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PIGMENTI CLOROFILLIANI

acuradi: Luigi Lazzara, Franco Bianchi, Margherita Falcucci, Vincent Hull,
Monica Modigh e Maurizio Ribera d’Alcala

INTRODUZIONE

L’obbiettivo di questo capitolo ¢ didescrivere i principali metodi per la stima della
biomassa autotrofa planctonica, tramite il rilevamento dei suoi pigmenti clorofilliani.
Per disporre di una quantita di pigmenti sufficiente per il loro dosaggio, le cellule in
sospensione devono essere concentrate. Esistono tuttavia analisi che rivelano la
presenza dei pigmenti clorofilliani in vivo € consentono, senza procedure di
concentrazione e di estrazione, una stimasemi-quantitativa piuimmediata, anchese
molto meno precisa.

1- METODO SPETTROFOTOMETRICO

PRINCIPIO DEL METODO

I metodo per la stima quantitativa dei pigmenti clorofilliani esposto di seguito
consiste nel concentrare il particellato sospeso contenente pigmenti liposolubili, su
di un filtro in fibra di vetro mediante una filtrazione eseguita in presenza di una
leggera depressione. I pigmenti clorofilliani vengono estratti a freddo dalle cellule
triturando ed omogeneizzando ifiltri immersi in una miscela di acetone ed acqua.
Laconcentrazione dei pigmentinell’estratto viene stimata per viaspettrofotometrica.

SCHEMA DELLE OPERAZIONI IN MARE

Attrezzatura

- Bottiglie®in plastica scure da almeno 4 dm?;
- retino®da plancton avente maglia di 250 wm;
- imbuto in plastica;

- apparato per la filtrazione;

- pompa da vuoto;

- trappola per pompa da vuoto;



- filtri®in fibra di vetro Whatman GF/F;

- provette da centrifuga tarate da 10 cm?
- frigorifero o congelatore;

- Sspruzzetta per acetone,

- cilindri graduati da 1 dm>

- imbuto per filtrazione e carta da filtro.

Prodotti Chimici
- Acetone [(CH,),COJ;

- carbonato di sodio anidro [Na,CO,];
- carbonato di magnesio [MgCO,].

Reagenti

Acetone neutralizzato

Aggiungere all’acetone puro carbonato di sodio anidro in eccesso ed agitare
vigorosamente. Filtrare, dopo almeno 24 ore, su carta da filtro e travasare nella

spruzzetta.

Soluzione sovrassatura di carbonato di magnesio

Aggiungere 1 g di carbonato di magnesio a 100 cm® di acqua grado reagente.

Proceduradi Campionamento

Travasare il campione d’acqua dalle bottiglie di prelievo nelle bottiglie di plastica
scura, interponendo il retino con maglie di 250 um e riporre al fresco lontano dai
raggi solari. La prefiltrazione del campione ha lo scopo di trattenere lo
zooplancton e le macroalghe eventualmente presenti (Strickland & Parsons, 1968;
Lenz & Fritsche, 1980).

Filtrazione

- I campioni vanno filtrati su filtri di fibra di vetro Whatman GF/F; ¢ consigliabile
effettuare la filtazione entro breve tempo dal prelievo (massimo 1-2 ore)
specialmente quando i campioni sono stati raccolti in ambienti eutrofici.

11 filtro che viene consigliato € meno soggetto ad intasamento ed € pili economico
del filtro a membrana sintetica. Siconsiglia I'utilizzazione dei filtri GF/F anche
per la loro elevata capacitadiritenzione, facilita di omogeneizzazione e versatilita
di impiego inunaserie di altre analisi che possono essere effettuate in parallelo
sullo stesso campione (produzione, CHN del particellato, analisi biochimiche).
Quando lo scopo ¢ di stimare precise frazioni dimensionali del particellato, in
sostituzione dei filtri in fibra di vetro possono essere utilizzati filtri a base di
membrane sintetiche.
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I filtri di acetato di cellulosa hanno il vantaggio di essere disponibili anche con
poro nominale inferiore a quello dei filtri in fibra di vetro e di essere solubili in
acetone. Consentono dunque di procedere immediatamente all’estrazione dei
pigmenti senza omogeneizzare il filtro. Presentano pero lo svantaggio di una
minore capacita di ritenzione per cui siintasano piu rapidamente, abbassando di
fatto la sensibilita del metodo.
I filtri®in policarbonato ad impronta di nucleazione hanno il vantaggio di avere
pori calibrati e quindi garantiscono unaseparazione molto precisa delle particelle
secondo la taglia. Presentano pero lo svantaggio di possedere una scarsissima

+ capacita di ritenzione, per cui il flusso della filtrazione risulta molto piu lento.
Occorre pertanto ripartire il campione su piu filtri se si vuole accrescere la
sensibilita del metodo. Tali filtri sono insolubili in acetone, possono rilasciare in
soluzione composti che assorbono nel visibile € non sono facilmente omogenizzabili.
L’estrazione dei pigmenti pud avvenire, in questo caso, solo mediante shock
osmotico.

