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Sommario

L’ecosistema suolo e ricco di proteine enzimatiche che possono essere raggrup-
pate in due classi: proteine enzimatiche intracellulari e proteine enzimatiche
extracellulari.

L’attivita degli enzimi intracellulari dipende dalla proliferazione microbica a
differenza dell’attivita di quelli extracellulari che vengono secreti nella fase
acquosa del terreno da cellule microbiche e vegetali metabolicamente attive
o in fase di lisi. Tali enzimi possono trovarsi liberi o stabilizzati dalla for-
mazione di complessi con le sostanze umiche e le argille del terreno, sono
considerati una riserva di materia ed energia biochimica del suolo in quanto
la loro attivita si svolge anche in condizioni proibitive per i microrganismi
e, per questo, sono stati proposti come le ultime difese biologiche del suolo
esposto a processi di degradazione irreversibili come la desertificazione.

Il loro isolamento richiede studi laboriosi a causa della complessa matrice
rappresentata dal terreno e a causa dell’eventuale formazione dei suddetti
complessi.

In questo lavoro di tesi si mira alla messa a punto di tecniche atte ad es-
trarre e purificare tali proteine dal terreno, con lo scopo ultimo di saggiare
la presenza e 'attivita dell’enzima idrolitico (-glucosidasi. Questo enzima
catalizza l'idrolisi del cellobiosio in glucosio (ultimo step della via cataboli-
ca della cellulosa) ed ¢ quindi importante per il ciclo del carbonio e per la
“qualita” del suolo in generale.

La metodologia utilizzata ha previsto I'estrazione delle proteine extracellulari
libere e di quelle legate alla componente umica attraverso I'impiego di due es-
traenti. La componente microbica ¢ stata allontanata dall’estratto attraverso
filtrazione su membrana batteriologica 0,22um. Per favorire la rottura dei
complessi formati tra proteine e sostanze umiche, ’estratto e stato sottoposto
a trattamenti fisici (shock termico). In seguito ¢ stato desalificato attraverso

membrane da dialisi e concentrato tramite ultrafiltrazione.
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A questo punto per allontanare le sostanze umiche in eccesso dall’estrat-
to e stato effettuato un passaggio di purificazione utilizzando il polimero
polivinilpirrolidone. Il successivo step ha previsto la precipitazione delle pro-
teine con il metodo che utilizza deossicolato e acido tricloroacetico (DOC-
TCA).

Infine sono state applicate elettroforesi su gel di poliacrilammide in condizioni
denaturanti e non denaturanti (SDS-PAGE e NATIVE-PAGE) per visualiz-
zare le proteine estratte nella forma denaturata e nativa con lo scopo ultimo
di ricercare la presenza dell’attivita J-glucosidasica.

SDS-PAGE e NATIVE-PAGE;, in gel sottoposti a colorazione, hanno eviden-
ziato la presenza di bande a diverso peso molecolare.

L’activity stain, per la ricerca dell’attivita [(-glucosidasica, non ha dato

risultati probabilmente a causa dell’inadeguatezza del metodo applicato.
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Abstract

Soil is a complex in which enzymes carry out the biochemical reactions ma-
king the soil a dynamic system.

Soil enzymes can be classified in: intracellular and extracellular proteins.
Intracellular enzymes activity depends on microbic proliferation, while extra-
cellular enzymes are released from microorganism and plant cells metabolism,
from lytic cells and from cell debris in soil solution. They can be free or in
association with humic colloids and clay minerals; it is well known that extra-
cellular enzymes represent a sink of organic matter and biochemical energy
for soil because they can be active even under conditions limiting microbial
activity. For this reason stabilized enzymes are considered as the last biolo-
gical protection from soil degradation.

[solation of extracellular proteins is very difficult because soil is a complex
matrix and because proteins are immediately degraded by soil microbes, or
became associated with clay minerals and humic colloids.

The aim of this work is to develop a method of extraction and purification
of these proteins, and to verify the presence of the hydrolytic enzyme (-
glucosidase.

[-glucosidase catalyzes the hydrolysis of cellobiose in glucose (in the final
step of cellulose catabolic way) and its role is fundamental in carbon cycle
and for soil ”quality”.

Free and associated extracellular proteins extracted from soil with two diffe-
rent extractants. Soil extracts were then filtered through a 0.22 ym millipore
membrane to remove bacterial cells. To break protein-humic colloid interac-
tions a denaturing/naturing procedure was applied. After that the extract
was dialysed, against distilled water, and concentrated by an Amicon PM-10
diaflomembrane under a N atmosphere.

Polyvinylpyrrolidone was used to remove humic substance in a step of purifi-

cation. Then, the extract was precipited by the DOC-TCA (Na deoxycholate
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detergent) method.

Finally, polyacrylamide gel electrophoresis, under denaturing and not de-
naturing conditions (SDS-PAGE and NATIVE-PAGE), was performed to
separe extracted proteins with the final aim to search g-glucosidase activity.
SDS-PAGE and NATIVE-PAGE, in stained gels, showed the presence of
spots with different molecular weights.

Activity stain get no results, probably for the method inadequacy.
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Capitolo 1
Introduzione

Il suolo rappresenta una risorsa le cui qualita intrinseche sono difficilmente
rinnovabili e recuperabili. La sua qualita e stata definita come: capacita
sostenibile del suolo ad accettare, immagazzinare e riciclare acqua, nutrienti
ed energia (Anderson and Gregorich, 1983).

Tuttavia si parla di un complesso ecosistema, ricco di variabili soggette a
continui cambiamenti e in parte determinate dal pullulare di forme di vita
che concorrono alla sua trasformazione.

Non e ancora possibile parlare di un indicatore univoco e standardizzabile
dello stato di qualita di un terreno poiché un’ampia quantita di componenti
di diversa sensibilita ed influenza partecipano alla determinazione del suo
stato di salute.

La necessita di servirsi di un elemento che indichi tale stato di salute nasce
dal problema sempre piu grave ed incalzante della degradazione dei suoli.
Quando si parla di degradazione di un suolo, ci si riferisce ad un processo
che implica una regressione da uno stato di qualita piu elevato ad uno infe-
riore, presupponendo una perdita, da parte del suolo stesso, della capacita di
produrre biomassa (FAO and PNUMA, 1984). Questo calo della biomassa

e dovuto ad un peggioramento delle proprieta chimiche, fisiche e biologiche
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del terreno legate, soprattutto, ad una non corretta gestione del suolo stesso
(Lal and Steward, 1990).

I processi degenerativi si verificano in modo particolare dove sussistono fat-
tori predisponenti collegati a specifiche tipologie territoriali e caratteristiche
ambientali. La degradazione rappresenta un evento dovuto ad un peggiora-
mento delle capacita fisiche, chimiche e biologiche del terreno sia per cause
naturali che antropologiche.

Temperatura, intensita degli agenti atmosferici, frequenza delle precipitazioni,
sono alcuni dei fattori naturali che influenzano la condizione di un terreno e
nel momento in cui questo si verifica in modo negativo si puo andare incontro
alla perdita della biodiversita che popola il terreno con notevoli ripercussioni
sulle sue caratteristiche benefiche.

Ad ogni modo le cause di degradazione di origine naturale possono essere
tollerate da un terreno; diversa e la situazione che si propone quando la de-
pauperazione di un suolo si verifica a causa del suo sfruttamento intensivo,
fenomeno che comporta la rapida assimilazione dei suoi nutrienti non seguita
dal loro rimpiazzo. Lo svolgimento di lavorazioni agricole inadeguate, l'ir-
rigazione con acque saline, 'utilizzo di fertilizzanti chimici e fitofarmaci non
biodegradabili sono delle pratiche che hanno come unico risultato quello di
rendere inerte il suolo.

La conseguenza principale della degradazione dei terreni ¢ sicuramente la
desertificazione, una delle piu incombenti emergenze ambientali. Essa puo
essere considerata come uno stadio irreversibile di degrado del terreno, dovu-
to all’accrescimento del degrado stesso, con progressiva riduzione del suo
potenziale biologico.

Alla luce di queste considerazioni diviene ancor piu evidente la ragione per
cui e necessario monitorare lo stato di salute del suolo e di avere un indica-
tore che integri parametri di diversa natura, cioe chimica, fisica e biologica

(Doran and Parkin, 1994): monitorare lo stato dei suoli potrebbe essere un
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buon accorgimento per preservarne la qualita.

1.1 Sostanza organica

Nella comunita scientifica ¢’e accordo nel ritenere che il contenuto di sostanza
organica sia tra i migliori indicatori della qualita di un suolo, in quanto la sua
presenza si riflette sulle proprieta chimiche, fisiche e biologiche del terreno.
Essa svolge un ruolo centrale nell’ecosistema suolo, il suo funzionamento
puo essere considerato ”circolare” poiché e punto di partenza e di arrivo per
I’evoluzione degli elementi che popolano il suolo stesso: e fonte di nutrizione
per organismi e microrganismi costituendo una sorgente di C, N, P e S. Tale
facolta a sua volta permette agli organismi e microrganismi in questione di
operare la demolizione e la trasformazione del materiale organico, fondamen-
tale per lo sviluppo di un terreno e, indirettamente, per lo svolgimento del
ciclo degli elementi.

In molti terreni la popolazione microbica, grazie all’azione che svolge nel
turnover della materia organica e nel ciclo dei nutrienti, diviene fondamen-
tale per il mantenimento della qualita del suolo (Doran and Parkin, 1994).
La funzione biologica della sostanza organica nel terreno si intreccia profon-
damente con le attivita della microflora e della microfauna, e dal punto di
vista fisico la sua azione influenza positivamente la struttura del suolo (Rus-
sel, 1973).

La sostanza organica inoltre, e responsabile della sostenibilita di molti agro-
ecositemi, essa ¢ coinvolta nell’elasticita e nella capacita di resilienza del
suolo, ossia rende il sistema in grado di ritornare allo stato originario, o ad
uno stato simile a quello iniziale, dopo che interventi esterni ne hanno alte-
rato il naturale equilibrio (Lal e Stewart, 1994).

La sostanza organica ¢ un complesso sistema di componenti che include
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Figura 1.1: Rappresentazione schematica della sostanza organica proposta

da Haworth, 1971

residui di piante, di animali, microrganismi e di sostanze a vari stadi di
decomposizione rilasciate dalla popolazione vivente del terreno.

Due principali gruppi di composti caratterizzano la sostanza organica e si
distinguono per la loro diversa sensibilita alla decomposizione: sostanze non
umiche e sostanze umiche propriamente dette.

Le sostanze non umiche costituiscono la componente piu labile della sostan-
za organica , sono elementi d’immediata metabolizzazione; le sostanze umiche
propriamente dette sono piu stabili e maggiormente resistenti alla degradazione
chimica e biologica (Tate, 1987).

Tali componenti, chimicamente, sono costituite da un nucleo stabile, di natu-
ra polifenolica, formato da acidi umici e fulvici, refrattario a denaturazioni
chimico-fisiche.

Gli acidi umici e fulvici presentano una struttura polimerica con pesi moleco-
lari variabili tra 500 e oltre 100.000 Dalton (Swift and Postner, 1971).

Si tratta di un pool di sostanze facilmente mineralizzabili e rapidamente

disponibili come substrato per i microrganismi del suolo. Essi costituiscono
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la componente, labile e reattiva, al livello della quale avvengono 'accumu-
lo, lo scambio ed il riadattamento delle innumerevoli sostanze prodotte dalle
popolazioni batteriche, dagli organismi animali e dagli essudati radicali delle
piante (Ceccanti et al., 1994; Ceccanti et al., 1997).
Queste sostanze, convenzionalmente, vengono definite come una serie di
sostanze organiche eterogenee ad alto peso molecolare, di derivazione natura-
le, colorate da marrone a nero e formate attraverso una serie di reazioni secon-
darie di sintesi (Stevenson, 1982; Aiken, 1985). Sono prodotte a seguito della
decomposizione di residui di origine animale o vegetale (Mac Carthy, 2001) e
sono state ritrovate in tutti gli ambienti sia acquatici sia terrestri (Thurman,
1985), pertanto sono considerate una delle pit abbondanti forme di sostanza
organica presenti sulla superficie terrestre (Woodewell and Houghton, 1977;
Woodewell et al., 1978, Anderson, 1979).
La caratterizzazione chimica della sostanza organica risulta complessa e arti-
colata poiché le sostanze umiche e non umiche condividono, spesso, gli stessi
tipi di gruppi funzionali oltre che alcune caratteristiche chimiche e quindi sono
difficilmente separabili. Inoltre la bassa solubilita e la complessita chimica
che le caratterizza rende difficoltoso studiarle in sito.
Per essere studiate, allora, le sostanze umiche vengono estratte e purificate
dal terreno attraverso l'utilizzo di soluzioni estraenti.
Un eccellente estraente ¢ rappresentato dal pirofosfato di sodio alcalino (pH
11) (Stevenson, 1994). L’acidificazione dell’estratto fino a pH 2 permette che
gli acidi umici in esso presenti precipitino (Hayes et al., 2001).
Sulla base di analisi spettrofotometriche sono stati attribuiti alle sostanze
umiche diversi ipotetici modelli strutturali, uno dei quali & riportato nella
figura 1.2.

