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Figura 7. Cromatograma obtenido por CLAE de los extractos etéreos
de las preparaciones de pigmento sometidas a oxidacién con éxido
de cobre. l:Aldehido protocatéquico; 2:Tirosoi’; 3:Acido p-hidro-
xibenzoico; 4:p-hidroxibenzaldehido; 5:Acido vanillico; 6:Acido
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Figura 8. Cromatogfama en capa fina de los éxtractos etéreos de las
preparaciones de pigmento tras tratamiento con 6xido de cobre. A:Re-
velado con acetato y observado a 360y 254 nm. B:Revelado con acétato
sbdico, p-nitroanilina y carbonato sédico. Al=p-hidroxibenza1dehido(
Azzp—vanillina; A3:Sﬁﬁnga1dehido; A4 Y Asz Acido p-cumérico; BlzTiro-
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no sometidas a ningln tratamiento (ver tabla 3)
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Pigura 10. Perfil de elucidén en "Sephadex G-100" de las

preparaciones de pigmento. (Fracciones de 2,5 ml)
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Figura 11. Espectro de infrarrojo de las preparaciones de pigmento.
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II.1. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LAS
BACTERIAS AISLADAS

material v métodos los indoulos de

partivr de tres tipos de  muestra

suplenentado
foultivos RY, Ya aue
del pigments en los

zislamientos en los cultives N,

ometidas a las

Ramnns

fusron

Mmas

COmnl apare

el grupo gue hemos incluido bais la

Mémicos 59



MORFOLOGIA GRAM ASOCIACIONES CARACTERES ESPORAS MOVILIDAD O/F OXIDASA CATALASA GRUPO SUBGRUPO
COLONIALES
Bacilos Pigmento
- - - * (s} P d. P
cortos difusible seudomonas 1)
Bacilos Amarillo no
- - - - , P
delgados difusible ¢ A Pasudoronas (P,)
Bacilos R R Amarillo no
delgados . difusible - + A Pseudomonas (PJ)
Bacilos d
rechonchos No pigmento - ' ° Pseudononas (P )
Bacilos Pigmento
- - - + - Pseudononas P
delgados difusible Pseudomonas  (P,)
?::;:::hol - - No pigmento - . ° ‘} Pseudomonas (P )
Baclilos largos Anarillio no a4
- - - v >
delgados difusible * F ibr1onaceas
C .
Vaiiable v - remosas - - F(g) N\
grandes
Variable . . Amaritlo . od
! no difusibhle
Bacilos Amarillo no
\' Angulares X ) - + -
pequefos difusible } Corineformes
variable v - Cremosas - ¢ ‘Pd
Ararillo no
Variable - -
riab * difusible ' A
Variable + - Puquehas - + (o] J
\
Bacilos + . Grandes + S -
grandes
Bacilos defor- . _ Blanquecinas . . _ , Bacillus
mados en extremo
Bacilos.
. -
grandes Blanquecinas + . A y,
Bacilos Amarillo no
- - - + F Enterobaceriaceae

delgados largos

difusible

Tabla S. Grupos taxondmicos en los que se han incluido las bacterias aisladas.

V: variable; O: oxidativo; A: alcalinizaciébn; F: fermentativo; (g): gases.



tras la
(13 Gruma Subgrupc ALN TEN ACH
Dencminacidén de las cepas
Fy R R i b 514
Fa - 13
T1E =11 B1Z2
Fy - -
F’ ] - E:‘ 2::
=i e -
- e
Fa 1! 124 - -~
?D A h -
Fa 1at -
=iy Fas -
- - B4
Fy - -
Faz - 245 -
p= L P4 144 -
& 1al 24T, -
- h41
tigrra de la balsas (TEN) v
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PROPORCION (%)

3

>

~J

A B

Pigura 14. Proporcién (%) de los distintos grupos taxonbémicos ais-

lados. A: Seglin el protocolo inicial; B: Cultivos decolorados.

