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Le microalghe come bio-fabbriche
per composti ad elevato valore aggiunto

Le microalghe sono organismi fotosintetici unicellulari, che utilizzano la

CO, ambientale per produrre una vasta gamma di molecole interessanti, dai
trigliceridi utilizzabili per la produzione di biodiesel, a molecole con azione
nutraceutica, come i carotenoidi o gli acidi grassi omega-3 a catena lunga.
Inoltre, esse possono essere ingegnerizzate per produrre farmaci. La loro
elevata produttivita, la crescita in terreni di coltura sterili, i costi decrescenti
di produzione, la domanda crescente per alcune di queste molecole, rendono
le microalghe molto interessanti per applicazioni nel campo della chimica fine,
della nutraceutica, della produzione di farmaci

W Giovanni Giuliano, Olivia Demurtas, Paola Ferrante

Le microalghe sono uno dei gruppi piu antichi di
esseri viventi. La loro fotosintesi € simile a quella
delle piante superiori, ma esse sono generalmente piu
efficienti delle piante nel convertire ’energia solare.
Crescendo in mezzi acquosi, esse utilizzano in maniera
efficiente 'acqua, la CO, ed i nutrienti. Le microalghe
possono essere fotoautotrofe, eterotrofe, o mixotrofe.
Le microalghe autotrofe utilizzano la radiazione solare
per convertire I'H,O e la CO; in O, e zuccheri. Esse
sono in grado di fissare efficientemente la CO, da
diverse fonti, tra cui ’atmosfera, i carbonati solubili
e i gas di scarico industriali. Circa 1,8 kg di CO2
vengono fissati per ogni Kg (peso secco) di biomassa
microalgale prodotta.

Le microalghe sono state proposte come “feedstock”
per biocarburanti di terza generazione (Brennan e
Owende, 2010; Mata et al, 2010). Esse presentano infatti
una serie di vantaggi rispetto alle piante terrestri: 1)
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crescono velocemente e, potenzialmente, tutto 1’anno;
2) possono essere coltivate su terreni marginali o
desertici; 3) hanno bisogno di molta meno acqua per
kg di biomassa prodotta rispetto alle colture terrestri;
4) molti ceppi possono essere coltivati in acque saline
o salmastre; 5) sono in grado di sequestrare la CO,
dai gas di combustione di impianti industriali; 6)
alcuni ceppi accumulano grandi quantita (30-40% sul
peso secco) di trigliceridi, adatti per la produzione
di biodiesel, mentre altri accumulano amido, adatto
per la produzione di bioetanolo; 7) non richiedono
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[ZIETET¥T Microalghe coltivate commercialmente e loro prodotti
Fonte: ENEA
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Microalgae Annual production Producer country Application and product Price (€)
Spirulina 3000 tonnes dry weight China, India, USA, Myanmar, Japan Human nutrition 36kg !

Animal nutrition

Cosmetics

Phycobiliproteins 11mg!
Chlorella 2000 tonnes dry weight Taiwan, Germany, Japan Human nutrition 36kg !

Cosmetics

Aquaculture 50t
Dunaliella salina 1200 tonnes dry weight Australia, Israel, USA, Japan Human nutrition

Cosmetics

B-carotene 215-2150kg !
Aphanizomenon flos-aquae 500 tonnes dry weight USA Human nutrition
Haematococcus pluvialis 300 tonnes dry weight USA, India, Israel Aquaculture 501!

Astaxanthin 7150kg "
Crypthecodinium cohnii 240tonnes DHA oil USA DHA oil 43g!
Shizochytrium 10tonnes DHA oil USA DHA oil 43g7!

