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Capitolo 1

1 Introduzione

1.1  Acquacoltura ecosostenibile ed ecocompatibile

L'estremizzazione della visione centralistica delndo, secondo cui I'uomo & misura di tutte le
cose, ha portato negli ultimi decenni a considetar@atura, intesa nel suo insieme di sistemi
biologici, come assolutamente dipendente dall'u@mgertanto perfettamente adattabile alle sue
esigenze. Tale gestione del patrimonio naturaledmalotto spesso a scelte sconsiderate che hanno
tenuto conto solo del profitto del momento senzdaba ai possibili risvolti futuri e senza tener
conto della sostenibilitd ambientale di tali scéiatassino, 2001).

L'espressionaviluppo sostenibileompare per la prima nel 1987 in un documentoeddfzioni
Unite, noto comdrapporto BrundtlandL'avvenire dell'umanita potra essere garantito agpatto
che si realizzi su scala mondialao sviluppo capace di soddisfare i bisogni mategaspirituali
dell'attuale generazione senza compromettere ittdidelle generazioni futurealle quali va
garantito lo stesso capitale di risorse naturalgi ogsistente. Il parametro della sostenibilita
comporta una duplice prospettiva: intanto chersjaeconto dei costi economici non solo locali ma
globali, non solo immediati ma anche futuri; in@edo luogo che si consideri lo sviluppo non piu
esclusivamente come crescita economica quantitativensi anche e soprattutto processo
gualitativo, ossia in termini di costi ambientaliani.

Nell'ultimo quindicennio lo sviluppo dei processiglobalizzazionalell'economia del pianeta terra
ha modificato e sta modificando ancora notevolmémtelazioni fra i sistemi produttivi e le basi
della competitivita. Diventa allora di fondamentateportanza I'osservanza di alcuni principi di
fondo:

v’ rispetto dellacapacita ricettivadell'ambiente;

v’ evitarel'esaurimento delle risorseinerarie ed energetiche non rinnovabili;

v' consentire lo sviluppo dei paesi del Terzo Mondaragtendo loro di accedere a una
porzione delle risorse esauribili € non rinnovabdrrispondente alla propria popolazione
(principio di equitg.

Alla base di ogni strategia per limitare gli effegtla portata dell'inquinamento ambientale nella
prospettiva di uno sviluppo sostenibile sta I'adoeidi tecnologie produttiveulite che consentano
di impiegare, nel modo piu razionale ed economigssibile, le risorse (materie prime ed energia)
minimizzando la quantita di rifiuti e residui (gass liquidi e solidi) connessi alla fabbricazioae

all'uso dei prodotti.



Il rispetto dell'ambiente richiedera sempre piteratone, pur nell'ottica dell'incremento delle
produzioni per soddisfare le esigenze in nutrightiuna popolazione che, non solo aumenta
numericamente, ma intende migliorare continuamienggialita nutrizionale del cibo.
Nel mondo industrializzato il concetto dsorsa e identificato con quello di qualcosa da sfruttare
mentre sara necessario considerarla come un bengtadare, da conservare e da utilizzare con
oculatezza programmatoria. Il settore agro-alintenfau0 costituire un esempio pilota per il
miglioramento e per la salvaguardia dell'ambienttiedubbiamente, il bisogno di ridurre
linquinamento sara la matrice dell'invenzione déladécerca di nuove soluzioni. La politica
ambientale deve essere non l'arte del possibiléarta di rendere attuabile cio che € necessario
(Matassino e Cappuccio, 1998).
E' facile prevedere che il benessere dellluomo &atamente dipendente da una produzione di
alimenti dalle caratteristiche nutrizionali sempia rispondenti a soddisfare le variegate esigenze
della persona umana considerata nel suo 'stagigdbfjico peculiare ma dinamico temporalmente e
spazialmente.
La parola agricoltura pud dunque essere sostitddah termine agroecosistemaper tutte le
implicazioni che la piu antica attivita produttidall'uomo ha nel contesto di qualsiasi ecosistema
(Matassino, 1997).
L'agroecosistema potra essere, nel medio-lungmg®riuno dei maggiori settori produttivi di
applicazione di biotecniche innovative (BI) e cicel npieno concetto di una agricoltura
ecocompatibile sostenibilgMatassino, 1997).
Il concetto di sostenibilitd o di sviluppo sosteldbviene ritenutovago, ambiguo, sfuocato e
sfuggentéPearce et al., 1989).
Il rapportouomo-naturanon puo sfuggire alle logiche evolutive del sistesncioeconomico.
Queste logiche possono essere raggruppate in alduenampie categorie (Prestamburgo, 1998):
(a) logica di crescita
(b) logica di sviluppo sostenibile.
La logica di crescita € caratterizzata, prevaleet@® da un aumento quantitativo di beni e di
servizi. Essa persegue una finalita: espansiorefimth delle attivita antropiche nel convincimento
dell'infinita disponibilita di risorse e dell'ingabilita dei bisogni umani. Pertanto, questa logica
ignora qualsiasi attuazione di iniziative per lbvaguardia delle risorse naturali.
La logica di sviluppo sostenibile (Giaoutzi e Nijgp, 1993) incorpora tre dimensioni (obiettivi)
fondamentali che devono interagire fra di loesonomica, sociale ed ecologidh diagramma a
triangolo equilatero (fig. 1.1 ) vuole significare che i tre vertici (A, B e Cidicano la

massimizzazione di un solo obiettivo. Le diversmbimazioni all'interno del triangolo consentono



di realizzare soluzioni variabili, temporalmentesgazialmente, in una visione di ottimizzazione
dinamica sistemica.
La priorita dovra riguardare (Matassino, 1992):

l. larivitalizzazione delle economie tradizionali;

[I. linversione delle uscite di risorse;

[ll. il blocco della distruzione delle risorse genetigmemali e vegetali autoctone, allo
scopo di mantenere elevatodhrico geneticoe la variabilita genetica; strumenti
principe, questi, utilizzati dalla natura per autaes lacapacita al costruttivismo
degli esseri viventi al mutare delle condizioni @&emiali, mediante il sorgere di una
moltitudine dinicchie ecologichaperte;

IV. la modificazione dei modelli attuali di produzioeeli consumo allo scopo di ridurre
il loro contributo al deterioramento dell'ambiertéi raggiungere nuovi equilibri fra
ambiente e sviluppo sostenibile;

V. il cambiamento di quegli stili di vita che costgoono fattori di rischio per la
sicurezza di un agro-ecosistema culturale.

Pertanto, lo sviluppo piu sostenibile € quello n & innovazioni tecniche e biotecniche siano
inglobate e incorporate nei sistemi produttivi, iahce culturali esistenti, senza determinare la
sostituzione di questi. Questo modello puo interessad esempio, le produzioni animali e vegetali,
la produzione di energia rinnovabile, il controliiell'inquinamento, il rendimento dell'energia
nativa, ecc. (Boyazoglu, 1992; Matassino, 1992). Le promhu agricole in generale e tutto cio che
€ connesso a esse, sono una componente signdicaél sistemaagro-alimentare-ambientale
(Matassino, 1996).

Le produzioni agricole in senso lato (zootecniaydpzioni vegetali, produzioni acquacolturali)
sono ampiamente candidate a svolgere un ruolotihgbge, se non primario, nella soluzione dei
problemi connessi alla nutrizionistica umana. Epoevedere un aumento della richiestgpidotti
nutraceutici o alimenti funzionali (functional fag)ce con certificata sicurezza d'usafety firs}.

Le proprietd salutistiche possono variare in relagialla diversa categoria demografica umana
(neonato, bambino, giovane, adulto, anziano); umeaito deve essere funzionale, pertanto, allo
stato fisiologico o patologico dell'individuo. Esprdi biomolecole individuate a proposito sono il
licopene nel pomodoro, I'oleuropeina nell’'olio di@, i CLA (conjugated linoleic acid), ecc.. Le
suddette molecole hanno diverse funzioni: antitaiegr antiaterogenica, immunomodulante,
batteriostatica, antiadipogenica, antidiabetogemoamotrice dei fattori di crescita.

| prodotti ittici, in particolare, forniscono prate di elevato valore biologico, bilanciate nella

composizione in aminoacidi essenziali, ricche ditiomena e lisina. Tale fattore rende i prodotti



ittici importanti non solo per I'alimentazione delbopolazione dei Paesi industrializzati, ma anche
per quella delle popolazioni piu povere, la cuitaie spesso basata sul consumo di tuberi o cereali,
nei quali tali aminoacidi sono limitati. | prodoitiici sono anche caratterizzati da una compoBgio
dei grassi particolare che li differenzia dai Vbrai omeotermi. Questi sono ricchi di acidi grassi
polinsaturi, in buona parte a catena lunga (20at@ni di carbonio), e fra questi di particolare
rilevanza sono quelli della seri@3, in particolare l'acido eicosapentaenoico (EPAlJaeido
docosaesaenoico (DHA) dei quali i prodotti ittion® l'unica fonte alimentare significativa. Come
per gli acidi grassi6, € stata dimostrata I'essenzialita degli acidsgiro3. Nelluomo gli 6
predominano nelle membrane di muscoli, fegato,,radgociti. Studi recenti hanno dimostrato che
una dieta mancante di3 provoca visione ridotta, anormalita nell'eletiétovogramma, profonde
modificazioni biochimiche nella composizione indigyrassi delle membrane di cervello, retina ed
altri organi.

Il DHA costituisce il 25-33% degli acidi grassi desfolipidi cerebrali e il 40-50 % nella retina. E
stato dimostrato come sia fondamentale con l'allento il trasferimento del DHA dalla madre al
feto. L'uomo puo ricavare tali acidi grassi daldgerecursore, I'acido linolenico (18i33). Tale
capacita puo risultare deficitaria in talune sitaak patologiche (diabete, squilibri ormonali), nel
digiuno, nell'invecchiamento, quando l'attivita eldesaturasi diminuisce di efficienza e quindi
diminuisce la possibilita di operare tale trasfozioae.

DallEPA vengono poi prodotte prostaglandine careitate da un’azione antiaggregante
piastrinica, quindi antitrombotica e vasodilatadric

L’assunzione abituale di pesce e in grado di deteara un abbassamento del livello dei trigliceridi
e del colesterolo diminuendo quindi i fattori dsahio coronarico. Tali acidi grassi, uniti ad
un'alimentazione equilibrata, possono quindi conoire alla prevenzione delle malattie
cardiovascolari.

Per tutti questi motivi, I'American Dietetic Assation include i prodotti ittici tra functional foods

e la quantita di acidi grassi3 da inserire nella dieta giornaliera (1 g/giorn@ne inclusa, da
svariate societa di nutrizione Nazionali ed Interaaali, tra i livelli di assunzione raccomandaiti d
nutrienti.

Le sostanze minerali sono presenti nei diversi dippesce in quantita superiore a quella degli
animali terrestri. Tra esse meritano di essere ropate il selenio, lo iodio (nei pesci di mare), il
fosforoe lo zinco.

Nei pesci grassi si puo segnalare una discretapzasdi vitamine A ed E nel tessuto muscolare
mentre nei pesci magri la vitamina A é abbondaetdegato dove e presente anche la vitamina D.

Molluschi e crostacei hanno una composizione si@ilpesce magro, i loro grassi sono anch’essi



ricchi di polinsaturi, in particolare3. | molluschi bivalvi sono anche ricchi di fernmagnesio e
zinco.

Attratto da tanti benefici sia in termini quantit@iche qualitativi, 'uomo inizio a porre le bager

lo sviluppo dell’acquacoltura. L'acquacoltura segpgpunto il passaggio dalla semplice attivita di
raccolta delle risorse ittiche, attraverso le ptai di cattura della pesca, all'allevamento degli
organismi acquatici quali pesci, molluschi, crostacpiante acquatiche; in acque dolci e salmastre,
realizzato attraverso interventi umani (stoccaggigrasso, protezione dai predatori, seneca)
finalizzati ad incrementarne la produziome(inizione FAQ.

L’acquacoltura € dunque un’attivita che affonda dee radici in tempi molto antichi. Le
testimonianze dell'antica Cina, dell'antico Egittoquelle Fenici e Romane, geograficamente piu
vicine a noi, ci ricordano il continuo tentativolldemo di intervenire anche sul ciclo vitale degli
organismi acquatici per poterne controllare la digpilita e la proprieta.

Il monaco tedesco Jacobi, che nella seconda mét&eateecento pratico la prima riproduzione
artificiale delle trote fario, preso dall'interessaturalistico per lo studio sulla fecondazionegnao
uova e spermi di trota, aveva aperto la stradaativazione Nella meta dell’'ottocento iniziarono
alcune applicazioni in Francia per riprodurre letdr Oggi le produzioni di trote, di salmoni, di
carpe di varie specie, di spigole ed orate, di gaoti e di molte specie di molluschi bivalvi,
dipendono dagli allevamenti.

L’acquacoltura ha una grande missione, quella digurre per soddisfare la crescente domanda di
prodotti che la pesca oceanica non puo coprire.

Le aspettative sono molte, ma sono nati anche mettici dell'acquacoltura, specialmente dove
questa attivita e stata svolta in maniera pocoarsgbile verso I'ambiente.

La ricerca scientifica e tecnologica sta lavoraathcremente per ampliare la gamma delle specie
allevabili, per migliorare la qualita dei prodotper ridurre I'impatto ambientale che le attivita
produttive possono generare.

Non é possibile dare un giudizio generale sull'aomltura. La qualita dei prodotti dipende dalle
modalita di allevamento, dalle tecnologie impiegatialla qualita delle acque in cui si alleva.
L’acquacoltura, “sfruttando” i bassi livelli dellete trofica quali fitoplancton, comunita vegetali,
catene del detrito, con i suoi elevati rendimeniergetici, potra garantire inattese crescite
produttive di elevata qualita.

Potendo dunque agire su molti fattori, € eviderte Eacquacoltura puo offrire opportunita per
“costruire” con le buone tecnologie, il meglio peconomia, per la salute umana e per 'ambiente.
Studiosi, biologi, matematici, economisti ed att@inno avviato da tempo studi utili a comprendere

la limitatezza delle risorse e le conseguenze daegesso illimitato, sia sull’ecosistema che sul



contesto sociale ed economico interessato.

L'acquacoltura, una risorsa vitale di cibo, di\diidi lavorative, ricreative e commerciali e di
benessere economico per 'umanita, sia per le geroan presenti che future, dovra essere condotta
in modo responsabile e secondo principi e modellic@mportamento al fine di assicurare
un'effettiva conservazione, gestione e sviluppdedekorse acquatiche viventi, con il dovuto
rispetto per I'ecosistema e la biodiversita.

Negli ultimi anni, il crescente interesse sul delgrambientale marino ha indotto numerosi Paesi ad
adottare normative sempre piu restrittive in meaito sversamento di reflui in mare da parte delle
aziende di acquacoltura.

Inoltre, la capacita di creare ricchezza senzaramttela rinnovabilita delle risorse biologiche,
tentando di recuperare i reflui e riutilizzarli tma qualsiasi altra applicazione, renderebbe |l
processo ecosostenibile a tutti gli effetti oltdeadbattere tutta una serie di costi gestionali.
Attualmente lo sviluppo dell'acquacoltura e stretémte legato al potenziale ambientale (acqua,
seme, superficie e mano d’opera) e alla domandmesdato.

Le relazioni tra acquacoltura e ambiente sono tlessm importanza, per cui nasce la necessita di
una produzione che tenga conto sia de&mcompatibilitadel processo produttivo utilizzato
(capacita di non interferire con gli equilibri nedli) che della suacosostenibilitd(capacita di
creare ricchezza senza alterare la rinnovabilitdle desorse biologiche). Un’acquacoltura
ecosostenibile & in grado di procurare benessemoeatico e sociale, garantendo la preservazione
delle risorse e dell’ambiente alle generazionireitu

Il Codice di Condotta per una Pesca Responsabllanieolo 9 indica le linee di condotta per
un’acquacoltura ecocompatibile ed ecosostenibita. queste si ricorda appunto I'esortazione a
produrre e aggiornare regolarmente piani e stratggr lo sviluppo dell'acquacoltura e per
assicurare che tale sviluppo sia ecologicamentesibie e permettere l'uso razionale delle risorse
condivise dall'acquacoltura e da altre attiviloltre fondamentale e la scelta responsabile delle
specie, dell'ubicazione e della gestione delleittdi acquacoltura che potrebbero influenzare gli
ecosistemi acquatici nazionali e transnazionali@-A995).

I mondo della ricerca si € da tempo messo al aymer implementare un modello di sviluppo
sostenibile basato sulla conciliazione degli irker@conomici e sociali con quelli di conservazione
delle risorse naturali, sul lungo periodo.

L’acquacoltura per la sua natura di attivita cha asganismi ed ambienti naturali ha una serie di
implicazioni ecologiche. Lo sviluppo di modelli esastenibili per I'acquacoltura si esplica a due
livelli:

» applicazioni ecologiche al miglioramento delle &gge produttive;
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» applicazioni dell’ecologia dirette alla misura, @ntenimento ed alla prevenzione degli
impatti sulla biodiversita a livelli genetici, dégbrganismi, delle comunita e degli
ecosistemi.

Tutte le produzioni basate sull'uso di reti trofcln ambienti acquatici confinati, con apporti
energetici piu 0 meno spinti, dipendono dalla capati controllare ed “imitare” processi naturali
che normalmente si svolgono negli ecosistemi nktQrég. 1.2 ). Nel caso di una produzione
estensivadxtractive aquacultudesi tendera a canalizzare I'energia trofica véesspecie bersaglio,
ad esempio riducendo la diversitd ed esaltandobdaflanza delle specie commercialmente
interessanti. Questo principio sara ancor piu appi nella forma semi-intensiva.

Il principio e che tutte le forme di acquacoltuitemsiva, ed in parte semintensiva, sono di fatto
gestioni ambientali che, per essere ottimizzathjedono conoscenze ecologiche di tipo empirico e
di tipo scientifico.

Gli impatti dell’'acquacoltura sugli ambienti natlirsono legati alla intensificazione delle attivita
produttive fed aquaculturg che collocano la stessa tra le attivita che pussgenerare danni

ambientali (Tancioni e Scardi, 2001)

1.2  Acquacoltura intensiva da una prospettiva ecotpica

L’acquacoltura intensiva e un’attivita zootecni@sata sull’allevamento monospecifico di specie di
elevato pregio commerciale quali spigola e ordta, ilizza risorse naturali, quali 'acqua, e @us
mutamenti ambientali, in quanto determina I'imnos& nelllambiente acquatico di reflui
caratterizzati da elevate quantita di nutrienti memsumati (Munday et al.,1992; Ackefors and
Enell, 1994; Pillay, 1992).

L’acquacoltura intensiva € talvolta percepita aglihione pubblica come una industria “non pulita”
che produce “pesci in batteria”, e quindi di qualibferiore ai prodotti della pesca. A livello
nazionale e comunitario questo ha contribuito atwoluzione negativa dell’attuale quadro di
riferimento produttivo, ponendo gli addetti delteet in un evidente stato di difficolta operativa
alla quale, per la troticoltura, contribuiscono lade nuove normative in materia di concessioni al
prelievo e tutela delle acque dall’inquinamento.

Tuttavia, nonostante gli impatti ambientali generad i problemi energetici che ne limitano la
sostenibilita ecologica, I'acquacoltura intensivampotra essere sostituita nel breve termine e su
scala globale da altre pratiche.

Nel medio termine, pero sara necessario, anchavato il contributo delle discipline ecologiche,
ricercare nuovi approcci produttivi che ne consemtda sostenibilita ambientale ed il suo

inquadramento tra le attivita produttive ecocompht{Environmental Friendly Aquacultuye
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Un tale re-orientamento settoriale, peraltro gienskato a livello nazionale dal Ministero per le
Politiche Agricole e recepito dalle stesse assammzdi categoria, potrebbe essere ottenuto
attraverso due approcci consolidati, ovvero la zidoe delle sorgenti d’inquinamento e il
riciclo/riuso delle acque di scarico degli impiaatierra.

Il primo approccio, che riguarda piu direttameng produzioni nazionali (troticolture e
maricoltura), € finalizzato alla prevenzione o @iune della produzione di inquinanti (es. nutrienti
sostanze chimiche di sintesi, inquinamento biolegecc.), attraverso la riduzione dei carichi, la
migliore gestione delle biomasse allevate, la minnazione degli stress, I'utilizzo di vaccini, etc.

Il secondo approccio € piu frequentemente applipatoimpianti intensivi “a ricircolo” ubicati al
coperto (es. avannotterie, ingrasso di anguille,)eta maggior parte di questi sistemi preveddno i
trattamento delle acque di scarico prima del lausq, totale o parziale. Ovviamente, questi sistemi
consentono di ottimizzare l'uso delle risorse idece di ridurre l'impatto ambientale, ma
presentano costi d’'investimento molto elevati.

La realizzazione di tali approcci produttivi, ecgiltamente piu sostenibili, richiede comunque
I'internalizzazione dei costi per minimizzare ghipatti per le stesse aziende.

Per il raggiungimento della compatibilita economiea imprese dovranno sviluppare nuove
strategie di mercato indirizzate all'inserimentoll@eproduzioni tra quelle “biologiche” e/o
ecocompatibili, attraverso specifiche procedurecéitificazione dei processi produttivi e dei
prodotti. Cio al fine di consentire la creazioneudi valore aggiunto alla produzione, in grado di
compensare le perdite derivate dall'internalizzagialei costi per la mitigazione degli impatti
ambientali e per la produzione “biologica”.

L’acquacoltura, almeno nelle forme intensive pii¢ risponde all’esigenza di produrre specie
pregiate, la cui domanda €& certamente piu elevalia disponibilita basata sulle sole risorse
naturali. A differenza di quanto avviene in altatteri della zootecnica, che mirano a produrre
organismi erbivori o tutt’al piu onnivori, nellaogcoltura si mira spesso all' allevamento di
organismi predatori, quali, ad esempio, la trota epigola. La conseguenza di cio € un’efficienza
ecologica ancora piu bassa, poiché i mangimi devietessariamente contenere elevate quantita di
proteine animali, a loro volta prodotte attraveilsconsumo di biomasse vegetali, ed un impatto
ecologico piu rilevante, poiché per ogni unita girbassa ittica prodotta € necessario smaltire un
elevato livello di sostanza organica (sotto formmandngime non consumato e feci) e di escreti
azotati.

Da evidenze sperimentali si osserva che i pesallevamento assimilano meno del 30% dell'azoto
fornito loro con Il'alimentazione (Gowen et al., T98iall et al., 1992). Partendo da questo dato e

evidente che la maggior parte dei nutrienti sontasciati nell'ambiente, contribuendo
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all'inquinamento delle acque (eutrofizzazione)a@e@mentando notevolmente i costi di produzione.
In ltalia il 70% delle produzioni ittiche di allereento proviene da impianti di acquacoltura
intensivi.

In sintesi, se I'agricoltura consente di “cattufadt@ettamente I'energia solare per la produzione d
alimenti vegetali, 'acquacoltura di specie predatimplica almeno altre due conversioni di tale
energia: dapprima in biomasse animali e poi, athsw 'uso di queste nei mangimi, in produzione
ittica pregiata. Da un punto di vista strettameariergetico € ovvio che cio comporta un’efficienza
piuttosto bassa, di quasi due ordini di grandenteriore a quella della produzione agricola. La
sostenibilita di questo tipo di produzione, dungéiestrettamente legata alla disponibilita di fonti
energetiche esterne, con tutti i limiti che quegdo di sviluppo impone.

Al di 1& dei problemi legati allo smaltimento deataboliti prodotti dagli organismi allevati,
impatto ecologico dell’acquacoltura, laddove g@aesomporti la somministrazione di mangimi,
puo avere implicazioni anche su piu ampia scalape&eallevare una tonnellata di pesce pregiato
sSono necessarie da tre a cinque tonnellate di fjge§cagenerale pesce azzurro) per la produzione
dei mangimi, & evidente che la crescita dell'acqliata € limitata dalla disponibilita degli stocks
ittici naturali. Attualmente si stima che 31 miliati tonnellate di pesce, pari al 27% del pescato
totale su scala globale, vengano destinate annaénatla produzione di mangimi, di cui il 15%
destinati all'acquacoltura. Tuttavia, mentre imiatiangimi la frazione di proteine di origine i@
modesta, in acquacoltura questa varia dal 20% &b €0costituisce quindi una componente
essenziale. Poiché le biomasse in gioco non sasaurabili, non e facile stimare I'effetto di tutto
cio sulle reti trofiche degli ecosistemi sfruttatipesso assai distanti dai siti di allevamento,
soprattutto per cio che riguarda le ripercussianiliwelli trofici superiori (es. grandi pelagici,
uccelli marini e cetacei). Cio che e certo, com@nauche questo tipo di sviluppo non & sostenibile
nel medio e lungo termine.

Alla luce di tutto cio, per una effettiva sostetithidell’acquacoltura a livello globale € necessar
almeno nel lungo termine, una profonda reimpostezidei modelli produttivi, che dovrebbero
essere indirizzati sempre piu verso il risparmicergetico, il riciclo, il contenimento o la

sostituzione delle farine di pesce dei mangimi, €€ancioni e Scardi, 2001).

1.3 Impatto ambientale dellacquacoltura intensiva

La zootecnia € un’ attivita produttiva intimameiggata all'ambiente sia a monte che a valle del
ciclo di produzione e, purtroppo, questo legamesempre piu assumendo una connotazione
negativa. L'opinione pubblica € sempre piu attemtproblemi legati all'inquinamento, compreso

guello causato dalle ittiocolture i cui reflui, pgonati agli scarichi urbani o ad altri settorilael
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zootecnica e dell’agricoltura, hanno un’incidenzaaore.
Per svolgere al meglio I'attivita e ridurre i costiziali di installazione, si cerca di sfruttare |
risorse naturali esistenti. Cosi gli impianti vengaealizzati in:
2 zone con grandi disponibilita di acqua e di terream adibiti ad altre attivita;
J in aree di rifiuto o di terreni incolti, in partiBde vengono utilizzate aree umide quali
paludi, stagni naturali, ecc..
In seqguito all’installazione di un impianto di aegwltura in un’area umida non esistono solo delle

conseguenze negative per 'ambiente ma anche d&gg quali:
2 maggiore difficolta di effettuare scarichi civilon controllati nelle vicinanze degli impianti;
2 minore velocita di moltiplicazione dei vettori dafattie;
» utilizzo dei rifiuti civili come fertilizzanti;
J ritenzione e drenaggio delle acque.

Inoltre la grande quantita di pesce prodotta natiivamenti determina una diminuzione dello
sforzo di pesca garantendo agli ecosistemi naturafperiodo di maggior riposo (una sortasdt-
asidenaturale, per usare un gergo caro al settoredecpolitico agrario) seguito da una maggiore

produzione e diversificazione delle specie.

In generale, l'impatto ambientale di un impiantoagquacoltura dipende, oltre che dalle sue
dimensioni e dalla sua capacita produttiva, daflecee e dalle tecniche di allevamento, dalla
guantita e qualita dell'alimento somministrato,|leladaratteristiche funzionali degli ecosistemi al

contorno (es. capacita portante, livelli di resilia, ecc.).

L'incidenza del rischio biologico dei sistemi dieaamento intensivo € piu alta rispetto alle altre
forme di allevamento a causa dell'alto numero dimah allevabili per unita di superficie, che
comporta una quantita elevata e crescente di rpfludotti: la gestione degli escreti animali € da
tempo un problema scottante per l'acquacolturagemerale per tutte le attivitd zootecniche.
Dei possibili effetti del’acquacoltura intensivags ambienti acquatici, per frequenza o severita
delle conseguenze, rivestono una maggiore impatanz
I. Qualita delle acque: aumento torbidita, modificd pkl, riduzione ossigeno disciolto,
aumento BOD e COD, apporto nutrienti (N e P), afgpeostanza tossiche (es. antifouling)
e residui di chemioterapici, aumento della carigtdica, eutrofizzazione e blooms algali;
II. Sedimento e comunita bentoniche: aumento dellaaspatorganica, aumento del BOD e
COD del sedimento, diminuzione del potenziale redek sedimento, produzione di gas
(H2S, CHy), incremento composti chimici (antibiotici, antilaong), aumento di ceppi

batterici resistenti agli antibiotici, aumento ¢etbto organico ed inorganico, alterazione
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delle comunita bentoniche, crescita di alghe;

lll. Popolazioni naturali: introduzione di specie altoet (possibili effetti di competizione
trofica con le specie autoctone), introduzionendividui di popolazioni alloctone (possibile
inquinamento genetico), trasmissione di malattie pbpolazioni naturali, introduzione di
agenti patogeni esotici, aumento dei predatoriiaginanza degli impianti di allevamento,
possibile alterazione delle popolazioni naturali pe uso improprio delle risorse idriche
(deflusso minimo vitale);

| principali processi che causano effetti negasui corpi idrici ricettori, derivanti dai reflui
d’acquacoltura, sono ipernutrificazione (aumento dei nutrienti), I'eutrofizzazione e |'aento
della carica batterica.

