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Introduccion 2

1.1.- ANTECEDENTES GENERALES

Las microalgas son microorganismos eucariotas que poseen una maquinaria fotosintética
capaz de convertir la energia solar en biomasa, con una eficiencia de 2 a.5 veces mayor que las
plantas superiores (Thomas ef a/, 1984). Estos microorganismos presentan unas tasas altas de
produccion, adaptabilidad a distintas condiciones ambientales y son omnipresentes en cualquier
medio acuatico donde exista una fuente de carbono, nutrientes y luz suficiente, junto con el

intervalo apropiado de temperaturas (Shelef & Soeder, 1980).

En la actualidad, las microalgas siguen siendo esenciales en acuicultura para el cultivo de
moluscos y de estados larvarios de algunos crustaceos y peces. Ademas, se utilizan para ¢l cultivo
de especies intermedias, formando parte de la cadena alimentaria que tiene lugar en cualquier
criadero convencional: rotiferos, artemia y copépodos. Las microalgas, a su vez, son organismos
interesantes para la obtencion de productos naturales, como carotenoides (B-caroteno,
astaxantina, zeaxantina, etc.), lipidos y proteinas, con aplicacion en farmacia, alimentacion y
cosmética. Otra aplicacion es su utilizacion en sistemas de depuracion de aguas, pudiendo retirar
metales pesados, macronutrientes, etc., del medio acuatico (Garbisu, ef al, 1991, Garnham ef al,
1992, Moreno-Garrido ef al, 1994).

Desde hace tiempo se sabe que las poblaciones de microalgas en cultivo llevan asociadas
poblaciones bacterianas, aunque su interdependencia no es bien conocida. Algunos autores
apuntan la posibilidad de que las bacterias acompafiantes de las microalgas favorecen el
crecimiento de éstas (Berland et al, 1970, Forlani et al, 1989, Kesthacher-Liebson ez al, 1995,
Ukeles &Bishop, 1975), o bien pueden regularlo en algunas especies de microalgas estableciendo
relaciones complejas (Igbal ef al, 1993). Asimismo, otros autores han puesto de manifiesto la
presencia de bacterias patogenas en los cultivos de microalgas. Estas bacterias pueden ser
patégenas para las especies que forman parte de la cadena alimentaria en el criadero, para la
especie a alimentar, e incluso para el consumidor final de las especies cultivadas. Ademas, pueden

producir el colapso de los cultivos de microalgas (Guillard, R R.L., 1959, Openheimer, 1955).
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Se considera que la flora bacteriana existente en el agua y fango marinos es un eslabén
esencial en la cadena tréfica del mar, pues las bacterias heterétrofas son capaces de aprovechar
la materia organica en estado coloidal. Asi, mediante actividad exoproteolitica (Delmas ef al,
1994) producen compuestos monoméricos libres que, incorporandose de nuevo en el medio,
restablecen las combinaciones quimicas de C, N, Py S, controlando de este modo la distribucion
espacial y temporal de estos bioelementos (Castellvi, 1972, ZoBell, 1961, Azam ef al, 1983,
Hopkinson & Vallino, 1994). Por ello, un problema a resolver es el tipo de relacion que se
establece entre las poblaciones de algas y bacterias en cuanto a los nutrientes se refiere, en un
medio de cultivo de microalgas controlado y, a través de esta relacion, conocer como interfiere
la poblacion bacteriana en el equilibrio de nutrientes. Por todo ello, el conocimiento de las cepas
bacterianas acompaifiantes de las microalgas y las interacciones alga-bacteria, se presenta como

esencial en los diversos campos de aplicacion de las microalgas.

Desde hace mucho tiempo, distintos investigadores que han trabajado con microalgas se
han esforzado por conseguir cultivos axénicos (Berland ef a/, 1969, 1970, Cotrell & Suttle, 1993,
Droop, 1967, Reich & Kahn, 1954), primordialmente mediante el uso de antibidticos. Sin
embargo, la aparicion de resistencias a €stos y su rapida expansion (Andersen & Sandaa, 1994,
Sandaa & Enger, 1994, Sizemore & Colwell, 1977, Sundin & Bender, 1993, Sundin ez al, 1994)
desaconseja su uso sistematico en acuicultura y en particular en cultivos de microalgas debido a
los efectos indeseables que pueden ocasionar los antibioticos sobre ellas. Se han ensayado otras
técnicas como la particion dextrano-polietilenglicol, que consiste en la separacion de la poblacion
de microalgas de la de bacterias mediante centrifugacion en un gradiente de densidad (Losada et
al, 1993); pero este sistema no se ha mostrado eficaz para cultivos en masa, ademas de resultar
dafiino para determinados tipos de microalgas, y pudiendo interferir en el estudio posterior que
se realice. También se ha considerado la posibilidad de utilizar determinadas cepas bacterianas que
potenciasen el crecimiento de las microalgas y, a su vez, sirvieran de barreras bioldgicas para
posibles patogenos. Por ello se pone nuevamente de manifiesto la necesidad de un gran
conocimiento de las cepas bacterianas asociadas a las microalgas, de las interacciones que se
establecen entre ambas poblaciones y, por supuesto, el efecto que causan estas bacterias en las

especies que se desea alimentar.
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En los sistemas terrestres, las interacciones planta-bacteria estan bien estudiadas en la zona
de la rizosfera. Sin embargo, en entornos acuaticos las interacciones microalga-bacteria son poco
conocidas. Por analogia con el medio terrestre, algunos autores como Cole (1982) y Bell (1983),
definen el concepto de fitosfera como la zona que rodea al alga y en la que los microorganismos
se ven influenciados por los productos liberados de la misma. Sin embargo, en este ultimo caso
el concepto es mucho mas complejo, pues no se trata de una interaccion microorganismo-célula
de organismo pluricelular, sino que se trata de una interaccion microorganismo-microorganismo,
lo que hace que su estudio sea también mucho mas complejo.

La bacteriologia del medio marino es una disciplina sg‘ekttxvamentg: ntmva a pesar
de que a modo de anécdota, segiin Brisou (1980), las primeras observaibmdes datan del afio 2700
a.d.C., cuando un trabajador chino observd que estanques salobres con agua estancada se
tornaban de color rojo. Sin embargo, los primeros estudios relativos a bacterias marinas se
considera que datan de mediados del siglo pasado, aunque se trata unicamente de observaciones

aisladas que solo tienen un valor cualitativo debido a los métodos utilizados (Castellvi, 1972).

En 1884, Certés publicé los resultados obtenidos en su articulo “ Sur la culture a I’abri
des germes atmospheriqués, des eaux et des sediments rapportés par les expéditions du
Travailleur et du Talisman: 1882-1883" (Litchfield, 1976). El hecho de no encontrar restos de
animales ni plantas a grandes profundidades marinas hizo que Certés se plantease la posibilidad
de que, al igual que en los medios terrestres, hubiese bacterias en el medio marino que
transformaban la materia organica en inorgénica. Para comprobar el hecho tomé mas de 100
muestras de agua y sedimentos (a lo largo del curso de las dos expediciones) de las que algunas
procedian de hasta 5000 m de profundidad. Siguiendo los consejos personales de “Ms. Pasteur”
(como indica en su publicacion), cultivo las muestras a salvo de contaminacion con grandes
dificultades pues, aunque en el laboratorio las técnicas de asepsia eran faciles de conseguir, a
bordo de un barco las dificultades fueron inmensas. Otra dificultad que encontré Certés fue que
los medios de cultivo no dieron los resultados por él deseados. Sin embargo, comprobo que las
bacterias eran viables a pesar de grandes cambios de presion, logrando una serie de aislamientos

y ofreciendo las primeras descripciones. Ocho afios después, en 1892, Rusell (Litchfield, 1976),
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ademas de dar resultados cuantitativos de una serie de muestras procedentes del golfo de Napoles,
probo la existencia de distintos grupos fisiologicos, entre ellos las bacterias reductoras de nitratos.
De este modo se demostré la presencia de bacterias en el medio marino no afectado por la

presencia continental.

En 1894 Frankland & Frankland (Litchfield, 1976), basandose en los trabajos de Rusell,
cuantifican la distribucion de bacterias en el medio marino. Simultaneamente Fischer en 1894
(Castellvi, 1972) realiza estudios similares, observando que el mayor nimero corresponde a las
zonas costeras. En la distribucion vertical, hallé que el nimero maximo de bacterias se encuentra
entre los 200 y 400 m de profundidad, interpretando este hecho como el resultado de la accion
bactericida de los rayos solares a menores profundidades. Comprobo6 a su vez, que la distribucion
de las bacterias en el mar no es uniforme, sino que las poblaciones bacterianas se hallan asociadas
a los organismos del plancton o localizadas en los bordes de corrientes convergentes, donde se

produce un afloramiento de nutrientes a la superficie del mar.

En 1934 ZoBell (Castellvi, 1972, Litchfield, 1976) impulsa la bacteriologia
marina, que a partir de este momento comienza a desarrollarse como una disciplina independiente,
evolucionando en distintos campos. Desde entonces hasta la actualidad los estudios se han basado
sobre todo en la taxonomia de las bacterias de entornos salinos, ecologia de las bacterias de
entornos naturales y bacterias patogenas de peces. Sin embargo son pocos los estudios enfocados

hacia los efectos de las bacterias sobre las microalgas.

1.1.1.- Identificacién de cepas bacterianas de entornos salinos

Los conocimientos sobre las bacterias halofilas son muy escasos, estimandose que el 98%
de estas es ain desconocido (Manual Bergey, 1984). Los grupos bacterianos mas estudiados hasta
el momento son los relacionados con patogeneicidad de peces, bacterias del entorno litoral, del
sedimento y de condiciones extremas, como por ejemplo barofilas, termofilas y extremadamente
haléfilas. Otro grupo bacteriano estudiado en el entorno marino son las bacterias fototrofas y las
cianobacterias. Desde el punto de vista taxonomico la mayor parte de las bacterias halofilas se

encuentran en una situacion de incertae sedis (Manual Bergey, 1984), aunque ultimamente se esta
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realizando un gran esfuerzo para identificar y ordenar este grupo de bacterias (Berland e? al,
1969, Fuhrman et al, 1992, Garcia et al, 1987, Kaspar & Tamplin, 1993, Marquez et al, 1987,
1992, Oliver, 1982, Torreblanca ef al, 1986, Ventosa ef al, 1982, 1989, 1990). Una de las
herramientas mas potentes con las que cuenta la microbiologia en general, y la marina en
particular, es la secuenciacion del ARNr 168, con la que se ha podido determinar la existencia de
una gran variabilidad de especies bacterianas marinas (Kemp et al, 1993, Kramer & Singleton,
1993, Rochelle et al, 1994). Sin embargo, las bacterias asociadas a microalgas no han sido
estudiadas aun de un modo sistematico, por esta razon existe una gran dificultad para identificar

las bacterias procedentes de cultivos de microalgas.

Segln Austin (1982), los principales géneros de eubacterias del entorno marino son:

Bacterias fototrofas: Chromatium, Thiospirillum, Thiocystis, Thiocapsa, Chlorobium,
Prosthecochloris, Chloroherpeton, Ectothiorhodospira, Rhodocyclus, Rhodomicrobium,
Rhodopseudomonas, Rhodospirillum y Erythrobacter.

Cianobacterias: Synechocystis, Synechococcus, Nostoc, Lyngbya, Oscillatoria,
Plectonema, Spirulina, Trichodesmium, Dermocarpa, Calothrix, Dichothrix, Richelia,
Haliarachne, Dactyliococcopsis, Katagnymene, Nodularia, Pelagothrix y Prochloron.

Bacterias deslizantes: Cytophaga, Flexibacter, Flexithrix, Herpethosiphon, Saprospira,
Sporocythophaga , Microscilla, Beggiatoa, Thioploca, Leucothrix 'y Thiotrix.

Bacterias filamentosas: Caulobacter, Hyphomicrobium, Hyphomonas, Pedomicrobium,
Planctomyces, Pirella y Prosthecomicrobium.

Bacterias Gram negativas microaerofilas: Bdellovibrio, Oceanospirillum y Flectobacillus.

Bacterias Gram negativas aerobias: Halococcus, Halobacterium, Methylophaga,
Acinetobacter, Pseudomonas, Alcaligenes, Alteromonas, Chromobacterium, Deleya,
Flavobacterium, Janthinobacterium, Marinomonas, Paracoccus, Shewanella y Halomonas.

Bacterias Gram negativas anaerobias facultativas: Serratia, Photobacterium, Vibrio,
Listonella, Halobacteroides, Desulfobacter, Desulfobulbus, Desulfococcus, Desulfosarcina,
Desulfuromonas y Desulfovibrio.

Bacterias Gram negativas quimiolototrofas: Nitrobacter, Nitrococcus, Nitrosococcus,
Nitrospina, Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitrospira, Macromonas, Thiobacillus, Thiomicrospira,

Thiospira, Thiovulum, Thiobacterium y Achromatium.
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Bacterias _metandgenas: Methanobacterium, Methanospirillum, Methanococcus,
Methanococcoides, Methanogenium, Methanomicrobium, Methanoplanus y Methanosarcina.

Cocos Gram positivos: Micrococcus, Staphylococcus y Marinococcus.

Bacterias formadoras de endosporas: Bacillus y Clostridium.

Actinomicetes y bacterias relacionadas: Actinomyces, Micromonospora, Nocardia,

Rhodococcus, Mycobacterium, Streptomyces, Arthrobacter, Brevibacterium, Corynebaterium

y Curtobacterium.

Spiroquetas: Crispispira y Spirochaela.

El principal caracter que define a las bacterias marinas es su halofilia. Sin embargo, éste
no es un caracter simple, sino la suma de multiples adaptaciones fisiologicas, que se refleja en
todas las funciones de la célula. Asi, la membrana de estas bacterias no resiste la hipotonia, la
morfologia cambia con las diferencias de salinidad, los enzimas solo son activos a determinada
concentracion salina y la formacién de acidos nucleicos esta sujeta a la salinidad del medio
(Castellvi, 1972, Rusell & Adams, 1991). No obstante, las bacterias marinas no son las unicas que
poseen este caracter, ya que, por ejemplo, se han aislado bacterias con requerimientos salinos en
lagos salobres cuya composicion quimica se encuentra muy desviada de la del mar, en salinas y

en otros entornos salinos.

Como consecuencia de esto muchos autores han buscado una forma de definir a los
organismos halofilos. Asi, Shoop en 1935y Volcani en 1940 (Castellvi, 1976) consideran a un
microorganismo haloobligado cuando no se desarrolla mas que en presencia de una determinada
cantidad de NaCly halotolerante cuando resiste elevadas concentraciones salinas. Sin embargo,
estas primeras clasificaciones eran demasiado imprecisas, pues determinadas bacterias con
requerimientos salinos, como por ejemplo algunas bacterias de entornos marinos, no crecen en

un medio de cultivo con un 3% de NaCl.

Brisou (1980) propone otra clasificacion que consiste en:

No halofilos: Crecen en menos de un 1% p/v de NaCl.
Halofilos débiles (Stenohalinos): Tienen su optimo de crecimiento entre 2-4.5% p/v de NaCl.
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Halofilos moderados: Crecen entre un 1y 9% p/v de NaCl.

Hiperhalofilos: Tienen su intervalo de tolerancia a la salinidad entre el 14 y 35 % p/v de NaCl.
Eurihalinas: Pueden crecer sin dificultad en un intervalo entre 0 y 10% p/v de NaCl.
Halotolerantes : Pueden crecer entre 0 y 20% p/v de concentracion de NaCl.

Posteriormente Kushner (1985) propuso la siguiente clasificacion, que es la mas aceptada

en la actualidad:

No halofilos: Crecen en menos de un 1% p/v de salinidad (menos de 0,2 M de sales). Algunos
toleran altas concentraciones salinas, se les denomina halotolerantes.

Levemente halofilos: Crecen en medios entre 1% y 3% p/v (0,2-0,5 M) de sal. En este grupo es
donde se incluirian las bacterias marinas.

Moderadamente hal6filos: Crecen en medios entre 3% y 5% p/v (0,5-2,5 M) de sal.

Muy haldfilos: Requieren entre 9% a 23% p/v (1,5-4 M) de salinidad.

Extremadamente haléfilos: Crecen en medios muy salinos, como salinas y minas de sal, precisan
de un 15% a un 32% p/v (2,5- 5,2 M) de sal.

El caracter de la tolerancia a la salinidad debe ser muy tenido en cuenta a la hora de -
estudiar las bacterias presentes en los cultivos de microalgas, para distinguir claramente a las
bacterias de origen marino de otras que puedan tolerar la salinidad y crecer en el medio

enriquecido por las microalgas de un modo oportunista.

1.1.2.-Interaccién microalga-bacteria

Los estudios sobre interaccion microalga-bacteria en ecosistemas acuaticos y en
condiciones de monocultivo son escasos (Cole, 1982); por ello la interpretacion de resultados

es ambigua y bastante complicada.

Algunos autores han mostrado relaciones de epifitismo, es decir, las bacterias se
encuentran adheridas a la superficie del alga (Uriarte ef al, 1990); otros muestran relaciones

complicadas de potenciacion y represion del crecimiento del alga, como en el caso de
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Porphyridium cruentum (1gbal et al, 1993).

Uno de los problemas que se plantea en este tipo de estudios es como determinar la
evolucion de las dos poblaciones de un modo simple y que interfiera lo menos posible con el
cultivo. Una posibilidad es determinar mediante recuentos totales la evolucion de la poblacion
total de bacterias y microalgas, y en su caso buscar un sistema que permita distinguir las distintas

subpoblaciones bacterianas.

Al tratar con una poblacion monoespecifica de microalgas, determinar la evolucion de esta
en cultivo es facil mediante recuentos periodicos en un hematocimetro o con un contador de
particulas tipo Coulter Counter. Para determinar el crecimiento de la poblacion total de bacterias,
los medios descritos para ello son: a) recuento directo de bacterias mediante microscopia de
epifluorescencia, en este caso hay que recurrir a algun tipo de sustancia fluorescente que marque
la célula, como Naranja de acridina (Hobbie ez al, 1977) o DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindol)
(Porter & Feig, 1980), b) recuento en placa de células viables (UFC, unidades formadoras de
colonias), o ¢) mediante un contador de particulas. Sin embargo, tanto en el caso del recuento
directo como en el del contador de particulas no se puede distinguir entre las distintas
subpoblaciones bacterianas presentes en el cultivo de microalgas. Aunque, en el caso del recuento
directo podemos distinguir entre diferentes morfologias celulares, sin embargo la variacion
morfologica dentro de algunas de las especies presentes, como en el caso de Alteromonas sp.
(Lebaron & Joux, 1994), impide de cualquier modo emplear este sistema para diferenciar
subpoblaciones bacterianas. Con un contador de particulas, aunque discrimina células en funcion
de su tamafio, no es un criterio suficiente, como en el caso anterior, para diferenciar la variabilidad
de tamafio existente en una mismo especie, respecto a la de otras subpoblaciones. Ademas, en
ambos sistemas se puede sobreestimar el niimero de bacterias presentes debido a que se pueden
contar las bacterias inviables y agregados de particulas de materia organica (Zweifel & Hagstrom,
1995).

El recuento de células viables (APHA, 1985, Buck, 1979, Donnison et al, 1993) nos
permite distinguir, al menos, entre distintos tipos de colonias. De este modo se puede determinar

las tasas de crecimiento de los distintos tipos de colonias bacterianas asociadas a una determinada
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cepa de microalgas. Si bien es cierto que este sistema, a diferencia de los anteriores, puede
subestimar el numero de bacterias, ya que no detecta las células que siendo viables no crecen
(Roszak & Colwell, 1987), el método de recuento en placa presenta la ventaja de permitir
estudiar la evolucion de las poblaciones bacterianas mayoritarias, aunque no permite determinar
que sucede con posibles poblaciones con pocos representantes en el cultivo, que debido al factor
de dilucion no se detectan, y que podrian tener una relevancia importante en el desarrollo del
cultivo. Sin embargo, ante la necesidad de escoger un sistema, éste altimo se considerd como el
mas apropiado para el presente estudio, del que el objetivo principal es caracterizar la evolucion
temporal de distintas poblaciones bacterianas asociadas a un cultivo monoespecifico de

microalgas.

1.1.3.-Produccién de compuestos de posible interés biotecnologico

Las bacterias, a su vez, pueden ser una fuente importante de productos naturales de interés
biotecnologico, con amplia aplicacion en la industria alimentaria, farmacéutica, cosmética y
quimica. Pues producen compuestos del tipo de los carotenoides (por ejemplo retinal, precursor
de la vitamina A; Stockenius, 1976), lipidos (entre los cuales son de destacar los biosurfactantes;
Cooper, 1986, Georgiou e al, 1992, Poremba, 1993, Poremba & Gunkel, 1991), antibiticos y
proteinas (entre las que se pueden destacar enzimas de interés industrial como las celuloliticas;
Tanaka, 1993). Ademas, el rapido crecimiento de las bacterias y la relativa facilidad de obtencion
de biomasa, hace que estos microorganismos sean objeto de estudios enfocados a la

caracterizacion y obtencion de productos naturales.

En esta memoria se dedica un capitulo al estudio de la pigmentacion de una cepa
bacteriana que aparece frecuentemente asociada a los cultivos de microalgas marinas, y al estudio
de un compuesto tensioactivo producido por una cepa bacteriana presente en algunos cultivos de

microalgas.
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Pigmentos bacterianos

Existe un gran nimero de compuestos coloreados obtenidos a partir de seres vivos,
conocidos genéricamente como pigmentos, que tienen un gran interés tanto por su funcion
biologica (precursores de vitaminas, fotoproteccion, etc.), como por sus aplicaciones industriales

como colorantes y antioxidantes.

Las bacterias en general producen una gran variedad de pigmentos, en concreto en
algunas bacterias halofilas es bien conocida la produccion de retinal, que es un precursor de la
vitamina A, derivado del B-caroteno. El retinal es el cofactor de la bacterioruberina, que es un
compuesto que en presencia de la luz se excita y es capaz de bombear protones del interior al
exterior de la célula, lo que le permite generar poder reductor mediante la accion de la luz
(Stockenius, 1976). Existen también otros pigmentos caracteristicos de bacterias halofilas que son
derivados de la bacterioruberina (Kelly ez al/, 1970, Norgard et al, 1970). Otras bacterias
producen otros pigmentos, como por ejemplo, la prodigiosina que es un pigmento de color rojo
producido por bacterias del género Serratia, pioverdina que es un pigmento amarillo- verde

producido por Pseudomonas aeruginosa, etc...

om con propi s tensioacti

Otro grupo interesante de sustancias de origen biolégico lo constituyen los
biosurfactantes, compuestos anfifilicos capaces de reducir la tension superficial e interfacial. Son
producidos en las superficies celulares o excretados al medio. Es conveniente distinguir entre
biosurfactantes y bioemulsionantes, ya que los primeros poseen capacidad emulsionante a la vez
que reducen la tension superficial del medio, mientras que los segundos Unicamente poseen
actividad emulsionante, aunque tradicionalmente ambos tipos de compuestos se incluyen en el

mismo grupo, es decir, como biosurfactantes (Van Dyke et al, 1991).

Bajo la denominacion de biosurfactante se encuentra una amplia variedad de compuestos

de distinta naturaleza, asi pueden ser acidos micolicos, glicolipidos, complejos lipopolisacaridicos,



Introduccion 12

lipoproteinas o lipopéptidos, fosfolipidos, e incluso las propias superficies celulares (Cooper,

1986, Van Dyke et al, 1991).

La ventaja de estos compuestos frente a sus homologos sintéticos, es su menor toxicidad
y su mayor labilidad (Poremba & Gunkel, 1991, Poremba, 1993), lo que permite que sean
facilmente degradables. De este modo sus aplicaciones industriales son muy prometedoras; asi,
se pueden aplicar en la degradacion de hidrocarburos en suelos, en medios acuaticos, recuperacion
de aceites, solubilizacion de pesticidas, dispersion de minerales, y ademas se pueden usar en la

industria textil, farmacéutica y cosmética (Bertrand et al, 1993,Van Dyke ef al, 1991).

1.2.- OBJETIVOS ESPECIFICOS Y DISENO EXPERIMENTAL

1.2.1.- Identificacion de cepas de bacterias asociadas a los cultivos de microalgas marinas

Dada la complejidad de la sistematica bacteriana marina y las propias limitaciones para
llevar a cabo determinadas técnicas en el laboratorio, el objetivo inicial fue conocer, al menos, los
tipos de bacterias que acompafian a una serie escogida de especies de microalgas en cultivo.
Basicamente se pretende comprobar el grado de coincidencia de las poblaciones bacterianas en

las distintas especies de microalgas.

Para ello, se realiz6 inicialmente una prospeccion entre las distintas especies de microalgas
pertenecientes a la coleccion de cepas del Instituto de Ciencias Marinas de Andalucia (CSIC)
(Lubian & Yufera, 1989). Esta coleccion incluye una serie de especies de microalgas marinas,
pertenecientes a nueve clases de algas, de gran interés en los campos de la acuicultura y

biotecnologia.

