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termostatizado.

Recursos claves necesarios.

Se especifican los recursos técnicos y material fungible necesario para el desarrollo del proyecto

Recursos técnicos: Campana de flujo laminar, autoclave, balanzas, medidor de pH,
botellas y sistema de cultivo, microscopio 6ptico, espectrofotémetro, electrodo de
oxigeno, centrifugas, contador celular de Neubauer, estufa de secado y bafio

Material fungible: compuestos inorganicos, disolventes organicos, micropipetas y
puntas, tubos eppendorf, tubos de ensayo y de centrifuga, erlenmeyers, vasos de

precipitado, probetas y matraces aforados.

Objetivo principal del proyecto

©Hu

2014 Familiarigar a Io§ e'zstudia’nt'es con el manejo .de cul'tivos, Qe micrqalgas y con el
equipamiento y técnicas basicas de un laboratorio de bioquimica de microorganismos.
El proyecto contribuird también a la concienciacion del uso y aplicaciones de recursos
naturales renovables.

Objetivos especificos del proyecto:

1-. Obtencién de biomasa de un microorganismo fotosintético
2-. Separacion de pigmentos de valor comercial

Descripcién de la actividad y participacion de los estudiantes

Las microalgas son microorganismos que crecen
utilizando la luz del sol. La energia procedente del
sol es utilizada por las microalgas para impulsar
los procesos celulares necesarios para asimilar
nutrientes sencillos. Los nutrientes que utilizan las
microalgas se encuentran en la propia naturaleza;
entre otros nutrientes, las microalgas utilizan
diéxido de carbono del aire, nitratos y sulfatos
disueltos en el agua, y pequefias cantidades de
algunos iones metalicos.

Las microalgas pueden cultivarse en laboratorio,
en recipientes de poco volumen, o en sistemas de
cultivo de gran volumen a la intemperie (Figura 1).

Figura 1.

Cultivo masivo de microalgas a la intemperie en

fotobiorreactores tubulares en la Universidad de Huelva)

La produccion de cultivos en sistemas de gran volumen permite obtener biomasa de microalgas,
cosechando la biomasa producida gracias a la aplicacion de diferentes métodos, entre los cuales
algunos de los mas utilizados son centrifugacion, filtracion o floculacion. El resultado del cosechado de
microalgas es una pasta humeda, que puede secarse y obtener asi una sustancia pulverulenta muy
fina (Figura 2), generalmente de color verde intenso y, en ocasiones y dependiendo de la microalga

cultivada y de las condiciones de cultivo, de colores rojizos y anaranjados.
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La coloracion rojiza o anaranjada (Figura 3) es sefial de la acumulacion de algunos pigmentos de valor
comercial, denominados carotenos, y que son reconocidos por su capacidad antioxidante.

Figura 3.
Biomasa seca de Dunaliella salina enriquecida en
beta-caroteno

Figura 2.
Biomasa seca de microalgas

La biomasa asi producida encuentra un significativo nimero de
aplicaciones comerciales. Asi, la biomasa de microalgas puede
utilizarse directamente como suplemento alimentario, ya que
es rica en proteinas y en antioxidantes, y contiene &cidos
grasos poliinsaturados.

El taller que se propone consiste en dar a conocer a los
estudiantes las técnicas basicas de cultivo de microalgas en
laboratorio. Se pretende que los estudiantes conozcan cémo
producir biomasa de microalgas a partir de inoculos de tales
microorganismos, comprendiendo la necesidad de utilizar los
diferentes componentes nutricionales, aprendiendo Ila
metodologia propia del seguimiento del crecimiento de los
cultivos, extrayendo y separando alguno de los componentes
moleculares de valor comercial -pigmentos- y obteniendo una
pequefia cantidad de biomasa de una microalga de uso
comercial en alimentacion, Chlorella.

Para llevar a cabo el taller, se propone configurar al grupo de
estudiantes por parejas. La planificacién de tareas del taller se
detalla seguidamente en sus aspectos esenciales.

