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Oltre 10.000 anni fa 'uomo ha cominciato a mettere a punto i
primi processi biotecnologi hanno consentito di

ottenere la lievitazione del pane

preparare bevande alcoliche

produrre derivati del latte (yogurt e formaggi)

selezionare animali domestici con le caratteristiche desiderate
selezionare le specie vegetali piu produttive

Lo sviluppo della microbiologia ha consentito di predisporre
metodologie per la produzione :

e vaccini

e antibiotici
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Quando Watson, Crick e Wilkins scoprirono la struttura a doppia
elica del DNA e la sua importanza come “contenitore” e
“trasmettitore” diinformazioni geniche, iniziarono una serie di
studi finalizzati a predisporre metodologie utili a sequenziarlo e
utilizzarlo

BIOTECNOLOGIE BIANCHE
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TRE PROPOSTE DIDATTICHE:
usiamo delle biotecnologie
tradizionali per

PROPOSTA 1: studio della fermentazione alcolica e dei
lieviti del genere Saccharomyces
mediante tre attivita laboratoriali




| lieviti del genere Saccharomyces in condizioni anaerobiche

ricavano energia dalla fermentazione alcolica degli zuccheri

che vengono convertiti in ALCOOL ETILICO (etanolo) e CO2
C,H,,0, 2 2C,HO + 2 CO,

| processo viene tradizionalmente sfruttato per la lievitazione

degli impasti e per la preparazione di bevande alcoliche




PROVA A - Studio della fermentazione alcolica e del suo
substrato in lieviti del genere Saccaromyces

» OBIETTIVI
e giustificare I'aumento di volume dell'impasto durante la lievitazione
e individuare i substrati del processo di fermentazione

» MATERIALI
e 5 beute da 250 ml o 5 bottigliette di plastica da 500 ml
e 80 g di lievito fresco

e 5 palloncini

e H,0 saccarosio (zucchero da cucina)
e amido

e farina di mais (per polenta)




» Metodologia

e Preparare una sospensione di lievito
stemperando 50 g di lievito in 600 ml
di H,0

e Allestire le 5 bottiglie/beute come di seguito indicato:
BEUTA 1 120 ml di sospensione di lieviti (CONTROLLO NEGATIVO)
BEUTA 2 120 ml di sospensione di lieviti + 10 g di saccarosio
BEUTA 3 120 ml di sospensione di lieviti + 10 g di amido
BEUTA 4 120 ml di sospensione di lieviti + 10 g di farina di mais

BEUTA 5 120 ml di H,O + 10 g di saccarosio (CONTROLLO NEGATIVO)
conservando il residuo della sospensione su un termosifone per le
indagini successive

e Inserire sul collo di ogni beuta un palloncino, posizionare le beute su un
termosifone ed osservarle ogni 15 minuti (rilevando la circonferenza del
palloncino)




PROVA B - Studio del metabolismo dei lieviti
del genere Saccaromyces e dei suoi prodotti

»  OBIETTIVI
e dimostrare lo stato fisico dei prodotti ottenuti dal metabolismo
e individuare i prodotti del metabolismo attraverso dei metodi indiretti

» MATERIALI
e beuta con tappo forato
e tubo di vetro a squadra di vetro

e provetta con tappo forato

e soluzione di Ca(OH), (preparazione: aggiungere 2,5% di Ca(OH), ad
H,O, scaldare e filtrare)

® cannuccia
e sospensione di lievito )
® saccarosio




» Metodologia

e prelevare 100 ml di sospensione di lievito tenuta a parte e aggiungerlo a alla
beuta con tappo forato insieme a un cucchiaino di saccarosio

e tappare la beuta con il tappo forato e inserire il tubo a squadra.

e inserire nella provetta parte della soluzione di Ca(OH), sufficiente ad
immergere l'altra estremita del tubo di vetro, e collegarla usando il secondo
tappo forato

e adagiare tutto I'allestimento su un termosifone o in incubatore a 30°C per
almeno 1 ora

La soluzione di Ca(OH), serve a dimostrare
che I'aumento della quantita di

CO, disciolta reagendo con Ca(OH), secondo
la reazione:

Ca(OH), +CO, - CaCO, + H,0O
determinandone l'intorbidimento.

Per verificarne la funzionalita insufflare I’aria espirata in una provetta
contenente Ca(OH)2 avanzata con |'ausilio di una cannuccia finché non si
intorbidisce per la produzione di carbonato di calcio e insolubile in acqua




PROVA C - Studio morfologico dei lieviti
del genere Saccaromyces

» OBIETTIVI
e conoscere le caratteristiche morfologiche dei lieviti
e osservare la loro riproduzione asessuata per gemmazione

» MATERIALI
e microscopio ottico
e vetrino portaoggetto
e vetrino coprioggetto
e pipetta Pasteur
e blu di metilene (colorante)

e sospensione di lievito




» Metodologia
e porre una goccia d’acqua sul vetrino portaoggetto con una pipetta pasteur

e porre con la stessa pipetta una goccia della sospensione di lievito avanzato
sul vetrino portaoggetti in corrispondenza della goccia d’acqua

aggiungere infine una goccia di blu di metilene

stemperare il tutto con l'ausilio della pipetta

coprire con vetrino coprioggetti

tamponare 'eccesso di liquido

osservare al microscopio ottico con obiettivo 40X

| coloranti sono sali nei quali uno dei due ioni & colorato.
In un colorante basico, il cromoforo e un catione.
In un colorante acido, il cromoforo € un anione.

e Colorazione semplice: utilizza solo un colorante.
e Colorazione differenziale: utilizza due o piu coloranti.