- Dopo aver collocato il filtro nell’alloggiamento dell’apparato di filtrazione,
dispensare con una pipetta Pasteur qualche goccia della sospensione di carbonato
di magnesio, dopo averla agitata, fino a ricoprire uniformemente il filtro.
Si registrano opinioni molto diverse € discordanti riguardo alla opportunita di
aggiungere carbonato di magnesio per aumentare la capacita di ritenzione dei
filtri in fibra divetro e per rallentare la degradazione delle clorofille (Rai, 1980;
Rai & Marker, 1982). Tuttavia, mancando precise motivazioni contrarie, se ne
consiglia ugualmente 'uso.

- Attivare lapompada vuoto, assicurandosiche ladifferenzadipressione frala parte
inferiore e quellasuperiore del filtro non superi-25 KPa (circa 150 mm Hg), alfine
di evitare la rottura delle cellule vegetali con il conseguente passaggio di pigmenti
attraverso il filtro.

- Versare un volume dicampione variabile tra 0,5 ¢ 7 dm? misurato col cilindro,
nell’imbuto dell’apparato di filtrazione. Alla fine della filtrazione, prosciugare
il filtro, mantenendo la pompa in funzione ancora per qualche secondo, per
evitare che una parte del materiale vada perduta. La quantita da filtrare dipende
dalla concentrazione presunta dei pigmenti. Per concentrazioni di clorofilla pari
a circa 1 ug/dm® vanno filtrati circa 3 dm?* di acqua.

Un inconveniente che si riscontra frequentemente nel corso della filtrazione ¢

'intasamento dei filtri.

Presso il Laboratorio Centrale di Idrobiologia (Ministero Agricoltura e Foreste)

sono stati condotti esperimenti per confrontare le seguenti procedure atte ad ovviare

a questo inconveniente:

- filtrazione fino ad intasamento del filtro,

- filtrazione dello stesso volume di campione su piu filtri,

- filtrazione di un volume ridotto dello stesso campione.

Gli esperimenti condotti hanno messo in evidenza che non esistono differenze
significative nei risultati per cui le diverse procedure possono essere utilizzate
indifferentemente.
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Conservazione dei Campioni

E’ preferibile eseguire I'estrazione e I'analisidei pigmenti clorofilliani immediatamente
dopo la filtrazione del campione. Tuttavia, se ci0 non fosse possibile, conservare il
campione come indicato di seguito.

- Immediatamente dopo lafiltrazione riporre il filtro in una provetta da centrifuga
con chiusura ermetica e aggiungere unvolume noto di acetone puro neutralizzato
tale da garantire la completa immersione del filtro (indicativamente 5 cm®).

- Conservare la provetta al buio a temperature comprese tra -20 € +4 °C.

La conservazione del materiale filtrato per un periodo di tempo che si prolunghi da
pochi giorni a diverse settimane pud avere un effetto negativo, comportando la
degradazione dei pigmenti clorofilliani (Yanagi & Koyama, 1971; Blasco, 1973;
Neveux, 1979; Lenz & Fritsche, 1980; Wood, 1985). Esistono modalita alternative
di conservazione dei filtri che tuttavia vengonosconsigliate, quali la conservazione
a -20 °C previo congelamento dei filtri umidi o essiccati (Panella & Magazzu, 1978)
o la tecnica di essiccazione e congelamento (freeze-drying) che, secondo Lenz &
Fritsche (1980), non da risultati di conservazione soddisfacenti.

Pressoil Laboratoriodi Ecologia Vegetale dell’Universita di Firenze, per confrontare
diverse modalita di conservazione, sono state effettuate varie prove su: i) filtri in
acetone puro mantenuti a +4 ed a -20 °C; ii) filtri congelati tal quali e mantenuti a
-20 °C. I risultati possono essere cosi schematizzati:

a) non risultano differenze di conservazione apprezzabili per estratti acetonici
mantenuti a -20 ed a +4 °C;

b) la conservazione dei filtri in acetone comporta una minima degradazione della
clorofilla a (circa il 6% dopo due settimane), significativamente inferiore
a quella osservata dopo congelamento e conservazione dei filtri senza
solvente (circa il 20%). Cio ¢ risultato sia da prove condotte su popolamenti
fitoplanctonici naturali (basse concentrazioni di pigmenti clorofilliani) che su
estratti di colture di Chaetocerosprotuberans e diUrtica sp. (elevate concentrazioni
di pigmenti);

c) lo stesso risultato a favore delle conservazione in acetone, anche se meno
significativo, si ottiene in prove eseguite su popolamenti fitoplanctonici naturali
con elevate concentrazioni di pigmenti clorofilliani.