Las cepas bacterianas aisladas fueron sometidas a una serie de pruebas bioquimicas que,
aunque esenciales, no fueron suficientes para la identificacion. La mayor dificultad reside en el
hecho de que las bacterias crecen en un medio con un alto contenido en sales, que puede interferir
en el resultado de las distintas pruebas de identificacion. De hecho es sabido que las sales afectan
una prueba tan esencial en microbiologia como la tincién Gram, y por ello, siempre durante la

realizacion de esta Memoria se ha tenido en cuenta este hecho, sobre todo cuando se han
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empleado kits comerciales, como las galerias de identificacion rapida APL

También se han determinado los intervalos de salinidad en los que crecen las bacterias
aisladas y, de este modo, poder clasificar las bacterias aisladas, al menos, sobre la base de la

tolerancia a la salinidad.

1.2.2.- Interacciéon microalga-bacteria

El siguiente objetivo perseguido ha sido aportar informacion sobre el tipo de relacion
existente entre las poblaciones de microalgas y bacterias acompaiiantes en cada caso, sobre la base

del estudio de las respectivas curvas de crecimiento en un sistema de cultivo controlado.

Para ello se estudio el crecimiento de seis especies de microalgas, representativas de otras
tantas clases, y las poblaciones bacterianas asociadas a estas. A partir de los datos obtenidos se
compararon las tasas de crecimiento exponencial, los rendimientos total y 6ptimo del cultivo y las

densidades finales de células, tanto para la poblacion de microalgas como de bacterias.

A su vez se determiné la evolucion de nutrientes del cultivo, para poder fijar los efectos

de las fuentes de nitrogeno, fosforo y carbono de que disponen las algas y las bacterias.

Por ultimo, con objeto de determinar la posible dependencia de las microalgas y sus
bacterias asociadas, se estudio el crecimiento de tres de las especies de microalgas en cultivos

axénicos mediante el uso de antibioticos.

1.2.3.-Estudio de compuestos de posible interés biotecnolégico

1.2.3.1.- Estudio de la composicién pigmentaria de Alteromonas sp. aislada a partir de

cultives de microalgas.

Uno de los tipos bacterianos aislados mas facilmente reconocible, e identificado como
Alteromonas sp., forma colonias de color rojo, cuya intensidad varia segin las condiciones de
cultivo. Esta observacion y el hecho ya mencionado del interés existente por los pigmentos de
origen biolégico, condujeron a considerar su estudio bajo un doble objetivo:

a) Caracterizar la composicion pigmentaria de una de las cepas aisladas de Alferomonas
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sp. ¢ identificar con todos los medios a nuestro alcance, al menos, el o los pigmento/s
responsable/s de la coloracion de la bacteria. Se utilizaron para ello tanto ensayos quimicos como
técnicas instrumentales analiticas apropiadas.

b) Cuantificar la produccion de pigmentos y su variacion, en funcion de la fuente de
carbono, las condiciones de agitacion-aireacion de los cultivos y la concentracion de oxigeno en

el medio de cultivo.

1.2.3.2.- Estudio de un agente tensioactivo purificado a partir de Pseudomonas acruginosa,

aislada de cultivos de microalgas marinas

De manera similar a la descrita en el apartado anterior, la presencia en algunos cultivos
algales de una bacteria, identificada como Pseudomonas aeruginosa, que secreta un compuesto
con propiedades tensioactivas, ha despertado una especial atencion en este caso. Existe una
amplia bibliografia sobre este tipo de compuestos en el mundo bacteriano, incluida P. aeruginosa
(Abu-Ruwaida ef al, 1991, Banat, 1993, Cooper, 1986, Cooper & Goldenberg, 1987, Cooper &
Paddock, 1984, Cooper et al, 1979, Georgiou ef al, 1992, Guerra-Santos ef al, 1984, Poremba,
1993, Poremba & Gunkel, 1991, VanDyke et al, 1991, 1993, Vater, 1986). El aspecto
significativo, que propicio esta parte del estudio fue que, por primera vez, se habia obtenido una
cepa de esta bacteria que crecia en condiciones Optimas en un medio cuya composicion salina era
agua de mar, Por ello, la investigacion desarrollada se encaminé en una doble vertiente:

a) Purnificar e identificar el compuesto tensioactivo.

b) Cuantificar su produccion en funcion de la fuente de carbono existente en el medio y

de la salinidad.
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2.1.- PROCEDENCIA Y DESCRIPCION DE LAS MICROALGAS
ESTUDIADAS

2.1.1.-Procedencia de las microalgas
Las microalgas empleadas en esta memoria procedian de la Coleccion de Microalgas del

Instituto de Ciencias Marinas de Andalucia (ICMAN) (CSIC) (Lubian & Yufera, 1989).

2.1.2-Descripcion de las microalgas estudiadas

Las seis microalgas escogidas en esta memoria varian en muchas de sus caracteristicas,
como se vera a continuacion. En la tabla 2.1 se muestran los diferentes volimenes celulares de
las seis especies escogidas; como se puede apreciar, existe una amplia variedad de tamafios
celulares entre estas seis especies, lo que se puede considerar ya un aspecto diferenciador a

destacar bajo el punto de vista del estudio que se aborda. |

Tabla 2.1: Volumenes relativos de las seis microalgas estudiadas, obtenidos a

partir de Lubian y Yufera (1989) y Caiiavate (1995).

Alga Volumen

R. salina 301,9 um’
T. suecica 230,4 um?
P. cruentum 220,9 um’
C. calcitrans 76,7 pmy’
1 galbana 67,1 pm’
N. gaditana 10,6 um?

Tetraselmis suecica (Kylin) Butcher

T. suecica pertenece a la clase Prasinophyceae = Micromonadophyceae, anteriormente
estuvo incluida en el género Platymonas y es una especie de gran valor nutritivo para larvas y

adultos de bivalvos, asi como para larvas de crustaceos. Debido a la facilidad de su cultivo, es una
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de las especies de uso mas extendido en acuicultura (De Pauw & Persoone, 1988).

Esta microalga marina movil se clasifico en un principio dentro de la clase Chlorophyceae,
pero actualmente se engloba dentro de las Prasinophyceae (Stewart, 1974), clase que se encuadra
a su vez dentro de la division Chlorophyta. Esta separacion se justifica por su produccion de
manitol, al igual que las algas pardas, y por ser su fisiologia distinta. Presenta sifonaxantina y el
éster de este pigmento, la sifoneina (que se presenta unicamente en este grupo y en las algas

verdes sifonadas).

La forma de la célula es elipsoidal y lateralmente comprimida. Es de color verde, debido
a la presencia de clorofilas a y . Mide entre 7-10 um de diametro, tiene una membrana celular
delgada y presenta cuatro flagelos plumulosos, con la raiz flagelar cruzada, tipo 4-2-4-2. Como
sustancia de reserva emplea el almidon. En general presenta caracteres muy antiguos, como la

insercion de los flagelos en una fosa (Lee, 1989).

Los cuerpos celulares discernibles son: un estigma de color rojo, un cromatoforo verde

y un cuerpo pirenoidal que se encuentra generalmente en una posicion basal.

La reproduccion ocurre por fision longitudinal de las células, momento en el que las
células pierden el estado movil; en este estado inmoévil, las células pueden observarse
completamente flageladas antes de quedar libres. No se conoce su reproduccion sexual. Puede
crear quistes bajo condiciones adversas (envejecimiento del cultivo, pH menor que 6 o mayor que

9). Los quistes liberan cuatro células hijas que pueden permanecer latentes durante meses.

Las células presentan fototactismo positivo. Es facil observar en los cultivos restos de
tecas y flagelos. La teca esta formada por polisacaridos neutros o acidos, asociados a ciertos

aminoacidos (glicoproteinas).

Los requerimientos nutritivos de Tetraselmis son simples. Puede utilizar amonio, urea,
nitratos y aminoacidos como fuente de nitrogeno, y no requiere vitaminas. Soporta temperaturas
entre 2 y 35°C, y un amplio intervalo de salinidades (Regan, 1988). Es muy competitiva en

cultivos mixtos.
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Isochrysis galbana Parke

1. galbana pertenece a la clase Prymnesiophyceae (= Haptophyceae), con los clones
1.galbana Parke e I aff. galbana (clon T-1s0), es una especie de gran interés por su alto
contenido en acido decosahexanoico (DHA 22:6), lo que la capacita como fuente alternativa de
DHA en dietas humanas (Burguess ef al., 1993 en Otero, 1994). El clon I.galbana Parke
presenta, ademas de DHA, un contenido considerable de acido eicosapentanoico (20:5, EPA),

pudiendo constituir hasta el 32% del total de lipidos (Molina Grima ef al., 1992 en Otero, 1994).

Son células moéviles, con dos flagelos acronematicos anteriores de igual longitud. Estan
cubiertas de escamas circulares que estan embebidas en una matriz mucilaginosa, y solo son
detectables mediante microscopia electronica. El orden al que pertenecen (Isochrysidales) se

caracteriza por poseer un haptonema muy reducido, a veces inexistente.

La mayor parte de la literatura disponible sobre esta microalga esta referida al clon T-Iso
(I. aff. galbana, UTEXCB2307) (Sukenik & Wahnon, 1991), que presenta caracteristicas de
crecimiento y composicion bioquimicos distintos a los descritos para I.galbana Parke (Whyte,
1987; Ewart & Pruder, 1981), por lo que los resultados obtenidos con ambas cepas no son
totalmente comparables. Asi, por ejemplo, en 1 galbana Parke un incremento de luz produce un
descenso en ¢l contenido total de PUFA (acidos grasos poliinsaturados) pero no de DHA, que
se mantiene estable, lo que no ocurre en el clon T-Iso. La variabilidad en la composicion
bioquimica también se manifiesta de forma intraespecifica en I.galbana Parke (Lopez-Alonso et
al, 1992). Hay una gran variedad de resultados en cuanto a la composicion porcentual de acidos
grasos, probablemente debida a las diferencias entre métodos de cultivo y fase de crecimiento
analizada; esto explicaria las diferencias de criterio en cuanto al valor nutricional de estas especies

para su utilizacion en acuicultura.

La composicion pigmentaria esta constituida principalmente por clorofilas g, ¢; y ¢, (Lee,
1989) y los carotenoides B-caroteno, fucoxantina y algunos derivados diadinoxantina y

diatoxantina.
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Porphyridium cruentum (S.F. Grav) Ni

Esta microalga pertenece a la clase Rhodophyceae, es sinonimo de Porphyridium
purpureum (Bory) Drew et Ross. Fue aislado por primera vez por Kufferath, en 1912 (Lee,

1989).

Se pueden encontrar representantes de este género en aguas dulces, salobres y marinas,
e incluso en ambientes terrestres. No tienen paredes con estructura fibrilar; en cambio, poseen
una envuelta mucilaginosa compuesta de un polisacarido sulfatado polianionico hidrosoluble, que

es producido copiosamente durante la fase estacionaria.

Son algas esféricas con un diametro aproximado de 7-8 um. Se reproducen por divisiones
celulares. Se conoce también su reproduccion mediante monosporas. Es frecuente que presenten
un movimiento ameboide, con fototactismo positivo. Las células que son moviles estan
polarizadas, presentando una vesicula de contenido fibrilar en la parte posterior. Posiblemente,
esta vesicula esté relacionada con la produccion de un rastro de mucilago. P. cruentum soporta
un intervalo bastante amplio de luz (Lee, 1989). Al incrementar la intensidad de la irradiancia, se
reduce el tamaifio del cloroplasto y se incrementa el contenido granular de las células. En

oscuridad puede utilizar azucares como fuente de carbono.

A partir de estas algas se pueden obtener varios productos de interés comercial, como
acido araquidonico (acido 5,8,11,14-eicosapentanoico), que llega a conformar el 36% del total
del contenido de lipidos de P.cruentum. También se obtienen polisacaridos con propiedades
gelificantes y pigmentos del tipo de las ficocianinas y ficoeritrinas (Borowitzka & Borowitzka,
1988). Estos ultimos pigmentos conforman el patron pigmentario caracteristico de las
Rhodophyceae, junto con clorofilas @ y ¢, y como carotenoides luteina, zeaxantina y B-

cryptoxantina, ademas de a- y - caroteno.
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Chaetoceros calcitrans (Paulsen) Takano

Esta microalga pertenece a la clase Bacillarophyceae (= Diatomophyceae). Existe una
enorme complejidad en las descripciones y taxonomia de las distintas formas de C. calcitrans. Asi,
se consideran formas relacionadas y se agrupan bajo el mismo tipo, aun dudandose de si son la
misma especie, C. tenuissimus Meunier, C. galvestonensis Collier & Murphy, C. calcitrans fo.
pumilus Takano, y C. simplex var. calcitrans Paulsen (renombrado por Takano como C.

calcitrans).

Las diatomeas se caracterizan por la presencia de una capsula protectora silicea, el
frastulo, constituido por dos partes, las tecas (epi- e hipoteca). Cada teca se compone de una
placa mas o menos aplanada, abombada o deprimida, la valva, que esta rodeada por una banda
conectiva lateral, el cingulum. Los dos grandes grupos de diatomeas, pennales y centrales, se
diferencian por la forma general del frustulo y la naturaleza y localizacion de sus principales
estructuras. Basicamente, las diatomeas poseen fraustulos de formas elipticas a circulares, con las
ornamentaciones dispuestas con respecto a un punto central. Presentan reproduccion sexual
oogamica. Los cloroplastos se encuentran en un nimero variable. El principal producto de

reserva de las diatomeas es la crisolaminarina.

El género Chaetoceros es extremadamente polimorfo y taxondmicamente muy
diversificado. Es tipicamente plantonico, siendo el género mas representado en todos los mares
del planeta, con s6lo dos especies dulceacuicolas. Comprende formas unicelulares o coloniales,
reunidas en cadenas mas o menos largas por el entrecruzamiento de las sedas, y a veces
englobadas por un gel mucilaginoso. Las valvas son planas, ligeramente concavas o convexas, con
un manto vertical mas o menos desarrollado. El cingulum es corto, con una banda conectiva y
numerosas bandas intercalares; a veces presentan un sulcus. Las sedas, mas o menos largas, estan
situadas por parejas en el apice de cada valva. Las sedas terminales de las formas coloniales son
a menudo diferentes de las intermedias, mas robustas y/u orientadas de distinta forma. Las sedas
aumentan el area superficial, proporcionando una mayor relacion superficie/volumen, lo que
aumenta a su vez la capacidad de flotacion de estas diatomeas plantonicas. La cara valvar suele

llevar una red de costillas radiales, divergentes a partir de un campo central hialino. El fristulo,
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sin ornamentacion aparente, esta poco silicificado. Generalmente presentan hipnosporas y quistes
con paredes muy fuertemente silicificadas. Se puede producir mas de un tipo de quistes durante

el ciclo vital de esta alga (Hollibaugh ef al., 1981).

Los pigmentos descritos para C. Calcitrans son, clorofila a, ¢, y ¢, , B-caroteno,

fucoxantina, neofucoxantina, diadinoxantina y diatoxantina.

C. calcitrans es considerada como una microalga de valor alimenticio en acuicultura

(Yufera & Lubian, 1990). Se ha propuesto también como una fuente de EPA (Regan, 1988).

Nannochloropsis gaditana Lubiin

N. gaditana pertenece a la clase Eustigmatophyceae. En un primer momento este alga
estuvo considerada dentro del género Namnochloris (Chlorophyceae) por sus caracteres
morfologicos ( Lubian, 1979). Estudios posteriores de ultra estructura y composicion pigmentaria
determinaron su incorporacion a la clase Eustigmatophyceae, establecida por Hibberd y Leedale
(1970, 1971, 1972), y pasé a ser de este modo Nannochloropsis gaditana Lubian (1982).
Actualmente se integra dentro de la familia Monopsidaceae, junto con Nannochloropsis oculata
(Droop) Hibberd, Nannochloropsis salina Hibberd y Nannochloropsis granulata Karlson et

Potter sp. nov..

N. gaditana presenta, al microscopio Optico, una forma esférica ligeramente arrifionada,
de 2 a 4 um de didmetro, y con un unico cloroplasto ocupando gran parte de la célula. Es inmovil,
desprovista de flagelos y con una pared celular muy gruesa de una sola capa. No presenta
pirenoides, y la reproduccion se produce por fision binaria, careciendo de zoosporas (Lubian,

1979). Se desconoce si tiene reproduccion sexual.

La composicion pigmentaria de N. gaditana obedece a la encontrada en el resto de las
Eustigmatophyceae; es decir, posee clorofila a, B-caroteno, cantaxantina, violaxantina,

vaucheriaxantina y neoxantina (Lubian y Establier, 1982).
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Rhodomonas salina (Wislouch) Hill & Wetherbee

Esta microalga pertenece a la clase Cryptophyceae, es un género tipico de aguas marinas,
facil de reconocer al microscopio optico, y que se cultiva sin dificultad en el laboratorio. Fue
propuesto por Karsten (1898), estableciendo como especie tipo a Rhodomonas baltica. A partir
de entonces, el estatus taxonémico del género ha sido revisado y modificado por varios autores,
invalidando su descripcion y transfiriendo distintas especies a los géneros Cryptomonas, Hillea,
Chroomonas (Butcher, 1967) y Pyrenomonas (Santore, 1984). De todos modos, este iltimo
acepta la necesidad de estudios mas completos para establecer finalmente si el género
Rhodomonas debe mantenerse o ser eliminado. Finalmente, Hill y Wetherbee (1989) restauran la
validez del género Rhodomonas sobre la base de un estudio comparativo de su ultraestructura.
Estos autores reconocen cuatro especies de Rhodomonas: R. baltica, R. salina, R. maculata y
R duplex, que se diferencian por la longitud celular, el tamafio del surco, la forma y disposicion

del cloroplasto y la estructura del periplasto.

R salina (Wislouch ) fue identificada en 1924 como Cryptomonas salina, Butcher (1967)
la transfirio al género Chroomonas y Santore (1984) al género Pyrenomonas, hasta que Hill y

Wetherbee (1989) la clasifican definitivamente como R. salina.

Son organismos unicelulares biflagelados, de forma ovoidal y un tamafio que puede oscilar
entre 10 y 40 pm de longitud. La simetria de su forma se rompe por la presencia de una estructura
en posicion subapical denominada citofaringe, y que define la cara ventral de la célula. Consiste
en una invaginacion de la pared celular constituida por un vestibulo (depresion donde se insertan
los flagelos), que se transforma posteriormente en un surco corto y termina en una estructura
tubular ligeramente curvada, denominada gullet. Posee dos flagelos que emergen de la citofaringe,
que son homodinamicos y de longitud ligeramente diferente, con dos hileras de mastigonemas en

el flagelo mayor y una tnica hilera en el menor.

Al igual que el resto de los miembros de la clase Cryptophyceae, posee una cubierta
celular proteica, denominada periplasto, constituida por placas que en el género Rhodomonas son
de forma mas o menos rectangulares, cuya disposicion, junto con la estructura de la citofaringe,

constituyen los principales criterio de clasificacion. Otra estructura caracteristica de la clase es los
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eyectonemas o tricocistes.

Su complejo plastidial presenta un unico cloroplasto en forma de “H”, con tilacoides
emparejados que no penetran en la matriz de un pirenoide central. A su vez, presentan un
nucleomorfo, que consiste en una evaginacion del citoplasma periplastidial que divide en dos al
pirenoide, y un nucleo en posicion posterior a la zona de interconexion entre los 16bulos

plastidiales.

La composicion de pigmentos esta constituida por clorofilas a y ¢, a— y p—caroteno, como
carotenoide mayoritario y otros como, alloxantina, diadinoxantina, criptoxantina y manixantina,
ademas posee ficoeritrina, esta ultima distribuida a nivel del lumen intertilacoidal, sin organizarse
en ficobilisomas (Ingram & Hiller, 1982, McColl, 1976, Lewitus & Caron, 1990, 1991), y que le

da su caracteristico color rojo.

2.2.- CULTIVO DE MICROALGAS

2.2.1.-Condiciones de cultive y medida del crecimiento

Como medio de cultivo para las microalgas se empleé agua de mar procedente de la bahia
de Cadiz, filtrada a través de filtros de fibra de vidrio ( Whatman GF/C) de 1,2 um de diametro
de poro, esterilizada en autoclave (121°C , 1.5 Kg/cm?, 15 minutos) y enriquecida con la solucion
/2 de Guillard (Guillard & Ryther, 1962) modificada (Tabla 2.2).

Los cultivos experimentales se realizaron en matraces esféricos de fondo plano de 1 L, con
aireacion continua mediante tubos de vidrio y sin adicién de medio fresco durante el tiempo de
la experiencia (cultivo “Batch™). Los cultivos se han ubicado en una camara isotérmica a 20°C de
temperatura e iluminacion constante de 7SuEm™s™ con lamparas fluorescentes tipo OSRAM
Daylight L36W/10.

Los inoculos utilizados en la siembra provenian de “cultivos madre”, crecidos previamente
en las mismas condiciones que los experimentales. Se hicieron siempre dos series de
experimentos, alto y bajo indculo, habiendo una diferencia de densidad de c€lulas inicial entre

ambos, de un orden de magnitud
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Tabla 2.2 Composicion final del medio de cultivo

172 de Guillard y Ryther (modificado).

Componente Proporcion
NaNO, 150 mg
NaH,PO,.2 H,0 10 mg
EDTANa, 2 H,O 4.36 mg
FeCl;.6 H,O 3.15mg
CuSO,5 H,0 10 pg
ZnS0, .7 H,0 22 pg
CoCl,.6 H,0 10 pg
MnCl,. 4 H,0 180 pg
Na,Mo, .2 H,0 6 ug
Vit. B, 10 pg
Vit. B, 200 ug
Agua de mar filtrada y 1000 mL
esterilizada

Para medir el crecimiento de la poblacion de microalgas, a lo largo del tiempo,
se tomaron muestras cada 24 horas durante los 5 primeros dias de cultivo, y posteriormente se

tomaban muestras a las 168, 240 y 336 horas (dias de cultivo 8, 11 y 15 respectivamente).

En cada dia de muestreo se extrajeron del cultivo (bajo condiciones de asepsia) 10 mL,
que se emplearon para la determinacion de la densidad de cultivo de microalgas y bacterias, y

evolucion de los nutrientes en el periodo de los 15 dias que duraba la fase experimental del

cultivo.

La densidad celular se determiné mediante el recuento de alicuotas al microscopio en un
hematocimetro Neubauer de 0.1 mm de profundidad. Esta camara es adecuada para el recuento

de células de un tamafio comprendido entre 2 y 30 um y una densidad celular de 5x10* y 10/
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células/mL (Guillard, 1973). Cuando la densidad del cultivo sobrepasé estos limites, el recuento
se llevd a cabo sobre muestras convenientemente diluidas. El error de estimacion esta

comprendido entre el 5y 10%, con un limite de confianza del 95% (Lund et al., 1958).

Antes del recuento la muestra se fijo en formol al 50%, excepto en el caso de Rhodomonas
salina, que se fij6 con una mezcla de agua, formol y glicerol (6:2:2), para evitar la lisis celular.

Todos los recuentos se realizaron en un plazo maximo de 72 horas.

2.2.2.-Calculo de los parametros de crecimiento: Tasa exponencial y rendimiento del

cultivo

El crecimiento de un cultivo cuyo volumen permanece constante y sin renovacion del
medio, se puede describir mediante una curva logistica en la que se pueden distinguir hasta cuatro

fases: fase de latencia, fase de crecimiento exponencial, fase de retardo y fase estacionaria.

A partir de la representacion de la variacion del logaritmo del tamafio de la poblacion a
lo largo del tiempo, se delimita el tramo de la curva correspondiente a la fase de crecimiento
exponencial. Mediante una regresion lineal se calcula el valor de la pendiente de dicho tramo, que
corresponde a la tasa de crecimiento exponencial (1) y que viene dada en unidades de t™ . El

teimpo de generacion se calcula aplicando la expresion Tg=In2/p.

El rendimiento de los cultivos se puede definir como el incremento de la densidad de

células de un volumen de cultivo fijo en un intervalo de tiempo determinado:
R =(D,;-Dyg) : vol/t

Donde R: es el rendimiento, D, , : densidad final, D, : densidad inicial, vol: volumen de cultivo
y t. tiempo transcurrido. A partir de esta definicion, dependiendo del intervalo de tiempo
empleado se ha distinguido entre: Rendimiento total: el rendimiento obtenido entre inicio del
cultivo y el fin del mismo; Rendimiento 6ptimo: el rendimiento mayor obtenido al determinar el
incremento de células entre el inicio del cultivo y los distintos momentos de toma de muestra; y
por tltimo, Rendimiento méaximo: el rendimiento mayor obtenido entre dos instantes consecutivos

de la toma de muestras del cultivo.
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2.2.3.-Consumo de nutrientes

Al trabajar en un sistema cerrado, es de gran interés conocer la evolucion de los nutrientes
a lo largo del tiempo de cultivo. Para ello se analizaron en un Autoanalizador de flujo segmentado
TRAACS-800, en el Servicio de Analisis del Instituto de Ciencias Marinas de Andalucia (CSIC),

la evolucion de fosfatos, nitritos y nitratos, y el carbono organico disuelto (COD).