» RISULTATI

PROVA A

PROVA B Con gli studenti ...

PROVAC




TRE PROPOSTE DIDATTICHE:
usiamo delle biotecnologie
tradizionali per

PROPOSTA 2: conservare un vegetale e ottenere un
alimento




| batteri lattici in condizioni anaerobiche ricavano energia
dalla fermentazione lattica degli zuccheri che vengono
convertiti in ACIDO LATTICO (lattato)

CH,,0, 2 2C,H.O,
| processo viene tradizionalmente sfruttato in cucina per la
trasformazione e la conservazione di molti alimenti es.
yogurt, formaggi, crauti, cetrioli, olive.
L’acido lattico rilasciato riduce il pH
rendendo I'ambiente sfavorevole alla
crescita di altre specie (pH 4.6) anche
per la presenza di tossine microbiche.




BATTERI LATTICI

Sono batteri Gram positivi, immobili, chemioeterotrofi a
forma di bastoncino o cocco. Il loro nome deriva dal fatto che
formano acido lattico come principale, (per gli
eterofermentanti) o unico, (per gli omofermentanti), prodotto
finale del loro metabolismo energetico; sono tutti anaerobi

ossigeno-tolleranti.
Una caratteristica propria dei batteri lattici e la loro elevata

acido-resistenza il che consente loro di crescere anche
quando il pH raggiunge valori inferiori a 5. Questa
caratteristica fisiologica e di grande importanza ecologica,
perché permette loro di vincere la competizione di altri
batteri in ambienti ricchi di materia organica




Determinazione dell’acidita e dell’acido lattico in un
preparato alimentare fermentato da batteri lattici

»
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OBIETTIVI

e verificare che |'acidita sia il fattore responsabile della conservazione

dell’alimento

e quantificare per titolazione I’acido lattico nei liquidi dell’alimento

e osservare la presenza di lattobacilli nei liquidi dell’alimento

MATERIALI

e cavolo cappuccio

e blu di metilene

e NaOH 0,05 M

e buretta

® microscopio ottico

e vetrino coprioggetto
e olio da immersione

e sale da cucina

e cartina indicatrice

e fenolftaleina

e diversi becker

e vetrino portaoggetto
e pipetta Pasteur




» Metodologia
e Tagliare un cavolo cappuccio a listarelle sottili.

e Porre il cavolo tagliato in un becker adatto (500
ml).

e Aggiungere una quantita di sale (NaCl) pari al 3%
del peso del cavolo e mescolare.

e Pressare con energia le foglie, coprirle e tenerle
pressate con un peso sulla copertura. L'osmosi
indotta dalla salatura dovrebbe produrre una
quantita di liquido sufficiente a ricoprire
completamente la massa del cavolo (se il liquido
prodotto non fosse sufficiente a sommergere
completamente il cavolo, preparare una salamoia
al 6% di NaCl e aggiungerne in quantita sufficiente
da ricoprire completamente il cavolo).

e Eseguire una misura del pH iniziale con la cartina
universale e incubare ad una temperatura
massima di 30°C.




e Dopo una settimana di incubazione
misurare il pH e registrare colore,
aspetto e odore del fermentato

e Prelevare un campione del liquido e
determinare la concentrazione di
acido lattico prodotto con una
titolazione con NaOH 0,05M e
fenolftaleina come indicatore

e Allestire con una goccia di liquido
dell’alimento uno striscio colorato
con la stessa metodologia utilizzata
per i lieviti (o con colorazione di
Gram) e osservare ad immersione al
microscopio ottico con obiettivo
100X

e Eseguire le stesse prove dopo 14
giorni




» RISULTATI

pH
Determinazione
H Aumentato o
g diminuito?
Concentrazione
Determinazione \ .
: . Aumentata o Con gli studenti ...
acido lattico MR
diminuita?
Presenza
Osservazione Si \
batteri lattici 10 NO:




TRE PROPOSTE DIDATTICHE:
usiamo delle biotecnologie
tradizionali per

PROPOSTA 2: conservare un vegetale e ottenere un
alimento

PROPOSTA 3: produrre biodiesel da microalghe
autoctone




» OBIETTIVO

Il lavoro svolto dalla classe si propone di dimostrare che le ALGHE UNICELLU-
LARI o PLURICELLULARI presenti nei corsi d'acqua local, costitiiscono una n-
s0rsa energetica insospettabile da cul é possibile estrarre 1| BIODIESEL,

» METODOLOGIA

Lattnita svolta si @ arficolata in sel fas:
1) RACCOLTA DEI CAMPIONI DI ALGHE
sono stall raccolh due campiom dacqua
(carca 150 ml ciascuna) con il refative conte-
nuto di micronganismi -

« Uun campione dacqua del laghetto

"Parco F, Pam” di Vigevano (foto)

. un campione d'acqua stagnante di un soffovaso.
| campioni insentl in recipienti pulih e trasparenti (per favonre il passaggio della luce
necessana alla sopravvivenza delle eventuali alghe presenti) sono stall trasportah
in laboratono.