Gli esperimenti condotti confermano quanto osservato da alcuni autori (Blasco,
1973; Nusch, 1980; Wood, 1985), e cio¢ che la pratica di conservazione del filtro in
acetone ed al freddo sia da preferire. Va infine osservato che la conservazione in
acctone puro da migliori garanzie rispetto a quella in acetone al 9% in quanto
inibisce I'azione delle clorofillasi, il cui effetto € maggiore in ambiente acquoso
(Barrett & Jeffrey, 1971; Jeffrey & Hallegraeff, 1980).

SCHEMA DELLE OPERAZIONI IN LABORATORIO

Attrezzatura

- Spettrofotometro con reticolo interferenziale e larghezza di banda 1-2 nm, con

210



cellette da almeno 50 mm (preferibilmente 100 mm) di cammino ottico e di volume
ridotto (max 7 cm®). E’ importante che la lunghezza d’onda sia accuratamente
regolata, per cui occorre effettuare frequenti controlliseguendo le indicazioni
della casa costruttrice dell’apparecchiatura. Se sidispone di spettrofotometri
con lampada a idrogeno o mercurio, si pud, ad esempio, controllare che la riga
dell'idrogeno sia a 656,3 nm e quella del mercurio a 546 nm.

- Centrifuga per provette da 12 mm di diametro capace di raggiungere 4000
giri/min.

- Omogeneizzatore® (potter) con pestello in vetro smerigliato o teflon.

Prodotti Chimici

- Acetone [(CH,),COJ;

- carbonato di sodio [NaCOQ,;

- acido cloridrico [HCI|.

Reagenti

Acetone neutro al 90% v/v

Mescolare 100 cm’ di acqua grado reagente € 900 cm’ di acetone. Travasare in un
recipiente con carbonato di sodio e agitare vigorosamente. Filtrare su carta da
filtro la quantita necessaria. Mantenere sempre la soluzione lontana dalla luce e in
presenza di carbonato di sodio.

Acetone neutro all’80% v/v

Mescolare 200 cm® di acqua grado reagente e 800 cm® di acetone. Eseguire le stesse
operazioni e osservare gli stessi accorgimenti che per 'acetone al 90%.

Acido cloridrico 0,66 mol/dm?

Versare lentamente sotto agitazione 55 cm’ di acido cloridrico concentrato (HCI
37% wiv) in 950 cm® di acqua grado reagente.

Procedura Analitica

- Triturare ed omogeneizzare il filtro, conservato in acetone puro, per un massimo
di 2 minuti sciacquando piu volte accuratamente il pestello dell’'omogeneizzatore.
Tale operazione va condotta adoperando un volume di acetone al’'80% uguale a
quello dell’acetone puro usato per conservare il filtro (generalmente si
utilizzano in totale 5 cm® di acetone puro € 5 cm® di acetone all’80%).

Se il campione viene analizzato subito dopo la filtrazione, le operazioni di
triturazione ed omogenizzazione vanno eseguite direttamente con acetone al
90%.

Se nel corso dell’'omogeneizzazione si aggiunge inavvertitamente una quantita di
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acetone che eccede il volume finale di estratto che ¢ stato prescelto (10 cm?),
occorre tenerne conto al momento del calcolo della concentrazione dei pigmenti.
L’omogeneizzazione del filtro mediante “potter” provoca un graduale riscaldamento
del liquido di estrazione, con possibile parziale degradazione dei pigmenti. Questo
inconveniente puo essere limitato usando acetone freddo (5 °C) e contenendo
I'operazione in un tempo massimo di 2 minuti.
E’ possibile omogeneizzare il campione anche mediante triturazione manuale
con mortaio € pestello, mala procedura risulta scarsamente efficace ai fini della
distruzione del filtro. L’uso degli ultrasuoni, infine, sembra non dare buoni
risultatati (Nusch, 1980) in quanto produce un eccessivo riscaldamento
dell’estratto. ‘

- Ritravasare la sospensione nella provetta utilizzata per laconservazione, portare
a volume con acetone all'80% e tappare accuratamente.