Escludendo i cosiddetti terreni organici, generalmente il contenuto di sostan-
za organica nei suoli oscilla tra1'l e il 2% (http : //www.sito.regione.campa-

nia.it/ AGRICOLTU RA/pedologia/pdf | sostanzaorganicapartel), e nono-



1.1 Sostanza organica 6

o

HO

COOH

HOOC

OH

OH

Figura 1.2: Struttura ipotetica della sostanza umica (Stein et al.,1997)

stante il contenuto di sostanze umiche rappresenti lo 0,1 - 1% della fase
solida esse svolgono numerose e importanti funzioni di carattere fisico, chi-
mico e biochimico.

Le funzioni di tipo fisico svolte dalle sostanze umiche si riflettono sulle carat-
teristiche fisiche del terreno, esse ne influenzano la porosita aumentandola
e incrementano la coesione tra gli elementi minerali poiché si complessano
con la componente argillosa del suolo. La sostanza organica ha quindi un
ruolo determinante nella strutturazione del terreno, essa ne limita i rischi di
erosione e ne aumenta la capacita di assorbimento dei componenti organici
e dell’acqua: i composti organici riescono a creare un’opposizione alla corsa
dell’acqua verso gli strati profondi, trattenendola in modo reversibile e ren-
dendola disponibile; la loro azione favorisce ’equilibrio tra aria, acqua e parti
solide del terreno, indispensabile per ’azione di contenimento ai fenomeni di
erosione, compattamento e formazione di croste.

Nei terreni sabbiosi, dove il contenuto di sostanza organica e cosi esiguo da
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non consentire la formazione di aggregati stabili, I’addizione di materiale umi-
ficato determina un miglioramento della struttura con una conseguente mag-
gior persistenza dei menischi dell’acqua tra le particelle. Nei terreni limosi
ed argillosi, nei quali si osserva comunemente la formazione delle croste su-
perficiali che impediscono l'infiltrazione dell’acqua e degli scambi gassosi tra
terreno ed atmosfera, ’addizione di sostanza organica umificata riduce I'in-
cidenza di tali croste, grazie proprio al crearsi di aggregati stabili (Chaney
and Swift,1986; Sequi, 1986).

Dal punto di vista chimico la sostanza organica ¢ caratterizzata da elevata ca-
pacita di scambio cationico grazie all’elevato contenuto strutturale di gruppi
funzionali, acidi e fenolici, con carica negativa. Questa proprieta le conferisce
la capacita di regolare dinamicamente la disponibilita e I’assorbimento degli
elementi nutritivi: e in grado di ritenere i sali riducendone l'effetto dannoso;
aumenta 1’adsorbimento di nutrienti cationici (HT, NH*" Ca®*T, KT); ¢ in
grado di conservare e rendere piu solubili i microelementi del terreno che-
landoli; ecc.

Un esempio dell’azione positiva della sostanza organica si puod osservare nei
terreni acidi, in essi la maggior solubilita dei metalli pesanti potrebbe indurre
piu facilmente fenomeni di tossicita, le sostanze umiche pero contribuiscono a
diminuire la concentrazione del metallo presente in fase liquida, tamponando
gli effetti della contaminazione.

Dal punto di vista biochimico la sostanza organica ha la capacita di comples-
sarsi a molecole enzimatiche extracellulari formando i cosiddetti ” complessi
umo-enzimatici” , macromolecole biochimicamente attive, singolari ed essen-

ziali per il terreno come verra descritto in seguito.
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1.2 Attivita enzimatiche nel terreno

Probabilmente la maggior parte delle reazioni biologiche che avvengono nel
terreno, e che permettono lo svolgersi del ciclo degli elementi sono cataliz-
zate da molecole enzimatiche. La loro estrazione dal terreno ¢ estremamente
complessa per una serie di fattori che saranno illustrati in seguito, tuttavia
un metodo indiretto per la loro determinazione nel suolo puo essere lo studio
della loro attivita, nonostante questa rappresenti una risultante di diverse at-
tivita collegate alla componente biotica e abiotica del terreno (Burns, 1982).
Le proteine enzimatiche presenti nel suolo seguono la cinetica di Michaelis
e Menten, ma essendo il terreno un sistema estremamente eterogeno, dove
specie animali, vegetali e microbiche producono una moltitudine di isoforme
per uno stesso enzima, il risultato ¢ che gli enzimi in questione catalizzeranno
una stessa reazione in maniera diversa con una cinetica differente.

Le classi enzimatiche prese in considerazione sono generalmente le idrolasi
e le ossidoreduttasi, esse indicano la condizione metabolica del terreno at-
traverso l'attivita che esercitano su sostanze organiche (cellulosa, lignina) e
su elementi nutritivi (N, P, S e C).

Le proteasi sono gli enzimi che catalizzano le reazioni di rottura dei legami
peptidici; frammentano le proteine in peptidi e amminoacidi liberi esocel-
lulari. Sono coinvolte nel ciclo dell’N, infatti permettono che ’azoto proteico
venga trasformato in azoto ammoniacale che andra incontro al processo di
nitrificazione operato dai batteri nitrificatori e nitratori.

Le wureasi rappresetano un’altra classe di enzimi correlata al ciclo dell’azo-
to, esse catalizzano l'idrolisi dell’'urea in ammoniaca e anidride carbonica, lo
studio della attivita ureasica e di notevole interesse poiché I'urea costituisce
un comune fertilizzante.

Le deidrogenasi rappresentano l'attivita della biomassa microbica di un ter-

reno, si tratta di enzimi prevalentemente intracellulari che catalizzano la
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reazione di ossidazione di composti organici servendosi del NAD™T e del
NADP™" come cofattori.

Le fosfatasi permettono che si verifichi il processo di mineralizzazione dal
fosforo organico ad inorganico (forma internalizzata da piante e microrga-
nismi). Si tratta di enzimi extracellulari che vengono liberati da vegetali e
microbi nel mezzo contenente i nutrienti.

Infine le B-glucosidasi sono gli enzimi che catalizzano la reazione di idrolisi
del cellobiosio in glucosio nell’ultimo step della via catabolica della cellulosa.
Il ciclo del C e notevolmente condizionato dall’attivita di questa classe di

enzimi, che per questo motivo puo riflette lo "stato di qualita” di un terreno.

1.2.1 Gl enzimi come bioindicatori

Gli enzimi del terreno possono essere considerati degli indicatori biologici
dello suo stato di qualita, sono degli ottimi rilevatori della condizione in cui
versa il suolo (Dick et al., 1988; Ceccanti et al., 1994; Nannipieri et al., 1994;
Masciandaro et al., 1998).

Essi rispondono in tempi rapidi ai cambiamenti chimico-fisici e biologici, sono
analiticamente semplici, economici, misurabili, di facile interpretazione, at-
tendibili, riproducibili e scientificamente validi.

Il biomonitoraggio ¢ continuo, poco costoso e non complesso, gli enzimi sono
dei magnifici indicatori dello stato di salute di un terreno grazie alla elevata
specificita di riconoscimento dei propri substrati, alla sensibilita analitica e
al fatto che sono in grado di rilevare la tossicita di mix di inquinanti le cui
singole concentrazioni sono al di sotto dei livelli di allarme.

Per esempio in Garcia et al. (1994) viene mostrato come l'attivita deidroge-
nasica indichi lo stato dell’attivita microbica nel suolo in aree semiaride. Nel

lavoro, infatti, viene dimostrato che in aree soggette a processi degradativi
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I’attivita delle deidrogenasi ¢ molto scarsa.

1.3 La biologia molecolare nel suolo

E ormai conclamato che anche nella microbiologia del suolo € necessario an-
dare oltre la sola analisi del DNA per comprendere meglio le funzionalita del
suolo stesso (Nannipieri et al 2003).

Lo studio della proteomica del terreno si sta diffondendo e sviluppando sem-
pre di piu in supporto agli studi genetici di caratterizzazione degli acidi nu-
cleici della popolazione microbica del suolo.

Le proteine hanno ruolo sia funzionale che strutturale in questo ecosistema,
esse sono presenti in grandi quantita come molecole extracellulari, fatto che
rende ancor piu complesso lo studio dell’espressione genica dei microrganis-
mi.

La proteomica ¢ una branca della biologia molecolare che ha preso il so-
pravvento sulla genomica per svariati motivi; banalmente si puo considerare
che la sequenza di una proteina non corrisponde perfettamente alla semplice
traduzione della sequenza delle triplette del gene da cui deriva, inoltre e
oramai notoriamente confutata la teoria "un gene una proteina”, poiché e
chiaramente risaputo che dalla trascrizione alla sintesi della proteina funzio-
nante la molecola in questione va incontro ad un’ampia serie di modificazioni.
Tali modificazioni sono di tipo post-trascrizionale (splicing alternativo dell'm-
RNA, mRNA editing, ecc.) e post-traduzionale (glicosilazione, fosforilazione,
tagli proteolitici, ecc.), e hanno come esito la generazione di varie isoforme
di una stessa molecola proteica.

Nella post-genomica si mira all’analisi del prodotto completo (la proteina
matura) piuttosto che a quella del produttore (il gene da cui la proteina

deriva), lo studio allora puo risultare piu informativo considerando che tra
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"prodotto” e "produttore” ci sono notevoli passaggi di modificazione.

Le tecniche di biologia molecolare utilizzate finora per lo studio del DNA dei
microrganismi presenti nel terreno hanno messo in evidenza la presenza di
una proliferante biodiversita (Adams 1954; Chandler 1999; Dierksen 2002);
tuttavia la tipizzazione microbica in un terreno non € molto informativa per
quello che concerne I'attivita dei microrganismi in questione, si tratta di una
mera individuazione o caratterizzazione della componente microbica che non
puo fornire indicazioni su ruoli e caratteristiche che questi organismi rico-
prono nell’ecositema che abitano.

Diversa e la situazione se si considera di valutare i prodotti che i microrga-
nismi generano, la loro analisi quantitativa e qualitativa da sicuramente piu
informazioni sull’attivita microbica nel terreno.

Una notevole potenzialita della ricerca delle proteine rispetto a quella degli
acidi nucleici e rappresentata proprio dalla possibilita di identificare le specie
microbiche biochimicamente attive in un terreno: le proteine vengono prodotte
solo se il microrganismo ¢ attivo e ne necessita, vengono messe a disposizione
esclusivamente quando ne e richiesta I'attivita, a differenza degli acidi nuclei-
ci che persistono anche in fasi di inattivita microbica.

Le proteine costituiscono un eccellente strumento di analisi, la loro indivi-
duazione e il successivo esame sono agevolati dalla disponibilita di svariate
tecniche collaudate.

Lavori che mostrano la molteplicita microbica nel terreno sono per esempio

Moreno et al. 2008 e Hofman e Dusek 2003.
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1.4 Le tecniche elettroforetiche per lo studio

delle proteine del terreno

Il termine elettroforesi descrive la migrazione di particelle cariche sotto I'in-
fluenza di un campo elettrico (Wilson e Walker, 2002).

L’SDS-PAGE ¢ un tipo di elettroforesi su gel di poliacrilammide che viene
svolta in condizioni denaturanti; essa fornisce un’analisi qualitativa di mi-
scele di proteine e permette la loro separazione in base alle dimensioni che
presentano. Le proteine da separare corrono sotto 1’azione di un campo elet-
trico attraverso le maglie di poliacrilammide del gel che agiscono come un
setaccio molecolare.

I campioni da analizzare vengono dapprima trattati con un sample buffer
contenente SDS (sodio dodecilsolfato) e S-mercaptoetanolo o DTT. L’SDS ¢
un detergente anionico che si lega fortemente alle proteine e le denatura; il
(F-mercaptoetanolo e il DTT destabilizzano, invece, la loro struttura terziaria
rompendo i ponti disolfuro.

Dopo il trattamento con il sample buffer le proteine assumono una forma
filamentosa e si circondano di molecole di SDS cariche negativamente: il
risultato e la loro migrazione attraverso le maglie del gel, verso ’anodo, in
base alle proprie dimensioni e non alla propria carica in quanto completa-
mente schermata dal detergente.

Nel buffer utilizzato e presente un colorante, il blu di bromofenolo, che per-
mette di seguire 'avanzamento del fronte durante la corsa elettroforetica.
Le proteine presenti nel campione vengo visualizzate come bande in seguito
alla colorazione del gel. Vari tipi di colorazione possono essere effettuati a
seconda delle esigenze, la piu diffusa si serve del Blu di Coomassie, un colo-
rante che & in grado di rivelare fino a 0,1 ug di proteina per banda (Bollag
2nd ed., 1996).

Tuttavia in alcuni casi € possibile che la concentrazione proteica nel campione
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in esame sia molto bassa, e che la colorazione precedentemente citata non
sia abbastanza sensibile. In questi casi ci si puo servire della colorazione con
nitrato d’argento (Silver Stainig).

Il Silver Staining ¢ una colorazione estremamente sensibile, ha un range di
sensibilita che va dagli 0,3 ai 10 ng di proteine per banda, a seconda del
protocollo utilizzato.

Anche in questo caso le proteine presenti nel campione vengono visualizzate
come bande nel gel in seguito a corsa elettroforetica; quello che si verifica e
che gli ioni Ag™ legano le catene laterali degli amminoacidi, principalmente
gruppi sulfidrilici e carbossilici (Switzer et al, 1979; Oakley et al., 1980; Mer-
ril et al., 1981; Merril et al., 1986), e si riducono ad argento metallico libero

(Rabilloud, 1990; Rabilloud, 1999).

1.5 Le proteine enzimatiche nel terreno

Nella matrice suolo lo stesso enzima puo avere diversa localizzazione. Adot-
tando un’ampia visione gli enzimi del terreno possono essere divisi in due
gruppi fondamentali: enzimi intracellulari ed enzimi extracellulari.