El método para la determinacion de los nutrientes, segin este método, se basa en la
formacion cuantitativa de algin compuesto coloreado y su posterior medida espectrofotométrica.
En concreto, el nitrito se determina afiadiendo sulfanilamida y N-(1-naftil)-etilendiamida que
provocan la formacion de un compuesto azo coloreado, midiendose la intensidad del color
desarrollado a 540 nm. El nitrato se determina tras la reduccion previa del mismo a nitrito,
mediante el paso a través de una columna rellena de una amalgama de Cd y Cu. Para el fosfato,
¢l método consiste en la formacion de un complejo de fosfomolibdato que se reduce a un
compuesto azul fuertemente coloreado, midiendose espectrofotométricamente a 880 nm. EI COD
se determina mediante un método basado en la oxidacion por via himeda de la materia organica
presente en la muestra de agua. Tras eliminar el carbono inorganico, la oxidacion se realiza por
irradiacion con una lampara de U.V. en presencia de persulfato. E1 CO, resultante de la oxidacion
del carbono organico es dializado en continuo a una solucion tamponada de fenolftaleina,

midiendose espectrofotométricamente la decoloracion que se produce (Arjonilla e al, 1993).

2.2.4.-Tratamientos con antibioticos

Diversos cultivos de microalgas fueron tratados con antibioticos, para axenificarlos y
estudiar su crecimiento en estas condiciones para, como se ha dicho anteriormente, intentar
profundizar en lo posible en el tipo de relacion que se establece entre la poblacion de microalgas
y sus bacterias acompaiiantes.

Para esto se emplearon las soluciones antibioticas de Guillard y Provasoli, que cuentan con
una formulacion comercial en Sigma Chemical Co. La composicion de la solucion de Guillard es:
16.250 U de penicilina G sédica, 5 mg de estreptomicina sulfato y 2 mg de cloranfenicol (por
mL, en 0.9 % NaCl ). La composicién de la solucion de Provasoli es: 12.000 U de penicilina G
sédica, 50 mg de cloranfenicol, 300 U de polimixina B sulfato y 60 mg de neomicina sulfato
(por mL, en 0.9 % NaCl).
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A su vez se utilizo una solucion antibiotica de amplio espectro, para ensayar una solucion
con modificaciones respecto a las formulaciones comerciales empleadas, que consiste en: 7
mg/mL de cloranfenicol, 7 mg/mL de neomicina'y 7 mg/mL de amoxicilina.

Otro antibidtico utilizado en esta memoria han sido la anisomicina que afecta a las
arqueobacterias, impidiendo su crecimiento, por lo que resulta, que hacer crecer a las bacterias

en este antibiotico es un buen criterio para la identificacion de arqueobacterias (Oren, 1991).

2.3.Cultivos de bacterias

2.3.1.-Medios de cultivo

A lo largo de este trabajo se han ensayado diversos medios de cultivo para el aislamiento,
enriquecimiento y mantenimiento de las cepas aisladas.

En principio se probaron los medios de cultivo descritos en la bibliografia para bacterias
heterdtrofas marinas, como el medio para bacterias halofilas descrito por Ventosa ef al (1982)
(Tabla 2.3), o el medio descrito por Z6Bell en 1941 (Austin, 1988) (Tabla 2.3). Este ultimo posee
una formula comercial, el Marine Agar 2216 de Difco. A su vez, se probo el uso de agua de mar,
como base salina, diluyendola con un 25% de agua destilada, y enriqueciedola con 0,1% (p/v) de
extracto de levadura, 0,5% (p/v) de proteasa peptona y 1,5% de agar (Coleccion Espafiola de
Cultivos Tipo, 1990). Por ultimo, se ensayo el medio AMAEB, disefiado por nosotros y descrito

en la tabla 2.3., que ofrecio unos resultados muy similares a los del Marine Agar 2216 de Difco.

Para el aislamiento de bacterias heterotrofas marinas asociadas a los cultivos de
microalgas, los medios mas empleados han sido el Marine Agar 2216 de Difco y el medio
AMAEB.

El enriquecimiento y la produccion de cultivos bacterianos, se ha llevado a cabo en los
medios liquidos Marine Broth de Difco, con la misma formulacion que el Marine Agar 2216, y

AMAESB sin agar; ambos mostraron la misma eficiencia y han sido utilizados indistintamente.

Para el estudio de los intervalos de tolerancia de las bacterias a la salinidad se emplearon

soluciones diluidas a partir de un “stock salino” al 28% (p/v) de sales, cuya composicion se
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muestra en la tabla 2.4. Se prepararon soluciones de salinidad: 0%, 0,5%, 1%, 3,5%, 8%, 16%
y 20%.

Tabla 2.3: Composicion de los medios de cultivo descritos por Z6Bell, Ventosa et al.(1982),

y AMAEB.
Componente Proporcion Proporcion (%P/V) Proporcion
(%P/V) Bacterias Marinas (%P/V)
Medio Z6Bell Ventosa et al(1982) AMALDB
2216E
Protcasa-pcptona 0,5 0,5 0,5
Extracto de levadura 0,1 1 0,1
Nitrato dc amonio 0,00016 - -
Acido bérico 0,0022
Cloruro célcico 0,18 -—-- 0,01
Fostato disddico 0,0008 ---- e
Citrato férrico 0,01 - 0,01
Cloruro dc maggoesio 0,88 0,39 04
Bromuro potasico 0,008 - -
Bromuro sédico -— 0,007 0,007
Cloruro potasico 0,055 0,06 0,06
Bicarbonato potisico 0,016 0,002 0,002
Cloruro soédico 1,945 2,34 2,43
Fluoruro sédico 0,00024 -— ———-
Silicato s6dico 0,0004 e -
Sulfato sodico 0,0324 - —e-
Sulfato de magnesio ——-- 0,61 0,63
Cloruro de estroncio 0,0034 - ———
Glucosa ———- 0,1 ———
Agar 1,5 1.5 1,7
pH~7.2
Esterilizado a

121°C/15min
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En todos los casos que se empled algun medio comercial, como los empleados para la
caracterizacion de las bacterias aisladas, se prepararon con una solucion al 3,5% de la solucion
salina stock, para evitar la inhibicion del crecimiento provocado por los cambios en la salinidad.

Tabla 2.4: Composicion de sales del stock salino

Componente Proporcion %
(o)
Cloruro sédico 1,95
Sulfato de magnesio hepta
hidratado 0,506

Cloruro de magnesio hexa

hidratado 0,325

Cloruro potisico 0,050
Cloruro célcico dihidratado 0,008
Bromuro sédico 0,0058
Bicarbonato sédico 0,0016

2.3.2.-Condiciones de cultivo y medida del crecimiento

Los cultivos de bacterias se llevaron a cabo a 35°C (temperatura 6ptima de crecimiento),
aunque se ensayaron otras temperaturas, que fueron 4°, 20°, 30°, 37° y 45°C. Los tiempos de
cultivo variaron entre 24 y 168 horas. Algunas cepas bacterianas aisladas se mantuvieron en
condiciones de luz y oscuridad, para determinar el posible efecto de la luz sobre el crecimiento

de estas (Stoeckenius, 1976).

Para determinar la densidad celular se utilizo el método de recuento directo de células

viables (unidades formadoras de colonias, UFC) (Buck, 1979, APHA, 1985, Donnison, 1931).

El crecimiento de las poblaciones bacterianas asociadas a las microalgas se determind a

partir de las muestras de microalgas tomadas, como se ha indicado anteriormente (apartado
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2.2.1). Las curvas de crecimiento de cultivos bacterianos puros se han obtenido tomando muestras

cada 2 horas durante las primeras 24 horas y cada 3 durante las siguientes 24 horas.

2.3.3.-Volumen y biomasa celular

Dada la dificultad para obtener por separado datos de estimadores de la biomasa
microalgal y bacteriana (como por ejemplo, peso seco, contenido de carbono total, etc), se ha
recurrido a relacionar los biovolumenes de las dos poblaciones en cada caso. Conocidos los
volumenes celulares en cada especie algal (tabla 2.1), se ha estimado un volumen celular
bacteriano medio de 0,05 um’, teniendo en cuenta los valores descritos en la bibliografia para
bacterias marinas (Manual Bergey, 1989, Lee ef al, 1987). La relacion entre biovolimenes,
expresada como porcentaje del biovolimen bacteriano (Bv) respecto al de las microalgas, se
calculo mediante la formula Bv (%) =[ ( Nyx V, )/ (NxV,) ] x 100, donde Bv(%0) es la tasa de
biovolumen en tanto por ciento, N, es el namero total de bacterias, V es el biovolumen

bacteriano, N, es el nimero total de algas y V, es el biovolumen algal.

2.4.- AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LAS CEPAS
BACTERIANAS ASOCIADAS A LOS CULTIVOS DE MICROALGAS

2.4.1.-Aislamiento y obtencion de cultivos puros

A partir de la coleccion de microalgas se han aislado diversas cepas bacterianas mediante
siembras en placas de Petri de alicuotas de 100 (L de cultivo de microalgas. El medio de cultivo
empleado fue Marine Agar 2216 de Difco, al que se afiadieron 7 mg de cicloheximida con el fin
de evitar el posible crecimiento de algas y sobre todo de hongos. De este modo se obtuvo una
masa bacteriana procedente del cultivo de microalgas, a partir de la cual se seleccionaron las
colonias claramente diferenciadas. A partir de estas se realizaron siembras en estria, hasta

conseguir aislar colonias individuales, y de este modo obtener un cultivo puro.

Una vez obtenidos los cultivos puros, se mantienen en los medios de cultivo antes

indicados a 4°C, y renovandose cada 3 0 4 meses. A su vez, las cepas bacterianas se mantienen
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congeladas a -80°C.

2.4.2.-Caracterizacion de las cepas bacterianas

Para caracterizar las cepas bacterianas procedentes de los cultivos de microalgas se

realizaron una serie de pruebas bioquimicas esenciales.

En primer lugar, se consideré conveniente realizar la tincion Gram para determinar la
forma bacteriana y sobre todo la pureza del cultivo. Aunque presenta serios problemas en aguas
salinas. Por ello, tambien se emple la técnica descrita por Buck (1982) para la determinacion del
Gram mediante un tratamiento con potasa (KOH). El procedimiento consiste en resuspender en
una gota de una solucion de KOH al 3% (p/v) una colonia bacteriana, si en un plazo de 5-60
segundos la solucion se vuelve viscosa las bacterias son Gram negativas, si por el contrario se
mantiene liquida la cepa es Gram positiva, este procedimiento es més eficaz para la determinacion

del Gram en agua de mar debido a que las sales no interfieren.

También se han realizado los ensayos siguientes: actividad oxidasa (Spot test oxidase
reagent, Difco y Oxidase test, Biomerieux); nitrito y nitrato reduccién (Spot test Nitrite reagent
A, B, C, y Nitrite strips, Difco); test de la sulfato reduccion (Bacto H,S test strips ,Difco);
Catalasa; actividad ADNasa (DNASE test agar, Difco), degradacion del almidon (Starch agar,
Difco); crecimiento en medio MacConkey (Difco); oxidacion-fermentacién con Bacto OF Basal
Medium; movilidad de las bacterias con el medio descrito por Tittsler y Sandholzer en 1936

(Manual Difco, 1984).

Ademas se han empleado los sistemas de identificacion rapida para bacterias Gram
negativas, API 20NE (no enterobacteriaceas) y API 20E (enterobacteriaceas), de Biomerieux.
Debido al posible efecto de las sales de los medios de cultivo, se comprobd que las
identificaciones positivas eran validas. Para ello se utilizo la cepa bacteriana TCOR3, que es capaz

de crecer en un intervalo de salinidad de 0-8% y que se identifico como Pseudomonas aeruginosa
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empleando las galerias de identificacion rapida segun el protocolo descrito por el fabricante y

empleando una solucion salina al 3,5%, obteniendose los mismos resultados de ambas formas.

A su vez, como se trata de bacterias procedentes de un entorno marino, se han
determinado los intervalos de salinidad tolerados por las cepas bacterianas aisladas. El intervalo
de salinidad elegido fue entre 0% y 20%(p/v); los medios de cultivo se obtuvieron mediante
dilucion del stock salino (tabla 2.4). La prueba es considerada positiva si se observa crecimiento

a las 24 o 48 horas, y negativa en caso contrario.

Como método de identificacion de las posibles arqueobacterias, se hizo crecer las cepas
bacterianas en presencia del antibidtico anisomicina, que es selectivo con las arqueobacterias
inhibiendo su crecimiento (Oren, 1991), de este modo se puede determinar la presencia de este

grupo bacteriano entre las distintas cepas aisladas.

2.5.- TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Los datos de crecimiento de las microalgas y bacterias han sido sometidos a un analisis
multifactorial de la varianza, aplicando un test de Scheffe para ver las diferencias significativas
entre los parametros que definen el crecimiento, con un intervalo de confianza del 95%, en las

distintas condiciones de cultivo.

Para la formacion de los posibles clusters de bacterias y algas-bacterias, se aplico el
paquete estadistico BMDP 2M. Para determinar cuales eran los factores con mayor peso entre
las distintas cepas bacterianas, y de este modo obtener un criterio para generar los clusters, para

ello se aplico el paquete estadistico BMDP 4M de Analisis de Factores.



33 Material y Métodos

2.6.- ANALISIS DE PIGMENTOS EN Alferomonas sp., AISLADA DE
CULTIVOS DE MICROALGAS.

2.6.1.-Extraccion con distintos disolventes

Los disolventes ensayados han sido: agua, metanol, n-hexano, éter de petroleo, éter
dietilico, acetona, etanol, benceno, N,N-dimetilformamida (DMF), diclorometano vy
triclorometano. Los disolventes orgénicos, triclorometano y diclorometano fueron los mejores
extractantes, mientras que DMF, acetona y piridina mostraron una moderada eficacia para la
extraccion. Metanol, etanol y éter de petroleo han resultado totalmente inapropiados para obtener
el extracto crudo total, si bien se han podido utilizar como solventes de los distintos pigmentos

una vez purificados.

Ensayados los distintos extractantes, finalmente se ha empleado el siguiente protocolo de

extraccion:

1.- Se cultivan las bacterias en medio liquido, durante 48 horas.

2.- Se centrifuga el cultivo 30 minutos a 3500 rpm.

3.-Se desecha el sobrenadante y se lavan las células con una solucion isotonica de formiato
amonico al 0,9% (P/V). En cada uno de los pasos de lavado se centrifuga durante 15 minutos a
4100 rpm. En €l ultimo centrifugado, se desecha el sobrenadante y el pellet se resuspende en
triclorometano.

4.- S¢€ sonica la mezcla hasta que toma un color homogéneo (rosa suave), teniendo la precaucion
de mantener la temperatura por debajo del punto de ebullicion del disolvente.

5.- Se centrifuga el homogeneizado a 4100 rpm durante 3 minutos.

6.- Se recoge la fase organica (primer extracto) y se reserva el pellet, que se trata con acetona
en frio para precipitar los péptidos presentes en el exopolimero y que aun retienen una parte
importante del pigmento. Se deja durante una noche a -20°C para la extraccion completa.

7.- Al dia siguiente se decanta el sobrenadante, del que se extraen los pigmentos con é€ter dietilico
(segundo extracto); se lava varias veces con una solucion salina saturada y se seca con SO,Na,.

8.- Finalmente los extractos se evaporan y resuspende el residuo seco en el disolvente apropiado,
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obteniendose de este modo el extracto total.

2.6.2.- Separacion de pigmentos

2.6.2.1.-Cromatografia en capa fina (TLC)

Se ha realizado en placas preparadas Polychrom SIF,s4(Cf 350) (Scharlau SA), con una
capa de 0.25 mm de gel de silice e indicador fluorescente UV,s4. Los juegos de solventes
empleados han sido: éter de petroleo: acetona: dietilamina (10:4:1), acetona: metanol (4:6),
acetona: etanol (4:6), triclorometano: metanol: acido acético (6:3:1) y acetona:isopropanol: n-

hexano (5:4:1).

2.6.2.2.-Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

El analisis cromatografico, mediante HPLC, se ha llevado a cabo en un equipo Waters
600E Multisolvent Delivery System, con columna RP-C-18 rellena con Spherisorb ODS-2 (15
cm x 4 mm d.i. y un tamafio de particula de 5um). Las muestras eran filtradas a través de una
membrana de nylon de 0,22um de poro, inyectandose 20uL de la muestra. El cromatograma se
desarrollé durante 30 minutos, utilizando el sistema de solventes en gradiente descrito por
Minguez-Mosquera et al (1990), tabla 2.5, basado en el sistema descrito por Mantoura &
Llewellyn (1983). Los solventes fueron: A) agua:par i6nico:metanol (1:1:8 v/v), y B)
acetona:metanol (1:1). El sistema de gradiente fue: a) inicial 75%A+25%B, b) minutos 0-8 lineal
(6) gradiente a 25%A+75%B, ¢) minutos 8-10 isocratico, d) minutos 10-18 convexa (4) a
10%A+90%B, e) minutos 18-23 concava (10) a 100% B, y f) minutos 23-30 concava (10) a
condiciones iniciales, a un fujo de 1 mL/min. Los nimeros entre paréntesis corresponden a la
curva tipo incluida en el programa, del equipo cromatografico Waters 600 E. Para la deteccion
de pigmentos se utiliz6 un sistema programable de Detector de Diodos en Serie (PDA WATERS
991). Los datos fueron adquiridos tridimensionalmente (absorbancia-tiempo-longitud de onda)

en un intervalo de longitudes de onda de 350 a 750nm.

Este sistema de cromatografia se empleo para el analisis de la composicion pigmentaria
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de la bacteria, como para la purificacion de algunas de las fracciones obtenidas en el analisis de

la composicion.

Tabla 2.5. Esquema del gradiente usado para la separacion de pigmentos, descrito por

Minguez-Mosquera ef al (1990).

Tiempo (min) A% B% Curva
Inicial 75 23
8 25 75 Lineal (6)
10 25 75 Isocritico
18 10 90 Convexa (4)
23 0 100 Céncava (10)
30 75 25 Coéncava (10)

2.6.3.- Identificacion de pigmentos

2.6.3.1.- Reacciones quimicas

La caracterizacion de un pigmento exige conocer los grupos funcionales quimicos
presentes en la molécula. Datos importantes al respecto pueden obtenerse mediante ensayos
quimicos especificos, al menos, como primera aproximacion. A continuacion se muestran las

distintas pruebas que se han aplicado para detectar la presencia o ausencia de distintos grupos:

ificacién xtr r in, 1976

Este es un procedimiento que se emplea para determinar si alguno de los pigmentos esta
esterificado y para detectar grupos hidroxilo y/o carbonilo, respectivamente. La presencia de estos
grupos se detecta por el desplazamiento de los maximos de absorcion hacia longitudes de onda
mayores. Se llevd a cabo extrayendo los pigmentos de la cepa bacteriana con cloroformo y
secandose. A continuacion se afiadié metanol-KOH al 20% y se dejé durante 30 minutos en frio

y oscuridad. Finalmente se recuperé el pigmento con éter etilico, se llevo a sequedad y se disolvio
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en un disolvente para su estudio mediante HPLC.

Reduccién con borohidruro (De La Mar & Francis, 1969)

Esta reaccion permite detectar grupos ceto. Es una reaccion de reduccion que transforma
en un primer paso los grupos ceto en hidroxilos y en un segundo paso en metilos. Mediante este

tratamiento, segun Goodwin (1976), se pueden detectar también grupos epoxido.

Consiste en afiadir borohidruro sodico, a concentracion saturante, a una solucion del
extracto de pigmentos en etanol, desarroyandose la reaccion durante aproximadamente 30
minutos. Una vez realizada se recupera el pigmento de la solucion etanol+borohidruro con éter
etilico, se eliminan los posibles restos de agua con sulfato sodico anhidro, y se lleva a sequedad.
Finalmente se resuspende en un disolvente apropiado y se determinan las posibles modificaciones

en los espectros y tiempos de retencion de los pigmentos mediante HPLC.

Tratamiento acido suave (Siefermann-Harms, 1988)

Esta es una reaccion de acidificacion que se emplea para la determinacion de los grupos

epoxido, mediante el desplazamiento en los espectros Vis-UV de los pigmentos.

A una solucion del pigmento en acetona (0.96 mL) se le afiaden 0.02 mL de acido
clorhidrico 0.1 M. Pasados 30 minutos se detiene la reaccion con 0.02 mL del tampén Tris-HCI
0.2 M (pH = 8). A continuaciéon se estudian las modificaciones sufridas en los maximos de

absorcion de los espectros de los pigmentos bacterianos mediante HPLC.

Tratamiento acido fuerte (De La Mar & Francis, 1969)

Este es un procedimiento que se emplea para la deteccion de grupos hidroxilo alilicos. La
presencia de estos grupos se detecta por el desplazamiento de los maximos de absorcion hacia
longitudes de onda mayores. Se llevo a cabo afiadiendo a 450 uL de una solucion del extracto de

pigmentos 50 pL de acido clorhidrico puro, se esperd durante 5 minutos y se afiadieron 450 pL.
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de potasa metandlica. Se recuperd de esta solucion con el mismo procedimiento descrito en la

reduccion con Borohidruro.

2.6.3.2.-Espectrofotometria Vis-UV

Los maximos de absorcion del extracto total y de las fracciones purificadas, mediante
HPLC, en distintos disolventes, se realizaron en un Espectrofotometro Lambda 5 de Perkin
Elmer. Los maximos de absorcion de fracciones no purificadas se obtuvieron a partir del
procesado de datos del equipo de HPLC. Las medidas se realizaron en los siguientes disolventes:
triclorometano, metanol, éter de petroleo, éter dietilico, n-hexano, benceno, sulfuro de carbono,

piridina y acetona.

2.6.3.3.-Espectroscopia de infrarrojo

Con este procedimiento se puede determinar la presencia o ausencia de determinados
grupos funcionales. En nuestro caso se aplicé sobre una de las fracciones purificadas, mediante
HPLC, midiendose entre 4000 y 600 cm™. El equipo empleado fue un Espectrofotémetro de
Infrarrojo Perkin Elmer mod. 9257. El espectro se obtuvo midiendo sobre una muestra seca de

pigmento en un cristal de sal gema.

2.6.3.4.-Resonancia magnética nuclear (RMN)

Con un espectro de resonancia magnética nuclear protonica se¢ puede determinar el
namero, la naturaleza y el entorno que rodea a los hidrogenos de una molécula. A partir de esta
informacion se puede deducir la estructura del esqueleto molecular. Este método estudia la
absorcion molecular en las frecuencias de radio (Mhz). Sin embargo, en ocasiones las sefiales
obtenidas con esta técnica son tan numerosas que no se consigue interpretar claramente, lo que
impide determinar la estructura del esqueleto molecular. Esta dificultad favoreci6 el desarrollo de
la resonancia magnética nuclear en base a otros atomos, este fue el caso del carbono-13, con el
que se puede trabajar en un espectro mas amplio, evitando asi los solapamientos de sefial y,

ademas, ofrece informacion sobre las posibles simetrias de la molécula.
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Los espectros presentados en esta memoria se obtuvieron disolviendo la muestra en una
solucion de Cloroformo deuterado (DCCl,). Las medidas se realizaron en los servicios centrales

de la Universidad de Cadiz, en un Espectrometro de 400 MHz Varian Unity-400,.
2.6.3.5.-Espectrometria de masas

Un espectro de masas es el registro grafico de los fragmentos obtenidos al bombardear
una molécula en fase gaseosa con un haz de electrones. La masa molecular de dichos fragmentos,
dada por la relacion masa/carga (m/e), aporta un valioso dato para deducir la estructura de la

molécula.

La energia empleada fue de 12 eV. El espectro se realizo en el Instituto de la Grasa
(CSIC) en Sevilla. Se empleo un Espectrometro de masas de doble enfoque mod. MS30/70VG
con interfase liquido masas Vestec mod.B. La muestra se inyectd sin columna, en una solucién
agua:acetonitrilo;acetato amonico 25:75;0.1M, a un flujo de 1mL/min. El gas portador fue
nitrogeno (2.5L/min) y el gas de barrido fue helio (4.25 mL/min). Las temperaturas de los
componentes fueron: 130°C ( vaporizador), 85°C (control), 75-86°C (camara), 49°C (membrana)
y 160°C (separador de momento). El rango de masas fue de 50-750 con 3s de canal. El sistema
de datos es el 11/250 VG Data sistem. Las librerias empleadas para comparar el resultado

experimental con compuestos conocidos han sido NBS y NIST.
2.6.4.-Produccion de pigmentos
2.6.4.1.-Procedimiento y medios de cultivo

Los cultivos se llevaron a cabo en un fermentador BIOSTAT B., BRAUN BIOTECH S.A.
(Melsungen, Germany), variando las condiciones de agitacién-aireacion o inyectando directamente
oxigeno molecular. Los flujos de aireacién fueron OmL/min, 0,5mL/min y SmL/min. Las
intensidades de agitacion aplicadas han sido de 0 rpm, 50 rpm y 500rpm. Después de 48 horas de

cultivo, se tomaba una muestra, con una densidad celular de 10°cels/mL aproximadamente, para
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el analisis de pigmentos. Los cuitivos (2L) se inocularon con un volumen apropiado de un cultivo
“stock” para conseguir una densidad final de aproximadamente 10°cels/mL. La temperatura de
cultivo se mantuvo constante a 35°C por medio de una unidad refrigerante FRIGOMIX R
BRAUN (Melsungen, Germany).

