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CASO STUDIO 1: 

Ricerche svolte nel periodo 2000-2010 
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Coscinodiscus 

Navicula 

Pseudo-Nitzchia 

Diatomee 



Skeletonema costatum Thalassiosira 

Chaetoceros 



Dinofita:   Oxytoxum 



Sostanza 
umica 

BIOPOLIMERI MARINI  

Polisaccaridi 

DNA 

Proteine 



Sostanza umica 

- acidi fulvici: basso P.M., pochi gruppi aromatici 

 

- acidi umici: alto P.M., più gruppi aromatici 

 

- umina: alto PM, alto grado di reticolazione 



Obiettivi della ricerca  sui biopolimeri marini 

1. Isolare e purificare i singoli biopolimeri; 
2. determinarne la struttura primaria (composizione e 

concatenamento); 
3. determinare le proprietà delle catene (grado di polimerizzazione  

PM, dimensione media  raggio di girazione); 
4. determinare le proprietà aggreganti/gelificanti; 
5. studiare la stabilità dei biopolimeri rispetto alla degradazione 

enzimatica (biodegradazione); 
6. individuare la relazione tra proprietà chimiche e funzione biologica 

(fisiologica, biochimica, ecologica, etc.); 
7. individuare i marcatori biologici (biomarkers) relativi alle singole 

specie produttrici. 
8. studiare la variazione stagionale mediante monitoraggio mensile 

dei composti  macromolacolari su scala di bacino.  



diatomea 

“slime” esopolisaccaridico 

membrana 

e polisaccaridi 

capsulari 

Funzione biologica degli EPS 

1. sistema tampone contro le variazioni chimiche e biologiche del microambiente  
   (tossine, agenti virali e batterici, inquinamento da metalli pesanti, ecc.);    

2.  azione sequestrante e di concentrazione dei nutrienti;   

3. azione adesiva alle superfici;   

4. movimento e mantenimento delle  
    relazioni simbiotiche;   

5. protezione contro la predazione  
    e l’azione di enzimi digestivi;   



Funzione ecologica degli EPS 

2. Il COC contenuto in particelle sospese di dimensioni comprese tra 1 e 1000 
nm costituisce in termini quantitativi una delle più ingenti riserve di carbonio 
organico del pianeta. 

1. La maggior parte del carbonio organico nei mari e negli oceani è presente  
come materia organica in forma disciolta (DOM), in forma colloidale (COC) o 
come particolato organico (POM).  

3. Il prodotto macroscopico più evidente dei fenomeni aggregativi della 
materia organica marina è la cosidetta "neve marina" di origine 
fitoplanctonica, un processo fisiologico assolutamente naturale ed 
indispensabile presente in tutti i mari ed oceani del mondo. 

4. Attraverso i processi di sedimentazione lungo la colonna d’acqua e la 
diffusione orizzontale influenzano il trasporto di materia verso il fondo e la 
disponibilità nella catena alimentare. 

5. Nella forma macroscopica, costituiscono la riserva alimentare per molti 
animali. 

6. Fungono da adsorbenti della materia organica disciolta (DOM) e come tali 
da veicolo del DOM  fino ai più alti livelli trofici. 

Sostanza organica solubile 89% 

Particellato 9% 
Zooplancton 0.2% 
Pesci 0.002% 

Fitoplancton 2% 



Polisaccaridi 

Struttura  
primaria 

Struttura 
secondaria 

Aggregazione 
Solidi amorfi 

e GEL 

Relazione  
struttura/ 
“destino” 

Degradazione  
batterica 



Acqua tal quale 

GF/F Analisi colorimetrica  
quantitativa (MBTH) 
 

Analisi qualitativa (GC) 

Volume noto 

LMW HMW 

Diafiltrazione 

Dialisi su 10 kDa 

Partizione ed analisi  
della componente saccaridica del DOC  
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Distribuzione dei pesi molecolari dei campioni HMW e LMW  
ottenuti per cromatografia HPSEC. 
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(a) Immagine AFM di una soluzione del campione HMW-DOC del 22 
giugno 2004 in DMSO.  

(a) 

(b) 
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(b) Ingrandimento di un’area e rielaborazione dell’immagine per la 
valutazione delle dimensioni del particellato. 
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C1  HMW  22 giugno 2004

Distribuzione dei diametri delle particelle per il  
campione HMW-DOC del 22 giugno 2004. 

