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Sommario – I liquami suinicoli post digestione anaero-
bica, ancora ricchi in ammonio, possono causare feno-
meni di eutrofizzazione delle acque. Inoltre, per l’ec-
cessivo uso di antibiotici negli allevamenti, significati-
ve quantità non metabolizzate di questi farmaci posso-
no essere ritrovate nei liquami e quindi nelle acque do-
po trattamento anaerobico. Crescendo in modo etero-
trofico, le microalghe potrebbero offrire diversi vantag-
gi, essendo in grado di usare il carbonio organico così
come nutrienti inorganici quali azoto e fosforo presenti
nelle acque di scarico. Lo scopo di questa ricerca è sta-
to quello di valutare l’effetto di inquinati emergenti ag-
giunti al digestato da liquami suinicoli sulla crescita del-
la microalga Chlorella vulgaris. A tale scopo C. vulga-
ris è stata fatta crescere in terreno con differenti quan-
tità di digestato al fine di ottenere concentrazioni ini-
ziali di azoto ammoniacale pari a 60, 120 e 170 mgN/L.
A fini comparativi, colture addizionali sono state ese-
guite sia in acqua arricchita con ammonio puro alle stes-
se concentrazioni sopra riportate, sia nel terreno classi-
co di crescita per questa microalga (Bold Basal Me-
dium). Alla coltura con 60 mgN/L di ammonio da liqua-
mi, dopo il raggiungimento della fase stazionaria sono
stati aggiunti 14.0 mg/L di Micospectone, consistente
in una miscela al 33.3 e 66.6% degli antibiotici Linco-
micina e Spectinomicina. Studi preliminari hanno evi-
denziato che concentrazioni superiori di antibiotico (56-
112 mg/L) possono portare ad un’inibizione della cre-
scita microalgale. La concentrazione della biomassa mi-
croalgale è stata quantificata giornalmente per via spet-
trofotometrica ad una lunghezza d’onda pari a 625 nm,
mentre quelle di ammonio totale e di fosfati periodica-
mente. La biomassa fresca ed essiccata al termine della
crescita è stata osservata mediante microscopia ottica
ed elettronica a scansione. In presenza di digestato e an-
tibiotico, C. vulgaris ha raggiunto concentrazioni finali
di circa 1.3 g di biomassa secca per litro di terreno.
L’ammonio è stato rimosso efficacemente con velocità
di rimozione pari a 5.6 and 3.4 mgN/Lgiorno partendo ri-
spettivamente da concentrazioni iniziali di ammonio di
60 e 120 mgN/L, mentre concentrazioni superiori di am-
monio (170 mgN/L) hanno comportato inibizione sia del-
la crescita sia della sua propria rimozione.

Parole chiave: Chlorella vulgaris, Micospectone, lincomicina,
spectinomicina, azoto ammoniacale.

TREATMENT BY MICROALGAE OF
EMERGING POLLUTANTS IN WATER
FROM ANAEROBIC DIGESTION OF PIG
MANURE

Abstract – Anaerobically digested pig manure are ef-
fluents still rich in ammonium, with high chemical oxy-
gen demand, which contribute to the phenomenon of
water eutrophication. Moreover, due to excess use of
antibiotics in animal husbandry, unmetabolized drugs
can still be found in manure and then in anaerobic di-
gestion effluents, thus requiring further treatment. Mi-
croalgae could potentially offer many advantages in this
treatment, being able to use the organic carbon as well
as inorganic nutrients such as nitrogen and phosphorus
from wastewater for their heterotrophic growth. The aim
of this research was to investigate the effect of emerg-
ing pollutants added to digested swine manure on the
growth of the microalga Chlorella vulgaris. C. vulgaris
cultures were performed with different amounts of di-
gested pig manure to achieve ammonium concentrations
of 60, 120 and 170 mgN/L in the medium. Additional
runs were performed in water enriched with pure am-
monium at the same concentrations as above. These runs
were compared with those carried out in classic Bold
Basal Medium taken as a control. Moreover, after reach-
ing the stationary phase of cultures with 60 mgN/L am-
monium from manure we added 14.0 mg/L of Mi-
cospectone, an antibiotic mixture containing 33.3% Lin-
comycin and 66.6% Spectinomycin. Preliminary studies
evidenced that higher antibiotic concentrations (56-112
mg/L) in medium lead to microalga growth inhibition.
Biomass concentration was daily quantified spec-
trophotometrically by optical density measurements at
625 nm wavelength, while total ammonium and phos-
phate concentrations were monitored periodically. Op-
tical and Scansion Electronic Microscopies were used to
observe fresh and dried biomass, respectively. In the
presence of digested manure and the antibiotic, C. vul-
garis biomass reached concentrations around 1.3 gDB/L.
Ammonium was removed efficiently, at rates of 5.6 and
3.4 mg/Ld when present in initial concentrations of 60
and 120 mgN/L, respectively, whereas higher ammoni-
um level (170 mgN/L) strongly inhibited microalgal
growth and almost suppressed its own removal.