El medio de cultivo empleado para esta serie de experimentos ha sido el medio AMAEB
descrito en la tabla 2.3. Para determinar los posibles efectos de distintas fuentes de carbono sobre
la composicion pigmentaria de la cepa bacteriana estudiada, se cambi6 la fuente de carbono,
0,01%(p/v) de Citrato Férrico, en el medio AMAEB por 0,1% de Glucosa, 0,1% de Glucosa +
hierro y 0,01% de Citrato sodico.

2.6.4.2.-Cuantificacion de pigmentos

Se ha cuantificado la cantidad de cada pigmento en el extracto total, tanto de modo
relativo (es decir el area determinada en % de una fraccion de los pigmentos frente a la suma del
area total), como absoluto (es decir cuantificando la concentracion de pigmentos en el cultivo
expresada en mg/L y pgl0®células). Las proporciones relativas se han obtenido a partir del

procesamiento de datos propio del equipo de HPLC.

En los distintos ensayos realizados el pigmento rojo, responsable de la coloracion
caracteristica de la cepa bacteriana, se cuantifico a partir de los datos cromatograficos (HPLC)
seglin la ecuacion W = ( A fa, ) / (E,'* 200 ), donde A;: es la absorbancia maxima (UA), f: es
el flujo de disolventes por minuto (mL/min), a,: es el ancho del pico (min), E; '*: coeficiente de
extincion especifico a una longitud de onda A (UA/[ %p/v]) y W: gramos de pigmento. Esta

ecuacion relaciona el area del pico cromatografico con la obsorbancia correspondiente.

Se ha determinado el coeficiente de extincion especifico de esta fraccidn mayoritaria y
para ello, se purifico recogiendo esta fraccion en el tiempo correspondiente de su elucion en el
HPLC, llevandola a sequedad. A partir de esta muestra diluida en acetona se determiné la
correlacion lineal de la absorbancia (medida a 477nm) frente a la concentracion de pigmento,

obteniendose de este modo el coeficiente de extincion especifico. Conocido el ion molecular de
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este compuesto mediante espectrometria de masas, se calculo el coeficiente de extincion molar

a partir del coeficiente de extincion especifico (Goodwin, 1976).

2.7.- ESTUDIO DEL TENSIOACTIVO PRODUCIDO POR Pseudomonas
aeruginosa (TCOR3), AISLADA DE CULTIVOS DE MICROALGAS.

2.7.1.-Extraccion y caracterizacion del tensioactivo

La cepa bacteriana TCOR3 colorea de un tono verde el medio de cultivo, desprende un
olor agradable y forma espuma perdurable. Sobre la base de este ultimo dato se supuso la
presencia de alglin agente tensioactivo. Debido a la amplia bibliografia sobre la naturaleza de este
tipo de compuestos en el mundo bacteriano (Abu-Ruwaida ef al, 1991, Banat, 1993, Cooper,
1986, Cooper et al, 1979, Cooper & Paddock, 1984, Cooper & Goldenberg, 1987, Georgiou et
al, 1992, Guerra-Santos, 1984, Poremba, 1993, Poremba & Gunkel, 1991, Van Dyke et al, 1991,
1993, Vater, 1986), se decidi6 aplicar el sistema de extraccion para la surfactina descrito por
Nakano ef al (1991), ¢l cual se consider6 apropiado sobre la base de que este tensioactivo podia
ajustarse a alguno de los tipos descritos por Cooper (1986), entre los que se incluyen los

glicolipidos , y para los que se recomienda el sistema de extraccion mencionado.

El protocolo de extraccion consiste en:

1.-Se centrifuga el medio de cultivo, retirandose el pellet.

2.-El sobrenadante, que se encuentra a un pH de aproximadamente 7-8, se acidifica hasta pH 2
con una solucién concentrada de HC, lo cual produce la precipitacion de proteinas y lipidos.
3.-Se recoge el precipitado centrifugando a 4500 rpm durante 15 minutos.

4.-Se resuspende en agua a pH 7 y se deja durante la noche a 4°C

5.-Se afiade diclorometano a igual volumen, se agita fuertemente y se deja durante algunas horas
a 4°C, a continuacion se recoge la fase organica.

6.-Se evapora el disolvente y el residuo seco se resuspende en un disolvente adecuado para su

analisis.
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La naturaleza del compuesto tensioactivo se confirmo mediante Espectroscopia de Masas,
aplicando la técnica del FAB (Fast Atom Bombard), que se ha realizado en los servicios centrales

de la Facultad de Quimica de la Universidad Hispalense.

2.7.2.-Produccion del compuesto tensioactivo

2.7.2.1.-Procedimiento y medios de cultivo

Una vez identificada la cepa bacteriana, y debido a su aislamiento a partir de un medio
salobre se ha procedido a cuantificar la produccion del agente tensioactivo, con distintas fuentes
de carbono y a distintas salinidades del medio de cultivo. En la bibliografia es frecuente encontrar
la glucosa como fuente idonea para la obtencion del agente tensioactivo identificado (Guerra-
Santos et al, 1984), por ello se empleo el medio AMAEB preparado con citrato férrico(0,01%)
y glucosa (0,1%), para determinar las diferencias de produccion con estas dos fuentes de carbono.
A su vez se ensayaron distintas salinidades, 0%, 1%, 2%, 3,5%, 5% y 6%, para de este modo
determinar el efecto de la salinidad en la produccion del agente tensioactivo. Los cultivos se

llevaron a cabo en matraces de 250mL y a 35°C.

2.7.2.2.-Cuantificacion del agente tensioactivo

La cuantificacion del agente tensioactivo se ha llevado a cabo mediante el analisis
cromatografico de alta eficacia (HPLC), empleando la misma ecuacion que la descrita para la
cuantificacion de pigmentos. Se llevo a cabo en un equipo Waters 600E Multisolvent Delivery
System, con columna RP-C-18 rellena con Spherisorb ODS-2 (15 cm x 4 mm d.i. y un tamafio
de particula de Sum). Las muestras eran filtradas a través de una membrana de nylon de 0,22um
de poro, inyectandose 20uL de la muestra. El cromatograma se desarrollé durante 20 minutos,
eluyendo en régimen isocratico con una solucion metanol:H,O (8:2) a un flujo de 1mL/min
(Gonzalez-Mazo, 1994). Se utilizd un sistema programable de Detector de Diodos en Serie (PDA
WATERS 991) para la deteccion del agente tensioactivo. Los datos fueron adquiridos
tridimensionalmente (absorbancia-tiempo-longitud de onda) en un intervalo de longitudes de onda
de 190 a 350nm.

El coeficiente de extincion se determiné con el mismo procedimiento que se siguid para
la determinacion del coeficiente de extincion de los pigmentos bacterianos. La medida se realizo
en metanol:H,0 (8:2) a 236nm.
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3.1.-IDENTIFICACION DE LAS CEPAS BACTERIANAS PRESENTES EN
LOS CULTIVOS DE MICROALGAS

3.1.1.- Caracterizacion de las bacterias aisladas a partir de los cultivos de microalgas

El principal criterio seguido en el aislamiento de las distintas cepas ha sido las
caracteristicas morfologicas de las colonias bacterianas. Si bien inicialmente se observaron
numerosas cepas bacterianas durante el proceso de aislamiento, solamente una parte de ellas
pudieron ser aisladas finalmente. Asi pues, se constata el hecho de que el nimero de cepas
bacterianas presentes en los cultivos de microalgas es superior a las aisladas en el transcurso de

esta memoria.

Los resultados de las pruebas a las que fueron sometidas las 46 cepas aisladas se muestran
en la tabla 3.1. Todas estas pruebas se repitieron en varias ocasiones para, de este modo, evitar
las posibles diferencias causadas por la variacion poblacional. El nimero de pruebas realizadas
fue bajo, ya que no se pretendia una identificacion exhaustiva de las distintas cepas bacterianas
presentes en los cultivos. Si se prestd una mayor atencion a las 11 cepas que se muestran en la
tabla 3.2, las cuales fueron identificadas a nivel presuntivo en base a las pruebas mencionadas y

las galerias API 20NE y API 20E (Biomerieux).

De entre todas las cepas aisladas, destaca un grupo con similares caracteristicas, entre ellas
su color rojo, TSHR2, TSHR3, PR1, MacuAR1, CALFR2, B3R1, IR1 y STIGR1, identificadas
todas como Alteromonas sp. (tabla 3.2). Proceden respectivamente de las algas: Tetraselmis
suecica, Porphyridium cruentum, Nannochloris maculata, Chaetoceros calcitrans,

Nannochloropsis gaditana, Isochrysis galbana y Chlorella stigmatophora.

Se observé que esta bacteria de color rojo es la mas frecuente entre todas las algas.
Ademas, al aislarla y purificarla se aprecia un aumento de la coloracion del cultivo con la
agitacion, este hecho sugiri6 una posible relacion entre la coloracion de esta cepa bacteriana y la
concentracion de oxigeno en los cultivos. Por esta razon se dedica parte de un apartado posterior

a este grupo bacteriano en particular.
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Otra cepa bacteriana a la que se dedica un apartado en este capitulo es TCOR3 (P.
aeruginosa), debido a la produccion por parte de esta cepa de un agente tensioactivo, aunque se
debe destacar que la presencia de esta cepa bacteriana en los cultivos de microalgas es de escasa

importancia. Esta cepa bacteriana se aislé conjuntamente con TSHR3.

Tabla 3.1. Caracteristicas de las cepas bacterianas aisladas a partir de las microalgas

TSHR3 TSHB1 TSHR4

TSHB2U TSHIC TSHBETI1 TSHBET2

Procedencia || T.suecica  T.suecica  T.suecica  T.suecica  T.suecica T.suecica T.suecica T.suecica
Color de Rojo Rojo Blanco Blanco Blanco Beig/ Blanco Beig/
1a colonia Transpar Transpar
Forma Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo
celular
Gram - - + + - - - -
Oxidasa - - + + + + + +
Catalasa - + - - + + + +
SH2 - - - )
Nitrato - - + - ¢) + nd nd
red.
Nitrito - - + - - + nd nd
red.
DNAasa - - - - - - - -
Almidon - - - - - - - -
McConkey - - - - - - - -
MOB + + + + + + + +
OF 1 I 116 I I b b 11
Anisomicina | + + + + + + + +
0% -/- -/- -/~ ++ /- -/- -/- -/-
0.5% [+ —+/-+ +-/+- ++ -+ —+/+ +/+ -+H+
1% +/+ +/+ ++ ++ —++ ++ +/+ +/+
3.5% ++ +/+ ++ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
8% +H+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
16% -/- -/- -/+ +-/+- -/- -+ -/- +H+
20% -/ -/~ /- —+/+- -/ -/- -/ nd

Notacion: +: resultado positivo, -: resultado negativo, +-: crecimiento débil, -+: no lisan o crecimiento muy débil, nd:

no determinado.
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Tabla 3.1. Continuacion

PGB MACUAR]1 MACUBI

Procedencia P.cruentum  P.cruemtum  P.cruentum  P.cruentum  P.cruentum  P.cruentum N.maculata N.maculata

Color de Rojo Blanco Blanco Blanco/ Amarillo Blanco Rojo Blanco
la colonia Transpar
Forma Bacilo Bacilo Bacilé Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo
celular
Gram - - - - - - - -

Oxidasa - + + - - - - -
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Tabla 3.1. Continuacion

MACU C1 AM1 CALFR1 CALF BEBAl  CGRAC CT1 SKEL BET1
Procedencia | N.maculata  Agua C. calcitrans C. calcitrans C. gracilis S.costatum
de mar
Color de Transpar Blanca Blanca Beig Transpar Beig
la colonia
Forma Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo
celular
Gram - - + + - -
Oxidasa + + + - + +
Catalasa + + + + + +
SH2 - - nd nd nd nd
Nitrato - © nd nd nd nd
red.
Nitrito + - nd nd nd nd
red.
DNAasa - - - - - -
Almidon - + - - - -
McConkey +- + - - - -
MOB - + + + + +
OF nd nd nd I nd nd
Anisomicina + + + + + +
0% -+ -+t -/~ ++ /- -/-
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Tabla 3.1. Continuacion

OCU66 CB1 MONASALB B3B1
1

N. oculata N.salina N.gaditana

Blanca Blanca Blanca

B3AM

N.gaditana  N.gaditana  N.gaditana

Amarilla

B3R1

Roja

B3BL

Blanca

MONOCT1

M. lutheri

Transpar
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Tabla 3.1. Continuacion

II T-IB1 IAMANI1 IB1 IR1 IBP STIGBET!1 STIGR1 STIGBI1
e e e

Procedencia || Igalbana  Lgalbana  Igalbana Ilgalbana  lgalbana C. C. C.
stigmatophora  stigmatophora  stigmatophora
Color de Beig Amarillo/ Blanca Roja Blanca Beig/ Tranpar Roja Blanca
la colonia Anaranjado
Forma Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo
celular Ll
Gram + - - - - - - -
Oxidasa + + + - + + nd nd
Catalasa + + nd nd nd + nd nd
SH2 nd nd nd nd nd nd nd nd
Nitrato Nd - nd nd nd nd nd nd
red.
Nitrito nd - nd nd nd nd nd nd
red.
DNAasa - - nd nd nd - - -
Almidon - + nd nd nd - - -
McConkey - - nd nd nd - - -
MOB + + nd nd nd + nd +
OF nd nd nd nd nd nd nd nd
Anisomicina + + nd nd nd + + +
0% - -/- nd nd nd -/ /- -/
0.5% -+ +-I+ nd nd nd -+ -+ +-/+
1% +-/+- ++ nd nd nd +I+ ++ +H+
3.5% ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
8% +H+ ++ nd nd nd +H+ +HH+ +H+
16% A A ad nd nd 4+ o ++
20% -/- -/- nd nd nd nd nd nd
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Tabla 3.1. Continuacion

RU

R.salina
Beig/
Transpar
Bacilo

RUT

R.salina

RU

R.salina

RU

R.salina

Transpar Amar Amar

Bacilo

Bacilo

Bacilo

RU

R.salina

Blanca

Bacilo

N.atomus
Beig/
Traspar
Bacilo

D.salina

Transpar

Bacilo

TCHUI
AM1

T.chuii

Amar

TCOR3

T.suecica

Gris
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Tabla 3.2. Cepas bacterianas identificadas, procedentes de distintas microalgas en cultivo.

Cepa bacteriana Especie Cultivo de procedencia
Macu AR1 Alteromonas sp. Nannochloris maculata
Macu C1 Pasteurella sp. Nannochloris maculata
MoanasalB1 Vibrio (Listonella) damsela Nannochloropsis salina
B3B1 Alcaligenes sp. Nannochloropsis gaditana
B3R1 Alteromonas sp. Nannochloropsis gaditana
TSHR2,3 Alteromonas sp. Tetraselmis suecica
TCOR3 Pseudomonas aeruginosa Tetraselmis suecica
PR1 Alteromonas sp. Porphyridium cruentum
CalFR3 Alteromonas sp. Chatoceros calcitrans
IR1 Alteromonas sp. Isochrysis galbana

Alteromonas sp.

3.1.2.-Comparacion de las distintas cepas y andlisis de clusters

Uno de los objetivos recogido en esta memoria fue comprobar si existia algun grupo
bacteriano presente en todos los grupos de microalgas, o ver si algun grupo de microalgas posefa
una bacteria especifica asociada. Para ello, en primer lugar se realizé un analisis de factores para
determinar cuales de ellos tenian mayor peso entre las distintas cepas bacterianas y, de este modo,
tener un criterio para agruparlas. Las variables empleadas en el analisis de factores fueron las

distintas caracteristicas bioquimicas estudiadas y el intervalo de tolerancia a la salinidad.

Para poder aplicar el analisis de factores se crearon inicialmente cuatro grupos, en base
a la tincion Gram y a la reaccion oxidasa. Los cuatro grupos creados se muestran en la tabla 3.3.
A estos se les aplico el programa de Analisis de Factores BMDP 4M incluido en el paquete
estadistico BMDP. En todos los casos se obtuvo que el mejor criterio para agrupar a las bacterias,

de entre todas las variables empleadas, era el intervalo de tolerancia a la salinidad.
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En un segundo paso se crearon, a partir de cada uno de estos cuatro grupos (tabla 3.3),
“clusters” con el programa BMDP 2M para Anilisis de Grupos de Casos, determinando las
distancias entre casos mediante un algoritmo de centralizacion. Como resultado del analisis
previo, la variable empleada fue los intervalos de tolerancia a la salinidad. Los resultados
obtenidos mostraron una gran dispersion entre las distintas cepas bacterianas, tal que no permite
crear “clusters”, ni siquiera entre las bacterias de color rojo que fueron identificadas como cepas
de la misma especie. Consequentemente, se llego a la conclusion de que la variabilidad del factor
empleado era muy grande y no permitia determinar el grado de especificidad entre microalga y
bacterias asociadas, ni el grado de asociacion inespecifica por parte de las distintas poblaciones

bacterianas.

Tabla 3.3: Agrupacion de bacterias segun tincion Gram y reaccion oxidasa para la realizacion de

los clusters.

Gram +, oxidasa+ Gram+, oxidasa- Gram-, oxidasa+ Gram-, oxidasa-
TSHB1, TSHB2U, CalFBEBAI1 TSHTC, TSHBET], TSHR2, TSHR3,
CalFR1, MONOCT]1, TSHR4, TSHBET?2, PR1,PPAM, PR2, PGB,
TIB1, DUNACT]I, PC3, PB2, AMI1, MACUARI1, MACUBI,
CGRACCT], MACUCI1, OCU66CB1,
SKELBETI, B3R1, B3BL, RUAM]1,
MONASAL B1, B3Bl, RUAM2, RUBI, IR1,
B3AM, IAMAN]1, IB1, STIGR1
IBP, STIGBET1,
STIGBI1, RUBETI,
RUT OCUBET]1,
TCHUIAM1, TCOR3

Sin embargo, considerando los grupos creados entorno a la tincién Gram y a la reaccion
oxidasa (tabla3.3), se puede afirmar que las bacterias G- son las mas abundantes, representando
el 84,7% de todas las bacterias aisladas; y dentro de estas, las mas abundantes, aunque con escasa

diferencia, son las oxidasa positivas con el 56,4% de las bacterias G- aisladas.
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3.2.-INTERACCION MICROALGA-BACTERIAS

3.2.1.- Caracterizacion de los parimetros que definen los crecimientos de distintas

poblaciones de microalgas y sus bacterias asociadas.

En este apartado se caracteriza el crecimiento de distintas poblaciones de microalgas en
cultivo y las poblaciones bacterianas asociadas a cada especie microalgal. Se ha ensayado el efecto
del tamafio de indculo inicial y la edad del cultivo origen desde el cual se realiza la siembra.

Asimismo se ha comprobado el consumo de nutrientes a lo largo del desarrollo de los cultivos.

Tetraselmis suecica (Kylin) Butcher

Esta microalga, como se puede apreciar en la tabla 2.1 (Material y Métodos), es una de
las de mayor tamafio entre las estudiadas. En la figura 3.1 se muestran las curvas de crecimiento
de la microalga, de la poblacion total de bacterias asociadas y de las distintas subpoblaciones
bacterianas consideradas. En la tabla 3.4 se muestran las resultados obtenidos para los distintos
parametros que caracterizan el crecimiento de los cultivos de la especie microalgal y en la tabla

3.5 los correspondientes a las poblaciones bacterianas.

La tasa de crecimiento exponencial de T. suecica es significativamente mayor en los
cultivos con bajo indculo (2-10* cel/mL) frente a los de alto inoculo (2-10 cel/mL), aunque el
tiempo necesario para alcanzar la fase estacionaria en el primer caso es mayor que en el segundo,
debido a una mayor duracion de la fase de retardo. Para ambas condiciones, las densidades
celulares finales alcanzadas y los rendimientos totales obtenidos no mostraron diferencias
estadisticamente significativas. Por el contrario, el rendimiento 6ptimo fué menor en cultivos con
bajo indculo. Asi pues, los datos indican que la poblacién de microalgas crece mas rapido con
in6culo menor, aunque el periodo de crecimiento se prolonga durante mas tiempo, para alcanzar

la misma densidad celular.
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Figura 3.1: A B curvas de crecimiento del alga 7. suecica y de la poblacion bacteriana total
asociada, a dos densidades iniciales de células diferentes. C y D, curvas de crecimiento de las

distintas subpoblaciones bacterianas asociadas al cultivo de microalgas.
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Tabla 3.4.: Parametros que definen el crecimiento del microalga 7. suecica en cultivo a partir de dos densidades celulares iniciales diferentes

Densidad inicial Densidad final I t, Duracién de la Rendimiento total  Rendimiento 6ptimo Momento de
fase exponencial (céulas/h) rendimiento

células / mL - células L./ h optimo

Alto inéculo 2:10%: 0 6,94-10% 1,15-10° 0,022+1,43-10° 30,91+ 2,04 96 4,5:10%: 7,94-107 7,7:10%: 4,75-107 168 h

___Bajo inéculo 2:10*+ 0 6,03-10%+ 1,1-10° 0,030+5,02-10* 22,82+ 0,38 96 4,29-10° 7,9-10 4,52:10%: 2,26-10° 168 h

Tabla 3.5.: Parametros que definen el crecimiento de las poblaciones parciales y poblacion total, de las bacterias

asociadas a los cultivos de 7. suecica. (A): alto indculo; (B): bajo in6culo

Densidad inicial Densidad final i t, Duracién de la
fase exponencial

UF UF'

TBG(A) 3,9-101+6,6-10° 7,90-10°+1,80-10° 0,02+ 4,1-10% 35,05+ 6,76 96
TBG(B) 1,6:10*+2,5-10° 6,16:10°+ 2,30-10° 0,031+ 5107 23,4+ 5,74 96
TR(A) 3,9-10'+4,42:10° 2,26:10°:1,54-10° 0,023+ 1,810% 30,24+ 2,38 96
TR(B) 2,3:10* 4,1-10° 3,33-10%:3,21-10* 0,021+ 810* 35+ 11,1 96
TBPQ(A) 6,7-10%+ 5,6:10* 8,90-10°+9,37-10* 0,027+ 810° 26,8+ 1,7 96
TBPQ(B) 2,9:10%+ 4,57-10° 4,05:10°+1,56:10° 0,033+ 2,3-10° 33+ 28 96
Bacterias Totales 1,45:10°+3,15-10° 1,84-106:2,90-10° 0,019+ 3,1-10° 37,08+ 5 96
)
Bacterias Totales [| 6,98-10%+ 8,4.10°  1,046:10°:3,5-10° 0,025+« 7,9-103 29,26+ 8,42 96

B
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Respecto a la poblacion total de bacterias, la tasa de crecimiento exponencial también es
significativamente mayor en cultivos con bajo indculo y no se aprecia apenas una fase de retardo,
alcanzando durante la fase estacionaria el mismo nivel de densidad celular. Existe, asimismo, una
sincronia entre la duracion de la fase exponencial de la poblacion bacteriana y algal (figura 3.1),
aunque las densidades celulares finales en el primer caso se mantienen muy por debajo que en el
segundo (tablas 3.4y 3.5). De las tres subpoblaciones bacterianas estudiadas, las cepas TBGR y
TBPQ muestran un comportamiento similar al de la poblacién total, mientras que en la cepa TR,
una vez finalizada la fase exponencial, se inicia una fase de declive que es mas pronunciada en

cultivos con inoculo bajo.

Los consumos de fosforo y de nitrégeno en ambos tipos de cultivo siguen un patron
similar, siendo muy rapido durante los primeros dias de cultivo, aunque con un légico desfase en
el tiempo debido a la diferencia del niimero inicial de células (figura 3.2). El carbono organico
disuelto (COD), por el contrario, aumenta progresivamente a lo largo del tiempo, sin apreciarse

una diferencia clara entre ambos tipos de cultivo.

La figura 3.3 y la tabla 3.6, muestran las curvas de crecimiento y los parametros
de las mismas, respectivamente, de cultivos con bajo inoculo de 7. suecica en ausencia de medio
enriquecido en nutrientes, y de cultivos con alto inéculo de un cultivo envejecido durante 14 dias.

Asimismo, se muestra la evolucion en cada caso de la poblacion bacteriana asociada.