Produzione commerciale di microalghe
Fonte: Brennan e Owende, 2010 [1]

I'applicazione di erbicidi o pesticidi; 8) alcuni ceppi
possono essere utilizzati per scopi di biorisanamento.
Nonostante questi vantaggi e le molte aziende start-up
sorte nel settore dei biocarburanti da alghe, una filiera
commerciale per tale produzione non ha ancora visto
la luce. Il principale motivo € il costo, ancora troppo
elevato, per la produzione di biomassa algale. Le
applicazioni commerciali attuali delle microalghe sono
principalmente nei settori degli integratori alimentari,
della mangimistica, della cosmetica (figura 1, tabella 1).
Nonostante l’ampio utilizzo delle microalghe come
“health food”,i “claims” sui loro effetti salutistici hanno
talvolta una base poco scientifica: ad esempio, 1'uso
alimentare di Aphanizomenon pud comportare rischi
per la salute, a causa delle tossine presenti in alcune
preparazioni (Dittmann e Wiegand, 2006). Per contro,
altre specie di microalghe non presentano rischi e sono
estremamente promettenti per potenziali applicazioni
nei campi della nutrizione umana ed animale e nella
produzione di molecole di interesse farmaceutico.
Discutiamo qui sotto alcuni potenziali prodotti delle
biotecnologie microalgali.

Omega-3

Molte microalghe accumulano elevati livelli di
acidi grassi polinsaturi (PUFA) -3, come I’acido

EAI 1-2013

eicosapentaenoico (EPA) e l'acido docosaesaenoico
(DHA). I PUFA 0-3 ed w-6 sono acidi grassi essenziali
nella dieta di molti animali, compresi gli esseri umani,
i quali non sono in grado di sintetizzarli. Nella figura
2 sono rappresentati alcuni PUFA -3 ed w-6 presenti
nella nostra dieta e le loro fonti alimentari.

Diverse linee di evidenza suggeriscono che gli esseri
umani si sono evoluti basandosi su una dieta che aveva
un rapporto fra PUFA w-6 ed »-3 di 1:1, mentre nella
dieta occidentale questo rapporto € aumentato a 15:1
(Simopoulos, 2008). Cio si traduce in una maggiore
attivita delle risposte pro-infiammatorie mediate
dall’acido arachidonico (un w-6 a catena lunga), che
a loro volta provocherebbero I’aumento dell’incidenza
di malattie cardiovascolari e certi tipi di cancro. Un
rapporto fra PUFAw-6 ed w-3 di 4:1 nella dieta riduce
del 70% la mortalita nella prevenzione secondaria delle
malattie cardiovascolari, mentre un rapporto di 2,5:1
riduce la proliferazione cellulare rettale in pazienti
con cancro colorettale o sopprime l'infiammazione in
pazienti con artrite reumatoide (Simopoulos, 2008).
Inoltre, gli -3 hanno un ruolo importante nella funzione
cerebrale: il DHA rappresenta il 40% dei fosfolipidi di
membrana nel cervello e studi con primati non umani
e neonati umani indicano che il DHA & essenziale per
lo sviluppo funzionale del cervello, in particolare nei
neonati prematuri (Simopoulos, 2011).
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Acidi grassi polinsaturi -3 ed w-6 e loro fonti alimentari. La posizione del doppio legame che distingue le due classi di

molecole & evidenziata da un cerchio rosso
Fonte: ENEA

La maggior parte degli w-3 nella nostra dieta &
presente sotto forma di acido w-linolenico (ALA), un
PUFA comune nelle noci e nell’olio di lino (figura 2).
Nel nostro corpo, I’'ALA viene convertito in DHA ed
EPA in maniera inefficiente (<10%). Le principali fonti
alimentari di DHA e EPA sono il pesce (tonno, salmone,
sardine, aringhe) e l'olio di pesce. Le proiezioni
mostrano una stabilizzazione della produzione ittica
mondiale, con la cattura progressivamente sostituita
dall’acquacoltura (figura 3), mentre la produzione
mondiale di olio di pesce é attualmente di circa 1
Mtonnellate/anno e presenta un trend leggermente
decrescente.
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Produzione ittica mondiale proiettata, da cattura e
dell’acquacoltura
Fonte: FAO, 2008

L’aumento del pesce prodotto tramite acquacoltura
presenta un problema di sostenibilita: il mangime dei
pesci piu pregiati, come orate, branzini e salmoni,
contiene proteine e olio derivati dal pesce catturato. Nel
settore generale dell’acquacoltura il rapporto fra pesce
catturato utilizzato per i mangimi e pesce prodotto € di
0,63, ma esso sale fino a 5,0 per il salmone (Naylor et al,
2009). La domanda crescente per le proteine e l'olio di
pesce per acquacoltura ha portato ad un aumento del
30-40% del loro prezzo nel 2012.