Per ipernutrificazione si intende qualsiasi sost@az misurabile aumento del livello dei nutrienti
disciolti (composti a base di azoto, fosforo e peoi@ che, a loro volta, provocano
I'eutrofizzazione, cioé I'aumento significativo telcrescita del fitoplancton e della produttivita
primaria.

Il fosforo viene considerato un fattore limitanter pe acque interne, mentre I'azoto per le acque
marine. Fosforo ed azoto sono essenziali per ii,peise li ottengono direttamente dalla loro dieta.
La maggior parte delle diete li contiene in eccdéiso al 2% di fosforo e fino al 12% di azoto sul
peso secco), o li presenta in forma parzialmente biodisponibile. L'eccesso di azoto e fosforo
ingerito viene escreto, quello non disponibile passlle feci.

Processi di eutrofizzazione e fenomenibtbhom possono essere di notevole entita soprattutto nei
casi in cui gli impianti siano posti direttamenteambienti acquatici continentali ed in aree marine
caratterizzate da ridotto idrodinamismo.

In generale, i nutrienti disciolti che derivano atéivita di maricoltura in aree marine caratterieza
da elevato idrodinamismo o da salmonicolture atércui reflui vengano fatti confluire nei corsi
d’acqua e possono essere rapidamente ed efficatenudinit) non causano problemi di
eutrofizzazione. Tuttavia la forte concentrazioneid impianti in un’area ristretta, sia in ambient
marino che nelle acque dolci, puo innescare proakssutrofizzazione, anche localizzati, degli
ecosistemi marini o lacustri che favoriscono bloalgali, anche nell'ambito della loro normale
dinamica stagionale.

Se per le gabbie, per le quali € fondamentalesizimnamento in siti dove la dispersione dei rifiut
solidi sia massima, resta la possibilita di spéstaer permettere al fondo di ripristinarsi (c'é
bisogno di un periodo fino a 8 mesi per ripristenég condizioni iniziali), per gli impianti a terta
scelte progettuali sono vincolantiuttavia i margini di intervento ci sono e si e pama

intervenuti sugli scarichi.
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Inizialmente, poiché il trattamento diretto si elienostrato antieconomico, si penso di riciclare le
acque di scarico, sia per la fertirrigazione (naba degli allevamenti in acque dolci), che per
produrre algheed effettuare policoltura, sostituendo cosi, alnparzialmente, la fertilizzazione
chimica. In alternativa si & proceduto alla depwa& biologica tramite lagunaggio con
'inconveniente di dover di reperire spazi da dest ad un uso di scarso contenuto economico.
In tempi piu recenti si € cambiato I'approccio:

controllare la qualita delle acque di scarico int@nendo sulle cause

lungo tutto il ciclo di produzione.

Il risultato € una nuova tipologia di impianto ateeupera e ricicla I'acqua d’allevamento mediante
depurazione e mediante I'utilizzo di mangimi peuali si & ottimizzata l'efficienza di assunzione
dell'azoto e del fosforo, migliorata la digerikdlie minimizzata la dispersione (Tancioni e Scardi,
2001).
Per quanto riguarda gli aspetgienico-sanitari dobbiamo evidenziare come, a fronte di una
similitudine tra reflui urbani ed emissioni di inapiti acquacolturali intensivi (in-shore ed off-skjr
per cio che riguarda il rapporto azoto totale sfdm totale, le differenze qualitative e quanitat
in termini di carica microbica sono tuttavia apadzili.
Un primo motivo di cio sta nel fatto che le emissidi attivita di piscicoltura non hanno la stessa
guantita di patogeni che caratterizza i reflui mibaanche se alcuni microrganismi che sono
patogeni per i pesci possono agire anche nell'udtaitra parte, in circostanze occasionali sia i
pesci che le loro deiezioni possono contenere mgarosmi patogeni per l'uomo, anche se
generalmente non si tratta di ceppi capaci di irepatologie preoccupanti. Inoltre circa il 70-80%
dei farmaci usati negli allevamenti finiscono nerg idrici recettori e nel sedimento nei pressi
degli impianti di allevamento, raggiungendo alte nantrazioni. Molti farmaci (come
ossitetraciclina clorata e quinoloni) sono moltosgeenti nei sedimenti. L'uso di questi antibiotic
puo ovviamente indurre lo sviluppo di forme di stshza nei ceppi batterici patogeni per i pesci e,

almeno potenzialmente, di ceppi patogeni per l'u¢@ataudella e Bronzi, 2001).

1.4 | reflui

La legislazione italiana definisce, attraverso dedegislativi, gli standard di qualita da ris@et
per il rilascio dei reflui prodotti da attivita indtriali. Gli impianti di acquacoltura, come graarte
delle produzioni zootecniche, producono reflui tar&zati da elevato contenuto in azoto (N) e
fosforo (P) che, come detto in precedenza, riltéisaml’ambiente causano fenomeni di
eutrofizzazione.

Il D.L. n 152, approvato I'11 maggio 1999, defiresin linea generale la disciplina per la tutela
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delle acque superficiali, marine e sotterraneequersndo diversi obiettivi. Disposizioni correttive
ed integrative del D.L. 152/99 sono riportate ndl.mh 258 del 18 Agosto 2000.
Le finalita principali di tale decreto riguardarapsattutto:

» la prevenzione e la riduzione dell’'inquinamentdelacque;

» la diminuzione del carico inquinante per i corpigdgia inquinati;

» il miglioramento dello stato generale delle acque;

* la protezione delle acque destinate a usi particaldine di mantenere la naturale capacita
autodepurante dei corpi idrici e di conseguenzaepgere le comunita vegetali ed animali
esistenti.

Per il raggiungimento e il mantenimento degli sedddi qualita la legislazione obbliga le imprese
ad adottare le migliori tecniche disponibili peimehare o ridurre sostanze pericolose presentiinegl
scarichi. Le singole industrie devono dunque vaduacaratterizzare i propri reflui.

| principali parametri da considerare sono:

» Sostanza organica solubjlehe determina una diminuzione dell’ossigeno diszinelle
acque riceventi.

» Solidi sospesiche determinano una riduzione della concentrazainessigeno disciolto,
dando luogo alla produzione di gas maleodoranti.

» Composti organiciquali fenoli, possono impartire odori e sapori siderati alle acque
richiedendo ulteriori trattamenti di potabilizzaze

» Colore e torbiditanon fanno sorgere particolari problemi in quantn rsi tratta di
caratteristiche deleterie e nocive, ma rivestonpartanza soprattutto dal punto di vista
estetico.

* Azoto e fosforogenericamente indicati come nutrienti, sono palditnente indesiderati
nell'effluente quando lo scarico si riversa in taldipi di recettori come laghi, fiumi.
L’eccessiva presenza e concentrazione di azotsfertoin sedimenti acquatici aumenta la
possibilita di fenomeni di eutrofizzazione.

» Composti refrattari,contenuti in detergenti possono essere indesitdierabquanto non
essendo biodegradabili determinano la formaziorsekliume nelle acque riceventi. Talune
sostanze refrattarie, inoltre, possono risultassithe per certe forme di vita acquatica.

* Oli e materiali galleggiantsono soggetti a limitazioni per lo scarico so#bt a causa dei
problemi estetici che determinano.

» Composti volatili,come I'anidride solforosa, danno origine a probleninquinamento
atmosferico. La legislazione definisce i limiti pirloro rilascio nellambiente (Wesley
Eckenfelder Jr, 1993).
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1.5 Il Trattamento dei reflui

Esistono diverse tipologie di trattamento dei rieflun impianto di depurazione tradizionale é
basato, generalmente, su un gruppo di processziadli di trattamento primario e secondario, ed
include inoltre processi di trattamento terziarioliquami privi di sostanze tossiche vengono
processati attraverso trattamenti di tipo primargecondariofig. 1.3).

| processi primari simili a quelli utilizzati in impianti di depur&me dei reflui urbani, hanno lo
scopo di preparare il liguame al trattamento bimogttraverso la rimozione dei solidi grossolani
mediante grigliatura e delle particelle sospeseateriale inorganico per sedimentazione.

Se alla miscelazione del volume liquido viene indég una efficace areazione si puo ottenere gia in
guesta fase una parziale ossidazione dei comgussidrovano inizialmente nelle acque.

Per la rimozione di oli, grassi e solidi sospegiwd effettuare una fase di sedimentazione. Questo
processo pud avvenire attraverso modalita differesgdimentazione discreta, sedimentazione
floccosa e sedimentazione a zone. Il verificarsiudio di questi tipi di processo dipende
principalmente dalla natura dei solidi presentilitgplame.

Il trattamento secondaria@onsiste invece nella degradazione biologica aenposti organici
solubili. Solitamente vengono impiegati processitido aerobico, in vasche scoperte ed aerate,
talvolta integrate da un pretrattamento anaeroinia@sche coperte. Dopo il trattamento biologico,

i microrganismi e gli altri solidi che si trovano sospensione nel liqguame vengono allontanati per
gravita dalla fase liquida.

E’ importante far notare che i metalli pesanti @iohel trattamento secondario dovrebbero essere
rimossi tramite operazioni di pretrattamento poipb&ebbero risultare tossici alla biomassa.

Il trattamento terziarioviene aggiunto a valle del trattamento biologi@ pmuovere specifiche
sostanze inquinanti: ad esempio, si puo effettlafdtrazione per la rimozione di solidi colloidal

0 si puo effettuare adsorbimento su carbone attidoossidazione chimica per la rimozione di
composti organici

Questi processi sono comunque onerosi in quantondetattare notevoli volumi di liquami e
talvolta possono risultare inefficienti dal momente molti non reagiscono specificamente con un
solo inquinante. | liguami contenenti elevate quardi metalli pesanti, pesticidi ed altre sostanze
che potrebbero attraversare inalterate il trattamgmimario, ed interferire successivamente col
trattamento biologico, devono necessariamente @ssétoposti ad un trattamento intermedio.

| processi comunemente utilizzati per questo scomdudono comunemente: precipitazione,
adsorbimento su carbone attivo, ossidazione chjmgmambio ionico, osmosi inversa ed
ossidazione ad umido.

Tutti i processi citati hanno un ruolo ben definitello schema piu generale di trattamento. La
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selezione di un processo, o di una combinazionpratessi di trattamento, dipende da diversi
fattori. Prima della scelta finale del processo rdbbe, infine, essere fatta una valutazione
dettagliata e comprensiva del costo del trattamentalella disponibilita delle aree per la
realizzazione dell’'impianto (Wesley EckenfelderlB93).
Gli impianti di depurazione biologiceappresentano per le attivita zootecniche il mrgsistema di
depurazione delle acque reflue in quanto riescahottenere rendimenti di depurazione vicini al
95-96%.
Il filtro biologico costituisce il fulcro fondamealie della depurazione, permettendo I'ossidazione
aerobica di cataboliti azotati, quali ammoniacatetin a nitrati. Con il termine “nitrificazione’si
intende I'ossidazione biologica dei composti inmigadell'azoto (NH* e NG ad opera di batteri
nitrificanti (fig 1.4).
L'ossidazione dellazoto ammoniacale (N-NM determina la formazione dell’azoto nitrico (N-
NO3) mediante la formazione di un prodotto intermedlazoto nitroso (N-NQ). Siccome l'azoto
ammoniacale e I'azoto nitroso risultano tossici gkrorganismi acquatici € necessario un loro
abbattimento prima dell’emissione. | batteri coiltivoei processi di nitrificazione, comunemente
detti nitrificanti, sono batteri autotrofi chemitglirofi che ottengono I'energia necessaria al poopr
metabolismo da fonti inorganiche come lo ione amimaehe rappresenta la principale sorgente sia
per I'azoto che per I'idrogeno, mentre le princigahti di carbonio sono costituite dai carbonati e
dai bicarbonati, per I'idrogeno altre fonti displitii sono I'aria e I'acqua. La nitrificazione puo
essere spiegata nell’'unica reazione:
NH;" + 20, + alcalinita— NOs + acidita + energia + biomassa
Il processo ossidativo si svolge pero in due stadi:
L'ammoniaca, come ione ammonio, viene ossidaté&itoncon trasferimento di 6 elettroni:

NHs; +3/2Q — 2H +H,0 + NO,
Questo primo processo ossidativo, che risulta émgbile, produce acidita e consuma ossigeno.
L'ammonio e tossico a pH superiori a 7 perché an&irasformarsi in ammoniaca, mentre lo ione
nitrito e tossico a tutti i pH, entrando in compitne con l'ossigeno per i siti di legame presenti
nell'emoglobina del sangue degli organismi acqudtionando metemoglobina, un‘emoglobina
modificata del tutto incapace di trasportare ossigejuesto tipo di intossicazione € analoga a
guella che colpisce i mammiferi esposti ad alteceotrazioni di monossido di carbonio (CO).
Una volta che sia stato prodotto lo ione nitritotra in gioco la seconda classe di batteri che, &in
guesto momento, € stata del tutto latente per miaacdi substrato su cui operare. |l secondo
processo ossidativo, catalizzato dall'enzima bitssidasicomporta la trasformazione dell’azoto

nitroso in azoto nitrico (nitrazione) secondo laziene:
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NO; + HyO «<» NOs- + 2H"
Come il primo processo anche questa seconda reagipossibile solo in ambiente aerobico, ma a
differenza del primo & un processo reversibilegtinfn condizioni di anossia si verifica il pasgan
inverso. In questa equazione non compaiono idninkh viene ancora consumato ossigeno, anche
se meno che nel primo passaggio.
Lo ione prodotto, il nitrato, & relativamente innoce puo accumularsi in acqua senza risultare
tossico. E’ importante mantenere la concentrazabm sotto dei 200 mg/l. | metodi piu comuni per
la diminuzione della concentrazione di questa sastasono o diluire con parziale ricambio di
acqua o una reazione anaerobica ad opera di batterigarantiscono la riduzione anche a
concentrazioni di ossigeno ridottissime dell’azaiitrico in azoto gassoso e acqua secondo la
reazione:

NOs; — N; + H,O

Per questa reazione € necessario un apporto dorgarlorganico, che pud essere preso o dal
materiale organico prima che il refluo passi atrae il filtro meccanico oppure possono essere
effettuate delle aggiunte con altri prodotti.
Il metabolismo dei nitrosanti viene sostenuto nolio slalla presenza di ossigeno, azoto e idrogeno,
altri elementi infatti entrano nella reazione e g@mo consumati. La sola fonte di carbonio per la
sintesi della biomassa nitrificante é rappresertataarbonati oppure dai bicarbonati.
Le caratteristiche progettuali del biofiltro comalume, area della colonna, porosita del supporto e
velocita del flusso idrico che lo attraversa sotementi che condizionano il funzionamento del
sistema. Se il flusso dell’acqua che entra nebfiiologico avesse una velocita elevata, i nitntisa
non avrebbero la possibilita di entrare in contatin i composti organici da degradare, al contrario
invece se la velocita di flusso fosse troppo basssdteri potrebbero avere insufficiente apporto di
ossigeno e di nutrienti oltre che una troppo leitezione dei cataboliti. Vengono utilizzati come
supporto per lo sviluppo batterico, di solito, mite di origine naturale come rocce, sabbia o
ghiaia, o prodotti di sintesi come sfere di plastispugne di poliuretano. Tra questi vi sono
materiali che hanno uno sviluppo superficiale chgavda 80 a 400 #fm* e sono definiti a “bassa
densitd”, mentre altri ad “alta densitd” hanno wsaluppo superficiale da 400-20002m>
(Saroglia, 2001).
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1.6 Il rapporto tra Acquacoltura Intensiva, Qualita ed Ecosostenbilita-Ecocompatibilita

Una recente sessione della FAO Committee on FeshegiCOFI) ha messo in luce il ruolo
complementare dell'acquacoltura nella produziongetice per l'alimentazione umana e la sua
capacita di alleviare la poverta in molte areelruta proiezioni globali per il futuro vedono tali
produzioni in continuo aumento. La promozione diaoguacoltura sostenibile & divenuta una
esigenza sia nei Paesi a piu alto reddito sia @aeisiPTerzi dove tali produzioni, che spesso
costituiscono un’integrazione ad una dieta cardnimportanti principi nutritivi (proteine di buon
valore biologico, acidi grassi essenziali, fermd adtri elementi minerali), sono in molti casi otteée
attraverso forme di acquacoltura integrata o aftiecole realta produttive, con I'impiego di
tecnologie tradizionali di tipo estensivo. Nelleci&ba Sviluppate, invece, il soddisfacimento dei
bisogni primari € stato ampiamente raggiunto edrisamatori occidentali hanno modificato le
aspettative rivolgendo la loro attenzione alla gaalei prodotti, alla loro salubrita e ai modelii
vita piu appaganti. Nello stesso tempo e sortatsapevolezza di una qualita del prodotto sempre
piu legata alla qualita del’ambiente. La filosoftella sostenibilita e della valorizzazione e
conservazione delle risorse naturali con il mambemto di determinati equilibri € uno dei temi
portanti, oltre che per il settore pesca, di tutt@istema agroalimentare. A tal fine, si sono
sviluppate tecnologie di allevamento sempre piuligep con il duplice intento del rispetto
dellambiente e dell’'ottenimento di un prodotto dlevata qualita, sicurezza d'uso e con
caratteristiche nutrizionali quanto piu simili aetjo selvaggio. Molte aziende hanno predisposto
disciplinari tecnici di produzione allo scopo diveare un processo di certificazione del prodotto e
dellintero sistema produttivo. Allo stesso modmata I'esigenza di informare il consumatore,
come richiamato oltre che dal Codice di CondottalpePesca Responsabile redatto dalla FAO
anche dal Regolamento (CE) n.104/2000 del Consaglol7/12/1999 relativo all’Organizzazione
Comune dei Mercati per la Pesca ed AcquacolturaleReégolamento (CE) n.2065/2001 della
Commissione del 22/10/2001, da realizzarsi attssvdorme di etichettatura che consentano la
tracciabilita del prodotto allo scopo di permettakeonsumatore una scelta responsabile.

1.7 Innovazione di processo

Un’innovazione a livello di processo, in tale se#toconsiste nell'applicazione del principio del
trattamento e della riutilizzazione del mezzo diwa di tutti gli organismi allevati (fitoplancton
zooplancton, larve) con la tecnica deésocosme@fig. 1.5)nel corso di una prova di larvicoltura di
una specie ittica, meglio se autoctona e innovgieail nostro Paese come ad esempio il rombo

chiodato Psetta maximga
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Da un lato il sistema a circuito chiuso consentdralitare I'acqua fisicamente, chimicamente e
batteriologicamente permettendone il riutilizzo plarte proprio di quegli organismi che hanno
prodotto il refluo, dall’altro il mesocosmo, ricre#o nello stesso ambiente la catena trofica
naturale, rappresenterebbe una polimicrocoltuigranlo di darci contemporaneamente concrete ed
importanti risposte sulla bonta del sistema sigpdalo di vista produttivo che ecologico.

Infatti il mesocosmo rappresenta una tecnica éwvalinento larvale, ma potrebbe rappresentare un
complesso test ecotossicologico di laboratorio ar@ei I'utilizzo di una variegata e ampia batteria
di organismi marini (batteri, zooplancton, fitoptéon, larve) per la valutazione della tossicita
(acuta, cronica e sub-letale) di acqua di allevdameh diversa origine sottoposta a continui
trattamenti e riutilizzo.

Sebbene sia ben noto che le alghe preferiscaripzatié NH™ come fonte di N (Przytocka-Jusiak
et al., 1984), si preferisce utilizzare un filtrmlbgico per la I'abbattimento di ammoniaca e Hiitri
con la formazione di nitrati meno tossici a medasde concentrazioni per gli altri organismi
utilizzati durante la sperimentazione. L'azoto ammoale e nitroso risultano tossici non solo per i
pesci ma anche per gli stessi batteri nitrificabfl. tossicita del’ammoniaca indissociata per le
specie del genemditrosomonagisulta compresa tra 10-150 mgNitrobactere piu sensibile (0,1
mg/l), in acqua dolce l'azoto nitroso risulta tessia 1 mg/l. Gli incrementi di tali composti
risultano nocivi prima per i pesci che per i batier quanto la concentrazione tossica per la
popolazione ittica & nettamente inferiore.

Per la crescita di giovanili d?setta maximal NOEC (no-observable effect concentration) €80,1
ppm di ammonio non ionizzato. Il rapporto BNH," & influenzato dalla temperatura e dal pH
dell'acqua.

Il Brachionussp. elimina la maggior parte dei composti azotattsdébrma di ammoniaca e urea
(Hirata e Nagata, 1982). La tossicita dell’Nper i rotiferi non € certa anche se sembra cheosian
abbastanza resistenti a questa molecola. Dhert6]19%ne che alti livelli di ammoniaca non
ionizzata siano tossici per i rotiferi e individiiaralore 1 mg/l di NH come concentrazione limite
per I'allevamento intensivo. Suantika et al. (20838hno portato a termine uno studio di fattibilita
sull’'uso del sistema a ricircolo per la produzienassiva di rotiferi concluso in modo promettente
sia per i benefici economici che tecnici. ZmoraQ®2)0ha valutato la possibilita di allevaketemia

salinaa circuito chiuso utilizzando anche prodotti agiiiper I'alimentazione degli adulti.

1.8 Innovazione di prodotto

In presenza di un continuo incremento della domatdarodotti ittici, le stagnanti produzioni di

pescato fanno si che siano affidate all’acquacalier maggiori aspettative per soddisfare le
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esigenze della popolazione.

Le difficolta incontrate nell'introduzione di nuowpecie sono in gran parte legate all’ottenimento
degli stadi giovanili con sistemi di riproduzionssestita, in quantita tali da poter attivare le
successive fasi di allevamento. Altre problematicgeardano la scelta del sistema di allevamento
piu opportuno e i programmi di alimentazione. Teaérie specie per le quali si sta lavorando per il
perfezionamento delle tecniche di allevamento,ahbiappuntésetta maxima rombo chiodato.

Le caratteristiche positive che hanno condiziomatcelta del rombo chiodato come specie oggetto
di studio sono molteplici, e in prospettiva futuf&troduzione in Italia di allevamenti intensivi
potrebbe rafforzare il comparto e garantire untuppio tecnologico ed occupazionale.

La collaborazione internazionale tra il CRIAcq &€intro Oceanografico di Murcia in Spagna ha
consentito di dare inizio alle prove di larvicolti rombo Psetta maximpg

Psetta maximae un ottimo candidato per l'allevamento per il stapido accrescimento,
adattamento alla cattivita, resistenza alle maagiohi, capacita di riprodursi in cattivita ed i
per il suo elevato valore commerciale.

Psetta maxima un pesce piatto appartenente all’'ordine Rleuronettiformj alla famiglia degli
Scoftalmidie alla classe deglictinopterigi(pesci con pinne raggiate).

Il suo corpo risulta largo, romboidale e asimmetricon entrambi gli occhi sul lato sinistro, come
tutti i pesci piatti (fig. 1.6). Il rombo chiodato e un pesce demersale, che sivfondali sabbiosi e
ghiaiosi, meno frequente su quelli fangosi, ad pradondita di 25-80 m; si allontana dalla costa
man mano che diventa adulto. Il rombo vive al baialue settimane di vita gli occhi si spostano
sullo stesso lato per poter concentrare lo sgusutla preda in ambienti poco luminosi.

Il ciclo di allevamento larvale ha inizio simbolioante con la fecondazione delle uova e termina
allo svezzamento con il passaggio definitivo daegime dietetico vivo a quello definitivo a base

di mangimi inerti dapprima polverulenti e in seguiellettati.

1.9  Caso studio: larvicoltura di rombo chiodato Psetta maximaallevato in mesocosmo

1.9.1 Produzione di uova
La deposizione delle uova avviene in primaveratestia aprile a luglio, ed e sequenziale poiché

I'ovario matura in maniera non sincronica.

Il numero di uova prodotte € molto variabile e mugperare un milione di uova per femmina.

Normalmente si considerano deposizioni di 400-500*uova’kg P.V..

Il diametro delle uova e di 1-1,1 mm. La larva appechiusa misura 3 mm ed é pelagica e
simmetrica. Dopo un mese di vita comincia la metdoso che dura circa 20-30 giorni e alla

termine della quale si raggiunge la tipica asimraetr il comportamento bentonico. La taglia a
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guesto punto e circa 2 cm.

La deposizione delle uova puo essere spontanadottanper massaggio addominale.

Nel primo caso la qualita della deposizione e meénabile, per cui alla deposizione spontanea Si
preferisce la tecnica del massaggio addominale.

Il rombo matura le gonadi e ovula, ma le uova espudi ritengono nell'ovario e non si ha
I'ovideposizione. Dopo l'ovulazione, diminuisce m@@mente la qualita delle uova, per questo
motivo gli ovociti vanno raccolti quando sono statentemente ovulati. Un buon metodo per
conoscere il tempo trascorso dalla ovulazioneraitara del pH del fluido ovarico, che si abbassa
da 8 a 7 nel momento in cui inizia la sopramatunei

Le uova raccolte con la tecnica del massaggio addden vengono quindi inseminate
artificialmente mediante una fecondazione a sexcgeqguito alla quale si procede all'incubazione
delle uova della durata di circa 65-70 °/d (5 gi@ri4°C) in incubatoi con una densita compresa
tra le 1.000 - 5.000 uova/l. L'incubazione dellevawiene realizzata al buio ad una temperatura di
13-15°C in quanto a temperature maggiori avremdasso minore di schiusa ed una maggiore
percentuale di larve deformi. Generalmente il tadisschiusa € del 70% a partire da un tasso di
fecondazione pari al 60%.

Il momento migliore per il trasporto e quello ddpaschiusa, in tali condizioni avremo fino a 0,5 —
1 * 10 larvell.

1.9.2 Coltura larvale
La fase dell'allevamento larvale € la piu complesskspendiosa a causa della necessita di fornire

prede vive alle larve. Possono essere impiegaiti sistema intensivo che quello semi-intensivo.
Nelle colture intensive il rinnovo dellacqua € tonmo dall'inizio dell'allevamento larvale. Le
colture intensive prevedono una densita larvalé gd0 larve/l, con una sopravvivenza variabile
tra il 10-20 %.
Il mesocosmo, invece, & un circuito chiuso conaumparziale che si apre tra il 10° e il 15° giorno
in base ai seguenti paramentri; ® 6 ppm e N@ < 0,25 ppm. Esso rappresenta un sistema di
coltura semi-intensivo. La densita larvale puo ararida 2 a 10 larve/l e la sopravvivenza é piy alta
il 40 % circa.
Nel corso dell'allevamento larvale risultano pastazmente critici tre periodi a causa di una
mortalita piu 0 meno elevata delle larve:

I. 0 (fecondazione) - 5 giorni: la mortalita risultaolto variabile e dipende essenzialmente

dalla quantita della deposizione;
II. 5 - 8 giorni: elevata mortalita (a volte fino al %6) che colpisce le larve che non sono

capaci di alimentarsi predando;
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[ll. 15 - 20 giorni: mortalita molto variabile in badaanetamorfosi delle larve.
Si parte da una taglia iniziale di 3 mm fino a riaggere quella finale (eta dello svezzamento) di
circa 20 mm.
Per quanto riguarda il colore, & preferibile chevdesche siano di colore scuro per facilitare la
visione delle prede. E necessario, inoltre, che e$ano dotate di vari punti di aerazione. Le
condizioni di luce prevedono un regime di fotopddaa@ontinuo (24 ore di luce) fino alla fine dello
svezzamento, dopodiché tale regime cambia passah@€l8 ore di luce.
Per quanto riguarda la qualita dell'acqua, ess& @sgere sterilizzata e filtrata arh.
Infine, & importante rispettare i livelli ottimalper questa fase, di temperatura dell’acqua nelle
vasche (18-20 °C) e salinita (circa 30-35 %o).