- Completare I'estrazione mantenendo I'estratto per 24 ore al freddo (5 °C) e al
buio.

- Centrifugare le provette chiuse per 15 minuti a 4000 giri/min.

- Prelevare il sopranatante, mediante una pipetta o una siringa, sciacquare, usandone
una piccola quantita, le cellette dello spettrofotometro € quindi riempirle.

Lettura allo Spettrofotometro e Calcoli

Di seguito vengono indicate tre diverse metodiche di stima dei pigmenti fotosintetici:
metodo per la stima della clorofilla a (con feopigmenti), metodo per la stima delle
clorofillea, be c,metodo per la stima separata della clorofilla a e deifeopigmenti.
La prima metodica riportata comporta un errore di entita variabile, per la presenza
sia di pigmenti accessori (clorofilla b) che hanno una coda di assorbimento anche a
664 nm, che difeofitina a, principale prodotto di degradazione della clorofillaa. Le
altre due metodiche consentono di ottenere una stima piu precisa della clorofilla a in
presenza di notevoli quantita di clorofilla b e ¢, utilizzando rispettivamente letture
a piu lunghezze d’onda (Jeffrey & Humphrey, 1975; Lorenzen & Jeffrey, 1980) e
trattando I’estratto con acido cloridrico (Lorenzen, 1967).

Stima DELLA CONCENTRAZIONE DELLA CLOROFILLA 4 .

Il metodo si basa sull’assunto che il picco di massimoassorbimento della clorofilla
asi trovi a 664 nm con coefficiente di assorbimento di 87,67 cm’-g*-dm’ (Jeffrey
& Humphrey, 1975).

- Leggere allo spettrofotometro I’assorbanza del campione alle lunghezze d’onda
di664[A(664)] e 750nm[A(750)] contro unbianco di acetone (non neutralizzato)
al 90%. Occorre tener presente che, se lo spettrofotometro prevede la contemporanea
utilizzazione di piu cellette, ¢ necessario leggere il valore del bianco per ciascuna
delle cellette e tenerne conto nella procedura di calcolo.

- Calcolare la concentrazione della clorofilla a (Chl a) applicando la seguente
formula:

Chla (ug/dm®) = {[A(s,664,)-A(b,664,i)]-[A(s,750,i)-A(b,750,)]} v-10(e-CO-V)
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dove:

A(b,664,i) = assorbanza del bianco nella cella i-esima a 664 nm
A(b,750,i) = assorbanza del bianco nella cella i-esima a 750 nm
A(s,664,i) = assorbanza del campione nella cella i-esima a 664 nm
A(s,750,i) = assorbanza del campione nella cella i-esima a 750 nm

e = coefficiente di assorbimento specifico della clorofilla a in acetone al 90%
(87,67 cm*g'-dm?)

CO = cammino ottico della celletta (cm)
v = volume dell’estratto (cm?)

V = volume di campione filtrato (cm®)

StiMa DELLA CONCENTRAZIONE DELLE CLOROFILLE &, b, ¢

- Leggere l'estratto in acetone alle lunghezze d’'onda di 630, 647, 664 € 750 nm,
per stimare la concentrazione delle clorofille b e ¢ e determinare laloro incidenza
sul valore della concentrazione della clorofilla a (Lorenzen & Jeffrey, 1980).
Applicando questa metodica occorre leggere anche i valori del bianco alle varie
lunghezze d’onda.

- Determinare I'assorbanza netta dell’estratto a ciascunalunghezzad’onda[A(4)]
secondo la formula:

A() = [A(s, A,1)-A(b, 4,1)]-[A(s,750,i)-A(b,750,i)]
dove:
A(b, A,i) = assorbanza del bianco nella cella i-esima a A nm
A(b,750,i) = assorbanza del bianco nella cella i-esima a 750 nm
A(s, A ,i) = assorbanza del campione nella cella i-esima a A nm
A(s,750,i) = assorbanza del campione nella cella i-esima a 750 nm
- Calcolare le concentrazioni delle clorofille (Chl) applicando le seguenti formule:
Chla (ug/dm?®) = [11,85-A(664)-1,54-A(647)-0,08:-A(630)]-v-10°/(CO-V)
Chl b (ug/dm?) = [-5,43:A(664)+21,03-A(647)-2,66-A(630)] v 10°/(CO-V)
Chlc,+c, (ug/dm?®) = [-1,67-A(664)-7,60-A(647)+24,52:A(630)]-v-10°/(CO-V)
dove:
A(4) = assorbanza netta del campione come definita al punto precedente

CO = cammino ottico della cellette (cm)
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v = volume dell’estratto (cm?®)
V = volume di campione filtrato (cm?)