I primi possono avere localizzazione citoplasmatica, periplasmatica (nei bat-
teri gram-negativi) o possono essere adesi alla superficie esterna di cellule
metabolicamente attive.

Gli enzimi a localizzazione extracellulare possono trovarsi come enzimi liberi
nel suolo, rilasciati nella fase acquosa del terreno come prodotti del consueto
ciclo vitale cellulare, o possono trovarsi complessati con i costituenti propri
del terreno come i colloidi minerali (le argille) e colloidi organici (le sostanze
umiche) (Burns 1982). Questo stato conferisce agli enzimi la caratteristica
di essere decisamente resistenti alla denaturazione, all’attivita proteolitica e

alla degradazione in generale, a differenza degli enzimi extracellulari liberi
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soggetti ad una rapida decomposizione ad opera di proteasi, microbi (Burns
1982; Nannipieti et al., 2002) ed altri fattori tipici della complessa matrice
in cui si trovano.

Lo studio degli enzimi a localizzazione extracellulare, ed in particolare di
quelli complessati (complessi umo-enzimatici), risulta essere particolarmente
interessante in virtu delle caratteristiche citate di queste macromolecole e
grazie alla loro indipendenza dalla proliferazione microbica.

I complessi umo-enzimatici sono il risultato della formazione di legami de-
boli e covalenti tra le proteine enzimatiche e le sostanze umiche del terreno.
Questi complessi sono stabili e biochimicamente attivi, una preziosa carat-
teristica che li qualifica e rappresentata dal fatto che la loro attivita puo
svolgersi anche in terreni le cui condizioni siano proibitive per i microrga-
nismi che li popolano (Nannipieri et al., 1996) e non sono soggetti a fattori
di regolazione che ne reprimono o promuovono 'attivita.

Per questo motivo i complessi umo-enzimatici sono stati proposti come le ul-
time difese biologiche del suolo sempre piu esposto a processi di degradazione
irreversibili come la desertificazione.

La componente umica del terreno con attivita biologica puo essere considera-
ta un indicatore ottimale del livello di degradazione di un terreno, ¢ connessa
alla sua resilienza, e puo quindi indicare la capacita del suolo di essere recu-
perato.

I complessi umo-enzimatici possono essere considerati una sorta di “registra-
tori” della storia del suolo; essi ne riflettono il passato, per la presenza dei
complessi umici, ed il presente, per 'azione catalitica che svolgono e per il
ruolo che rivestono nel ciclo dei nutrienti (Masciandaro et al 1998). Rappre-
sentano un "punto di transizione” tra i processi chimici e microbiologici del

terreno (Ceccanti et al., 1997).
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1.6 Evidenze a favore della presenza degli en-

zimi stabilizzati nel suolo

L’evidenza piu importante a sostegno della presenza degli enzimi stabilizzati
nel terreno deriva da studi sulla distribuzione dell’azoto nel suolo esaminato
attraverso idrolisi acida dello stesso (Bremner, 1965), si osservino i seguenti

dati:

- Amminoacidi: dal 30 al 45% dell'N totale (Stevenson 1986; Schulten
e Schnitzer, 1998)

- N minerale: 2% di quello totale (Stevenson, 1986)

- N derivante da masse microbiche: 4% di quello totale (Jenkinson,

1988)

Ragionando su questi valori e considerando che I'idrolisi acida rompe i legami
peptidici, non rappresenta un’ipotesi azzardata considerare che la maggior
parte dell’azoto amminoacidico negli idrolisati del suolo derivi da proteine

extracellulari stabilizzate dai colloidi (Bremner, 1985).

1.7 Fattori che influenzano il legame delle pro-

teine ai colloidi del terreno

e Argilla: area superficiale, capacita di scambio ionico, ioni superficiali

residenti, idratazione.

e Proteina: massa molecolare, punto isoelettrico, numero di siti di

legame, solubilita, concentrazione.
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e pH: nel mezzo di reazione, all’interfaccia solido/liquido.

e Acqua nel terreno: umidita, forza ionica, composizione ionica,

viscosita.

1.8 Caratteristiche e ruolo degli enzimi sta-

bilizzati nel suolo

I complessi umo-enzimatici, come tracciato in precedenza, derivano dalla for-
mazione di legami tra le sostanze umiche e le argille con enzimi liberi e sono
considerati una riserva di materia e di energia biochimica del suolo. Essi sono
attivi anche in condizioni proibitive per I'attivita dei microrganismi come ad
elevate forze ioniche, valori estremi di pH e temperatura; sono in grado di
neutralizzare sostanze tossiche per le forme di vita (anche grazie all’asso-
ciazione con la componente umica che agisce da chelante) e garantiscono il
procedere dei cicli degli elementi (C, P, N, S).

Entrambi i modelli proposti da Mayauon e Burns (e modificati da Burns nel
1982), dal punto di vista chimico descrivono 'enzima ancorato direttamente
o attraverso un rivestimento di silicati amorfi ad argilla cristallina. L’en-
zima sarebbe immobilizzato e protetto da una maglia di sostanze fenoliche
(Nannipieri, 2006) i cui pori sarebbero abbastanza larghi da permettere il
passaggio di substrato e prodotto, ma allo stesso tempo preserverebbero la
proteina da molecole ad alto peso molecolare (come le proteasi).

Gli enzimi stabilizzati potrebbero essere delle glicoproteine (Getzin e Rosefiel,
1971; Satyanarayana e Getzin, 1973) piu resistenti alla degradazione termica

e proteolitica.
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il
seissi

Figura 1.3: Modello proposto da Mayaudon e Burns, 1982

1.8.1 Ruolo degli enzimi stabilizzati nella vita micro-

bica

Ipotesi formulate descrivono i complessi umo-enzimatici come i principali fau-
tori della strategia nutrizionale dei microrganismi nel suolo (Burns, 1982),
vale a dire che essi permetterebbero ai microrganismi in questione di indi-
viduare i nutrienti come substrati e di internalizzarli come prodotti.

Grandi quantita di macromolecole insolubili sono presenti nel suolo (cellu-
losa, lignina, amido, lipidi, proteine, ecc.), i microrganismi li degradano e li
utilizzano come fonti energetiche e fattori di crescita.

La strategia nutrizionale che un microrganismo attua si distinguerebbe in

quattro momenti:

e individuazione del substrato

e attivazione di un meccanismo di degradazione
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e degradazione
e assimilazione dei prodotti

L’enzima stabilizzato catalizza la trasformazione di specifici substrati in
prodotti, i quali possono poi essere internalizzati dalle cellule. La sua fun-
zione puo essere quella di chemoattrattore, permettendo alle cellule di muover-
si verso i substrati; o induttore stimolando la produzione dell’enzima stesso
che dovra entrare in contatto con il substrato disponibile. Probabilmente € lo
stesso enzima, presente a basse concentrazioni nel terreno come forma costi-
tutiva, che libera I'induttore, cioe il prodotto, dal substrato poco diffusibile.
L’induttore a questo punto stimola la produzione di elevati livelli di enzima
che continuano a fornire alla cellula la sostanza d’interesse.

Tale strategia regolatoria permette di ottenere nutrimento con il minimo dis-
pendio di energia, la cellula invia un ”emissario” rappresentanto da impulsi
di enzima a basse concentrazioni e attende un informatore che indica se ci

sono condizioni favorevoli alla sintesi enzimatica.

1.9 Estrazione delle proteine enzimatiche dal

terreno

La letteratura fornisce valide informazioni relative alle modalita di estrazione
della componente proteica dal suolo. Utili sono le pubblicazioni che de-
scrivono efficacia e caratteristiche delle soluzioni utilizzate come estraenti
delle proteine dal terreno: pirofosfato di sodio, tampone fosfato, solfato di
potassio, citrato, o sali in generale.

Tabatabai e Fu, 1992, Nannipieri et al., 1980 e 1996, sono solo alcune delle
pubblicazioni da cui possono essere reperite informazioni autorevoli per 1'es-

trazione proteica dal terreno.
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Nel lavoro di Busto e Perez-Mateos, 2000, si affronta la caratterizzazione
dell’enzima (-glucosidasi attraverso lo studio della sua attivita in differenti
frazioni di suolo. L’estraente utilizzato e il pirofosfato di sodio a pH 7,1.

In Murase et al. 2003 viene descritta una metodica per l'isolamento di pro-
teine da campioni provenienti da serra. Per l’estrazione delle molecole pro-
teiche gli autori si sono serviti di tampone fosfato a pH 6, 'aumento del
valore di pH comporta l’estrazione di grandi quantita di materiale organico
non proteico (affermazione valida anche per altri tipi di estrenti).

Dai lavori citati, e non solo, si evince che per l'estrazione degli enzimi dal
terreno vengono utilizzati per lo piu pirofosfato di sodio e tampone fosfato a
pH neutro. In particolare, il pirofosfato di sodio ¢ un valido estraente degli
enzimi stabilizzati, in quanto piu efficiente nella capacita di estrazione della
sostanza umica rispetto ad altri estraenti (Nannipieri et al., 1974; Ruggiero
e Radogna, 1984).

Il pirofosfato di sodio a pH alcalino e in grado di estrarre in maniera eccel-
lente la frazione umica del terreno, un inconveniente per lo studio dell’attivita
enzimatica nasce dal fatto che I’elevato valore di pH non mantiene I'attivi-
ta stessa delle proteine, e per questo motivo viene generalmente utilizzato
pirofosfato di sodio a pH 7,1, valore che comunque permette una discreta
estrazione dei complessi umici (Masciandaro e Ceccanti, 1999; Ceccanti e
Masciandaro, 2003; Clapp and Hayes, 1999); col calo del pH cala 'efficacia
di estrazione di quest’ultimi.

Altri tipi di estraenti, come il solfato di potassio o il tampone fosfato a pH 6
si rendono utili per 'estrazione delle proteine extracellulari libere in partico-
lare (Masciandaro et al., 2007).

L’estrazione e la successiva purificazione delle molecole proteiche dal ter-
reno rappresentano dei procedimenti abbastanza laboriosi poiché il terreno
¢ una matrice estremamente complessa e ricca di interferenti. Per esempio

la determinazione della concentrazione proteica extracellulare con i metodi
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colorimetrici classici (es. colorazione di Bradford) risulta essere difficoltosa
a causa dell’elevata presenza di interferenti, in piu la formazione degli stessi
complessi umo-enzimatici se da un lato puo mantenere piu a lungo un’attivita
biochimica, dall’altro ostacola 1'isolamento delle macromolecole d’interesse.
Molti dati riportati in letteratura mostrano l'efficacia di purificazione del po-
livinilpirrolidone (PVP) dalle sostanze umiche (Ceccanti et al., 1978; Bieder-
beck and Paul, 1973). Il passaggio attraverso una colonna di PVP di un
estratto, o la sua incubazione con il polimero in polvere puo dimostrarsi ef-
ficace per rimuovere la sostanza umica presente.

Una ulteriore accortezza per aumentare 'efficienza di estrazione e 'aggiunta
di inibitori di proteasi durante ’estrazione stessa. L’EDTA rappresenta un
noto inibitore di metallo proteasi grazie alla sua azione chelante, esso deve
essere aggiunto al campione durante 'estrazione (Tabatabai e Fu, 1994).

Lo studio delle marcomolecole enzimatiche del terreno si rivela ancora piu
misterioso se si considera che sono pochi i lavori che ne descrivono le tecniche
di purificazione, di isolamento, e di caratterizzazione in generale. Alcuni dati
sono riportati in Masciandaro et al., 2007, il lavoro ha esaminato 1'efficacia
d’estrazione di tre differenti estraenti: pirofosfato di sodio a pH 7,1, tampone
fosfato a pH 6 e solfato di potassio. Sugli estratti ottenuti, da due diversi
campioni, si € poi saggiata la presenza di proteine tramite SDS-PAGE e si e

ricercata l'attivita dell’enzima [-glucosidasi.

1.10 Activity stain

L’activity stain € una tecnica estremamente sensibile e versatile che permet-
te di individuare la presenza di un’attivita enzimatica di interesse in situ,
in seguito a corsa elettroforetica. Essa si basa sulla specificita di catalisi

delle proteine enzimatiche che in contatto con un analogo del loro substrato
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naturale catalizzano una reazione che viene visualizzata grazie allo sviluppo
di un prodotto fluorescente in corrispondenza delle bande che contengono
I'enzima (si evidenzia tramite un transilluminatore a UV); oppure si puo
sviluppare contrasto tra lo sfondo del gel e le bande che esibiscono attivita. Il
risultato ottenuto si visualizza, in pratica, grazie alla capacita della molecola
substrato di essere trasformata in un prodotto che si puo colorare.

Per facilitare I'operazione di caratterizzazione della proteina puo essere utile
caricare dei duplicati del campione nel gel per poter effettuare in parallelo alla
caratterizzazione per via biochimica anche una classica colorazione tramite
silver o altro metodo di colorazione.

I vantaggi dell’activity stain sono:

e rapidita: nel giro di poche ore dalla fine della corsa & possibile vi-

sualizzare il risultato.

e sensibilita: varia a seconda dei protocolli applicati, in generale e piu

sensibile della colorazione con il silver.

e versatilita: il gel puo essere incubato in una soluzione contenente il
substrato riconosciuto dall’enzima; in alternativa il substrato puo es-
sere incubato in un gel di agarosio che ricopre quello di poliacrilammide

o caricato direttamente nei pozzetti del gel insieme al campione.