Pseudomonas : [ ],- Corineformes@ : Bacillus:-
Vibrionaceae: [[Ell} ; Enterobacteriaceae: .




protoecolo inicizl de sislamiento

oot 1o que,  una vez
ivos se siguiercon incubando pars
largo plazo, Ests fue observads

a 20 durante 7R dizs, sobre

tes de los enriguecimientos primarics
Lipos e indculo,

wooenriguecido con

cultivios fusron

chtuve un total de

en gl cultivo
reposo durante 30
equn el protocole
e ss chservéd la

s aislaron un

que la

" wui:”—-.»

vy similar en ambas
decolorados disminuys

rineformes, v aumenta

sa  poddria dec gque  la floras

Tos cultivos de snrigquecimiento sin ningdn

= los decalorad

pistlencs a

NG 88 &isla ninguno,

de Ios matraces



€12 Grupo Subgrupo ALN TEN ACN

Denominacidén de las cepas
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ITI.2 AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE UNA
CEFA DE Aspergillus terreus
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Figura 16. Morfologia de las colonias de Apergillus terreus en agar Czapek.
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Tabla 12, C

acidos fendlicos por las

4AFA VAN CAF SIR VER
CERS i1 13(_?/M_:_|fr!‘|1 Yoo zi?-f:?/kz_:_{/’r;'gl Y 1RO /Ag;’m} yoL ??i}/l.,u_:}f.r;‘s 1% ¢ ?Ei:)/l—g./m}; 3

03 ] 25 . 34 0 {1

pex’
2
=
N
]

&)

1
¥

47 § 0 45 o & 'y

154,70 0

T
[

i 2,55 39,55 {1 O




ool 18 CEpas

SCTID0D <12
CAF

/Ag..-’m] AR ?(‘.’/ugf’m} LR 50/4,( fml )

VER

[}

IR

2 79, 2% 70,75 o
a0 54, %3 102,14 17,78

1 0 0

54,99 24,80 0

wwessad
£

o
m
e
3

(1 o B ncentracidn inicial,
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IIT. 1.2, DEGRADACION DE LA MEZCLA DE ACIDOS FENDLICOS POR LAS CEPAS
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Tabla 14. Consumo ( png/ml> de cada uno de los 4acldos fenélicos por las
cepas procedentes de laos cultivos ALN.

ACIDOS (1L
CEPA 4FA VAN CAF SIR VER THB

(130/,g/nl) (!Aq/Ag/ml)(150/Aglnl)(179/~g/ml)(l59pglnl) (l89pg!n1)

M1130,0016,1 44,0416,9 150,0¢12,1 0 0 0
"2 0 0 132,146, 0 0 0
113 130,0416,1 140,0+ 3,9 79,2418,1 70,7+ 7,3 0 0

NS 130,06 4,5 46,34 5,2 150,0420,1 20,04 4,3 20,5+ 5,1 12,2+ 5,9

121 130,0416,1 140,0+ 3,8 40,2¢22,4 170,04 2,6 82,7+23,5 16,9+19,15

122 0 0 13,7+ 7,6 0 0 0
122 130,046, 140,04 2,8 125,2412,7 127,84 8,3 11,3112 0
124 6,6+16,5 25,4410, 150,0420,6 0 LIS 0

131 130,0411,1 140,0411,9 87, 4410,7 145,6+10,9 78,8+15,7 42,9415,1
132 30,%+14,9 132,3412,7 111 3410.1 104,5410,8 5744100 3374117

133 130 0+11,1 7384155 15004105 48 64230 34,7416 5 38,5422 4

134 434138 34,9+ 47 156 04165 13,5+ 21 10,64 3,5 2,9 4,6

141 130,04 £,513] 44 £ 2 9264127 3192 0
143 0 128550 12,9419, o i
e s R0 g 7,24 9,0 0 o

{1} Entre pavéntesis sz indics la concentracién inicial de cads arids,



~
’\‘.' i

ACIDOS (12

CEPA 4FA VAN CAF 8IR VER ™S
iﬁlsi}/,s.!.fﬂi) (170wt} (150 pfal) i%?(}gf’ml}

Y 130, 0161 3E3+ 42 TR0 0412 {4 g 4

! g AT &2 JHT L

N2 130,0416,1 134,45 £,2 4524777 12G 54113 52, WME 53

)
-2
>
=
"
]
4%
N
ol
e
<
L]
L]
e

A

330 130,0416,1 1400+ 3,8 94 447

Vo, e BE 17084 i

¥

; aiimon o o : SIS
332 130,0410,1 46,3128 55,2113 A7,1411,0 F7,2410,1 41 BILE

333 1200+ 4,5 V1423 31 E4I2 b b g

304 0 o 0

Ro-]