I valori delle concentrazioni delle clorofille b € ¢ risultano negativi quando questi
pigmenti sono presenti in concentrazioni molto basse € non possono essere determinati
con questo metodo oppure se sono presenti altri pigmenti accessori che disturbano le

letture.

StiMA DELLA CONCENTRAZIONE DELLA CLOROFILLA @ E DEI FEOPIGMENTI

I metodo permette di determinare le concentrazioni della clorofilla a e dei
feopigmenti assumendo che il rapporto tra i loro coefficienti di assorbimento
specifico sia uguale a quello tra clorofilla a e feofitina a (Lorenzen, 1967). La
procedura analitica prevede I'aggiuntadi 50 mm?®di HCI (0,66 mol/dm®) per ogni 5 cm?
di estratto direttamente nella celletta dellospettrofotometro subito dopo leletture
a665 ¢ 750 nm. Lacelletta va agitata ripetutamente ed occorre attendere 30-60
secondi prima di ripetere le letture alle stesse lunghezzed’onda. In questo modo,
tutta la clorofilla a presente nell’estratto si converte in feofitina a.

E’ importante tener presente che la concentrazione finale dell’acido nell’estratto
(Riemann, 1978) non deve superare di molto il valore di 3-10° mol/dm? (30 mm>di
HCI mol/dm® per ogni cm®di estratto), per evitare che i carotenoidi presenti si
trasformino in un composto che assorbe nel rosso, alterando cosiil valore della lettura
dei feopigmenti.

- Determinare I’assorbanza netta dell’estratto  prima dell’acidificazione

[A(665,)] € dopo acidificazione [A(665 )] secondo la formula:

A(665)) = [A(s,665 ,1)-A(b,665,1)]-[A(s,750 ,i)-A(b,750,i)]
dove:
A(b,665,i)

A(b,750,i) = assorbanza del bianco nella cella i-esima a 750 nm

assorbanza del bianco nella cella i-esima a 665 nm

A(s,665 i) = assorbanza del campione nella cella i-esima a 665 nm prima (a=0)
o dopo acidificazione (¢=a)

A(s,750_,i) = assorbanza del campione nella cella i-esima a 750 nm prima (a=0)
o dopo acidificazione (a¢=a)

- Calcolare quindi le concentrazioni della clorofilla @ (Chl a) e dei feopigmenti
applicando le seguenti formule:

Chl a (ug/dm?®) = 26,7-[A(6650)-A(6653)]'v~103/(CO-V)
Feopigmenti (ug/dm®) = 26,7-[1,7-A(6653)-A(6650)]-v-103/(CO-V)
dove:

A(665)) = assorbanza netta del campione nella cella i-esima a 665 nm prima
dell'acidificazione
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A(665) = assorbanza netta del campione nella cella i-esima a 665 nm dopo
acidificazione

CO = cammino ottico della celletta (cm)
v = volume dell’estratto (cm’)

V = volume di campione filtrato (cm?)

Note

- 11 dosaggio spettrofotometrico con strumenti a reticolo interferenziale ha un
intervallo ottimale di lettura, rispetto all’errore di misura, compreso tra 0,2 e
0,8 unita di assorbanza. La concentrazione minima di clorofilla che, utilizzando
cellette da 50 mm di cammino ottico, il metodo consentirebbe di dosare
nell’estratto € di 456 pg/dm? che equivale ad una concentrazione in situ di 0,91
ug/dm? nel casosiano stati filtrati 5dm?®di campione. Tuttavia, se le condizioni
ottiche della misura e I'accuratezza sono soddisfacenti (* 0,002 A), si hanno
letture valide anche con assorbanze di 0,050 a 664 nm (Neveux, 1979).

- Sel’assorbanza deibianchisupera il valore di 0,008, occorre pulire accuratamente
I'esterno delle cellette con un fazzolettodi carta e, nel casoil valore delle letture
sia ancora elevato, ¢ necessario immergere le cellette stesse in miscela solfocromica
per 10 minuti e sciacquarle poi abbondantemente con acqua prima di ripetere la
lettura.

- Lalettura a 750 nm da una stima della torbidita del campione € non deve superare
il valore di 0,010 di assorbanza (cio¢ 0,002 per ogni cm di cammino ottico); in caso
contrario € necessario ripetere la centrifugazione o filtrare il campione con una
siringa munita di supporto Swinnex nel quale ¢ inserito un filtro in teflondi 13 mm
di diametro e con porosita di 0,2 wm.