Alcuni lavori riportati in letteratura sono addirittura stati svolti eseguendo
elettroforesi in condizioni denaturanti con successiva rinaturazione delle pro-

teine prima di valutare I'attivita su banda (Kee-Hong et al., 2007).
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1.11 La j-glucosidasi

Come descritto in precedenza la 3-glucosidasi € un enzima di fondamentale
importanza per il ciclo del carbonio e per la ”qualita” del suolo in generale in
quanto catalizza 1'ultima reazione della via catabolica della cellulosa, idroliz-
zando il cellobiosio in glucosio, e rendendo quindi disponibile questo nutriente
alle forme di vita che popolano il suolo.

Dalla letteratura si puo venire a conoscenza del fatto che nel terreno ne esi-
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cellobiosio glhucosio

Figura 1.4: Reazione catalizzata dalla (3-glucosidasi nel suolo.

stono varie isoforme prodotte da diversi microrganismi (Turner et al., 2002;
Busto e Perez-Mateos, 2000; Tabatabaei et al., 2003).

Busto e Perez-Mateos (1995) dimostrarono che la 8-glucosidasi extracellulare
presente nel terreno e stabilizzata dall’associazione con le sostanze umiche.
Varie metodiche sono state adottate con lo scopo di purificare e caratterizzare
la forma extracellulare di questo enzima, e I’elettroforesi su gel di poliacrilam-
mide potrebbe essere una tecnica molto utile per affrontare questo studio
grazie alla sua relativa semplicita, alla sua capacita di separazione e alla sua
versatilita; inoltre lo svolgimento di elettroforesi in condizioni non denatu-
ranti, permettendo il mantenimento dell’attivita enzimatica, potrebbe fornire

informazioni valide e precise sulle proteine oggetto dello studio.
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L’applicazione di tecniche elettroforetiche potrebbe permettere di purificare,
identificare e nella migliore delle ipotesi sequenziare (tramite spettrometria
di massa) le eventuali isoforme della G-glucosidasi presenti nei terreni esa-
minati, con la possibilita di confrontare i risultati tra campioni con diverse
caratteristiche (contenuto di sostanza organica, livello di degradazione e di
inquinamento).

Di contro assai pochi sono i dati disponibili sull’ SDS-PAGE e NATIVE-
PAGE applicata alle proteine extracellulari del terreno.

Di qui la necessita di mettere a punto una metodica che permetta al meglio
di aggirare queste complicazioni, affinando i metodi fin’ora utilizzati e indi-

viduando nuove strade da seguire.

1.12 La (-glucosidasi e il sequestro del car-

bonio nel terreno

Una parte della comunita scientifica, negli ultimi tempi, sta mostrando interes-
se verso un nuovo tema che si sta sviluppando sempre di piu: intrappolare
il carbonio nel suolo per prevenirne la perdita e contrastare I'intensificazione
dell’effetto serra.

L’anidride carbonica e il gas che maggiormente contribuisce allo sviluppo del-
Veffetto serra (www.lenntech.com/italiano/effetto-serra/meccanismo), il suo
aumento nell’atmosfera e probabilmente dovuto all’utilizzo dei combustibili
fossili (per la generazione principalmente di energia elettrica) che la rilasciano
in seguito al processo di combustione.

Le piante, le alghe e il fitoplancton oceanico catturano I’energia solare tramite
fotosintesi, e la usano per convertire 'anidride carbonica in carbonio (ciclo

del carbonio).
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Nel ciclo naturale del carbonio, circa meta della COy atmosferica viene scam-
biata con le foreste e il suolo e meta con gli oceani, mantenendo un equilibrio
che non comporta nessun aumento del carbonio nell’atmosfera.

Nel ciclo perturbato del carbonio, imputabile all’aumento dei gas serra nel-
I’atmosfera, circa un quarto della C'O, va al suolo e alla vegetazione, un quar-
to agli oceani e meta si accumula nell’atmosfera (www.lenntech.com /italiano/ef-
fetto-serra/ meccanismo).

Uno studioso delle scienze del suolo dell’Universita dello Stato dell’Ohio,
Rattan Lal (www.lenntech.com/italiano/effetto-serra/meccanismo), ha affer-
mato che la perdita di carbonio da parte di piante e terreno da quando
I’agricoltura ha cominciato a svilupparsi si aggira intorno ai 140 bilioni di
tonnellate, di cui 80 sono state perse direttamente da suolo.

Una soluzione proposta da molti studiosi per fermare tutti i problemi corre-
lati al ”declassamento” del carbonio ¢ proprio quella di intrappolare questo
elemento nel terreno. Questa manovra puo essere condotta in diversi modi:
I'interruzione dell’agricoltura intensiva, che potrebbe permettere ad un acre
di terreno di immagazzinare circa una tonnellata di C'O, in un anno; ’aggiun-
ta di composti ricchi di carbonio al suolo; 'impiego di colture di copertura
(cover crops) per una parte dell’anno, ecc.

Alla luce di quanto detto la S-glucosidasi, in quanto stettamente coinvolta nel
ciclo del carbonio, sviluppa una funzione considerevole; la conoscenza appro-
fondita delle sue caratteristiche chimiche e biochimiche, delle vie di sintesi
che portano alla sua formazione, delle modalita con cui “opera” potrebbe
costituire un aiuto piu che valido per 'applicazione di un piano di ”ripristi-

no” del carbonio e del suo ciclo.



Capitolo 2

Materiali e metodi

2.1 Campione di suolo

Il campione prelevato utilizzato per lo studio condotto rappresentava un ter-
reno in buone condizioni, con un contenuto di sostanza organica pari a circa

il 5 %.
Il campione di terreno ¢ stato omogeneizzato e setacciato con lo scopo di

rimuovere radici e pietre e conservato a 4 °C.

2.2 Estratti impiegati nelle analisi chimiche

2.2.1 Estratti acquosi

In tubi di plastica da centrifuga sono stati posti campione e acqua distillata
in rapporto 1:10 w/v. I tubi sono stati messi ad agitare in bagno termo-
statico (tipo Doubnoff) a 37 °C o0 a 60 °C per 1 ora. Gli estratti sono stati
quindi centrifugati a 9000 rpm per 15 minuti ed il surnatante e stato filtrato

su carta rapida.

25
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Gli estratti a 37 °C sono stati utilizzati per eseguire le analisi di pH e con-
ducibilita elettrica, mentre sull’estratto a 60°C e stato determinato il carbo-

nio idrosolubile.

2.2.2 Estratti in pirofosfato di sodio alcalino

In tubi di plastica da centrifuga e stato messo il campione e la soluzione di
pirofosfato di sodio alcalino (Na — PPi/H3PO,) 0,1 M a pH 11, in rapporto
1:10 w/v. T tubi sono stati posti ad agitare in bagno termostatico a 60 °C per
4 ore. Gli estratti sono stati quindi centrifugati a 9000 rpm per 15 minuti e
il surnatante e stato filtrato su carta rapida.

Su tali estratti & poi stato determinato il carbonio estraibile totale (TEC) e

gli acidi fulvici (AF).

2.3 Estratti impiegati nelle analisi biochimiche

2.3.1 Estratti in pirofosfato di sodio neutro

Estrazione con Pirofosfato di sodio neutro 0,1M pH 7,1

Il sodio pirofosfato (Na — PPi/H3PO,) ¢ stato aggiunto in rapporto 1:5
(w/v), I'estrazione ¢ stata condotta a 37 °C per 24 h in agitazione in bagno
termostatico con 200 oscillazioni per minuto (Masciandaro a Ceccanti 1999).

Come inibitore di metallo proteasi e stato aggiunto EDTA 10mM.
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2.3.2 Estratti in solfato di potassio

Estrazione con solfato di potassio 0,5M pH 6,6

Il solfato di potassio (K3S50,) ¢ stato aggiunto in rapporto 1:3 (w/v), 'es-
trazione e stata condotta a RT per 1h in agitazione in bagno termostatico con
200 oscillazioni per minuto (Murase et al.,2003; Hofman and Dusek 2003).
Come inibitore di metallo proteasi e stato aggiunto EDTA 10mM.

Alcune estrazioni sono state condotte aggiungendo direttamente all’es-
traente, durante l’estrazione, polivinilpirrolidone (PVP) al 2% e sodiodo-

decilsolfato (SDS) all’ 1% rispetto al peso del campione di terreno.

2.4 Parametri chimici

2.4.1 pH e conducibilita

pH e conducibilita elettrica sono stati determinati sugli estratti acquosi a 37
°C. Le misure di pH sono state eseguite tramite un Titroproprocessor 672
della Methron (Switzerland), con scala di 0,01 unita, dotato di un elettrodo
a vetro combinato Methron AG CH-9100 Herisau. Prima delle misure I'ap-
parecchio ¢ stato tarato con due soluzioni tampone rispettivamente a pH 4
e 7. La conducibilita elettrica ¢ stata determinata mediante 'utilizzo di un

conducimetro tascabile modello Conmet 2 (Hanna Instruments Italia).

2.4.2 Azoto totale (TN)

La determinazione dell’azoto totale e stata effettuata su 60-80 mg di campio-

ne setacciato molto fine, attraverso l'utilizzo di un analizzatore elementare

FP-528 PROTEIN/NITROGEN DETERMINATOR (Leco). II metodo ¢
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fondato sulla completa ed istantanea ossidazione del campione per flash com-
bustion (900 °C), con conseguente conversione di tutte le sostanze organiche
ed inorganiche in prodotti gassosi. Tutte le forme di azoto sono convertite
(atmosfera ossidativa) in ossidi di azoto (NOx), raccolte ed infine ridotte ad
azoto molecolare (N3). Tra i prodotti della combustione sono presenti anche
CO5 e HyO che sono eliminati grazie alla presenza di due trappole. La quan-
tita dell’azoto viene rilevata da una cella a conduttibilita termica ed espressa
in percentuale. L’apparecchio viene calibrato con EDTA con concentrazione

di azoto pari a 9,57%.

2.4.3 Carbonio organico totale (TOC)

La determinazione del carbonio organico totale e stata effettuata su 50-100
mg di campione setacciato molto fine, attraverso I'utilizzo di un analizzatore
elementare RC-412 MULTIPHASE CARBON (Leco).

Il metodo e fondato sulla completa ed istantanea ossidazione del campione per
flash combustion con conseguente conversione di tutte le sostanze organiche
ed inorganiche in prodotti gassosi. Durante la combustione del campione,
in atmosfera ossidativa, tutte le forme di carbonio (ad eccezione di qualche
carburo simile a SiC) sono convertite in C'O;.

Il campione e stato introdotto all’interno di una fornace impostata per pas-
sare da una temperatura di 300 °C ad una di 950 °C. Con 'aumentare della
temperatura si ha la combustione delle diverse forme del carbonio: per la
parte organica il range di temperatura di ossidazione-volatilizzazione ¢ com-
preso fra i 300 °C e i 650 °C, mentre per la frazione inorganica tra i 650 °C
e 1950 °C. La CO, prodotta viene trasportata tramite un flusso di ossigeno
fino ad una cella IR, dove, attraverso un sistema di spettrometria infrarossa,
lo strumento e in grado di determinare l'identita e la quantita delle molecole

residenti all’interno della cella.
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Il quantitativo di carbonio viene espresso in percentuale.
L’apparecchio viene calibrato con EDTA con concentrazione di carbonio pari

a 40,9%.

2.4.4 Carbonio idrosolubile (WSC)

Il carbonio idrosolubile e stato determinato sugli estratti acquosi a 60°C.
Prove: 2ml di estratto + 1ml di K5Cr905 2N + 2ml di H2SO, concentrato.
Le prove vengono riscaldate a 150 °C per 2 ore. Una volta raffreddate sono
state effettuate le letture spettrofotometriche alla lunghezza d’onda di 590
nm contro un bianco ottenuto nelle stesse condizioni sperimentali delle prove,
ma in assenza di campione.

Le densita ottiche rilevate dallo strumento sono state trasformate in concen-
trazioni, ed espresse in ugC/gss, mediante una retta standard ricavata da

concentrazioni note di carbonio (glucosio), trattato nelle stesse condizioni.

2.4.5 Carbonio estraibilie totale (TEC)

Il carbonio estraibile totale & stato determinato sugli estratti in pirofosfato
alcalino pH 11.

Prove: 2 ml di estratto + 1 ml di K5Cr9O7+ 2 ml di H3S0O, concentra-
to. Le prove sono state scaldate alla temperatura di 150°C per due ore.
Dopo il raffreddamento sono state effettuate le letture spettrofotometriche
alla lunghezza d’onda di 590 nm, contro un bianco ottenuto nelle stesse con-
dizioni sperimentali delle prove, ma in assenza di campione.

Le densita ottiche rilevate dallo strumento sono state trasformate in concen-
trazioni, ed espresse in ugC/gss, mediante una retta standard ricavata da

concentrazioni note di carbonio (glucosio) trattato nelle stesse condizioni.
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2.4.6 Acidi fulvici (FA)

La determinazione degli acidi fulvici viene eseguita sull’estratto in pirofosfato
alcalino dopo acidificazione, fino a pH 2, con H2SO4 concentrato. A questo
pH infatti, gli acidi umici precipitano, mentre gli acidi fulvici rimangono in
soluzione.