Ma la domanda piu forte di w-3 a catena lunga proviene
dal settore della nutrizione umana. Assumendo una
dose giornaliera raccomandata di 2 grammi/giorno di
olio ricco in w-3 e una popolazione mondiale di 9 Mld
nel 2050, la domanda potenziale per l’alimentazione
umana € di 6,5 Mln di tonnellate, o 260 Mld di € al
costo attuale di 40 €/Kg. Di questo, solo 1 Mln di
tonnellate sara verosimilmente coperto dall’olio di
pesce. Appare evidente come fonti alternative a basso
costo vadano reperite rapidamente.

Carotenoidi

Il mercato dei carotenoidi € stimato in circa € 1,2
miliardi nel 2010, con la possibilita di crescere a €
1,4 miliardi nel 2018. Fra i composti piu venduti sono
il beta-carotene e la luteina (usati rispettivamente
come supplementi alimentari per la prevenzione
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dell’avitaminosi A e della degenerazione maculare
legata all’eta, una malattia degenerativa della retina)
e l’astaxantina, usata come additivo alimentare
nell’industria ittica, ma con potenziali applicazioni
anche come antiossidante nell’alimentazione umana
(Greaves et al, 2012) (figura 4). I prezzi variano
notevolmente, da 20 €/kg per il beta-carotene, a
4.000 €/kg per l'astaxantina. I mercato attuale
€ dominato dai composti di sintesi chimica, con

I’eccezione della luteina, che viene estratta dai
petali della calendula e I’annatto, che viene estratto
dai semi di Bixa orellana. Le microalghe sono in
grado di sintetizzare la maggior parte di questi
composti, spesso in una forma altamente pura,
come il beta-carotene prodotto da Dunaliella salina
e I'astaxantina prodotta da Haematococcus pluvialis.

L’'obiettivo della ricerca biotecnologica & ridurre
i costi di produzione da microalghe fino a livelli

ARS2-crEpo-his6

83K7C

1gGl

VP28

CTB-D2

10NF3, 14FN3
M-SAA-Interferon 1
Proinsulin

VEGF

HMGBI

glutamic acid decarboxylase 65

Human erythropoietin fused to ARS2
export sequence w/6xhis tag

Full-length IgG1 human monoclonal
antibody against anthrax protective
antigen 83

Murine and human antibodies
(LC and HC)

‘White spot syndrome virus protein 28

D2 fibronectin-binding domain of
Staphylococcus aureus fused with the
cholera toxin B subunit

Domains 10 and 14 of human fibronectin,
potential antibody mimics

Multiple sclerosis treatment fused to
M-SAA

Blood sugar level-regulating hormone,
type I diabetes treatment

Human vascular endothelial growth factor
isoform 121

High mobility group protein B1

100 pg/l culture

Gene expressed Function Expression level achieved Application

HSV8-Isc First mammalian protein expressed, Detectable Pharmaceutical
antibody

CTB-VP1 Cholera toxin B subunit fused to foot and 3% TSP Vaccine
mouth disease VP1

HSV8-scFv Classic single-chain antibody 0.5% TSP Pharmaceutical

hMT-2 Human metallothionine-2 Detectable Pharmaceutical, UV-protection

hTRAIL Human tumor necrosis factor-related ~0.67% TSP Pharmaceutical
apoptosis-inducing ligand (TRAIL)

M-SAA Bovine mammary-associated serum ~5% TSP Therapeutics, oral delivery
amyloid

CSFV-E2 Swine fever virus E2 viral protein ~2% TSP Vaccine

hGADG65 Diabetes-associated anutoantigen human ~0.3% TSP Diagnostics and therapeutics