THu
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Dia 1.-

Breve explicacién para hacer entender a los estudiantes qué son las
microalgas, cdmo se cultivan en el laboratorio y qué nutrientes son necesarios
para su crecimiento. Seguidamente, procederan por parejas a la preparacion de /
medios de cultivo sintéticos. Uno de los medios de cultivo se conformara a partir

de fertilizantes liquidos, mostrando asi a los estudiantes que las microalgas

crecen, esencialmente, con principios nutricionales propios de las plantas. Los

estudiantes prepararan los inéculos a partir de cultivos madre de una microalga,
Chlorella sorokiniana, e iniciaran el crecimiento de la microalga en habitacion de
cultivo. A partir de entonces, los estudiantes utilizaran algunas metodologias
propias del seguimiento del crecimiento, particularmente espectrofotometria y
microscopia. Los estudiantes se familiarizaran con el equipamiento propio de un
laboratorio de microbiologia, mediante el uso de campana de flujo laminar,
autoclave, botellas y habitacion de cultivo, microscopio Optico vy
espectrofotémetro, entre otros equipos.

N

Dia 2.-

Los estudiantes realizaran inicialmente las tareas de seguimiento del
crecimiento de los cultivos, comprobando que se ha incrementado en estos la
biomasa de la microalgas como consecuencia de la asimilacién de nutrientes.
En este segundo dia aprenderan la determinacién de la actividad fotosintética
y respiratoria de los cultivos, lo que les permitira comprender
experimentalmente el funcionamiento de esta actividad vital, observando la
produccion de oxigeno bajo luz y el consumo de oxigeno bajo oscuridad. El
segundo dia los estudiantes aprenderan principios béasicos de extraccion y
separaciéon de moléculas de valor comercial. Asi, se procedera a extraer el
contenido en pigmentos carotenoides de la microalga cultivada, utilizando
para ello un disolvente organico. El extracto se cromatografiara en una tiza,
observando la separacién de los pigmentos en bandas coloreadas. Se
procedera a la separacién fisica de una de las bandas y a la elucién del
pigmento (o pigmentos) contenidos

Dia 3 .-

El tercer dia se iniciara, de nuevo, con la medida del seguimiento del crecimiento en los cultivos, que
comenzaran a oscurecer y, por tanto, a mostrar cierta ralentizacion por la limitacion de luz. Este
hecho permitird a los estudiantes comprender la importancia de la luz como fuente impulsora del
crecimiento vegetal. Seguidamente, se realizara una practica de inmovilizacién celular. La
inmovilizacién consistird en el atrapamiento de células de la microalga en geles de alginato célcico.
Esta técnica permite confinar a las microalgas en un espacio fisico, el conformado por las perlas de
alginato, de modo que no pueden moverse libremente como en el medio liquido. Esta préactica
presenta dos aspectos de interés para el conocimiento de los estudiantes: entender que de esta
forma la biomasa de miroorganismos se cosecha de manera mucho mas econémica, pues al crecer
inmovilizada no es necesario centrifugar para su recogida, y también utilizar una técnica empleada en
la “nueva cocina” para producir un pseudocaviar de algas, lo cual sirve para mantener su atencion
sobre una técnica propia del cultivo de microorganismos.
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Dia 4.-

Finalmente, el Gltimo dia de la practica consistira en el cosechado

de la biomasa producida en sus cultivos de Chlorella en medio N—
liquido. La biomasa cosechada se lavar4 y secara en tubos \

eppendorf, permitiendo a los estudiantes que se lleven cada uno la @Hu
muestra de biomasa producida, una sustancia pulverulenta de
color verde intenso que tiene utilidad como suplemento alimentario.
Se familiarizaran con el uso de la centrifugacion y de los sistemas
comunes de secado en estufa de laboratorio. Seguidamente, los
estudiantes prepararan medio de cultivo sélido, en agar, que
inocularan con la microalga y que llevaran también con ellos para

gue puedan, en dias sucesivos, observar la aparicion de colonias Q
verdes. En el cuarto dia se cursard una visita al centro (Ciderta),

mostrando a los estudiantes equipamientos cientificos de andlisis

(cromatografia), microscopia electronica y la sala de catas, entre

otras infraestructuras.

Referencias recomendadas

http://www.fao.org/docrep/field/003/ab473s/ab473s02.htm
http://www.youtube.com/watch?v=IUNQqi5SYMnE

http://www.youtube.com/watch?v=klsvYgz8oJo

Descripcion de la sesidon de presentacion de resultados de los proyectos

Los estudiantes prepararan y realizardn una breve presentacién en power point con el resumen de los
resultados y observaciones principales del taller. Durante el desarrollo del taller se iran comentando y
discutiendo los resultados obtenidos, con el objetivo de hacer comprender a los estudiantes la utilidad
practica de lo observado empiricamente en el laboratorio.
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