Prove: 2 ml di estratto + 1 ml di KyCreO7+ 2 ml di HySO,4 concentra-
to. Le prove sono state scaldate alla temperatura di 150°C per due ore.
Dopo raffreddamento sono state effettuate le letture spettrofotometriche alla
lunghezza d’onda di 590 nm, contro un bianco preparato nelle stesse con-
dizioni sperimentali, ma in assenza di campione. Le densita ottiche rile-
vate dallo strumento sono state trasformate in concentrazioni, ed espresse
in ugC/gss, mediante una retta standard ricavata da concentrazioni note di

carbonio (glucosio) trattato nelle stesse condizioni.

2.4.7 Acidi umici (AU)

La determinazione avviene per differenza tra il carbonio estraibile totale
(TEC) dell’estratto in pirofosfato alcalino e gli acidi fulvici (AF) dello stesso

estratto.

2.5 Metodologie biochimiche

2.5.1 Deidrogenasi

Le deidrogenasi sono enzimi intracellulari appartenenti al gruppo delle ossi-
doreduttasi che catalizzano 1’'ossidazione di composti organici. Il substrato
della reazione ¢ costituito dalla sostanza organica, mentre il co-fattore sinteti-

co utilizzato per la misura dell’attivita deidrogenasica ¢ costituito dall’'INT
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(p-Iodio-Nitro-Tetrazolium-chloride), che per riduzione forma un prodotto
colorato: INTF (p-lodo-Nitro-Tetrazolium-Formazano), determinabile per
via spettrofotometrica. Questa attivita enzimatica ¢ stata determinata se-
condo il metodo messo a punto da Masciandaro et al., (2000). I campioni

sono stati preparati in provette di plastica da 10 ml.

e Prove: 0,5 g di terreno + 0,2 ml di substrato INT allo 0,4% (in acqua
bidistillata) 4+ 0,1 ml d’acqua bidistillata (per portare il campione al
60% della capacita di campo).

e Controlli: 0,5 g di terreno + 0,3 ml d’acqua bidistillata (per portare il

campione al 60% della capacita di campo).

Prove e controlli sono stati lasciati riposare per 20 ore al buio, non occorre
tappare le provette perche 'INT prevale sull’ossigeno (il naturale substra-
to della deidrogenasi), nell’accettare gli elettroni. L’INTF, prodotto della
reazione di ossido-riduzione, e stato estratto mediante aggiunta di 5 ml di
una soluzione estraente composta da tetracloroetilene e acetone (1:1,5 v/v).
I campioni sono stati agitati meccanicamente per circa 1 minuto e successiva-
mente centrifugati a 3500 rpm per 10 minuti. Le letture spettrofotometriche
sono state effettuate sul surnatante alla lunghezza d’onda di 490 nm, contro
un bianco contenente la sola soluzione estraente. Le densita ottiche rile-
vate dallo strumento sono state trasformate in concentrazioni, espresse in ug
INTF /gss*h, mediante una retta standard ottenuta con concentrazioni note

di INTF.

2.5.2 Fosfatasi

La fosfatasi catalizza l'idrolisi degli esteri fosforici a fosfato ed e, quindi,
un enzima rappresentativo del ciclo del fosforo. Il metodo ¢ basato sulla

determinazione per via colorimetrica del Para-Nitro-Fenolo (PNF), prodotto
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dall’idrolisi del Para-Nitrofenil-Fosfato-esaidrato (PNP), che & il substrato
impiegato in questo saggio enzimatico (Nannipieri et al., 1980).

Sono state utilizzate provette di plastica da 10 ml.

e Prove: 0,5 g di terreno + 2 ml di tampone maleato 0,1M pH 6,5 + 0,5
ml di substrato PNP 0,12 M.

e Controlli: Controlli: 0,5 g di terreno 4+ 2 ml di tampone maleato 0,1

M pH 6,5.

I campioni sono stati posti in agitazione in un bagno termostatico per 1
ora e 30 minuti a 37 °C. Una volta terminato il periodo d’incubazione, sono
stati aggiunti anche ai controlli 0,5 ml di substrato (PNP) ed i campioni
sono stati posti a raffreddare a 4°C per 10 minuti, per bloccare la reazione.
A questo punto sono stati aggiunti 0,5 ml di CaCly 0,5 M (per la dispersione
dei colloidi che interferirebbero con la lettura) e 2 ml di NaOH 0,5 M (per
salificare il prodotto, conferendogli un colore giallo). I campioni sono stati
portati ad un volume finale di 10 ml con acqua bidistillata e successivamente
centrifugati per 10 minuti a 3500 rpm. Il surnatante ¢ stato letto allo spet-
trofotometro ad una lunghezza d’onda di 398 nm. Le densita ottiche rilevate
dallo strumento sono state trasformate in concentrazioni mediante una retta
standard ottenuta con soluzioni di PNF a concentrazione nota. I risultati

sono stati espressi in ugPNF /gss*h.

2.5.3 [-glucosidasi

E’ un enzima rappresentativo del ciclo del carbonio, in quanto catalizza
l'idrolisi del cellobiosio (dimero derivante dalla degradazione della cellulosa)
a glucosio. La determinazione dell’attivita di questo enzima si basa sul meto-
do di Masciandaro et al., 1994. Tale metodo consiste nella determinazione

per via colorimetrica (lunghezza d’onda di 398 nm) del rilascio del Para-
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Nitro-Fenolo (PNF), dopo l'incubazione dei campioni con Para-Nitrofenil-
Glucopiranoside (PNG).

Nelle provette di plastica da 10 ml sono stati preparati sia le prove che i
controlli.

Campione di terreno

e Prove: 0,5 g di terreno 4+ 2 ml di tampone maleato 0,1 M pH 6,5 + 0,5
ml di substrato PNG 0,05 M.

e Controlli: 0,5 g di terreno + 2 ml di tampone maleato 0,1 M pH 6,5.

Estratto in pirofosfato neutro e solfato di potassio

e Prove: 1 ml di estratto + 2 ml di tampone maleato 0,1 M pH 6,5 +
0,5 ml di substrato PNG 0,05 M.

e Controlli: 1 ml di estratto + 2 ml di tampone maleato 0,1 M pH 6,5.

In seguito all’estrazione il campione su cui e stata testata 'attivita enzimatica
e stato trattato come descritto nel paragrafo precedente (2.5.3).

Prove e controlli sono stati posti in agitazione in un bagno termostatico per
2 ore a 37°C. Una volta terminato il periodo d’incubazione, nei controlli sono
stati aggiunti 0,5 ml di substrato (PNG) e tutti i campioni sono stati posti a
raffreddare a 4°C per 10 minuti, per bloccare la reazione. Sono stati aggiunti
poi 0,5 ml di CaCly 0,5 M (per la dispersione dei colloidi che interferirebbero
con la lettura) e 2 ml di NaOH 0,5 M (per salificare il prodotto, conferendogli
un colore giallo). Si porta ad un volume finale di 10 ml con acqua bidistillata
e in seguito si centrifuga per 10 minuti a 3500 rpm. Il surnatante e stato letto
allo spettrofotometro ad una lunghezza d’onda di 398 nm. Le densita ottiche

rilevate dallo strumento sono state trasformate in concentrazioni mediante
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una retta standard ottenuta con concentrazioni note di PNF. I risultati sono

espressi in pugPNF /gss*h.

2.5.4 Ureasi

L’ureasi ¢ un enzima idrolitico, legato al ciclo dell’azoto, presente in molte
piante superiori, animali e numerosi microrganismi. La stima dell’attivita
ureasica si basa sulla determinazione dell’ammoniaca quale prodotto del-
l'idrolisi enzimatica dell'urea (Nannipieri et al., 1980). In provette di plas-
tica da 10 ml sono stati preparati sia le prove che i controlli. Prove: 1g di
terreno + 4 ml di tampone borato pH 10 + 0,5 ml di urea 6,4%. Controlli:
1 g terreno + 4 ml di tampone borato pH 10. Prove e controlli, una volta
preparati, vengono tappati e messi ad agitare in bagno termostatico a 37 °C
per 2 ore. Terminata l'incubazione, anche al controllo si aggiunge 0,5 ml di
urea allo 0,48%. Successivamente alle prove e ai controlli si aggiunge 6 ml di
KC1 (7,4%) e si agita per 30 min a temperatura ambiente. Dopo 10 minuti di
centrifugazione a 3500rpm vengono prelevati 0,5 ml di estratto chiaro (non
pitt di 1 ml) dalle prove e dai controlli, trasferendolo in nuove provette da
10 ml. Vengono aggiunti 2,5 ml di soluzione di salicilato-Na/NaOH, 1 ml di
dicloisocianurato di sodio e si porta a volume (10 ml). Si agita e si lascia
riposare per 30 minuti al buio. Il salicilato di sodio forma un indofenolo di
colore blu in presenza di ammoniaca e ipoclorito (quest’ultimo prodottosi
in soluzione alcalina dall’idrolisi dell’acido dicloroisocianurico) caratterizzato
da un massimo di assorbimento a 690 nm. La presenza di sodio nitroprus-
siato, rende piu veloce la reazione e migliora l'intensita e la riproducibilita
della formazione del composto colorato I campioni sono letti allo spettrofo-
tometro alla lunghezza d’onda di 690 nm. Le densita ottiche rilevate dallo
strumento sono state trasformate in concentrazioni mediante una retta stan-

dard ottenuta con concentrazioni note di N Hs. I risultati sono stati espressi
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come ugN Hs/gss*h.

2.5.5 Proteasi BAA

Le proteasi sono un gruppo di enzimi idrolitici legati al ciclo dell’azoto, ed
hanno la funzione di catalizzare I'idrolisi di proteine, oligopeptidi e dipeptidi,
fino alla liberazione di ammoniaca.

La stima dell’attivita proteasica si basa sulla determinazione dell’ammonia-
ca, quale prodotto dell’idrolisi enzimatica del substrato BAA (N- -Benzoil-L-
-Arginammide-Hydrochloride) (Nannipieri et al., 1980).

Sono state utilizzate provette di plastica da 10ml. Prove: 0,5 g di terreno
+ 2 ml di tampone fosfato 0,1 M a pH 7 4+ 0,5 ml di substrato BAA (N-
-Benzoil-L- -Arginammide-Hydrochloride) 0,03 M.

Controlli: 0,5 g di terreno + 2 ml di tampone fosfato 0,1 M a pH 7. Si incuba
a 40°C per un’ora e mezzo. Terminata l'incubazione, si aggiunge anche ai
controlli 0,5 ml di substrato BAA. Successivamente, sia le prove sia i controlli
vengono portati a volume (10 ml) con acqua bidistillata.

Si centrifuga a 3500 rpm per 10 minuti e si esegue poi lo stesso procedimento
per la determinazione dell’ammonio per 'attivita ureasica: vengono prelevati
0,5 ml di estratto chiaro (non piu di 1ml) dalle prove e dai controlli, trasfe-
rendolo in nuove provette da 10 ml. Vengono aggiunti 2,5 ml di soluzione di
salicilato-Na/NaOH, 1 ml di dicloisocianurato di sodio e si porta a volume
(10 ml). Si agita e si lascia riposare per 30 minuti al buio.

I campioni sono letti allo spettrofotometro alla lunghezza d’onda di 690 nm.
Le densita ottiche rilevate dallo strumento sono state trasformate in con-
centrazioni mediante una retta standard ottenuta con concentrazioni note di

N Hj. 1 risultati sono stati espressi come ugN Hs/gss*h.
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2.6 Trattamento del campione con applicazione

dell’elettroforesi in condizioni denaturan-

ti (SDS-PAGE)

Protocollo A
Dopo l'estrazione (in pirofosfato neutro o in solfato di potassio) il campione
e stato centrifugato per 15 min a 9000 rpm per recuperare un surnatante

privo della fazione solida dell’estratto costituita da terreno.

2.6.1 Filtrazione su membrana batteriologica

Con lo scopo di rimuovere la componente cellulare gli estratti sono stati fil-
trati attraverso membrane batteriologiche 0,22 pm (Masciandaro e Ceccanti

1999).

2.6.2 Trattamento fisico

In seguito alla filtrazione su membrana batteriologica, e prima della desali-
ficazione, una parte del campione ¢ stata sottoposta ad un trattamento che
mirava a rompere le interazioni tra proteine e fenoli.

L’estratto e stato riscaldato per circa 5 min a 70 °C; subito dopo e stato
raffreddato in un bagno ghiacciato ed infine congelato a -20 °C per 72 ore
con scongelamento del campione ogni 24 ore per breve periodo e successivo

ricongelamento (Barcelo, Munoz, Sabater 1987).
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2.6.3 Desalificazione

L’estratto diluito di circa quattro volte, con lo scopo di rimuovere i sali in
eccesso, e stato dializzato attraverso 1'utilizzo di membrane da dialisi 3.500

Da.

2.6.4 Concentrazione

L’estratto dializzato e stato concentrato di circa cinque volte rispetto al
volume iniziale tramite membrane Amicon PM-10 sotto pressione d’azoto;
questo ha comportato ’allontanamento dal campione della frazione con peso

molecolare inferiore ai 10.000 Da (Ceccanti et al.,1989).

2.6.5 Purificazione

Per rimuovere, almeno in parte, le sostanze umiche dall’estratto concentrato,
il campione e stato purificato grazie alla diretta aggiunta di polivinipirroli-
done (PVP) in polvere in rapporto 1:10 (w/v).

L’incubazione si e svolta per 15 min a RT in agitazione

Sia PVP che campione erano stati precedentemente acidificati con HsS50y
rispettivamente 0,25 M e 0,025 M.