Pharmaceutical, protein export

0.01% dry algal biomass Therapeutics
Detectable Therapeutics
~10.5% TSP Vaccine

0.7% TSP Oral vaccine

14FN3: 3% TSP Therapeutics
10FN3: detectable

Detectable Therapeutics

Detectable Therapeutics

2% TSP Therapeutics

2.5% TSP Therapeutics

Proteine di uso farmaceutico prodotte in Chlamydomonas

Fonte: Specht et al, 2010 [10]
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Struttura chimica e fonti naturali dei carotenoidi beta-
carotene, luteina e astaxantina
Fonte: ENEA

competitivi con quelli dei composti di sintesi. Dato
che tali costi sono da 20 a 4.000 volte piu alti di
quelli dei carburanti fossili, € evidente che questo
€ un obiettivo molto piu facilmente raggiungibile,
nel breve periodo, di quello della produzione di
biocarburanti.

Proteine per uso alimentare

La Spirulina (ora Arthrospira) € un cianobatterio molto
ricco in proteine, cosmopolita e capace di crescere in
acque alcaline, ad un pH di 8-11 e temperature di 32-
45 °C, con produzioni potenziali di 30 T proteina/ha/
anno. La Spirulina veniva utilizzata come cibo dagli
Aztechi e, a tutt’oggi, da varie popolazioni africane.
I1 suo utilizzo per complementare la parte proteica
della dieta & stato proposto da numerosi gruppi
(Khan et al, 2005).

Una potenziale applicazione della Spirulina, e
delle microalghe piu in generale, & la sostituzione
delle proteine di origine animale nei mangimi, in
particolare quelli usati in acquacoltura. Le proteine di
origine microalgale si sono rivelate dei buoni sostituti
per quelle di origine animale nella dieta dei pesci di
allevamento (Olvera-Novoa et al, 2008).

Proteine per uso farmaceutico

Infine, le microalghe stanno emergendo come un
sistema alternativo per la produzione di farmaci.
Questa piattaforma relativamente nuova offre diversi
vantaggi, tra cui: 1) un tempo breve dalla generazione
della microalga transgenica allo “scaling up” 2) crescita
rapida (tempo di duplicazione di poche ore) e facilita di
coltivazione, 3) sicurezza, in quanto le microalghe non
sono veicolo di agenti patogeni umani o animali e sono
generalmente considerate sicure (Generally Accepted
As Safe - GRAS), 4) crescita in condizioni sterili, il che
agevola la produzione di proteine per uso umano. Il
sistema modello Chlamydomonas reinhardltii,icui genomi
nucleare e plastidiale sono completamente sequenziati e
facilmente trasformabili, & stato finora ampiamente usato
per la produzione di proteine di interesse farmaceutico
(Specht et al, 2010; tabella 2). Altre microalghe, con un
potenziale utilizzo nella mangimistica, stanno ricevendo
attenzione come veicoli per la produzione di vaccini
orali contro le malattie animali pitt comuni.

Conclusioni

L'interesse perl’'uso delle microalghe perla produzione
di biocarburanti ha dato I’avvio ad una ricerca intensa
sulla loro biologia. La genomica e la biotecnologia
delle microalghe, fino a pochi anni fa oggetto di studio
da parte di pochi aficionados, ricevono un interesse
sempre maggiore da parte della comunita scientifica
e dell’industria biotecnologica. I'ostacolo maggiore al
loro utilizzo € I'attuale costo di produzione, calcolato
in circa 5 €/kg di biomassa secca (Norsker et al,
2010). Tale costo va ridotto di almeno 10 volte per
un utilizzo nel settore dei biocarburanti, mentre & gia
ora compatibile con la produzione di altri prodotti,
come additivi alimentari, molecole per la chimica fine,
proteine di interesse farmaceutico, vaccini animali a
basso costo. La ricerca in questi settori & foriera di
risultati interessanti nel breve-medio periodo.
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