2- METODO FLUORIMETRICO SU ESTRATTI CELLULARI

I metodi fluorimetrici per la stima della concentrazione della clorofilla asi basano
sulla misura della fluorescenza dell’estratto acetonico dei pigmenti prima € dopo
acidificazione con acido cloridrico. Si misura in tal modo la frazione fotosinteticamente
attiva (clorofilla a) ed inattiva (feopigmenti) dei pigmenti presenti nei campioni.
Questi metodi (Yentsch & Menzel, 1963; Holm-Hansen et al.,, 1965) presentano
notevoli vantaggi rispetto a quelli spettrofotometrici in quanto risultano pit rapidi,
precisi € sensibili.

Si consiglia I'uso di questi metodi solo quando la concentrazione dei pigmenti ¢
inferiore a circa 1 ug/dm?® poiche, per valori superiori, la relazione fluorescenza/
concentrazione non simantiene piu lineare. 1l limite superiore dell’'intervallo entro
il quale larelazione ¢ lineare ¢ di 750 ug/dm?® nell’estratto acetonico (Neveux, 1976)
e di 1,5 ug/dm’® nell’acqua di mare (Bianchi, 1986).

La validita dei metodi fluorimetrici € fortemente condizionata dalla concentrazione
di clorofilla b nell’estratto (Yentsch, 1965; Loftus & Carpenter, 1971; Gibbs, 1979),
in quanto la feofitina prodotta dalla degradazione di questo pigmento presenta un
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piccodi emissione a 651 nm, che, inversamente a quello delle feofitine a e ¢, presenta
un forte aumento rispetto alla corrispondente clorofilla, causando quindi una
sovrastima dei feopigmenti.

Attrezzature Specifiche

- Fluorimetro®a filtri o spettrofluorimetro.

Nel caso si adoperi il fluorimetro, si raccomanda di usare come fonte luminosa una
lampada F474-BL, un filtro di eccitazione Corning CS.5-60 o Kodak Wratten 47B
¢ un filtro di emissione Corning CS.2-64. Lo strumento deve essere dotato di
fotomoltiplicatore con sensibilita estesa alla banda degli 800 nm (ad es. Hamamatsu
R446).

Nel caso si effettuino le misure con uno spettrofluorimetro, occorre selezionare le
lunghezze d’onda ai valori massimi di eccitazione e di emissione riscontrati dalla
lettura deglistandards. Anche in questo caso ¢necessario unfotomoltiplicatore
con sensibilita estesa nella regione del rosso.

Procedura Analitica e Calcoli

- Preparare una soluzione standard di clorofilla a in acetone al 90%. A tale scopo
si puo adoperaresia una soluzione aconcentrazione nota (clorofillaa®pura) che
clorofilla purificata con tecnica cromatografica, oppure estratti da campioni
naturali di fitoplancton la cui concentrazione ¢ stata previamente misurata con
metodo spettrofotometrico.

- Preparare, diluendo lo standard, alcuni substandards a diluizioni decrescenti.

- Misurare la fluorescenza dei substandards prima € dopo acidificazione con
acido cloridrico, effettuata con la stessa procedura illustrata per il metodo
spettrofotometrico.

- Calcolare il fattore medio di concentrazione o costante di calibrazione (c) e il
fattore di acidificazione (x) nel modo seguente:

¢ = C(Chly/F,
x = F/F,
dove:

C(Chl) = valore medio della concentrazione della clorofilla negli standards

F, = valore medio della fluorescenza degli standards prima dell’acidificazione

F, = valore medio della fluorescenza degli standards dopo lacidificazione

Nel caso che per l'allestimento degli standards si adoperino popolazioni naturali di
fitoplancton, il fattore di acidificazione (x) puo presentare variazioni molto ampie,
con valori compresi tra 0,9 e 3,1 (Yentsch & Menzel, 1963; Holm-Hansen et al.,
1965).

Valori elevati derivano dalla presenza di clorofilla c, il cui fattore di acidificazione ¢
circa 6. Valoribassi possono derivare o da un elevato rapporto feofitina a/clorofilla
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a oppure dalla presenza di clorofilla b, che ha un fattore di acidificazione inferiore a
1 (Loftus & Carpenter, 1971).

- Filtrare icampioni ed estrarre i pigmenti come indicato per i metodi spettrofotometrici.

- Misurare la fluorescenza dell’estratto prima (F,) € dopo (F,) acidificazione con
acido cloridrico, diluendo i campioni che presentano valori di fluorescenza piu
elevati del substandard a concentrazione maggiore.