Keywords: Chlorella vulgaris, Micospectone, lincomicin;
spectinomicin, ammonia nitrogen.
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Accettazione finale il 13-6-2017.

1. INTRODUZIONE

La digestione anaerobica è un processo noto e ben

consolidato nel trattamento di reflui di animali da

allevamento e può essere usata con il duplice sco-

po di diminuire l’impatto ambientale stabilizzando

i reflui stessi e di ottenere bioenergia attraverso
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l’impiego del biogas prodotto durante la digestio-

ne (Fredriksson et al., 2006).

In generale bisogna tenere in considerazione che

le acque provenienti dalla digestione anaerobica di

liquami suinicoli sono effluenti ancora ricchi in

ammonio, che presentano un’elevata domanda chi-

mica di ossigeno. Pertanto, tali reflui possono es-

sere in parte responsabili di fenomeni di eutrofiz-

zazione delle acque (de la Noüe e Bassères, 1989).

Inoltre, negli allevamenti vengono impiegati sva-

riati farmaci per controllare le infezioni e promuo-

vere la crescita del bestiame, ed è quindi possibile

trovare spesso alte concentrazioni di farmaci non

metabolizzati nelle urine e nelle feci (Arikan et al.,

2009). Winckler e Grafe (2001) riportano ad esem-

pio che il 72 % del principio attivo di farmaci a ba-

se di tetracicline viene escreto dagli animali da al-

levamento tal quale. Tali molecole vengono poi ri-

trovate nel suolo e nelle acque creando svariati pro-

blemi ambientali. Quindi, in seguito a trattamenti

con antibiotici negli allevamenti, è possibile tro-

vare farmaci non metabolizzati non solo nei liqua-

mi ma anche nel digestato da essi proveniente

(Pansieri et al., 2013). Per questi motivi, per l’alto

carico di azoto e per la possibile presenza di zoo-

farmaci, le acque da digestione di liquami suinico-

li necessitano di opportuni trattamenti per il suc-

cessivo scarico in acque superficiali (de la Noüe e

Bassères, 1989).

Con la crescita mixotrofica (Wan et al., 2011), po-

tenzialmente alcune microalghe possono offrire

una soluzione al problema, essendo in grado sia di

fissare l’anidride carbonica impiegando la luce co-

me fonte energetica (Converti et al., 2009) sia di

metabolizzare il carbonio organico presente nel ter-

reno di crescita (Burrell et al., 1984).

Le microalghe e tra queste Chlorella vulgaris so-

no organismi unicellulari fotosintetici in grado di

usare l’energia luminosa e l’anidride carbonica per

la crescita. Rispetto alle piante superiori presenta-

no un’elevata efficienza fotosintetica con conse-

guente rapida produzione di biomassa (Benemann,

1997; Miao e Wu, 2006).

C. vulgaris può essere destinata a differenti appli-

cazioni, fra cui l’impiego in acquacoltura come

fonte alimentare per la crescita di rotiferi per l’al-

levamento di pesci, molluschi e crostacei; la pro-

duzione di microalghe per acquacoltura ha rag-

giunto le 1000 tonnellate di biomassa secca per an-

no (Muller, 2000). C. vulgaris viene sempre più

frequentemente utilizzata come integratore ali-

mentare in quanto ricca in proteine e acidi grassi

essenziali. Infine, tale microorganismo, ricco in li-

pidi, viene studiato da diversi anni a scopi energe-

tici (Gouveia e Oliveira, 2009). La biomassa sec-

ca, dopo estrazione dei lipidi e di altri principi at-

tivi, può inoltre essere utilizzata come adsorbente

per la depurazione di acque inquinate (Rashid et

al. 2009).