Il surnatante ottenuto e stato filtrato attraverso membrane batteriologiche
0,22 um per allontanare i residui del polimero insolubile rimasti nell’estratto

(Porteous e Armstrong 1991).
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2.6.6 Precipitazione

Le proteine nell’estratto sono state precipitate tramite il metodo DOC-TCA
(deossicolato e acido tricloroacetico) (HUJI, 2006).

DOC al 2% e stato aggiunto all’estratto in rapporto 1:100 v/v per 1 h a 4
°C.

Successivamente ¢ stato aggiunto TCA al 100% (454 ml H,O/kg TCA) in
rapporto 1:10 v/v, la precipitazione ¢ stata condotta a -20 °C O/N.

Dopo l'incubazione il campione e stato centrifugato a 14000 rpm per 15
min a 4 °C e il surnatante ¢ stato rimosso.
Il pellet e stato risospeso in 10 ml di acetone freddo e posto a -20 °C per 1 h.
Dopo un’ulteriore centrifuga nelle medesime condizioni della precedente si ¢
effettuato un ulteriore lavaggio in 1 ml di acetone freddo. Il campione e stato
trasferito in eppendorf, centrifugato a 14.000 rpm per 15 min a 4 °C ed infine
il pellet e stato risospeso in 30 ul di sample buffer per SDS-PAGE (Leamli
1970).

2.6.7 Corsa elettroforetica

SDS-PAGE

Preparata la soluzione per il resolving gel una quantita sufficiente e stata co-
lata tra le due lastine di vetro che fanno parte dell’apparecchio (5 ml in uno
spessore di 1 mm), ed ¢ stata lasciata a polimerizzare per il tempo necessario.
Uno strato d’acqua e stato aggiunto per creare un fronte di corsa omogeneo.
Successivamente 'acqua e stata asciugata con carta ed e stata ripetuta la
stessa operazione per lo stacking gel (colato fino al limite della lastrina di
vetro) versandolo alla sommita del gel di separazione. Per la formazione dei

pozzetti e stato utilizzato 'apposito pettine.



2.6 Trattamento del campione con applicazione dell’elettroforesi in
condizioni denaturanti (SDS-PAGE) 39

Corsa elettroforetica

La camera superiore dell’apparecchio contenente il gel ¢ stata immersa nella
camera inferiore riempita con il tampone di corsa e i pozzetti sono stati ca-
ricati.

I campioni risospesi nel sample buffer sono stati riscaldati a 100 °C per 3 min,
centrifugati per altri 3 minuti ed infine caricati direttamente nei pozzetti del-
lo stacking gel.

Durante i primi 5 minuti di corsa ¢ stato applicato un voltaggio di 80 V
per permettere alle proteine di compattarsi nello stacking, successivamente

il valore e stato portato a 150 V.
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Preparazione del gel

Resolving: 12% (10 ml)

e Acqua 3,4 ml

Tris-HCI pH 8,8 1,5 M 2,5 ml

SDS 10% 0,1 ml

Acrilammide/Bis 30% 4 ml

APS 10% 50 ul

TEMED 5 ul

Stacking gel: 4% (10 ml)

Acqua 6,1 ml

Tris-HC1 pH 6,8 0,5 M 2,5 ml

SDS 10% 0,1 ml

Acrilammide/Bis 30% 1,3 ml

APS 10% 50 pl

TEMED 10 ul

Soluzioni
Per la preparazione di tutte le soluzioni e i lavaggi ¢ stata utilizzata acqua

bidistillata.

Sample Buffer (9,5 ml)
Acqua 3,55 ml
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Tris-HCI 0,5M pH 6,8 1,25ml

SDS 10% (w/v) 3 ml

Glicerolo 2,5 ml

Blu di bromofenolo 0,5% (w/v) 0,2 ml
DTT 50 mM

Tampone di corsa 10x (Tris-Glicina) pH 8,3 (1 L)
Tris base 30,3 g
SDS 10,0 g
Glicina 144,0 g

2.7 Trattamento del campione con applicazione
dell’elettroforesi in condizioni non dena-

turanti (Discontinus Native-Page)

Protocollo B

Il protocollo seguito per svolgere questo tipo di analisi si distingue da quello
precedentemente descritto solo per i passaggi finali del protocollo A che non
sono stati svolti.

Il protocollo B ha previsto:

e Estrazione in pirofosfato di sodio neutro o estrazione in solfato di

potassio (par. 2.3.1 e 2.3.2).
e Filtrazione su membrana batteriologica 0,22 pm.

e Desalificazione (par. 2.6.3).



2.7 Trattamento del campione con applicazione dell’elettroforesi in
condizioni non denaturanti (Discontinus Native-Page) 42

e Concentrazione (par. 2.6.4).
e Native-page.

NATIVE-PAGE

Preparata la soluzione per il resolving gel una quantita sufficiente e stata co-
lata tra le due lastine di vetro che fanno parte dell’apparecchio (5 ml in uno
spessore di 1 mm), ed e stata lasciata a polimerizzare per il tempo necessario.
Uno strato d’acqua e stato aggiunto per creare un fronte di corsa omogeneo.
Successivamente l'acqua ¢ stata asciugata con carta ed e stata ripetuta la
stessa operazione con lo stacking gel (colato fino al limite della lastrina di
vetro) versandolo alla sommita del gel di separazione. Per la formazione dei
pozzetti e stato utilizzato 'apposito pettine.

Prima della corsa al campione e stato aggiunto il sample buffer in rapporto

1:1.

Preparazione del gel

Resolving: 12% (10 ml)

Acqua 4,5 ml

Tris-HCI pH 8,8 1,5 M 2,5 ml

Acrilammide/Bis 30% 3 ml

APS 10% 50 pl

TEMED 5 4
Stacking gel: 4% (10 ml)

e Acqua 6,2 ml
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e Tris-HCI pH 6,8 0,5 M 2,5 ml
e Acrilammide/Bis 30% 1,3 ml
o APS 10% 50 1l

e TEMED 10 ul

Soluziont
Per la preparazione di tutte le soluzioni e i lavaggi ¢ stata utilizzata acqua

bidistillata.

Sample Buffer (10 ml)
Acqua 5,55 ml
Tris-HCI1 0,5M pH 6,8 1,25ml Glicerolo 3 ml
Blu di bromofenolo 0,5% (w/v) 0,2 ml

Tampone di corsa 10x (Tris-Glicina) pH 8,3 (1 L)
Tris base 30,3 g
Glicina 144,0 g

2.8 Silver staining

Terminata la corsa elettroforetica il gel ¢ stato posto in una soluzione fissante
per fissare al gel le proteine per 30 min.

In seguito al passaggio nella soluzione fissante e stato effettuato un lavaggio
in acqua di 5 min.

Il gel & stato messo nella soluzione 1 per 1 h (fino a piu giorni).
Successivamente nella soluzione 2 per 2 h (fino a O/N).

Un lavaggio in acqua di 5 min ha pulito il gel dalle soluzioni 1 e 2 utilizzate
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in precedenza.

A questo punto si e effettuata l'incubazione con la soluzione contenente
gluteraldeide per 30 min.

Sono seguiti tre lavaggi in acqua di 10 min ciascuno.

Il gel & stato posto nella soluzione contenente nitrato d’argento ammoniacale
per 30 min.

Quattro lavaggi in acqua di 4 min ciascuno hanno rimosso la soluzione uti-
lizzata in precedenza.

La soluzione di sviluppo in contatto con il gel per il tempo necessario ha
permesso la visualizzazione delle bande. Il passaggio e stato veloce e al com-
parire delle bande il gel e stato posto nella soluzione successiva.

I1 gel e stato posto nella soluzione bloccante per circa 30 secondi ed infine e

stato reimmerso in acqua.
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Soluzioni
Per la preparazione di tutte le soluzioni e i lavaggi ¢ stata utilizzata acqua
bidistillata poiché il tipo di colorazione risente anche della bassa presenza di

sali.

Fissativo
Etanolo al 30%

Acido orto fosforico al 2%

Soluzione 1
etanolo 40%
acido acetico 10%

acqua 50%

Soluzione 2
etanolo 5%
acido acetico 5%

acqua 90%

Soluzione contenente gluteraldeide
Gluteraldeide 1% in acetato di sodio 6,8%
La soluzione di gluteraldeide deve essere preparata giornalmente diluendo la
gluteraldeide in uguale volume di acqua (conservare a 4°C). Successivamente

aggiungere all’acetato di sodio.

Soluzione contenente nitrato d’argento ammoniacale
A:sciogliere 0,8g di AgNOs3 in 4 ml di acqua
B: unire 21 ml di acqua, 1 di ammoniaca e 0,2 ml di NaOH 10 N
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Unire le soluzioni A e B e aggiungere gocce d’ammoniaca fino a far scompa-

rire il precipitato di argento. Portare ad un volume finale di 100 ml.

Soluzione di sviluppo
Formalina 0,25% in acido citrico 0,01%.

La soluzione deve essere preparata giornalmente.

Soluzione bloccante

Acido acetico al 5%

2.9 Metodo di Bradford

La legge di Lambert e Beer mette in relazione 1’assorbanza con la concen-

trazione:

A=c¢ecd

Il metodo Bradford permette, quindi, di risalire alla concentrazione di pro-
teine presenti in una soluzione partendo dall’assorbanza di quest’ultima. Si
sfrutta la capacita del blu di comassie di complessarsi stabilmente agli am-
minoacidi basici delle catene polipeptidiche.

100 pl di campione sono stati aggiunti ad 1 ml di Bradford, la determinazione
della concentrazione proteica si e svolta tramite lettura allo spettrofotometro

alla lunghezza d’onda di 595 nm.



2.9 Metodo di Bradford 47

2.9.1 SCHEMA DI LAVORO

Le figure 2.1 e 2.2 riassumono i passaggi fondamentali degli schemi di lavoro
seguiti.

11 protocollo A, adottato inizialmente, ¢ stato in seguito ”semplificato”, generan-
do il protocollo B per effettuare la Native-page.

Tuttavia alcuni campioni sono stati sottoposti al protocollo B ed in seguito

ad SDS-PAGE piuttosto che a NATIVE-PAGE.

s ‘ a) Pirofosfato di sodio ‘
1) ESTRAZIONE | T
2) FILTRAZIONE SU ‘ b) Solfato di potassio ‘
MEMBRANA
BATTERIOLOGICA
0,22pm
— e . TRATTAMENTO
3)DIALISI FISICO
membrane 3.500 Da
4)
CONCENTRAZIONE
tramite membrane
AmiconPM-10

5) PURIFIC AZIONE
tramite PVP

6) PRECIPITAZIONE
conmetodo DOC/TCA

[ 7) LAVAGGIIN ACETONE |

| 8) SDSPAGE |

Figura 2.1: Protocollo A con applicazione dell’SDS-PAGE
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a) Pirotostato di sodio

//'
1) ESTRAZIONE By

b) Solfato di potassio

2) FILTRAZIONE SU
MEMBRANA
BATTERIOLOGIC A

0,22pam

— o r r mm— r st r = r 2 Em— r 2 2

3)DIALISI
membrane 3.500 Da

TRATTAMENTO
FISICO

4)

CONCENTRAZIONE

tramite membrane

AmiconPM-10

5) NATIVE PAGE

Figura 2.2: Protocollo B con applicazione della NATIVE-PAGE




Capitolo 3

Risultati e discussione

3.1 Campione di suolo

Il campione utilizzato per lo studio rappresentava un terreno estremamente
ricco di sostanza organica, circa il 5%, non coltivato e non sottoposto ad
azione antropica.

Di seguito sono riportate le sue caratteristiche chimiche (tab. 3.1).

I valori indicati si accordano con quelli riscontrati in terreni non coltivati
che presentano vegetazione naturale (Caravaca et al. 2002). Nel lavoro di
Caravaca et al. del 2002 i dati riportati per il TOC e il TN dei terreni non
coltivati presentano come valori massimi rispettivamente 21.3 e 1.2 g Kg™!,
in perfetto accordo con quelli registrati per il campione utilizzato in questo
studio (19.9+ 0.6 e 1.26 £ 0.17 rispettivamente). Anche il contenuto di acidi
umici e fulvici e indicativo del tipo di terreno utilizzato, rispettivamente
3.29 £0.13 e 3.68 & 0.09 mgC g~ 1.

Per quanto riguarda le caratteristiche biochimiche del campione, sono state
effettuate analisi per la determinazione di varie attivita enzimatiche totali
(O-glucosidasi, fosfatasi, ureasi, proteasi, deidrogenasi).

Sulla porzione extracellulare dell’estratto ottenuto sia con pirofosfato di sodio

49
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Caratteristiche fisico-chimiche
pH 7.01£0,04 E.C. (dS.m™') | 0.14£0.00
HA (mgC . g7 1) 3.29+0.13 FA (mgC .¢g71) 3.68 +0.09
TOC (mgC . g7 1) 19.9 £ 0.6 TEC (mg . g7') | 6.97 £0.04
TN (mgN . g71) 1.26 +0.17 | WSC (mgC . g71) | 144+04
PEC (mgC . g1 1.43 £0.05
PEC < 10'Da (mgC . g7 !) | 0.63 £ 0.03bc
PEC > 10'Da (mgC . g !) | 0.81 4 0.08¢c

Tabella 3.1: Caratteristiche chimiche del campione.

E.C.-conducibilita elettrica; TOC- carbonio orcanico totale; TN-azoto totale;

WSC-carbonio idorsolubile;TEC-carbonio totale estraibile; HA-acici umici

FA-acidi fulvici; PEC-carbonio estraibili con pirofosfato

che con solfato di potassio e stata valutata I'attivita §-glucosidasica.