- Calcolare le concentrazioni della clorofilla a (Chla) e della feofitina a presenti
nel campione applicando le seguenti equazioni (Lorenzen, 1966):

Chla (pg/dm®) = x:(x-1)"(F-F )-c:v-V?!
Feofitina a (ug/dm®) = (F x-F)(x-1)cxv-V!

dove:
x=FF,
c= C(Chl)/F0

v = volume dell’estratto (cm’)

V = volume di campione filtrato (cm®)

3- METODO FLUORIMETRICO SULLE SOSPENSIONI IN VIVO

La stima della concentrazione dei pigmenti fotosintetici con metodi che non
prevedono la loro estrazione ¢ basata principalmente sulla misura di fluorescenza
rossa emessa dalla clorofilla a e dai pigmenti accessori, in seguito ad eccitazione con
luce blu (Lorenzen, 1966).

I massimi spettrali di eccitazione e di emissione della fluorescenza sono indicati
generalmente come 432 = 4 nme 680 + 2nm, rispettivamente. Nonostante la
scarsa efficienza dell'emissione di fluorescenza da parte delle strutture
pigmentarie in vivo (variabile indicativamente fral'l e il 10% di quella degli stessi
pigmenti in soluzione), la maggiore sensibilita e stabilita del segnale ottenute nei
fluorimetri®realizzati con questoscopo, ed ora disponibili sul mercato, consente una
stima della clorofilla a in un ampio intervallo di concentrazioni, indicativamente
comprese tra 0,01 € 10 mg/m® L'uso di fluorimetri in situ rende inoltre possibile
un rilevamento in tempo reale della biomassa autotrofa e permette di evidenziarne
con buona definizione le caratteristiche di distribuzione, sia verticale che
orizzontale. ‘

Tuttavia, la corrispondenza di questo tipo di misura conl'effettiva concentrazione
di clorofilla a deve essere frequentemente verificata mediante dosaggi su estratti
acetonici (vedi paragrafo precedente), poiche la variabilita del rapporto
fluorescenza/clorofilla a & notevole, in particolare nei popolamenti naturali. Le
cause divariazione di tale rapporto, sono descritte, con ilimiti di questo metodo, da
vari autori (Harris, 1980; Sakshaug, 1980; Prézelin & Boczar, 1986) e consistono
principalmente in:

a) presenza in mare disostanze fluorescenti con caratteristiche spettrali che possono
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interferire con quelle della clorofilla (sostanza gialla, acidi umici, cellulosa);

b) interferenza di fenemeni ottici quali  diffusione, autoassorbimento,
“quenching”, che tuttavia possono divenire importantisolo per concentrazioni
di pigmento molto elevate;

c) variabilita dell’efficienza di fluorescenza a parita di contenuto in clorofilla a,
conseguente al diverso stato fisiologico degli organismi.

Quest’ultimo fattore ¢ la fonte piu significativa di variabilita e dipende, a sua volta,
da cause quali: le variazioni, tanto piu se improvvise, di temperatura (Lorenzen,
1966), luce (Kiefer, 1973) e nutrienti (Slovacek & Hannan, 1977); la diversa
composizione pigmentaria € tassonomica dei popolamenti; le eventuali condizioni
distress degli organismi ed i loro ritmi biologici (Prézelin & Ley, 1980). Infine, anche
le modalita di svolgimento della cinetica di induzione della fluorescenza (Harris,
1980) possono alterare le risposte misurabili.

Unastima piu stabile e corrispondente al contenuto in clorofillaa puo essere ottenuta,
secondo Slovacek & Hannan (1977), inseguito a trattamento con DCMU (3-
(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea) in basse concentrazioni (10°* mol/dm? finale). La
sua presenza blocca, nella catena ossido-riduttiva delle reazioni luminose, il trasporto
degli elettroni, innalzando la quantita di fluorescenza emessa e diminuendo la sua
variabilta. I risultatiottenuti da questi autori su colture monospecifiche non sono
stati tuttavia completamente confermatiinstudisu popolamenti naturali (Lorenzen
& Jeffrey, 1980; Neveux, 1982).

Vainoltre considerata la possibilita di misurare I'emissione di fluorescenza eccitando
alle lunghezze d’onda specifiche dei pigmenti accessori (clorofillab e ¢, carotenoidi
e ficobiline) ottenendo cosi degli spettri di eccitazione € di emissione della fluorescenza.
L’analisidi talispettri (Yentsch & Yentsch, 1979, Yentsch & Phynney, 1985, Lazzara
& Innamorati, 1985) puo consentire diindividuare la presenza di gruppi tassonomici
difitoplancton basati sul tipo di pigmentiche i caratterizzano (Cianoficee, Cripto-
Rodoficee, Cloroficee, Diato-Dino-Primnesioficee) o di conoscere le condizioni
di fotoadattamento dei popolamenti fitoplanctonici (Neori ez al., 1984; Mitchell &
Kiefer, 1984).