1.9.3 Sviluppo larvale
# Schiusa: le larve misurano circa 3 mm di lunghezzeesano tra 0,1 e 0,2 mg. Sono poco

attive, nuotano passivamente sulla superficie amdua, quindi sono pelagiche. Sono
cieche, simmetriche e hanno I'ano e la bocca chiAppena nate, le larve sono ancora
provviste del sacco vitellinofig. 1.7);

# 2° - 3° giorno: aprono la bocca e l'ano. Si osseovée pinnette pettorali. Gli occhi si
pigmentano e diventano piu attivi. Cominciano aduégire una pigmentazione scura. |l
sacco vitellino é stato parzialmente riassorbiig.(1.7);

# 5° - 6° giorno: totalmente riassorbito il saccoelliho; comincia a gonfiarsi la vescica
natatoria fig. 1.7);

2 7° - 8° giorno: la goccia oleosa si riassorbe togaite (fine della fase vitellina). Le larve
nuotano attivamente, la loro acutezza visiva € noagge cominciano a comportarsi come
veri predatori, distribuendosi in tutta la vasca.lro pigmentazione diventa piu chiara.

2 15° giorno: la larva misura circa 7 mm, lo stomaduoitte le ghiandole digestive funzionano
pienamente f{ig. 1.7);

# 18° - 20° giorno: comincia la metamorfosi. La lam&ura 8-10 mm e il suo peso e di 5-8
mg. La vescica natatoria € ancora gonfia e in&ienigrazione dell’occhio destro fino alla
parte sinistra. La larva comincia a diventare pmaimmetricafig. 1.7);

# 30° giorno: la larva misura circa 15 mm e ha grénteato la migrazione dell’occhio destro.
La vescica natatoria comincia a riassorbirsi, tadanizia ad esplorare il fondo della vasca e
a diventare demersale.

# 40° - 45° giorno: dalla nascita la metamorfosi énptetata; la vescica natatoria si e
riassorbita totalmente e I'avannotto vive sul fontla parte destra del corpo ha perso la

pigmentazione. Il suo peso sara 0,1 - 0,15ig. (L.7);
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1.9.4 Alimentazione larvale
L’'alimentazione delle larve rappresenta un aspetbito importante e delicato durante il primo

periodo di sviluppo poiché le larve alla nascitasali dimensioni ridotte, con organi di senso e
tratto digerente non completamente sviluppati.

Di conseguenza il tipo di alimento utilizzato dowsasere appetibile, digeribile e di dimensioni
proporzionate a quelle della bocca. Attualmenteosatilizzati organismi acquatici che in natura
fanno parte della dieta delle larve.

Questi ultimi, oltre ad essere di piccole dimensienfacilmente digeribili, si muovono in
continuazione stimolando in tal modo le larve achahtarsi. Questo movimento del cibo vivo nella
vasca assicura inoltre una omogenea distribuzi@fia nolonna d’acqua, facilitando incontri piu
frequenti tra larve e preda.

Oggi sono fondamentalmente tre le tipologie di o utilizzato nel corso della coltura larvale:
microalghe, rotiferi e artemiefig. 1.8). Sono in corso sperimentazioni per la sostitozidi rotiferi

ed artemia con copepodi e nuove tecniche di allewhone arricchimento dello zooplancton.

Per lo sviluppo € necessario soddisfare le esigan&ionali somministrando specifici nutrienti
per le differenti fasi di vita.

Durante la prima settimana di vita planctonicalalee riassorbono il tuorlo contenuto nel sacco
vitellino. Il primo nutrimento somministrato € rappentato dal fitoplancton in associazione allo

zooplancton fino ad arrivare ad una taglia talpak&r essere alimentato attraverso diete inerti.

1.9.5 Ruaotiferi
| rotiferi sono i primi organismi zooplanctoniciilizzati per I'allevamento larvale per i seguenti

motivi:

» taglia adatta all’alimentazione delle larve netieol prima fase di vita;

= organismi euritermi ed eurialini;

= alta frequenza riproduttiva,

= composizione biochimica variabile a seconda dedleessita.

Si tratta di animali microscopici, pseudocelomditivarie dimensioni, forma e colorazione. Essi
possono misurare da 0,1 a 2 mm, anche se soloeatarsuperano 0,5 mm di lunghezza.

La loro caratteristica peculiare € la presenzardi o piu corone ciliate rotanti, poste attorno
all'apertura orale, da cui prendono il nome.

La parte anteriore del loro corpo e fornita di uscd retrattile che porta sul margine una o dueser
di ciglia vibratili, il cui movimento crea un voce che convoglia I'acqua (contenente ossigeno e
sostanze nutritive) verso la testa, aspira le pretlemina i prodotti di rifiuto e promuove la

locomozione (da cui il nome rotiferi).
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Le femmine predominano sulle popolazioni della maggarte dei rotiferi. Esse hanno un unico
ovario e le uova migrano nella cloaca attraversmvidotto. Il maschio € molto piu piccolo della
femmina e ha una vita breve.
| rotiferi si rinvengono in laghi, in piccoli speuad’acqua dolce, in ambienti salmastri ed astaitici
suoli umidi, nel muschio e su licheni umidi, pratitente dovunque sia disponibile una se pur
minima quantita di acqua o di umidita; sono rarafm@mesenti in acque marine.
Il ciclo vitale di questi organismi presenta maoti@ratteristiche affascinanti, tra cui la particelar
forma di partenogenesi ciclica (eterogonia) che essbhiscono al cambiare delle condizioni
ambientali e delle stagioni.
Molte popolazioni sono primariamente costituitefel@mmine diploidi che producono uova diploidi
(amittiche) in grado di svilupparsi in femmine aéutenza fecondazione (queste sono le uova che
vengono selezionate in condizioni di allevamentdQueste uova vengono prodotte
approssimativamente ogni 4 ore e rappresentanodilita piu classica per riprodursi.
In alcuni casi, soprattutto quando le condizionbantali diventano sfavorevoli (prosciugamento di
uno specchio d’acqua, estati molto calde, eccfgrfenine producono uova normali, aploidi, alcune
delle quali si sviluppano partenogeneticamente aschi, altre in femmine; in tali periodi le
femmine possono produrre anche uova mittiche ceegrm essere fecondate.
Queste uova aploidi, a seconda che vengano fe@mndatno, seguono due destini differenti:
- se non vengono fecondate danno origine a maptidg
- se vengono fecondate aumentano di dimensioneivestono di un involucro esterno granulare e
denso prendendo il nome di cisti, “stadi resistenhie riprendono lo sviluppo in condizioni
favorevoli e si trasformano in femmine, con correclmmosomico diploide, che si possono
successivamente riprodurre per partenogenesi.
Per quanto riguarda i maschi, questi hanno dimeangiari ad un quarto di quelle delle femmine;
non hanno né il tratto digestivo né la vescica sspamlono un solo testicolo sovradimensionato in
cui normalmente sono presenti circa 50 spermatozabiri.
Da quanto su esposto risulta evidente che la maggide dei rotiferi & costituito da femmine; i
maschi generalmente rappresentano circa il 10% deltitive popolazioni, o sono presenti solo per
alcune settimane I'anno.
| rotiferi somministrati nel corso dell'alimentanie larvale sono specie appartenenti al genere
Brachionus(classeMonogonta ordine Ploimidia, famiglia Brachionidag: si tratta di due ceppi o
morfotipi che differiscono per dimensioni, formaandizioni di coltivazione:

J ceppo L, speci®rachionus plicatilis dimensioni variabili tra i 160-340m, in media 240

um, le spine della lorica hanno angoli ottusi, nasitmappuntiti.
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J ceppo S, speciBrachionus rotundiformisdimensioni comprese tra i 100-216h, in media
160 um, le sue spine sono appuntite e affilate e lafetraa e piu arrotondata (forma di
coppa).

Le condizioni ottimali per la coltivazione dei ri&tii appartenenti al geneirachionussono le
seguenti:

- aerazione moderata;

- condizioni di luce simile a quelle richieste fisdplancton;

- concentrazione di ossigeno prossima alla satmazi

- temperatura ottimale per lo specifico ceppo €25 °C per il ceppo L, 27 — 28 °C per il ceppo S);
-pHtra7,5e8,5;

- acqua sterilizzata e filtrata guin;

- salinita trai 25 - 38 gr/l;

- le vasche di coltura devono avere due uscite pendo spurgo, l'altra per la raccolta.

La produzione dei rotiferi deve seguire la domagidanaliera proveniente dall'allevamento larvale;
pertanto la loro disponibilita deve essere previatdermini di quantita e in base al momento
opportuno per la loro somministrazione.

L’alimentazione dei rotiferi puo avvenire mediatdesomministrazione di lievito o di fitoplancton,
0 anche di entrambi contemporaneamente, oppurepessono essere alimentati mediante diete
artificiali.

Nel caso dei lieviti, vanno somministrati 0,3-0,4dj lievito secco/10 rotiferi, preventivamente
sciolto in acqua dolce fino al raggiungimento dautoncentrazione che non superi i 50gr/l. I
lievito risulta ottimo per le sue dimensioni (5:¢), adatte alla grandezza della bocca e alla taglia
dei rotiferi, e per I'elevato tenore in proteinache se risulta carente in acidi grassi.

Nel caso di alimentazione a base di fitoplanctamne somministrate 1,5 -2,0 * *@ellule di
Tetraselmis suecic# rotifero oppure 8,0 -1,2 * F0cellule di Isochrysis galbana rotifero.
Generalmente il fitoplancton viene utilizzato comgpplemento per I'alimentazione a base di
lievito.

L’arricchimento pu0 essere effettuato mediantediagta di fitoplancton (generalmente per 500
rotiferi/ml si aggiungono 4.000 cellsochrysis galbana/ pl) oppure addizionando prodotti
commerciali contenenti, allo stato secco, DHA, eir, ecc..

Per la coltivazione dei rotiferi sono tre i prinalpsistemi adottati:

» Sistema in discontinuo. E il metodo piti comunel@groduzione di rotiferi in acquacoltura.
Tramite inoculi successivi a partire dai ceppi neadr passa a volumi progressivamente piu

grandi fino a quando si raggiungono le quantit& eédnsita volute. | rotiferi cosi prodotti
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vengono raccolti per I'alimentazione larvale. Faméatale e I'inoculazione di nuovi volumi

con popolazioni a densita sufficientemente altegssicurare una rapida crescita dello stock

e inibire la crescita di organismi competitori.dntaggi di questa tecnica sono:

. facilita d’esecuzione: si riempie la vasca alfio del ciclo e si svuota a fine ciclo
senza necessita di interventi intermedi;

. buoni tassi riproduttivi: cicli brevi di produme limitano 'accumulo di sostanze
inquinanti nell’ambiente capaci di inibire I'effenza riproduttiva dei rotiferi;

. maggior igiene: il "tutto pieno-tutto vuoto" ieme alla disinfezione delle vasche tra
un ciclo e l'altro garantisce un buon livelloggico dell’alimento vivo.

2 Sistema in semicontinuo. Dopo il lancio dell’allevanto, si preleva quotidianamente la
dose di organismi per I'alimentazione larvale. Dajpocerto numero di raccolte, si rinnova
completamente la vasca. Le vasche di allevamemgore riempite fino a meta della loro
capienza e, nel corso dei primi due - tre giorniamenta il volume dell'acqua fino al
riempimento della vasca. Nei giorni successivirslgva una quantita di acqua pari a circa
la meta del volume totale della vasca per utiliezaotiferi raccolti come alimento; la vasca
viene, quindi, nuovamente riempita con acqua il cbesente di dimezzare la densita dei
rotiferi rimasti. Al sesto-settimo giorno il contgo della vasca viene raccolto
completamente. Il rinnovo dello stock diviene neee® perché, dopo alcune raccolte, il
tasso riproduttivo dei rotiferi tende a diminuireolpabilmente a causa delllaccumulo di
rifiuti organici e di cibo non utilizzato.

J Sistema in continuo. Raggiunta la densita costdntetiferi, si preleva periodicamente una
certa quantitd di organismi senza mai svuotare tetmpente le vasche. Una volta a
regime, la popolazione di rotiferi tendenzialmerdddoppia ogni giorno. Di conseguenza
meta dello stock viene raccolto quotidianamentei eipsistina il volume della vasca
aggiungendo nuova acqua. La quantita di rotifesdptta in questo sistema di allevamento e
nettamente piu alta che nei sistemi convenzio@alesto metodo, pero, ha lo svantaggio di
non essere conveniente a lungo termine in quareopa uno scadimento qualitativo del
rotifero e fa aumentare il rischio di crash prohutt

Il Brachionuscosi coltivato viene offerto alle larve fino al°lgiorno di vita, benché gia dopo il 10°
giorno € necessario offrire un’ulteriore tipologlaalimento vivo di maggiori dimensioni come i
naupli diArtemia salina per poi passare alla somministrazione di metandugartemia dopo il 15°
giorno di vita.
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Capitolo 2

2 Stato dell’arte

2.1 Ottimizzazione di colture fitoplanctoniche int@sive per applicazioni produttive
ecosostenibili ed ecocompatibili

2.1.1 Importanza e ruolo delle fitocolture nell’acgiacoltura responsabile
Purtroppo la maggior parte degli allevamenti awtce chiuso scaricano nitrati e fanghi organici

nellambiente (van Rijn, 1996). Ogni alterazionegldesquilibri tra i nutrienti (ad esempio un
eccessivo apporto di nitrati o fosfati) comporta wajuilibrio nella crescita del fitoplancton, che s
manifesta con un’esplosione numerica di determisgtecie fioriture algali o maree rosgee
comporta notevoli conseguenze negative sull'intecosistema acquatico, con estese morie di
organismi (crisi distrofiche) (Trotta, 2001).

Mentre le tecnologie di filtrazione batterica s@ronte per relativamente piccole colture intensive
di organismi produttivi (Zucker e Anderson, 19999n ci sono informazioni disponibili su come
tali tecnologie possono integrate su larga scafgdduzioni a basso costo di pesci e I'allevamento
semintensivo di gamberi negli stagni.

La possibilita di trasformare biologicamente I'azaiitrico ha delle implicazioni importantissime.
Le sostanze nutritive dei reflui sono considerag#’acquacoltura integrata non un onere ma una
risorsa per le colture ausiliari di piante (Chandiee e Rosenthal, 1995).

La biofiltrazione mediante vegetalfi¢.2.1), come le macroalghe, & assimilativa, e quindienta

la capacita di assimilazione dell’ambiente per trieati (Krom, 1986). | biofiltri vegetali possono
dunque ridurre notevolmente l'impatto ambientatdgle delle culture.

L'impiego di macroalghe come utilizzatori di nutite nell’acquacoltura integrata si € dimostrata
un’eccellente esempio di ecotecnologia (Neori et24104), nella quale il sistema di produzione e
disegnato in collaborazione con la natura (Mitscheegensen, 1989). Specie del genere Ulva sono
di solito scelte per I'elevata efficienza di produr di biomassa e biofiltrazione (Neori et al.,
1996). Gracilaria spp. e Gracilariopsis spp. pogssanch’esse contribuire a un efficiente rimozione
di P e N disciolti nei reflui di allevamenti intems(Buschmann et al.,1996; Alcantara et al., 1999;
et al., 2001).

Rao e Hall (1987) riportarono che le microalghespo® fornire una soluzione per prevenire
I'eutrofizzazione dei corpi idrici. Vilchez et a{1997) confermarono che anche le microalghe
possono essere impiegate per I'eliminazione diimanti azotati, fosforici e sulfurei. De la Noue e
Prouix (1986) hanno dimostrato in studi preliminaine il passaggio dellacqua trattata
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secondariamente attraverBtiormidium laminosunfissata su supporti di chitosano rimuoveva |l
98% di N e il 60% di P in 24 h. De Pauw et al. @putilizzarono le microalghe immobilizzate per
il trattamento dei reflui con risultati promettentlicroalghe su supporti alginati furono impiegati
per il trattamento dei liguami da Sanchez et a®(}9

Attualmente le microalghe sono diventate oggettoudi crescente interesse per la notevole
potenzialita di sfruttamento loro riconosciuta. €seno impiegate con successo in numerosi settori:
acquacoltura, industria chimica, bioenergeticajegga. Importanti applicazioni anche nel campo
alimentare e farmaceutico (possedendo sostanze pcoprieta antibatteriche, antivirali ed
antitumorali). Le biomasse microalgali contengonmartanti principi nutritivi (proteine, grassi,
carboidrati, carotenoidi, vitamine) sfruttati anclgall'industria alimentare. Gli acidi grassi
polinsaturio3 sono tra i prodotti di maggiore interesse commér¢Ratledge, 2002), specialmente
DHA ed EPA sono importanti nella prevenzione duak malattie (cardiovascolari, livelli elevati
di colesterolo e diversi carcinomi) (Carvalho andléata, 2005). Un altro promettente campo di
applicazione é la produzione di carotenoidi perindustriali, cosmetici ed acquacolturali (Del
Campo et al., 2004).

Nel nostro paese linteresse verso le colture diroalghe marine e relativamente recente ed e
scaturito proprio dall'idea di utilizzare tali cofe quale punto di partenza per ricostruire laraate
trofica nei processi di riproduzione artificialeggiecie ittiche marinefig. 2.2).

Il Fitoplancton viene comunemente usato come alimesnvo per organismi filtratori quali i
Molluschi Bivalvj le larve diPeneidj o da ‘pabuluni per Zooplancton qualCopepodie Rotiferi,
che a loro volta costituiscono cibo per larve ditmspecie di pesci e crostacei ad oggi allevate.

La fitoplanctoncoltura {ig. 2.3), paragonabile all’attuale agricoltura, richiddé¢domesticazione”
delle specie vegetali utili e la formazione di aemti di coltura particolarmente adatti alle esigenz
fisiologiche della produzione algale massiva (Tap001)

Nell’affrontare il problema dell’alimentazione degirganismi acquatici allevati occorre operare
una distinzione tra le fasi iniziali e quelle sussige del loro ciclo vitale.

Nonostante i recenti tentativi di sostituire I'abnmto vivo con diete artificiali o di anticipare la
somministrazione di quest’ultime limitando lalintenvivo ai primissimi stadi di vita degli
organismi allevati (al fine di diminuire o elimireaicosti e tempi di produzione dello stesso), il
Plancton risulta ancora fondamentale nelle fagiatiidi allevamento di molti Pesci, Crostacei e
Molluschi Bivalvi al fine di garantirne un adeguataluppo.

Per soddisfare le particolari esigenze nutritiveladtve ed avannotti si allevano diverse specie
fitoplanctonichee 2ooplanctonicheiproducendo in scala la catena alimentare presamatura.

Alcune specie ittiche, come ad esempio le Trot @drpe, producono uova di grandi dimensioni e
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quindi, dopo il riassorbimento del sacco vitellil® larve sono gia in grado di accettare mangime
secco.

Tuttavia per altre specie che producono uova dtteddimensioni e larve conseguentemente
piccole e con dimensioni della bocca ridotta élad una limitata capacita di riconoscere
I'alimento inerte che non stimola l'istinto predatoa causa della sua immobilita)filoplanctoné
utilizzato:

« direttamente come alimento (a&k per le Tilapie che avendo un regime alimentare
polivalente, oltre a predare piccoli animali datlisgento, filtrano ilplanctondirettamente
dall'acqua),

» per la produzione e 'arricchimento delle proprietarizionali dellozooplanctor(per lo piu
rotiferi) somministrato a sua volta alle larve di pesci.

Il fitoplanctoné inoltre somministrato agli stadi larvali e gioitadei Molluschi Bivalvi (ostriche,
mitili e vongole) ed alle larve di gambeRdnaeus spe Metapenaeus sple quali, in stadi larvali
piu avanzatilysig, sono alimentate con naupliAitemiasalina

La produzione defitoplanctonrimane quindi un aspetto critico importante pesuccesso degli
allevamenti, soprattutto nel caso dei Molluschi @w dove, per soddisfare il fabbisogno
alimentare degli organismi allevati, devono esgm@dotte quotidianamente grandi quantita di
microalghe.

Cio comporta la necessita da parte di avannoteegehiuditoi di avere un reparto apposito per la
produzione di plancton, i cui protocolli di allevanto sono ormai piuttosto consolidate.

Le colture intensive dfitoplancton sono necessarie in quanto la sua presenza neinuoarie
sufficiente a sostenere una crescita ottimale dielee stadi giovanili allevati ad alta densita.
Nell'allevamento larvale in particolare, i trattamtiecui viene sottoposta I'acqua eliminano quasi
completamente ilfitoplancton che deve quindi essere sostituito tramite coltdele specie

fitoplanctoniche ad alto valore nutritivo.

2.1.2 Le produzioni fitoplanctoniche nei sistemi itensivi a circuito chiuso

2.1.2.1 Criteri di selezione dei ceppi algali
La scelta delle specie da allevare dipende datpse altri fattori quali:

1. dimensioni(adeguate alla filtrazione o all'ingestione dalpecie utilizzatrici);

2. nutrienti (proteine carboidrati, lipidi e in particolare glacidi grassi polinsatur»3);

3. ritmo di riproduzioneetassi di crescitaapidi (tab. 2.1);

4. grado di tolleranzarispetto a fluttuazioni di temperatura, luce eriemti (che possono

presentarsi in coltura);
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5. assenza di tossinehe possono essere trasferite alla catena almggnt

6. resistenza a protozoi predatori
Tutte queste caratteristiche devono tuttavia essmreatibili con le necessita tecnico-economiche
dell'impianto.
Tra gli aspetti piu importanti vi sono taratteristiche nutrizionalill contenuto algale iproteinee
lipidi ha piu importanza per la crescita delle larv&ldiluschi Bivalviedavannotti(veicolati in tal
caso daRatiferi) rispetto a quello iarboidrati che, soprattutto né¥lolluschiBivalvi, non risulta
essere un fattore cosi determinante, almeno petauguarda gli individui adulti (Brown, 2003).
Cio non significa ovviamente che i contenuti adirboidrati e vitamine non siano altrettanto
importanti per un adeguato valore nutrizionale edellghe, tuttavia il parametro piu importante
rimane il contenuto lipidico.
La composizione in acidi grassi € specie specifiaaé anche legata all’eta della coltura algale, all
condizioni di allevamento (temperatura, illumina®o nutrienti,ecc) ed alla fase di raccolta
(Impiccini et al.,1996).
In particolare, le microalghe marine sono di rileteainteresse per la loro capacita di sintetizzare:
acido docosoesanoid®HA), acido eicosopentanoiddPA) eacido arachidonicdARA) (Brown,
2003). Questi tre acidi, ad alto valore nutritiw@ngono accumulati soprattutto nelle membrane
delle cellule del sistema immunitario, la cui comigmne e funzione sono fortemente influenzate
dalla loro presenza (Delaposeal.,2003). Molte specie di microalghe hanno moderategreuale
di EPA come ad esempioldochrysis galbanache risulta pero ricca di DHA, mentre per altre
accade esattamente I'opposto, ad e$hiassiosira spe ricca in EPA e povera in DHA.
Per tale motivo spesso vengono utilizzate dietetirapkcifiche che consentono di non avere

carenze sulla composizione digidi.

2.1.2.2 Le differenti destinazioni delle microalgheutilizzate come ‘mangime vivo' In
acquacoltura
Dato che le microalghé-lagellate e Diatomeg sono i prodotti primari alla base della dieta dei

Molluschi Bivalvj uno dei piu comuni utilizzi delle alghe marinenoacellulari e I'alimentazione di
guesti organismi all’interno degli schiuditoi.

A tale scopo sono combinate, in miscele piu o nmdimersificate, alghe dpiccole dimensionma

con elevato valore nutritivo al fine di fornireMblluschiun alimento il piu completo possibile.

Dal momento che molte specie Blivalvi marini presentano una limitata capacita di sintetie
trigliceridi, steroli liberi, digliceridi e altriipidi di membrana, € necessario fornire questiiacid
grassi con la dieta per favorire migliori tassiadicrescimento e sopravvivenza larvale. Per tale

motivo Isochrysis sp(ricchi di DHA) e la specie pit comunemente usaiene alimento per le
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larve nei primi stadi giovanili dMolluschi Bivalvi. Solitamente si usa la flagellataochrysis
galbanae la sua varietasochrysis thaiti meglio conosciuta comé&-ISO (la qualesi distingue
proprio dallal. galbanaper il suo alto valore nutritivo) la diatomear halassiosirgpseudonana T.
weissflogii
Isochrysis galbanassendo piu piccola (24#4m) viene utilizzata nei primi giorni dallevamento
(primi 3-4 giorni). Successivamente alla dieta dewieneaggiuntaThalassiosira pseudonanke
cui dimensioni sono leggermente piu grandi (#R). Thalassiosira weissflogiicosicomela T.
pseudonanafunziona molto bene cawstriche mitili e piccolipettini; T. weissflogiirisulta tuttavia
di maggiori dimensioni rispetto® pseudonana
Inoltre trovano applicazione altre specie quali:

2 Nannochloropsis oculatgefficace coimitili);

? Tetraselmis suecic@limento standard pestriche mitili e pettini);

# Skeletonema costatym

2 Phaeodactylum tricornutum

# Pavlova sgusata principalmente come arricchitore).
In acquacoltura un altro utilizzo comune delle algh’alimentazione detrostacei
A tale scopo sono per lo piu utilizzat&etraselmis suecicdeccellente per incrementare la
percentuale produttiva e combattere Bintdrome di Zo€d, Isochrysis sp.(importante come
arricchitore del DHA soprattutto neGamber), Pavlova sp. (altro arricchitore di DHA),
Thalassiosiraveissflogii(usata dalla fase dllysisfino a quella dPost-larvg, Chaetoceros s T.
pseudonangusate in particolare per le larve eneid). Il nauplio deiPeneidiinfatti, dopo un
primo stadio larvale planctonico, durante il qualeaccresce a spese delle riserve energetiche
accumulate nel sacco del tuorlo, attraversa 6 adbst metamorfosa, dopo 36 orezaea Questa
seconda forma larvale, planctonica, viene alimant@in Diatomee come€haetoceros spe
permane tale per tre giorni, attraversando 3 sdhgiar metamorfosare poiMysis
In altri casi ilfitoplanctoné usato principalmente per arricchindemiae zooplanctonCopepodi
ed in particolare Rotiferi (di cui parleremo piu avanti), utilizzati a lorolta nell'alimentazione di
larve ed avannotti di molti pesci all'interno dellavannotterie’. Gli acidi grassi polinsaturi
necessari all'accrescimento di tali stadi, sono fmrsiti dalle alghe e veicolati dallbooplanctonl
piu importanti per un corretto sviluppo delle pilectarve sono quelli della serie8 edw6. Ricca di
tali acidi grassi eéNannochloropsis oculatache risulta essere il miglior alimento singola pe
Rotiferi, anche se e tuttavia spesso utilizzata insiefetaselmis suecicdsochrysis sp(ottima
anche pelArtemig o Pavlova sp.(ottima per l'arricchimento grazie all’alto contén di EPA e

DHA). Thalassiosiraweissflogii e T. pseudonananvece sono usate piu comunemente per i

34



Copepodi
Le alghe unicellulari vengono utilizzate all’interdegli allevamenti anche per altri scopi:eadper
I'alimentazione degli stock di riproduttori di mo#ichi bivalvi durante la fase di condizionamento
che li portera a maturare le gonadi e per I'allegata delle larve e degli stadi giovanili di alcune
specie ittiche, durante il preingrasso. A tal scdpospecie maggiormente utilizzate sono:
Chaetoceros sp.sochrysis sp.Thalassiosira spe in particolarePavliova sp.(molto utile per
innalzare i tenori di EPA e DHA).
Vi sono poi altri utilizzi meno comuni
2 Nannochloropsis oculatgiene usata in vasche di barriera corallina perineutoralli ed
altri animali filtratori;
¥ Isochrysissp € utilizzata nell’allevamento del Rombo chiodd®setta maximpa per
imbrunire I'acqua limitando cosi la penetrazion#adkice e riproducendo di fatto gli strati
profondi (non utilizzarla non inficia sull'accreseénto del Rombo, tuttavia esso non
sviluppera la tipica pigmentazione chiodato-marrer@nanendo biancastro risultera poco
apprezzato dal mercato);
2 Infine, molte alghe sono usate nella tecnica datique verdi ovvero l'aggiunta delle
colture algali nella vasca di allevamento larvateme adces Nannochloropsis oculata
In alcuni casi, in sostituzione o come supplemeti®alghe prodotte con i metodi tradizionali o in
caso di “crash” della coltura algale possono esstligzatealghe pronte concentrat@rodotte da
diverse ditte in confezioni pronte all'uso per foenun alimento diretto con buoni risultati, ad un
costo ragionevole. Tali alghe possono essere éotinservate facilmente tramite congelamento.
Fra le innumerevoli specie utilizzate in acquaaaltde piu diffuse possono essere suddivise in
alcuni gruppi, quali: Prasinoficee Chlorophyceage EustigmatophyceaeHaptophyceaee le
Diatomeg( fig. 2.4).
In pratica le microalghe maggiormente coltivate edionte alimentaret@b. 2.2)per gli organismi
acquatici sonaNannochloropsis oculata, Isochrysis galbaeadletraselmis sueci¢d fig. 2.5)

utilizzate per tale motivo anche nelle nostre spentazioni.