12,4+ 41

M3 0 8 58,0+ 92 ¢ 2 2
344 130,0+18,1 b 5 0 0 0

U5 130,04 17

{1} Entre paréntesis s indica la concenbracidn imitial de rada arids,



los Acidos fendlicos por las

ACIDD (1)
CEPA 4FA VAN CAF VAN VER THB

(130/Ag/ml) (llefg/mlk (lﬁqrg/ml) (ngfg/ml) (ISQ/g/nIJ (lee/g/nl)

512 130,0411,1
513 9
514 0

94,3412,5
44,8471 2

47 9417 8
L uT LR

150,0410,1
135, 3417 4

190 1470 7
21.5’5'{'-..‘.‘;.'

43,3+18,0
14,4431 7

18,5410,2

Wy L

29,2412,7 26,7+15,6
§,6428.7 49,6438

9,2+ 9.7 533411 4

521 ]
522 4

523 130,041,

i
29 4435 1

120 4412
130, 4412 5

134,

o

+14,4

20,2471 1

7,9410,1

130,341 §

0 3
4 43,3+18,2

831 130,041 1

532 1164+ 4.5

59 7419 7
58,7419,

4,34 6,8

24 7+15,9

106, 24222

541 120 0418

542 130 04161

22,2410,

ATV

{1} Entre paréntesiz 38 {ndica la tonc

i

ntracién inicial de cada 4ride,



CEPA  4FA
(13geg/nl) (140-g/ul)

Jorados

ACIDOS (1)
SIR VER THE
(179~g/nl) (150ng/nl) (180ug/ml)

921 136,04

§ati,

922 130,0+ 0,1
923 120,04 0,1

924 E3, 2420,

925 i

741 3

743 120,04+ ¢
46 15+ 7

0 8 8
107,54 8,4 50,4413,6  9,6+16,4
L1491 18572 16412,8
0 0 o
9 30463 4724
8 i 0
4] ¥ {t
0,9%+13,7 15112 g
0 ] 6

842 1,7+ 22
843 130,04+ 0
844 130,64 0

B45 130, 0+

[¥ ]

(2=

=4

L)

oy

PN

et

-d

Lalr

[ 0]
(¥
P
v
ol
o
XX
.
2
f
-
[¥x)

—t
(4]
e
W

Y
L=
=]
Wy
M

ELU L

942 120 0+ 0,
943 45419
944 130,04 0,

2 26,4+ 2.9 2134129
39878 4994828 0
B4+ 5,2 44+ 43 9
W63 21 MHE2 2,376

concentracidn inicial de cads &cide

i
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Figura 23. Proporcién (%) de los "dcidos consumidos por las cepas procedentes de los
cultivos decolorados. En los histogramas se representa de izquierda a derecha los 4cidos:

p-hidroxifenil acéticb, vanillico, cafeico, sirfngico, ver&trico y 3,4,5 trimetoxibenzoico.
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Figura 23. Perfil cromatogréfico de los extractos etéreos obtenidos

del medio de cultivo no inoculado.
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Figura 26. Perfil cromatogrdfico de los extractos etéreos obtenidos
de los sobrenadantes de los cultivos de una cepa qde consume &cido -

p-hidroxifenil acético.
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Figura 27. Perfil cromatografico de los extractos obtenidos de

los sobrenadantes de los cultivos de una cepa que consume &cido

cafeico.
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Figura 28. Perfil cromatografico de los extractos etéreos obtenidos
de los sobrenadantes de los cultivos de uha cepa que consume los