Nel presente studio, C. vulgaris è stata impiegata

per la riduzione del contenuto di azoto ammonia-

cale di liquami suinicoli dopo digestione anaero-

bica. Inoltre è stata valutata la sua capacità di cre-

scere in presenza di differenti concentrazioni del-

l’antibiotico Micospectone (miscela di Lincomici-

na e Spectinomicina).

2. MATERIALI E METODI 

2.1. Microalga e reagenti

Il ceppo di Chlorella vulgaris CCAP 211 (Culture

Collection of Algae and Protozoa, Argyll, UK) usa-

to nel presente lavoro è stato mantenuto insufflan-

do costantemente aria in beute da 1.5 L, impie-

gando come terreno di crescita Bold Basal Medium

(BBM) (Bishoff and Bold, 1963) con qualche mo-

difica, la cui composizione è riportata in Tabella 1.

Il pH finale è stato aggiustato a 7.5 mediante l’ag-

giunta di HCl 1.0 M. Tutti i sali, il cloroformio,

l’esano e gli standard (metil miristato, metil palmi-

tato, metil stearato, metil oleato e metil linoleato)

per l’analisi gas cromatografica degli esteri metili-

ci degli acidi grassi sono stati acquistati da Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO, USA). I liquami suinicoli

post digestione anaerobica e centrifugazione, im-
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Tabella 1 – Composizione del Bold Basal Medium
impiegato per la crescita di C. vulgaris
CCAP 211

Componente Concentrazione (mg/L)

NaNO3 1500

MgSO4 7H2O 450

NaCl 25

K2HPO4 1050

KH2PO4 3H2O 450

CaCl2 2H2O 150

Vitamina B1 3

Vitamina B8 7.5 x 10-3

Vitamina B12 7.5 x 10-3

(P-IV*) (6 mL)

P-IV: soluzione stock di microelementi (11.42 mg H3BO3, 8.82
mg ZnSO4 7H2O, 1.44 mg MnCl2 4H2O, 0.71 mg MoO3, 1.57
mg CuSO4 5H2O, 0.49 mg Co(NO3)2 6H2O, 50 mg Na2EDTA
2H2O, 31 mg KOH, 4.98 mg FeSO4 7H2O e 1.84 mg H2SO4)



piegati nel presente lavoro, sono stati gentilmente

forniti dal Dipartimento di Ingegneria Civile ed

Ambientale (DICA) del Politecnico di Milano.

2.2. Preparazione del terreno e condizioni di cre-
scita

I liquami suinicoli dopo digestione anaerobica so-

no stati conservati a 4 °C fino al momento del-

l’utilizzo. Parte del campione è stato filtrato me-

diante una membrana tubolare in ceramica a flus-

so tangenziale con porosità ≤ 20 µm, in modo da

rimuovere la maggior parte dei residui. Successi-

vamente, sul campione filtrato sono state eseguite

le seguenti analisi: pH, solidi sospesi, solidi vola-

tili e totali, COD, fosfati, azoto ammoniacale, ni-

trati, nitriti e conduttività, i cui risultati sono ri-

portati in Tabella 2.

2.2.1. Prove preliminari di crescita microalgale in 
Bold’s Basal Medium in presenza di Micospectone 

In primo luogo, è stato eseguito uno studio preli-

minare sulla capacità di C. vulgaris di crescere in

presenza di antibiotici. A tale scopo è stata impie-

gata un’associazione di Lincomicina (33.3%) e

Spectinomicina (66.6 %) (Micospectone, FATRO

s.p.a., Ozzano dell’Emilia, BO, Italia), farmaci che

si possono ritrovare in considerevoli concentrazio-

ni non metabolizzati nei liquami da allevamento.

Tale antibiotico è stato saggiato a tre differenti con-

centrazioni (14, 56 e 112 mg/L) che, come riporta-

to da Pansieri et al. (2013), si possono ritrovare nei

liquami suinicoli di animali trattati. Per lo studio,

il Micospectone è stato solubilizzato direttamente

in BBM e le crescite, della durata di 10 giorni, a

concentrazione iniziale di microalga pari a 0.1 g/L,

sono state confrontate con una crescita controllo

eseguita nelle stesse condizioni ma senza antibio-

tico. Le colture sono state realizzate in Erlenme-

yer (1 L) a 25 °C con cicli di luce, fornita da 2 lam-

pade a fluorescenza da 36 W in grado di erogare

una radiazione fotosinteticamente attiva di 40 μmol

fotoni m-2 s-1, da 12 ore. 