2.1.3 Trattamento di sterilizzazione
Tra i sistemi finalizzati alla sterilizzazione datiqua, ovvero all’uccisione della maggior parté de

microrganismi che vivono e si moltiplicano negli l@enti di allevamento, i piu diffusi sono
rappresentati dal trattamento chimico e/o fisico.
Il metodo di disinfezione usato deve tener contouherosi criteri:

1. Non alterare le proprieta chimico-fisiche dell’'aaqu

2. Le sostanze chimiche o i prodotti secondari norodevessere pericolosi per pesci o altri
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organismi acquatici. Il trattamento non deve ameamanni ai biofiltri in un sistema a ri-
circolo.
3. Tutte le apparecchiature devono essere applicadriliil minimo uso di energia elettrica o
con l'uso di altre forme di energia.
4. Efficace per eliminare gli organismi patogeni clune fonte di preoccupazione in una
situazione particolare.
La disinfezione dell'acqua di allevamento utiliza un mezzo efficace di lotta contro la malattia
in situazioni di cultura di pesce (Burrows e Conil#€8; Conrad et al. 1975; Bullock e Stuckey
1977). La Disinfezione puo ridurre l'incidenza disimissione delle malattie tra le unita se l'acqua
deve essere riutilizzata (Conrad et al. 1975; Bulle Stuckey 1977). Se l'acqua viene riutilizzato
allinterno della stessa unita, la disinfezione poatribuire a ridurre il numero di agenti patogeni
presenti nel sistema. Inoltre la disinfezione puoh& essere usato per prevenire la diffusione di
agenti patogeni negli effluenti.
uU.Vv.
La radiazione UV (raggi ultravioletti), energia lumasa a cortissima lunghezza d'onda, é una delle
radiazioni non percepibili dal nostro occhio ed engrata da speciali lampade che solitamente
utilizzano bande di luce a lunghezze d’onda posténtervallo da 315 a 400 nm (UV-A) e da 100-
280 nm (UV-C). Le lampade UV al mercurio a bassasgione, utilizzate per la disinfezione
dellacqua utilizzano prevalentemente radiazioni-O\i circa 254 nanometri, che si avvicina al
valore di massima efficacia (265 nm). Si trattaatliazione ultravioletta particolarmente ricca di
energia con funzione “germicida” nei confronti diti i microrganismi (Virus, Batteri, Alghe,
Spore, Muffe) presenti nell’acqua.
Il trattamento e di tipo fisico poiché la radiazgomenendo a contatto con i microrganismi, penetra
la parete cellulare di questi ultimi e ne attadcaucleo, danneggiando irreparabilmente il codice
genetico (DNA o RNA), tramite la rottura dei legamsaturi, inibendo cosi la proliferazione dei
microrganismi ed eliminandone la presenza. Le jpuérie pirimidine sembrano essere i bersagli
principali dell'azione dei raggi UV.
| raggi UV sono efficaci purché l'acqua sia suiiciemente limpida da permettere il passaggio
della radiazione e il suo assorbimento da parteri@iorganismi in sospensione. Il prolungamento
dell'esposizione dell'acqua ai raggi ultraviolétimecessario per ottenere un totale abbattimemto de
microrganismi.
In pratica, I'acqua entra nella camera di disimfiegiin acciaio-inox dove, protette da uno speciale
involucro di quarzo, sono alloggiate le lampadetepnenti vapori di mercurio a bassa pressione che

irradiano raggi ultravioletti ad alta intensitawndhezza d’'onda costante e controllata. Una volta
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entrata, l'acqua subisce istantaneamente lirraxiazdegli ultravioletti. Tale irradiazione viene

prolungata dalla particolare conformazione delwtaidraulico attraverso il quale lI'acqua scorre.

Il trattamento € molto veloce anche se talvoltaunito passaggio a velocita eccessive pud non

essere efficace per la distruzione di tutti i Batteotivo per cui nel nostro caso l'acqua € fatta

ricircolare in continuo attraverso I'UV.

Il dosaggio per inattivare un microrganismo dipeddevari fattori quali:

= La taglia dell'organismo: piu € grande, tanto nmeglsuo DNA é protetto per cui la dose
deve aumentare;

= La velocita del flusso: a parita di dose UV riceyue piu sterile 'acqua che passa
lentamente attraverso I'apparecchio, quindi il terdpesposizione;

= La temperatura dell’acqua: basse temperature ®sopo ridurre la potenza (massima
potenza UV a 43°C);

= La trasmittanza del liquido: fluidi pitu limpidi B0 meglio sterilizzati (ades I'acqua
distillata ha una trasmittanza del 99%, l'acquadih 95%, I'acqua di rubinetto 90%, I'acqua
marina 85-90%).

L’UV prevede dei limiti; sia per quanto riguardadlidi sospesi totali, che devono essere infedori

20 g/l in modo da non avere il fenomeno dello ‘sratg’ (deviazione delle radiazioni provocata da

particelle sospese).

Se la quantita di energia non e sufficiente, il eniate genetico degli organismi € solamente

danneggiato, per cui € buona norma sovradosarerfjennecessaria per ottenere la disinfezione

(come nel nostro caso).

Infatti non utilizzando sostanze chimiche ossidaricolose spesso difficili da dosare (come

ozono, cloroecc), non si producono residui tossici e sottopradméticolosi ed il sovradosaggio

non comporta rischi.

Dal punto di vista costruttivo gli apparecchi atdati in acquacoltura possono essere di tipo sospes

o di tipo sommerso. | sistemi sospesi consistonania batteria di lampade e di riflettori parabolici

appesi all’altezza di 10-20 cm dalla superficieudiflusso d’acqua laminare, passante sopra una

superficie piana costituita generalmente da ungwlm metallico lucidato a specchio; questo puo

essere provvisto di deflettori ovvero di lamine tigadi trasversali, che hanno la funzione di

garantire 'omogeneita del flusso lungo tutta laicee traversale.

Il numero delle lampade, I'altezza d’installaziand loro interasse devono essere opportunamente

dimensionati per garantire l'invio di tutta la radione emessa verso il flusso d’acqua. Il sistema

Sospeso puo essere adottato anche in canali dapi@do per il trattamento di elevati flussi d’aaqu

(es. fino a 2000 m3/h); in questo caso, si traitestallare una batteria di lampade UV, protette da
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tubi di quarzo, disposte trasversalmente sopra amale preesistente. Anche in questo caso,
monitorando lo portata del flusso e la trasmittadearaggi UV, € possibile regolare il dosaggio
della radiazione e, quindi, i consumi in funziordel effettive esigenze operative.

| sistemi sommersi possono essere di tipo longialdi o di tipo trasversale. Quelli di tipo
longitudinale sono costituiti da una camera cilicaly detta di irradiazione, dentro la quale sono
inseriti longitudinalmente piu tubi in quarzo ai @aterno sono installate le lampade U.V.. L’acqua,
scorrendo lungo i tubi di quarzo, & esposta aiirelgg. per il tempo necessario a somministrare la
dose germicida ottimale.

Questi apparecchi, essendo in grado di trattassifidilacqua costanti con portate medio basse (es.
da 5 fino a 100 rith), sono adatti ad installazioni in sistemi deaimento di tipo chiuso. | sistemi
sommersi di tipo trasversale sono detti a candl¥’ain quanto sono costituiti da una camera
d’irradiazione a forma di U, entro cui 'acqua seoda un’estremita all’altra ove viene scaricata.
Lungo il percorso I'acqua incontra, una dopo laltun elevato numero di lampade disposte in
senso trasversale. Con gli apparecchi di questo &ppossibile regolare automaticamente
'accensione del numero di lampade richieste inzimme della portata e della trasmittanza,
permettendo un efficiente trattamento di flussi portate variabili di media o alta entita (es. @a 5
a 400 ni/h). Le lampade devono essere mantenute sempte piglinei sistemi sospesi, sia in quelli
sommersi. Normalmente, i sistemi sommersi sono pstvdi dispositivi automatici per la
rimozione delle particelle che aderiscono sullaesfige dei tubi di quarzo.

Spotte (1979) raccomandava una radiazione U.V.5dl® mWsec/cmq per la disinfezione nei
sistemi a ricircolo. Comunque, 13.100 mWsec/cmq pasere sufficiente per un controllo dei
batteri patogeni. Nel caso dei Protozoi paraspii un controllo efficace occorrono 90.000-
1.700.000 mWsec/cmg (Vlasenko 1969).

Sistemi ultravioletti richiedono regolare puliziaelleé lampade e sostituzione delle stesse
periodicamente.

Quando le lampade a raggi ultravioletti sono saspettamente sull’acqua, parte dell’efficienza
di ossidazione generata dall'irraggiamento ultreetto deriva proprio dalla produzione di ozono a
livello dell'interfaccia aria-acqua (Bean, 1959).

Nell’allevamento del salmone e stata riscontrata uduzione sostanziale delle patologie dopo il
trattamento dell’acqua con lirraggiamento UV; fopesso risultava avere distrutto organismi di
diametro inferiore a 1pm, tra cui batteri, protozoi e virus (Burrows etndlus, 1968).

La radiazione piu efficace risulta essere quellanijhezza d’onda compresa tra 250 e 260 nm.
Una volta stabilito il microrganismo da eliminarel grado o percentuale di sterilizzazione che si

vuole ottenere, € possibile determinare il dosaggioesto. Questo dosaggio puo essere espresso in
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mJ/cnt, in mWs/cnf o in uWs/cnf. Il tempo di esposizione ai raggi UV pud essersatiovariando

il flusso d’acqua trattato in funzione del tipondicrorganismi che si intende eliminare. Oltre pbti

di microrganismo da eliminare, altri fattori devoessere considerati per valutare 'efficienza della
radiazione U.V.. La temperatura e il pH non sembriufiuire direttamente sull’effetto germicida
dei raggi U.V., mentre l'intensita della radiaziomd tempo di esposizione risultano essere i fatto
piu importanti. Se I'acqua € pura I'assorbimentbadeadiazione da parte di questa é praticamente
trascurabile, assicurando in tal modo la massirfieieriza germicida. L’intensita dei raggi U.V.
dovrebbe essere dosata in funzione della concemieazli particolato e di sostanze disciolte che
possono ridurre la trasmittanza della radiaziomeitdndo I'efficienza del trattamento. Per questo
motivo & opportuno prevedere sempre l'installaziameonte di un sistema di filtrazione meccanica
(Liltved e Cripps, 1999). Tuttavia, a questo tipdfifrazione sfuggono alcune sostanze solubili,
come gli zuccheri, 'ammoniaca e altri composti ta#ip che riducono in modo consistente la
trasmittanza nell’acqua dei raggi U.V..

Diversamente da altri sistemi di sterilizzazioneaggi U.V. presentano il grande vantaggio di non
comportare alcuna aggiunta di composti chimici plessono modificare le proprieta fisiche e
chimiche dell'acqua. Inoltre, la sovraesposiziongaggi U.V. non provoca effetti negativi. Sul
mercato sono presenti lampade a vapori di meralmopossono essere a bassa o ad alta pressione.
| vapori di mercurio, sottoposti a scarica elettyigenerano energia luminosa con lunghezza d’onda
di 254 nm. Le lampade a bassa pressione presentanmendimento in raggi UV pari al 30%
dell’'energia assorbita, mentre quelle ad alta pvasshanno un rendimento assai inferiore, pari al
8%.

Ozono

L'ozono (Gs), forma allotropa dell’'ossigeno, € un gas di oeldiu con caratteristico odore
pungente, dotato di forte potere ossidante; ezméito da oltre settant’anni, soprattutto in Europa,
come disinfettante, decolorante e deodorante.

Nei sistemi di allevamento di tipo chiuso I'impiegidb ozono permette di ridurre il numero di
microrganismi e il tenore di sostanza organica olumone ma, per garantirne l'efficienza, e
necessario prevedere a monte un adeguato sistditieadione meccanica.

L’ozono distrugge i microrganismi agendo come aasie protoplasmatico (Fetner et Ingols, 1959);
le quantita necessarie per ottenere la sterilifiadgua sono documentate in modo abbastanza
preciso. Per esempio, una dose 1,5 ppm giéQn grado di ridurre in 5 minuti i batteri in
sospensione da 70.000 per ml a O (Dickerman €1%64).

La solubilita in acqua dell'ozono e superiore allgudell’ossigeno biatomico e inferiore a quella

del cloro; alla temperatura di 20°C la concentnagidi saturazione € di circa 570 mg/l. L’'ozono
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reagisce nell’acqua nei modi seguenti:
Oz + H,O — HOs" + OH — 2 HO,

HO,+O0;—>HO +2Q

HO + HG, —» H,0 + O
| radicali liberi, HQ e HO, sono forti ossidanti e presentano il vantagly essere rapidamente
convertiti in ossigeno. Il ritmo con cui 'ozonoglada a ossigeno biatomico aumenta al crescere
della temperatura. Essendo molto instabile, 'ozoon puo essere stoccato o trasportato; percio e
prodotto direttamente in loco al momento del sui@ab. | generatori di 0zono impiegano ossigeno
o aria disidratata inducendoli a passare attravensocorona ad alta tensione (es. da 4.000 a 30.000
V); utilizzando ossigeno puro, invece che aria,osspbile raddoppiare il quantitativo di ozono
prodotto.
L’'ozono e particolarmente efficiente per 'ossida® dellammoniaca e della sostanza organica,;
inoltre, determina la conversione dei solfiti e deiffuri in solfati, dei nitriti in nitrati, dei druri in
cloro e degli ioni ferro e manganese nelle loravferioniche insolubili, dando origine ai relativi
precipitati.
L’'ozono non e efficace nell’ossidazione dei compasdturi; inoltre, sulla sua efficienza di
ossidazione influiscono diversi fattori tra cuijn@palmente, la temperatura e il pH. Quando i
valori di questi fattori aumentano I'ozono divenpél instabile. Come per altre tecniche di
filtrazione chimica, il tempo di contatto ha paoli@re importanza.
L’ozono € instabile nell’'acqua e, quindi, il temgliccontatto € piu critico della quantita impiegata.
L’'ozono e corrosivo e pericoloso; essendo tossimon deve mai essere fatto gorgogliare
liberamente negli ambienti di allevamento. Peraagdi sicurezza, dovrebbe essere iniettato nella
colonna in modo tale da potersi dissipare lontaagdidrganismi allevati.
L’'ozono e stato utilizzato anche per rimuovere dnganese in soluzione (Bean, 1959); quindi, e
ragionevole pensare che I'ozonizzazione prolungassa privare I'acqua di questo e, forse, di altri
elementi. Per questo motivo, negli impianti operaoh acqua di mare, dotati di ozonizzatore, &
consigliabile ricorrere ogni due settimane a ricapdrziali del 10% del volume di acqua per
evitare il possibile esaurimento di alcuni microeéati.
Una considerazione importante con l'ozonizzaziond'inefficienza energetica degli attuali
generatori di ozono (Spotte 1979). Pertanto, ozazione non € un metodo pratico di disinfezione
per i grandi volumi di acqua.
Cloro
Il cloro e di colore giallo verdognolo e presenta forte odore caratteristico; generalmente, &

commercializzato sottoforma di gas liquefatto sgttessione oppure in forma liquida, come
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ipoclorito di sodio (NaOCI), o in polvere come ipm@o di calcio (Ca(OCh). Il gas si miscela
facilmente nell'acqua formando alla temperatura2d?C una soluzione allo 0,7%. Come altri
elementi alogeni (es. fluoro, bromo, iodio) anchelaro € un potente battericida grazie all'azione
fortemente ossidante.
Si tratta solitamente di soluzioni al 3-5% di ipwdio di sodio (cloro attivo) in acqua. Il cloro e
largamente utilizzato per la disinfezione e iltaiatento dell'acqua; € prodotto industrialmente per
elettrolisi del cloruro di sodio.
| composti cloroattivi, in soluzione acquosa, darorgine a cloro elementare (Cl), ad acido
ipocloroso (C} + H,O — HOCI + H + CI), dotato di un elevato potere ossidante ed inaydid
danneggiare le cellule microbiche, ed a ione ipmdo (OCI); questi ultimi due originano I'uno
dall'altro in funzione del pH della soluzione. A ptido si origina acido ipocloroso con attivita
germicida piu elevata, a pH alcalino si forma plentemente ione ipocloroso la cui attivita
disinfettante € meno marcata (1:80); il massimattivita dell'acido ipocloroso si ottiene a pH
intorno a 5, che consente solo una dissociaziameaaninima mentre diminuisce a pH superiore. Il
potere disinfettante di tutti i composti che lib@vacloro viene espresso come "cloro disponibile”.
L’acido ipocloroso, essendo debolmente acido, eantro alla parziale dissociazione.

HOCI < H" + OCI
Il cloro agisce attivamente come agente ossidaot® gorma di acido ipocloroso e di ione
ipoclorito. Come per ogni altro trattamento di dfezione per ossidazione, anche in questo caso e
necessario prevedere a monte un idoneo sistenifaiiibne meccanica.
Il meccanismo esatto con cui il cloro uccide i marganismi non e del tutto noto; si ritiene che |l
cloro penetri all'interno della cellula e reagisoan alcuni enzimi. Questa ipotesi si basa sul fatto
che il cloro, reagendo con i composti azotati, igaganche con le proteine e quindi con gli enzimi.
Il cloro penetrato all'interno della cellula reaggscon il protoplasma formando composti N- cloro
(cloramine) che si accumulano con effetti letadil 'empo, per la cellula microbica. Ovviamente si
hanno anche gravi danni nei meccanismi di traspdeite sostanze nutritive all'interno della
cellula. A concentrazioni piu elevate, in virtuldedpiccata capacita ossidativa del cloro (soptattu
del Ck e del HOCI) ed a pH pari circa a 5 (a valori irdarsi formerebbe cloro gassoso, molto
meno attivo), si ha la denaturazione o coagulazaeike proteine strutturali ed enzimatiche della
cellula microbica, nonché la denaturazione dei gre®H degli enzimi.
Altri fattori, singoli o associati, condizionano lattivita antimicrobiche del cloro: come
concentrazione, temperatura, materiale organian, ke sostanze organiche “consumano” il cloro
disponibile e ne riducono l'efficacia; i lipidi, prattutto gli acidi grassi polinsaturi, incorporano

cloro in valori ancora piu marcati; le proteineegitano il cloro nella loro molecola formando N-
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cloro composti (cloramine).
Le clorammine hanno anch’esse azione disinfettdmtajuantita di clorammine nell’acqua e detta
cloro combinato disponibile. Le clorammine reagmsz@iu lentamente, rispetto al cloro libero, ma
sono piu efficaci quando il pH presenta valori alev_e modalita di azione possono essere chiarite
attraverso la reazione detta di “break-point” cheesifica quando il cloro e aggiunto in quantita
sufficiente per causare 'ossidazione dellammaoaigcazoto biatomico (B

NH; +1,5HOCI-> 05N +15H0+25H +1,5Cl
Tuttavia il cloro non riesce ad essere altrettattivo contro i Virus, questi infatti sono costiiuda
materiale genetico circondato da una strutfonateica detta ‘capside’ che il cloro non riesce a
danneggiare.
La concentrazione di acido ipocloroso e di ionecipoto non combinati € detta cloro libero
residuo.
L’acqua clorata non puod essere immessa direttanmeegk ambienti di allevamento in quanto e
tossica per gli animali acquatici anche a basseearrazioni; il massimo quantitativo di cloro
residuo ammissibile per consentire la vita acqaaigulta essere di 0,06 mg/l. Quindi il cloro deve
essere rimosso dopo il trattamento di clorazione lGggiunta del tiosolfato di sodio al 12,5%
(12,5 g di tiosolfato in 100 ml di acqua) in quéntiguale o generalmente doppia alla candeggina
(per inattivare gli ipocloriti sono sufficienti ame soluzioni a concentrazioni inferiori del 3-5%,
purché se ne aumenti la quantita). Il tiosolfatwagtsce la neutralizzazione della candeggina
residua evitando che l'eventuale cloro libero, amquesente nell'acqua, continui la sua azione
battericida.
A temperatura ambiente si presenta come un sofidolare ed inodore. Il tiosolfato di sodio
(pentaidrato) e il sale di sodio dell'acido tiosdilfo ed ha una formula molecolare pari a;$4@;
5H,0.
Lo ione tiosolfato (80:%) € un agente riducente (cioe cede elettroni) pemdre lo ione

tetrationato (80s ?), in soluzione acida (ags acido acetico) avremo:

25047 -5,06% + 2e-
Quindi, il sodio tiosolfato reagisce con il sodimclorito come segue:

25047 + 10CI + 2H+—5,0¢% + CI'+ H,O
Una volta aggiunto il tiosolfato, I'aerazione vaoka per 24 h coprendo il contenitore in maniera
non ermetica in modo da garantire I'evaporazionecideo libero (C}) eventualmente rimasto che
causerebbe la morte della coltura.
Per la rimozione del cloro possono essere adatathe altri metodi come le resine a scambio

ionico, i filtri a carboni attivi oppure i trattame di aerazione e di stoccaggio temporaneo.
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I GLFDCC Great Lakes Fish Disease Control Commait{&LFDCC) raccomanda due ore di
esposizione a 200 mg/l di cloro totale. Si traftaimh concentrazione estremamente elevata ed e
stata pensata per una singola applicazione.

Bedell (1971) e Sanders et al. (1972) controllanor@onon eliminarono completameiyxosoma
cerebralis trattando I'acqua con 1-5 mg/l di cloro residuattavia, la distruzione delle spore
richiederebbe una concentrazione di cloro eccehlierate elevata per esposizioni prolungate
(Hoffman e Putz 1969).

Per i sistemi a ricircolo, una concentrazione diralresiduo di almeno 1,0 mg/l per 10 minuti
dovrebbe controllare efficacemente la maggior pdrtegirus e batteri. Tuttavia contro i virus si
consiglia cautela.

Oltre che per il trattamento dell’acqua, il clonagpessere utilizzato per la disinfezione internéede
condotte e delle vasche di allevamento dopo chetgusano state svuotate. | trattamenti con
soluzioni a base di cloro disinfettano le superianinando le colonie batteriche e algali (Feteter
al., 1959).

2.2  La missione del CRIAcq

Il “Centro interdipartimentale di ricerca per lasgene delle risorse idrobiologiche e per

l'acquacoltura CRIAcq” € stato istituito nel 2008ne “Centro interdipartimentale di ricerca per

’Acquacoltura” allo scopo di creare un polo di eica interdisciplinare in acquacoltura

nell’'Universita degli Studi di Napoli Federico II.

I CRIAcq, partendo dal presupposto di un ritardell'aspansione economica del settore nella

regione Campania, si propose di diventare il pal@mdifico-culturale-formativo integrato col

territorio stesso.

La missione definita nei programmi del CRIAcq € la

valorizzazione delle specie acquatiche autoctonditereanee mediante una gestione responsabile

delle risorse idrobiologiche e 'adozione di modeHoduttivi per una acquacoltura ecocompatibile
ed ecosostenibile in Campania

Nel rispetto della missione storica del Criacqtémisciplinarieta del primo nucleo scientificoesi

accresciuta negli anni e nel 2007 il Centro ha ficatd il nome per seguire I'allargamento dei

campi d'interesse alla gestione delle risorse idtogiche.

La missione del CRIAcq € da sempre stata lo stutiioplementazione e la prototipizzazione di

soluzioni tecnologiche innovative per i sistemir@wto chiuso e per impianti off-shore.

I CRIAcq ha cosi potuto portare avanti una serigrdgetti per:

* ricerche di base e applicate nel campo dell’acquaeo (valorizzazione delle specie
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autoctone, tecnologie innovative in-shore ed otirsy

» ricerche di base e applicate nel campo della dariggstione delle risorse idrobiologiche
(monitoraggio ambientale e soluzioni tecnologicloiera minimizzare gli effetti derivanti
dal prelievo dell'acqua, dallo scarico degli effitiedall’utilizzo di prodotti farmaceutici e
sostanze chimiche e da altre attivita legate gjliacoltura);

» ricerche per l'identificazione e la produzione drholecole nutritive e funzionali a partire
dai prodotti dell'acquacoltura e dai sottoprodotkell’acquacoltura e delle industrie
alimentari);

» trasferimento tecnologico ad imprese operanti eébs dell’acquacoltura e della gestione
delle risorse idrobiologiche;

 formazione di personale con elevata qualificaziopeofessionale nei settori
dell'acquacoltura e della gestione delle risorsehiglogiche.

Proprio nella direzione di uno sviluppo ecosostémitbell’acquacoltura, concepito per minimizzare
le esternalita negative (emissioni di nutrientin®omo energetico, ecc.) e massimizzare le
esternalita positive (rese, biomolecole funzionaliove specie, ecc.), il CRIAcg ha rivolto la
propria attenzione agli impianti a circuito chiugwpgettando e realizzandone diversi nei quali,
accanto al ridotto consumo idrico, si € pensatolazgoni per il totale recupero dei reflui attraser
una serie di operazioni unitarie.
I CRIAcq ha da sempre riconosciuto nei sistemiirgauito chiuso la strada preferenziale per
valorizzare I'immenso potenziale genetico (autootenno) delle acque ancora oggi mal sfruttato
sia nei Paesi industrializzati che in quei Paesed@acquacoltura potrebbe alleviare rispettivareent
sia la crescente domanda di biomolecole funziotiadi la cronica carenza di proteine animali e
vegetali. Tuttavia, poiché l'acquacoltura € un emdo di tecniche diverse dove non esistono
soluzioni identiche per i diversi problemi ma sbiee guida da seguire, il CRIAcq sta studiando
nuove soluzioni per l'introduzione in ambiente gohato, quale pud essere un sistemo a circuito
chiuso appunto, di specie anche alloctone di isggreacquacolturale che apportino benefici sul
piano nutrizionale, sociale ed economico rispetband principi di ecosostenibilita ed
ecocompatibilita.
L’obiettivo generale € implementare un modello jittistlo che abbia determinate caratteristiche:
v'economicamente sostenibile;

v/ impatto ambientale prossimo a zero;

v' riproducibile in tutte quelle zone del pianeta doxiee un deficit di fattori produttivi
fondamentali quali I'acqua, la superficie, I'enexrgi capitale.

Il deficit non & sempre imputabile a cause naturalh puo essere una condizione derivante dalla
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limitazione da parte del legislatore per usi pattid (es.: acqua) o dal mercato per I'elevato @ost
(es.: acquisto di terreni, tasse di concessioni).
La sostenibilita potra essere perseguita ancheiegraf uso di fonti energetiche alternative

rinnovabili e di espedienti tecnici rispettosi daihbiente.
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Capitolo 3

3.1  Scopo dellaricerca

Lo scopo della ricerca e stato ottimizzare le prichi colturali fitoplanctoniche intensive in grand
volumi attraverso metodiche rispettose dei princigil’ecosostenibilita e dell’ecocompatibilita e
per diversi fini applicativi.

Per verificare la bonta del sistema circuito chisse stabilito dunque di testare le metodiche
selezionate per le produzioni fitoplanctoniche pemrove di larvicoltura sempre in sistema a
circuito chiuso nell’ambito di un’idea progettudiealizzata all'introduzione nel nostro Paese di

una specie ittica innovativa pregiata ed autoc{®satta maximpg

3.2  Piano sperimentale

Tale scopo (in accordo con [l'obiettivo individuattall'analisi dello stato dell'arte) €& stato
perseguito attraverso il seguente piano sperimeatéicolato nelle seguenti fasi:
1. Organizzazione e gestione delle acque ricircuitanti
Nell’ambito di tale prima fase é stata scelta ladaiba di gestione delle acque a “pacchetti”
(quantita definite di acqua ricircuitata differemiente trattata e stoccata per le differenti
necessita del programma produttivo).
2. Trattamento meccanico-biologico delle acque déésia a circuito chiuso e valutazione
3. Colture algali per le finalitd produttive prescelie sistema a circuito chiuso.
Ottimizzazione della produzione fitoplanctonicgpincoli e medi volumi fig. 3.1).
4. Ottimizzazione protocolli di sterilizzazione pergrandi volumi e valutazione dei
parametri microbiologici
Nell’ambito della fase 4 si € svolta la valutaziaie protocolli di sterilizzazione delle acque
di ricircuitazione:
J metodo chimico mediante ipoclorito di sodio (300)p
J metodo fisico mediante raggi UV (96 h)
2 metodo misto (48 e 96 h; 100 ppm)
5. Caso studio: larvicoltura disetta maxima ( fig. 3.2)
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Per ciascuna specie algale si & partiti da
‘ceppi madre' conservati in bottiglie da 500 ml,
con i quali sono state costituite 'colture starter'
(diluite) da 100 ml e...