En medio sin abonar, el crecimiento de la microalga es mucho menor, alcanzando en la
fase estacionaria una densidad de células un orden de magnitud menor que en cultivos abonados.
La poblacion bacteriana total también crece menos, pero en este caso supera ampliamente a la de
T. suecica (figura 3.3A; tabla 3.6). En cultivos con inéculo envejecido, pero con medio de cultivo
completo, el crecimiento de la microalga es similar al presentado con inéculos de menor edad
pero, al igual que en el caso anterior, la poblacion bacteriana supera a la de la microalga y alcanza
niveles muy superiores (10° bacterias/mL) frente a los obtenidos en cultivos con indculos jovenes
(10° bacterias/mL) (figura 3.3B; tabla 3.6). En este caso la tasa de crecimiento exponencial de la

poblacién bacteriana es mayor y la fase estacionaria tarda mas en alcanzarse.
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Figura 3.2: Consumo de fosforo y nitrégeno, y evolucion del carbono organico disuelto (COD),

en dos cultivos, a distinta densidad celular inicial, en cultivos de 7. suecica.
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Figura 3.3: A; Curva de crecimiento de un cultivo de 7. suecica sin abonar. B; Crecimiento de
la microalga y de la poblacion bacteriana total asociada, en cultivos sembrados a partir de indculos

envejecidos.



Tabla 3.6.: Parametros que definen el crecimiento del microalga 7. suecica y la poblacion bacteriana total, en un cultivo sin abonar y en cultivos realizados

a partir de inoculos de 14 dias.

Densidad inicial Densidad final n t, Duracioén de la Rendimiento total Rendimiento Momento de
(células / mL) (células / mL) fase exponencial 6ptimo rendimiento
‘ﬁ_. _?AMA_ - N = S e células/h) células L./ h optimo
T. suecica 2:10% 0 2:10%: 5,03 10* 0,021+ 4,7-10% 33: 6,58 72 1,33:107+ 3,6:10°  9,33-107+ 1,01-10° 48 h
Cultivo sin abonar
T. suecica 3,70-10%+ 1,27-10°  6,48-10%+ 2,8-10° 0,022+ 8,26:10° 33,5+ 124 96 4,72-10%: 2,410 7,63-10%: 4,76:10° 144 h+34
Inéeulo de 14 dias
Bacterias Totales 4,72:10%: 2:10° 4,84'10°: 1,3410° 0,023+ 2,5-10° 30+ 15,75 96
cultivo sin abonar
Bacterias Totales 1,69-10% 2.1210°  1,24:10°+ 1.1-10° 0,027+ 0,023 25,67+ 30,13 168
dngeulodetddias o

¢ ojnyde)

LS
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Nannochloropsis gaditana Lubian

Esta microalga es la de menor tamafio de las estudiadas (tabla 2.1; apartado 2.1.2. de
Material y Métodos). En las figuras 3.4 se representan las curvas de crecimiento de la microalga,
de la poblacion total de bacterias asociadas y de las distintas subpoblaciones bacterianas
consideradas. En la tabla 3.7 se muestran los resultados obtenidos para los distintos parametros
que caracterizan el crecimiento de la especie microalgal y en la tabla 3.8 los correspondientes a

las poblaciones bacterianas.

Como se puede apreciar, durante el periodo estudiado, en ningiin caso N. gaditana alcanza
la fase estacionaria, por lo que la diferencia encontrada en los valores de los distintos parametros
de crecimiento no deben ser tenidos en consideracion, excepto lo que se refiere a la tasa de
crecimiento exponencial, la cual muestra una diferencia estadisticamente diferente, siendo en este

caso ligeramente mas alta en cultivos con alto inoculo.

La poblacion bacteriana al igual que en el caso de 7. suecica, alcanza la fase estacionaria
al cabo de 96 horas, manteniéndose a un nivel muy por debajo del que es alcanzado por la
microalga. La tasa de crecimiento exponencial a bajo indculo (10° células/mL) es ligeramente
superior, aunque estadisticamente significativa, respecto a los cultivos con alto inoculo (10°
células/mL). Las dos subpoblaciones bacterianas estudiadas muestran un comportamiento similar

a la poblacion total.

Respecto al consumo de nutrientes, figura 3.5, también existe un logico desfase entre
cultivos a bajo y alto indculo, aunque en ambos casos se produce de manera mas lenta de lo que
ocurria en T. suecica. Por otro lado, los niveles alcanzados de carbono organico disuelto son
bastante inferiores a los de todas las algas estudiadas. En esta microalga ha sido el unico caso

donde no se ha ensayado el efecto de la edad del in6culo.
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Figura 3.4: A B curvas de crecimiento del alga N. gaditana y de la poblacion bacteriana total

asociada, a dos densidades iniciales de células. C y D, curvas de crecimiento de las distintas

subpoblaciones bacterianas asociadas al cultivo de microalgas.



[rabla 3.7.:Parametros que definen el crecimiento del microalga N. gaditana en cultivo a partir de dos densidades iniciales de indculo diferentes

Densidad inicial Densidad final m t, Duracién de la Rendimiento total Rendimiento Momento de
fase exponencial 6ptimo rendimiento
(células / mlL) (células / mL) ht h (h) (células L./ h) (células L./ h) éptimo
Alto inéculo 10%: O 164,8:10%: 3,8-10° 0,022+ 1,5-10° 30,16+ 2,11 168 1,17:10% 23-10° 1,17.10": 2,3-10° 336 h

Baio inéculg 05+ 0 82 6-10%+ 6.72:10¢ 0,020 00-10+* 20+ 0.49 40 20-10°:+ 4.8-10% 20-10°+ 4.8-10° 6 h

Tabla 3.8.:Parametros que definen el crecimiento de las poblaciones parciales y poblacion total, de las bacterias

asociadas a los cultivos de N. gaditana. (A): alto inoculo; (B): bajo indculo.

Densidad inicial Densidad final B t, Duracion de la

fase exponencial

Resultados

6,41:10*+ 93,5 7,7-10%+ 2,34-10* 0,071+ 3,34-10° 9,70+ 0,46 72

B3BG(B) 78,3:10*+ 7,63 2,0710°+ 6,710 0,087+ 1,1-107? 10,74+ 0,90 72
B3BPQ(A) 9.81-10*+ 50 4,65'10°+ 3,8-10° 0,064+ 5,7-10° 15,13+ 0,49 96
B3BPQ(B) 1,93-10*+ 66,5 2,07-10°+ 6-10* 0,053+ 6:10° 15,46+ 4,50 96
Bacterias Totales 1,62:10°+ 96 5,43-10°+ 3,6:10° 0,048+ 9,7-10* 14,44+ 0,29 96
)
Bacterias Totales 2,71'10%: 72,1 4,15-10°: 7-10} 0,057+ 4,78:10° 12,05 0,96 96

60
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Figura 3.5: Consumo de fosforo y nitrégeno, y evolucion del carbono organico disuelto (COD),

en dos cultivos, a distinta densidad celular inicial, en cultivos de N. gaditana.

Isochrysis galbana Parke

Esta microalga, como se puede apreciar en la tabla 2.1 (Material y Métodos), posee un

tamafio relativamente pequefio entre las estudiadas. En las figuras 3.6 se representan las curvas

de crecimiento de la microalga, de la poblacion total de bacterias asociadas y de las distintas

subpoblaciones bacterianas consideradas. En la tabla 3.9 se muestran los resultados obtenidos

para los distintos parametros que caracterizan el crecinientos de los cultivos de la especie

microalgal y en la tabla 3.10 los correspondientes a las poblaciones bacterianas.

La tasa de crecimiento exponencial de /. galbana no muestra diferencias estadisticamente

significativas en cultivos con alto indculo (2-10° cel/mL) y con bajo indculo (2-1¢ cel/mL),

aunque el tiempo necesario para alcanzar la fase estacionaria es mayor en el segundo caso, debido

a una mayor duracion de la fase de retardo. Para ambas condiciones, las densidades celulares

finales alcanzadas y los rendimientos totales obtenidos no mostraron diferencias estadisticamente

significativas. Por el contrario, el rendimiento optimo fué menor en cultivos con bajo indculo.
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Figura 3.6: A,B curvas de crecimiento del alga 1. galbana (T-Iso) y de la poblacion bacteriana
total asociada, a dos densidades iniciales de células diferentes. C y D, curvas de crecimiento de

las distintas subpoblaciones bacterianas asociadas al cultivo de microalgas.
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Respecto a la poblacion total de bacterias (figura 3.6 A y B), la tasa de crecimiento
exponencial es significativamente mayor en cultivos con bajo inoculo. En las dos condiciones de
cultivo, no se aprecia una fase estacionaria pasandose directamente de la fase de retardo a una
fase de declive con un patrén muy similar en ambos casos. Las subpoblaciones bacterianas tienen
un comportamiento similar al de la poblacion bacteriana total (figura 3.6. C y D), excepto la cepa

IBG cuya fase de declive es menos pronunciada que la de las otras dos.

Los consumos de nitogeno y fosforo y aparicion de carbono organico disuelto (figura 3.7),

en ambos tipos de cultivo, siguen un patron similar al descrito para las microalgas anteriores.

La figura 3.8 y la tabla 3.11., muestran las curvas de crecimiento y los parametros de las
mismas, respectivamente, de cultivos de bajo in6culo de la microalga procedente de un cultivo
envejecido durante 14 dias. Asimismo se muestra la evolucion de la poblacion bacteriana. Las
caracteristicas del crecimiento, tanto de la poblacion de la microalga como de la de bacterias, son
similares a las de los cultivos realizados con indculos jovenes, si bien la densidad celular

alcanzada por la poblacion bacteriana es muy superior.
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Figura 3.7: Consumo de fosforo y nitrogeno, y evolucion del carbono organico disuelto (COD),

en dos cultivos, a distinta densidad celular inicial, en cultivos de /. galbana (T-Iso).
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Figura 3.8: Crecimiento de /. galbana (T-Iso) y de la poblacion bacteriana total asociada, en

cultivos sembrados a partir de inéculos envejecidos.

Rhodomonas salina (Wislouch) Hill & Wetherbee

Este alga es la de mayor tamafio de las estudiadas durante el desarrollo de este trabajo
(tabla 2.1; Material y Métodos). En las figuras 3.9 A y B se representan las curvas de crecimiento
de algas y bacterias a alto (10°cel/mL) y bajo indculo (10*cel/mL), respectivamente. En este caso
la poblacion bacteriana total supera, en nimero, a la de microalgas, a diferencia de lo que sucede
en las microalgas vistas hasta este momento. En las figuras 3.9 C y D se muestran las curvas de

crecimiento de las distintas subpoblaciones presentes en el cultivo.

La tabla 3.12 muestra los distintos parametros que caracterizan el crecimiento de R.

salina. Como se puede apreciar, no existen diferencias significativas entre los valores de la tasa
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de crecimiento con alto y bajo indculo, aunque la duracion de la fase exponencial es mayor en este
ultimo caso. Asimismo, no existen diferencias en las densidades de células finales alcanzadas ni
en el rendimiento total de los cultivos. Sin embargo el rendimiento 6ptimo de los cultivos es

estadisticamente menor con bajos indculos.

La poblacion total bacteriana (tabla 3.13) se comporta de un modo diferente al de las ya
que las tasas de crecimiento exponencial son estadisticamente diferentes siendo ligeramente mayor
en bajo indculo, aunque la densidad final de bacterias alcanzada es igual en ambas condiciones de
cultivo. En cuanto a las dos subpoblaciones bacterianas, se comportan de manera similar a la

poblacion total, aunque el nivel de la cepa RBG permanece siempre por debajo de la cepa RBPQ.

Respecto al consumo de nutrientes y la evolucién del carbono organico disuelto (figura
3.10), también existe un logico desfase entre cultivos a bajo y alto indculo, de manera similar a

la de las demas microalgas estudiadas.

En los cultivos sembrados con inoculos de 14 dias (figura 3.11) se observo un descenso
de 1a poblacion bacteriana en los ultimos tramos del crecimiento de la microalga. Es de destacar
que el nimero final de bacterias es un orden de magnitud menor que el alcanzado en los cultivos
con indculos de 7 dias (tabla 3.14). La poblacién de microalgas sufre a su vez el mismo efecto,
es decir, el crecimiento, la densidad final alcanzada y el rendimiento total son menores, mientras
que el rendimiento 6ptimo es similar a los cultivos con indculos de 7 dias. Estos resultados
sugieren que la edad del inéculo es importante para determinados parametros del crecimiento en

esta microalga.
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Figura 3.9: AB curvas de crecimiento del alga R. salina y de la poblacion bacteriana total
asociada, a dos densidades iniciales de células diferentes. C y D, curvas de crecimiento de las

distintas subpoblaciones bacterianas asociadas al cultivo de microalgas.



Tabla 3.9.:Parametros que definen el crecimiento del microalga /. galbana en cultivo a partir de dos densidades celulares iniciales diferentes

Densidad inicial Densidad final B t, Duracién de la Rendimiento total Rendimiento Momento de
fase exponencial 6ptimo rendimiento
células / mL) células / mL ~ células/ h células / h optimo
I
Alto in6culo 10% 0 20,2-10%+ 2,1-10° 0,024+ 7,7-10% 28,65+ 0,9 96 1,3710° 1,51'10°  2,66:10°+ 3,93-10° 168 h
Baioinoculo 0°+ @ 2 86-10° -10¢ 0.0 O3 0.75. 8 4-10°+ 9.80-1Q7 -10% .108 40 b

Tabla 3.10.:Parametros que definen el crecimiento de las poblaciones parciales y poblacion total, de las bacterias

asociadas a los cultivos de 1. galbana.(A): alto indculo; (B): bajo inoculo

Densidad inicial Densidad final T t Duracién de la

fase exponencial

IBG(A) 1,96:10%+ 2,8-10°  1,03-10°: 53-10° 0,037+ 5,26:10° 18,56+ 2,42 48
IBG(B) 2,40-10*+ 3,9-10° 1,410% 3,1-10° 0,083: 1,06-10° 8,26: 0,10 48
IR(A) 3,70-10*+ 5,4-10° 2.10°+ 1,8-10° 0,009: 2,72-10% 81,2+ 23,3 168
IR(B) 34810 3,410° 2,50:10% 3,5-10 0,093+ 4,15-10? 8,20+ 3,63 72
IBPQ(A) 1,2410%: 3,710° 5:10%: 8,6:10? 0,071+ 4-107 11,61+ 5,12 120
IBPQ(B) 1,39-10%: 4,610 10% 1,4-10° 0,110+ 1,9-10° 6,19+ 1,03 120
Bacterias Totales 6,92:10*+ 9,6:10°  1,08-10°+ 4,510 0,017+ 4,4-10° 40,26+ 9,1 72
Gy

1,410°+ 3,1-10% 0,057« 6,47-10° 12,12+ 1,36 72

€ ojmide)

L9
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Figura 3.10: Consumo de fosforo y nitrégeno, y evolucién del carbono organico disuelto (COD),

en dos cultivos, a distinta densidad celular inicial, en cultivos de R. salina.
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Figura 3.11: Crecimiento de R. salina y de la poblacion bacteriana total asociada, en cultivos

sembrados a partir de indculos envejecidos.



Tabla 3.11.: Pardmetros que definen el crecimiento del microalga I. galbana y la poblacion bacteriana total, en cultivos realizados a partir de inoculos

de 14 dias.

I galbana

Inéculo de 14 dias

Bacterias Totales

.
ROCHIO O€

Rendimiento
optimo
células L./ h

2,85-10%+ 1,4810°

Momento de
rendimiento
optimo

204 +51 h

Densidad inicial Densidad final u t, Duracién de la Rendimiento total
(células / mL) (células / mL) fase exponencial
NE— ') Y% B4 & M W—— ) E—) e (Cllulas L/1),
3,7-10°:3.34-10° 30,5-10°+9,2-10° 0,029+4,2:10° 24,1613,53 96 2,29-10°+ 7,77-10°
8,57-10°:1,210°  2,57-107+ 2,72:107 0,043+2,26-102 18,7+ 9,84 )

€ ojnyde)
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Chaetoceros calcitrans (Paulsen) Takano

Este alga es de un tamafio medio, dentro de los tamafios de las algas que hemos estudiado
(tabla 2.1; Material y Métodos). En la figura 3.12 A y B se muestran las curvas de crecimiento
del alga y de la poblacion de bacterias totales asociadas, segin las dos densidades de in6culo
inicial empleadas, 10° cel/mL y 10°cel/mL. En este caso también se observa un paralelismo entre
las curvas de crecimiento de las poblaciones de microalgas y bacterias. Las figuras 3.12CyD
muestran las curvas de crecimiento de las subpoblaciones bacterianas, donde se distinguen dos

poblaciones principales y dos poblaciones minoritarias.

En la tabla 3.15 se muestran los parametros obtenidos que definen el crecimiento de las
diferentes poblaciones en las distintas condiciones de cultivo estudiadas. En este caso no ha sido
posible calcular de manera fiable la tasa de crecimiento exponencial en cultivos a alto in6culo,
pero en cualquier caso la fase exponencial en cultivos a bajo inoculo tiene una mayor duracion.
Las densidades finales alcanzadas y los rendimientos totales de los cultivos son estadisticamente
iguales, mientras que el rendimiento éptimo de los cultivos a bajo indculo es significativamente

menor.

Respecto a la poblacion total de bacterias (tabla 3.16), no hay diferencias significativas
entre las tasas de crecimiento exponencial y las densidades finales en ambas condiciones de
cultivo. Las subpoblaciones bacterianas asociadas al alga presentan un comportamiento similar
al de otras especies vistas anteriormente, aunque la subpoblacion denominada CAM parece que
tiene una tendencia a aumentar en mayor grado durante la fase estacionaria de la poblacion algal,
y que se pone especialmente de manifiesto en cultivos con bajo inéculo (figura 3.12 C y D).

En la figura 3.13 se muestra el consumo de nitrogeno y fosforo y la aparicion de carbono
organico disuelto en ambos tipos de cultivo, en este caso también se aprecia un desfase entre los
cultivos de alto y bajo indculo al igual que en el resto de cultivos estudiados.

En la figura 3.14 y tabla 3.17, se muestran las curvas de crecimiento y los parametros de
las mismas, respectivamente, de cultivos con alto y bajo inéculo procedente de un cultivo
envejecido durante 14 dias. Se aprecia un comportamiento similar de las caracteristicas de
crecimiento de los cultivos con indculos de 7 dias en el caso de las algas. Sin embargo, las
bacterias alcanzan densidades mucho mas altas en los cultivos con inoculos de 14 dias.
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Figura 3.12: A B curvas de crecimiento del alga C. calcitrans y de la poblacion bacteriana total

asociada, a dos densidades iniciales de células diferentes. C y D, curvas de crecimiento de las

distintas subpoblaciones bacterianas asociadas al cultivo de microalgas.
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Tabla 3.12.:Pardmetros que definen el crecimiento del microalga R. salina en cultivo a partir de dos densidades iniciales de indculo diferentes

Densidad inicial Densidad final n t Duracién de la Rendimiento total Rendimiento Momento de

fase exponencial 6ptimo rendimiento

= células/ml)  (células/ml) o e ) (Cllulas L) (cllulas L) Optimo
Alto inéculo 10°: 0 3,94:10%: 6,60-10° 0,037+ 2,3-10° 18,69+ 1,22 72 2,74:10%:4,75-10°  5,3410%: 9,8-10’ 168 h

Baio indculo 0%+ Q 4.20-10%+ 6.41-10° 0.034+ 2103 993. 124 68 09-10%+ 4.6-107 2.10%+ 6.43-107 68 b

3.13.:Parametros que definen el crecimiento de las poblaciones parciales y poblacion total, de las bacterias

asociadas a los cultivos de R. salina.(A): alto indculo; (B): bajo inéculo.

Densidad inicial Densidad final T t, Duracion de la

fase exponencial

8,17-10°+ 1,4-10° 4,2:10° 6,6:10° 0,039+ 4,7-10°? 16,65+ 0,82 72

RBG(B) 2,96-10°+ 4,410°  2,8-10% 4,04-10° 0,047+ 3,53-10° 14,71+ 1,22 72
RBPQ(A) 2,67-10*+ 1,2:10° 107+ 1,12-10° 0,055+ 1,10-10° 12,55+ 0,22 72
RBPQ(B) 1,3-10%: 2,1-10° 7,33-10% 1,6-10° 0,057+ 7,4-10* 12,10+ 0,15 72

Bacterias Totales
@ 3,49-10% 2,710*  1,2810+ 1,6-10° 0,053+ 5,9-10* 13,07+ 0,14 72

Bacterias Totales
1,59-10%: 2,6:10° 1,02:10’: 5,4-10° 0,055+ 8,68:10* 12,38+ 0,19
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Figura 3.13: Consumo de fosforo y nitrogeno, y evolucion del carbono organico disuelto (COD),

en dos cultivos, a distinta densidad celular inicial, en cultivos de C. calcitrans.
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Figura 3.14: Crecimiento de C. calcitrans y de la poblacion bacteriana total asociada, en cultivos

sembrados a partir de dos inoculos, a dos densidades iniciales de células diferentes, envejecidos.
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Tabla 3.14.: Pardmetros que definen el crecimiento del microalga R. salina y la poblacion bacteriana total, en un cultivo realizado a partir de un inéculo

de 14 dias.
Densidad inicial
(células / mL)
— UF
R salina 9,7-10°+ 8,08:10*
Inéculo de 14 dias

Bacterias Totales fl 9,24-10°: 6,5-10?

74

Densidad final
(células / mL)
UK

2,8-10% 4,75-10°

8,15-10°

(h!

0,018+ 1,7-10%

0,066+ 3,4-10°

t Duracién de la
fase exponencial
38,5+ 3,52 72
10,51+ 0,57 96

Rendimiento total Rendimiento Momento de
Optimo rendimiento
e{Cllulas L /W) (cllulas L /1) Sptimo
1,64-10%: 3,410 3,9610%: 8,6:107 96 h
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Porphyridium cruentum (S.F. Gray) Niig

Este alga es una de las de mayor tamafio de las que se han estudiado (tabla 2.1; Material
y Métodos). Ademas, este alga se caracteriza por la abundante produccion de mucopolisacaridos,
como se indica en el capitulo de material y métodos. En la figura 3.15 A y B se muestran las
curvas de crecimiento de la microalga y las bacterias totales asociadas a dos densidades de indculo
inicial, alto (10° cel/mL) y bajo (10°cel/mL). En este caso también se aprecia un paralelismo en
las curvas de crecimiento de ambas poblaciones. En la figura 3.15 C y D se muestran las curvas

de crecimiento de distintas subpoblaciones bacterianas presentes en el cultivo.

En la tabla 3.18 se encuentran los parametros caracteristicos que definen el crecimiento
de P. cruentum. La tasa de crecimiento exponencial de los cultivos con alto y bajo in6culo son
estadisticamente iguales. La densidad final alcanzada es estadisticamente igual en ambas
condiciones de cultivo. La duracién de la fase exponencial en bajo inéculo es mas prolongada. El
rendimiento total del cultivo es estadisticamente igual en las dos condiciones de cultivo, al igual

que sucede con el rendimiento 6ptimo.

La subpoblacién mayoritaria fué PBG y las subpoblaciones PAM y PBPQ fueron
minoritarias, figura 3.15 C y D y tabla 3.19. Las tres subpoblaciones estudiadas presentan un
crecimiento similar en las dos condiciones de cultivo, aunque la cepa PAM alcanza una mayor

densidad de células en bajo inoculo.

En la figura 3.16, se muestra ¢l consumo de nitrogeno y fosforo y la aparicion de carbono
organico disuelto, como se puede apreciar, una vez mas, el comportamiento es similar al del resto

de las microalgas estudiadas.

Se observo que los cultivos obtenidos con indculos envejecidos durante 14 dias se
comportaron de un modo similar a los cultivos con inéculos de 7 dias, con la unica salvedad de

un mayor crecimiento bacteriano, figura 3.17 y tabla 3.20.
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Figura 3.15: A B curvas de crecimiento del alga P. cruentum y de la poblacion bacteriana total
asociada, a dos densidades iniciales de células diferentes. C y D, curvas de crecimiento de las

distintas subpoblaciones bacterianas asociadas al cultivo de la microalga.



Tabla 3.15.:Parametros que definen el crecimiento del microalga Ch. calcitrans en cultivo a partir de dos densidades iniciales de indculo diferentes

Densidad inicial Densidad final m t, Duracion de la Rendimiento total Rendimiento Momento de
fase exponencial 6ptimo rendimiento
OSSR 1.1 W - 1 V111 ) S——— | ) S —— S ) MM 11T OYA Y N— 010 P10V E——) 1 -
Alto inéculo E 10%: 0 19,2:10% 2,9-10° nd nd - 1,3:10°: 2,1-10°% 2,4:10°+ 4,2:108 48 h

Baio ingculg 031 6.4-108 4-10° 0.04 2.10° 6.8 04 6:10° -10°® -10° -108 40

3.16.:Parametros que definen el crecimiento de las poblaciones parciales y poblacién total, de las bacterias

asociadas a los cultivos de Ch. calcitrans.(A): alto indculo; (B):bajo indculo

Densidad inicial Densidad final i t

Duracién de la

fase exponencial

8,06:10°+ 3,6:10° 0,089+ 1,2-107 7,79+ 1,1 48 h

CBG(B) 9,60-10%+ 4,6-10° 7,53:10%« 2,8-10° 0,073+ 2-10° 9,461 0,2 48 h
CBPQ(A) 1,16:10%+ 1,4-10° 3,10-10%+ 2,8-10° 0,070+ 7,4-10° 9,80: 1 48 h
CBPQ(B) 6,25:10%+ 1,9-10° 3,56:10% 5,3:10° 0,075+ 8,410° 9,18+ 0,9 48 h

CR(A) 1,09-10%+ 2,1-10° 2,93-10% 3,1:10° 0,072+ 5-10° 9,46+ 0,6 48 h

CR(B) 4,77-10% 4-10° 2,793-10%: 5,8:10° 0,062+ 8,7-10° 11,18+ 1,5 48 h
CAM(A) 8,5:10%+ 7,7-10° 2,55:10°+ 1,4-10° nd nd -
CAM(®B) 1,05:10%: 1,410*  4,31:10°+ 3,9-10° nd nd -

Bacterias Totales i 2,37-10%: 2,5-10° 7,09-10%+ 10° 0,072+ 4-10° 9,59+ 0,56 48 h
A)

1,37-10% 3,9-10°

7,57-10%¢ 7,5-10° 0,072+ 4-10°% 9,63: 0,52 48 h

¢ ojyide)

LL
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Figura 3.16: Consumo de fosforo y nitrogeno, y evolucion del carbono orgénico disuelto (COD),

a distinta densidad celular inicial, en cultivos de P. cruentum.
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Figura 3.17: crecimiento de P. cruentum y de la poblacion bacteriana total asociada, en cultivos

sembrados a partir de indculos envejecidos.