2.2.2. Prove preliminari di crescita microalgale in re-
flui da digestione anaerobica in presenza di Mi-
cospectone

Le crescite di C. vulgaris in reflui diluiti da dige-

stione anaerobica di liquami suinicoli sono state

eseguite in fotobioreattori cilindrici verticali da

1.5 L, con cicli di luce-buio di 12 ore. La tempe-

ratura è stata mantenuta a 25 °C mediante camera

termostatata. Il refluo suinicolo è stato diluito con

acqua deionizzata in modo da avere una concen-

trazione iniziale di azoto ammoniacale pari a 60,

120 e 170 mgN/L. Durante la crescita l’azoto am-

moniacale è stato monitorato periodicamente e ri-

portato al livello iniziale dopo il raggiungimento

di 20 mgN/L. In parallelo sono state eseguite col-

ture addizionali alle stesse concentrazioni di azoto

ammoniacale impiegando ammonio opportuna-

mente diluito. Tutte le crescite sono state confron-

tate con quella di C. vulgaris in BBM nelle stesse

condizioni di luce e temperatura sopra descritte.

Inoltre, per la crescita in presenza di 60 mgN/L di

azoto ammoniacale, il farmaco (14 mg/L) è stato

aggiunto dopo il raggiungimento della fase stazio-

naria, mantenuta per altri 5 giorni, al fine di valu-

tare la resistenza della microalga.

2.3. Metodi analitici

2.3.1. Analisi di azoto ammoniacale, nitriti, nitrati, fo-
sfati e COD

L’azoto ammoniacale è stato analizzato periodica-

mente durante le colture microalgali. Per l’analisi,

un’aliquota di terreno è stata filtrata e successiva-

mente analizzata mediante kit per ammonio (Na-

nocolor, Macherey-Nagel, Duren, Germania). I fo-

sfati, i nitrati, i nitriti e il COD sono stati analizza-

ti nel liquame suinicolo dopo digestione anaerobi-

ca mediante i rispettivi kit per nitrati, nitriti, orto-

fosfati e COD (Nanocolor).

2.3.2. Determinazione della concentrazione di biomassa

La concentrazione di biomassa microalgale (C,

gBS/L) è stata determinate giornalmente come den-

sità ottica (OD) ad una lunghezza d’onda di
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quami suinicoli post digestione e filtra-
zione

Parametro (unità di misura) Valore

COD (mgO2/L) 1900

pH 8,44

Conducibilità (mS/cm) 7,14

N-NH4
+ (mgN/L) 1060

N-NO3
- (mgN/L) 54

N-NO2
- (mgN/L) 3

P-PO4
3- (mgP/L) 20

Solidi sospesi (g/L) 0,42

Solidi volatili (g/L) 2,23

Solidi totali (g/L) 4,62



625 nm, usando uno spettrofotometro UV-Vis

(Lambda 25, Perkin Elmer, Milano, Italia). Per il

calcolo della concentrazione è stata usata la corre-

lazione: OD625 = 4,203 C.

2.3.3. Analisi elementare, analisi del contenuto in clo-
rofilla e osservazioni microscopiche della bio-
massa

Al raggiungimento dello stato stazionario, la bio-

massa microalgale è stata osservata mediante mi-

croscopia ottica, raccolta tramite centrifugazione a

5000 ×g per 10 min (modello 42426, ALC, Milano,

Italia), lavata con acqua deionizzata, congelata a 

-25 °C e infine liofilizzata (liofilizzatore alpha 1-2

plus, Christ, Germania). Per le prove eseguite in

presenza di 60 mgN/L di azoto ammoniacale e per

il controllo, la biomassa liofilizzata è stata impie-

gata per l’analisi della composizione elementare

(CHNS) (FLASH EA1112, ThermoQuest, Cleve-

land, USA), per l’osservazione al microscopio elet-

tronico a scansione (SEM) (modello SEM 515, Phi-

lips, Olanda) e per l’analisi della frazione lipidica.