4cidos p-hidroxifenil acético y cafeico.
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Figura 29. Perfi} cromatogrifico de los extractos etéreos obtenidos

de los sobrenadantes de los cultivos de una cepa que consume los
dcidos vanfllico Yy cafeico.
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Pigura 30. Perfil cromatogréfico de los extractos etéreos obténidos

de los sobrenadantes de lds,cultivos de una cepa gque consume los

hidroxifenil acético Yy vanillico.
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Figura 31. Perfil cromatogré&fico de 10s extractos etéreos obtenidos

de los sobrenadantes de los cultivos de una cepa que consume los

dcidos p-hidroxifenil acético, vanillico y cafeico.
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Figura 32. Perfil cromatografico de los extractos etéreos obtenidos
de los sobrenadantes de los cultivos de una cepa que consume 1los

acidos p—hidroxifenil‘acético, vanillico y siringico.
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Figura 33. Perfil cromatogrédfico de los extractos etéreos obtenidos
de los sobrenadantes de los cultivos de una cepa que consume los

&cidos vanillico, cafeico, siringico.
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Figura 34. Perfil cromatografico de los extractos etéreos obtenidos
de los sobrenadantes de los cultivos de una cepa que consume los

&cidos p-hidroxifenil acético, vanilllco, cafeico y 31r1nglco.
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Figura 35. Perfil cromatogr&fico de los extractos etéreos obtenidos

de los sobrenadantes de los cultivos de una cepa que consume los

&dcidos p-hidroxifenil acético, vanillico, siringico y verdtrico.
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Pigura 34. Perfil cromatografico de los extractos etéreos obtenidos
de los sobrenadantes de los cultivos de una cepa que consume los

acidos p—hidroxifenil acético, vanillicb, cafeico y siringico,
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Figura 35. Perfil cromatogrédfico de los extractos etéreos obtenidos
de los sobrenadantes de los chltivdé de una cepa que consume los

4cidos p-hidroxifenil acético, vanillico, siringico y veritrico.
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Figura 36. Perfil cromatografico de los extractos etéreos obtenidos
de los sobrenadantes de los cultivos de una cepa que consume los
&cidos p-hidroxifenil’acético,vani;lico,siringico y verdtrico. Apare-~

ce aumentado el &cido cafeico.
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37. Perfil cromatogrdfico de los extractos etéreos obtenidos
sobrenadantes de lqs cultivos de una cepa que consume los

p-hidroxifenil aéético, vanillico, cafeico, siringico y ver&-
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Figura 38. Perfil cromatogrdfico obtenido por CLAE de los extractos etéreos obtenidos de los sobrenadantes
de los cultivos de dos Pseudomonas (134 y 331) y una bacteria corineforme (115).

% : picos aparecidos como consecuencia de la transformacién de los componentes de la mezcla.



100p

S

z B |

9 w—"

O

x .

3 :| ~

m ® : : : : . F 2

o [ L4 : L o 2 ..- :
. < {lilt 2 < it = Il B il E
. < [l 2 11l = it < it =
° . : L4 2 ° : . 2
o ® 2 ® : o 2 P :
. * I = < 1l = ollilzl . . | fe il

15 DIAS 30 DIAS 60 DIAS 90 DIAS ~  DECOLORADOS

Pigura 39. Proporcién (8) total de cepas que consumen cada &cido fendblico.
Acido p—hidfoxifenil acético: D s Acido vanillico: @ ; Acido cafeico: m :
Acio siringico: E t Acido verédtrico: - .
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Figura 40. Proporcién (%) de cepas de 10s tres cultivos de
enriquecimiento que consumen cada uno de los &cidos.

Acido p-hidroxifenil acético: D : Acido vanillico: EJ :
Acido cafeico: HlIlil} ; Acido Siringico: m '
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Figura 41. Cromatograma obtenido por1CLAE de los extractos etéreos de’

lbs<sobrenadantes de 1so cultivos ACN-30 decolorados.

1: Acido gélico; 2: Acido protocatéqlico; 3: Catequina; 4: Epicatequina.
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Pigura 42: Cromatograma obtenido por CLAE de los extractos etéreos

obtenidos de los sobranadantes de los controles ACE-30.
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Figura 43. Cromatograma obtenido por CLAE de lso extractos etéreos

de las resiembras de los cultivos ACN-30.
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Figura 44. Cromatograma obtenido por CLAE de Jos extractos etéreos
de los sobrenadantes de las resiembras de los cultivos ACN-30,

tras‘tratamianto con 6xido de cobre.
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Figura 45. Cromatograma obtenido por CLAE de los extractos etéreos
de los sobrenadantes de los controles de las resiembras de ;os cul-

tivos ACE-30, tras tratamiento con éxido de cobre.
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ISOPROPANOL -NHZH0 (8:1:1)