Tabla 3.17.: Pardmetros que definen el crecimiento del microalga C. calcitrans y la poblacion bacteriana total, en cultivos realizados a partir de inoculos

de 14 dias. (A): alto in6culo; (B): bajo inéculo.

C.calcitrans
In6culo de 14 dias

A)
Iné6culo de 14 dfas
®)
Bacterias Totales
Inéculo de 14 dias
A
Bacterias Totales
Inéculo de 14 dias

Densidad inicial

(células / ml)

5,8-10°

4,5:10°

810°

2,7-10*

Densidad final B
(células / mL)
C) mm——— (h!
25-108 0,032
16,8-10° 0,033
4,510 0,049
1,02:10° 0,028

21,6

21

14

243

Duracion de la

fase exponencial

72

72

Rendimiento total

células L /1

1,49-10°

1,19-10°

Rendimiento
optimo

células L./ h

410°

1,5:10°

Momento de
rendimiento
optimo

72h

240 h

¢ ojmyde)

6L
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3.2.2.-Comportamiento de cultivos axénicos

Los resultados obtenidos a partir de los distintos cultivos de microalgas tratados con
antibidticos fueron dependientes del alga y del tratamiento aplicado. A continuacion se exponen
los resultados obtenidos para cada caso estudiado.

Los cultivos de R. salina tratados con distintas soluciones antibidticas se colapsaron en

todos los tratamientos, y se observé al microscopio lisis celular.

En los tratamientos aplicados a 7. suecica se apreciaron diferentes resultados dependiendo
del tratamiento antibiotico aplicado. De este modo, los cultivos tratados con la solucion
antibidtica de Guillard (Sigma Chemical Co.) se colapsaron, mientras que los tratados con la
solucion antibiodtica de Provasoli (Sigma Chemical Co.) crecieron de modo similar al control
(figura 3.18A). Sin embargo, el efecto sobre la poblacion bacteriana fue el mismo en ambos
tratamientos (figura 3.18B) produciendose un claro descenso de la poblacion bacteriana. A pesar
de esto no se logra axenificar el cultivo completamente, puesto que tras un periodo de 14 dias
de cultivo aun queda un nimero significativo de bacterias en el cultivo de microalgas (figura
3.18B).

La axenificacion completa se consiguié en cultivos de N. gaditana con el tratamiento
antibiético en medio solido descrito en el capitulo del material y métodos. Sin embargo, las células
presentaban un gran nimero de alteraciones morfologicas, que pueden ser debidas al tratamiento
empleado. Tres cultivos de este microalga, previamente axenificados, se reinfectaron con las cepas
bacterianas Alcaligenes sp., Alteromonas sp.,aisladas todas ellas a partir de cultivos de N.
gaditana, y con una bacteria contaminante externa sin identificar. En los tres casos el crecimiento
de la microalga es inferior al crecimiento de un cultivo estandar que no ha sido sometido a
tratamiento con antibidticos (control) (figura 3.19A). No se realizaron estudios con mezclas de
bacterias, ya que para poder determinar el efecto en conjunto de las distintas poblaciones es
necesario conocer previamente la relacion especifica de cada cepa bacteriana con la microalga en
el cultivo, asi como las posibles relaciones que se pudiesen establecer entre las distintas
poblaciones bacterianas. De los experimentos realizados aqui solamente pueden destacarse las
diferencias observadas en el crecimiento de las poblaciones bacterianas utilizadas, no apreciandose
ninguna diferencia significativa en el crecimiento del alga en los cultivos previamente axenificados.
Asi, Alteromonas sp. muestra un crecimiento superior a Alcaligenes sp., mientras que el
crecimiento de la bacteria contaminante sin identificar es intermedio al de las dos anteriores y
superior al de la poblacion bacteriana total del control.
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Figura 3.18: A Curva de crecimiento de la microalga 7. suecica sin tratar (en azul) y tratadas con

las soluciones antibidticas de Guillard (SIGMA) (en rojo) y Provasoli (SIGMA) (en negro). B,

Evolucion de las poblaciones bacterianas totales asociadas.
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Figura 3.19: A, Crecimiento de la microalga N. gaditana control y de cultivos axénicos

reinfectados con distintas cepas bacterianas. B; Evolucién de las poblaciones bacterianas en el

cultivo de la microalga.
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3.3.- ANALISIS DE PIGMENTOS DE LA CEPA BACTERIANA
Alteromonas sp. AISLADA A PARTIR DE CULTIVOS DE MICROALGAS.

3.3.1.-Descripcion de la cepa bacteriana

Como se ha dicho anteriormente, a partir de una serie de cultivos de microlagas se aislo
un grupo de bacterias que mostraban un intenso color rojo; estas cepas se han nombrado como
TSHR2, TSHR3, PR1, MacuAR1, CalFR1, B3R1, IR1 y STIGRI, y todas ellas han sido
identificadas a nivel presuntivo como Alteromonas sp. Mediante analisis cromatografico se ha

comprobado que todas estas cepas poseen una composicion pigmentaria similar.

Este grupo bacteriano se encuentra ampliamente distribuido entre los distintos cultivos de
microalgas de la coleccion del Instituto de Ciencias Marinas de Andalucia (CSIC). En algunas
ocasiones representa a una de las subpoblaciones principales asociadas a las microalgas, como en
el caso de 7. suecica, en otras ocasiones, sin embargo, como por ejemplo en cultivos de N.
gaditana, es una poblacion minoritaria que no se detecta en un estudio como el del apartado

anterior, aunque si aparece si se realiza una siembra sin dilucion.

Los representantes de este grupo se pueden describir como un bacilo mévil Gram
negativo- oxidasa negativo que requieren para su crecimiento una salinidad superior al 0.5% e
inferior al 16%. Es a su vez muy sensible a la composicion de sales del medio de cultivo, ya que
en medios con la misma salinidad pero con deficiencias en Calcio y Magnesio no es capaz de
crecer. En general se puede decir que en composiciones de sales desviadas del agua de mar no

crecey, por ello, se la puede considerar una bacteria netamente marina.

Otra caracteristica importante que presenta esta bacteria es la produccion de una gran
cantidad de exopolimero, de composicion desconocida, que difunde por el medio de cultivo
liquido y que forma una capa viscosa alrededor de la bacteria en medio sélido. Mediante un
analisis de composicion elemental, CNH, se ha determinado que est compuesto en un 78 +2%

de proteina, lo que hace pensar que se trata de un exopolimero de composicién compleja.
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3.3.2.-Analisis espectrofotométrico y cromatogrifico del perfil pigmentario

Sobre el extracto pigmentario total de Alteromonas sp., obtenido mediante el
procedimiento descrito en el capitulo de Material y Métodos, se han determinado el espectro y
maximo de absorcion, del mismo. Las medidas se han realizado en los disolventes mas frecuentes
descritos en la bibliografia, y los resultados se muestran en la tabla 3.21. El maximo de absorcion

oscila entre 470 y 500 nm dependiendo del disolvente empleado. El espectro obtenido es similar

a los espectros de carotenoides.

Tabla 3.21: Maximos de absorcion en distintos disolventes del extracto
total de pigmentos de la cepa bacteriana TSHR3 .

Solvente Extracto
total
Metanol 475
Triclorometano 484
Eter de petroleo 474
Eter dietilico 472
n-Hexano 474
Benceno 488

Sulfuro decarbono 368/510
Piridina 493

A través de un analisis cromatografico mediante HPLC, se determin6 que la composicion
pigmentaria de la bacteria en estudio posee tres grupos de pigmentos principales (figura 3.20).
Un primer grupo compuesto por los picos 1, 2a, 2b y 3, con tiempos de retencion entre los
minutos 12 al6, que se perciben de color rojo intenso (este grupo es el principal responsable de
la pigmentacion roja de la bacteria, y sobre €1, por tanto, se centraron los estudios posteriores).
Otro alrededor del minuto 18, compuesto por los picos 4 y 4a, que se perciben de color amarillo
y, finalmente, el ultimo grupo entre los minutos 20 a 25, picos 5, 6 y 7, que son pigmentos
minoritarios de color rojizo y cuyo estudio no se abordé. En la tabla 3.22 se muestran los
maximos de absorcion obtenidos para cada pico cromatografico, junto con los tiempos de
retencion en columna.
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Tiempo (min)

Figura 3.20: Cromatograma obtenido, mediante HPLC, a partir de un extracto total de pigmentos
de la cepa bacteriana TSHR3 (Alteromonas sp.).

Tabla 3.22: Maximos de absorcion obtenidos a partir del HPLC y tiempos
de retencion de los pigmentos del extracto total de la cepa bacteriana TSHR3.

Tiempos de retencién (min) A" mdaximas
en el HPLC obtenidas en HPLC

Picol 13.20 485
(Rojo)
Pico 2a 14.00 474
(Rojo)
Pico 2b 14.50 368/ 474
(Rojo)

Pico 3 14.83 481
(Rojo)

Pico 4 18.61 447/ 474/ 507

(Amarillo)

Pico5 22.08 444/ 474/ 504
Pico 6 2272 412/438/471
Pico? 23.68 372/393/ 417
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El grupo de pigmentos entre los minutos 12 a 16 presenta cuatro picos cuyos espectros
y maximos de absorcion se muestran en la figura 3.21. El pico 1 es el mayoritario y principal
responsable del color rojo. El pico 3 posee un espectro de absorcion muy similar al del pico 1,
siendo la diferencia el maximo de absorcion con un desplazamiento de 4nm, esta similitud y la
proximidad de los tiempos de elucion sugiere que este compuesto puede ser muy similar al pico
1. Los picos 2a y 2b podrian ser isomeros cis del pico 1 6 3 ya que la aparicién de un segundo
maximo a 368 nm en el caso del pico 2b y el desplazamiento del maximo del pico 2a respecto a

los picos 1 6 3 (Goodwin, 1976), podria corresponder a este tipo de isomero.

En la figura 3.22 se muestran los espectros y maximos de absorcion , para los pigmentos
con tiempos de retencion entre los minutos 18 a 25. Los espectros obtenidos son muy similares
a los de las xantofilas en su forma, sin embargo los maximos de absorcion se encuentran en
algunos casos muy desplazados hacia longitudes de onda mas largas (picos 4 y 5) o mas cortas
(picos 6y 7).

Para purificar y obtener cantidades suficientes de las fracciones a estudiar con mayor
detalle, se utilizaron tanto técnicas de TLC como de HPLC, siendo esta la mas eficaz. En la tabla
3.23 se presentan los maximos de absorcion en distintos disolventes de las dos fracciones
mayoritarias purificadas, que corresponden a los picos cromatograficos 1y 4.

Tabla 3.23:Méximos de absorcién en distintos disolventes de los picos 1 y 4.

Solvente Pico 1 Pico 4

Triclorometano 488 nd
Eter dietilico 476 444/470/502

n-Hexano 476 nd

Benceno 491 nd
Acetona 477 448/473/505
ctanol 477 442/472/503
Metanol 475 446/469/500

nd: no determinado
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Figura 3.21:Espectros correspondientes a los picos cromatograficos 1, 2a, 2by 3; AB,CyD
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Los picos 1 y 3 no han mostrado similitud con ninguno de los pigmentos descritos en la
bibliografia (Foppen, 1971, Bauernfeind, 1981). Existen numerosas referencias a bacterias
haléfilas que son de un intenso color rojo (Kelly e al, 1970, Singh & Caplan, 1980, Stoeckenius,
1976), esta coloracion caracteristica es debida a la bacteriorruberina, que es un compuesto capaz
de captar energia solar y transformarla en un gradiente de protones, transformando de este modo
la energia solar en energia quimica (Singh & Caplan, 1980, Stoeckenius,1976). La
bacteriorruberina esta formada por una proteina, la bacteriorrodopsina, que se encuentra unida
a un cofactor, el retinal. El retinal es un aldehido de la vitamina A, que se encuentra tambien entre
los pigmentos visuales. Debido al origen halofilo del grupo bacteriano aislado, uno de los
primeros ensayos consistié en comprobar si podia tratarse de retinal. Para ello se compararon los
maximos de absorcion y tiempos de retencion de las distintas formas de retinal, all-trans , 9-cis
y 15-cis, de patrones de Sigma, con los maximos de absorcion y tiempos de retencion de las
distintas fracciones de pigmentos producidos por este grupo bacteriano. Finalmente se pudo
concluir que ninguno de los pigmentos se corresponden con el retinal, pues no coinciden ni los

maximos de absorcion ni los tiempos de retencion.

El pico 4 sin embargo, coincide en sus maximos de absorcion con la 3,4,3'.4'-
tetrahidrobisanhydrobacterioruberina, 3,4,3',4"-tetrahidrospirilloxantina, lycoxantina, lycopeno y
lycofila (Foppen, 1971; Bauernfeind, 1981). La 3,4,3',4'-tetrahidrobisanhydrobacterioruberina es
un carotenoide de origen bacteriano, aislado a partir de Corynobacterium poisentiae. Segun
Norgard et al (1970), éste carotenoide y la lycoxantina son compuestos iguales o muy similares,
pero al carecer de patrones de estos pigmentos no se pudieron comprobar ni los tiempos de
retencion, ni los espectros de estos compuestos, para comparalos con el pigmento
correspondiente al pico 4. El Gnico carotenoide que se puede descartar de todos los citados es el
lycopeno, ya que se comprobd que su desplazamiento en una cromatografia en capa fina (Eter de

petroleo: Acetona:Dietilamina, 10:4:1) es distinto al pigmento del pico 4.
3.3.3.-Caracterizacion quimica de los grupos funcionales de las principales fracciones
Para la identificacion de los grupos funcionales de los distintos pigmentos se realiz6 una

primera aproximacion empleando una serie de pruebas quimicas, desarrolladas por diversos

autores para este fin.
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Reduccién con Borohidruro ; El resultado obtenido se muestra en el cromatograma de
la figura 3.23, en el que se puede comprobar como no hay cambios en los tiempos de retencion
de los distintos picos, después del tratamiento . Sin embargo, los espectros de absorcion (figura
3.24) indican que en los picos 1, 2a, 2b y 3 se produce un aumento en la estructura fina y un
desplazamiento en los maximos de absorcion, lo cual indica la posibile presencia de grupos ceto
en estos pigmentos. El pico 4 también se ve afectado por un desplazamiento en los maximos de
absorcion, pero como se podra comprobar mas adelante en este caso quizas se debe a la presencia

de epoxidos mas que de grupos ceto.

Tiempo (min)

Figura 3.23: Cromatograma del extracto total de pigmentos de la cepa bacteriana TSHR3,

tratado con borohidruro
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Figura3.24:Espectros correspondientes a los picos cromatograficos 1, 2a, 2b,3y4 (A,B,CyD,

respectivamente), después del tratamiento con borohidruro
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Tratamiento dcido suave: El cromatograma obtenido después de este tratamiento se
muestra en la figura 3.25, en el que destaca la desaparicion del pico 2a. En la figura 3.26 se
muestran los espectros de absorcion obtenidos después del tratamiento. En este caso el unico
espectro que se modifica es el del pico 4, que sufre el mismo desplazamiento que con el
tratamiento de reduccion (figura 3.24), por ello se puede afirmar que el desplazamiento del
maximo en la reduccién con borohidruro se debe a la presencia de grupos epoxido y no a grupos
ceto. La presencia de epoxidos se comprob6 posteriormente mediante ensayo en TLC una vez

purificado el pico 4.

Tiempo (min)

Figura 3.25: Cromatograma obtenido al realizar un tratamiento acido suave sobre un extracto

total de pigmentos de la cepa bacteriana TSHR3.
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respectivamente), de un extracto de pigmentos que ha sufrido una acidificacioén suave.
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Tratamiento dcido fuerte: Como puede verse en el cromatograma de la figura 3.27, los
pigmentos se ven muy dafiados por el tratamiento. Sin embargo, se puede comprobar que no se
produce ninguna modificacion en los espectros y maximos de absorcion del grupo de pigmentos
con tiempo de retencion entre los minutos 12 a 16 (figura 3.28) que son los unicos que se
aprecian con cierta nitidez. Por ello se puede suponer que no hay hidroxilos alilicos en este grupo

de pigmentos. Los restantes pigmentos no se detectaron con la suficiente nitidez.

10 12 14 16
Tiempo {min)

Figura 3.27: Cromatograma obtenido al someter a un tratamiento acido fuerte, a un extracto total

de pigmentos de la cepa bacteriana TSHR3
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Figura 3.28: Espectros correspondientes a los pico cromatograficos 1, 2a,2by3 (A,B,CyD

respectivamente), después de un tratamiento acido fuerte sobre un extracto total de pigmentos.
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Saponificacion del extracto crudo: En este tratamiento, el pico 1 desaparece totalmente
al saponificar, como puede verse en la figura 3.29, y los picos 2a y 2b se ven muy afectados, en
lo que a cantidad se refiere. Los demas picos sin embargo no se ven afectados. Ademas de
desaparecer con este tratamiento el pico 1, se produce una modificacion en los espectros de los
picos 2a, 2b, 3 y 6 (figura 3.30). La modificacion del pico 3 es la menos significativa, pues lo que
se produce es un desplazamiento de 2 nm, de tal modo que coincide con el maximo del pico 1,

sin embargo no se produce un cambio en el tiempo de retencion.

Tiempo (min)

Figura 3.29: Comparacion entre cromatogramas saponificado y normal de un extracto total de
pigmentos de la cepa bacteriana TSHR3.
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Figura 3.30: Espectros correspondientes a los picos cromatograficos 3,4,5y6 (A,B,CyD

respectivamente) después de saponificar un extracto total de pigmentos.
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En la tabla 3.24 se muestra un cuadro resumen de las variaciones en los maximos de
absorcion con los distintos tratamientos. De este modo se puede indicar la presencia de grupos
ceto en los picos 1, 2a, 2b y 3, de epoxidos en el pico 4 y la no presencia de grupos hidroxilos
alilicos en todos ellos. Las fracciones 5 y 6 son lo suficientemente pequefias como para determinar

con fiabilidad los cambios que sufren en todos los tratamientos.

Tabla 3.24: Maximos de absorcion, obtenidos en HPLC, de los pigmentos del extracto total de

la cepa bacteriana TSHR3, tratados de diversas formas. nd:no determinado. ----: desaparece
Normal Reduccion con Acidificacién | Acidificacién | Saponificacién
Borohidrure suave fuerte

Pico 1 482 444/474/507 482 482 | e

Pico 2a 474 439/468/501 474 474 447/474/507

Pico2b 369/474 356/441/467/500 369/474 369/474 447/472/502

Pico 3 480 447/474/507 480 480 482

Pico4 | 447/474/507 412/438/471 412/438/471 nd 447/474/507

Pico 5 | 444/474/504 nd nd nd 444/474/504

Pico 6 412/438/471 nd nd nd 441/471

3.3.4.- Identificacion del pigmento mayoritario (Pico 1)

Espectroscopia de Infrarrojos

El espectro obtenido se muestra en la figura 3.31. En el se puede observar la presencia de
grupos hidroxilo, probablemente intramoleculares, en la frecuencia de 3368 cm™, y la presencia
de grupos ceto en la frecuencia de 1740 cm™. Se detecta la presencia de dobles enlaces entre
carbonos a 1657 cm™ , y a su vez estos dobles enlaces no se encuentran conjugados, puesto que
no aparece un doblete en las frecuencias de 1600-1660 cm™. En resumen la informacion obtenida
mediante esta técnica permite afirmar la presencia de grupos ceto, de dobles enlaces entre
carbonos y que estos no se encuentran conjugados. Y sin poder afirmarlo de forma concluyente

se detectan grupos hidroxilo.
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Figura 3.31: Espectro de infrarrojo obtenido para el pigmento mayoritario purificado.
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7

Resonancia magnética n r

Se ha utilizado la técnica de RMN de proton y de carbono 13 para determinar, en lo
posible, la estructura del esqueleto molecular del pigmento principal y a su vez se han aplicado
las tecnicas del COSY (espectroscopia de correlacion) (figura 3.33) y APT (Attach to Proton

Test) (figura 3.33), para facilitar la labor.

En el RMN de proton (figura 3.34) se han obtenido una serie de seiiales entre las que son
de destacar, un pico muy pronunciado que se obtiene a 1,24 ppm que al resolverse es un triplete
que corresponde a un radical alquilo largo. A 0,87 ppm aparece un triplete, que se asigna a un
proton metilico (-CH;) unido a un grupo (-CH-), y a 1 ppm otro que puede corresponder a un
proton de metilo terminal. Alrededor de 1,45 ppm aparece un cuadruplete que corresponde a dos

grupos (-CH-) unidos a un metilo (-CH,) o a un (-CH,-).

En el RMN de carbono 13 (figura 3.35) entre 0 y 20 ppm aparece una serie de sefiales
que corresponden a distintos tipos de metilos, entre 20 y 30 ppm hay otra serie de sefiales que
se asimilan como distintos tipos de (-CH,), entre 30 y 40 ppm aparecen una serie de sefiales que
corresponde a grupos (-CH-) y finalmente alrededor de 60 ppm aparecen unas sefiales que
podrian corresponder a hidroxilos. En la tabla 3.25 se muestran las principales seiiales y los

grupos funcionales a los que pueden corresponder.

an
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Figura 3.32: Espectro de correlacion (COSY) obtenido a partir del pigmento mayoritario de la

cepa bacteriana TSHR3.
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Figura 3.33: APT (Attach to Proton Test) obtenido a partir del pigmento mayoritario de la cepa
bacteriana TSHR3.



102 Resultados

\

»'C
.

2
IANISEO HI OWVEWIS

13
N [\(\fw«“'”—“‘f—”"'—‘f"’""“’*‘“’— ""”“"""“TM'—'_

ﬂ
v

4. 241

rrf\\

Figura 3.34: Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de proton del pigmento mayoritario de la
cepa bacteriana TSHR3. A; detalle del area con mayor respuesta. B, RMN completo.
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Figura 3.35: RMN de carbono 13 del pigmento mayoritario de la cepa bacteriana TSHR3.
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Tabla 3.25: “C-Resonancia Magnetica nuclear (RMN) del pico principal en DCCl,

Desplazamiento
Sefial Grupo funcional Cadena quimico
3 (ppm)

1 CH,CH,CH, R, 13,66
2 CH,CH,CH,C(CH,)= R, 14,11
3 CH,CH,CH(OH)CH, R, 14,25
4 (CH,CH), R, 19,73
5 CH,CH,CH(OH) R, 22,6
6 CH,C= R, 24,07
7 CH,CHCH(OH) R, 24,99
8 CH,CH(OH)CH, R, 27,40
=CCH,CH(OH) R, 27,97
10 =CCH,CHC=CH anillo 29,15
11 -0-CH,CHCH, R, 29,26
12 CH,CHCH(CH,)= R, 29,35
13 =C(CH,)CH,-O- R, 29,45
14 (CHCH,), R, 29,59
15 CH(CH,)CH(OH) R, 29,70
16 CH(CH,)CH,-0- R, 29,93
17 COCH,CH,-0- R, 31,43
18 COCH,CH,-0- R, 31,92
19 CHC=CH anillo 34,41
20 CH(CH,)CH,-O- R, 39,06

21 CH(OH) R, 58’93§ |

L 60,14 %

22 CH= T 68,14
23 C= 68,17
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Espectroscopia de Masas

Mediante este método se ha podido determinar el peso molecular del pico 1, obteniendo
el ion molecular. De este modo resulta que el peso molecular es de Pm = 666.

El espectro de masas obtenido se muestra en la figura 3.36., asi se conocen los pesos de
los fragmentos de la molécula en estudio, que junto con los datos obtenidos anteriormente nos
permite proponer una serie de estructuras. De este modo el peso de 149 que junto al fragmento
de masa 75, pueden corresponder a una cadena larga de alquilos (figura 3.37A), el fragmento de
313 a otra cadena de alquilos mas larga que la anterior (figura 3.37B), y la diferencia resultante
entre la masa 429 y 313, que resulta de 116, puede corresponder al croméforo (figura 3.37C), el
fragmento de masa 503 se obtiene sumando un fragmento de masa 74 al de 429, es decir seria
afladir al cromoforo con la cadena mas larga de alquilos y el fragmento pequefio de la siguiente
cadena de alquilos. Los fragmentos de 57, 83, 97 y 111 corresponderian a fragmentos de las
cadenas de alquilos y el croméforo. La masa de 651 corresponde al compuesto completo menos
un metilo.

