente. Questi enzimi, perossido dismuf8ID), catalasi GAT) e superossido
dismutasi (SOD) sono chiamati protettivi perchZ decompongog®, |® ¢fiminano le
specie radicaliche dj O

! 22¢



Gli studi effettuati sulle cellule del lieit@erevigit@mostrano che stimolazioni acustiche a
differenti frequenze (100 Hz e 10 kHz) inducono rispustteboliche diverse (Aggio et al,
201).

Jeong et al., 2008, riferiscono come particolari freqeerstiehe (125 Hz, 250 Hz e 1 kHz)
stimolano la sintesi delle proteine ALDOLASI e RUBISCO, due complassatiei
coinvolti rispettivamente nella glicolisi e nella fotosirfaestgpotrebbe spiegare non solo
la variazione nei rapporti tra proteine e carboidrati, mdivemsa efficienza nei processi
fotosintetici ad opera delle stimolazioni meccaniche.

Sono stati individuati geni la cui espressione « sensibile allaishmala onde acustiche.
La regolazione genica da onde acustiche « stata dimtstrnatesa I'analisi dell'espressione
dellmRNA.

L'espressione dellmRNA del gene ALD (gene che codifica petelaapaldolasi, che
catalizza la condensazione tra la gliceraldeide 3 fosfasfodiidrossiacetone, ad esempio
nella glicolisi) aumenta in modo significativo con un trattamé@t® e 250 Hz, mentre
diminuisce con un trattamento a 50 Hz. Questo comportamentmdice della presenza
di un meccanismo di rispoSteguenzapecifico.

Gli esperimenti sono stati eseguiti su una pianta di riseieasgontenente il gene
chimerico derivante dalla fusione del promoter del gene ALD erededgmrter GUS. (Un
gene reporter « un gene la cui attivit™ * facilmente mahilermediante istochimica o
metodi immunologici; esso codifica per un prodotto genico chespare utilizzato
pesstudiare |Qattivit™ di sequenze regolatrici di un altro gereeds@)t In base al tipo di

stimolo meccanico viene modificata I'espressione di particolari geni.

| geni di cui ¢ stata valutata la possibile alterazione deWies@egenica a seguito di

stimolazione acustica sono quelli codificanti per:

- Rubisco : enzima fondamentale della fotosintesi

- Aldolasi fruttosio 1,6-bifosfato: enzima fondamentale della glicolisi
- Proteina DNA J-like

- Calreticulina



Il fasele netodlogie idanalisi inpiegte

5.2 Le temichefluorimetichedi anais impiegate pe indagae gl efetti
déla meccandrasiuzonesulle odlule di Senalesms obliquus

Le cellule microalgali, a differenza dei lieviti e batteri, retigdamrio metabolismo di
conversione dellOenergia fotochimica mediante I0assorbimerte. deftdohi devono
quindi raggiungere velocemente i centri di reazione allQintetomplasti presenti nel
nucleo centrale defl@enedesmus oldigulia membrana.

A seconda dello stato fisiologico del microrganismo, e possiltiégesta fluorescenza
prodotta dai centri di reazione quando sono irradiati da ium dadoce saturante e
calcolarne i tempi di decadimento.

Questo indice « in grado di esprimere |Qefficienza nella comarsigetica visto che la
fluorescenza rappresenta un fenomeno dissipativo di ergridi contrapposto al valore
di massima efficienza. Al crescere della fluorescenza diminuisce |Q¢t&intado

Con IOimpiego di queste tecniche e possibile ottenere infurrdazmiche utili a
riscontrare eventuali variazioni di efficienza nella convessergetica della luce ad opera
delle microalghe e, soprattutto, di composizione ovvero di moelifi@ambiente oggetto di
analisi ovvero delle clorofille e quindi dei cromofori che conwiwistla conversione

fotochimica con i loro centri di reazione.

Osservando gli spettri, questi evidenziano due bande dig8a@te 685 nm, la cui intensit”
relativa cambia nei diversi momenti di lettura (avanzamento ilnpgiociascun fbr e in

relazione, soprattutto, ai diversi programmi o cicli di stimoleaooiséica a cui le

microalghe sono state sottoposte.

Possiamo attribuire la presenza di almeno due diverse clarofiietieolare si osserva tra
le bande un leggero shift (spostamento laterale) dovuta qualche modificazione
delldambiente delle 1885 nm e Chlb 645 nm. Ci~ induce a pensare a una presenza

diversa di contenuto in clorofilla.
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EQ stata osservata una variazione dQOintensit” relatiéavemzamento del tempo
dellOesperimento su entrambi le bande delle clorofille e ci™ rinfiattijaa im diverso
contributo di clorofille presenti nei campioni di microalghe esaanqatidi un numero
diverso di cromofori che assorbono ed emettono elettroni duranteskprimtosintetico.

5.3 Risultat conplessvi ddleanais allo Spé&rofuorimero

Dalle analisi allo Spettrofluorimetro sono emerse importanti informiaz merito al
comportamento delle cellule microalgali sotto IQazione di umtélestites con la loro
inequivocabile risposta in fluorescenza che, in taluni acasistrato risposte diverse a

seconda del programma di stimolazione.

La normalizzazione di tutti gli spettri di analisi con le cozeemtreellulari alla luce dei
risultati ottenuti poneva qualche perplessit™ in merito atlaepresenza nei campioni

esaminati di cromofori appartenenti a cellule rotte o morte.

Gli esami di microscopia in fluorescenza hanno escluso questa p®ssibilit”
evidenziando che, nelle immagini digitali relative agli esperimenti ael De@no rilevato

la presenza di fluorofori e cromatofori esterni alle cellule.

| tempi di conservazione dei campioni sembrano aver giocatolaifondamentale sui
risultati ottenuti con IQimpiego di questa tecnica, peroosigiianei prossimi esperimenti
di eseguire queste misentro unOoml massimo dal termine delle stimolazioni acustiche, in

modo da ottenere maggiori informazioni.

Sar” interessante poter confrontare questi esami flumiimoetr il metodo ossimetrico di
misura dellOossigeno molecolare liberato in acqua, rilevabisor@aPsesens Fibox3 a
fibra ottica in parte gi” impiegato in questa sperimentazione.

In Figura 1 « stato schematizzato il programma completo oet&zbni acustiche del
Doe, in modo da evidenziare le diverse frequenze acustefeep@stdurata e intensit”
relativa dei segnali riprodotti nei fbr, in modo da rendere mvdigo diversi effetti
osservati sulle intensit™ delle emissioni in fluorescenza dei campioni esaminati.
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Figural: Programmi delle stimolazioni acustiche testate nel Doecdlefiee ¢ riportata la durata delle
stimolazioni acustiche su base giornaliera: un soldi @6laninuti, 4 cicli da 30 minhaellOintervallo di 6,30
ore e 7 cicli da 30 minuti nell®intervallo di 12,30 ore.
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5.3.1 Misureallo Spérofuormetro de canpionideé primo epeimento
de Doe

Nel primo esperimento del Dakfbr 3 stimolato acusticamente &léguenza di 100 Hz

per un periodali 30 minuti al giorno (Figura 2), al tempo, Tdopo 6 giorni dallQinizio

dellOesperimenttd una intensit™ ridotta della met™ (0,1) nella lunghezza dOdnda pa
645/647 nm e quindi una maggiore presenza di clorofillath) {Epétto al valore di avvio
dellOesperimentg (T,2) Questo valore di intensit™ nella regione delléd €labbastanza
altalenante durante IOavanzamento dellOesperimento inecuarss dse punti di flesso
con inversione tendenza decrescentgenl

Figura 2: Analisi allo Spettrofluorimetro del campione di micretitgbkato alla frequenzaldi0 Hzper 30
minuti al giorno a intensit” relativa massimé. Nel grafico ¢ stato normalizzato a 1 il valore di intensit®
rilevato alla lunghezza dOonda di 685 nnChkdldurante IOavanzamento dellOesperimesta Bad sono
emerse sostanziali modificazioni sullDambien@htiblialla lunghezza dOonidd48/647 nm.
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Sempre in riferimento al primo esperimento del iDfi®, 7 stimolato acusticamente alla
frequenza di 100 Hzper un periodali 12,30 ore al giorndqvedi Figura 3), al tempg T

(dopo 6 giorni dallQinizio dell®esperirhentod intensit™ circa cinque volte superiore (0,5)
nella lunghezza dOonda pari a 645/647 nm e quindi una mesggoma di Chirispetto
all®avvio dell®esperimepto, T

Figura 3: Analisi allo Spettrofluorimetro del campione diaigibe stimolato alla frequenzd @D Hz per
12,30 ore al giorn@ intensit” relativa massim@ Nel grafico ¢ stato normalizzato a 1 il valore di intensit”
rilevato alla lunghezza dOonda di 685 nm dedldChhte IOavanzamento dellOesperimesta Bad sono
emerse sostanziali modificazioni sullDambiente dellel&minghezza dOonda di 645/647 nm.

UnOinversione di tendenza si osserva al tegngov@ |Oemissione in fluorescenza nella
regione dello spettro delle Glsubisce un rapido declino fino quasi a raggiunggreer T

poi rimanere stabile ne). TOintensit™ di emissione in fluorescenza nella medesima regione
dello spettro delle Chkubisce quindi un rapido incremento dal questo trend di crescita
leggermente altalenante permane fing al T

Osservando il comportamento delle colture microalgali stimolssa &réquenza 100 Hz e
con unQintensit” relativa massima +6, questOanalisi ci dinéopmamEoni sulla modifica
dellOambiente delle Bhi relazione alla durata delle stimolazioni giornaliere cheaseno st
impiegate neifbr 3 e 7.
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Riassumendalla frequenza di lavoro di 100 Hz e intensit™ relativ&6, cicli giornalieri

di stimolazioni acustiche pari a:

¥ 30@ninuti provocano unaduzione dellQintensit™ di fluorescedeb50%

¥ 12,30oreprovocano uimmcremento di intensit™ di fluorescenpari a 5 volte
nella regione osservata dellebChl

Questa informazione sul comportamento osservato di una nadifieanbiente delle &l
deve essere interpretata come un adattarsi della cellula rabecdivdizioni di stress
prodotto non soltanto dalle oscillazioni meccaniche impressendalkecostiche in acqua

sulla membrana cellulare e sugli organi interni.