...passando attraverso colture intermedie
da 250 e 500 ml...

Sono stati ottenuti alla fine 12 palloni da 5I,
ovvero 4 palloni per ceppo di cui 2 con
acqua di mare sterilizzata chimicamente e 2
con acqua di mare sterilizzata tramite U.V.

Figura 3.1. Ottimizzazione delle colture fitoplamiche in piccoli e medi volumi.

Zooplancton

;&' <

L]
by L S
d Riproduzione bivlavi

i

A

Sistema a circuito chiuso:

trattamento a pacchetti

|

Reflui Larvicoltura

Figura 3.2. Sistemi a circuito chiuso: produziomdplanctoniche per larvicoltura di Psetta maxima
e riproduzione di bivalvi impiegando medium ottexlat reflui trattati a pacchetti
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Capitolo 4

4 Materiali e metodi
4.1 Gestione Fitocolture

4.1.1 Obbiettivo e risultati nella gestione di un&oltura
L’obbiettivo della gestione di una coltura € otten& massima resa giornaliera di alghe in modo

che isistemi di coltura massivabbiano un buon rapporto costi/benefici. Tale mraedto deve
continuare per lunghi periodi.

In particolare, negli allevamenti ddolluschi Bivalvila coltura algale rappresenta circa il 40% dei
costi sostenuti per allevare, in schiuditoio, selnBivalvi.

Per dare un’idea della quantita di alghe necessarino schiuditoio di Ostriche, un milione di
Ostriche con conchiglia di 3mm consumano ogni gick00 litri di alghe coltivate ad alta densita.

Il fabbisogno giornaliero € minore nell’allevamewiaiproduttori e larve.

4.1.2 Coltura algale: un piccolo ecosistema
Una coltura algale costituisce un piccolo ecosistéifig. 3.1): i nutrienti (minerali e/o organici)

disciolti nel mezzo di coltura vengono metabolizdatd in parte mineralizzati se organici) dai
Batteri e quindi nuovamente assimilati (organicdéile microalghe assieme alla €@odotta dalla
respirazione batterica e/o introdotta dall’esterno.

A loro volta le microalghe durante la crescita remio producono nuova sostanza organica, ma
anche ossigeno, elemento essenziale per I'athaitizrica.

Analogamente a quanto avviene nella biosfera, leéda a sostenere l'intero ciclo e ‘nobilitare’,
riportandoli ad un livello energetico piu elevatmutrienti organici e minerali presenti nelle aequ
attraverso I'azione delle alghe e dei batteri assioc

Oltre a questa interazione di tipo bioenergeticttnionale, atri sottili meccanismi chimicoffisici,
che per lo piu sfuggono alla nostra comprensicagnlano la funzionalita del consorzio microbico.
A questo secondo livello, piu intimo e complessegplgono un ruolo importante le molecole
“bioattive” prodotte dall'alga che stimolano alcuratteri e ne inibiscono altri e molecole segnale
che interferiscono con i meccanismi di regolazignerum sensinglei batteri e potrebbero essere

responsabili della morte cellulare programmata (RGibogrammed cell deajh

4.1.3 Biotecnologia delle colture algali massive
Lo sfruttamento delle microalghe non pud presciadkx un adeguato sistema di coltura. | sistemi

per produrre il Fitoplancton sono essenzialmenge du
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= In ambiente controllato

= In ambiente non controllato

Nel primo caso trattasi di un sistema di coltureemsiva, eseguito al coperto con illuminazione
artificiale. Si svolge per lo piu in appositi sistechiusi fotobioreattor) di varia tipologia; distinti

in base all’orientamento, all’inclinazione, al sista di agitazione e ossigenazione dell’acqua ed ai
materiali costruttivi (vetro, lastre di plasticgida, film plastici flessibili, vetroresinacc).

Nel secondo caso si tratta di una coltura esterailaperto, eseguita in grandi vasche o bacini,
sfruttando la luce naturale. | bacini aperti sondubbiamente piu facili da gestire, oltre che piu
economici, e tra questi le vasche “raceway” songilediffuse, ma in tali sistemi si verificano
difficolta per il controllo dei contaminanti, la mlta di ingenti quantitativi di acqua per
evaporazione e I'apporto di acqua piovana con f@ntiazioni di salinita conseguenti.

Inoltre le tecniche estensive, oltre ad essere moito produttive, tendono a rendere difficile
I'allevamento di monocolture, per cui si utilizzageneralmente per colture mista.

La biotecnologia algale sembra ormai puntare siesii chiusi, che consentono rese piu elevate
oltre alla monocoltura di quelle specie che, n@scendo su mezzi selettivi, stentano a crescere nei
bacini aperti.

| ceppi algali possono comunque deteriorarsi n@lpte 0 andare incontro ad un inquinamento di
alghe appartenenti a taxa diversi o di altri orgamiBatteri, Protozoj ecc).

Nel nostro caso, per I'importanza in campo indare per finalita, tratteremo i sistemi intengivi

ambiente controllato.

4.1.4 Allevamento a lotti e in semi-continuo
Le colture intensive in “grandi volumi”, utilizzateell'alimentazione delle specie allevate, possono

essere ricondotte a due tipologie: in semi-contio@olotti.

La coltura a lotti (modalitabatch consiste, una volta inoculata la specie desidanat mezzo di
coltura prescelto (che rimane costante), nelladeprescita fino a quando ogni ulteriore aumento
della densita cellulare risulta inibito a causangiteplici fattori.

Le cellule tendono a raggiungere cosi un livelle {atato stazionaripda impedire 'aumento del
loro numero. Sono pero raccolte prima di tale fagendo raggiungono il massimo dedlescita
esponenziale sta per iniziare lase statica

Si raccoglie la coltura, si lava e sterilizza ilntenitore e si ricomincia una nuova coltura. Si ha
quindi il completo esaurimento della coltura undtaszache questa giunge a maturazione. E’
fondamentale inoculare i nuovi volumi con popolazidi sufficiente densita, al fine di assicurare
una rapida crescita delle colture stesse ed inthisdla di organismi competitori.

Con il metodo semi-continumvece, una volta giunti a volume in una o pitieséi contenitori, in
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genere sacchi in plastica trasparente da 400l gguito ad una sequenza di inoculi in volumi
crescenti), questi ‘grandi volumi’ vengono rifoinihinterrottamente oltre che di aria, anidride
carbonica e luce (come nel metodo precedente),eadclacqua e nutrienti, ovvero: le colture
vengono parzialmente raccolte durante la fasgraticita esponenzial@25-50% del volume totale)

e la quantita raccolta viene sostituita con nuowzzo di coltura. Con tale metodo la frequenza di
raccolta dipende dalla velocita di crescita deflace (ades per laTetraselmis suecicairca tre
volte alla settimana). Una alternativa &€ quellattnere da ogni singolo contenitore, in continuo,
un piccolo flusso di coltura algale (dato dall’oV@w delle alghe che crescono); la quantita raecolt
viene sostituita con un nuovo mezzo di coltumetodo in continuo

Con questi metodi la vita della coltura viene pngata e la durata della stessa dipende dalla specie
considerata, ad esempper alcune specie particolarmente robuste coeteaselmis suecicda
coltura puo durare anche piu di tre mesi. |l vagiagli questo tipo di coltura é che le alghe sono
prodotte infase di log(piena crescita esponenziale), ovvero quando generalmente piu ricche di
nutrienti rispetto ad una fase piu vicina alla &taaria.

In genere, si utilizza la coltura a lotti per leesig delicate e per IBiatomeea sviluppo rapido,
mentre specie piu robuste appartenenti Elidgellate sono principalmente coltivate con il metodo

semi-continuo.

4.1.5 Il ciclo algale
In riferimento alle alghe si possono descrivergadiisdi crescita {ig. 4.2), cosi suddivisi:

1. Fase di latenza o adattamentdura circa 24 ore, non c’e crescita e corrispoadeun
periodo di adattamento del ceppo algale inoculaate fase € anche detta di ritarddag
phase

2. Fase di crescita (di sviluppo, esponenziale, o pbgse) e la fase di maggior produzione
attiva ed e caratterizzata da crescita esponenaédlie cellule algali; la durata di tale fase e
variabile a seconda della specie e delle condizietia coltura e puo variare da 3-4 giorni
fino a piu di 20 giorni.

3. Fase di passaggio tra la crescita esponenziale stdo stazionariola riproduzione delle
cellule algali dopo aver raggiunto la massima cotregione comincia a rallentare fino a
smettere quasi totalmentstdto stazionarih Cido € dovuto alla riduzione dei nutrienti
disponibili, alla produzione di metaboliti da elimre e all'impenetrabilita della luce nella
coltura.

4. Stadio stazionaripin tale fase il numero delle cellule non preserdaazioni sostanziali
poiché le cellule smettono quasi di riprodursiyveesuta infatti una modificazione chimica

del substrato, che influenza negativamente la iteesellulare. Puo protrarsi per diversi
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giorni (7-10) nel caso dell€lagellate o soltanto per un breve periodo nel caso delle
Diatomee infatti mentre le colture di Flagellate in quedae riciclano i nutrienti tratti da
cellule morte o in decomposizione, nel caso dbBiltomee queste producono metaboliti
auto-inibenti che attirano crescite di Batteri,sando il crollo della coltura.
5. Fase finale o letatearresto totale della crescita e successiva noettelare.
Come gia esposto, il momento piu adatto per pred¢eun’aliquota di coltura algale sufficiente per
I'inoculo di altri volumi € la fase di crescita, wro la fase di pieno vigore esponenziale.
| microrganismi cosi ottenuti vengono sia impiegpér il lancio di nuove colture che per
I'alimentazione (solo colture massive). Nel prinraso permetteranno di ottenere nuove colture con
ottime capacita di crescita e qualita, nel secaradm rappresenteranno un ottimo alimento.
Al momento dell'inoculo della colturstarterla densita delle cellule algali nel mezzo di caiterdi
25-50 cellule/ul. Dopo l'inoculo le cellule si sypano e si separano a velocita crescente, man
mano che si acclimatano alle condizioni di coltdrale periodo di acclimatamento ha una durata di
2 o0 3 giorni, dopo il quale le cellule aumentandorio ritmo di separazione con conseguente
aumento logaritmico del loro numero in coltura. §adase si protrae per 4-6 giorni.
Successivamente, mano mano che la luce incontrgjioraglifficolta a penetrare attraverso la
coltura e/o i nutrienti a disposizione diminuiscora velocita di separazione delle cellule
diminuisce. Inizia cosi la fase statica che pudrprsi per diversi giorni.
Tali densita possono, entro certi limiti, essermantate potenziando I'intensita della luce appéicat
alle colture, mantenendo il pH a circa 7,5 con i@pplone controllata di C£e/o aggiungendo un
supplemento di nutrienti mano a mano che aumerdariaita della coltura.
In questo esempio, inoltre, tdlture a lottisarebbero raccolte ad una densita di circa 2.600le

per microlitro mentre quellsemi-continuexd una densita di circa 1.500 cellule per miamlit

4.1.6 Operazioni del processo di coltura algale
La coltura intensiva di microalghe in ambiente coltato € preceduta dalle seguenti operazioni:

2 Preparazione del mezzo di coltura;

2 Allestimento dellastanza fitoplanctoné sterilizzazione attrezzatura/recipienti;

? Sterilizzazione dell'acqua, regolazione della salired inoculo di terreni di coltura e

vitamine;

# Isolamento e conservazione dei ‘ceppi algali’.
Una volta eseguite le operazioni preliminari inidiaciclo di produzionealgale passando dalla
coltura in piccoli volumi (beute 250 ml) a volumerspre maggiori, fino ad arrivare alla coltura
intensiva vera e propriafig. 4.3), in volumi superiori ai 50 | effettuata fotobioreattoridi varia

natura (in genere sacchi in PVC o polietilene tnaspti). Tale ciclo prevede:
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1. Mantenimento degli stock di colturanoculi in piccoli volumi (beute da 15 - 250 nd)
condizioni ambientali tali da non favorirne la m@g@icrescita ma una buona conservazione.
2. Colture di partenza o starterinoculi in piccoli volumi (beute da 250 ml) e abmnioni
ambientali tali da favorirne la rapida crescita.
3. Produzione di alghe su piccola scalmoculi in volumi intermedi (bocce da 1 -5 1) e
condizioni ambientali tali da favorirne la rapidascita.
4. Colture su vasta scala in sacchi di polietilemgoculi in grandi volumi (sacchi > 50 I) e
condizioni ambientali tali da favorirne la rapid&scita (modulo itbatcho incontinug.
5. Controllo della crescita e delle condizioni algali.
6. Raccolta.
Grande cura va posta nell’effettuare gli inoculoacopo di aumentare i volumi di coltura. E’
molto importante effettuarli al momento opportun@zie ad un adeguato monitoraggio della
crescita/salute della coltura e seguire rigidi peotli di sterilita e pulizia di materiali, supest]

contenitori,ecc durante le operazioni.

4.1.7 Parametri fondamentali delle colture algali
Allo scopo di creare le condizioni migliori per ¢aescita della popolazione cellulare € necessario

predisporre al meglio una serie di parametri:
# Terreno di coltura;
Luce (intensita e fotoperiodo);
Temperatura,
Densita;
Salinita;
Sterilizzazione dell’acqua (oltre che del materedeperato);
Aerazione;
pH.

| terreni hanno lo scopo di arricchire l'acqua darm (sterilizzata) con nutrienti, sali minerali,

L " T R R Y

metalli e vitamine; i vari terreni possono variaet contenuto dei diversi elementi.

Trattandosi di organismi vegetali l'illuminazionef@endamentale per consentire la fotosintesi. A
meno che non si tratti di una coltura all’'apertsaé fornita di lampade al neon (in grado di ferni
uno spettro luminoso adatto alle esigenze fotosome delle alghe), situate all’esterno o all'imier
dei contenitori di coltura, in potenza e numerdalal a seconda della dimensione dei contenitori e
della fase in cui si trova la coltura. Tuttaviann® semplice stabilire la giusta quantita di luee d
fornire alle microalghe, perché le variabili chetrano in gioco sono molteplici (volume del

contenitore, densita della coltura, distanza dédlate luminosa, diametro dei recipierdtc).
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Inoltre, anche una eccessiva illuminazione puo dggiare la coltura innescando fenomeni di
fotoinibizione. Ades per raggiungere |'obbiettivo di 15.000-25.000 lalkcentro di una beuta
vuota, nel caso di beute da 3 | del diametro aiackt8 cm, sono necessarie due lampade da 65/80
W, mentre ne occorrono 5 per recipienti da 25%er@ di diametro.
Il fotoperiodo indicato come ideale oscilla tralke e le 18 ore di luce, ma si puo arrivare findda 2
se si necessita di una maggiore quantita di fitogitan, poiché lilluminazione continua accelera lo
sviluppo. E’ invece sconsigliato scendere al dicsdelle 15 ore giornaliere d’illuminazione, perché
un periodo troppo prolungato di buio potrebbe favenentare il livello di C®e far morire le
microalghe per mancanza d’ossigeno.
Un altro parametro da cui dipende lo sviluppo detiiura € la temperatura. La temperatura ideale
dipende dalla specie algale che si vuole allevauttavia, la maggior parte delle alghe allevate
vivono a temperature comprese tra 20 e 25 °C. Atkevali microalghe a temperature piu basse o
piu alte anche di 3 o 4°C dal loro optimum non coonette la sopravvivenza della coltura.
Bisogna pero prestare attenzione a non scendei@ isb6°C poiché si pud causare un estremo
rallentamento della crescita algale mentre, netlzzotbne opposta, temperature superiori ai 33-35°C
sono mortali per quasi tutte le specie.
Tuttavia, il parametro climatico, in determinatgiomi influenza la scelta del tipo di microalga da
coltivare, ades, in regioni calde si utilizza al megliannochloropsis oculatgiuttosto che nelle
regioni fredde dove si preferiscono altre microalgbmelsochrysis galbanda patto di mantenere
limpianto a 20°C).
Il fitoplacton marino si adatta bene a varie densita di colturgyarticolare I'andamento della
densita segue la curva di crescita algale e laitdemsissima (cosi come le dimensioni delle singole
alghe) e condizionata dai volumi di allevamento.
La salinita ottimale puo variare a seconda delexi&p

J le Diatomee comeChaetoceros spe Thalassiosira sp.raggiungono tassi di crescita e di

separazione ottimali a circa 20 parti per mille;

2 molteFlagellateraggiungono il livello ottimale di produttivitazb-30 parti per mille.
Il fitoplancton marino si adatta comunque bene ai diversi gradsatinita ed in realta sembra
crescere meglio a salinita inferiori a quelle amtaé.
Per mantenere in sospensione le microalghe é razae$arnire alla coltura un’aerazione moderata
ma continua che, oltre ad evitare che le microajgieeipitino sul fondo, fa si che ogni singola alga
riceva adeguate quantita di luce e di nutrientlthe aiuta ad “allontanare” un eventuale eccesso d
CO,, mantenendo cosi stabile il pH che dovrebbe essengreso tra 8,2-8,7.

L’acqua marina deve essere quindi diluita con acdokke pura, prima di essere filtrata e/o
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sterilizzata, in genere con ipoclorito di sodie(sizzazione chimica) o con altre tecniche.
Dei molteplici fattori in grado di influenzare laescita di una coltura fitoplanctonica, la stedilit

dell'acqua ha sicuramente una delle implicaziooneeniche e gestionali piu rilevanti.

4.2 Ottimizzazione di colture fitoplanctoniche int@sive per applicazioni produttive
ecosostenibili ed ecocompatibili

4.2.1 Specie algali allevate
Le specie algali utilizzate, come detto, somtNannochloropsis oculata, Tetraselmis suecia

Isochrysis galbana

Q) Nannochloropsis oculatgpiccola alga verde scuro (2-6 pum) contenente cpigmenti
clorofilla e carotenoidj appartiene al regndProtista divisione Heterokontophyta classe
Chrysophyceae

Si tratta di un’alga con parete cellulare spessalida che la protegge da possibili danni causati d
un eccessivo movimento durante il processo di mattora.

E caratterizzata inoltre da una rapida crescita, taktavia talvolta ne limita la digestione da part
degli animali.

Contiene un livello di acidi grassi EPA (altamem®aturi) molto elevato ed un alto contenuto sia di
vitamina B12, che di proteine (intorno al 52% dirnassa secca). Mentre la B12 e utile alla crescita
e alla riproduzione detiferi del genereBrachionus(anche perché le sue dimensioni la rendono
adatta a tutti i tipi diZooplanctof, 'EPA e fondamentale sia per le larve piu giovdei pesci
marini che per molluschi bivalvi Per questi motivi, oltre al fatto che e utilizéabsia in acqua
dolce che salata, e stata scelta, fra le altre, gdlstimento delle fitocolture.

(2) Tetraselmis suecica un grande flagellato mobile di colore verde (8gi), dotato di un
unico cloroplasto, contenentdorofilla a e b e carotenoidi,completamente verde. Appartiene al
RegnoPlantae divisioneChlorophyta classePrasinophyceae

Le Chlorophytapresentano gli stessi tipi diorofilla ed icarotenoididelle Piante superiori e per
tale motivo vengono considerati come gli organisigetali da cui si sono originate le piante
terrestri. La sostanza di riserva principaleagrida

Per la sistematica delléhlorophytaassume una grande importanza l'ultrastrutturaagglbrato
flagellare nel punto di inserzione del flagello ssi@ e Tetraselmis in particolare, risulta
caratterizzata da quattro flagelli. Presenta urp@aicoperto da un&eca costituita da strutture
simili a scaglie (caratteristica tipica dePeasinophyceag presenti sia sulla superficie cellulare che
sui flagelli. La riproduzione avviene per via veajeta, ovvero per semplice divisione cellulare (in

altri casi si ha una riproduzione sessuata, megliEnformazione dzoosporg Il quantitativo di
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EPA sebbene abbondante e superiore a quelltsatihrysis galbanae inferiore rispetto a
Nannochloropsis oculatd etraselmis sueci¢gossiede un alto contenuto proteico (circa il 5%
sostanza secca) e amminoacidi naturali che stiradlappetito negli animali marini. Le cellule, di
grandi dimensioni, possono essere utili anche catmento da usare direttamente per
I'allevamento di organismi che sono troppo picgmr accettareotiferi ed inoltre si presta bene a
colture di tipo massivo. Per questi motivi &€ statelta, fra le altre, per l'allestimento delle
fitocolture.

(3) Isochrysis galban& un piccolo flagellato mobile unicellulare (3-6ula cui colorazione
verde/marrone € dovuta ai pigmenti fotosinteticorafilla a e c, fucoxantina p-carotene
diadinoxantina e diatoxantina ed al prodotto di riserva, conservato in vacugleaalizzati,
crisolaminarina Appartiene al Regn®rotista, divisione Haptophyta classeHaptophyceaelLe
specie piu usate sonb galbana e in misura minorel. tahiti (T-ISO). Le Haptophyceae
comprendono forme unicellulari, a volte coloniali féeamentose, generalmente marine, che
presentano due flagelli lisci di eguale lunghezzaie terzo filamento dettaptotemache possiede
varie funzioni (adesione al substrato, sensoreptido del cibo). Nello specifico perogalbanaé
sprovvista diaptotemae presenta una superficie cellulare ricopertacdglge di natura cellulosica.
La riproduzione € agamica ed avviene per divisiongitudinale.

Isochrysis galbanda un alto contenuto di acidi grassi polinsatdrireparticolare un alto livello di
DHA (che la contraddistingue da suecicae N. oculatg, oltre che un elevato contenuto proteico
(intorno al 47% della sostanza secca).

Per le sue buone qualita nutrizionali e le picabieensioni, che la rendono adatta all’alimentazione
degli stadi larvali dimolluschi bivalvj pescie crostacej oltre che per l'arricchimento dotiferi,
copepodi ed artemie e la velocita di crescita, € stata scelta comecispda testare per
I'ottimizzazione del protocollo di sterilizzaziomll'acqua nei grandi volumi e per I'allestimento

delle fitocolture per il caso studio finale.

4.2.2 Terreno di coltura utilizzato
Per la crescita delle tre specie algali selezioratémpiegato il medium Guillard’s F/2 — Si

(silicati), formulato nel 1975 e uno tra i piu usa acquacoltura per l'allevamento delle
microalghe. La composizione e di seguito riporiatebella.

Tale terreno é stato preparato in bottiglie di wdiorosilicato da 1 | autoclavate a 121°C per 20
minuti e conservato a temperature di 4%g (4.4).

L’autoclave infatti sterilizzando attraverso vap@@tto pressione risulta piu efficace del calore
secco. Le vitamine furono aggiunte alle coltureagtgoper evitare che il passaggio in autoclave le

distruggesse.

55



Guillard’s F/2 medium

1. Nitrato di Sodio NaN© 75.0 gl
2. Fosfato di Sodio NaRO*4H,0O 50 gl
3. Metasilicato di Sodio N&iO;*9H,0 30.0 gl
4. Metalli in tracce
FeCk*6H.0 35 ¢
NaEDTA*4H,0 36.0 ¢

Sciogliere in 900 ml di acqua distillata.

Aggiungere 1 ml di ognuna delle soluzioni contenetalli in tracce (soluzioni minerali)

Solfato di Rame CuS€£bH-,0 0.98 g/100 ml
Solfato di Zinco ZnSE*7HL0 2.20 g/100 mi
Solfato di Rame Coi6H 0 1.00 g/1200 ml
Manganese cloruro 0so Mn€4H,0 18.00 g/100 ml
Molibdato di Sodio NgMoO4*2H,0 0.63 g/100 ml

Portare il volume ad 1 | con acqua distillata (@1 2.0)

Aggiungere 1 ml per litro FSW delle soluzioni di sopra (#1-4).

5. Soluzione Vitaminica

Biotina (Vitamina H) 1.0 mg
Cianocobalamina (Vitamina B-12) 1.0 mg
Tiamina HCI (Vitamina B1) 20.0 mg

Sciogliere le vitamine indicate in 1 | di acquatitlsta e mantenere la soluzione in frigorifero
evitare la degradazione delle vitamine.

Aggiungere 1/2 ml della soluzione vitaminica penidgdi FSW.

Al di la della composizione specifica riportatatabella, il terreno € acquistato in pacchetti pront
per la preparazione, all'interno dei quali sonosprdi le varie componenti in polvere gia dosate e

pronte da sciogliere in acqua nelle dosi indicate.
4.2.3 Calcolo e modifica della salinita

Nell'acqua sono presenti diverse specie di ioniitipogsodio N&, potassio K, calcio C&",

magnesio Mg e negativi (cloruro Cl, idrogeno carbonato HGO, solfato SQ@ e nitrato NQ).
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L’ acqua di mare, prelevata per la crescita algadeina salinita che si aggira intorno al 36%o. (g/L)
Tuttavia, a causa della permanenza in volumi litntame le cisterne e le vasche, compresa la
vasca dove € ripetutamente sterilizzata tramite fé lampada UV, la salinita tende ad aumentare, a
causa dell’evaporazione che puo avvenire in quamitferenti a seconda delle temperature ed
agitazione dell'acqua stessa.

Per tale motivo la salinita dell’acqua di mare aglapa per le fitocolture, prima di essere utiliazat
stata riportata a valori adatti alle stesse, naltnoocaso ad una salinita del 33 + 2 %o, sebbene
sovente si utilizzino per le fitocolture valori érfori di salinita. Per controllare la salinita si

effettuano misurazioni mediante salinometro.

4.2.4 Sterilizzazione tramite U.V.
Per la sterilizzazione in continuo tramite UV éatet predisposto un modulo, nella sala

molluschicoltura, costituito da una vasca da 1000llegata a 3 filtri meccanici, rispettivamente da
100, 50 e 10 micron (la differente grandezza deligglie consente di rimuovere materiali a
granulometria diversa: dal sedimento piu grossokagoiello piu fine; cid garantisce una maggiore
sterilita dell'acqua) ed a 2 lampade UV da 25 wz@0O0 I/h.

4.2.5 Sterilizzazione chimica dell'acqua
Per la sterilizzazione chimica dell’acqua sonoesgateparate di volta in volta i volumi di acqua

necessari agli inoculi in bottiglie da 2 I.

La sterilizzazione € stata predisposta il giornecpdente ai vari inoculi, utilizzando ipoclorito di
sodio al 5% di cloro attivo in quantita pari a 20Qgr litro di acqua (250 ppm). La soluzione cosi
ottenuta e stata mantenuta chiusa (non alla luettali per 24 h, per consentire al cloro di svager
la sua azione sterilizzante attaccando le membralhdari batteriche.

Passate le 24 ore veniva aggiunto allacqua tiaswlidi sodio al 12,5% in quantita doppia
all'ipoclorito. Il tiosolfato garantisce la neutiatazione dell'ipoclorito, evitando che l'eventuale
cloro libero residuo, ancora presente nell'acqoaticui la sua azione battericida.

Una volta aggiunto il tiosolfato, I'acqua € lasaiad aerare per 12h, coprendo il contenitore in
maniera non ermetica in modo da garantire I'evapore del cloro libero, eventualmente rimasto,

che causerebbe la morte della coltura.

4.2.6 Sterilizzazione attrezzatura
L’attrezzatura (consistente in: beute, palloni,i tmbgomma per aerazione, tappi in plastica e vari

cilindri graduati), € stata sterilizzata chimicargeimmergendo i vari materiali in acqua e ipoctorit
per 24 ore {ig. 4.5). Successivamente i materiali sono stati scidtcguigna con acqua dolce e poi
con acqua distillata oppure, se preparati qualebeng prima, sono stati semplicemente lasciati
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all'aria, per consentire I'evaporazione del clogsiduo.

In particolare, mentre per i palloni da 5 I, cosime per I'attrezzatura in materiale plastico, si
effettuata solo la sterilizzazione chimica, le leedt piccolo volume (250 e 500 ml) sono state
ulteriormente sterilizzate in stufa a secco a 1208€C1h e lasciate poi raffreddare per un’altra ora
Ove necessario € stato inizialmente utilizzato @aahkbridrico per eliminare residui di precedenti
colture.

