Coleccion de Cultivos Algae Bank® Manual

Cuidados primarios y cultivo de
microalgas bésico

Una vez haya recibido su cultivo de microalgas coloque inmediatamente en
un lugar con iluminacidén. Para cultivos liquidos, aofloje la tapa
moderadamente, esto mejora la respiracion celular.

La intensidad de la iluminacion dicta la velocidad de crecimiento, por ello
una manutencién a largo plazo requiere de luz tenue (~15 watts), para
crecimiento elija una iluminacion blanca a 30 - 45 watts.

Indicaciones para la observacion al microscopio
Para cultivos liquidos:

Trabaje en condiciones de esterilidad. Agite el frasco contenedor para
obtener una solucidn homogénea y tome 100 pL de cultivo con una
micropipeta. Coloque la muestra de cultivo sobre un portaobjetos. Con
cuidado, coloque un cubreobjertos de manera gentil sobre la muestra (Nota:
para las microalgas que generen biofilm, raspe las zonas de mayor
concentracidn de pelicula con la punta de la pipeta y procure tomar agua
en el mismo pipeteo, para obtener una muestra himeda). Coloque la
preparacion en la platina del microscopio y ajuste el revélver del objetivo 4X.
Ajuste el enfoque macrométrico hasta obtener una imagen, ajuste el
enfoque micromeétrico para obtener una imagen mas nitida. Para observar
los detalles de las células repita el proceso con los siguientes objetivos, las
células de tamano superior a 100um pueden verse nitidomente desde los
objetivos 4X - 10X.

Para cultivos soélidos:

Trabaje en condiciones de esterilidad. Utilizando un asa de nicromo
flameada raspe una colonia de microalgas. Prepare un frotis sobre un
portaobjetos adicionando una gota de agua estéril, utilizar agua no estéril
puede introducir microorganismos del agua y sélidos inorgdnicos en su
campo de vision. Con cuidado, coloque un cubreobjertos de manera gentil
sobre la muestra. Coloque la preparacidon en la platina del microscopio y
ajuste el revolver del objetivo 4X. Ajuste el enfoque macrométrico hasta



obtener una imagen, ajuste el enfoque micrométrico para obtener una
imagen mds nitida. Para observar los detalles de las células repita el
proceso con los siguientes objetivos, las células de tamano superior a 100pm
pueden verse nitidomente desde los objetivos 4X - 10X.

Indicaciones para la preparacion de medios de cultivo

Los medios de cultivo de la CCAB son entregados como macronutrientes en
polvo blanco parcialmente hidrosoluble y micronutrientes metales traza en
solucién estéril.

La naturaleza predominantemente inorgdnica de los medios les facilita
como medio de mantenimiento de cultivos axénicos (Nichols y Bold, 1965).

e Determine el volumen de trabajo de su medio de cultivo. La
concentracién por medio estd indicada en gramos por litro (g/L) en el
sitio web y en la ficha técnica.

e Pese la cantidad en g/L y suspenda en agua destilada

e Adicione 1 mL/L de solucién de micronutrientes.

e Normalmente, no es necesario un ajuste de pH 7.0+0.2. Si lo fuerqg, o
requiere de un pH en especifico, mida utilizando potencidometro de pH
y ajuste su valor utilizando &cido acético y NaOH, manteniendo la
solucién agitada.

e El medio puede precipitar. De ser asi, después de esterilizar permita su
completa sedimentacién y decante.

e Coloque en una botella con tapa semi-abierta. Esterilice en autoclave
a 15 PSI, 121 °C, 20 minutos. Nota: de no contar con autoclave,
pasteurizar a 100°C en bafo maria durante 1 hora.

e Una vez estéril, el medio va a estar extremadamente caliente. Evite
quemaduras. Mantenga en el sitio hasta que el material se enfrie. O
bien, manipule el material con guantes de color y coloque en un lugar
templado y despejado hasta que alcance una temperatura
adecuada al tacto.

Indicaciones para la siembra e incubaciéon de microalgas

e Trabaje en condiciones de esterilidad, utilice matraces (frascos)
estériles o pasteurizados.

e Siembre un volumen de trabajo del 20%-40% de microalgas y
60%-80% de medio fresco.

e Incube a las condiciones indicadas de acuerdo a la especie durante
al menos 7 dias.



e La aireacion debe ser leve durante la fase inicial de crecimiento.

e Pasados 7 dias, agregar un volumen porcentual adicional de medio
fresco

=

Salida de aire (tapar el orificio con
algoddn.

~ Entrada de aire por manguera.

La tapa de la botella, garrafon o
matraz debe de tener dos

Manguera (alimentador de perforaciones:
co2).

1.- Entrada de manguera para
suministro de 002,

2. Cubrir con algoddn (respiraderal,

Bomba de aire —

Cultivo de microalga