In queste colture in batch, occorre tenere contotsdfwralelle modificazioni dellOambiente
in cui le alghe si muovono e cioe nel terreno di colturavarow a depositarsi metaboliti e
scarti cellulari che ne fanno variare le caratteristibltentetriche nel trasferimento della

luce.

Una modificazione cos” pronunciata nei pigmenti messa in attoeltldbe microalgal
potrebbe derivare dalla necessit” di organizzarsi peredsugaantit” di fotoni necessaria

ad attivare la conversione fotochimica.

LOincremento della crescita e della velocit™ nei diversi progratimailaiiione in queste
colture in batch, pu™ determinare una diversa proporzebmapporto tra i sali presenti nel

terreno: nitrati e fosfati e anche di vitamine.

Certamente, per questo motivo, come si ¢ visto nel capilisultati e Discussione, in
entrambi gli esperimenti, quello pilota e nel Doe, durante d®awmaelle colture si *

manifestato un sensibile e rapido incremento nelle divisioni edidufeequenze acustiche
pie basse nellQintervallo considerato, che  stato poeiraggiunto dopo diversi giorni sia
dal controllo che dalle altre frequenze testate eccemopeiaguelle limite dei 10 kHz
ritenute poco efficienti.

Ad esempio, proprio in merito al funzionamento del fotosistémariDaltra specie algale
appartenente alla stessa famiglia Sieflaedesmus obkaiftan et al., 1998servano che
durante la fase iniziale di luce del fotoperiodo, la capaaintietioa delle cellule aumenta,

mentre laconcentraione e l'attivit™ dei centri di reazione del PSIlI rimane relativamente
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costante. Questo tasso di efficienza fotosintetica vietenutarper un periodo pari & 3-
ore e corrisponde ad una fase di rapida crescita delle colture cellulari.

Durante questo periodo in cui [Oattivit™ fotosintetica delle cetlassima, si ha la massima
espressivit™ di efficienza del PSIIl. A seguire, una voltacgikellla ha accumulato riserve
sufficienti per la divisione cellulare successiva, l'attivifinfetiza diminuisce e allOinterno

delle cellule avvengono profonde riorganizzazioni sulle membrane tilacoidali.

Durante questa fase, per le cellule non ¢ prioritariaaladiss energetica e pertanto inizia
una riduzione dei centri di reazione del PSII, che assumer” inralore durante la fase

della divisione cellulare.

Al rapido incremento del tasso di evoluzione dellOossigeno netleepdreseguél lento

declino fino all®inizio della fase al buio in cui ha inizio la divisione cellulare.
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Sempre nel primo esperimento del Ddéy 9 stimolato acusticamente &l&guenza di
10.050 Hz (10 kHz)per un periodali 6,30 ore al giorno(Figura 4), dopo 1 giorno

dallQinizio dellOesperimen}agdgiunge il massimo di intensit™ (0,2) nella lunghezza dOonda
pari a 645/647 nm e quindi una maggiore presenza @i rSpetto al quarto giorno
dall®avvio dellOesperimeptin(@ui IOintensit™ di emissione in fluorescenza « pari a 0,02.

Figura 4: Analisi allo Spettrofluorimetro del campiomécdialghe stimolato alla frequenza di 10.05QMHz (
kHz circa) per6,30 ore al giornaa intensit” relativa1,5 Nel grafico ¢ stato normalizzato a 1 il valore di
intensit” rilevato alla lunghezza dOonda di 685 nm delldu@hite IOavanzamento deéfieento da Ja

Te, € sono emerse sostanziali modificazioni sulldambiente Hedlika@ighezza dOonda di 645/647 nm.

Il massimo valore di intensit™ dellOemissione in fluorescenza mi$utat® pari a 0,2
dopo un giorno dallQinizio dellOesperimento, nel fbr 7 « siag tiegrolte superiore (ha
superato 0,5) nonostante questOultimo abbia lavoratmecalurata giornaliera delle

stimolazioni acustiche del 50% circa.
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Nel confronto tra i diversi programmi di stimolazione acustida Bee f3 per interpretare
correttamente gli effetti pie 0 meno evidenti bisogna considerare:

1. che la frequenza delle stimolazioni acustiche tra i due éQalidine di grandezza
superiore (0,1-10 kHz);

2. che il tempo di stimolazione (numero dei cicli)  inferiore del 50% circa;

3. che I0intensit” relativa del segnale acustico che giungeltnadle ridotto di
quattro volte rispetto al valore (+6) impiegato nel testare la heeqG08rHz.

Tenuto conto delle osservazioni sopra indicate, dalla letliraspatri in Figura 4,
unOinversione di tendenza si osserva al temgov@ IOemissione in fluorescenza nella
regione dello spettro delle ®Glsubisce un rapido declino fino quasi a raggiunggreer T

poi subire un incremento neleTun declino fino alsT

Questo valore di intensit™ nella regione dellebGhii « abbastanza altalenante durante
IOavanzamento dellOesperimento. Si osservano due punti die imlietsindenza
decrescente in; e T, e questo comportamento ¢ stato osservato per diasosi oi
intensit” di fluorescenza anche nel fbr 3 stimolato solo 8@ aligiorno con un segnale
acustico di frequenza 10 volte inferiore (100 Hz) eithtexiativa di segnale 4 volte

superiorg+6).

Nelle diverse condizioni sperimentali il sistema risponde produceadogne clorofille
di tipo diverso. Lo stimolo a cui corrispondono tutti quei \dilarescita (in intensit’)
modifica [Oambiente probabilmente provocando unOalterazicompesizione dei centri
di reazione. Non « chiaro per” se questa modifica nella coimpesiei centri di reazione
che assorbono la luce « una necessit” delle cellule pedergpallo stress indotto dalle
onde acustiche oppure se queste alterazioni dipendano datla ciivnposizione del

terreno di coltura.
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5.3.2 Misure allo Spettrofluorimetro de campioni dd seocondo esperimento
de Doe

Nel secondo esperimento del Dibdbr 2 stimolato acusticamente dtequenza di 10

kHz per un periodali 30 minuti al giorno (Figura 5), gi” allOavvio dellOesperimgnto (T

assume il livello massimo di intensit”™ (0,4) nella lunghezza d®wmdtH847 nme
quindi una maggiore presenza dibile progressivamente diminuisce fino al terzo giorno
dall®avvio dell®esperimenjocEh un valore prossimo allo zero. Poi risale ,apdr
decresae nuovamente fino ad azzerarsi di nuovo dopo sei giorni dallQiGegpdemento

(Te)-

Figura 5Analisi allo Spettrofluorimetro del campione diaaighestimolato alla frequenza di 10.050 Hy (
kHz circa) per 30 minuti al giornoa intensit” relativa massim@. Nel grafico ¢ stato normalizzato a 1 il
valore di intensit” rilevato alla lunghezza dOonda di @é@flan@hk durante IOavanzamento dellGesptri
da Toa Ts, Sono emerse sostanziali modificazioni sulle @k lunghezza dOonda di 645/647 nm.

Nel for 2 il contributo in intensit” nella banda delle iEhdurante IQavanzamento
dellOesperimento, si « progressivamente ridotto, fino ad annullarsi



Ci” che » stato osservato ¢ il valore di intensit™ dellOemissitumrescenza gi~ allOinizio
dellQesperimento: al tempg assume il massimo valore4)Oper poi annullarsi

completamente.

Considerando, inoltre, che durante IOesperimento le fotrak dpka luce artificiale non
sono cambiate, ne tanto meno IQintensit”, diventa difficilarspiegne mai le cellule
abbiano adattato le clorofille (riducendo la ICHhino ad azzerarla), soprattutto in
considerazione del fatto che la coltura ha ricevuto urstireoll@zione giornaliera di breve
durata (solo 30 minuti), ma di frequenza pari ad unOordindelizgrpie elevato rispetto
al comportamento ottenuto a parit” di programma (duratssti@tdazione) e frequenza
pari a soli 100 Hz.

Questo risultato induce a pensare al protocollo sperimemtatei csono state eseguite
gueste misure allo Spettrofluorimetro. 1l tempo di conservazisigp a (+4 jC) * stato
pie lungo per i campioni del Primo esperimento del Doe e quéstbl@oaver influito sul
minore valore di intensit” nei segnali di fluorescnza misurgtiid s eccitazione del
campione con lo Spettrofluorimetro. Infatti, proprio in meltgéocapacit™ adattative delle
specie microalgali sotto |Qeffetto della temperatura, Tht88%oha osservato un
notevole cambiamento con un aumento di dieci volte del livello dipitisfe la
desaturazione degli acidi grassi nei cloroplasti con la prodppiom® di acido palmitito

e acido oleico. Gli acidi grassi vengono prodotti dal cloroplastiazati da enzimi nel
reticolo endoplasmatico per la formazione di fosfolipidi necessagrodli@aione di
membrane come azione adattativa di difesa a condizioni ambigetak e®vute
allDabbassamento della temperatura.