Esistono infine anche metodi per la misura dell’assorbimento luminoso da parte di
sospensioni (Shibata et al., 1954; Faust & Norris, 1982; Maske & Haardt, 1987;
Sathyendranath et al., 1987), oggi piu facilmente utilizzabili data la disponibilita, per
vari spettrofotometri, di accessori per la trasmissione diffusa o sfere integratrici. Il
notevole limite di questi metodi sta nella loro scarsa sensibilita, cosi da poter essere
utilizzati solo in caso di popolamenti naturali di fitoplancton eccezionalmente
abbondanti (almeno 30-40 mg clorofilla a/m®). D’altra parte, I'espediente di
concentrare il materiale sospeso su dei filtri (Yentsch, 1960; Kiefer & Sooho, 1982)
porta ad un’alterazione dell’identita fisica della grandezza misurata (Bricaud et al,
1983) cosicche il valore della misura ¢ relativo alle particolari condizioni ottiche
in cui questa ¢ stata realizzata.

4- CROMATOGRAFIA LIQUIDA AD ALTA RISOLUZIONE (HPLC)

Le attuali tecniche diseparazione cromatografica liquido-liquido condotte su colonna
usano alte pressioni di flusso del solvente e materiale di impaccamento di piccolo
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diametro. Elevata risoluzione, basso tempo di analisi, basso consumo di solvente ¢
riproducibilita sono le caratteristiche salienti di queste tecniche (Robinson, 1979).
La prima applicazione della cromatografia liquida ad alta risoluzione ai pigmenti
fotosintetici ¢ dovuta a Evans et al. (1975) che applicarono questa tecnica per la
separazione di numerose porfirine.

Abaychi & Riley (1979) propongono un metodo isocratico quantitativo, veloce
esensibile, cheseparale clorofille, i pigmenti accessori ed i prodotti didegradazione.
Essosi basasull’'uso di una strumentazione analitica estremamente semplificata
e prevede passisuccessividi eluizione con due miscele disolventi. L’estrazione dei
pigmentiviene effettuata con acetone e metanolo; gliestratti vengono concentrati
eseparati in colonna da 30cm (Partisil-10 con 4600 piatti teorici) utilizzando una
fase mobile contenente etere dipetrolio, acetone, dimetil sulfossido e dietilamina,
dosata con un flusso di 2 cm®*/min ad una pressione di 14 atmosfere. Quando nei
campioni da analizzare ¢ presente clorofilla ¢, si prevede 'uso di una miscela di
solventi pil polare. I valori diestinzione vanno determinati allo spettrofotometro
ad unalunghezza d’ondadi 440 nm. Questo metodo risulta estremamente sensibile
e riproducibile, permettendo il rilevamento diconcentrazioni di clorofilla di circa
80 nge di carotene dicirca 5 ng, con un coefficiente di variazione compreso tra 0,6
e 1,8%.

Gieskes & Kraay (1983a, b) hanno applicato questa tecnica a campioni naturali di
fitoplancton, confrontando le concentrazioni di clorofilla a misurate con 'H.P.L.C.
con i valori ottenuti con 'applicazione delle metodiche spettrofotometriche e
fluorimetriche. L’utilizzazione delle metodiche convenzionali pare comporti una
sovrastima della clorofilla a di circa il 40%.

Mantoura & Liwellyn (1983) hanno messo a punto un metodo di analisi in fase
inversa molto sensibile (limite minimo di rilevabilita della clorofilla a di 0,1 ng/dm?),
compatibile con 'estrazione del filtro secondo i metodi classici (acetone al 90%).
Questa metodologia utilizza un reagente “ion-pair” per incrementare e stabilizzare
la separazione dei pigmenti acidificati, una colonna ODS da 25 cm con particolato
da 5Sum, unsistema a gradiente lineare con rilevatore spettrofotometrico e fluorimetrico.
In un tempo totale di analisi di circa 20 minuti si riescono a quantificare circa trenta
composti, tra clorofille e carotenoidi.

Allo stato attuale, tuttavia, nessuna metodica H.P.L.C. viene suggerita dallo SCOR-
UNESCO, che si propone di valutare e diffondere quanto prima un metodo
relativamente semplice che siain grado dideterminare quantitativamente le clorofille
a, b, c e relativi prodotti di degradazione.
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