Immagine AFM di una soluzione del campione 
LMW-DOC del 22 giugno 2004 in DMSO. 



Conformazioni di catene polisaccaridiche del glucosio (glucani) con diversa 
concatenazione e configurazione del carbonio anomerico (1) in soluzione ed (2) 
allo stato solido.  (a) -(D)-(1,3)-glucano (b) -(D)-(1,4)-glucano  (c) -(D)-(1,3)-
glucano (d) -(D)-(1,4)-glucano (Urbani et al., 2001). 



poli[-(1-4)-glc] 

poli[(1-3)-glc] 

poli[-(1-4)-glc] 

poli[-(1-3)-glc] 

a: soluzione 

b: stato solido  



Microscopia elettronica a scansione 

Campioni di mucillagine nativa (Urbani e Sist, 2003) 

Soluzioni concentrate di polisaccaridi purificati da mucillagine (Urbani e Sist, 2003) 



Sostanza organica 
macromolecolare nel mare  

e classi dimensionali 

- Polisaccaridi ed oligosaccaridi 
 

- Sostanza umica 
 
- Proteine e peptidi 
 
- Acidi nucleici 



Suddivisione dei biopolimeri marini  
in base alle loro caratteristiche macromolecolari 

Natura

Origine

Massa

molec.

(dalton)

Dimensioni

(nm)

Struttura

supramolecolare

Tempo di vita

medio

% della

sostanza

organica

Biopolimeri

RIGIDI

- mucopolisaccaridi

- peptidoglicani

- cellulose

- composti pectici

(parete cellulare

microbica e prodotti

extracellulari)

- Acidi nucleici

10
4
 - 10

6
100 – 1000

- struttura fibrillare

basata su doppie o

triple eliche

- struttura a rete

tridimensionale (gel)

- sulla superficie:

mesi

- in profondità:

100 anni-secoli

   ore - giorni

10-30

Biopolimeri

FLESSIBILI

materiale refrattario

(prodotti di

ricombinazione di

amminoacidi, zuccheri

rilasciati dal plancton)

500 – 10
5

----

- struttura flessibile,

disordinata, più o meno

estesa

10 – 7000 anni fino a 90

- polisaccaridi di riserva

(endocellulari)

- composti proteici

(endocellulari)

- struttura flessibile

- struttura globulare

   ore - giorni

Sostanze

umiche

(di derivazione

terrestre-fluviale) 500 - 5000 0.5 - 2 - struttura  globulare ca. 500 anni

nel suolo

     - 40-80 laghi

     - trace in

mare aperto
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Ragnatele 
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Strati cremosi superficiali 



Filtrato FA 

 RC 

Campione massa umida 

- estrazione in acqua di mare 

- estrazione a freddo  

  in H2O distillata 

Filtrato FB 

- estrazione a caldo  

   in H2O distillata  

Residuo (RA) 

- estrazione in  

  NaOH 1 M 

RB 

Filtrato FC 

 RD Filtrato FD 

GC / MS 

cromatografia GPC 

Laser Light Scattering 

Viscometria 
  

Liofilo FA 

Liofilo FB 

Liofilo FD 

Liofilo FC 

Isolamento e purificazione dei polisaccaridi da mucillagini 



Determinazione della struttura primaria  

(composizione e concatenamento) 

Analisi gascromatografica degli idrolizzati acidi dei polisaccaridi 

per determinare la composizione relativa dei vari monosaccaridi; 

 

Analisi di metilazione per determinare i carboni implicati nel 

concatenamento 

 

Analisi NMR per la definizione della chiralità nel legame 

anomerico 
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Composizione monosaccaridica 

(GC-FID) 



Catene polielettrolitiche ! 
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Rha Fuc Xil Man Gal Glc 

Chaetoceros decipiens F1 7 7 1 4 5 1 

Chaetoceros decipiens F2 7 2 1 14 3 3 

Chaetoceros decipiens 

(Myklestad, 1995) 

7 7 0.5 1 3 0.5 

Rapporti molari dei monosaccaridi componenti F1 ed F2  
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Correlazione tra le percentuali di galattosio e la somma 

(fuc+rha) in campioni mucillaginosi adriatici ed in 

esopolisaccaridi prodotti da colture axeniche algali e batteriche 

(dati da letteratura). 