Il problema della conservazione avrebbe potrebbe essbee, wara conseguenza delle
condizioni estreme derivanti da assenza di luce, oltre che sldlatdmaperatura.
Benergama et Goto, 2010 riferiscono in merito alla stratigtativa di organismi
fotosintetici in risposta a limitazione di luce. In particolar® lesdenziato per la prima
volta che I0alga unicellulBuglena gragcilisponde ai fenomeni adattativi della ol
shade con un aumento del rapporto traa@@hl b, contraddicendo IQipotesi generalmente
accettata della diminuzione di questo rapporto tra clorofidelatedi®ento a quantit™ di

® Come si vedr” nel paragrafo successivo, sono staie petagli stessi campioni la
presenza dellOacido palmitico che potrebbe essere dtaratsirdalle membrane cellulari
come fenomeno adattativo per garantire la vitalit™ dellQorgeellstace alle condizioni

estreme di bassa temperatura.
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luce inferiore. Nel caso da noi osservato ¢ accadutadacsies (aumento del rapporto) per
la forte diminuzione della risposta in fluorescenza delledGrante IQavanzamento delle
colture. Conseguentemente allOaumento delle clorofille imgiedateattura di una
maggiore quantit™ di fotoni, nei fenomeni adattativi queste éatibsintetiche rispondono
con una diminuzione del tasso di crescita riducendo al minimo ik for@poni vitali per

limitare il dispendio energet{@mderson et al., 1995)



Nel secondo esperimento del Dibéhr 5 stimolato acusticamente &léguenzaSweep
lineare (compreso nellQintervallo tra 0,1 e 6 kHz della durataedoridi siclicamente
ripetuto) per un perioddi 12,30 ore al giorngvedi Figura 6), gi~ allDavvio dellOesperimento
(T,) assume il livello massimo di intensit” (appena inferiore allg,i)nyhezza dOonda pari

a 645/647 nm e quindi una maggiore presenza d €He progressivamente diminuisce
fino al terzo giorno dall®avvio dellOesperimgntor(Tun valore prossimo allo zero. Poi
IOintensit™ dellOemissione in fluorescenza sOincrementa ifitm gibrgo dallOinizio
dellOesperimentq)(fer poi decrescere al termine dellOesperimento T

Figura 6Analisi allo Spettrofluorimetro del cammgi di microalghe stimolato alla frequ&weep lineareda
100 Hz a 6 kHper 12,30 ore al giorne intensit” relativé25 Nel grafico « stato normalizzato a 1 il valore di
intensit” rilevato alla lunghezza dOonda di 685 nm delldu@hite IOavanzamoedellOesperimento daaT
Te, SONO emerse sostanziali modificazioni sulle @k lunghezza dOonda di 645/647 nm.

Anche lo Sweep, riprodotto con una intensit” di segnate@é&usolte inferiore rispetto
all®esperimento pilota, ha evidenziato un comportamento sirelle asgervato con la
frequenza di 10 kHz del fbr 2, con una riduzione compldssigantributo in intensit”

nella banda delle Chl durante IOavanzamento dellOesperimento, anche se in mod
altalenante, raggiungendo la soglia limite al teyeguoil |
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Nel secondo esperimento del Dib&yr 7 stimolato acusticamente #l&quenzadi 4.950

Hz per un perioddi 6,30 ore al giorngvedi Figura 7), gi~ allOavvio dellOesperimgnto (T
assume il livello massimo di intensit” (appena inferiore a 0,B)ngékezza dOonda pari a
645/647 nm e quindi una maggiore presenza di @& progressivamente diminuisce dal
primo giorno dallOinizio dellOesperimento fino al terzo giprRei(@al quarto giorno il

valore dell®intensit™ continua a diminuire.

Figura 7Analisi allo Spettrofluorimetro del campione diaaighe stimolato alla frequenz4.860 Hzper
6,30 ore al giorna intensit” relatival,5 Nel grafico « stato normalizzato a 1 il valore di inteibsitato alla
lunghezza dOonda di 685 nm dellaa @atante IOavanzamento dellOesperimeni@ ds, Tsono emerse
sostanziali modificazioni sulle GHilla lunghezza dOodide45/647 nm.

Anche alla frequenza di 4.950 Hz, sono stati osservatamtipiduzioni sullOintensit™ dei
segnali di fluorescenza misurati dallo Spettrofluorimetro, ctesde progressioni di
riduzione delle Chd come nel for 2 a 10 kHz, ma IQinformazione che qui & effien
accordo con quanto ¢ emerso dal disegno fattoriale e cionaetianza di una dipendenza
dal tempo dei programmi di stimolazione, essendo le alte freqeporegranti rispetto
ad esso forse per gli effetti di leggera inibizione sulla crescita.
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5.4 Leanais cm il fluorimetio portatile AquaPenAP 100 (Photon
Sysam | ngrunments)

Con il fluorimetro portatile AquaPen sono state acquisitetamgponformazioni sulle
energie degli stati emissivi mediante le misure con il protocolloo®JIRjuale ¢ stato
possibile determinare |Qefficienza fotosintetica delle microdigbesteoa diversi
programmi di stimolazione acustica.

In particolare, le analisi fluorimetriche sono state eseagu#enpioni prelevati durante
IOavanzamento delle colture microalgali, cercando di acquisiagiamioprima e subito
dopo la prima stimolazione acustica della durata di 30 minutiquer ftigsalla ricerca di
eventuali variazioni sullOefficienza fotosintetica da attribuireuatiaziene sonora.
Durante le attivit™ sperimentali, sono state provate leediuemonalit™ dello strumento,
riuscendo a collezionare un rilevante dataset di misure spéribat©elaborazione dei
dati ottenuti, in questa fase intermedia delle attivit™ spetimertai IOobiettivo principale
era quello di riuscire ad individuare le stimolazioni acustiche fosmasti per
incrementare le cinetiche di crescita @sdaedesmus oblgjuusleciso di impiegare |l
protocollo OJIP, poichZ la sua rapidit™ di effettuazionentivasdi ottenere velocemente le
informazioni sullOefficienza dei processi fotosintetici relatvaanefit fbr stimolati
acusticamente.

Queste misure sono state effettuate con un ritardo mablstimminuti dalla cessazione
dello stimolo acustico. LOidea era quella di capire se le viln@smeesse in acqua,
avessero in qualche modo favorito la penetrazione dell@llmecezro di coltura e se le
cellule stimolate fossero state in grado di incrementare la loro efficienza.

In proposito sono stati presi accordi con il Prof. JameerBdellOlmperial College di
Londra presso il suo laboratorio in Italia: il BioSolar Lab daAdeissdove la responsabile
la Dott.ssa Cristina Pagliano era in attesa di ricevere i tdatraiti dai campioni di
microalghe esposti a diversi programmi di stimolazione acustietutgene [Oefficienza
fotosintetica del fotosistema Il con la tecnica di evoluzione dell®ossigeno.
LOintenzione era infatti quella di utilizzare i risultati oftenatinfermare o escludere che
gli effetti positivi sulla crescita algale riscontrati in seguito alle stiraxdasiarhe.

In questo caso, I0incremento del rapporto superficie/vofente ddl maggior numero di
cellule capaci di attivare i propri fotosistemi di conversioneedgiéOaminosa, avrebbe ha
senza dubbio favorito la penetrazione della luce nella dottrementando |Oefficienza
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fotosintetica. EQ importante ricordare che le analisi ako Goeflermato la riduzione degli
aggregati cellulari nelle cellule trattate con i programmi acustici di stimolazione
NellQeffettuazione dei prelievi e delle misure di fluorimetria caPé®Aqgstata posta
particolare attenzione al tempo intercorso tra IQinizio deldéazstni acustiche,
autoregolato nel valore di 1,30 ore in modo tale che il rprograelle stimolazioni
acustiche della durata di 12,30 h fosse stato ricompreaselladiase di luce in accordo con
guarto individuato da altri autori (Cai et al., 2013; Jiang2&13\Weinbergeand Das,
1972 e da Kaftaltet al, 1999.

Queste osservazioni trovavano conferma nel rapido incredetrtsso di evoluzione
dell©ossigeno nelle prime due ore con il lento declino fino allirase débuio in cui ha
inizio la divisione cellulare.

Per una migliore comprensione dei risultati, sono stati messi a@ghfspattri misurati
prima (Pre) e dopo (Post) la stimolazione acustica, saeittervallo ampio di frequenza

e di duratadelle stimolazioni: 0,158 10 kHZn cui sono state ottenute risposte diverse tra
di loro per quanto riguarda il rate di crescita, il numero e le dimensioni delle cdlige stimo
In pratica IOAquaPen nel protocollo di misura impiegato OXenteodi misurare la
fluorescenza transitoria emessa dalla clorofilla con un el@ggi@amento di luce. Con
questa funzionalit™ « possibile monitorare nel tempo |Qefficienza.

Partendo da campioni adattati al buio per 10 minuti circa, dmmal flash di luce
saturantda fluorescenza del PSIl aumenta con una cinetica trifasidaeQ-P; Le tre fasi
sono state interpretate in questo modo: la fase (@idp@ade a una riduzione completa
dellQaccettore primario di elettroni QA del PSII, il rilascio di quetichimgescenza
durante la e (&) * controllato dal donatore di elettroni del PSII (attivit™ vsuitting) e

la terza fase (I-P) corrisponde al rilascio di quenching disdleiaza da Ipool di
plastochinone ossidato. In questo modo la fase di fluoreétéhzaun utile indicatore
dellQattivit™ di water-splittinig. cui viene raggiunta la massima intensit™ di fluorescenzae

subito dopo inizia il lento decadimento.

Nei 4 step di misura del protocollo OIJP, partendo dal flash satydeite eurata di 50
us, lo strumento in questo protocollo di misura rileva IQintensit™ di flzarEeeh ms, Fi
a 60 ms.

1 Considerazioni dellQautore gi” indicate nel precedente paragrafo 5.2.2
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Dal raffronto tra le misure effettuate in ciascun fbr pigta stimolazione acustica e al
termine del primo ciclo giornaliero della durata di 30 minuti, generalistata osservata
una riduzione nel valore di intensit” della fluorescenza magsiménal della stimolazione
acustica.