100 ‘
M/\/ T [ M-157]

m/e 149 I m/e 429 651
80 - n

90

70
60

50 - Y\W [M+]

on oH
0 666

40 m/e 313 I L
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4Ly

313 503
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1 |

0 | [ I | 1
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Intensidad (unidades relativas)
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m/e

Figura 3.36:Espectro de masas obtenido del pigmento pricipal de la cepa bacteriana TSHR3, a

su vez se muestran los posibles fragmentos a los que corresponden las masas principales.



106 Resultados

A
R-CCH,LCH,0CH,C=CC=CHCH,CH,CH;
CH;
B CHy CHy CH; CHj OH

R-CH,CHCHCHCHCHCHCHCHCHyCH,CHCH 3

OH CH; CH; CH,

C
0
R2 R,
CHj3
C
]
CH

Figura 3.37: Cadenas principales (A y B) y cromoforo (C), propuestos para el pigmento principal
de la cepa bacteriana TSHR3
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Estructura propuesta

Reuniendo todos los datos de las distintas pruebas a las que hemos sometido al pigmento
proponemos la estructura que se muestra en la figura 3.38, ya que con esta se justifican

correctamente los distintos resultados obtenidos a lo largo del proceso de identificacion.

Como conclusion se puede decir, que el cromoforo de este compuesto es una estructura
similar a una quinona, con dos largas cadenas. De este modo posee una zona polar y una zona
apolar con lo que se justifica la liposolubilidad del compuesto . El nombre quimico resultante es
:2-(1'0x0-3'exa-5',7' 8' trimetil-nonanil)-2, 5-dien-3-metil-4-etinil-6-(2",12" -dihidroxy-

3”,4”,5",6",7",8",9"-heptametil-tridecanil)-ciclohexanona.

iR \Fa
O

2

OH

Figura 3.38: Estructura propuesta para el pigmento principal de la cepa bacteriana TSHR3
(Alteromonas sp.)

Determinacion del coeficien incion ifi molar

Los coeficientes de extincion especifico y molar permiten determinar la concentracion de

un compuesto mediante un andlisis espectrofotométrico.

Fl coeficiente de extincion especifico (E,'*) se calcul6 aplicando la formula descrita por
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Goodwin (1976):
E," = A/([ ]1x 100)

El calculo se hizo para distintas concentraciones y finalmente se promedio. Las medidas
de absorbancia se obtuvieron en acetona y a 477nm de longitud de onda, de este modo se obtuvo

un coeficiente de extincion especifico E,'* = 124,68

El coeficiente de extincion molar (€ ) se calculé a partir de la conversion descrita por
Goodwin (1976), el Pm aplicado fue el obtenido mediante la espectrometria de masas:
& =E," x [(mol x g)/10]
0

¢ =E," x (Pm/10)

De este modo se obtuvo un valor de € = 8303,68

3.3.5.-Produccion de pigmentos

Influencia de la fuente de carbono en el perfil pigmentario

Las fuentes de carbono que se ensayaron fueron citrato férrico, citrato sodico, glucosa y
glucosa mas hierro. En la figura 3.39 se muestran los cromatogramas obtenidos con las distintas
fuentes de carbono ensayadas. El perfil pigmentario no varia con la fuente de carbono, sin
embargo, si varia la produccion de los distintos pigmentos dependiendo de la fuente de carbono
y de la presencia del hierro, figura 3.40 donde se pueden apreciar claras diferencias en la
produccion de los distintos pigmentos en funcion de la fuente de carbono empleada. La fuente de
carbono, por contra, no afecta al crecimiento de la poblacion bacteriana, como se puede ver

claramente en la figura 3.41.
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Figura 3.39: Composicion de pigmentos de la cepa bacteriana TSHR3 en diferentes fuentes de
carbono.
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Figura 3.40: Produccién de pigmentos, expresada en pg 10células, por la cepa TSHR3

dependiendo de la fuente de carbono.
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Figura 3.41: Curvas de crecimiento de la cepa bacteriana TSHR3 en distintas fuentes de carbono.
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Durante el cultivo en medio liquido de esta cepa bacteriana se observo que la agitacion

provocaba cambios en las cantidades relativas de pigmentos, aumentando la coloracion roja del
mismo. Para comprobar su efecto, se disefi6 un experimento en el que se realizaron
combinaciones de distintas velocidades de agitacion (mediante paletas) y distintos caudales de
inyeccion de aire, utilizando para ello un fermentador Biostat B de Braun Biotech, con una cubeta

de 2L de capacidad.

Los flujos de aire empleados fueron, 0 mL/min (sin aireacion), 0.5 mL/min (aireacion
suave) y 5 mL/min (aireacion fuerte). La agitacion empleada fue de O rpm (sin agitacion), 50 rpm
(agitacion suave) y 500 rpm (agitacion fuerte). A partir de estos factores se generaron las
siguientes combinaciones: sin agitacion-sin aireacion (SASA), agitacion suave-sin aireacion
(ASSA), agitacion suave-aireacion suave (ASAS), agitacion fuerte-sin aireacion (AFSA), sin
agitacion-aireacion suave (SAAS), sin agitaciOn-aireacion fuerte (SAAF), agitacion fuerte-
aireacion fuerte (AFAF). Todos estos cultivos se realizaron con citrato férrico como fuente de

carbono.

Una vez obtenidos los extractos totales de pigmentos a partir de cada uno de estos
cultivos, se cuantificaron los pigmentos comprendidos entre los tiempos de retencion de 12y 16
min, expresando los resultados en tanto por ciento de la suma total del area de los picos del
cromatograma a la longitud de onda medida, mg/L. de pigmento en el cultivo y pg de
pigmento/10°cel. Las cantidades de pigmento se determinaron utilizando la formula descrita en
el apartado de material y métodos dedicado a la cuantificacién de pigmentos. El poeﬁciente de

extincion especifico que se empleé fue el obtenido para el pico 1.

En la figura 3.42 se muestran las proporciones relativas de los distintos picos responsables
del color rojo. El pico 1 siempre fué el mayoritario, ademas de que su proporcién aumenta en
condiciones de fuerte aireacion. Por el contrario, el porcentaje del pico 3 aumenta cuando la
aireacion es suave. El pico 2, que corresponde a la suma de los picos 2a y 2b, fue siempre

minoritario.
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Estas diferencias se ponen mas claramente de manifiesto al representar el contenido de los
pigmentos tanto por volumen de cultivo (figura 3.43) como por célula (figura 3.44). La
combinacion AFAF es la que proporciona una coloracion roja mas intensa del cultivo, debido al

mayor contenido del pico 1.
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SASA | ASSA | ASAS | AFSA | SAAS | SAAF | AFAF
PICO1 82.427 87.077 69.157 66.978 59.28 94,784 96.684
PICO2 207 2.63 1.928 0.598 5.07 1.72 2.587
PICO3 15.502 10.289 28914 32424 35.645 3.486 0.728

Figura 3.42: Proporciones relativas de los distintos picos responsables del color rojo,

dependiendode las condiciones de agitacion y aireacion establecidas en el cultivo (ver texto).
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Figura 3.43: Contenido en mg/L. de pigmento en los cultivos correspondientes a los picos
cromatograficos 1, 2 (suma de los picos 2a y 2b) y 3, dependiendo de las condiciones de agitacion
aireacion establecidas en el cultivo (ver texto).
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Figura 3.44: Contenido en pg 10 células, de pigmento en los cultivos correspondientes a los
picos cromatograficos 1, 2 (suma de los picos 2a y 2b) y 3, dependiendo de las condiciones de

agitacion aireacion establecidas en el cultivo (ver texto).

Ef 1 ncen ion de oxigeno en ¢l medio.

Para determinar si el efecto que favorece el incremento de produccion del pico 1 es el
oxigeno que contiene el aire, se someti6 al cultivo a una aireacion suave sin agitacion, durante 24
horas al cabo de las cuales, se retir6 la mitad de volumen del cultivo y se extrajeron sus
pigmentos. La otra mitad se someti6 a una inyeccién de oxigeno a saturacion durante una hora,
y pasado este tiempo se extrajeron los pigmentos del cultivo restante. Como puede verse en las
figuras 3.45 y 3.46 se produjo un cambio sustancial en la produccion de pigmentos, triplicandose
la produccion celular del pigmento correspondiente al pico 1, poniendose en evidencia la relacion

directa entre el oxigeno y la produccion del pigmento 1.
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Figura 3.45: Cambio del contenido, en mg/L, de pigmentos de la cepa bacteriana TSHR3, al

someter un cultivo de 24 horas (SAAS 24) a saturacion de oxigeno durante 1 hora (SAASoxi).
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Figura 3.46: Cambio del contenido, en pg 10 células, de pigmentos de la cepa bacteriana
TSHR3, al someter un cultivo de 24 horas (SAAS 24) a saturacion de oxigeno durante 1 hora

(SAASoxi).
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No obstante, para comprobar si el incremento del pico 1 revertia, en condiciones de baja
o nula concentracion de oxigeno en el medio de cultivo, se repitieron las condiciones del
experimento anterior y, después de finalizar el periodo de inyeccion de oxigeno durante una hora,
se procedio a burbujear nitrogeno para desplazar el oxigeno disuelto y ver su efecto a lo largo del
tiempo. En la figura 3.47 se puede comprobar la variacion del contenido de las tres fracciones
estudiadas, al cabo de 2, 12 y 24 horas de inyeccion de nitrogeno. El porcentaje relativo del pico
1 apenas varia, siendo en cualquier caso dominante, mientras que la produccion del pico 3,
respecto al pico 2, aumenta en condiciones de baja o nula concentracién de oxigeno. La variaciéon
del contenido de pigmentos, en funcion del volumen de cultivo, no refleja la disminucién que se
produce en el pico 1 hasta las 24 horas (figura 3.47 B), dado que la poblacion bacteriana se
incrementa notablemente durante las 12 primeras horas, a partir de las cuales apenas existe
aumento de la densidad de células al haber alcanzado la poblacion la fase estacionaria. La
disminucion del contenido de pigmentos y, en paricular, del pico 1 como resultado de la inyeccion
de nitrogeno, si se pone claramente de manifiesto cuando se expresa por célula (figura 3.47 C),
aunque no de forma rapida (no se aprecia en las primeras horas). Estos resultados dan a entender,
en primer lugar, que existe un relacion clara entre el contenido celular de los pigmentos
responsables de la coloracion roja de la bacteria y la concentracion de oxigeno en el medio. En
segundo lugar, que la produccion de estos pigmentos, como respuesta a concentraciones de
oxigeno elevadas, es mucho mas rapida que la reversion a los contenidos celulares iniciales de

estos pigmentos, al exponer a la poblacion bacteriana a bajas concentraciones de oxigeno.
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Figura 3.47: Evolucion del contenido en pigmentos de la cepa bacteriana TSHR3, al someter un
cultivo de 24 horas a saturacion de oxigeno y posterior inyeccion de nitrogeno durante 2, 12 'y
24 horas. El resultado para cada una de las fracciones se muestra en A; porcentaje relativo de area

de pico, B; mg/L de pigmento en el cultivo y C; pg 10 células.
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3.3.6.- Identificacion y determinacion de la producciéon de un tensioactivo

producido por una cepa de P. aeruginosa

Descripcion de la cepa bacteriana
La cepa bacteriana TCOR3 ha sido identificada como Pseudononas aeruginosa (Schroter,
1872) Migula 1900, 884 (Bacilarium aeruginosum Schroeter 1872,126).

Segun el Manual Bergey de sistematica, dentro de esta especie bacteriana se pueden
observar dos tipos de colonias. Una de ellas corresponde a colonias grandes, lisas, con bordes
suaves y centro elevado, y el otro son pequeiias, rugosas y concavas. Las colonias del primer tipo
son frecuentes en el material clinico, mientras que las colonias pequefias son mas frecuentes en
los entornos naturales. El paso de colonias grandes a colonias pequefias es frecuente, sin embargo
lo contrario es extremadamente raro. Ademas de estos dos tipos de colonias, existe un tercer tipo
menos frecuente, que son colonias mucosas, y se suelen aislar a partir de las secreciones del tracto
urinario y respiratorio. Este tipo fue observado por primera vez por Sonnershein en 1927. Los
mutantes mucosos de P. aeruginosa se pueden dividir en dos grupos dependiendo de si producen
la mucosidad (alginato) en un medio quimico definido o no. Ademas de Pyoverdina y Pyocianina,

algunas cepas pueden producir otro tipo de pigmentos, incluido uno rojo oscuro.

Se puede aislar de suelos y aguas, y particularmente de medios enriquecidos para
bacterias denitrificantes. Se aislan facilmente de especimenes clinicos (de heridas, quemaduras e
infecciones del tracto urinario). Es el agente causante del “pus azul” origen del sindénimo
pyocianeus. Ocasionalmente es un patogeno de plantas. La cepa aislada de las hojas de tabaco ha
sido llamada P. polycolor (Clara, 1930).

La especie se puede subdividir en distintos subgrupos dependiendo de las propuestas
epidemiologicas. La temperatura 6ptima de crecimiento es de 37°C y el contenido en G+C del

ADN es 67,2 (Bd). La cepa tipo es: ATCC 101455 (NCIB 8295; NCTC 10332).

La cepa TCORS3 es del tipo mucoso, siendo capaz de crecer en un rango de salinidad entre

0% y 8%; asi que se la puede considerar una cepa eurihalina segun la clasificacion de Brisou
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(1980), o halotolerante segiin Kushner (1985). Tanto en medio solido como liquido colorea el
medio de un color verdoso caracteristico, desprendiendo un olor agradable. Excreta un
compuesto que se difunde en el medio y es capaz de inhibir el crecimiento de otras cepas
bacterianas. En cultivos liquidos, al ser agitados, se produce una abundante cantidad de espuma

perdurable. Este ultimo hecho fue el que indujo el estudio del agente causante de la espuma.

En los cultivos de microalgas no es frecuente su presencia y se la puede considerar como
un agente contaminante mas que como una bacteria acompaiiante de las microalgas, como ya se
ha comentado anteriormente. Aunque se ha detectado que P. aeruginosa puede inhibir el
crecimiento de algunas microalgas (Dakhama ef al, 1993), en los cultivos de los que se aislo esta

cepa bacteriana no se observo ningun efecto patologico sobre las mismas.

Identificacién del tensioacti

Pseudomonas aeruginosa es un productor de uno de los grupos de biosurfactantes mas
conocidos, los ramnolipidos (Fleming ef al, 1994, Guerra-Santos ef al, 1984, Zhang & Miller,
1995). Estos glicolipidos se dividen en dos grupos principales: el R1, que consiste en dos
moléculas de ramnosa y dos moléculas de acido $-hidroxidecanoico, y el R2, que es igual excepto
en que posee solo una molécula de ramnosa (Guerra-Santos ef a/, 1984). Este tipo de compuestos

es producido por la bacteria cuando el sustrato es un hidrocarburo, glicerol, glucosa o peptona.

Una vez purificada la fraccion mediante el procedimiento descrito por Nakano ef al
(1991), se analiz6 mediante la técnica de FAB (Fastt Atom Bombard) de Espectrometria de
Masas. Mediante este procedimiento se determiné la presencia de dos compuestos principales con
masas de 647 y 663 (figura 3.48), que coinciden con las masas correspondientes a un ramnolipido,
del tipo R1. Segin Zhang & Miller (1995), dentro de este tipo de compuestos es frecuente
encontrar dos formas: una acida y otra que es un ester de metilo (figura 3.49), ambas formas son
producidas por P. aeruginosa en una mezcla. En el caso estudiado parece que encontramos estas
dos formas, debido a la diferencia de masa existente entre los picos del espectro de masas que

representan el idn molecular.
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Figura 3.48: Espectro de masas obtenido mediante la técnica FAB (Fastt Atom Bombard) del

extracto del sobrenadante de los cultivos de P. aeruginosa.
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Figura 3.49: Estructura de un ramnolipido del tipo R1.

Ademas de este andlisis se aplico la cromatografia liquida de aita eficacia (HPLC) sobre
extractos obtenidos a partir del sobrenadante del cultivo bacteriano; el cromatograma obtenido
se muestra en la figura 3.50. Como se puede ver entre los minutos 2 y 6, aparece un grupo de
picos, que son los que corresponden a las distintas formas del glicolipido. En Zhang & Miller
(1995) encontramos una referencia a la metodologia de HPLC, sin embargo, los resultados
obtenidos y la metodologia empleada no se muestran debido a que corresponden a un trabajo
realizado por la compaiiia Kyowa Hakko Kogyo Co., y no han sido publicados, aunque los
autores mencionan que en los cromatogramas obtenidos por esta compafiia aparecian cuatro picos
que correspondian a distintas formas del ramnolipido y que diferian poco entre si. En el caso
estudiado por nosotros, se han obtenido cuatro picos y, segun se ve en la figura 3.51, sus
espectros varian poco entre si. Se pueden apreciar que dos de los cuatro picos son mayoritarios,
picos 1y 4 (figura 3.51 Ay B). Los espectros de éstos aunque poseen los mismos méaximos de
absorcion, es de destacar la presencia de un pequefio hombro alrededor de 270 nm en el espectro
de absorcion del pico 4 (figura 3.51B). Si tenemos en cuenta que en el tipo de columna que se ha

empleado para la cromatografia los compuestos mas polares poseen tiempos de retencion
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menores, se puede afirmar que la formas acidas tendran tiempos de retencion menores que las
formas con un éster de metilo; consecuentemente, se puede asimilar el pico 1 a la forma acida del
ramnolipido y el pico 4 al éster de metilo. Por lo tanto, esta metodologia permite distinguir ambas
formas, tanto por sus tiempos de retencién como por sus espectros de absorcion. El pico 2 del
cromatograma posee un espectro de absorcion similar a los dos mayoritarios (figura 3.51C),
coincidiendo los maximos de absorcion. El espectro del pico 3 (figura 3.51D) difiere ligeramente

en sus maximos y en su forma de los espectros de los tres anteriores.
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Figura 3.50: Cromatograma, obtenido mediante HPLC, de un extracto del sobrenadante de un

cultivo de la cepa bacteriana TCOR3 (Pseudomonas aeruginosa)
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del sobrenadante de la cepa bacteriana TCOR3
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Como se puede ver en la figura 3.52, cuando la fuente de carbono es glucosa, los picos

1, 3 y 4 poseen un maximo de produccion a 3,5%, de salinidad, mientras que cuando la fuente de
carbono es citrato férrico, solo los picos 2 y 4 dan un maximo de produccion a una salinidad del
3,5°/, . Con esta ultima fuente el pico 1 se mantiene mas o menos constante a las diferentes
salinidades, y el pico 3 da un méaximo al 5%, de salinidad. Si se observan los porcentajes relativos
de las distintas formas del tensioactivo, figura 3.53A, se observa que la forma correspondiente al
pico 4 es mayoritaria en las distintas salinidades cuando la fuente de carbono es citrato férrico,
y a partir de 2%/, cuando la fuente de carbono es glucosa, notandose sin embargo, una evolucion

simétrica de los picos 1 y 4 en las dos fuentes de carbono.

Si se comparan los picos cromatograficos obtenidos mediante la técnica de HPLC en las
distintas fuentes de carbono, figura 3.53B, se observa que el incremento de la produccion de las
distintas formas del tensioactivo es superior en glucosa, excepto en el caso del pico 2, que es
producido en mayor cantidad cuando la fuente de carbono es citrato férrico.
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Figura 3.52: Produccion, en mg/L, de las distintas formas del ramnolipido a distintas salinidades

en glucosa y citrato férrico por parte de la cepa bacteriana TCOR3.
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4.1 -IDENTIFICA‘CI(')N DE BACTERIAS ASOCIADAS A LOS CULTIVOS DE
MICROALGAS

El conocimiento del papel de las bacterias acompaiiantes de los cultivos de microalgas es
alin escaso, aunque se han propuesto varios tipos de relaciones entre ambas poblaciones (Aubert
& Aubert, 1986, Button, 1994, Cole, 1982, Jorris, 1977, Pridle et al, 1995). Para poder
determinar el tipo de relacion que se establece entre las microalgas en cultivo y sus bacterias
asociadas, es conveniente tener un conocimiento previo de las especies bacterianas implicadas.
Las referencias sobre este tipo de estudios son muy escasas, asi por ejemplo, Berland ez al (1969)
hacen un estudio en este sentido, situando a sus aislados bacterianos en los géneros,
Pseudomonas, Vibrio, Agarbacterium, Achromobacter, Flavobacterium, Micrococcus y
Staphylococcus. Sin embargo, estos autores, no relacionaron los distintos grupos bacterianos y

sus algas de procedencia.

En este estudio, no se planteaba lievar a cabo una identificacion taxonomica de las
distintas especies bacterianas asociadas a cada especie de microalga, sino determinar de una
manera sencilla los distintos grupos bacterianos implicados. La aplicacion de técnicas de
secuenciacion del ARNr 168 ha puesto de manifiesto la gran variedad de bacterias existente en
el medio marino (Kramer & Singleton, 1993, Rochelle ez al., 1994). De este modo, esquemas para
la identificacion de bacterias marinas, como el de Oliver (1982), solo permiten realizar una
aproximacion a la identificacion de grupos bacterianos, ya que la mayor parte de los casos resultan

insuficientes en agua de mar.

El resultado obtenido de la serie de pruebas rapidas empleadas en esta memoria, ha
mostrado una gran variabilidad dentro de las bacterias que se han aislado y purificado (tabla 3.1).
En el proceso de aislamiento se observo la presencia de un nimero mayor de cepas bacterianas
de las que se han conseguido aislar. Esta afirmacion se basa en el hecho de que se observaron
morfologias de colonias que posteriormente no se observaban en los cultivos bacterianos puros,
y en la suposicion de que al efectuar una dilucion de las muestras, para conseguir colonias
aisladas, se perdian un mimero de poblaciones bacterianas, de presencia minoritaria, que no se han

logrado detectar.



127 Discusion

Los resultados obtenidos en la identificacion bacteriana han sido escasos y solo se han
logrado identificar 11 cepas del total de ellas aisladas. Ante el hecho de que los sistemas de
identificacion no permitian ir determinando la evolucion de las distintas poblaciones bacterianas
en los cultivos de microalgas, se ha recurrido a la morfologia de las colonias que permite

distinguir con cierta facilidad distintas cepas, y de este modo cumplir el objetivo propuesto.

El escaso numero de bacterias identificadas y la dificultad para generar grupos de
asociacion (clusters) no ha permitido analizar el grado de afinidad entre las bacterias y las
microalgas. La unica observacion que permite determinar algun tipo de asociacion, es la presencia
de las bacterias de color rojo, identificadas como Alteromonas sp., en casi todos los cultivos de
microalgas estudiados, mas adelante se discutira el posible tipo de asociacion que se establece
entre las microalgas y este grupo bacteriano. A su vez es de destacar la gran abundancia de
bacterias G- (84,7%) presentes en los cultivos de microalgas. El estudio de los intervalos de
tolerancia a la salinidad ha permitido determinar la existencia de dos grupos de bacterias; un
grupo muy sensible a la composicion salina del medio, que tolera entre 1 y 8% de salinidad
(bacterias moderadamente halofilas, Brisou, 1980), y un segundo grupo con tolerancias a la
salinidad comprendidas entre 0 y 16% de salinidad o mas (que segun ambos autores

corresponderia a bacterias halotolerantes).

Entre las cepas bacterianas identificadas, se observa la presencia de tres patogenos, como
son: Pasteurella sp,. Vibrio damsela 'y Pseudomonas aeruginosa. De estos tres, los dos primeros
son patdgenos de peces, mientras que el tercero es un patdogeno oportunista tanto para las
microalgas, como para los organismos que se alimenten de estas microalgas o los consumidores
finales de estos organismos. La identificacion esporadica de estas tres cepas, en solo tres especies
de microalgas, permite considerarlas como minoritarias y ocasionales. El intervalo de tolerancia
a la salinidad de Pasteurella sp (0-16%) y Pseudomonas aeruginosa (0-8%), permite que puedan
desarrollarse en un medio rico en nutrientes como el que constituye un cultivo de microalgas
(Azam et al, 1993, Bjomnsen, 1988, Boetius & Lochte, 1994, Chrost & Faust, 1983, Cole 1982),
cuando por alguna razon contaminan estos. La presencia de estas bacterias indica que los cultivos

de microalgas pueden ser portadores potenciales de patogenos, aspecto que ya habi sido



Capitulo 4 128

reportado anteriormente (Guillard, 1959, Openheimer, 1955). Sin embargo, la baja frecuencia de
estos grupos bacterianos entre las distintas especies de microalgas estudiadas, hace suponer que

la incidencia de infecciones microbianas a partir de cultivos de microalgas es muy escasa.