L’'acido é stato sciacquato abbondantemente conaadglece prima dellimmersione del materiale
in candeggina.

Per quanto riguarda in particolare i tubi in gomdaautilizzare per I'aerazione, successivamente
alla sterilizzazione chimica e prima del loro atild, € stata fatta passare aria all'interno degtiss

onde eliminare residui di acqua e cloro eventuatmancora presenti.

4.2.7 Conta batterica

La conta dei batteri coltivabili a 37° C é statee@iata con il metodo dell’inclusione.
Il PCA (plate count agar) medium € stato dappricial® mediante bollitura e poi raffreddato a
42° C in bagnetto termostatato. Per ogni campione state effettuate 4 piastre: 2 contenenti 1 ml
di campione e 2 contenenti 0,1 ml di campione. Dayggr caricato il campione nella piastra petri, si
versava il PCA raffreddato nella quantita di 16 thtontenuto delle piastre e stato miscelato per
rotazione.
In ogni sessione di analisi sono state effettugim&re di controllo per verificare la procedura.
La conta era effettuata dopo almeno 48 ore edretta fdel seguente calcolo:

[(CFU su piastra con 1 ml) + (CFU su piastrada Gyil) * 10]/ 2

4.2.8 Procedura per effettuare gli inoculi in stetita
Le operazioni per maneggiare le colture devonoredatte seguendo determinate procedure al fine

di evitare la contaminazione delle colture stekagrocedura seguita per gli inoculi e la seguente:

1. Rimozione del tappo in cotone idrofilo dalla bectatenente la coltura riproduttiva;

2. Sterilizzazione del collo della beuta tramite egpgose alla flamma di un becddunsen
(bruciatore a gas)

3. Travaso di un inoculo, del volume desiderato, italima beuta sterile contenente il mezzo di
coltura sterilizzato in autoclave;

4. Flambato il collo di questa seconda beuta, insariméel tappo, costituito da un batuffolo
di cotone idrofilo sterile (fiammeggiato), avvolia una porzione di parafilm aderente e da
un ulteriore pezzo di carta argentata, flambatéanmrte interna (velocemente in modo da
non sciogliere il parafilm una volta a contatto);

5. Marcatura della beuta con il nome della specielaka e il tipo di sterilizzazione dell’acqua
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utilizzata, utilizzando un pennarello indelebile.
Tutte le operazioni sono state effettuate manuatenedossando guanti in lattice.
Tali accortezze sono state utilizzate anche quaidsono prelevati i campioni da analizzare e
contare; sia dalle beute di vario volume, che ddiopi. | prelievi essendo di 1 ml sono stati

effettuati con delle pipette monouso ed il campierstato posto in una provetta da 5ml.

4.2.9 Conta cellulare con emocitometro ‘manuale’ @mera di Birker)
Per la conta algale e stata utilizzata, per tutadurata dell’esperimento, la conta diretta con

microscopio delle cellule contenute in un voluméondi campione attraverso I'impiego di Camere
di Conta: piu specificatamente tramite Camera dkBii(fig. 4.6).

La camera di Burker € costituita da un vetrino socsuperficialmente. L'incisione forma un
reticolo quadrettato atto a osservare le cellulen@roscopio. Tanto I'area del reticolo quanto lo
spessore tra il reticolo ed il vetrino coprioggettmo noti, quindi € possibile determinare il vo&um
di campione contenuto in ogni riquadro del reticelaontare il numero di cellule, calcolando la
concentrazione delle stesse per ml.

Per contare le cellule con la camera di Burkemardi tutto € necessario preparare e sistemare |l
campione sulla camerdi{. 4.7). Si agita bene la coltura cellulare; tramite pietta si preleva 1
ml della stessa e si travasa in una provetta stardl nostro caso da 5 ml (ovviamentéainbg
come detto, il collo della beuta/pallone prima @ald prelievo ed eventualmente si sostituisce il
tampone). Questa operazione € effettuata per aghira in modo da ottenere un campione di
ciascuna. Si prelevano 10ul dal campione con ymetipiPasteur Si lascia fuoriuscire la goccia del
campione che per capillarita si diffondera nellmmeea di Birker. Si effettua cosi, al microscopio,
una prima analisi di qualche campione per valutdanmobilitd e quindi la vitalita dello stesso
(oltre alla presenza di eventuali organismi conpeji

Successivamente, in ogni campione (1ml) da consaraggiunge un 10 % di formalina, in modo
che le cellule non si muovano nel vetrino rendecmii possibile la conta. In fase di conta non sono
distinguibili le cellule vive da quelle morte. Scipiata la camera con acqua distillata ed asciugata,
si inserisce un’altra goccia (10 ul) di campione.

Dato che il vetrino € costituito da due cavita, eov2 camere, in ognuna sono inseriti 10ul di
campione; questo consente di avere un duplicatcalapione, nel caso in cui la lettura del primo
sia ostacolata da alcuni fattori come; residuiptirso non rimossi nel vetrino stesso o cellule mal
distribuite.

Ovviamente, man mano che le concentrazioni delkireocellulari aumentano per poter valutare il
campione € necessario diluirlo (con acqua di mbaestessa salinita del campione) con un volume

noto diminuendone quindi la concentrazione. Nelcalal sard necessario tenere presente la
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diluizione (attore di diluiziong.

Tale metodo di conta risulta tuttavia inadeguato ganpioni con densita cellulare molto bassa o
per campioni con cellule molto piccole; la differemimensione delle cellule influenzera la scelta
dell'obbiettivo.

La griglia totale della camera e suddivisa in 9dyat piu grandi (Q), delimitati ciascuno da tre
linee affiancate (3 linee verticali e 3 orizzontdéllo spessore totale di 0,05 mm ovvero 1/20 di
mm), della dimensione di 1,0 x 1,0 mm. Uno specialgino coprioggetto & posizionato sopra le 2
camere conferendogli una profondita di 0,1 mm peritvolume totale di ciascun quadrato (Q) e
di1,0x1,0x0,1=0,1 mms.

Ognuno di questi quadrati € a sua volta suddivigermamente in altri quadrati e rettangoli
delimitati da due linee affiancate: 16 quadrati &¢nti lati di 8/40 di mm ovvero di 0,2 x 0,2 mm
(0,04 mm?); 24 rettangoli (B) di 8/40 di mm il latsaggiore e 2/40 di mm quello minore, ovvero
0,2 x 0,05mm (0.01 mm?2) e 9 quadrati (A) aventi ¢kt 2/40 di mm ovvero di 0,05 x 0,05mm
(0,0025 mm?). Lo spessore, dato sempre dal copttm@ pari a 0,1 mm per tutti i rettangoli e
quadrati.

E stato considerato il numero di cellule presemdimmente in un ‘quadrato grande’ (Q); cid & stato
ottenuto contando le cellule presenti in 5 dei @dyati grandi in cui e suddivisa una camera e
facendo la media del valore ottenuto.

Ovvero, partendo dalla prima camera si contanellele nel quadrato (Q) centrale e nei 4 quadrati
(Q) agli angoli; in tale conta vengono incluse #&lue in alto ed a sinistra che toccano la linea
centrale del perimetro di ciascun quadrato, mente si contano quelle che toccano la linea
centrale in basso e a destra.

La procedura va ovviamente ripetuta nella secoadzeca.

Per quanto riguarda I'obbiettivo e stato utilizzato 10x perTetraselmis suecicéche consente di
vedere un intero quadrato Q della camera), mengrelgochrysis galbanae Nannochloropsis
oculata un 40x.

Dato che, come dettoascun quadrato (Q) della camera, con il coprittgg@ posizione, ha un
volume di 0,1 mmo di 10*cm?; essendo 1 cr equivalente a 1 ml la concentrazione di cellule
per ml sara determinata con il seguente calcolo:

Cellule / ml = conteggio medio per quadrato x fatdi diluizione x 10

4.2.10 Conservazione dei ceppi algali
La sperimentazione € iniziata prelevando 200 ndidscuna madre:

# 100 ml da mantenere in frigorifero (4-6°C) in prteeda 5 ml (ovvero 20 provette per

ceppo per un totale di 60 provette);
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J 100 ml travasati in altrettante provette lasciditelace ed alla T ambiente di 19°-20°C.
Successivamente e stato prelevato, da ogni madegmpione (1 ml) travasandolo in una provetta
monouso da 5 ml per effettuare la conta algaleiteala ‘camera di Burker e per verificarne lo
stato di salute.

Le madri si presentavano in buone condizioni viealassenti da contaminazione nonostante il
trasferimento dalla Stazione Zoologica e le coneaiani iniziali riscontrate erano: 320.000 cell/ml
per Tetraselmis sueci¢al.360.000 cell/ml persochrysis galbanae 3.980.000 cell/ml per

Nannochloropsis oculata.

4.2.11 Colture starter delle tre specie
Il giorno seguente sono stati portati alla salinigh 36%o0, 2 | di acqua sterilizzata tramite UV & 2

di acqua sterilizzata chimicamente.

Si e cosi effettuato I'inoculo delllture starterdei tre ceppi algali in beute da 250 niig. 4.8)
mediante diluizione di 20 ml di ogni coltura maddai restanti ml in ogni bottiglia) in 100 ml di
terreno.

L’inoculo é stato quindi effettuato in 12 beuteyer ceppo e per ogni quartetto: 2 con acqua di mare
sterilizzata chimicamente e 2 con 'UV (in duplicatLe 12 beute sono state marcate oltre che con
la data e sigla di riconoscimento della specie,laamodalita di sterilizzazione dell’'acqua (T1, T2,
Tuvl, Tuv2, 11, 12, luvl, luv2, N1, N2, Nuvl, Nuv2)

Per effettuare 'inoculo, le beute sono state pteneemente riempite con 80 ml di terreno costituito
dall'acqua di mare sterilizzata (6 chimicamente eof UV) con aggiunta di 40ul di terreno di
Guillard f/2 (40 ml in 100 I) ed infine 10ul di vitamine. lquantita standard di vitamine (5 pl) é
stata aumentata in modo da favorire la crescitie @dgjhe. Infine sono stati inoculati, in sterilita

20 ml di soluzione madre (4 inoculi pér oculataed altrettanti pef. suecicae perl. galbang.

Le colture nelle beute sono state esposte alla du@lampade al neon da 58 Watt ciascuna ed
areate ininterrottamente inserendo al loro intdenpipetta da 1 ml gia collegata precedentemente
(tramite un tubicino in gomma provvisto di filtroad0,45 micron) alla valvola dell'aerazione
(attivata ininterrottamente).

La nuova concentrazione di partenza delle colttmetes € stata calcolata sia per diluizione che
determinata con la ‘camera di Burker’ (consideradke i restanti ml di ogni madre nelle bottiglie,
sono rimasti esposti alla luce ed a una temperaiut@°-20°C per 24h).

4.2.12 (a) Colture intermedie delle tre specie
Avendo concentrazioni iniziali delle colture magnittosto basse si € optato per un volume starter

delle colture di 100 ml.
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Questo ha consentito di ottenere una maggiore otmrazone delle stesse prima di passare a
volumi superiori; tuttavia dato che tale quant@@ ml) non arrivava a riempire la beuta da 250 ml
fino al punto di restringimento della stessa, foee cosi una superficie di evaporazione elevata
(agevolata dall'aerazione e dall’assorbimento déepdel cotone idrofilo a chiusura della beuta), si
e verificata una evaporazione iniziale delle cetehe in fase di diluizione ha fatto si che si
aggiungessero volumi differenti in base alle siegataporazioni.

Sono state percio diluite le colture portandoleO@ ghl (mantenendo le beute da 250 ml) tramite
semplice aggiunta di differenti quantita di acqtetreno e vitamine, nelle stesse proporzioni
utilizzate in precedenza, a seconda del volume arasm Tutte le operazioni sono state sempre
effettuate in sterilita. In alcuni casi, anche lggita monouso utilizzata per I'aerazione e stata
sostituita, in presenza di cellule algali attacedk® sua superficie.

| volumi da 200 ml non hanno evidenziato problem@\chporazione.

La concentrazione € stata misurata precedentenaflateliluizione, grazie alla camera di Burker
mentre, successivamente alla stessa e stata ¢alewtndo misurato (tramite un cilindro graduato)
la quantita di acqua di mare (sterilizzata chimieata o tramite UV) aggiunta in ogni beuta.

La nuova concentrazione per diluizione si puo daleoavendo a disposizione il volume iniziale
(Vi), il volume finale (Vf) e la concentrazione alg iniziale (Ci). Prima di tutto si calcola il
numero totale delle cellule prese per la diluizide) moltiplicando la Ci x Vi.

A questo punto, il valore della concentrazionelérdi cell/ml sara :

Cf = Nc /Vf

Le colture sono mantenute alle stesse condizioniemiperatura, illuminazione e aerazione delle

colture starter.

4.2.12 (b) Colture intermedie delle tre specie
Trascorsi 10 giorni circa, effettuando un ulteriar@colo della concentrazione algale, date le

concentrazioni sufficientemente elevate le alghmstate trasferite in beute da 500 rfig(4.9).

Si sono prelevati 100 ml per ogni coltura ed inatuh 400 ml di terreno costituito da acqua di
mare sterilizzata (chimica o UV), 2 ml di Guillarki2 e 500 ul di Vitamine, con le medesime
procedure.

E’ stata calcolata la nuova concentrazione conarakr la diluizione 1:5.

Le colture sono state mantenute alle stesse comiizii temperatura e luce, mentre € stata
aumentata leggermente I'aerazione per compensanménto dei volumi di coltura.

Inoltre é stata calcolata la concentrazione e icati lo stato vitale delle colture madri mantenut
alla luce, nelle provette da 5 ml. Le colture masia alla luce che nel frigorifero erano sottopast

periodiche agitazioni per rimettere le cellule asgensione.
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Successivamente sono state sterilizzate 3 beudd@anl, preparate con 160 ml di terreno (acqua
sterilizzata chimicamente + 80ul di Guillard F/28ul di Vitamine) ed inoculate con 40 ml di
colture madri ciascuna (8 provette da 5 ml peratiaeppo). Le beute contenenti le colture dei 3
ceppi algali sono state mantenute alle medesimdizioni di temperatura, aerazione e luce delle
colture starter e non sono mai state supplemedidegreno per tutta la durata della coltura.

Questo allo scopo di costruire una curva di crasttale fino alla fase di senescenza delle tre
specie algali alle condizioni presenti presso ill&dg|.

Le concentrazioni iniziali di tali colture, calctdstramite la camera di Burker erano:

Tetraselmisuecica 30.000 cell/ml
Isochrysisgalbana 186.000 cell/ml
Nannochloropsi®culata  76.000 cell/ml

4.2.13 Colture in bocce di vetro
Dopo 25 giorni dall'inoculo delle colture startegte le concentrazioni sufficientemente elevate (in

seguito ad una verifica della densita cellulareg, effettuato I'inoculo in volumi piu grandi, ovre

in palloni da 51 fig. 4.10).

E’ stata pertanto effettuata una diluizione 1:10eve i 500 ml di coltura (per ogni beuta) sonoistat
inoculati in 4.500 ml di terreno (acqua di maraibgzata con aggiunta di 25 ml di Guillard F/2 e
6,25 ml di vitamine); mantenendoci ancora una votia un rapporto di diluizione piu alto del
classico passaggio di 250 ml di alghe in 4 | dieeo.

Ovviamente, precedentemente a tale operaziondpnpaono stati sterilizzati chimicamente.

Le condizioni di allevamento sono state le medesedeeccezione di una maggiore vicinanza dei
palloni alla luce rispetto alle beute e di una maggaerazione (massima).

Tali volumi sono stati fatti crescere per 27 giorni

Le beute da 250 ml avviate allo scopo di costrlareurva di crescita sono state coltivate per 52
giorni.

Infine le varie specie algali, sono state posizienger tutta la durata della coltura, su piani

differenti dell'apposito scaffale allo scopo ditwe il piu possibile la contaminazione fra i ceppi

4.2.14 Analisi statistica

La significativita delle differenze tra i valori mieosservati durante le varie fasi sperimentalia¢as
valutata con il t di Studentponendo P<0,05 come limite di significativita. particolare si sono
valutati gli effetti del metodo di sterilizzaziongulle crescite microalgali e del metodo di
depurazione biologica sul tenore di nitrati del qheatto.
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4.3  Caso studio: larvicoltura di rombo chiodato Psetta maximaallevato in mesocosmo

4.3.1 Condizioni sperimentali
| cicli di larvicoltura fase di mesocosmali Psetta maximasono stati condotti in duplicato

nellimpianto sperimentale a circuito chiuso del IB&y (Portici, Napoli) (fig. 4.11)mediante la
tecnica dei mesocosmi che e una modificazione deliaica dell’allevamento semi-intensivo,
ovvero un circuito chiuso che prevede un rinnoveazipée di acqua tra il 10° - 15° giorno, in
funzione del rispetto dei seguenti paramets>® ppm e N@< 0,25 ppm.

L’allevamento delle larve (densita di 5 larve/l3tato condotto all'interno di 4 vasche di poliester
rettangolari e con fuoriuscita centrale. Il voluto&le di ciascuna vasca era di 2000 litri.

Le vasche erano dotate di vari punti di aerazione.

Le condizioni di luce prevedono un regime di fotopdo continuo (24 ore di luce) fino alla fine
dello svezzamento, dopodiché il fotoperiodo scend6-18 ore di luce e 6-8 ore di buio.

Per quanto riguarda la qualita dell'acqua, vienlezaata acqua sterilizzata e filtrata auh.

Infine, € importante mantenere la temperaturaawmilia nelle vasche a 18-20°C e una salinita pari
al 35 %o, dove tali parametri risultano essere gogiimali per la coltura larvale.

Naturalmente i parametri chimico-fisici furono viti quotidianamente nelle vasche in cui sono
state condotte le prove di schiusa sono stati: ¢eatpra, pH, ossigeno disciolto e salinita. Con
cadenza settimanale sono state condotte analigsrafptometriche per la determinazione di: NH
NOs; e NGO (fig. 4.12).

4.3.2 Monitoraggio dei parametri di schiusa
Per verificare il corretto funzionamento del modaldoperato per la schiusa delle larvePdetta

maximaé stato condotto, rispettivamente con cadenzadgjiera e settimanale, il monitoraggio dei
parametri chimico-fisici e le analisi spettrofotanehe dell’acqua contenuta nelle vasche.

La determinazione della temperatura & stata effiettmediante I'utilizzo del sensore termico del
pH-metro (HACH sensION 156) e il sensore termictatsimetro (OXYCON), immergendo le
sonde direttamente nelle vaschette di prove dusehi

Il pH e un parametro molto importante, infatti \&ibni di quest’'ultimo esercitano la loro azione
influenzando la capacita degli organismi di assenossigeno.

Inoltre i sali di ammonio (non tossici) si trasf@no in ammoniaca in relazione al pH presente nel
modulo: in condizioni di acidita ( pH < 7) gli iokl" in eccesso andranno a legarsi al’lammoniaca
formando lo ione ammonio (NA), se invece il pH & alcalino ( pH > 7) avremo pn@ponderanza

di ioni ossidrile (OH). Tali ioni legando lo ione idronio del’ammoniasformano quest’ultimo in

ammoniaca.
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La salinita indica il contenuto complessivo di satsenti. Il sale che € maggiormente presente, € i
cloruro di sodio, il quale costituisce il 78% dedalinita totale, seguono i cloruri di magnesio, di
calcio e di potassio, i solfati e i bromuri. Vi gbanche piccolissime quantita di zinco, ferro, copm
nichel, argento e azoto.

La salinita viene espressa in parti per mille edigsurata mediante rifrattometro (Salt Refractomer
Modello 106 ATC prodotto dalla SPER Scientific).

La concentrazione di ossigeno disciolto influemigettamente sia le capacita autodepurative
dell'acqua sia la possibilita di sopravvivenza dethaggior parte delle specie microbiche e non.
L’ossigeno disciolto viene misurato in continuo @mmg di Q/L con un ossimetro OXYCON
prodotto dalla CONNET.

Con cadenza settimanale sono state condotte lsiss@ttrofotometriche, mediante I'utilizzo dello
spettrofotometro HACH DR 2400, che hanno permessauantificazione della presenza dei
seguenti composti: NKINO;s', NO;'.

La ricerca dellazoto ammoniacale & stata deterairgpettrofotometricamente utilizzando |l
metodo del salicilato. Nel test Ammonia Salicyleéenmoniaca libera reagisce con lipoclorito per
formare monocloroammine. Le monocloroammine, a lgodta, reagiscono col salicilato in
presenza di sodio nitro-ferricyanide per formarantminosalicilato. Il sodio nitroprusside agisce
poi come catalizzatore per 'ossidazione del 5-amosalicilato a indosalicilato, un composto di
colore blu. Il colore blu € mascherato dal coloi@lg dovuto all’eccesso di reagente dando un
colore finale verde.

L’intensita della colorazione e proporzionale afiimontare di ammoniaca nel campione. Tale
metodo permette di misurare 'ammoniaca liberamd@ocloroammine.

Il test Ammonia Salicylaté stato condotto seguendo tale protocollo:

2 aggiungere 2,0 ml di campione ad 1 Am Ver Diluesagent Test (questo € il campione
preparato);

2 aggiungere 2,0 ml di acqua libera da ammoniacanaaltto Am Ver Diluent Reagent Test
(questo ¢ il bianco);

2 aggiungere il contenuto di Ammonia Salicylate Redgeowder Pillow ad entrambe le
cuvette;

# aggiungere il contenuto di Ammonia Cyanurate Reagawder Pillow ad entrambe le
cuvette;

2 chiudere bene e miscelare fino al dissolvimenttagelvere.

A questo punto inizia un periodo di reazione dna@uti.

Dopo la fase di azzeramento dello spettrofotometro il campione bianco (libero da ammoniaca)
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si effettua la lettura della concentrazione di aarhmoniacale ad una lunghezza d’onda di 655 nm.
| risultati vengono espressi in mg/l come NHNHs-N.

La ricerca dei nitriti viene effettuata mediantemetodo di diazotizzazione in quanto il nitrito
presente nel campione reagisce con l'acido soi€anper formare un sale di diazonio intermedio.
Questo, a sua volta, si unisce con un acido “craopato” per produrre un complesso colorato di
rosa che é direttamente proporzionale alla quadititétrito presente.

Per risultati piu accurati si determina un valoeg ih bianco usando la stessa procedura con acqua
deionizzata.

Il metodo di diazotizzazione stato condotto secondo il seguente protocollo:

2 Riempire un Test NitriVer 3 Nitrite con 5 ml di camane;

2 Avvitare e miscelare fino al dissolvimento delldyaoe (questo € il campione preparato);

2 Un colore rosa si sviluppera se il nitrito e préeen

J A questo punto iniziera un tempo di reazione din20uti;

2 Riempire un Test N Tube vial vuota con 5 ml di caonp (questo € il bianco).
Dopo aver azzerato lo spettrofotometro con il cam@ibianco (campione non trattato) si effettua la
lettura della concentrazione dei nitriti ad unagl®zza d’onda di 507 nm. | valori sono espressi
come mg/l di N@, NO,-N, NaNQ..
La determinazione dei nitrati € stata effettuateaaerso il metodo della riduzione del Cadmio.
Tale metodologia permette di ottenere una misursilbge. Infatti il cadmio metallico riduce i
nitrati del campione in nitriti; questi ultimi ionfeagiscono in un mezzo salicico con acido
solfanilico per formare un sale intermedio di diaipo Il sale si unisce con I'acido “gentistico” per
formare una soluzione di colore ambrato. Poichiritirrisultano interferire con la determinazione
dei nitrati a tutti i livelli, & stato necessaritfettuare un pretrattamento del campione. Con tale
pretrattamento si neutralizza l'interferenza do\aitaitriti presenti nel campione.

Il metodo della riduzione del cadméostato condotto secondo il seguente protocollo:

2 Trattare il campione goccia a goccia con acqua lwan30 g/l fino a quando una
colorazione gialla persiste;

Aggiungere 1 goccia di Phenol Solution 30 g/l falla scomparsa della colorazione gialla;
Riempire una cuvetta con 10 ml di campione prettait

Aggiungere il contenuto di 1 NitraVer 5 Nitrate Reat Powder Pillow;

L= . "%

Inizia a questo punto un tempo di reazione di lutardurante il quale bisogna agitare
vigorosamente il campione;
J Dopo un periodo di reazione di 5 minuti si svileppuna colorazione ambrata se e presente

il nitrato.
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J Riempire una seconda cuvetta con 10 ml di camg(igunesto e il bianco).
Dopo l'azzeramento dello spettrofotometro si effetta lettura della concentrazione dei nitrati ad
una lunghezza d’onda di 500nm. I risultati sonaess in mg/l in diverse forme chimiche.

4.3.3 Allestimento dei mesocosmi
Le prove di svezzamento larvale defleetta maximaono state condotte nel modulo generalmente

adoperato per I'avannotteria per permettere unaitdedi 5 larve/l ottimale per evitare fenomeni di
cannibalismo.

Il modulo utilizzato é costituito da quattro vasai@scuna con capacita unitaria di 500 litri, detat
di sistemi di troppo pieno, di distribuzione e @ccolta acque con dispositivo di scarico.

Tale modulo e fornito di un proprio sistema dingoio.

Prima dell'allestimento dei mesocosmi le vascheosstate completamente svuotate, lavate,
disinfettate con una soluzione d’ipoclorito di smdi 5% e risciacquate abbondantemente.
Successivamente I'acqua utilizzata per riempireagche € stata prelevata dai pozzi di un’azienda
ittica sita in localita Ischitella (Caserta, It3lian quanto ricca di ammoniaca (circa 5 ppm) ecien
funzionale alla maturazione rapida del filtro bmilm per il trattamento delle acque e del
mesocosmo stesso. L'acqua (salinita 30 + 2 %o), @rin essere introdotta nella vasca, e stata
filtrata con un filtro a cartuccia da 1.

Prima che le larve siano immesse nei mesocosmegcessario controllare che la densita degli
organismi consumati dai pesci abbia raggiunto udablanza sufficiente al loro sostentamento e
che gli organismi zooplanctonici abbiano dimensmonsone all’alimentazione.

Venne garantita una concentrazione fitoplancto@®e@.000 cell/ml. La fioritura fitoplanctonica é
necessaria sia al sostentamento della comunitalamazipnica e quindi delle larve che alla
pigmentazione. La pigmentazione € un processo optralo neuro-endocrino nel quale interviene
fondamentalmente la melanina. Questa € sintetizaafzartire dalla tirosina (Tyr) e dal suo
precursore che é la fenilalanina (Phe): la defiedi Phe o di qualche coenzima della reazione di
formazione di melanina ad essere la causa di utigapigmentazione, che non é indice di minore
qualita.

Le larve (circa 10.000 al momento dell’arrivo), ypeaienti dalla Filiale Acquicola “Insuina” del
Gruppo Pescanova presente nella Galicia (Spagoa state trasportate in taniche di plastica
trasparente inserite in appositi scatoli di paledt con I'accortezza di mantenere la concentrazion
di ossigeno superiore agli 8 mg/l e la temperaduvalori inferiori a 20 °C.

Una volta arrivate, le larve sono state poste nejleattro vasche presenti nel modulo
dell'avannotteria, dove tali vasche sono statetattah mesocosmo.

La copertura dei fabbisogni giornalieri deve caacd due principi opposti, quali:
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1) assicurare la densita ottimale di prede perrfeyta cattura da parte delle larve;

2) evitare che le prede rimangano a lungo nellehagprima di essere ingerite al fine di evitare una
perdita di valore nutritivo.

Le modalita di distribuzione delle prede dipendalatia tecnica di allevamento che normalmente
viene definita in “acque verdi” (mesocosmo) o icdae chiare”.

Nelle acque verdi, in cui coesistono alghe fitoptaniche e organismi zooplanctonici, che si
nutrono delle precedenti, la densita di tali orgamié mantenuta costante. Questa tecnica é stata
adottata nel corso delle prove di svezzamento lerdaPsetta maximanediante I'impiego delle
microalghelsochrysis galbanaAbbiamo adoperattsochrysis galbanger soddisfare le richieste
nutrizionali di acidi grassi essenziali che sondtmelevate (1-2% del totale della dieta) peetta
maximaa differenza delle specie ittiche tradizionali g@gigola e orata.

L’obiettivo e quello di ottenere un minimo di preiatilizzate che rimangano nell’allevamento per
il giorno successivo.