La curva di induzione della fluorescenza nelle clorofille halasibitoa Ojip tipca delle
microalghe verdi (Strasser et al., 2000 - Schansker et al., 2005)

La curva di induzione della fluorescenza partendo dal valore diiftiiragescenza Fo (O)
raggiunge il massimo valore della fluorescenza Fm (P) attdaovelispunti di flessione
intermedi J e I, con la conseguente fluorescenza transitoria OIS (Gtehs1995).
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OJIP Test - Legenda parametri fotosintetici

Bckg Background
Fo FO = F5Qus, fluorescence intensity aps0
Fj FJ = fluorescence intensity at J-step (at 2 ms)
Fi Fi = fluorescence intensity at i-step (at 60 ms)
Fm FM = maximal fluorescence intensity
Fv FV = FM - FO (maximal variable fluorescence)
Vj Rendimento della fluorescenza indotta Vj = (Fj - Fo) / (Fm - Fo)
Vi Rendimento della fluorescenza indotta Vi = (Fi - Fo) / (Fm - Fo)
Fm/Fo
Fv/Fo
Fv/Fm |Variazioni nellOefficienza fotonica del fotosistema Il (PSII) (Fm D Fo) / Fm
Mo MO=TRO/RC-ETO/RC=4(F300-F0)/(FM-FO0)
Area Area between fluorescence curve and FM (background subtracted)
Fix Area | Area below the fluorescence curve betweamsFal F1s (background subtrag
Sm SM = Area/ (FM - FO ) (multiple turn-over)
Ss SS = the smallest SM turn-over (single turn-over)
N N=SM.MO.(1/VJ) turn-over number QA
Phi_Po | Phi PO=1D (FO/FM) (or FV / FM)
Psi o Psi0=1-VJ
Phi_ Eo | Phi EO=(1D (FO/FM)).Psi_ 0
Phi_Do | Phi_ DO=1B Phi POD (FO/FM)
Phi_Pav | Phi_Pav = Phi_PO ( SM/tFM ) tFM = time to reach FM (in ms)
Pi_Abs
ABS/RC | ABS/RC=MO0.(1/VJ).(1/Phi_PO)
TRo/RC |[TRO/RC=MO.(1/VJ)
ETo/RC [ETO/RC=MO.(1/VJ).Psi 0
DIo/RC [DIO/RC=(ABS/RC)D (TRO/RC)

Figura 8: OJIP Legenda dei parametri fotosintetici.

Parametri di fluorescenza

¥ F,Resa minima di fluorescenza in campioni adattati al buio.
Livello di fluorescenza ottenuto quando tutti i QAosossidati aitti i centri di reaziondel PSII
sonoaperti. | processi ndotochimicisono minimizzati.

¥ FmResa massima di fluorescenza in campioni adattati al buio.

Livello di fluorescenza ottenuto quando tutti i QAogidotti ed i centri di reazione del PSIl sono

chiusi.

¥ Fv/Fm Efficienza quantica potenziale del PSIl. Fluorescenza variabile su
fluorescenza massima.

Efficienza dei complessi antenna del PSII nellfiasisoluce e convertirla in energia chimica (QA

ridotti).

Vj o Vi sono i rendimenti della fluorescenza indotta deléa Chl

F/Fm indicatore dello stato fisiologico che oscillatraOe 1
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OJIP TEST T2 Secondo esperimento del Doe
T2 for 2pre | T2 fbr2post | T2 fbr S5pre | T2 for 5post| T2 fbr 7pre | T2 fbp@st

Bckg 99 109 10P 119 119
Fo 5314 5084 468p 5434 4566 4
Fj 7488 7104 6122 7388 64311 69
Fi 1155% 103%9 8844 10434 9457 1003(
Fm 23814 20818 18694 21336 21077 22484
Fv 18504 15733 14Q08 15902 16511
Vj 0.117 0.129 0.103 0.123 0.113 0.115
Vi 0.337 0.335 0.297 0.315 0.296 0.288
Fm/Fo 4482 4094 3989 3926 4614 4501
Fv/Fo 3482 3094 2989 29P6 3614 3501
Fv/IFm D.777 0.756 0.749 0.745 0.783 0.778
Mo 0.099 0.101 0.083 0.110 0.073 0.091
Area 4587561 40362B0 3895p70 3964644 5358964 4
Fix Area 19873512 16603p37 15040837 16782502 17585966
Sm 247909 256545 278075 24931y 324569 24054
Ss 1184 1248 1242 1115 1554
N 209364 202296 223854 223543 208838 19157
Phi_Po 0.777 0.756 0.749 0.745 0.783 0.778
Psi_o 0.883 0.871 0.897 0.877 0.887 0.885
Phi_Eo 0.686 0.659 0.673 0.654 0.695 0.689
Phi_Do 0.223 0.244 0.251 0.255 0.217 0.222
Phi_Pav 797120 802421 796458 802256 815916 77436
Pi_Abs 24064 20085 24361 17364 34573 26411
ABS/RC 1087 1043 1074 1203821 1024
TRo/RC 0.845 0.789 0.805 0.897 0.643 0.796
ETo/RC 0.745 0.687 0.722 0.786 0.571 0.705
Dlo/RC 0.243 0.255 0.269 0.306 0.178 0.227

Tabellal: OJIP test effettuato dopo due giorni @allQinizio dellDesperimento nei for 2,5,7 prima (pre) e al
termine (post) della prirsimolazione acustica giornaliera della durata di @0 chéhsecondo esp. del Doe.
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5.4.2 | dat diindukonedéla fluorecenza déle doroifile onI@JIP test
AquaPen ddle micoalghe S. obliquus dopo tre, cimue e otto giani
dal@nizio dé seoondoespeimento dé Doe

OJIP TEST T3 Secondo esperimento del Doe
T3 fbr2 pre T3 fbr2 post | T3 fbr5 pre T3 for5 post| T3 fbr7 pre T3 fopost

Bckg 97 130 13p 119 130
Fo 6827 672p 7022 5633 7087 1
Fij 955§ 8908 9590 7508 ap70 1024
Fi 14142 13036 13979 10698 12809
Fm 27277 2461( 26789 21127 27439 2942
Fv 2045( 17881 19767 15494 20357 2162(
Vj 0.134 0.122 0.130 0.121 0.097 0.113
Vi 0.358 0.353 0.352 0.327 0.281 0.317
Fm/Fo 3995 3657 3815 3751 387R 37
Fv/Fo 2995 2657 28115 2751 287R 27
Fv/Fm 0.750 0.727 0.738 0.733 0.742 0.735
Mo 0.102 0.109 0.125 0.108 0.089 0.114
Area 4633954 415875(L 4061944 3373562 52754p7 4643
Fix Area 2252968p 19974397 21706639 1628p005 22240347 236966
Sm 226599 232579 205491 217738 259208 21476
Ss 131 1116 1039 1119 10987
N 172916 20835 197809 1946p5 237902 21767
Phi_Po 0.750 0.727 0.738 0.733 0.742 0.735
Psi_o 0.866 0.878 0.870 0.879 0.903 0.887
Phi_Eo 0.650 0.638 0.642 0.645 0.669 0.652
Phi_Do 0.250 0.273 0.262 0.267 0.258 0.265
Phi_Pav 80278 798532 79128Y 791982 795707 78273
Pi_Abs 19094 15581 14452 16392 21498
ABS/RC 101 1233 1305 1p19 1237
TRo/RC 0.763 0.896 0.963 0.894 0.918 101
ETo/RC 0.661 0.787 0.838 0.786 0.828 0.899
Dlo/RC 0.255 0.337 0.342 0.325 0.320 0.366

Tabella2: OJIP test effettuato dopo tre giorni)(@allOinizio dellOesperimento nei for 2,5,7 prima (pre) e al
termine (post) della prima stimalaz acustica giornaliera della durata di 30 minsgcdeldo esp. del Doe.
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OJIP TEST T5 Secondo esperimento del Doe

T5for2 pre |[T5fbr2 post | T5for5 pre | T5fbr5 post| T5fbr7 pre | T5 fbpost
Bckg 130 13D 130 130 L30
Fo 8225 7770 7835 8225 9525 9g
Fj 11086 10175 10%33 11118 12484
Fi 15703 14467 14987 19637 17913
Fm 31794 281%4 303971 30104 35894 3478
Fv 2357( 20384 225p2 2188( 263671 2509
Vj 0.121 0.118 0.120 0.132 0.112 0.115
Vi 0.317 0.329 0.317 0.339 0.318 0.321
Fm/Fo 3866 3629 3880 3660 3168 3
Fv/Fo 2866 2624 2880 2660 2168 2
Fv/iFm D.741 0.724 0.742 0.727 0.735 0.721
Mo 0.105 0.115 0.104 0.137 0.104 0.109
Area 5630506 49334B1 4783009 4254888 6005285 q
Fix Area 25312242 21857502 2396(1559 23399934 28182480 2693692
Sm 238884 242025 211994 1944p5 227758 21936
Ss 1157 1048 1193967 1087 105
N 206404 235483 183864 2011{19 210285 2(
Phi_Po 0.741 0.724 0.742 0.727 0.735 0.721
Psi_o 0.879 0.882 0.880 0.868 0.888 0.885
Phi_Eo 0.651 0.639 0.653 0.631 0.652 0.638
Phi_Do 0.259 0.276 0.258 0.273 0.265 0.279
Phi_Pav 799057 790675 780431 778186 790637 78499
Pi_Abs 1779Y 14594 18144 12269 17424
ABS/RC 1164 1344 1168 1423 L1257
TRo/RC 0.864 0.973 0.867 10340.923 0.944
ETo/RC 0.759 0.858 0.764 0.897 0.820 0.835
Dlo/RC 0.302 0.371 0.301 0.389 0.334 0.365

Tabella3: OJIP test effettuato dopo cinque giors) @&llOinizio dellOesperimento nei fBip2iHa (pre) e al
termine (post) della prima stimolazione acustica giornaliera della durata tii 8@lm@wondo esp. del Doe.
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OJIP TEST T8 Secondo esperimento del Doe