Figura 46:vCromatograma en capa fina‘de los extractos etéreos dé
los sobienadaﬁtes de los cultivo; decolorados ACN-30, tras el re-
velado COn:cloruro férrico y ferrocianuro.
A: Acido protocatéquico; B: Acido gdlico; C: Catequina Y epicatqui-
na; D: Desconocida.
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Figura 47. Cromatograma en capa fina de los sobrenadanies de los

cultivos y controles de las resiembras de los cultivos ACN;30, tras

“tratamiento con &xido de cobre. A: Revelado con acetato y observa-

do a 360 y 254 nm. B: Revelado con acetato sédico, p-nitroanilina V4
carbonato sédico. Al:p-hidroxibenzaldehido: Azz p-vanillina; Aj: Si-
ringaldehido; A‘= Desconocido; AS: Acido p-cumérico; Asz Acido ferG-
lico: 81: Acido p-cumérico; st Acido vanfllico; 83= Acido p-hidro-

xibenzoico.
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Figura 487. Cromatograma obtenido por CLAE de los filtrados de

los cultivos de Phanerochaete chrysosporium SC-26. . }




terreus Thom

gt se inicid el estudic de las

de culbtive

I11.2.32.Y, Cinética de crecimiento

Como medic de cultive se utilizé el mismo qus en su

i, Enowun primer

soluciones mutritivas: medio de

de solucidn madre de pigments, asi

¥
@ el

la figura

171

cimiento del

comn parecs confivear 2]

s adiciocnados de pigmento,

IT1.2,2,2, Consumc de glucoss

AT s am
wmidid gl cong

oo En meds

en log




/ ML)

(MG
>
o]

PESO SECO
L
N

72

6,4

5,6

»
®

vsSoonio

<?w00119r

0.8

1 2 3 4 5 6 7T 8 9 10
TIEMPO DE INCUBACION (DIAS)

Figura 49: Crecimiento de Aspergillus terreus con glucosa y con

glucosa més pigmento como fuente de carbono y consumo de Qlucosa
por el microorganismo.

Peso seco con glucosa: e— — — —e ; Peso seco con glucosa y pigmen-
to: e—0——@ ; Glucosa residual enlos medios de cultivo con glu-

’

CoSa: @ = = @ : Glucosa residual en los medios de cultivo con

glucosa y pigmento @@ .
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Figura 50: Evolucién de la absorbancia a 280nm en los filtrados

de los cultivos de Aspergillus terreus.

Con glucosa cone fuente de carbono: e--—--¢ - Bl

Con glucosa y pigmento: e———¢
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Figura 31: Decoloracién (%) dewlos filtrados de los cultivos de

Aspergillus terreus en medio preparado con glucosa y pigmento.
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Figura 52. Evolucién del pH en los filtrados de los cultivos

de Aspergillus terreus con glucosa: e --- -¢ : con gluco-

-sa y pigmento: e—
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y Figura 53. Perfil cromatografico obtenido por cromatografia de gases de los extractos etéreos de los filtrados de

los cultivos de Aspergillus terreus en medio con glucosa como inica fuente de carbono y energia.
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Figura 54: Perfil cromatogradfico obtenido por cromatografia de gases de los extractos etéreos de los filtrados de

de los cultivos de Aspergillus terreus en medio con glucosa y pigemnto como fuentes de carbono.
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Figura 55. Decoloracién (%) determinado a PH 7 de los filtrados de

los cultivos de Aspergillus terreus, eliminando la interferencia

producida por los productos metabdlicos del microorganismo.

. A-B
Decoloracién= 1- x 100

A

A: Absorcién a 458 nm y pH 7 de los filtrados de los cultivos rea-

lizados con pigmento.

B: Absorcién a 458 nm y pH 7 de los filtrados de los cultivos rea-

lizados con glucosa como Gnica fuente de carbono y energia.
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Figura 56. Decoloracidén (%) en los cultivos de Aspergillus terreus

llevados a pH 7 antes de separar el micelio por filtracidn.
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