Le percentuali di azoto, carbonio, idrogeno e zol-

fo sono state determinate contemporaneamente

bruciando il campione in condizioni prestabilite

(950 °C) seguendo la metodologia descritta da Gal-

vagno et al. (2001), mentre quella di ossigeno per

differenza tenendo anche conto delle percentuali di

umidità residua (110 °C per 12 h) e di ceneri. Que-

ste ultime sono state quantificate ponendo un’ali-

quota di biomassa secca in crogiuolo precedente-

mente pesato a 650 °C per 3 h. Per l’analisi al mi-

croscopio elettronico, una piccola quantità di cam-

pione è stata polverizzata, ricoperta con un sottile

strato d’oro (30 nm) e osservata come elettroni se-

condari (5.0 kV).

La clorofilla totale è stata quantificata al termine

delle crescite di controllo e di quelle eseguite con

60 mgN/L da liquami suinicoli, mediante il meto-

do descritto da Ortiz Montoya et al. (2014), i pig-

menti sono stati espresso come g di clorofilla per

100 g di biomassa secca.

2.3.4. Estrazione e analisi della frazione lipidica

La restante biomassa è stata estratta mediante il

metodo Folch modificato come descritto da Ca-

sazza et al. (2015) con qualche modifica. In breve,

0.5 g di biomassa secca sono stati estratti con 20

mL di una soluzione cloroformio/metanolo 2:1

(v/v); l’estratto è poi stato sonicato per 30 min a 40

kHz (UTA 90, FALC, Treviglio, Italia) e quindi po-

sto in palloncino di vetro pirex a 80 °C a ricadere

per 5 h. In seguito sono stati aggiunti 20 mL di ac-

qua al fine di separare le due frazioni (polare e apo-

lare). I lipidi presenti nella frazione apolare sono

stati separati dalla biomassa e dalla frazione meta-

nolo/acqua mediante centrifugazione e successiva

filtrazione. La resa in lipidi è stata quantificata per

via gravimetrica dopo aver allontanato il solvente

ed espressa come g di lipidi per 100 g di biomassa

secca (gL/100gBS). I trigliceridi sono stati quantifi-

cati mediante gascromatografia, quantificando gli

acidi grassi in seguito a transesterificazione come

descritto da Zunin et al. (2006). Per l’analisi 40 mg

di lipidi sono stati risospesi in esano (8 mL) e a

questi sono stati poi aggiunti 0,8 mL di una solu-

zione metanolica di KOH 2M. Il campione è stato

agitato mediante vortex per 2 minuti e centrifuga-

to a 3000 ×g per 2 min. Quindi, il surnatante (esa-

no con esteri metilici degli acidi grassi) è stato ana-

lizzato mediante un gascromatografo con detector

FID (1000, Dani Instruments, Milano).

3. RISULTATI E DISCUSSIONE

3.1. Crescite preliminari di C. vulgaris in pre-
senza di Micospectone

Al fine di valutare la resistenza di C. vulgaris a

diverse concentrazioni di Micospectone (33,3%

Lincomicina e 66,6% Spectinomicina), 14, 56 e

112 mg/L di farmaco sono stati aggiunti al terreno

di crescita.

Come si può vedere in Figura 1, la crescita con 14

mg/L di antibiotico ha fornito risultati comparabi-

li a quelli del controllo raggiungendo, dopo 10

giorni, concentrazioni di biomassa rispettivamente

di 0.32 e 0.38 gBS/L, con velocità specifica di cre-

scita (µ) pari a 0.116 e 0.124 d-1. Concentrazioni

superiori di Micospectone (≥ 56 mg/L), invece, so-

no risultate tossiche per la coltura.

A conferma di ciò, le immagini ottenute mediante

microscopia ottica mostrano la formazione di ag-

gregati cellulari e una parziale lisi cellulare con fuo-

riuscita di citoplasma nel caso delle crescite in pre-

senza di 56 (Figura 2C) e 112 (Figura 2D) mg/L di

antibiotico, a conferma della tossicità suggerita dal-

le colture di cui sopra, mentre non si osserva una

sostanziale differenza tra crescite di controllo e cre-

scite con 14 mg/L di Micospectone (Figura 2A e B).