T8 fbr2 pre |T8fbr2 post | T8 for5 pre | T8 fbr5 post| T8 fbr7 pre | T8 fbpbst
Bckg 13d 13p 130 130 130
Fo 11578 11313 12484 11541 10923
Fj 1554( 154715 16548 15052 14922
Fi 20709 21229 22334 20742 19794 2031
Fm 40346 39565 41384 38294 36379 33193
Fv 28773 28252 289p2 2657 25456 21555
Vj 0.138 0.147 0.141 0.131 0.157 0.151
Vi 0.318 0.351 0.341 0.344 0.349 0.403
Fm/Fo 3486 3497 3314 3318 333( 285
Fv/Fo 2486 2497 2314 2318 233( 1852
Fv/IFm 0.713 0.714 0.698 0.699 0.700 0.649
Mo 0.113 0.134 0.131 0.122 0.164 0.163
Area 5620527 52005P6 5844687 604B875 5162466 51371
Fix Area 3050462f 30483887 31874943 292334411 27679952 2728
Sm 195340 1840(9 202224 226067 202800 23§
Ss 122( 1143 1077 108960 0.926
N 160133 166880 187694 20939 211167 25738
Phi_Po 0.713 0.714 0.698 0.699 0.700 0.649
Psi_ o 0.862 0.853 0.859 0.869 0.843 0.849
Phi_Eo 0.615 0.609 0.600 0.607 0.590 0.551
Phi_Do 0.287 0.286 0.302 0.301 0.300 0.351
Phi_Pav 767027 765899 777%74 783362 781341 80766
Pi_Abs 13525 11389 10646 11579 8403 626
ABS/RC 1149 1249 139 1826 1488
TRo/RC 0.820 0.906 0.928 0.926 1041 108§
ETo/RC 0.707 0.773 0.798 0.805 0.878 0.917
Dlo/RC 0.330 0.363 0.401 0.400 0.447 0.583

Tabellad: OJIP test effettuato dopmito giorni (E) dallQinizio delldesperimento nei fbr 2,5,7 prima (pre) e al
termine (post) della prima stimolazione acustica giornaliera della durata tii 8@lr@wondo esp. del Doe.
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OJIP TEST T10 Secondo esperimento del Doe

T10 fbr 2 pre | T10 fbr 2 post T10 fbr 5 prg10 min for 5 _130 min for 5 _|T10 fbr 7 pre | T10 fbr 7 pog
Bckg 97 167 13p 130 130 130
Fo 1612% 12127 15670 12646 11378 16548
Fj 23408 15764 21392 16743 14727 22757 2002
Fi 35507 21397 32771 22432 1989¢ 3446] 2644
Fm 57902 37485 53643 35924 31274 55918 4623]
Fv 417717 25354 37973 23278 198917 3937 3140
Vj 0.174 0.144 0.151 0.176 0.168 0.158 0.166
Vi 0.464 0.365 0.450 0.420 0.428 0.455 0.371
Fm/Fo 3591 3091 3433 2841 2749 3379 311
Fv/Fo 2591 2091 2423 1841 1749 2379 211
Fv/Fm 0.722 0.676 0.708 0.648 0.636 0.704 0.679
Mo 0.149 0.149 0.151 0.168 0.157 0.145 0.153
Area 849750[L 59236419 881385p 5257278 5195644 8648736 706418
Fix Area 4602869B 29062032 42947017 29792063 260605935 45018461 35956
Sm 203401 2336p1 232108 225847 26112) 2196[78 22493
Ss 11660.966 100( 1049 1072 1085
N 174384 241749 232027 215208 243583 2023717 208(
Phi_Po 0.722 0.676 0.708 0.648 0.636 0.704 0.679
Psi_o 0.826 0.856 0.849 0.824 0.832 0.842 0.834
Phi_Eo 0.596 0.579 0.601 0.534 0.529 0.593 0.567
Phi_Do 0.278 0.324 0.292 0.352 0.364 0.296 0.321
Phi_Pav 808038 783783 814924 8057671 823960 80715y 7974
Pi_Abs 1032y 8153 9677 586D 5893 9711 7837
ABS/RC 118 1530 1412 1471 1466 1308
TRo/RC 0.857 1034 1000@.953 0.933 0.921 0.925
ETo/RC 0.708 0.886 0.849 0.785 0.776 0.776 0.772
Dlo/RC 0.331 0.495 0.413 0.518 0.533 0.387 0.437

Tabellsb: OJIP test effettuato dopo dieci giorni(@allQinizio dellOesparimnei for 28,7 prima (pre) e al
termine (post) della prima stimolazione acustica giornaliera della durata tii 8@lm@uondo esp. del Doe.

! Relativamente al solo fbr 5 nelle misure con firflatyo AquaPen con IO0JIP test a dieci giofinitzib
dell®esperimento, « stata atguisiche la misura intermedia dopo 10 minuti dallQinizio dellaistinola
acustica.
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5.4.4 Misuredi NPQ - Non-Photochemical Q uenching

Il protocollo NPQ inizia la misura illuminando inizialmente il campionégueretil livello
minimo di fluorescenza Fo. Poi con un breve impulso di lucansaturduce il
plastochinone ottenendo cos* la misura di Fm: la fluorescenza dopo iQacdttarice

Dopo un breve periodo di relax al buio, il campione ¢ espdisishadi luce attinica per
indurre 10effetto transitorio di Kautsky. Inoltre, unangegdeluce pulsata viene utilizzata
per sondare il quenching fotochimico e non fotochimico pemareida resa quantica della
fotosintesi Qy .

Dopo IQesposizione a luce saturante continua seguono fasi di rdesdament

| protocolli differiscono nella durata della luce esposizionase ldi frecupero al buio, il
numero e l'intervallo tra gli impulsi

| campioni vengono preliminarmente adattati al buio per cansertriusura dei centri di
reazione del PSII. Ci” causa IOaumento della fluorescenzadafitita Slaccessivamente il
livello di fluorescenza comincia nuovamente a diminuire. Queasterfiendenominato
estinzione fotochimica photochemical quenching, gP, si \&edficaa dellQincremento con
cui gli elettroni sono trasportati fuori dal PSII.

Contemporaneamente, alla riduzione dei fenomeni emissivi in dhraesc ossex un
incremento di efficienza nei processi di conversione dell@enalgia. Questo fenomeno
viene definito estinzione non B fotochimica (NPQ).

Figura25 Una rappresentazione dei due diversi stadi in cui sidertriadi reazione aperti e chiesn |
relativi fenomeni di emissione in fluorescenza.
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Per descrivere correttamente i parametri di efficienzatéitosidi una coltura microalgale,
* necessario distinguere i contributi relativi ai due distintidandi estinzione fotochimica
e non fotochimica.

La tecnica utilizzata dal protocollo NPQ < quella del raddoppiashi@oluce, che
consente di annullare IQestinzione fotochimica causando quindivikinep istantanea
chiusura di tutti i centri di reazione del PSII con un flash didiucante di breve durata e
di alta intensit".

Questo brevissimo lampo di luce replica le medesime condizioni gheasiovan assenza
di estinzione fotochimica consentendo ai fotosistemi di esprimeateral di massima
fluorescenza Fm. Dal confronto tra questo valore massimarestenza, del valore di Ft e
di Fo, si riescono ad ottenere informazioni accurate sesgvati estinzione fotochimica e
sullQefficienza del fotosistema |I.

Partendo quindi dal momento di accensione della luce per le snisttegr™ il primo
valore, relativo al livello minimo di fluorescenza Fo. Il succkasivai luce saturante
determiner” il valore di massima fluorescenza Fm per il campidat adabuio. Ad
intervalli prestabiliti dal protocollo impiegato, vengono poi emgsscessione una serie di
flash di luce attinica saturante e per ciascuno di esslexat@ il valore di Fm. Il valore di
fluorescenza che precede Fm viene indicato con Ft.

Nella Figura 26 e riportato il protocollo di misura impiegato NPQ@Riila durata del
periodo di illuminazione ¢ di 200 secondi contro 390 secondi di recupero al buio.
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Figura 26l particolare del protocollo NPQ?2 utilizzato per le mdrilrguencing non fotochimico.

Fo = Fluorescenza minima dopo adattamento al buio

Fm = massima fluorescenza ottenuta dopo lo stato adattaim,amisurata durante il
primo flash saturazione

Fp = fluorescenza nel picco di induzione veloce Kautsky

Fm_L, Lss, D, Dss*= fluorescenza massima

QYmax"*= rendimento massimo quantum di PSII in stato adattato al buio - Fv / Fm
QY_L, Lss, D, Dss*= resa quantica effettiva del PSII

NPQ _L, Lss, D, Dss®= quenching non fotochimico fluorescenza della clorofilla

Qp_L, Lss, D, Dss® = coefficiente di quenching fotochimico, una stima dei centri di
reazione aperti PSlI

12| - indica chiari parametri adeguatk; ) riferisce alla fase di recupero buio dopo il passaggttinita

illuminazione; Arappresenta un numero sequenzidbesd luce, sstato stazionario
13 calcolato con la formula (M0) / Fm
Y calcolato con la formula (Fm_Birt_Ln)/Fm_Ln

5 calcolato con la formula (Pm_Ln) / Fm_Ln o i parametri corrispondesyj Dn or Dss
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Temm T, dgoil primo ddo di simdazoni aaigiche

Le misure qui di seguito riportate sono state fatte unteamhé&egmpo zero, dopo i primi 30
minuti di stimolazione acustica sui fbr 2, 5 e 7 del secondmesioe del Doe. Le
differenze maggiori sono state osservate sui campioniglstifbolato acusticamente con
la frequenza di 4.950 Hz. Successivamente, nonostantetal@impstrategica nel
collezionare queste preziose informazioni, si « ritenuto diombinuare con le misure a
causa della troppa distanza temporale tra il momento di cessl@@mnstimolazione
acustica nel fbr e del relativo prelievo della biomassa da esathimamento delle analisi,
considerando che per ogni misura, il fluorimetro AquaPen Emiap@gnato per oltre 20
minuti e quindi i risultati a quel punto non potevano essere pie confrontab

Sono emerse comunque informazioni interessanti che corifbarerg”™ dopo solo la
prima stimolazione acustica non solo gli effetti ma soprdtuitterso comportamento a

seconda della fonte sonora impiegata nelle stimolazioni acustiche.