Attivita enzimatiche totali

(B-glucosidasi

155,6 ugPNP /gss*h

Proteasi 4,7 ugNHJ /gss*h
Ureasi 22.8 ugNH; /gss*h
Fosfatasi 108,5ugPNP /gss*h
Deidrogenasi | 2,32ugINTF /gss*h

Tabella 3.2: Caratteristiche biochimiche del campione.

Anche nel caso delle caratteristiche biochimiche il confronto con altri la-

vori ha permesso di rilevare che le attivita enzimatiche misurate riflettono le

caratteristiche del terreno utilizzato come campione.

L’attivita f-glucosidasica ¢ rappresentata da un valore elevato (155,6 pugPN P
g~ 'h™1), tipico di terreni indisturbati (Acosta-Martinez e Tabatabai, 2000),

con buon contenuto di sostanza organica, non coltivati e non soggetti ad
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- 190 | 108,5 Ef-gluc.
e OF a=f.
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= OUreasi
W 80 .
= OFP roteasi
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40 28,2 asi
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Attivita enzimatiche

Figura 3.1: Attivita enzimatiche totali valutate nel campione. (ug S: pg di

substrato)

azione antropica (utilizzati in genere come controlli negli studi sulla degra-
dazione del terreno).

Anche il valore registrato per l'attivita fosfatasica (108,5 ugPNP g~ th™!)
evidenzia una certa corrispondenza con i valori riportati nel lavoro di Acosta-
Martinez e Tabatabai del 2000 relativi a campioni con stesso valore di pH
del terreno utilizzato in questo studio (circa 7).

Le attivitd ureasica e deidrogenasica (28,2 ugNH} g7 'h™! e 2,32 ug INTF
g 'h™! ) hanno mostrato affinitd con dati riportati in Actividad microbiana
de suelos y desertificacion di C. Garcia-Izquerdo e M. Hernandez, ottenuti

da campioni di terreno naturale e riforesto.

L’attivita [-glucosidasica registrata sulla frazione extracellulare dell’es-
tratto risulta essere discreta per gli estratti ottenuti in pirofosfato neutro e
minima, ma comunque presente, per gli estratti ottenuti in solfato di potas-
sio. La notevole differenza tra i due valori ¢ probabilmente dovuta alla diver-

sa capacita di estrazione della sostanza umica delle due soluzioni: sarebbe
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Attivita enzimatica sulla frazione extracellulari
Estraente Attivita (-glucosidasica
Pirofosfato di sodio neutro 27,705 pngPNP /gss*h
Solfato di potassio 0,0618 pgPNP /gss*h

Tabella 3.3: Attivita (-glucosidasica registrata sulla frazione extracellulare

del campione

verosimile pensare che il pirofosfato grazie alla sua maggiore possibilita di
estrarre le sostanze umiche estragga anche complessi umo-enzimatici permet-
tendo di registrare una piu rilevante attivita (-glucosidasica, probabilmente
dovuta anche alla piu elevata resistenza all’azione proteolitica dei suddetti

complessi.

180
160
140 4
120 A
100 S
80 -
G0+
40 4 27 .8

0 4 0,0E18 x 100 —

] T

155 6

1

-1

pePNP g h

B-gluc. Totale B-gluc. E xtracell. B-gluc. E xtracell.
[pirofosfato di sodio (solfato di potaszia)
neutro)

Attirita P-glucesid asica

Figura 3.2: Attivita [-glucosidasica totale; extracellulare con estrazione in
pirofosfato di sodio neutro e solfato di potassio. (L’attivita in solfato di
potassio e stata moltiplicata per un fattore pari a 100 al fine di rendere i tre

valori comparabili sul grafico).

L’esigenza di mettere a punto una metodica in grado di estrarre in maniera

efficace proteine enzimatiche extracellulari dal terreno e nata dalla scarsa
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disponibilita di dati relativi allo studio delle proteine presenti in matrici
complesse come il suolo.

Lo studio condotto e prettamente di tipo applicativo poiché, servendosi di
metodiche gia confermate e sviluppando nuovi passaggi, mira a stilare un
protocollo per rendere piu efficace ’estrazione proteica dal terreno al fine di
studiare le caratteristiche di tipo qualitativo che conferiscono al suolo in ge-
nerale proprieta benefiche o meno (fertilita, capacita di resilienza ecc.). Per
questo, come ultimo scopo, si & cercato di isolare la #-glucosidasi extracellu-
lare, enzima coinvolto nel ciclo del carbonio e quindi indirettamente in tutti i
fenomeni che interessano questo elemento (quantitativo di sostanza organica,

attivita microbica e ricchezza del terreno in generale).

3.2 Estrazione proteica

Due tipi di estraenti sono stati utilizzati: pirofosfato di sodio neutro 0,1 M
pH 7,1 e solfato di potassio 0,5 M pH 6,6.

Il pirofosfato e stato utilizzato per estrarre principalmente proteine comples-
sate alle sostanze umiche, dalla letteratura infatti € noto che il pirofosfato di
sodio a pH alcalino (pH 11) sia il principale estraente della sostanza umica
dal terreno; tuttavia 1'utilizzo del pirofosfato alcalino nel lavoro effettuato
non e stato possibile poiché 1'elevato valore di pH non avrebbe permesso il
mantenimento dell’attivita enzimatica, oggetto dello studio condotto. Per
questo motivo e stato utilizzato pirofosfato a pH 7,1 valore che garantisce
una buona estrazione della sostanza umica conservando comunque 'attivita
enzimatica .

Il solfato di potassio e stato utilizzato principalmente per ’estrazione delle
proteine extracellulari libere (Masciandaro et al. 2007).

La filtrazione su membrana batteriologica 0,22 um si e resa necessaria per
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garantire di lavorare esclusivamente sulla frazione extracellulare del campione
negli step successivi all’estrazione.

Il trattamento fisico effettuato mirava alla rottura dei legami tra proteine e
fenoli, e stato compiuto sul 50% del volume del campione ottenuto in seguito
alla filtrazione su membrana batteriologica. Lo scopo della sua applicazione
era di rendere piu libere le proteine presenti nell’estratto dalla presenza di
interferenti e di ottenere quindi un campione di piu agevole manipolazione.
La dialisi ha assicurato la rimozione dei sali dall’estratto. Tale procedimen-
to e di estrema importanza poiché I'elevato contenuto di questi elementi nel
campione determina lo svilupparsi di notevoli interferenze. La diluizione di
circa 4 volte dell’estratto ha impedito che l’elevata pressione osmotica spin-
gesse all’esterno delle membrane da dialisi anche altre componenti oltre ai
sali.

In seguito la concentrazione del campione si € resa necessaria non solo per
riportare al volume iniziale ’estratto diluito, ma anche per concentrare le
proteine presenti in quantita piuttosto bassa per unita di volume (dai 4 agli
10 pg/ml).

Lo step di purificazione dalle sostanze umiche e stato applicato all’estratto
in seguito alla sua concentrazione. Questo passaggio ha comportato 1'ot-
tenimento di un campione visibilmente pit limpido grazie alla capacita del
polivinilpirrolidone (PVP) di legare le sostanze umiche in eccesso presenti
nell’estratto. Tuttavia questo passaggio se da un lato ha permesso di avere
un estratto piu pulito su cui si potesse lavorare con maggiore facilita, dal-
I’altro ha sicuramente comportato una perdita per il campione in termini di
proteine legate alla componente umica del terreno.

I trattamento dell’estratto con deossicolato (DOC) e acido tricloroacerico
(TCA) ha permesso di precipitare le proteine in esso presenti in maniera ef-
ficace, infatti tale metodo e particolarmente indicato per la precipitazione di

molecole proteiche contenute in basse concentrazioni in un campione (HUJI,
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2006).

La determinazione della concentrazione proteica si e effettuata tramite meto-
do colorimetrico, attraverso il saggio di Bradford (Bradford, 1976).

La colorazione scura dell’estratto avrebbe potuto interferire con la rilevazione
proteica nel campione sovrastimandola, per questo si e cercato di aggirare il
problema aggiungendo solo 100 pl di campione ad 1 ml di reattivo. In questo
modo si e anche risolto il problema dell’eccessiva assorbanza dei soli estraenti
miscelati con il Bradford.

Le rette di taratura sono state ottenute utilizzando standard di albumina di
siero bovino (BSA) (con range di concentrazioni 1 ug/ml - 10 pug/ml a causa
della bassa presenza di proteine nei campioni) in pirofosfato di sodio neutro
e solfato di potassio.

I due estraenti hanno dimostrato di avere la medesima assorbanza, infatti le
due rette di taratura ottenute coincidevano (fig 3.3).

La determinazione proteica ¢ stata compiuta sia sul solo estratto concentrato
di circa cento volte, ottenuto seguendo il protocollo B (fig 2.2), che sul pellet
formatosi in seguito alla precipitazione con DOC e TCA, come mostrato nel
protocollo A (fig 2.1), e risospeso nel rispettivo estraente.

Per gli estratti in K50, concentrati la massima concentrazione proteica re-
gistrata e stata di circa 8 pg/ml.

Per quanto riguarda quelli in pirofosfato di sodio neutro i valori determinati
erano notevolmente piu elevati ma da non ritenersi attendibili a causa del-
I'interferenza determinata dell’eccessiva colorazione scura del campione.

La determinazione della concentrazione proteica nel pellet ha dato dei valori
sensibilmente piu alti. Tali valori si sono dimostrati piu variabili a causa di
inevitabili differenze nel trattamento del campione.

Per i precipitati ottenuti in seguito ad estrazione in solfato di potassio la con-
centrazione proteica rinvenuta andava dai 7 agli 11 pg/ml sia per il campione

non sottoposto al trattamento fisico che per quello sottoposto al trattamento.
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Invece per i precipitati ottenuti in seguito ad estrazione in pirofosfato di so-
dio neutro i valori determinati sono stati piu elevati: circa 14 ug/ml per il
campione non sottoposto a trattamento fisico e circa 25 ug/ml per il cam-
pione sottoposto al trattamento. Il fatto che questi ultimi valori siano piu
elevati per il pellet derivante dal campione sottoposto a trattamento fisico
potrebbe essere giustificato in questo modo: il trattamento fisico, rompendo
le interazioni proteine-fenoli, libera le macromolecole proteiche che restano in
soluzione dopo il passaggio di purificazione in PVP. Al contrario nei campioni
non sottoposti al trattamento il PVP, nello step di purificazione, potrebbe
portare via dall’estratto una parte delle proteine complessate alla sostanza
umica insieme alla sostanza umica stessa.

In ogni caso la maggiore presenza di proteine nel pellet derivante dall’es-
trazione in pirofosfato di sodio neutro si potrebbe attribuire alla maggiore ca-
pacita di estrazione della sostanza umica complessata a molecole enzimatiche

da parte del pirofosfato.

Retta Taratura Bradford

0,35
03 y=0,0335%-0,0397
0,25 1
0,2 -

-
0,1 -
0,05 +

0,05 d 5 10 15

ug/ml

Figura 3.3: Retta di taratura del saggio di Bradford costruita per la

determinazione della concentrazione proteica in campioni estratti in K50,
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3.3 Tecniche elettroforetiche applicate

I campioni sono stati caricati direttamente nei pozzetti dello stacking gel,
ossia un gel che, a causa della bassa percentuale del polimero presente nella
sua formulazione, presenta ampie maglie. Esso ha una funzione di impacca-
mento delle proteine, lo scopo € di formare un sottile schieramento di queste
molecole, allineate, pronte cosi ad entrare nelle maglie del resolving gel, ossia
del gel di separazione. Esso ¢ caratterizzato da maglie pit strette a causa della
percentuale di poliacrilammide maggiore rispetto allo stacking. Il campione
caricato tende a depositarsi sul fondo del pozzetto a causa della presenza di
glicerolo nel buffer che rende piu densa la soluzione.

La scarsa concentrazione di proteine nel campione ha reso necessaria una
tecnica di colorazione per i gel molto sensibile. Poiché la colorazione con
Comassie non aveva dato risultati validi, si ¢ utilizzata la colorazione con

nitrato d’argento (Silver Staining).

kDa
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Figura 3.4: Estrazione in K,50,, campione non sottoposto a trattamento

fisico.
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3.4 Risultati delle corse elettroforetiche

3.4.1 Campioni estratti in solfato di potassio

Di seguito sono riportati i risultati ottenuti effettuando un’estrazione in solfa-
to di potassio, non sottoponendo e sottoponendo il campione a trattamento
fisico.

Le bande sono state risolte attraverso elettroforesi su gel di poliacrilammide
al 12% in condizioni denaturanti e usando la colorazione con nitrato di ar-
gento.

Nel campione non sottoposto a trattamento fisico (fig. 3.4) sono ben evidenti
tre bande, quella piu in alto circa all’altezza di 66 kDa, e due in corrispon-
denza di 36 kDa.

Nel caso del campione sottoposto al trattamento (fig. 3.5) sono ben evidenti

Fﬁ'ﬁ'tra mento

yalls | %

66— s ~ R\

Figura 3.5: Estrazione in K3S0,, campione sottoposto a trattamento fisico.

due bande all’altezza rispettivamente di 66 e 84 kDa.
I risultati ottenuti dalle due estrazioni sopracitate sono stati completati da

quelli ottenuti aggiungendo SDS all’l% e PVP al 2%, rispetto al peso del
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campione, durante I’estrazione.

I gel ottenuti in questo secondo caso sono piu chiari e significativi; non si
evidenziano nette differenze tra i campioni sottoposti e non al trattamento
fisico.