4.2.- INTERACCION MICROALGA-BACTERIAS

Uno de los objetivos planteados al iniciar este estudio fue caracterizar las relaciones
existentes entre una determinada microalga y sus bacterias asociadas, en base a la evolucion de
sus respectivas poblaciones a lo largo del crecimiento en cultivo. Hay indicios de que las bacterias
pueden ser responsables de los colapsos de los cultivos de microalgas, ya sea por una
competitividad por los nutrientes o por la excrecion de toxinas (Dakhama ef al, 1993, Darveau
& Lynch, 1977). Sin embargo, existen pruebas de que las bacterias favorecen el crecimiento de
las algas, poniendo a su disposicion factores de crecimiento, como vitaminas, agentes quelantes,
etc. (Berland ef al, 1969, 1970, Forlani et al, 1989 Kesthacher-Liebson et al, 1995, Ukeles &
Bishop, 1975). Una de las hipotesis mas recientes, plantea la posibilidad de que las microalgas ven
favorecido su crecimiento por la retirada de oxigeno de su entorno inmediato por parte de las
bacterias, ya que de este modo se ve incrementada la eficiencia fotosintética (Escher e al, 1982,

Mouget et al, 1995).

Como se ha visto hay una gran variedad de cepas bacterianas presentes en los cultivos
de microalgas. Sin embargo, el comportamiento, en lo que se refiere a los principales parametros
que definen el crecimiento, de casi todas ellas es similar, al menos, en los seis casos estudiados.
En la serie de curvas de crecimiento obtenidas, se aprecia un paralelismo entre las curvas de
crecimiento de las microalgas y de las bacterias asociadas, lo que permite pensar en la existencia
de algan tipo de asociacion entre ambas poblaciones. Clasicamente, se ha pensado que las
bacterias se aprovechan de los productos resultantes del metabolismo secundario de las
microalgas (Anderson e al, 1981, Simon & Tilzer, 1987, Bird & Duarte, 1989, Obernosterer &
Herndl, 1995). Sin embargo, estos metabolitos son mas abundantes durante las fases de retardo
y estacionaria del crecimiento de la poblacion de microalgas, por lo que cabria esperar un mayor
crecimiento de las bacterias segun envejece el cultivo de microalgas. Como se ha visto, esto no

sucede en los cultivos estudiados, ya que la fase de crecimiento exponencial de las poblaciones
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bacterianas coincide, en la mayor parte de los casos, con la fase exponencial de crecimiento de
las microalgas. Ademas, como se ve en las graficas de evolucion de nutrientes, hay un incremento
importante del carbono organico disuelto (COD) segun envejecen los cultivos que, en los seis
casos estudiados, las bacterias no aprovechan, al menos, de un modo eficaz, coincidiendo con la
idea expuesta por algunos autores de que el uso del COD por parte de las bacterias no es todo
lo eficaz que cabria esperar (Chrost & Faust, 1983, Lindell et al, 1995). Sin embargo, el
ineficiente uso del COD por parte de las poblaciones bacterianas, no implica la similitud entre las
curvas de crecimiento de algas y bacterias asociadas a estas. Por tanto se puede afirmar, que en
los casos estudiados las dos poblaciones establecen un tipo de relacion total, o parcialmente

independiente del COD.

Muchos autores indican a su vez, la importancia de la fuente de N y del equilibrio N:P en
la relacion que se establece entre bacterias y microalgas marinas en entornos naturales (Anderson
etal, 1981, Azam 1993, Berman et al, 1994, letswart et al, 1994, Kroer et al, 1994, Obernosterer
& Herndl, 1995, Pridle ef al, 1995), sin embargo, en los resultados obtenidos no se puede
establecer ninguna relacion entre el consumo de N y P, y el crecimiento de la poblacion de
bacterias y microalgas. Esto, puede ser debido a que el medio de cultivo empleado posee Ny P
en exceso, comparado con un entorno natural, y por tanto no han sido un factor limitante para el
crecimiento de ninguna de las poblaciones. Es decir sobre la base de este hecho, se puede decir
que no se establece una competencia entre las dos poblaciones por los nutrientes aportados en el
medio /2 de Guillard.

Las cepas de bacterias puras, aisladas en esta memoria, no crecen en agua de mar con
medio /2 de Guillard, esto indica que hay algun tipo de dependencia por parte de las bacterias con
las microalgas. Para comprobar si existe una dependencia en sentido contrario, es decir si se
aprecia un mejor crecimiento de las algas en presencia de bacterias como indican algunos autores
(Ukeles & Bishop, 1975, Bertrand ef al, 1970, Forlani ef al, 1989, Kesthacher-Liebsen ef al,
1995), se han intentado axenificar los cultivos de tres de las especies estudiadas, y comprobar si
estas dependen de algun modo de la presencia de este tipo de bacterias. Sin embargo, en los
intentos de axenificacion no se han obtenido resultados satisfactorios, en el sentido de que o los

cultivos se colapsan (como en el caso de R salina), o el alga sufre aparentemente graves
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alteraciones morfologicas (como en el caso de N. gaditana), pudiendose deber este hecho al
efecto del antibidtico mas que a la ausencia bacteriana, o en otras ocasiones (como en el caso de
1. suecica) se logra una reduccion del nimero de bacterias pero sin lograr la axenificacion
completa. Dado que en los cultivos de microalgas no existe una sola poblacion bacteriana, sino
una mezcla de varias, cabe esperar que haya distintos tipos de interaccion alga bacteria segin la
subpoblacion bacteriana. En este estudio, los unicos experimentos en este sentido se han realizado
con N. gaditana, cuyos cultivos axénicos presentan un crecimiento menor que los habituales y

apenas presenta diferencias cuando se reinfectan por separado con tres cepas bacterianas.

Se puede encontrar un gran nimero de referencias sobre la proliferacion de resistencias
a antibioticos en las bacterias en general y marinas en particular (Spangaard ef al, 1993, Sizemore
et al, 1977, Andersen ef al, 1994). Muchos autores han recomendado el uso de antibioticos
(Cotrell et al, 1993, Droop, 1967), para la axenificacion de cultivos y de este modo se encuentran
en el mercado una serie de soluciones antibidticas, como por ejemplo las descritas por Provasoli
y Guillard (Sigma). De las pruebas realizadas con estos antibioticos comerciales y con las mezclas
empleadas durante la realizacion de este trabajo, se puede decir que no es recomendable el uso
de antibioticos como un sistema de axenificacion rutinario, ya que como se ha visto, los
antibidticos pueden afectar de modo negativo al cultivo de microalgas o sencillamente no afectar

de un modo eficiente a las bacterias presentes en los cultivos.

Ya se ha comentado anteriormente el paralelismo que, en general, existe entre el
crecimiento de las distintas poblaciones de microalgas y el de sus bacterias asociadas. Este
paralelismo se pone especialmente de manifiesto si se representa en cada caso la densidad de
células bacterianas frente a la de la microalga (figura 4.1). En todas las especies existe una
correlacion lineal aceptable, durante todo el desarrollo del cultivo o, al menos, durante su fase
exponencial de crecimiento. En N. gaditana, I. galbana y P. cruentum, durante la fase de
crecimiento retardado o estacionaria la pendiente de la relacion poblacion bacteriana-poblacion
algal disminuye o incluso es negativa, bien por la propia naturaleza de las distintas poblaciones
bacterianas asociadas a cada especie algal, o bien por la presencia de metabolitos algales que

afectan negativamente al crecimiento bacteriano.
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Figura 4.1: Numero de bacterias totales por mililitro frente a microalgas por mililitro, en los seis

casos estudiados.

Asimismo, existen particularidades que afectan tanto a la poblacion total de bacterias
como a las subpoblaciones estudiadas. El caso de R. salina es el unico en que la poblacion
bacteriana total supera a la de la microalga, en cultivos sembrados a partir de inéculos de siete
dias de edad. En /. galbana, todas las subpoblaciones bacterianas estudiadas descienden al entrar
las microalgas en fase estacionaria, y en 7. suecica sucede unicamente en la subpoblacion TR. Por

el contrario, la subpoblacion CAM de C. calcitrans inicia su fase de crecimiento exponencial
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cuando la poblacion de microalgas alcanza la fase estacionaria.

Los experimentos destinados a estudiar el crecimiento de las poblaciones de microalgas
y sus bacterias asociadas, se han planteado a dos densidades de cultivo inicial, alto y bajo. El alto
indculo corresponde a una densidad inicial de aproximadamente el 10% de la densidad final de
los cultivos, y el bajo indculo es siempre un orden de magnitud menor que el alto inoculo. Con
esto se ha pretendido determinar el efecto que causa sobre el crecimiento de las poblaciones
bacterianas, la diferencia de densidad inicial de la poblacion de microalgas. Como se puede ver
en las distintas curvas de crecimiento obtenidas, a las dos densidades de cultivo inicial, la
densidad de in6culo no parece afectar al paralelismo de crecimiento entre en ambas poblaciones,
microalgas y bacterias. Sin embargo, existen diferencias en los parametros que caracterizan las
curvas de crecimiento, asi, las tasas exponenciales de crecimiento de 7. suecica, N. gaditana'y
C. calcitrans, son diferentes dependiendo del indculo inicial, mientras que /. galbana, R. salina
y P. cruentum son iguales. En cuanto a los rendimientos totales, en todos los casos estudiados no
hay diferencias significativas entre cultivos sembrados con alto y bajo indculo, pero si existen
diferencias en lo que respecta a los rendimientos optimos, que normalmente suelen ser menores

con bajos indculos ya que la duracion del crecimiento es mayor.

La edad del inoculo tiene una clara influencia sobre el crecimiento bacteriano, aumentando
hasta dos ordenes de magnitud la densidad de células, en cultivos sembrados con inéculos
envejecidos, respecto a los sembrados con inoculos jovenes, con excepcion de R. salina. Sin

embargo, el crecimiento algal, en general, no se ve afectado sensiblemente por este factor.

Las relaciones existentes entre las densidades de células de las distintas poblaciones ya es
un dato de interés, pero esta informacion se implementaria notablemente si se determinan las
relaciones existentes entre sus biomasas. Estas determinaciones no son faciles de llevar a cabo con
la suficiente precision, y aunque existen en la bibliografia factores de conversion de biovolumen
a biomasa para las poblaciones bacterianas (Lee & Fuhrman, 1987) y microalgales (Agusti et al,
1987), se ha considerado conveniente tomar como referencia los datos del volumen celular,
determinados directamente en cada microalga y el volumen medio estimado para las células
bacterianas, en ninglin caso, para cultivos sembrados con inoculos jovenes, el biovolumen de la

poblacion bacteriana total supone un valor superior al 0,4% del biovolumen algal (figura 4.2).
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4.3.-ESTUDIO Y CARACTERIZACION DE PRODUCTOS DE POSIBLE INTERES
BIOTECNOLOGICO

4.3.1.-Identificacion y estudio de la produccion de pigmentos en Alteromonas

Las cepas bacterianas de color rojo intenso, aisladas a partir de un gran nimero de
microalgas, producen una serie de pigmentos que se han estudiado mediante HPLC. En el analisis
que se ha realizado mediante esta técnica aparecen tres grupos claramente definidos, el primer
grupo entre los minutos 12 a 16, este grupo es el principal responsable del color rojo de las
bacterias y en €l se encuentra el pigmento mayoritario. El segundo grupo lo componen dos picos,
con tiempos de retencion alrededor del minuto 18, que tienen los mismos espectros de absorcién
y se distinguen Gnicamente por los tiempos de retencion. Estos pigmentos son de color amarillo,
y su espectro es muy similar a los de las xantofilas con los mismos maximos de absorcion de la
3,4,3',4'-tetrahidrobisanhydrobacterioruberina, 3,4,3',4'-tetrahidrospirilloxantina, lycoxantina,
lycopeno y lycofila (Foppen, 1971, Bauernfeind, 1981). Sin embargo, ninguno de estos
carotenoides esta epoxidado y como se ha dicho en el capitulo de resultados estos pigmentos de
color amarillo si lo estan, por lo que cabe la posibilidad de que se trate de formas epoxidadas de
alguno de estos carotenoides o de alguno similar. La purificacion del pico principal de este
segundo grupo de pigmentos ha sido insuficiente para someterlo a RMN y andlisis de
espectrometria de masas, ya que era aislado de extractos que daban medidas de absorbancia muy
altas, pero sin embargo se obtenia poca masa a partir de ellos. Es de suponer por tanto, que
poseen un coeficiente de extincion especifico muy alto. El tercer grupo esta constituido por una
serie de pigmentos minoritarios, con tiempos de retencion entre los minutos 20 a 25 y posee
también unos espectros similares a los de las xantofilas. Lo destacable de este grupo es que se
produce un desplazamiento progresivo entre los maximos de absorcion de estos picos hacia el
ultravioleta, de este modo el pico 5 tiene el maximo de absorcion a 474nm, claramente en el
visible, mientras que el pico 7 tiene su maximo a 393 nm, ya en el ultravioleta, de hecho a
continuacion de este pico se detecta la cola de otro que se encuentra en €l UV y cuyo maximo
esta por debajo de 350 nm, que ha sido el limite de deteccion en los analisis realizados mediante

HPLC.
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Aunque el espectro de absorcion de la fraccion principal y su peso molecular (Pm=666)
no difiere del de un carotenoide, el hecho de que la iinica extraccion eficiente se consiguiera con
triclorometano, ya hacia pensar que se trataba de un lipido de distinta naturaleza. Los analisis de
RMN de proton y de *C indican la presencia de una cadena larga alquilica, que no corresponde
con lo que cabria esperar en un compuesto del tipo de los carotenoides. La estructura propuesta,
con un anillo, que podria ser una quinona, y dos largas cadenas alquilicas, es la que mejor se
ajusta a las caracteristicas del compuesto: naturaleza lipidica, peso y estructura molecular, que

permite la obtencion de los maximos de absorcion que se han detectado.

Las bacterias productoras de este pigmento caracteristico, son uno de los grupos
bacterianos que aparece con mas frecuencia asociado a las distintas cepas de microalgas de la
coleccion. En ninguno de los 6 casos de microalgas estudiados, este grupo bacteriano representa
la poblacion bacteriana mayoritaria asociada al cultivo de microalgas, pero si una de las
poblaciones bacterianas mas abundantes, como sucede en el caso de T. suecica o C. calcitrans.

Sin embargo, en los cultivos de 1. galbana aparece como poblacion minoritaria.

Como se ha visto, la produccion de pigmentos responsables del color rojo de Alteromonas
spp. esta estrechamente relacionada con el oxigeno disuelto en el medio de cultivo. En una
primera aproximacion, para contrastar el efecto de las condiciones de agitacion-aireacion sobre
la produccién de las distintas fracciones, se pone de manifiesto un claro incremento del pigmento
mayoritario (pico 1) con una agitacion fuerte-aireacion fuerte y unas situaciones intermedias con
el resto de las condiciones. Estas respuestas intermedias van a depender de la concentracion de
aire disuelto que, a su vez, va a estar en funcion del tamafio de la burbuja y el régimen de

turbulencia, parametros que no han sido determinados en las condiciones experimentales.

Asimismo, ¢l aumento del contenido celular del pico 1, al someter el cultivo a una
concentracion saturante de oxigeno durante una hora, corrobora el resultado anterior. Es de hacer
notar la respuesta inversa del pico 3, respecto al pico 1, en todos los casos. Esto no es de
extrafiar, ya que el tiempo de elucion del pico 3 es mayor que el del pico 1, lo que es indicativo
de un compuesto menos oxidado. Las bajas concentraciones o ausencia de oxigeno en el medio

provoca una disminucion en el contenido celular del pigmento mayoritario, aunque este proceso
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es mas lento que el anterior. Este tipo de respuesta no es raro y se ha descrito de manera similar
en microalgas carotenogénicas, como Dunaliella salina, donde la tasa de produccion de
pigmentos frente a factores de estrés es mucho mas rapida que la reversion a las condiciones

iniciales (Borowitzka & Borowitzka, 1988).

Como se ha indicado anteriormente estas bacterias producen una gran cantidad de
exopolimero laxo, de naturaleza peptidica, y que se adhiere con facilidad a las superficies. Segin
Decho (1990) a los exopolimeros de distintos microorganismos se les pueden atribuir diversas
funciones. Por un lado, pueden crear microentornos alrededor de la bacteria, protegiéndola de
agentes externos y amortiguar los efectos producidos por cambios rapidos en el ambiente, como
pH, salinidad, desecacion o régimen de nutrientes. Asimismo estas excreciones juegan un papel
muy importante en la union bacteriana a superficies y, a su vez, secuestran y concentran
nutrientes, a la vez que ofrecen un soporte para el funcionamiento de los exoenzimas. También
pueden adoptar funciones de proteccion contra metales pesados y/u otras toxinas. De este modo
podemos decir que el exopolimero bacteriano representa un mecanismo primario de relacion entre

la bacteria y su entorno.

Se ha observado que el grupo de pigmentos de color rojo se encuentra distribuido en el
exopolimero. Aunque no se ha estudiado, ni la fraccion de pigmentos ni la cantidad de pigmento
presente, aparentemente, en el exopolimero se encuentra una fraccion importante de los

pigmentos responsables del color rojo.

Existen autores como Escher & Characklis (1982) y Mouguet ef al (1995), que mantienen
la hip6tesis de que la presencia de bacterias en los cultivos de microalgas, suponen para estas un
efecto beneficioso, dado que disminuyen el exceso de oxigeno acumulado en el entorno préximo
a la célula (ficosfera) como resultado de la actividad fotosintética. Esta retirada de oxigeno
evitaria o, al menos, reduciria los riesgos de fotorespiracion, dado que la enzima ribulosa bifosfato
carboxilasa-oxigenasa (RubisCo) tiene mayor afinidad por este elemento que por el CO,. Sin
embargo, no cabe pensar que este hecho suponga ninguna ventaja de Alferomonas frente al resto
de las poblaciones asociadas a los cultivos de microalgas, ya que, como ya se ha indicado, en

ningtin caso ha supuesto la poblacién mayoritaria. No obstante, seria interesante en un futuro
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comprobar si la presencia masiva de esta bacteria, inoculandola artificialmente en los cultivos de

microalgas, favorece la actividad fotosintética de las mismas.

4.3.2.- Estudio del agente tensioactivo purificado a partir de cultivos de la cepa

bacteriana TCORS (P. aeruginosa), aislada a partir de cultivos de microalgas

P. aeruginosa es una especie bacteriana muy versatil, siendo un patogeno oportunista de
distintas especies animales y vegetales (Manual Bergey, 1989). Recientemente se ha descrito la
produccion de compuestos antialgales por parte de esta especie (Dakhama ef al, 1993, Parhikova
et al, 1989), con lo cual hay que considerar la posibilidad de que esta bacteria sea también un
patogeno para las microalgas. Sin embargo, esta poblacion no aparece frecuentemente en los
cultivos de las microalgas estudiadas, en las condiciones de cultivo establecidas, y de hecho

unicamente se detecta la presencia de TCOR3 en cultivos muy envejecidos.

A pesar de que la presencia de esta cepa bacteriana no es significativa en los cultivos de
microalgas, el interés existente por los agentes tensioactivos ha impulsado el estudio de la
produccion del biosurfactante producido por P. aeruginosa. Tras la identificacion del compuesto
se ha procedido al estudio de este mediante las técnicas de HPLC, que se han empleado con éxito
en el estudio y la cuantificacion de agentes tensioactivos artificiales en sedimento y agua de mar
(Gonzélez Mazo, 1994). Ademas la metodologia de HPLC es un método directo para la
determinacién de los compuestos tensioactivos, con lo cual es mas eficiente que los métodos

indirectos empleados, CMC y tension superficial (Fiechter, 1992).

Como se ha dicho, es frecuente encontrar dos formas del ramnolipido R1, una forma acida
y otra con un éster de metilo (Zhang et al, 1995), esta diferencia ha permitido separar las dos
formas mediante el sistema de cromatografia empleado. Al comparar ambos espectros de
absorcion se aprecia que sus maximos coinciden, aunque la forma con el éster de metilo posee una
pequefia loma aproximadamente a 270 nm que no aparece en la forma acida, como se indica en
el capitulo de resultados (fig. 3.50). Esta caracteristica no cambia con la salinidad, por lo que se
puede proponer el uso de este método para distinguir estas dos formas del ramnolipido de un

modo rapido y sencillo. Ello ha permitido determinar facilmente como afectan las condiciones de
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cultivo a las proporciones de las distintas variedades del compuesto.

Se ha descrito que la glucosa es la fuente de carbono que provoca la mayor produccion
del tensioactivo en esta bacteria, pero en condiciones de agua dulce (Georgiou ef al., 1992,
Robert et al., 1989). En este trabajo se han comprobado dos fuentes de carbono, glucosa y citrato
férrico, esta ultima constituye la fuente utilizada en el medio de cultivo habitual. El resultado
obtenido pone claramente de manifiesto la mayor produccion del tensioactivo con glucosa, en la

cepa TCORS3 cultivada a la salinidad del agua de mar.

Se sabia igualmente que la salinidad no afecta a la estructura ni a la funcion del
tensioactivo por bacterias de agua dulce (Banat, 1995). Con la cepa estudiada en este caso el
optimo de produccion se obtiene a la salinidad del agua de mar, comprobandose también que la
salinidad no afecta a la composicion del tensioactivo y que su estructura es la misma que la del

tensioactivo producido por las cepas de agua dulce.

Ademas de los dos picos principales (picos 1 y 4) aparecen otros dos menores (picos 2
y 3) cuya naturaleza es desconocida, aunque cabe esperar que sean compuestos derivados de los

anteriores ya que sus espectros de absorcion son muy similares.
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1.- En los cultivos de microalgas marinas estudiados aparece una amplia variedad de
bacterias que se han caracterizado por el tamafio y forma de las colonias, asi como por sus
respuestas a distintas pruebas bioquimicas, aunque sin llegar en la mayor parte de los casos a su

identificacion taxonomica.

2.- La variabilidad de las caracteristicas bioquimicas y fisiologicas de las poblaciones
bacterianas ha impedido determinar el posible grado de especificidad entre una determinada
microalga y sus bacterias asociadas. En términos generales, las bacterias Gram negativas son las

mas abundantes representando el 84,7% de todas las cepas aisladas.

3.- Existe un claro paralelismo entre las curvas de crecimiento de las poblaciones de
microalgas y las de sus poblaciones bacterianas asociadas, que unido al hecho de que estas
bacterias no crecen en el medio de cultivo algal, lleva a la consideracion de que existe una relacion

de dependencia entre ambas.

4.- En el intervalo de valores ensayados, el tamafio del inculo no afecta al crecimiento
de las poblaciones, tanto de las microalgas estudiadas como de sus poblaciones bacterianas
asociadas. Asimismo, en las condiciones experimentadas, la edad del indculo tampoco influye
sustancialmente en el crecimiento de las microalgas, per si en el crecimiento bacteriano, que puede
aumentar su poblacion en algunos casos hasta dos ordenes de magnitud (/. galbana y C.

calcitrans), cuando se utilizan indculos envejecidos.

5.- Con excepcion de R. salina, cuando se utilizan indculos jovenes, las densidades de
células alcanzadas por las poblaciones bacterianas se mantienen por debajo de las alcanzadas por
las microalgas y, en cualquier caso, supone un porcentaje de biovolumen menor del 0,5% del
biovolumen algal. No obstante, existen diferencias notables respecto a la carga bacteriana que
soportan las distintas microalgas y que varian entre 0,5-10° UFC en N. gadifana hasta 10’ UFC

en R. salina.
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6.- La cepa bacteriana Alteromonas sp. posee un perfil pigmentario caracteristico, del que
se puede destacar la presencia de un pigmento mayoritario de color rojo, para el que tras los
analisis realizados se propone la siguiente formula quimica: 2-(1'oxo-3'exa,5',7',8', trimetil-
nonanil)-2,5-dien-3metil-4-etinil-6-(2",12"”-dihidroxy-3",4",5",6",7",8" 9" -heptametil-tridecanil)-
ciclohexanona. El coeficiente de extincion molar determinado para este pigmento posee un valor

de € = 8303,68.

7.- La produccion del pigmento de color rojo presente en la cepa bacteriana Alteromonas
sp. esta relacionada con la presencia de oxigeno en el medio de cultivo, incrementandose la
producion a altas concentraciones de este gas. A su vez, la produccién de este pigmento por
célula result6 ser dependiente de la fuente de carbono y de la presencia o ausencia de hierro en

el medio de cultivo, no afectando ninguno de estos parametros al crecimiento bacteriano.

8.- La cepa bacteriana Pseudomonas aeruginosa aislada a partir de cultivos de la
microalga Tetraselmis suecica, produce un compuesto tensioactivo identificado como un

ramnolipido del tipo R1.

9.- La produccion de este ramnolipido puede ser estudiada tanto cuantitativamente, como

cualitativamente mediante cromatografia de alta eficacia (HPLC).

10.- La produccioén del ramnolipido sintetizado por la cepa bacteriana Pseudomonas
aeruginosa esta influenciada por la salinidad del medio de cultivo, obteniendose un maximo de

produccion a la salinidad del agua de mar.
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