3.2. Crescite di C. vulgaris in liquami suinicoli
da digestione anaerobica

In Figura 3 sono riportate a titolo d’esempio le

curve di crescita di C. vulgaris in fotobioreattore
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Figura 2 – Immagini al microscopio ottico (100 x) di C. vulgaris cresciuta in presenza di 14 (B), 56 (C) e 112
(D) mg/L di Micospectone confrontate con la crescita di controllo (A)

Figura 1 – Colture di C. vulgaris in BBM in presenza di differenti concentrazioni di antibiotico (Micospectone)

A B

C D
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Figura 3 – Crescite di C. vulgaris in acqua contenente 60 mgN/L di azoto ammoniacale puro (A1) o fornito da
liquami suinicoli (A); controllo in Bold Basal Medium (0)

(1.5 L) in acqua contenente 60 mgN/L di azoto am-

moniacale puro (A1) o fornito da liquami suinicoli

(A), confrontate con quella di controllo in BBM (0).

Nonostante la sostanziale differenza della compo-

sizione in sali dei due terreni di crescita, dalla fi-

gura si evince come la presenza di liquami abbia

garantito una crescita microalgale confrontabile

con quella del controllo (circa 1,3 gBS/L). Proba-

bilmente i sali e la componente organica in solu-

zione nei liquami hanno consentito a C. vulgaris
di sfruttare sia la crescita autotrofa, durante le 12

ore di luce, sia quella mixotrofa, durante il perio-

do di buio (Liang et al., 2009). Come era prevedi-

bile, vista l’assenza dei principali micronutrienti,

le crescite con il solo azoto ammoniacale non han-

no raggiunto concentrazioni finali di biomassa pa-

ragonabili al controllo e alle crescite con liquami.

In Tabella 3 sono riportati i parametri di crescita

per le colture eseguite in presenza di 60, 120 e 170

mgN/L di azoto ammoniacale da liquami e da am-

monio puro.

Come si può osservare, la velocità di rimozione di

azoto media nell’arco di tutta la crescita è stata

maggiore (5,6 mg/L d) nelle colture a concentra-

zione di azoto ammoniacale pari a 60 mgN/L. 

C. vulgaris ha mostrato velocità specifica di cre-

scita e produttività di biomassa confrontabili con il

controllo nelle colture a concentrazione di azoto

ammoniacale di 60 e 120 mgN/L, mentre concen-

trazioni superiori hanno comportato un’inibizione

della crescita evidenziata da valori molto bassi di

μ (≤ 0.02 1/d).

Per quanto riguarda il consumo di azoto giornalie-

ro, considerando la crescita a regime (1 gBS/L) do-

po 30 giorni di crescita, è stata osservata una ve-

locità di rimozione decisamente superiore a quella

Tabella 3 – Parametri di crescita di C. vulgaris in varie condizioni

Campione
µ 

(1/d)
P 

(mgBS/Ld)
tSP
(d)

NH4
+

REM

(mgN/Ld)
NH4

+
RER

(mgN/Ld)

0 (crescita di controllo in BBM) 0,09 40 30 -* -*

A (60 mgN/L di N-NH4
+ da LS) 0,06 27 41 5,6 23,3

B (120 mgN/L di N-NH4
+ da LS) 0,08 39 31 3,4 15,6

C (170 mgN/L di N-NH4
+ da LS) 0,02 18 14 0,3 0,3

A1 (60 mgN/L di N-NH4
+ puro) 0,06 20 34 1,9 10

B1 (120 mgN/L di N-NH4
+ puro) 0,07 30 31 2,2 2,5

C1 (170 mgN/L di N-NH4
+ puro) 0,01 8 14 2,9 2,9

µ, velocità specifica di crescita; p, produttività di biomassa; tSP, tempo necessario al raggiungimento della fase stazionaria;
NH4

+
REM, velocità media di rimozione di N-ammoniacale. NH4

+
RER, velocità di rimozione di N-ammoniacale a regime. LS, li-

quami suinicoli post digestione-filtrazione. *non presente nel BBM.



media, con valori che, per la crescita con 60 mgN/L,

hanno superato i 20 mgN/L d.

Come descritto nel capitolo Materiali e Metodi,

nelle colture con 60 mgN/L di azoto ammoniacale

dopo il raggiungimento della fase stazionaria è sta-

to aggiunto l’antibiotico (Micospectone) in con-

centrazione non tossica per il microorganismo (14

mg/L) (Figura 1) e dopo 5 giorni la biomassa è sta-

ta recuperata, essiccata e caratterizzata mediante

osservazione al SEM e analisi della composizione

elementare (CHNS). I lipidi e i trigliceridi sono sta-

ti inoltre quantificati mediante analisi gascromato-

grafica dopo transesterificazione. I risultati sono

stati confrontati con quelli della crescita di con-

trollo.