2] PREPARAZIONE TERRENO DI COLTURA . Per favonre la crescila e la coltiva-
zione delle alghe contenute nel campioni, $1 & allestito un particolare terreo di coltu-
ra che @ stato denominato Medium Alghe.




3) ALLESTIMENTO Di COLTURE DI ALGHE
Ciascun campione d'acqua & stato posto in una
beuta da 500 mi a cui & stato aggiunto analogo vo-
lume di Medium Atghe. Allinterno di ogni beuta &
stata insenfa una pietra porosa collegata a una
pompa d'ana (per facilitare la diffusione del gas) e
limboccatura della stessa & stata tappata con co-
tone idrofilo. Le beute sono state lasciate a tempe-
ratura ambiente, esposte alla luce e settimanal-
mente rabboccate con circa 30-40 mi di Medium
Alghe. Trascorso un mese il contenuto di ogmi beuw-
ta & stato suddwiso in due cilindn sempre collegati
con pompa ad ana e rabboccab con Medium Al-
qhe.

Preparazione Medium Aighe

Si preparano due soluzioni:

a] olugione sali minerall: si ofttene mescelando 0,02 g CaCly+
@,30 g MgCiy 0,18 g mi df NagHPO,+ 0,30 g oi NaH PO, + 0,003
g di Fe50y e portando 2 velume di 1 litro con una soluzione di
al KNO; 0,005 M

b} Soluzione ferriceio con microelement! s oftiene mescolanda
34 g oi terreno con 200 mi o acqua distilata, La miscela & sta-
ta bollita per 15 minuti e fitrata con garze scvrapposte e niil-
trata con carta da filtro

Il Medium aighe si oftfene mescolando 1 litro di soluzione sali

minerall con tutta Iz soluzione dl terriceic.

Autoclavare Medium aighe e conservare a temperatura ambients

fine al momente deli'utilizzo,




4) ISOLAMENTO E IDENTIFICAZIONE

Durante lallestmento della coltura sono state svoite
indagini’

- microbiologiche

- microscopiche

finalizzate allidentficazione delle specie algahi pre-
senti nella coltura.

Indagini microbiologiche

Perodicamente campioni di coltura sono stat sem-
nati con la tecnica dello stnscio e dello spatolamento
in piastre contenentt Medium Alghe Solido (ottenuto
aggiungendo a 60 ml di Medium Alghe 0.9 grammi
di agar). Le piastre incubate a temperatura ambiente
e in luogo esposto alla fuce diuma dopo almeno 10
giomi evidenziavano |a crescita di numerose e pic-
Gole colonie

Indagini microscopiche

Seftimanalmente sono state svolte indagini micro-
scopiche sia sulle colonie cresciule su pasira sia su
campion prelevah diretiamente dalle colture algal,
Complessivamente sono state isolate ed identifi-
cate B specie algall.




5) RACCOLTA ALGHE PER FILTRAZIONE
Settimanalmente si procedeva alla raccolta delle
alghe sottoponendo parte del iquido di coltura a
filtrazione aspirata su buchner con filtro di carta. |
filin erano successivamente posti ad asciugare in
stufetta a temperatura di circa 40°C. | filtn venivano
preventivamente pesati pnma della filtrazione per
poter successivamente determinare il quantitativo
di alghe raccolto. La restante parte del liquido di
coltura era utiizzata per allestire nuove colture e
consentire ulterior e successive raccolte.




6) ESTRAZIONE OLI E TRANSESTERIFICAZIONE
Gl ol algal sono stati estrati direttamente dalle al-
ghe essiccate su filtro con la tecnica del Soxhlet e
successivamente separati dal solvente di estrazione
per distillazione.

(Gl ol cosi ottenuti sono statl successivamente po-
sti in un pallone a tre colli, portati a 50°C e mescola-
ti a una soluzione di metilato di sodio (0.3 g di Na-
OH + 20 ml di CH30H) per 90 minuti. La miscela ni-
sultante, lasciata decantare in un imbuto separatore
ha dato ongine a due fasi:

Il biodiesel e la glicerina.

Di seguito € rappresentata la reazione chimica tra gl
ol e l'alcool metilico detta transesterificazione con
relativi prodotti.

oLl ALCOOL BIODIESEL GLICEROLO
CHz-0COR)  METILICO R,COC-CH

Catakssr 1 3 CH7 —CH-CHz>
CH—OCORg 43 CHDH  ———> | Ry000:0115 + |

CH2-DCORS R4COC-CH 5 OH CH ©H

Ry, Ro Ry indicano la porzione residua di ogni acido grasso