La tecnica in acque verdi, invece, permette di eraate il valore nutritivo delle prede ad un livello
relativamente soddisfacente poiché esse si alimerdantro la vasca: tale fenomeno é vero e reale
per i rotiferi, mentre il mantenimento della qualibutritiva di Artemia salinae assicurata

soprattutto dal tipo di distribuzione che puo essemtinua o frazionata.

4.3.4 |l sistema a ricircolo

4.3.4.1 1l filtro meccanico
Per permettere l'allontanamento del particolatosgotano, costituito essenzialmente da feci e

mangime non consumato, le acque vengono inviatefatadlo della vasca ad una vasca di
sedimentazione primaria.

La presenza di un semplice separatore centrifugsotidi all'uscita diretta della vasca, poco
efficace per la rimozione dei solidi fini, risulmmunque utile in quanto permette di limitare le
operazioni di pulizia.

Dalla vasca di sedimentazione primaria I'acqua &i@oi trasportata alla vasca polmone, dove
mediante una pompa, € inviata ad un filtro mecaaaisabbia che garantisce I'allontanamento del
50-60% del particolato presente nell’acqua di afeento.

Nell'impianto a circuito chiuso del CRIAcq, la stzetel filtro a sabbia piu idoneo e stata effeduat
prendendo in considerazione il peso degli animalil éasso di alimentazione. L’acqua una volta
arrivata al filtro a sabbia, tramite un climatizz&, viene termoregolata e inviata al filtro biatmy
percolatore e al filtro biologico galleggiante ppermettere il completamento del ciclo di

depurazione delle acque.
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4.3.4.2 La depurazione biologica
Il filtro biologico rappresenta il fulcro fondamee della depurazione delle acque in quanto

garantisce una resa di depurazione che si avvatifa - 96 %.
Nell'impianto pilota a circuito chiuso del CRIAcg biofiltrazione € garantita da:

2 un filtro biologico percolatore;

2 un filtro biologico sommerso a letto fluido.
Il sistema a filtro percolatore € un metodo aerabidepurazione. Tale sistema consiste nell’inviare
'acqua di allevamento su un letto costituito danueezo filtrante di adatta pezzatura che nel nostro
caso € rappresentato da spugne di poliuretano ssabioring con rapporto di aimeno 258m.
Il percolatore, inoltre, & aerato controcorrente gmrmettere la liberazione della €@ttraverso il
mezzo filtrante I'acqua percola incontrando I'adlae sale controcorrente per tiraggio naturale.
Questo favorisce la formazione di un film biologiomicrorganismi aerobi sulla superficie stessa
del mezzo, dove tali microrganismi sono deputdf &lasformazione delle sostanze organiche
disciolte. Ed e proprio I'attivita dei diversi beti presenti a garantire il funzionamento del diltr
biologico. | batteri, infatti, si nutrono delle $asze organiche che, grazie ad un processo di
ossidazione, trasformano in altri prodotti ricchedergia che a loro volta servono come nutrimento
di altri batteri. Generalmente, lo sviluppo di talicrorganismi avviene senza intervento esterno
dopo un certo periodo di funzionamento del filtnea & anche possibile ricorrere all'impiego di
speciali prodotti che permettono un rapido svilugjele colonie microbiche con conseguente
abbreviazione dei naturali tempi di crescita batéer
In condizioni di troppo pieno le acque da depungeissano al filtro biologico sommerso a letto
fluido (Kaldnes Moving Bed).
Esso & riempito con materiali filtranti flottantdre densita pari a circa 0,95 g/t un rapporto
superficie/volume pari a 400%m® . Tali mezzi filtranti risultano ideali come suppomer tutti i
ceppi biologici che compiono il ciclo dell'azotoalcrescita batterica avviene infatti grazie alla
presenza di ossigeno, cibo e feci (ammoniaca i@ itnentre il materiale filtrante flottante fosue
la massima superficie per la colonizzazione ddaebgtermettendo la formazione del film biologico
( fig. 4.13)di microrganismi sulla superficie stessa del mezza rigenerazione continua del
biofilm & garantita dal movimento caotico del meZitrante e flottante indotto mediante
I'insufflazione di aria alla base della vasca chsi@ura il distacco dei microrganismi morti.
Tale mezzo filtrante non solo mantiene il biofilnnowane ed efficiente ma allontana anche
I'anidride carbonica.
Il sistema di biofiltrazione permette quindi la Iieaazione del processo di nitrificazione, ossia

dell'ossidazione aerobica dei cataboliti azotatin@oniaca e nitriti a nitrati ad opera di specifiche
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colonie batteriche. | batteri coinvolti nel process nitrificazione, comunemente detti nitrificanti
sono batteri autotrofi chemiosintetici aerobi (batchemiolitotrofici) che ricavano gli elementi e
I'energia necessaria al proprio metabolismo dai fmatrganiche quali lo ione ammonio (fonte di
azoto e di idrogeno), i carbonati e bicarbonatniifdi carbonio), acqua e aria (fonti di idrogeno).

Il processo ossidativo si svolge in due stadi cgmeaccennato precedentemente. Lo ione prodotto,
il nitrato, € uno ione relativamente innocuo e @o@umularsi in acqua senza risultare tossico.
Nonostante cio e importante mantenere la sua ctmazéme al di sotto dei 200 mg/l. Nel momento
in cui la concentrazione dovesse superare il vdiorie, lo ione nitrato pud essere rimosso per
diluizione, con parziale ricambio di acqua, opppez riduzione anaerobica, con trasformazione

dell’azoto nitrico in azoto gassoso ed acqua.

4.3.5 |l protocollo alimentare adottato
Per l'alimentazione larvale dPsetta maxima stato seguito un protocollo specie-specifico che

prevede:

a. rotiferi somministrati dall’'apertura della boccadial 15° giorno dalla nascita;

b. naupli di artemia dal 15° al 20° giorno di vita;

| rotiferi, primo pasto offerto alle larve, son@tstcoltivati adottando il sistema in discontinumec
consiste in successivi inoculi a partire dai cappdre in maniera tale da raggiungere rapidamente
elevate densita. Tali organismi sono stati alimtrtan 4 dosi giornaliere di lievitSaccharomyces
cerevisiag(1l g/1 miliardo di rotiferi) per poi essere arhidg 12 h prima della somministrazione, in
Isochrysis(500 rot/ml, 4000 cdsao/microlitro).

Dal 15° giorno di vita I'alimentazione a base dtifeyi &€ stata integrata aggiungendo naupli di
artemia del ceppo AF ottenuti a partire dalle udvartemia salina.

4.4  L’impianto pilota a circuito chiuso
L’impianto pilota a circuito chiuso, installato gs® la stazione sperimentale di Salerfig.(4.14)

del CRIAcq ( Centro Interdipartimentale di Riceppar la Gestione delle Risorse Idrobiologiche e
per I’Acquacoltura) dell’'Universita di Napoli e ggettato con modelli produttivi per lo sfruttamento
sostenibile ed eco-compatibile delle risorse aajeicampane, € strutturato in diversi moduli,
ognuno dei quali svolge funzioni specifiche ed ha propria autonomia strutturale e funzionale.
L’acqua una volta giunta allimpianto da due cistedi 4000 | poste esternamente in un apposito
container, viene filtrata e pompatéig. 4.15)tramite condutture ai vari moduli, ognuno deilgea
fornito di filtri meccanici, filtri biologici e UV.

Sia i filtri meccanici (fig. 4.16)che quelli biologici variano da modulo a modula seconda delle

esigenze (100 micron, 50 micron o 10 micron);trifpiu fini da 10 micron sono utilizzati nelle fas
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piu delicate di allevamento come la larvicoltura;larve infatti non avendo ancora sviluppato il
sistema immunologico risultano piu vulnerabili.
Le lampade UV montate in numero variabile nei vaoduli hanno singolarmente una potenza di
25 watt a 2000 I/h.
L’impianto risulta formato come segue:

1. Un laboratorio

2. Una avannotteria ed impianto sperimentale per larizaazione maricolturale di specie
marine mediterranee;
Uno schiuditoio per Molluschi Bivalvi;
Una struttura per la produzione massiva di Fitoptlam e Zooplancton;
Un impianto sperimentale per la valorizzazione owdturale di Crostacei Decapodi;

o g bk~ w

Una sala gruppi elettrogeni, pompe e serbatolgstabulazione di grossi volumi di acqua
di mare.
L’avannotteria & progettata in piu moduli:

J stabulazione e condizionamento dei riproduttoritatio di vasche circolari con

volume di 10 m3

J pre-ingrasso.
Il ‘modulo riproduttori’ ( fig. 4.17 a-b)é dotato di un sistema per la depurazione deltpia
effettuata attraverso filtri meccanici (filtro abdsa), biologici e lampade UV, che permettono
'abbattimento delle sostanze organiche, Batt&fires.
Il modulo a ricircolo per pre-ingrasso e costituitm vasche con capacita di 1000 litri ciascufig. (
4.17 c), mentre quello per le prove di schiusa e alimaotee larvale da vasche cilindriche a fondo
conico in vetroresina rivestite di gel isoftalidareentare.
Anche tale modulo € completamente autonomo ed &aldi un proprio impianto di depurazione
delle acque caratterizzato anche questo da unmsisteticolato di filtri meccanici, biologici e
lampade UV.
Il settore di allevamento Molluschi & costituito giaattro vasche, ciascuna con capacita unitaria di
1000 litri (fig. 4.18). L’acqua delle vasche di molluschicoltura subismich’essa un trattamento
mediante filtri meccanici e lampade UV. Anche taledulo € provvisto di filtro biologico.
Il modulo per la riproduzione ed emissione di udv®enaeus costituito da: vasche cilindriche in
PVC per riproduttori a fondo sabbioso, vasche mgtbari in vetroresina per le post-larve e vasche
troncoconiche in vetroresina per I'emissione della. Anche tale modulo € provvisto di filtro
biologico e UV (fig. 4.19).

Il modulo per la produzione @ito- e Zooplanctorg fig. 4.20)e costituito da:
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1. Una scaffalatura in acciaio inox, su cui sono alate beute e palloni di vetro della
capacita di 10 |, illuminata da 5 gruppi di due fade al neon fitostimolanti della potenza
di 58 watt ciascuna;

2. Diversi supporti per sacchi in polietilene costitwa: base di appoggio in vetroresina o
plastificata e supporto di rinforzo verticale a e ferro plastificato €ig. 4.21).
Ciascun sacco e esposto a due lampade al nestinfictdanti montate verticalmente a fianco
al supporto;

3. Zona dedicata alla sterilizzazione chimica dei malieed alla manipolazione delle colture.

Mediante una pompa l'acqua viene inviata a unaeserifiltri a cartuccia, che presentano una

capacita di filtrazione crescente day6 fino ad 1um.
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Capitolo 5

5 Analisi dei risultati e discussione

5.1  Ottimizzazione di colture fitoplanctoniche intasive per applicazioni produttive
ecosostenibili ed ecocompatibili

5.1.1 Organizzazione e gestione delle acque riciitanti: gestione delle acque a “pacchetti”
(quantita definite di acqua ricircuitata differentemente trattata e stoccata per le differenti
necessita del programma produttivo)

Nell’ambito delle linee di ricerca attivate statetekrminato ilpacchettod’acqua trattata da produrre

per ripristinare il medium di coltura per I'ottinziazione delle colture fitoplanctoniche da utilizzar
nei seguenti ambiti:

# Stabulazione e maturazione molluschi bival@rgssostrea gigas, Ostrea edulis, Mytilus

galloprovincialig;

@ Larvicoltura di rombo chiodatd®6etta maximg
| fabbisogni giornalieri di microalghe sono statlaplati dunque per

# l'avviamento e il mantenimento del mesocosmo;

# Tlarricchimento dei rotiferi;

¥ la dieta dei bivalvi in fase di maturazione
Il periodo considerato era di circa 15 giorni, cloerisponde alla fase della larvicoltura svolta ton
tecnica delmesocosmoin cui le larve si alimentarono in un medium dogb da colture
planctoniche (microalghe e rotiferi pre-arriccloibin microalghe.galbang.
Il potenziale pacchetto € stato calcolato consitmaina capacita produttiva massima potenziale di
microalghe [ galbang di 7 *1 cell/ml.

( B
|‘E®ﬂ_ 3 % Fitoplancton per arricchimento Rotiferi

50— 4 % Colture Rotiferi
8 % Fitoplancton per Mesocosmo

13 % Fitoplancton per dieta Bivalvi

Pacchetto L—P&— 21 % Ricambi per pulizia Mesocosmo
1900 |

——&0— 51 % Ricambi per pulizia modulo Bivalvi

\

Fig. 5.1. Fabbisogni specifici di acqua sterile p@isperimentazione (pacchetto)
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Il pacchetto giornalieroffg. 5.1) da destinare alla produzioneldgalbanaera di 126 |, di cui:

& 35,71 litri per ilmesocosmo

# 14,29 litri per I'arricchimento dei rotiferi;

2 60,0 litri per la dieta dei bivalvi adulti.
Per le colture dei rotiferi occorrevano inoltre@alitri di medium sterile pronto all’'uso.
Infine, per la necessita di effettuare la pulizéa ohoduli di allevamento per la rimozione di escret
solidi, organismi morti, ecc. furono preventivaitambi idrici giornalieri del 10 % del volume
complessivo, ovvero:

2 100 litri per ricambi idrici del mesocosmo;

& 240 litri per ricambi idrici del modulo maturaziobavalvi adulti.
Il pacchetto giornaliero complessivo fu di 466ilit pacchetto. Tuttavia, per motivi gestionali
(presenza di un unico modulo di trattamento fisdmegico), i pacchetti di 4 giorni consecutivi
venivano raccolti in una vasca di sedimentaziorreppéer essere poi avviati al trattamento fisico-

biologico. Dunque il pacchetto complessivo ammantirca 1900 litri.

5.1.2 Trattamento meccanico-biologico delle acque ell sistema a circuito chiuso e

Per la filtrazione fisica furono applicati due moolli diversi a seconda della destinazione
dell’acqua trattata:

# larve e fitozooplancton: im;

# stabulazione molluschi: 3@m;
In particolare in tale fase é stata valutata Itedinza della aggiunta di 20 | di scarto di prodogio
della microalgdsochrysis galbanéconcentrazione di 7*facell/ml).

@ con alghe O senza alghe
507 40 40

45 42
40 38

41

35
~ 30 4 28

£ 25 -

o

o
Z 20 - 16

15

10
10 4
54
0 T T T
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23 tempo (ore) e

Figura 5.2. Variazione dei nitrati (ppm) durantetridttamento biologico in presenza e non di alghe
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L’inoculo algale venne eseguito per migliorarefi@énza del modulo di trattamento biologico per
'abbattimento dei nitrati stessifig. 5.2). Senza I'aggiunta di microalghe I'abbattimentoidrati

era praticamente nullo (40 ppm), mentre graziagdjiunta delle alghe e stato possibile ottenere un
abbattimento fino a 15 ppm in 48 ore e 10 ppm i/

Le differenze tra le medie osservate dei nitrapnfp presenti nei due sistemi sono risultate
significative per tempi di trattamento di 24 oreqB,05) ed altamente significative (P < 0,01) dopo
48 e 72 ore.

5.1.3 Colture algali per le finalita produttive prescelte in sistema a circuito chiuso.
Ottimizzazione delle colture fitoplanctoniche in pccoli e medi volumi
In tale fase si sono confrontati due differenti odedi trattamento di sterilizzazione:

# fisico: U.V. per 96 ore;
2 chimico: ipoclorito di sodio (300 ppm) per 24 h 2 are di neutralizzazione (areazione in

presenza di tiosolfato).

Per ciascuna specie algale si e partiti da ‘cegunai conservati in bottiglie da 500 ml, con i qual
sono state costituite ‘colture starter’ (diluited A00 ml, per arrivare a palloni da 5I, passando
attraverso colture intermedie da 250 e 500 minettelo alla fine 12 palloni da 5I, ovvero 4 palloni
per ceppo, divisi in: 2 con acqua di mare stemiazchimicamente e 2 con acqua di mare
sterilizzata tramite U.V..

Ogni step ha richiesto in media dieci giorni per il raggiimgnto della concentrazione ottimale
all'inoculo successivo. La crescita dei ceppi algalggetto della sperimentazione, € stata
monitorata tramite conta eseguita ogni 2 giorni.

Sono state inoltre avviate, a partire dai mede&appi madre’, tre beute da 250 ml, contenenti le
tre differenti specie algaliTetraselmis suecica, Isochrysis galbana e Nannoopkis oculaty, al

fine di costruire le curve di crescita delle sutelespecie, nelle condizioni di laboratorio presenti
presso I'impianto CRIAcq di Salerno.

| prelievi erano indispensabili per verificare lfaanto della concentrazione, dimensioni, statoevital
e di salute delle colture (motilita, presenza gjamismi contaminanti o competitori).

Sono state inoltre controllate periodicamente haperature sia esterne che interne ai volumi di
coltura grazie ad appositi termometri.

Si é potuto constatare che, durante il period@diimentazione, sebbene la temperatura ambientale
calava leggermente durante la notte, le temperateite beute riuscivano a mantenere una buona

media che rimaneva in un range accettabile di 22?-2
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Di seguito sono riportati i risultati delle contel gignificative, completati da figure che permatio

di visualizzare graficamente i dati ottenuti.
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5.1.3.1 Crescita diT. suecica effetto dei metodi di sterilizzazione selezionati

Nel corso della sperimentazione i passaggi delleneodi T. suecicq fig. 5.3) da piccoli a medi
volumi sono avvenuti al 5° (da 100 ml a 200 ml)@alda 200 ml a 500 ml) e al 33° (da 500 ml a 5
[) giorno

Figura 5.3. Crescita algale nel tempo di Tetrasalsuecica (da madre a boccione)

5.1.3.1 T1 Analisi delle differenze tra le concendizioni per singoli volumi
Le tabelle sottostanti, i cui valori sono rappreéagngraficamente, riportano medie e deviazioni

standard (rappresentate sottoforma di barre dr@rmbelle concentrazioni dietraselmissuecica

(nelle due modalita di sterilizzazione dell'acquagruppate per i differenti volumi.

0 100000 60000 0 60000 0

5 200000 313700 60387 238404) 33093

Figura 5.4.Concentrazioni di T. suecica in volumcdltura di 100 e 200 ml
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La crescita in questa prima fase é stata signifi@atente migliore (P < 0,05) ai tempi §d. 5.4) e
9 (fig. 5.5) nelle colture in medium sterilizzato chimicamerDal 15° giorno in avanti fino alla
cessazione della coltura si € osservata la tendemcentrazioni piu elevate nelle coltureTdi

suecicain medium sterilizzato fisicamente.

9 500 537000 250000 30000( 56568

15 500 1356000 639225 1420000 280284
20 500 1960000 424264 2153210 348929
26 500 2620000 311127 3078000 313955

Figura 5.5. Concentrazioni di T. suecica in voluncoltura di 500 ml

33 5000 3033000 136669 3464570 232638
36 5000 4170000 127279 43500(IO 170711
50 5000 4533500 147374 46640(IO 1470748

Figura 5.6. Concentrazioni di T. suecica in voluicoltura di 5I
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Per tempi di coltura di 26 giorni in beute da 500(rfig. 5.5) e 33 giorni in boccioni da 5 If(g.
5.6) le colture allevate su terreno sterilizzato caggi U.V. avevano concentrazioni nettamente
superiori. Infatti le differenze tra gli effetti déue metodi sulle concentrazioni Ti suecicaerano
significative rispettivamente per 0,01 < P < 0,05 € 0,01.

Tuttavia nella fase finale della colturdig. 5.6) tali differenze non sono risultate statisticaneent
significative.

5.1.3.1 T2 Curva totale di crescita diretraselmis suecica
Nella figura 5.7 sono riportate le concentrazioni ottenute in voluai250 ml avviati in parallelo

alle colture giunte a 5 | al fine di costruire wnava di crescita di controllo alle condizioni peas

al CRIAcq di Salerno e partendo dalle soluzioni mad

Teraselmis suecica
y=-11205x + 554344x - 639876

R?=0,9617
8.000.000

7.000.000
6.000.000
5.000.000

4.000.000 / \
3.000.000 7 N\

2.000.000 y v
1.000.000 7/
0 - ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ : ‘
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

concentrazione (cell/ml)

giorni

Figura 5.7. Curva di crescita (valori osservati &eri stimati) di T. suecica

Come € possibile constatarEetraselmis suecicha avuto una crescita esponenziale fino ad un
massimo di concentrazione di 7.040.000 cell/ml 2@&rng dopo [linoculo delle beute.
Successivamente si ha un leggero calo della comzeme rientrante in una fase statica di circa 7
giorni seqguita dalla fase di senescenza. Tale aed@mrisulta conforme con le tempistiche degli
inoculi effettuati nelle colture oggetto di sperm&zione. Infatti tali inoculi, necessari al paggag
delle colture in volumi via via maggiori, sono stffettuati in media ogni 10-20 giorni, a seconda
dei volumi, ovvero a meta della fase di crescif@goesnziale, quando le colture sono nel loro pieno

vigore.
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5.1.3.2 Crescita disochrysis galbanaeffetto dei metodi di sterilizzazione selezionati

Nel corso della sperimentazione i passaggi dellei@odil. galbana( fig. 5.8) da piccoli a medi
volumi sono avvenuti al 2° (da 100 ml a 200 ml)5alda 200 ml a 500 ml) e al 37° (da 500 ml a 5

[) giorno

Figura 5.8. Crescita algale nel tempo di Isochrygédbana (da madre a boccione)

5.1.3.2 I1 Analisi delle differenze tra le concen#zioni tra singoli volumi

Le tabelle sottostanti, i cui valori sono rappreéagmgraficamente, riportano medie e deviazioni

standard (rappresentate sottoforma di barre drermdelle concentrazioni dsochrysis galbana

(nelle due modalita di sterilizzazione dell’acquaggruppate per i differenti volumi.

0 100

306000

0

306000

0

2 200

845000

202233

89540(

20845

>

Figura 5.9. Concentrazioni di I. galbana in voludiicoltura di 100 e 200 m|
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5 500 4540000 499066 3822500 842013

9 500 7350000 1030504 7880000 1468915
12 500 10800000 848528 123000p0  16669D5
15 500 13500000 2024264 164000p0 3505382
27 500 1952000 207293%  226500p0 3879037

Figura 5.10. Concentrazioni di I. galbana in voludiicoltura di 500 ml

37 5000 22340000 26575000 4126524
54 5000 26750000 217193') 28850000 3313351

Figura 5.11. Concentrazioni di I. galbana in voludhicoltura di 5I

Dai dati rilevati emerge che le coltureldgalbang in acqua sterilizzata tramite U.V. manifestano,
per tutti i tempi di controllo {ig. 5.9-5.10-5.11), tranne che al 5° giorno in beute da 500 rfind).
5.10 ), la tendenza ad avere concentrazioni superispetto alle colture allevate in acqua
sterilizzata chimicamente, tuttavia le differenzamaggiunsero mai il limite di significativita (P
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0,05).

5.1.3.2 12 Curva totale di crescita disochrysis galbana
Nella figura 5.12.sono riportate le concentrazioni digalbana ottenute in volumi da 250 ml

avviati in parallelo alle colture giunte a 5 | aid di costruire una curva di crescita di contralle

condizioni presenti al CRIAcq di Salerno e parteddtle soluzioni madri.

Isochrysis galbana y=-43548X + 2E+06x - 5E+06
R?=0,6862

40.000.000
= 35.000.000
% 30.000.000
% 25.000.000
S 20.000.000 \
© 15.000.000 o
£ 10.000.000 -
§ 5.000.000
° 0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
giorni

Figura 5.12. Curva di crescita (valori osservatvalori stimati) di |. galbana

Come e possibile constatare dal grafico, alle coodi ambientali dell’allevamentdsochrysis
suecicaebbe una fase esponenziale che termino intor@6abiorno dall’inoculo, raggiungendo
una concentrazione massima di 36.864.000 cell/mkccé&ssivamente si ebbe una caduta a
16.650.000 cell/ml e una fase stazionaria di 1#ngiohe precedette la fase di senescenza della
coltura. Alcuni autori riportano in tale fase un picco netleoduzione algale, seguito da piccola
caduta prima di stabilizzarsi alla successiva &aeionaria.

Tale andamento risulta conforme con le tempistabbgli inoculi effettuati nelle colture oggetto di
sperimentazione. Infatti gli inoculi delle coltudalle beute di 500 ml (fase principale del ciclo) a
boccioni da 5 | superiori furono effettuati il 2¢fiorno ovvero ancora nella fase di crescita

esponenziale, quando le colture sono nel loro pugyare.
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5.1.3.3 Crescita dNannochloropsis oculataeffetto dei metodi di sterilizzazione selezionati

Nel corso della sperimentazione i passaggi dellei@di Nannochloropsi®culata( fig. 5.13) da
piccoli a medi volumi sono avvenuti al 2° (da 100an200 ml), al 5° (da 200 ml a 500 ml) e al 37°

(da 500 ml a 5 1) giorno.

Figura 5.13. Crescita algale nel tempo di Nannocbpsisoculata (da madre a boccione)

5.1.3.3 N1 Analisi delle differenze tra le concerdzioni tra singoli volumi

Le tabelle sottostanti, i cui valori sono rappreéagmgraficamente, riportano medie e deviazioni

standard (rappresentate sottoforma di barre dir@rrdelle concentrazioni dNannochloropsis

oculata(nelle due modalita di sterilizzazione dell'acquaggruppate per i differenti volumi.

0 100 1.038.000 0 1038000, 0
2 200 2.500.000 300900 530000p 721249
9 200 29775000  130253( 609000p 15697717

Figura 5.14. Concentrazioni di N. oculata in voludnicoltura di 100 e 200 ml
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Diversamente da quanto rilevato per le coltureedalire due microalgh&annochloropsis oculata
mostro in modo piu evidente gli effetti del metodp sterilizzazione del refluo sulla crescita
colturale fitoplanctonica.

In particolare per i piccoli volumi da 100 e 200 (rfig. 5.14) e medio-piccoli da 500 ml fino
all'eta di 20 giorni (fig. 5.15) le differenze erano altamente significative(P,01).

15 500 142426 1106066
20 500 12.475.00p 304267¢  191150p0 4130616
27 500 20.395.00p 1590990  332450P0 3740595

Figura 5.15. Concentrazioni di N. oculata in volugnicoltura di 500 ml

34 5000 | 50.000.00p 813137]  623350p0 9969093
37 5000 | 89.505.00p 514177p 9119500 6356890
51 5000 | 101.500.0§0 919238p 104280400 9503515
54 5000 | 136.500.0§0 19091843 139500900 10606602

Figura 5.16. Concentrazioni di N. oculata in voludnicoltura di 5I
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Ai tempi di 27 e 34 giorni, per le colture da 500(nfig. 5.15) e 5 | (fig. 5.16) rispettivamente le
differenze furono ancora significative (0,81P < 0,05), ma nei volumi medi (boccioni da 5 I) da
subito, fermo restando la maggiore concentrazioglke dalghe cresciute su medium sterilizzato

fisicamente, le differenze si annullarono quasitd#b.

5.1.3.3 N2 Curva totale di crescita dNannochloropsis oculata
Nellafigura 5.17sono riportate le concentrazionildi oculataottenute in volumi da 250 ml avviati

in parallelo alle colture giunte a 5 | al fine dbstruire una curva di crescita di controllo alle

condizioni presenti al CRIAcq di Salerno e parteddte soluzioni madri.

Nannochloropsis oculata y=-180412 + 1E+07x- 4E+07

R?=0,8858
160.000.000 -
< 140.000.000 s
= 120.000.000 .7®<
< 100.000.000
£ 80.000.000 y
o
& 60.000.000 ( \\
S 40.000.000 74
£ 20.000.000 - "
© 0 (= X : : : : |
0 10 20 30 40 50 60

giorni

Figura 5.17. Curva di crescita (valori osservatvalori stimati) di N. oculata

Come € possibile constatare daflgura 5.1 alle condizioni di allevamento programmate,
Nannochloropsiculata ha avuto una crescita esponenziale terminata ‘agit®no dall’inoculo

con un picco di concentrazione cellulare (120.280@l). Successivamente la concentrazione
continuo ad aumentare anche se molto lentameates{zione tra la fase esponenziale e stazionaria)
fino ad un massimo di 144.000.000 cell/ml (43° ga)r seguita dalla fase di caduta della coltura.
Anche se tale curva presentdo un andamento atipicta tenere presente che, benché le curve di
crescita abbiano un andamento suddiviso in trepiascipali, tali curve possono variare a seconda
delle condizioni specifiche di allevamento.