Le immagini ottenute al SEM e riportate in Figu-

ra 4 non mostrano sostanziali differenze tra cellu-

le cresciute in presenza di liquami e antibiotici (Fi-

gura 4B) e in BBM (Figura 4A).

In Tabella 4 sono riportati i risultati relativi alla

composizione elementare e alle concentrazioni in

lipidi e trigliceridi di C. vulgaris. 

Il contenuto di carbonio e di idrogeno sono dimi-

nuiti nella biomassa cresciuta con liquami e anti-

biotico, mentre quello dell’ossigeno è significativa-

mente aumentato. Poiché la microalga ha significa-

tivamente accumulato lipidi e trigliceridi (rispetti-

vamente 88 e 40 % in più rispetto al controllo), che

notoriamente hanno un contenuto di ossigeno infe-

riore a quello medio della biomassa, la cui compo-

sizione elementare è pari a CH1.83N0.048O0,48P0.01, 

ci si sarebbe aspettato un trend opposto, ossia un
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Figura 4 – Immagini al SEM di C. vulgaris cresciuta in Bold Basal Medium (A) e in presenza di liquami (60
mgN/L di azoto ammoniacale da liquami suinicoli) e 14 mg/L di Micospectone (B)

Tabella 4 – Analisi elementare e contenuto in cloro-
filla totale, lipidi totali e trigliceridi della
biomassa secca di C. vulgaris cresciuta in
(0) BBM e (A) in terreno contenente 60
mgN/L di azoto ammoniacale da liquami
suinicoli e Micospectone

0 
(Crescita di
controllo in

BBM)

A 
(60 mgN/L di N-NH4

+

da liquami suinicoli e
Micospectone)

C (%) 50,2 44,1

H (%) 12,3 8,2

N (%) 8,9 8,3

S (%) NR NR
O (%) 24,8 35,5

Clorofilla totale 
(g/100gBS)

6,1 5.4

Lipidi totali 
(g/100gBS)

8,1 15,2

Trigliceridi 
(g/100glipidi)

25,2 35,3

NR: non rilevato

A B



incremento di C e H e un decremento di ossige-

no. Essendo la percentuale di azoto pressoché

confrontabile, si può ipotizzare che la frazione

proteica sia rimasta pressoché invariata, pertanto

la diminuzione di carbonio e di idrogeno può es-

sere spiegata con una perdita progressiva di clo-

rofilla (C55H72O5N4Mg), responsabile indiretta-

mente dell’incremento osservato nei contenuti di

ossigeno della biomassa. Tale ipotesi è conferma-

ta dalla diminuzione del contenuto di clorofilla to-

tale.

4. CONCLUSIONI 

Lo scopo del lavoro è stato quello di investigare

l’effetto di inquinanti emergenti (antibiotici) in ac-

que da digestione anerobica di liquami suinicoli

sulla crescita di Chlorella vulgaris. Lo studio ha

mostrato come C. vulgaris sia in grado di prolife-

rare in presenza di Micospectone (miscela di Lin-

comicina e Spectinomicina) con concentrazioni fi-

no a 14 mg/L. 

C. vulgaris è stata inoltre in grado di rimuovere

efficacemente l’azoto ammoniacale da acque di li-

quami suinicoli post digestione anaerobica con

concentrazioni iniziali pari a 60 e 120 mgN/L,

mentre concentrazioni superiori di azoto ammo-

niacale hanno comportato morte cellulare. Da ciò

ne consegue che il digestato suinicolo deve esse-

re diluito almeno 10-15 volte prima di essere trat-

tato in fotobioreattore. Studi futuri vedranno l’im-

piego di tale microalga per l’abbattimento dei

principali fitofarmaci presenti nei liquami da alle-

vamento.

L’analisi elementare ha evidenziato una diminu-

zione di carbonio e idrogeno ed un aumento del-

l’ossigeno nella biomassa cresciuta con antibiotico

e azoto ammoniacale da liquami, probabilmente le-

gato ad un decremento di clorofilla. La concentra-

zione di lipidi nella biomassa cresciuta in presen-

za di acque reflue è risultata quasi doppia rispetto

a quella della biomassa cresciuta in Bold Basal Me-

dium con evidente beneficio in termini di recupe-

ro energetico.
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