E stinzione non fatochimica rilevata nd fbr 2 al temp zero primae subito
dgola prima simdazoneaagica

Figura27: Esito delle analisi con il fluorimetro Aquaperiocollo NPQ2 di campioni microalgali prelevati
nel fbr 2 prima (curva di colore blu) e subito dopo la stimolazioneadgustva di colore rossi®lla durata

di 30 minuti, alla frequenza di0.050 Hza intensit” relativa massim@. Le misure sono state eseguite dopo
aver adattato al buio per 10 minuti la couvette da analizzare.

18 calcolato con la formu(Bm_Ln BFt_Ln) / (Fm_LnBFo_Ln) o con i parametri corrispondasti Dn or

Dss parameters
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E stinzione non fatochimica rilevata nd fbr 5 al tem zero primae subito
dgola prima simdazoneaagica

Figura28 Esito delle analisi con il flumetro AquaPeprotocollo NPQ2 di campioni microalgali prelevati
nel fbr 5 prima (curva di colore blu) e subito dopo la stimolazion&adastva di colore ros#glla durata

di 30 minuti, alla frequenz&weep lineargdal00 Hz a 6 kHza intensit” relata- 25 Le misure sono state
eseguite dopo aver adattato al buio per 10 minuti la ealevemalizzare.

E stinzione non fatochimica rilevata nd fbr 7 al temp zero primae subito
dgola prima simdazoneaagica

Figura29 Esito delle analisi con il fluorimetro Aquaperiocollo NPQ2 di campioni microalgali prelevati
nel for 7 prima (curva di colore blu) e subito dopo la stimolazionécadasirva di colore azzurdglla
durata di 30 minuti, alla frequenz8weep linearedi 4.950 Hza intensit” relatival,5 Le misure sono state
eseguite dopo aver adattato al buio per 10 minuti la ealevetalizzare.
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5.5 Le temiche d analisi dlOIfrarossoFTIR

Le tecniche di analisi allQinfrarasssentonali ottenere informazioni sulla composizione
cellulare e in particolare sugli aspetti vibrazionali di alcunelencégatteristiche: lipidi,
carboidrati e proteine i cui rapporti sono IOespressipnie piouna possibile risposta
biochimica della cellula alle sollecitazioni meccaniche riprodotteeneldecoltura dalle
onde acustiche

Tutti gli spettri FTIR ottenuti hanno mostrato un buonagdappsegnale-rumore e come si
vedr” pie avanti, si » cercato di ottenere una serie dmnamoni preliminarnecessarie alla
messa a punto di un protocollo sperimentale con cui pptefoaplire e migliorare nel
prossimo futuro quanto e stato osservato e descritto

Nella Tabella 4 del 3 capitolo materiali e mesodoriportati i protocolli sperimentali
utilizzati per la preparazione dei campioni e IQassegnazioaedgetieassorbimento negli
spettri IR delle cellule @. obliguussservateche ¢ stata effettuata in base a dati
precedentemente pubblicati da (Giordano et al., 2001; Duygu &;&in2@t al., 2009).

551 Analis dd campioni ocon la Spetrosoopia FTIR. Spéri pie
rappresentativi rdativi alle simolazion acusiche nd due
espimeni del Doe

Per una migliore comprensione delle pie importanti variazionvadsseui profili delle
colture cellulari & obliquusattati nei diversi programmi di stimolazione acustica, vengono
qui di seguito riportati nelle FiguB& e 32gli spettri pie rappresentatiyirelativi alle
differenti bande di assorbimento, dovute allOelevato numetiovitiramonali generati dal
contributo delle principali macromolecole tipo proteine, lipidi, carboiddatuelpotidi.

Tra i programmi di stimolazione acustica (vedi Figura 1), atenqushdi selezionate due
diverse condizioni operative di crescita distanti tra loro peradi cicli di stimolazioni

" Nei grafici riportati nelle Figure 31 e 32, gli spettri st@ionormalizzati con le
concentrazioni cellulari8li obliquasirante [Oavanzamento dellOesperimeptoa T
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Relativamente alle bande assegnate su campioni fr8sabldjuuson trattati, in questo
spettro di assorbimento, la stimolazione acustica alla feedqu&8@ Hz di intensit™ pari a
circa 65 + 2 dB re mPa, della durata di 30 minuti al giornosispawdenza dei giorni di
avanzamento I T, e T, nella regione dei carboidrati mostra generalmente uresgvegr
riduzione nellQintensit™ di assorbanza, in accordo con gliritiateatescita ottenuti nelle

rispettive concentrazioni.

Tale rapporto sembrerebbe invertito nelle rispettive relglbmiproteine e ciSarebbe

proprio in accordo con le funzioni vitali della cellula che, rdtaedalle condizioni di
stress prodotto dalle onde acustiche, ha senza dubbio miat@eecinetiche riproduttive
utilizzando in alcuni momenti anche le riserve energetiche lateeuml suo interno.
Situazione opposta, e altalenante si osserva per i grtilgpi che dopo una riduzione
iniziale nellOintensit”, proprio in funzione delle pie elevatentazmni cellulari
rispondono con un considerevole incremento in special modgioochi mostrati nella

progressione tra, € T
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Lo spettro di assorbimento, per le stimolazioni acusticheregileenza di 100 Hz
allQintensit™ di circa 65 + 2 dB re mPa, della durata di 30 mourispondenza della
regione dei carboidrati, nei giorni di avanzamegnfb,, Tha assunto valori decrescenti di
intensit™ di assorbanza, proprio in corrispondenza della prirogaimg crescita delle
cellule per mL che da circ@ 8,10hanno raggiunto una concentrazione pari a circa®3 x 10
Poi, » seguita una rapida impennata nellQintensit™ di sempate redla regione dei
carboidrati tra il secondo e il terzo giorno di avanzamentoottelte e, da I* in poi fino al
sestogiorno si « osservata una progressiva e costantenéddeltOintensit” dei segnali fino
a raggiungere il livello minimo al sesto giognib donsumo dei carboidrati potrebbe essere
attribuito al rapido incremento nella cinetica di crescita delta stiholata che partendo
al T, con un valore pari a 2,2 ¥ @@ll/mL ha pis che raddoppiato la sua concentrazione
raggiungendo il valore di 5,3 XcEl/mL.

Nelle regioni dellDAmide Il e Amide | si osserva invece un incremniéiijcetil T, etrail

T, e T, esattamente contrario alla riduzione dei carboidrati, probabittaeaitribuire ad
una magagiore attivit™ di costruzione proteica distribuitarsumgro maggiore di cellule per
mL. Relativamente allOacido palmitico, a partire dallOintensit” dnassinzde al,T
questo valore nel corso dellDavanzamentg, hal faggiunto il valore minimo e poi
gradualmente ha incrementato il valore di intensit”™ fino aleskstitimo giorno delle
osservazioni sperimentali T

Generalmente si ¢ osservata una proporzionalit™ diretta geslieone delle riserve
energetiche cellulari che per”, come si vedr” negli altraqrogdi stimolazione acustica,
ha prodotto risultati diversi a causa delle diverse cinetichecdaahe si sono ottenute e
checertamente ha influito sul bilancio energetico complessivauhaiasllula sottoposta
ad un diverso e modulato grado di stress attribuibile alle stimaamgtiche e alle
consequenziali modificazioni dellOambiente (brodo di coltura, relatieameetaboliti
presenti, e alla qualit” e quantit™ di radiazione luminosa disponibile pentagptos
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T, ha avuto un graduale incremento sempre in accordo alldi fasescita della
concentrazione microalgale osservata, con una inversione di tegidanda T.

Nelle regioni dellOAmide Il e Amide | si osserva per entrambi loletess®nto fino a
raggiungere un valore basso di intensit” di assorbanaagdeggera ripresa tra,ieTil T,
e una successiva inversione di tendenza fipo al T

Relativamente allOacido palmitico, a partire dallOintensit™ massiala di §equesto
valore nel corso dellODavanzamento ha mostrato un decfimmeaitd, poi una leggera

ripresa fino al JJper poi diminuire nuovamente fino al T
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al tempo T. LOandamento altalenante si « poi ripetuto con un rapetoateo tra Je T,

e infine un incremento nel valore di intensit™ di assorbanza fino al tempo T

Nelle regioni dellOAmide Il e Amide | si osserva per entrambi ladstegsm andamento
osservato nella regione dei carboidrati, ma non in valdtgoadsantensit™ dei segnali
misurati. Unica differenza al puntod®ve sia i carboidrati che IOAmide | hanno subito un
incremento fino a,;TLOAmide Il e IOAcido palmitico hanno mostrato invece un decrement
nel valore di intensit” di assorbanza jra T.

Anche per |Oacido palmitico il valore di intensit” di assorbanza ha awessdotrend

dellOAmide II, ma con un diverso valore di intensit™ dei segnali misurati.

5.5.4 Disusioneomntusva sudi esti déle msure FTIR ne dives
progammi di simolazoneagica impiegat.

Dagli approfondimenti sulle singole regioni spettrali delle risergetiehe delle cellule di
S. obliquusono state acquisite importanti informazioni. In particélaegpporto tra
carboidrati e proteine pu~ essere considerato un buoernd@ila crescita e con buona
affidabilit” ha ridisegnato le cinetiche di crescit” che somoilsteate nel corso delle attivit™
seprimentali del disegno fattoriale Doe.

In taluni casi i meccanismi di difesa messi in campo dalle colture pelfualanciare le
maggiori condizioni di stress ambientale imposto con le stimold&qoeaze e intensit”
superiori (10 kHz), ha messo in evidenza un rallentamentardediei vitali con un lieve

incremento energetico complessivo (carboidrati e proteine).