Comunqgue tale andamento risulta conforme con I@isgiohe degli inoculi nelle colture oggetto di
sperimentazione: questi furono effettuati dopo 139egiorni (a seconda dei volumi), ovvero

durante la log fase, ovvero nel pieno vigore regpivo cellulare.

Nonostante una tendenza generale verso una cresptxiore delle colture algali nel mezzo

sterilizzato tramite raggi U.V., statisticamentgrsiicativa per la maggior parte del ciclo di
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Nannochloropsis oculategper le altre due specie complessivamente non state rilevate molte
differenze significative tra le colture in acquargizzata con il metodo chimico (300 ppm di
ipoclorito di sodio) e con il metodo fisico (96 du¥/).

Per tale motivo i raggi U.V. sono sicuramente unara alternativa alla classica sterilizzazione
chimica dell'acqua utilizzata nelle produzioni digaoprattutto considerato che I'obiettivo é
operare in sistemi totalmente chiusi.

Cio e ancora piu importante negli impianti a citowhiuso per vari motivi:

2 evitare ulteriori costi di gestione (candeggin#&edlfato);

J recuperare il tempo che il personale dedica allecemure di sterilizzazione chimica
dellacqua,;

# i raggi U.V. risultano molto pratici e sicuri poiehdanno la possibilita di avere a
disposizione, in continuo, acqua da destinare @leure algali, senza dover attuare, piu
volte nella stessa giornata, le procedure pereldligzazione chimica e I'allontanamento del
cloro residuo, eventi dipendenti dall'impiego dogotti chimici.

Data la stretta dipendenza del sistema a circuifaso dall’energia, € auspicabile un ulteriore
sforzo per l'ottimizzazione delle produzioni fit@pictoniche, quale I'impiego di fonti energetiche
alternative e rinnovabili (sistemi fotovoltaici ol&i) accoppiate a nuove tecnologie che riducano |

esternalita negative e siano cosi ecosostenibgicedompatibili.

5.1.4 Ottimizzazione protocolli di sterilizzazioneper i grandi volumi e valutazione dei
parametri microbiologici
In tale fase si e eseguita I'applicazione dei proliodi sterilizzazione, precedentemente testaiti s

piccoli e medi volumi, per produzioni di biomassgadi su scala pilota. In tal caso venne seguita la
crescita in grandi volumi (fotobioreattori flesdilin PE) dil. galbang in quanto € la microalga piu
ampiamente utilizzata sia nella molluschicoltura cdelle larvicoltura di specie ittiche e non solo.
Poiché non vi furono differenze significative tra krescite microalgali sui due medium
differentemente sterilizzati, si stabili di riutiiarli entrambi e aggiungerne altri due misti ¢fisit
chimico). Alla base di questa decisione vi furone dnotivazioni di ordine gestionale:
2 man mano che le lampade U.V. vengono utilizzatpptenza di sterilizzazione diminuisce
fino ad annullarsi tra le 10.000 e le 20.000 oreutilizzo (i produttori consigliano il
cambio dopo 10.000 ore di funzionamento);
& ['utilizzo di ipoclorito alla concentrazione di 308m aumenta i rischi di bioaccumulo
negli organismi, considerando il fatto che si éistedi operare in sistema a circuito chiuso
e su grandi volumi.

Per tal motivo si decise di congiungere le due dietee provando due tempi diversi di
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sterilizzazione con raggi U.V. combinati con uritaemento chimico piu blando (100 ppm).
Nel corso della seguente fase furono cosi conftiorgaguenti 4 protocolli di sterilizzazione:
l. 24 ore 300 ppm ipoclorito + 12 ore neutraliz. (=036 chimica)

. 96 ore U.V.

lll. 48 ore U.V.+ 36 ore chimica (100 ppm)

IV. 96 ore U.V.+ 36 ore chimica (100 ppm)
Le valutazioni microbiologiche dell’acqua furonoegsite a vari stadi del trattamento e furono
determinate le curve di crescita diochrysis galbanacoltivata in grandi volumi nel medium
diversamente trattato. | parametri microbiologienuaero analizzati col metodo dell'inclusione in
PCA.
Con il trattamento fisico si raggiunsero le 5 + B@Jdopo 96 ore fig. 5.18). La sterilita completa
(0 UFC) veniva raggiunta con i protocolli | (24 prdll (84 ore) e IV (132 ore).

B UFC tempo O | 24 ore m 48 ore o 72 ore W96 ore

1000 ~

800 -

600 -

400 +

200 -

(300 ppmCl) 11 (96h UV) 1l (48h UV+100 ppmCl) IV (9 6h UV+100 ppmCl)

Figura 5.18. Variazioni della carica batterica iarizione del tempo e dei diversi metodi di

sterilizzazione

Si e dunque seguita la curva di crescita dell’dgehrysis galbandino al plateau, ovvero fin oltre
la fine della fase esponenziale.

In termini di massima concentrazione cellulare naigig (fig. 5.19), non vi furono differenze
significative tranne che nelle fasi iniziali tranetodi | e 1l (migliore) e in alcuni controlli inteedi
nel confronto tra il Il (migliore) e IV. Tra i protolli Il e 1l non vennero mai riscontrate differze
significative.

Inoltre col protocollo | veniva raggiunta la contezione di circa 9,5 + 1,5 * £aell/ml dopo 9
giorni di coltura in un fotobioreattore da 100 kemdo da circa 1,0 * £aell/ml, mentre i restanti

protocolli raggiungevano concentrazioni simili aomgiorno di ritardo.
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curve di crescitadi I galbana in grandi volumi
115 4
9,5 1
1,5 1
E
= 55
E
3,9
1,51
0,5 -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
—1- 96 ore: metodo (Agar) —4— 24+ 12 ore (300 ppm)
~0-48U.V. + chimica (100 ppm) —k—96 U.V. + chimica (100 ppm)

Figura 5.19. Curve di crescita di I. galbana in fione dei diversi metodi di sterilizzazione

l. galbana tempo di gestione (d)

Protocolli di sterilizzazione . _
max conc. empo (d) [sterilizzazione + coltura)

Fig. 5.20. Tempo di gestione di I. galbana in bakeetodo di sterilizzazione

Considerando i dati esposti ndligura 5.2Q possiamo affermare che:
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l. Sebbene i tempi di gestione (tempi di trattaraehtsterilizzazione + tempi di crescita) della
coltura siano i piu brevi, il trattamento con ipm@o di sodio alla concentrazione di 300 ppm per
24 h + 12 ore per la neutralizzazione (36 ore ptadmporta un utilizzo eccessivo di ipoclorito di
sodio che non e una pratica che rispetta il prinaiell’ecocompatibilita. La prova e stata compiuta
per valutare eventuali vantaggi significativi chief@ssero verificati in termini produttivi. Tali
benefici perd non si realizzarono, infatti la criesalgale era in linea con quella degli altri
protocolli in termini di concentrazione massimagiagta, ma tale obiettivo veniva raggiunto con
almeno 24 ore di ritardo

Il. Il trattamento con U.V. per 96 ore garantieanpi di crescita piu rapidi. La mezza giornata
in piu necessaria per la gestione integrale debpodlo era ampiamente ripagata dalla possibilita d
svincolarsi dall'impiego di sostanze chimiche istemi a circuito chiuso;

[l Il trattamento congiunto breve ha dato i prew tempi di gestione, garantendo un livello di
concentrazione di biomassa simile a tutti gli ghatocolli e il ricorso a prodotti chimici in misa
molto pit blanda. E sicuramente una valida altéraatl metodo fisico durante lo stadio di
decadimento della potenza di sterilizzazione datigpade U.V.;

IV.  Tale trattamento aggiunse soltanto 48 oreatiamento U.V. (con i costi che ne derivano), a
fronte di nessun vantaggio in termini di crescitaecita,

Considerando i risultati positivi ottenuti, sia termini di velocita di crescita che di biomassa
prodotta, si & stabilito di applicare la metoditach di produzione di. galbanada reflui trattati
nella seconda parte della ricerca.

Il caso studio affrontato, la larvicoltura Bsetta maximae estremamente importante in quanto il
successo di una produzione ittica e fortementendipete dal tasso di sopravvivenza delle larve
nelle prime fasi di allevamento (pre-svezzamertbg a sua volta e fortemente condizionata dalla
disponibilita di zooplancton, ma soprattutto fit@mptton sia in termini di qualita che quantita.
Grazie a questi risultati, ovvero alla possibitiigorodurrel. galbanaa concentrazioni di circa 9,5 *
10 ® cell/ml, il solo pacchetto da destinare quotidiarate alla produzione algale in un impianto
pilota a regime (larvicoltura + molluschicoltura)yroe descritto precedentemente, calo da 126 | a 93

|, ovvero del 27%.
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5.2  Caso studio: larvicoltura di rombo chiodato Psetta maximaallevato in mesocosmo

La sperimentazione si € posto I'obbiettivo di indivare le modalita di svezzamento larvale di
Psetta maximaall'interno di un impianto a circuito chiuso. Lacgole larve, circa 10.000 al
momento dell’arrivo, provenivano dalla Filiale Acgoila “Insuina” del Gruppo Pescanova (Galicia,
Spagna) dovesetta maximaappresenta una delle principali specie itticlhevale.

Lo scopo era allevare le larve (densita 5 landdluna taglia iniziale di 3 mm e peso pari a @2-
mg fino alla fase di passaggio dall’alimentazionerotiferi (fase dipendente dalla biomassa
fitoplanctonica) a quella ad artemie.

Per tutto il tempo della sperimentazione fu esegilitnonitoraggio ed il controllo dei parametri
chimico-fisici (fig. 5.21) quali temperatura ambientale, salinita, pH, amiaa) nitriti e nitrati.

Fig. 5.21.Valori medi e deviazione standard denpipali parametri chimico-fisici considerati

Per soddisfare i fabbisogni nutrizionali di acidagsi essenziali, molto elevati per le larvé’detta
maxima sono state utilizzate le microalghe brune degllecgelsochrysis galbanaTali microalghe,
addizionate al mezzo acquoso del mesocosmo, somiteseome nutrimento per i rotiferi,
organismi zooplanctonici di cui le piccole larveseno cibate dal 4° fino al 15° giorno di vitéd.
5.22). Le microalghe sono state prodotte con terrémiottura ricircuitati e sterilizzati con raggi
U.V. secondo le modalita selezionate nelle fascgdenti della ricerca. Anche i rotiferi furono
allevati in acque ricircuitate e sterilizzate setmfe stesse modalita.
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rotiferi
naupli

metanaupli

Alimentazione

mangime

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Giorno

Figura 5.22. Dieta di Psetta maxima nei primi stddvita

| rotiferi inoculati per I'avviamento del mesocosrdig. 5.23) furono circa 2000/larva e quelli
integrati durante il mantenimento del mesocosm® stati circa 9600/larva mediamente presente
nel corso dei 15 giorni. Il valore di 11600 rotarsoddisfa ampiamente i fabbisogni contemplati in
letteratura di 10000-12000 rotiferi/larva nel codwl’intera fase dmesocosmall successo delle
produzioni zooplanctoniche fu legato ad un altracesso, ovvero l'ottenimento di produzioni
algali in sistema a circuito chiuso. Grazie alletodeche applicate in tale caso studio fu possibile
integrare le oltre 1,5 *18 cell/ml dilsochrysis galban@on meno dei 35,71 I/d e precisamente con
27,14 | (-22%).

Mesocosmo

Artemia
(naupli/larva)

Fig. 5.23. Valori medi e dev. st. dei principalirpmetri chimico-fisici considerati
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Le larve di rombo erano misurabili dal 10° giorha.lunghezza al 15° giorno era di circa 6-7 mm.

100,0%

100,0% - 87,9%

85,6%
90,0% +
74,4%
80,0% -

70,0% ~

sopravvivenza

Fig. 5.24. Sopravvivenza (%) di larve di Psetta imaxdurante la fase a mesocosmo

Alla fine dei primi 15 giorni di vita (mesocosmommto) la sopravvivenza delle larve di rombo si &
attestata al 74 %fig. 5.24).

L’'impianto pilota sperimentale a circuito chiusal érattamento a pacchettilelle acque reflue si
dimostrarono affidabili dal momento che le concanyni di ammoniaca, nitriti e nitrati si
mantennero sempre costantemente basse per tuttaludata della sperimentazione. La
concentrazione dei parametri chimici monitorati rfem mai superato i limiti di tossicita, anche
durante la fase di alimentazione, a dimostrazioeadparticolare efficienza del sistema di
trattamento a pacchetto adoperato per rigener@rgua da reintegrare nel sistema a circuito chiuso.
Anche le larve di rombo si sono ben adattate glianto sperimentale a circuito chiuso. Le larve

sopravvissute si sono ben sviluppate dal momen® mbn presentavano evidenti segni di

malformazioni e/o deformita apparenfid. 5.25).

Figura 5.25. Immagini di larve di Psetta maximatsate dopo 10 (sinistra) e 20 '(destra) giorni.

Nelle colture intensive il rinnovo dell'acqua € tono fin dall'inizio dell'allevamento larvale. In
tali colture si utilizza una densita larvale paril@ larve/l, mentre ilmesocosmda consentito

l'utilizzo di una densita larvale pari a 5 larvedl garantendo una sopravvivenza piu alta. La
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percentuale di sopravvivenza e simile ai valororigti in letteratura per larve allevate in impiaant
circuito chiuso: 80 %.

L'applicazione del sistema drattamento a paccheti la determinazione delle sue dimensioni
durante la prima fase permise di effettuare legmazoni idriche giornaliere per la pulizia
guotidiana del mesocosmo rispettando il quantibgpirevisto di 100 .

La scelta del trattamento dipende da obiettivi mhet@ati sulla base di considerazioni economiche e
ambientali. In sistemi intensivilow-through il trattamento dellacqua € normalmente limitato
all'areazione / ossigenazione e rimozione dei sohlle hatchery e nursergon sistemdlow-
through vi sono ampie variazioni nella qualita dell’acquhe diventa cosi difficile da controllare
Per contro, sistemi a ricircolg includendo biofiltrazione e sterilizzazione ingagta ai processi
menzionati sopra (Piedrahita, 2003), forniscononadiumdi allevamento costante e controllabile.
Gli scambi di calore, con conseguenti sprechi estanig nei sistemi a ricircolo possono essere
ridotti al minimo: il risparmio energetico nel rAdamento necessario per la produzione di 1 g di
avannotti corrisponde a circa il 50% del costorddpizione di avannotti nelleursery flow-through
(Blancheton, 2000).

Il sistema ditrattamento a pacchetper il recupero delle acque reflue (apparentemesgiste)
offri 'opportunita di ottimizzare il sistema a cirito chiuso (per quanto concerne consumi idrici e
produzione di reflui) sia per le produzioni fitoptaoniche che per quelle zooplanctoniche, larvali e
di bivalvi, tutte strettamente dipendenti dallenpesi
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Capitolo 6
Conclusioni

L’ottimizzazione delle colture fitoplanctonichealhate in grandi volumi ci porta a concludere che:

- L’organizzazione per la gestione dei differenti mibalel sistema a circuito chiuso degli
impianti pilota del CRIAcq, basata sul calcolo asb di quantita definite (pacchetti) di acqua
ricircuitante, ha consentito di programmare glementi e le produzioni con evidente precisione per
l'intero arco della ricerca. Cio e strategicamemgportante per il trasferimento tecnologico al
settore privato dell’acquacoltura.

? Il trattamento meccanico-biologico é stato benafidalla presenza nei reflui di alghe che
hanno permesso I'abbattimento dei nitrati senzadispti tecnici quali denitratori anaerobici o
diluizione con altra acqua proveniente dall’esterno

) Nonostante una tendenza generale delle colturé algaescere maggiormente nel medium
proveniente dal pacchetto sterilizzato col metad@d o congiunto, le differenze con il metodo
fisico non sono sempre supportate da significatistatistica sia sui piccoli e medi volumi che sui
grandi. In considerazione dell'ecosostenibilita ell’dcocompatibilita, si preferi svincolarsi
dall'uso, anzi dall’abuso di prodotti chimici. Ltatita sperimentale pilota si orientd sull’'uso
esclusivo dell’U.V. per i grandi volumi, sebbeneniktodo congiunto sia una valida alternativa.

2 La larvicoltura diPsetta maximaa circuito chiuso € stata possibile grazie alizgp di
fitozooplancton allevato con acque ricircuitardittate a pacchetti.

La valorizzazione delle specie acquatiche autoctomeliante una gestione responsabile delle
risorse idrobiologiche e I'adozione di modelli puttivi per una acquacoltura ecocompatibile ed
ecosostenibile € possibile attraverso I'introdugiatel metodo di trattament pacchettiper il
riutilizzo dei reflui del sistema a circuito chiussmche nelle fasi piu delicate e strategiche
dell'allevamento, ovvero schiusa, fito-, zoo- evieolture fino ad almeno il preingrasso, anche
lontano dalle coste e indipendentemente dalla pitissi di approvvigionamento idrico, con il
successivo trasferimento per I'ingrasso in sistdin@llevamento off-shore sommergibili. Tutto cio
ridurrebbe drasticamente il conflitto per lo sfamitento della risorsa acquatica con le altre aitivit
produttive e/o ricreative in ambito marino-costiero

Le prime prove di schiusa ed allevamento larvalePdetta maximacondotte nella regione
Campania hanno permesso di mettere a punto Ilggbasin modello di sviluppo per I'allevamento a
circuito chiuso e a ciclo integrato (principi delfosostenibilita e del’ecocompatibilita) Bsetta

maxima(valorizzazione delle risorse autoctone).
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Allegato Figure e Tabelle
Capitolo 1. Introduzione
70

Ambiente

1 0| o
Produzione Societa

Figura 1.1. Diagramma a triangolo equilatero perralizzazione della logica di sviluppo

sostenibile attraverso I'ottimizzazione dinamicstsmica
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Figura 1.2. Rete trofica acquatica:l'acquacolturanta di imitarla in ambiente confinato a fini

produlttivi sia in modo estensivo che intensivo
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1= Primary clarifiers

2= Activated sludge vessels
3 = Final clarifiars

4 = Chiorination vessels

Figura 1.3. Schema di un tipico impianto industeiai trattamento dei reflui

Assimilatory
nltrate_ Nitrification
reduction (Nitrobacter,

Nitrococcus
Denitrification )

(Many genera)
Pseudomonas
denitrificans
Anammox
process
Organic N < N, + Nzo/ NO;"
N, fixation

— Geobacter metallireducens

(Azotobacter, Clostridium,
Desulfovibrio

photosynthetic bacteria)

(Many genera)
Clostridium
L Nitrification
Dissimilation .
and Mineralization (Nitrosomonas,
Nitrosococcus)

NH,"*
Figura 1.4. Ciclo dell'azoto. La nitrificazione aewne in condizioni aerobiche, mentre la
denitrificazione avviene in condizioni anaerobiche
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Figura 1.5. Allevamento larvale di Psetta maximaléstra) all'interno di vasche di poliestere con

scarico centrale ed in presenza di fito- e zooplandgtecnica del mesocosmo) (a sinistra)

Ordine: Pleuronettiformi

Famiglia: Scoftalmidi

Classe: Actinopterigi

Colorazione: lato sinistro bruno-verde o giallo-bruno spesso macchiato; lato destro liscio €
privo di pigmentazione

Pinne: presenta due pinnette, una dorsale, I'altraentrale
Squame: E privo di squame ma dotato di tubercoli ai
Denti: piccoli e affilati, disposti in varie serie
Lunghezza: puo raggiungere oltre 1 m
Peso: fino ai 12 Kg

Diffusione: comune nel Mediterraneo, nel Mar Nero enel’Oceano Atlantico

Demersale, vive su fondali sabbiosi e ghiaiosi, amha profondita tra i 25 e gli 80 m

Specie euriterma ed eurialina, in grado di tollerae temperature comprese trai 5 e i 25°C e d
sopravvivere in acque con salinita variabile tra L0 e i 40 mg/I

Ha comportamento bentonico, ma nell'intorno di 10km

Figura 1.6. Scheda descrittiva delle principali atteristiche del rombo chiodato (Psetta maxima)
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|

S

* Uova in fase di schiusa Larva al 2-3° giorno di vita

Larva al 5-6° giorno di vita

Larva di Psetta maxima al 1077 mm
40-45 ° giorno
Larva al 8-15-20° giorno di vita

Figura 1.7. Stadi di crescita larvale di Psetta rimax

Figura 1.8. Rotiferi ( Brachionus plicatilis) ed ##mia salina
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Capitolo 2. Stato dell’arte

Figura 2.1. Esempio di sfruttamento della biofitrane assimilativa vegetale per scopi produttivi

con riduzione del carico inquinante del refluo.

Fitoplancton

Zooplancton
Brachionus plicatilis Mytilus galloprovincialis
Artemia salina Ostrea edulis
(arricchimento) Pecten jacobaeus
Crassostrea gigas
_— (larvicolture e maturazione riproduttori)
esci

Psetta maxima
Sparus aurata
Dicentrarchus labrax
(larvicolture)

Figura 2.2. Catena trofica nei processi di produmali specie acquatiche marine come pesci e
bivalvi di elevato interesse commerciale
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Figura 2.3. Fotobioreattori ad illuminazione artfale (indoor) e naturale (outdoor) e coltivazioni

massive in bacini all'aperto.

—

Genere Specie Colore Concentrazione (cell/m|) Tagl(um)
Chaetoceros calcitrans marrone 5x 10° 4-5
Chaetoceros gracilis marrone 5x 10° 7-30
Thalassiosira | pseudonanal marrone 5x 10° 12-40
Skeletonemas | costatum marrone 3x10° 5-8

Phaeodactylum | tricornutum marrone 5x 10° 8
Isochrysis galbana bruno 17-70 x 1¢P 3-4

Pavlova lutheria bruno 15 x 10° 2-3

Tetraselmis suecica verde 2-5x 10° 8-10
Dunaliella fertiolecte verde 2 x10° 8-10
Nannochloropsis|  oculata bruno-verde 90-120 x 10 2-3

Tabella 2.1. Concentrazioni cellulari raggiungibila alcune tra le piu diffuse specie algali

Animals

True Fungi
{Ewmycota)

|

coltivate in allevamento intensivo

— Metazoa

— Myxozoa

Choanoflagellates

Zygomyoceies
Ascomycetes
Basidiomycetes
Chytridiomycetes

Land plants

Green algae
(Chicraphyta)

Cryptomonads

Stramenopiles
iformerty

heterckonts or
chrysophytes)

Alveolates

Red algae
(Rhodophyia)

Golden-brown and
yellow-green algae
(Chnesaph yia)

Hanthophytes

Brown algas
(Phaesophyta)

— Diatoms

Water molds

Ciliates
Colponama
Dinoflagellates
(Pyrifroninta)
Haplospondia
Apicomplexa

Cellular slime molds

|| Slime Maolds

EVOLUTIONARY ADVANCEMENT OF THE EUCARYOTES

| Entamoebas

Acellutar slime molds

Entamoebids

| [ Amoeboflagellates

Kinetoplastids
Euglenids
(Euglenophipra)

Universal
Ancestor

Parabasilids

Criplomonads

- Omymonads
——— Micresporidia

Retortamonads

i

Mitochondria with
= lamellar cristas
(platycristate)

Cuter
comparment

|| Inner
| membrane

Cter
b
Inher Membrane
compartment

Mitochondria with
= tubular cristas
ftubulocristate)

Mo mitochondria
(amitochondriate)

Mitochondria with
discoid cristae
(discocristate)

o St

Mo mitochondia
famitochondriate)

Figura 2.4 Gruppi tassonomici di

appartenenza

microalghe utilizzate in acquacoltura:

delle

diatomee, flagellate, ecc.

principali



Tetraselmis suecica

Isochrysis galbana

Figura 2.5. Specie algali allevate: aspetto celhal@ colturale delle tre microalghe osservate al

microscopio.
N. oculata T. suecica I. galbana

Misura

dellalga 2-6um 8-16pum 5-6um
. . Marrone
Tipo dialga Verde Verde flagellata flagellata
Larve di
Zooplancton, Gamberi,
Uso Coralli, Greenwate Rotiferi, Z?n?l)l:?;;t]?n'
per crostacei. Artemia, ’
Molluschi.

Calorie 48.4 48.2 455
Vitamina C 0.85% 0.25% 0.4%
Clorofilla A 0.89% 1.42% 0.98%

Proteine 52.11% 54.66% 46.69%
Carboidrati 12.32% 18.31% 24.15%

Grassi 27.64% 14.27% 17.07%
EPA 25% 9.3% 2.5%
ARA 5.26% 0.40% 0.52%
DHA - - 10.2%
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Capitolo 4. Materiali e metodi

fcosfera

essudati batteri epifiti
algali

Figura 4.1. La ficosfera. Le microalghe rilasciasostanze (essudati) che favoriscono lo sviluppo
dei batteri epifiti che a loro volta producono saste stimolanti la crescita algale.

A
£
0]
e
o
(3]
Koy
(]
S
C
[}
g
O
>
Eta della coltura (d)
Figura 4.2. La curva di crescita algale.

Y

<7 ()

—

Figura 4.3. Steps successivi in un ciclo produttivbiomassa fitoplanctonica: passaggio

progressivo delle colture dalla provetta ai fototaattori
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Figura 4.5. Attrezzatura (beute, palloni, tubi iargma per aerazione, tappi in plastica e vari
cilindri graduati) sterilizzata chimicamente (imm®ne in acqua e ipoclorito per 24 ore).
Successivamente i materiali sono stati sciacquatig con acqua dolce e poi con acqua distillata.

s
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. mnt
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Figura 4.6. Camera di conta Burker.
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Figura 4.7. Operazioni di conta: campionamento @gricamento del campione nella camera di

Burker (b); posizionamento della camera di contanatroscopio ottico (c); conta cellulare (d)

Figura 4.9. Colture starter o madri e colture inteedie.
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Figura 4.10. Colture intermedie: boccioni e botiggtla 5 .

J [T by
T

Figura 4.11. Modulo a circuito chiuso adoperato fiaflestimento del Mesocosmo. Al centro il
filtro meccanico a sabbia e a destra il materialgdnte all’interno del filtro biologico a
percolatore.

Figura 4.12. Monitoraggio parametri chimico-fisi@onda multiparametrica (termometro e
pHmetro); rifrattometro; ossimetro; spettrofotometr
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Ic)
Figura 4.13. La crescita del biofilm dipende ddibati energetiche disponibili ed € complessa. (a)

colonizzazione iniziale da parte di un singolo tghdatterio; (b)sviluppo di piu tipi di

microrganismi stratificati; (c) biofilm maturo comggregati cellulari, pori interstiziali e condotti

Cenfro di ric

per

Figura 4.15. Locale di servizio: serbatoi di stoggéo acqua di mare, soffianti, gruppi elettrogeni

111



Figura 4.16. Filtri meccanici a cartuccia Cart-gerarrMaglie da 10, 30 e 6@m.

Figura 4.17. Sistema di filtrazione meccanico-bgto (a); vasca per stoccaggio reflui per la
formazione del pacchetto; prima sedimentazionerflgglulo avannotteria utilizzato per le prove di

sterilizzazione (c).

Figura 4.18. Reparto molluschi bivalvi: adattameeteaaturazione riproduttori (a); schiuditoio
(b); modulo per il trattamento meccanico (filtracartuccia) (c), biologico (percolatore) (d) e
sterilizzante (U.V.) (e) dei riproduttori
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Figura 4.19. Il modulo per la riproduzione ed enose di uova di Penaeus: vasche cilindriche in
PVC per riproduttori a fondo sabbioso (a); vasclegtangolari in vetroresina per le post-larve (b);

vasche troncoconiche in vetroresina per I'emissidake uova (c)

Figura 4.20. Il modulo per la produzione di fitopdancton: scaffalatura per beute e bocce di vetro
(5-10 1) iluminata da lampade al neon fitostimdiiaf@ e b); supporti per sacchi in polietilene
costituiti da: base di appoggio in vetroresina agiificata e supporto di rinforzo verticale a magli

in ferro plastificato e lampade al neon fitostimatiamontate verticalmente a fianco al supporto (c)
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Figura 4.21. Colture in grandi volumi. Sacchi inligtilene per fitoplancton da 190 | (a destra) e

cilindri in plexiglass per fitoplancton da 250 Icoetroilluminazione da 2.500-4.000 lux

113