Derivato  Legame % 

2,3,4-Me3 Rha t-Rha 21.4 

2,3,4-Me3 Fuc t-Fuc 10.7 

2,3,4,6-Me4 Man t-Manp 3.2 

3,4-Me2 Rha 2-Rha 8.3 

2,3,4,6-Me4 Glc t-Glcp 4.0 

2,3,4,6-Me4 Gal t-Galp 3.2 

3,4-Me2 Fuc 2-Fuc 2.7 

3,4,6-Me3 Man 2-Manp 2.3 

2,3,4-Me3 Man 6-Manp 3.3 

3,5-Me2 Xyl 2-Xylf 1.0 

Fuc 2,3,4-Fuc 5.4 

3,4,6-Me3 Gal 2-Galp 13.4 

2,3,6- Me3 Gal 4-Galp 10.5 

2,3,6-Me3 Glc 4-Glcp 2.4 

3-Me Xyl 2,4-Xylp 1.8 

3,6-Me2 Man 2,4-Manp 1.9 

4,6-Me2 Man 2,3-Manp 1.0 

Analisi di metilazione 



Rg 

Determinazione delle proprietà delle catene (PM, raggio di girazione) 

- Esperimenti di Diffusione della luce (Rg, PM,  
  coefficiente del viriale) - Laser Light Scattering 
-Esperimenti di Cromatografia di Permeazione su   
 Gel (PM) - GPC 
-Esperimenti di Viscometria (volume e raggio 
  idrodinamico, conformazione)  
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RG  
/nm 

Pullulan 24 

Welan 68 

Alginate 73 

TH14B13 
(2000) 

77 

A7 (2001) 155 

sample MNaCl = I Mw 
/dalton 

A2·106 
/cm3·mol·g-

1 

RG 
/nm 

TH14B13    0.10 264,000 -0.41 77 

(2000) 0.30 145,000 -0.81 83 

0.50 218,000 -1.3 99 

0.70 234,000 -4.8 94 

Rovinj, A7    0.30 222,000 -0.43 155 

(2001) 

 

0.70 217,000 -0.20 
-0.45 
-0.56 

131 



Urbani & Sist, 2004 

DLS 
«Dynamic Laser Light Scattering» 
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Polymer B 

Polyphosphate 0.44 

Poliacrylate 0.23 

Dextran sulphate 0.23 

Carboxymethyl-amylose 0.20 

Carboxymethyl-cellulose 0.065 

Hyaluronic Acid 0.065 

Mannuronic-rich alginate 0.040 

TH14B13 (2000) 0.036 

Guluronic-rich alginate 0.031 

DNA 0.0055 

Xanthan 0.0053 



Determinazione delle proprietà aggreganti/gelificanti 

Processo di aggregazione 1 

K-carragenano 

Processo di aggregazione 2  

alginato 

GEL 



AFM 









Microscopia SEM di mucillagini 
adriatiche 



























Coscinodiscus 

CaSO4 



Diatomea centrica 



63 







A7, -8m 

05/07/2001 



Microscopia SEM di mucillagini 
bentoniche tirreniche 



Aggregati algali bentonici 

tirrenici ed adriatici 

















Nematochrysopsis 

secca dei Pignocchi 

14 giugno 2001 

fiocco 



Chrysonephos l. 

secca dei Pignocchi 

14 giugno 2001 

fiocco 



Chrysonephos l. 



Palmella 



Risultati della ricerca 

La caratterizzazione della frazione polisaccaridica nelle diverse 

condizioni studiate (colture, colonna d’acqua) permette di trarre delle 

conclusioni comuni: 

 

• il materiale fresco è principalmente prodotto dalla componente 

fitoplanctonica ed è a più alto peso molecolare.  

• I polisaccaridi hanno struttura polielettrolitica 

• La struttura aggregata geliforme è determinata principalmente dai 

polisaccaridi.   

• La composizione di questa frazione semi-labile presenta elevati 

valori di fucosio che tendono a calare con il procedere della 

degradazione ad opera della comunità batterica. Sulla base di 

questi risultati si sono individuati il gal e la somma (fuc+rha) come 

bioindicatori dello stato di degradazione della materia organica 

aggregata. 

•   
 

 



• La capacità aggregante dei 

biopolimeri saccaridici è influenzata 

dalla forza ionica. I macroaggregati 

si formano al aloclino con 

l’aumentare della forza ionica 

Risultati della ricerca 

-15 

-30 