Il rapporto correlato al numero delle cellule non descriveegcdeclineare ma comunque
disegnha un andamento progressivo che termina con un QRatesto dato sta a significare
che il rapporto va a saturazione prima dellQultimo tempo @in@raozanche se il numero
di cellule continuasse ad aumentare, il rapporto rimarrebbe costaRigufzel7).
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5.5.4.1Rapporto carboidrati/prebtsavato nescondosgeimato dleDoe

Figura 39Rapporto carboidrati/proteine sui campioni microalgaliefgle2imento del Doe. | dati sono stati
ottenuti dagli stessi dataset utilizzati per la siseassul comportamento delle colture microalgali nei diversi
programmi di stimolazione acustica.

| dati che sono stati ottenuti con questa visualizzazefiea g Figura 39, a prima vista
risultano di difficile interpretazione, ma relativamente ai fbrsbreesce ad individuare un
certo andamento, un trend che in qualche modo segue le cinetiche diethdscitia cui il
rapporto carboidrati/proteine aumenta allOaumentare délgartmL e nel for 7 il
rapporto *ancoramaggiore (di circa 1 milione cell/mL) probabilmente a causa di maggiori
differenze nella composizione biochimica delle cellule microalgali «chattesiuta
sottoponendo le due colture a diversi programmi di stimolazione acustica.

Ad esempio, il suono riprodotto nel fbr 7 era di intensit'risupedel 50% rispetto
allOintensit™ di riproduzione del segnale acustico sweep oipreldbit 5, con un valore di
frequenze pie vicine a quelle in cui si * ottenuta la madficrenza nei rate di crescita.
Infatti, lo sweep acustico che si ripete ciclicamente, ripgelualcune frazioni di secondo
le stesse frequenze impiegate nelle stimolazioni del fbr 5 (4.950 Hz).

La durata delle stimolazioni acustiche nel for 5 pari a 7 midiigibanzichZ 3, sia nel rate
di crescita che nei profili di composizione non ha prodotto alcun incremento.

| valori del rapporto carboidrati/proteine relativamente &l, fhkono concordi a quanto gi~

osservato nelle cinetiche di crescita dove, le frequenminilgdgHz), a valore massimo
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di intensit” relativa dei segnali non hanno incrementato diratescita delle colture
microalgali come invece osservato con le stimolazioni di bassa freduBriz&liz).

Con molta probabilit” i segnali acustici di frequenza e inserptiori ai 5 kHz, provocano
un leggero effetto inibitorio provocando sulle cellule un ldieditvess maggiore. Tra i
meccanismi cellulari di difesa alle perturbazioni esterne di \exeolgeasellule rispondono,
infatti, con un rallentamento dei cicli riproduttivi nel tentativpreservare i propri
contenuti energetici che le possano garantire ancora una lalitna vit

Queste considerazioni scaturiscono proprio dalle osservagpwitrdscopia FTIR dove i
trend relativi ai singoli spettri del for 2 hanno evidenziat,uthapcrescita iniziale fino al
secondo giorno di avanzamento delle colture microalgali una giduteie della mitosi
forse proprio a causa dello stress delle OalteO freqimgemsite accumulando riserve
energetiche (carboidrati e proteine) e sintetizzando AecidbePalmitico, Acido Oleico
impiegati nella formazione di fosfolipidi per la crescita delle mendedaari
(Thompson,1989).
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5.5.4.2Rapporto carboidrati/prebsavato ngrimoespimeno delDoe

Figura 40Rapporto carboidrati/proteine sui campioni microalgaliefgletimento del Doedhti sono stati
ottenuti dagli stessi dataset utilizzati per la siseassul comportamento delle colture microalgali nei diversi
programmi di stimolazione acustica.

Anche nel primo esperimento del Doe, i dati ottenuti in questlizzazione grafica
(Figura 40), a prima vista risultano di difficile interpretaddewmmente devono essere
reinterpretati nella logica dei rispettivi programmi di stimolazistieaaanpiegati dove a
partire dai 30 minuti di stimolazioni giornaliere con la frequeb2@ Hz e una intensit”

del segnale pari a (+6), * stato testato nel fbr @édsosprogramma, ma per un periodo
superiore (da 1 solo ciclo di stimolazione acustica neliferp2assati a 7 cicli giornalieri
pari a 12,30 ore complessive), osservando una rispostamm@ di incremento di
concentrazione di cellule microalgali rispettivamente pari@ 53 ¥cell/mL rispetto al

for 9 (stimolato acusticamente per 4 cicli di 30 minuti, con un allefi@quenzi0 kHz

circa e intensit” pari 4 1,5) che ha mostrato al termine del sesto giorno un valore
intermedio di cell/mL pari a 5,5 ¥h@a con una diversa pendenza nella retta di regressione
rispetto ai fbr 2 e 7, dimostrando quindi una cinetica diangsdiénta soprattutto nei
primi giorni dellOesperimento.

Ora, alla luce delle osservazioni fatte, e dopo aver dharitonigliori effetti di crescita

sono stati riscontrati nei range delle basse fred0el2e2 kHz), se si osserva il grafico di
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figura 18 relativamente al valore dei rapporti carboidratiigrose si considera outlaier il
valore in ordinata superiore ad 1 per il for 9 (triangolovisitg che non ¢ stato replicato
nel suo intorno da nessun altro valore, si possono osgereare e argomentare due trend
rispettivamente riferibili al fbr 3 (pallini di colore nero) & (tuadratini rossi), se rapportati
verosimilmente alle concentrazioni microalgali in crescita, seraarna di tendenza (nel
numero di cell/mL). Il trend per il fbr 3 sarebbe supportafodistinti valori del rapporto
carboidrati/proteine, a partire dal valore in ordinata p&% & @ seguire 0,86,93b1,00

e 1,025 circa (pallino nero accanto al triangolo blu).dRiguélsr 7, i punti risultano
maggiormente scatterati e gli unici tre che sembrano seguirend in relazione
all®incremento della concentrazione delle particelle per nilbeartital quadratino rosso
con valore in ordinata di 0,86 e a seguire i valori di 0,925 e circa 1,00.

Nonostante questa difficile ricostruzione, i valori del rapgptetmri a 0,70 non sembrano
mostrare alcuna correlazione con le cinetiche di cresertateote sono state quindi
formulate alcune ipotetiapie accreditata e supportata da fenomenologia ricorreite in
lavori scientifici, sarebbe da attribuire alle modalit”™ di comseevaz al tempo di
invecchiamento dei campioni prima delle analisi FTIR, di cui si *parfzoagrafo 5.3.2 a
proposito dei lavori riferiti a Thompson,1989; Anderson é085 Benergama et Goto,
2010.In effetti, le analisi mostrate in precedenza e relative@ormamicroalgali del
secondo esperimento del Doe, sono state effettuate dopo grorni dal termine
dellOesperimento rispetto ai due mesi circa di conservaziomepideii cil primo
eserimento del Doe.

Nonostante ci, si * ritenuto di voler mostrare comunqumpaeadi variabilit” entro cui si ¢
osservata una variazione nel rapporto carboidrati/prqieioeZ esprime in ogni caso
informazioni relative allOipotesi formulata e quindi ad un divepsotamento delle cellule
microalgali che, dovendosi adattare a situazioni ostili (al baitee@eratura di + 4 jC),
hanno ridotto al minimo le proprie funzioni vitali consumando &tttmando le riserve
energetiche biodisponibili fino al loro sesto ed ultimo giorno di attivit” tietioain

Di tutte quante queste osservazioni e relativamente & fipohulate, se ne terr” conto
per la formulazione del successivo setup sperimentale in mgdesthesami allQinfrarosso
e quelli fluorimetrici vengano effettuati entro poche bpeadi@vo dei campioni microalgali
dai fbr stimolati acusticamente.



5.6 La temica di anaid Patide Imae Vdoaiméry (mPIV) pe
visializzae gl dfdti ddle simolzion acwtichesulla microfga
Senalemusobliquus

La possibilit”™ di poter analizzare il movimento di un fluido sulla scedeo (Wereley and
Meinhart, 2010) richiede una serie scelte oculate per kgaarda 10illuminazione delle
cellule nel micro canale, il sistema di acquisizione delle immagiritrad@sailgsoftware di
elaborazione. In questa preliminare sperimentazione conddtasitailiano Rogsresso
Olnstitut fYr StrSmungsmechanik und Aerodynamik LRT-7 UniveesitBundeswehr
MYnchenOs stata in parte utilizzata la tecnica Particle Image VelpcimeiV),
presentata da Rossi et al., 2006, in cui lo stessoiragiliaborando guesb lavoro di
ricercaha effettiato delle proveon un campione dScenedesmus obimpiggata nelle
prove di stimolazione con le onde acustiche, avewefatto in precedenza per le cdlul
endoteliali.

Il setup sperimentale ha previsto IOimpiego di un microcanate tmeoniiz un supporto
su un vetrino da microscopio. Al microcanale era collegfat@dé® piezoelettrico con il
guale sono stati riprodotti i segnali acustici prodotti dal generatoreatiei seg

Figural Setup sperimentale della tecnica mPIV tratitedzley anMeinhart 2010.
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Figurad2 Sul banco per la sperimentazioidV, partendo da sinistra si osservano il geregosegnali
acustici, il dispositivo piezoelettrico impiegato gefipfoduzione dei segnali acustici, i| maaoale
posizionato sul vetrino copri oggetto del microscopio invertit Zeis

Figura43 Nella fotografia sul vetdrcopri oggetti del microscopio, illuminato dalla luce phsizionato il
micro canale allQinterno del quale sono state introdotte le nESoaigtesmus oligulesprove a diverse
frequenze di segnale acusticadptto dal trasduttore piezoelettrico pilotato da un genedasagnali.






Sono state quindi effettuate acquisizioni di filmati e immaginSdetiadesmus obliquus
iniettata nel microanale durante la riproduzione di suoni a partire dabQ001000 e 5000

Hz.