Sono visibili chiaramente quattro bande nel gel in figura 3.6: due all’altezza

- o -

kDa
84 —-

66 —

BE™

45 =

Figura 3.6: Estrazione in K,50,, campione non sottoposto a trattamento

fisico; aggiunta di SDS all’1% e PVP al 2% durante 'estrazione.

di 66 e 84 kDa; una intorno a 55 kDa ed un’altra tra 55 e 45 kDa.

Per quanto riguarda il gel riportato nella figura 3.7 sono ben evidenti solo tre
bande, il motivo potrebbe ricercarsi nella durata del tempo di sviluppo cui e
stato sottoposto il gel (ossia il tempo necessario affinché la soluzione di acido
citrico e formalina, in cui € immerso il gel in uno degli ultimi passaggi della
colorazione, ”colori” le bande), minore rispetto a quello del gel riportato in
precedenza (fig. 3.6).

Anche in questo caso sono ben evidenti le due bande all’altezza di 66 e di
84 kDa; una terza banda si evidenzia ad un peso molecolare leggermente

inferiore a 45 kDa.
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Figura 3.7: Estrazione in K3S50,, campione sottoposto a trattamento fisico;

aggiunta di SDS all’1% e PVP al 2% durante ’estrazione.

Nel gel in figura 3.8 si evidenziano in maniera chiara due sole bande, ancora

all’altezza di 84 e 66 kDa.

3.4.2 Campioni estratti in pirofosfato di sodio neutro

Anche per i campioni ottenuti dall’estrazione in pirofosfato, come per il
K550y, 'esecuzione o meno del trattamento fisico non ha mostrato evidenti
differenze nei risultati ottenuti (fig 3.9 e 3.10), sono ben evidenti due bande
rispettivamente all’altezza di 84 e 66 kDa.

L’estrazione in pirofosfato ha dato complessivamente dei risultati meno effi-
caci rispetto a quella in K5,S50y; infatti lavorare con gli estratti in pirofosfato
e risultato piu difficoltoso a causa della notevole presenza di sostanza umica
in eccesso e di interferenti di varia natura (Murase et al., 2003).

L’estratto che si otteneva era molto scuro, i passaggi da effettuare hanno

richiesto numerose prove per operare di volta in volta piccole modifiche.
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Figura 3.8: Estrazione in K3S50,, campione sottoposto a trattamento fisico;

aggiunta di SDS all’1% durante 1’estrazione.

In seguito alla precipitazione col metodo del DOC-TCA il campione & sta-
to sottoposto a dei lavaggi in acetone con lo scopo di allontanare 1’acido
tricloroacetico: si osservava spesso un precipitato acido probabilmente im-
putabile agli acidi umici, accompagnato da un precipitato scuro non proteico,
entrambi dovevano accuratamente essere allontanati per evitare di ottenere
campioni eccessivamente acidi da caricare per la corsa elettroforetica e in

generale per cercare di ottenere gel il meno possibile ”sporchi”.

I risultati illustrati precedentemente potrebbero suggerire che effettiva-
mente la presenza del PVP durante l'estrazione aiuti ad allontanare dal
campione molecole interferenti, le quali, in assenza di PVP, sequestrando
o comunque interagendo con le proteine ne impediscono la purificazione.
Per quanto riguarda invece il trattamento fisico, i risultati presentati non
mostrano differenze visibilmente significative; in realta pero e stato osservato

che lavorare con il campione sottoposto a trattamento fisico risultava meno
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Figura 3.9: Estrazione in pirofosfato di sodio neutro, campione non

sottoposto a trattamento fisico.

laborioso. Durante il passaggio di concentrazione del campione non sottopos-
to al trattamento (ottenuto mediante utrafiltrazione su membrane Amicon
PM 10), per esempio, la frazione con peso molecolare inferiore ai 10.00 Da
risultava essere piuttosto scura (giallo scuro) per entrambi i tipi di estrat-
to ma in particolare per quello in pirofosfato. Sottoponendo il campione al
trattamento fisico invece si ¢ ottenuta una frazione minore di 10* Da quasi
trasparente per 'estratto in K250, e molto piu chiara per ’estratto in piro-
fosfato rispetto a quella del campione non sottoposto al trattamento, il tutto
accompagnato da notevole riduzione del tempo impiegato per concentrare il
campione.

Sono risultati piu agevoli anche il recupero del pellet in seguito ai lavaggi
praticati dopo la precipitazione in TCA e la preparazione del campione per

la corsa elettroforetica in generale .
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Figura 3.10: Estrazione in pirofosfato di sodio neutro, campione sottoposto

a trattamento fisico.

3.4.3 Native-Page

L’elettroforesi su gel di poliacrilammide in condizioni denaturanti non ¢ ap-
plicabile nel caso in cui si volesse individuare una proteina (un enzima in
particolare) in base alla sua attivita biologica, in quanto la rottura della
struttura proteica impedirebbe il mantenimento dell’attivita da ricercare.
In questi casi il tipo di elettroforesi che si realizza, NATIVE-PAGE, & svol-
ta in condizioni non denaturanti, in assenza di reagenti e trattamenti che
andrebbero a rompere la struttura della proteina funzionante presente nel
campione.

La Native Page ¢ stata applicata con lo scopo di visualizzare le proteine nel-
la loro forma nativa tramite silver staining, e successivamente di cercare di
individuare la (-glucosidasi tramite la misurazione della sua attivita diretta-
mente sulle bande del gel.

Nella Native-Page le proteine vengono analizzate in base alla carica netta

che presentano e al valore standard di pH del gel (8,8); quindi grazie alla



3.4 Rusultati delle corse elettroforetiche 64

mobilita che sviluppano nel setaccio molecolare rappresentato dalle maglie
di poliacrilammide.

La Native-Page quindi si presta bene alla determinazione dell’attivita enzi-
matica su banda (Activity Stain).

Per effettuare questo tipo di elettroforesi sono state apportate delle modifiche
al protocollo eseguito inizialmente per effettuare I’'SDS-PAGE, Protocollo A,
nel protocollo risultante, Protocollo B, le modifiche hanno previsto I’elimi-
nazione di alcuni passaggi che, a causa dei trattamenti svolti e dei reagenti
utilizzati, avrebbero potuto minare la conformazione della proteina; sono

stati rimossi dal protocollo A:

e il trattamento fisico per la rottura dei legami proteina-fenoli, che avrebbe
sicuramente comportato un’alterazione della struttura terziaria delle

molecole proteiche a causa della shock termico cui venivano sottoposte;

e lo step di purificazione tramite polivinilpirrolidone, a causa della ne-

cessita di acidificare con Hy50,4 campione e polimero;

e la precipitazione col metodo DOC-TCA e i successivi lavaggi in acetone,
a causa delle caratteristiche potenzialmente denaturanti dei reagenti e

delle incubazioni a - 20°C.

La figura 3.11 mostra un gel al 9% ottenuto in seguito a corsa elettroforetica
compiuta in condizioni non denaturanti per le proteine (Native-Page), con
campione sottoposto al protocollo B (p. 48 fig. 2.2). La colorazione con
nitrato d’argento ha evidenziato la chiara presenza di molteplici bande.

In seguito campioni trattati seguendo il protocollo B sono stati sottoposti a
SDS-PAGE (Fig. 1.10) con lo scopo di valutare eventuali differenze rispet-
to a quelli ottenuti applicando il protocollo A ed eseguendo I’'SDS-PAGE;
e rispetto ai risultati conseguiti seguendo il protocollo A ed effettuando la

Native-Page.
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Figura 3.11: Native-Page del campione estratto in K550, ottenuto seguendo

il protocollo B.

Le prove effettuate hanno mostrato che i risultati ottenuti applicando il pro-
tocollo B ed eseguendo I'SDS-PAGE erano ripetibili; il Silver Staining ha
evidenziato la presenza di molteplici bande, verosimilmente proteiche, con
pesi molecolari da 36 a poco meno di 205 kDa.

Questo risultato lascia supporre che probabilmente nei passaggi di purifi-
cazione dalle sostanze umiche e di precipitazione col metodo DOC-TCA,
successivi a quello di concentrazione, il campione perda un notevole quanti-
tativo di proteine che a causa del limite di sensibilita della colorazione usata

non sono visibili.
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Figura 3.12: SDS-PAGE del campione estratto in K550, e ottenuto seguendo
il protocollo B.

3.5 Activity stain

L’attivita su banda e stata valutata applicando al campione il protocollo B
ed effettuando la Native-Page.

Il gel ottenuto e stato poi incubato in una soluzione di di acido succinico
50 mM contenente un substrato fluorescente dell’enzima (-glucosidasi, il 4-
metilumbellifeil-3-D-glucopiranoside (MUGIc) (Kee-Hong et al., 2007).

1 MUGIc ¢ tipicamente usato per la ricerca dell’attivita g-glucosidasica (Kee-
Hong et al., 2007; Giebel and Dopierala, 2004), il 4-metilumbellifeil-3-D-
glucopiranoside viene trasformato dalla 3-glucosidasi in 4-metilumbelliferone,
un prodotto in grado di emettere fluorescenza.

Lo studio condotto in questo caso pero non ha dato risultati, le ragioni
potrebbero essere di varia natura, bisogna considerare che il protocollo ese-
guito non rappresentava una metodica affermata bensi una prova introduttiva

effettuata unicamente a scopo preparatorio per soddisfare una curiosita scien-
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Figura 3.13: Reazione catalizzata dalla [-glucosidasi che porta alla

formazione di un prodotto fluorescente.

tifica. Per di piu la metodica e stata applicata esclusivamente a campioni
estratti tramite solfato di potassio la cui attivita S-glucosidasica extracellu-
lare si e rivelata piuttosto bassa (0,0618 ugPNP/gss*h).

Estratti in pirofosfato di sodio neutro non sono stati sottoposti al trattamento
a causa dei risultati negativi ottenuti in seguito a Native-page e colorazione
con nitrato d’argento (fig. 3.14).

Una ulteriore pecca dell’analisi di rilevazione dell’attivita su banda e stata
anche I'assenza di un controllo che potesse quantomeno validare ’adeguatez-
za del metodo seguito; uno sviluppo futuro potrebbe essere infatti servirsi
di un enzima commerciale per un confronto: esso dovrebbe necessariamente
reagire con il suo substrato (il MUGIc) dimostrando cosi la validita del pro-
tocolo seguito permettendo la visualizzazione del prodotto fluorescente.

Nel caso in cui questo non si dovesse verificare si potrebbe trarre la conclu-
sione che la metodica sviluppata non sia in grado di permettere all’enzima
di reagire in maniera efficace con il suo substrato.

I risultati ottenuti sono da ritenersi preliminari, in questo elaborato sono
stati riportati solo quelli piu indicativi che hanno guadagnato questa carat-
teristica grazie ai miglioramenti conseguiti e legati all’esperienza acquistata

di prova in prova.
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Figura 3.14: NATIVE-PAGE del campione estratto in pirofosfato di sodio e

ottenuto seguendo il protocollo B.

L’analisi e stata effettuata utilizzando un solo campione di terreno, in quan-
to lo scopo del lavoro condotto non era di comparare o dimostrare, bensi di
verificare la qualita e D'efficacia della metodica di estrazione e purificazione

applicata.



Capitolo 4

Conclusioni

e La metodica utilizzata si & dimostrata efficace per estrarre e purificare

molecole proteiche dal terreno.

e Sia il pirofosfato di sodio neutro che il solfato di potassio hanno permes-
so una adeguata estrazione di proteine dal campione; la loro capacita di
estrarre proteine enzimatiche, e 'enzima [-glucosidasi in particolare, e
stata provata dalla determinazione dell’attivita di questo enzima negli

estratti.

e Lavorare con estratti in pirofosfato di sodio neutro si e rivelato piu
laborioso rispetto al lavorare con estratti in solfato di potassio a causa

della maggiore presenza di sostanze umiche ed interferenti.

e [l trattamento fisico a cui e stata sottoposta una parte dei campioni non
ha evidenziato differenze da un punto di vista qualitativo o quantitativo
nella purificazione delle proteine, ma ha semplificato la manipolazione
dell’estratto, riducendo lievemente i tempi di lavorazione e migliorando

la qualita del campione in generale.

69
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e Le metodiche eseguite sono risultate idonee per 'applicazione di tec-
niche come 1’elettroforesi su gel di poliacrilammide in condizioni dena-
turanti e non denaturanti, e hanno permesso quindi di visualizzare le

molecole proteiche estratte sia in forma denaturata che nativa.

e L’individuazione dell’enzima (-glucosidasi tramite la determinazione
della sua attivita direttamente sulle bande del gel (activity stain) non
e stata possibile, il motivo potrebbe essere ricercato nell’inadeguatezza
del metodo sviluppato o nella scarsa concentrazione di enzima presente

nell’estratto.

e Prospettive future: mettere a punto un protocollo per la determi-
nazione dell’attivita su banda, dimostrando o meno la validita di quello
seguito in questo lavoro tramite 1'utilizzo di un controllo; sperimentare
I'utilizzo di altri estraenti con lo scopo di confrontare i vari risultati
conseguiti; applicare la metodica a terreni con diverse caratteristiche e
livello di degradazione; effettuare colorazioni per i gel compatibili con
le analisi di spettrometria di massa, comassie (nel caso di elevata con-
centrazione proteica) o particolare silver staining, al fine di sequenziare
le bande proteiche visualizzate e ricercare eventuali corrispondenze o

analogie nelle banche dati.
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