La successiva elaborazione software ha permesso dirgcostr [Oausilio delle particelle
traccanti, il moto delle cellule 8cenedesmus ohtiglucampo acustico generato nel micro
canale dal trasduttore piezoelettrico durante le diversezipmodanore ottenendo filmati

e immagini come quella di Figura 46.

Figura46 dal movimento delle sfere traccianti, ¢ stato possibileuilgocsnche il movimento degli sferoidi
prolato di colore verde (cellule di Scenedesmus obliquus).

Nel prossimo futuro 10idea « quella di approfondire e studidfiertezieni sulla parete
cellulare sempre con questa tecnica al fine di acquisirei nméggi@zioni su cosa accade
realmente alle celluleStienedesmus obiligjleudiverse condizioni di stimolazioni acustiche.

5.6.1 Contnuf mnultimediali déla temica mPIV

Delle attivit™ sperimentali « stato preparato un video di paegere ed illustrazione delle
varie fasi sperimentali e dei preliminari effetti di oscillazione ltidéenmeroalgali che si
sono osservate, che viene allegato al supporto informatico cd desjugistiattorato.
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Conclusni

Alla luce delle attivit® di ricerca svolte « possibile affermariobiettivo principale del
lavoro e stato raggiunto. LOidea e lo scopo della naarcdievalutare se IQimpiego della
tecnologia acusticatpsseritenersi valida nellOincrementare positivamente le cinetiche di
crescita delle microalghe e, in particolar modo Setlaecdesmus obligensita dalla
comunit™ scientifica uno tra gli organismi pie efficienti eeesisiellOassimilazione di flussi
di CO, da combustione.

Le attivit™ sperimentali in merito alle stimolazioni con le onde&laeus bassa frequenza e
intensit™ hanno evidenziato incrementi del rate di crescit8aglEdesmus oldigluB®0%
rispetto alle colture di controllo, cresciute in completazastigrerturbazioni e interazioni
ambientali.

Con IOausilio del disegno fattoriale Doe, si * cercato di indidiouareallo delle frequenze
acustiche)(1D2 kHz), dellQintensit™ dei segnali (65 dB reéTeRE)i tempi di stimolazione
ottimali (cicli di stimolazione della durata di 30 minuti intervallatisgadydly30 ore per
una durata complessiva di 12,30 ore) arrivando alla costdizioa superfice di risposta
tridimensionale che ha chiaramente individuato 1Qarea di maggioeatmatel rate di
crescita.

Dai differenti programmi di stimolazione acustica sono statetettesposte diverse per
guanto riguarda il rate di crescita, il humero e le dimensioniirdglle sellule, la
distribuzione dimensionale degli aggregati, che hanno influturdetdo variazioni sul
profilo biochimico delle cellule che sono state approfondi@vessty le analisi
fluorimetriche e FTIR che saranno oggetto di ulteriori verifiche nellOimotediato f

Lo studio ha richiesto un lungo e complesso lavoro di nmes® ai dispositivi e metodi
innovativi per favorire la crescita, il controllo e il moniforagmtinuo delle colture

microalgali in fotobioreattori seriali. In particolare tale attivibrta@

1. alla realizzazione di un sistemagdtazione sincrono, seriale e automatizzate delle cc

basso impatto acustico, per non interferire con le onde sondti@ diggiadio;

% Le misure di intensit™ acustica sono state rilevate neldetles elaborazione FFT delle
tracce audio registrate con il sistema di acquisizione sched@resonus Fire Studio e
idrofono preamplificato impiegando per tutte le misure parassetfilfro Hi Pass pari a -

1 e Gain 26.
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2. alla costruzione di fotobioreattori di specifica geometria realagiarticolarmente
efficienti nella trasmissione delle onde acustiche e della radiazione ektttamagn
3. alla messa a punto di metodi e protocolli di analisi semplici rapidnati peigla
misura in tempo reale della crescita microalgale
4. allOimpiego di tecniche di analisi sofisticate per lo studio deigldedfet
meccanotrasduzione sulla morfologia e sul metabolismo microalgataisttess
acustici.
Il lavoro di ricerca svolto ha portato alla realizzazione danoo Isperimentale con 12
fotobioreattori e alla messa a punto di un protocollo moesgecifico che si sono rivelati
indispensabili per il raggiungimento degli obiettivi prefissati. Masisperimentale e
estremamente promettente presentando caratteristicleeparnidicontrollo e monitoraggio
continuo della crescita microalgale anche in fotobioreattedssi gnpianti industriali,
finalizzati allOabbattimento della Q@lla produzione di biomassa microalgale a scopo
energetico (biodiesel) o alimentare (per prodotti ittici)., HEsfsdti, necessita di
strumentazione di basso costo, facilmente reperibile ed ¢ caratigaizzat
¥ estrema semplicit” e rapidit” di risposta;
¥ compatibilmente con la complessit™ del sistema realizzato e iniokbndiz
sperimentali controllate e ottimizzate, il protocollo ha dimosbatma
riproducibilit”;
¥ mediante opportuno software e retta di calibrazione del emungiaco fornisce
direttamente e continuamente nel tempo misure di concentrazione mijcroalgale
¥ pu” essere dotato di opportuno banco di comando per |Gezmrine delle
misure;
* attivabile a distanza mediante sistema elettronico;
pu” essere facilmente utilizzato per la gestione di un nusterato di
fotobioreattori.

In conclusione il banco sperimentale associato alle micedgleelesmus obdicaiubr,

facilmente scalabile a livello industriale, potrebbe rappeesentdficiente e innovativo
modulo per IOabbattimento dellagd@r la conversione e il recupero di energia alternativa.
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OEnergia sostenibile e fonti rinnovabili. | progetti del miniiéAmbiente al
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Efficienza energetica e utilizzo di fonti rinnovabili, in parécoddle aree urbane,
sono due dei temi-chiave dello sviluppo sostenibile e soned@eti@eicontro che
si tiene luned* 7 maggio nellOAula Magna del Politecnico di Milzand.eBizardo
da Vinci 32.
Titolo dellOincontro, organizzato dal ministero dellOAmbiente,
della tutela del territorio e del mare e dallOateneo mildnese, « O
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dellOenergia rinnovabile e dellOefficienza energ€ica
AllOevento prender” parte anche il Ministro Corrado Clini.
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Milano saranno presentati i progetti pie interessantipsalem base a replicabilit”,
grado dOinnovazione e maggiore collaborazione tra industria e nitéica scie
Aprir” la sessione di presentazione dei progetti il Politecihtilarh con Relab b
Renewable heating and cooling Labs, un laboratorio dipidalteo, cofinanziato
dal ministero e promosso da Regione Lombardia in accordo contiinBrgardi
Energia del Politecnico di Milano. Relab, per cui ¢ previsteastinmento di oltre 5
milioni di euro, oltre alle attivit™ di ricerca, svolger™ provdapeertificazione e
valutazione delle prestazioni energetiche dei vari tipi di porafmalisecondo le
pie recenti norme europee.
Questo il programma: Ore 10 - Introduce: Giovanni Azzone BreRetl
Politecnico di Milano Interviene: Corrado Clini B Ministro dellOAmUbwizte
Tutela del Territorio e del MareO.

2. Video di presentazione del progetto sul portale del Ministerambiie:

http://mww.minambiente.itthome_it/showitem.html?lang=&item=/documenti/co

municati/comunicato_0381.html

http://www.trgmedia.it/news.aspx?id=48344

I TRG Umbria edizione del 7 maggio 2012 (file digitale allegato nel cd)

LOintervista al Convegno del Politecnico di Milano il 7 maggioMat#zio Melis

b giornalista scientifico de 1l Sole 24 Ore (file digitale allegato nel cd).
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Estratto perriassuato dela ta di dottorato

Studente: Pietro Labaomatricola; 955757
Dottorato: Scienze Ambientali
Ciclo: XXV

Titolo della te&:
Influenza delle Onde Acustiche sulla crescitanigibalghe (sp. Scenedesmus obliquus)

Abstract: LOobiettivo della tesi di dottorato « stato quello di studieeéfetili della
stimolazione acustica sulla velocit™ di crescita della miSwatgadesmus obll@reistudio

ha richiesto la messa a punto di metodi innovativi per fdaochescita, il controllo e il
monitoraggio continuo delle colture microalgali in fotobioresatwali g§istema di agitazione
sincrono, seriale e automatizzato delle colture a basso iropstiioz@nestitdpiadi specifica
geometria e materiale particolarmente efficiente nella dresméessistiechdetiedella radiazione
elettromagnetica; rapide tecniche di misura, continue e autopstizzabilkroizidime
conclusione il banco sperimentale potrebbe rappresentdeale modulo di conversione
energetica e rimozione della,@@amente efficiente (si sono avuti con le stimolazioni
acustiche incrementi della velocit™ di crescita microalgale dngk@%ledi conversione
energetica per una cementeria.

The aim of the PhD thesis was to study the effectowos$tacstimulation on the rate of
growth of the microalg&cenedesmus oblitnaistudy required a long and complex work
aimed to develop innovative means to detect and record algiddl, grantrol and
continuous monitoring of microalgal cultures in a serial pdre@ttors (synchronous
stirring system, automated serial and crops in the twelegv facoustic impact) not to
interfere with the delivered sound waves. The constratiphotobioreactors of specific
geometry and a material particularly efficient in the transnufsacoustic waves and
electromagnetic radiation, together with innovative and meadurement techniques to
follow the time course of microalgae growth, has beeayegbat of the thesis work. In
conclusion, the experimental setup and easily scalaldelfbbecan ideal form innovative,
highly efficient (with the acoustic stimulation they incréeeseate of growth of microalgae
even of 320 %) and innovative system Soenedesmus obbigliivation and energy
conversion, for instance, in a cement plant.

Firma dello studente

2] titolo deve essere quello definitivo, uguale a quelloutee siampato sulla copertina

dellQelaborato consegnato
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