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DESCRIPCION

CILINDRO SEPARADOR DE CULTIVOS

SECTOR DE LA TECNICA

La presente invencion pertenece al campo de la investigacién en Biotecnologia y

Ciencias Ambientales.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Diversos estudios han intentado discernir la compleja relacion que mantienen ciertos
tipos de microorganismos, como las bacterias, con diversas especies de fitoplancton
(Azam & Malfatti 2007; Seymour et al. 2017). Se ha demostrado que la comunicacion
celular juega un papel esencial en el crecimiento y la supervivencia de muchas especies
de organismos unicelulares, ya que dependen de otros organismos, en especial de su
microbioma bacteriano, para obtener diversos recursos que ellos mismos no son
capaces de sintetizar u obtener directamente del medio (Fuhrman 2009; Buchan et al.
2014). Este traspaso de sustancias puede ocurrir mediante difusién, a través de
vesiculas extracelulares, o incluso mediante interacciones tréficas directas, ya que
algunas especies de fitoplancton, como los dinoflagelados, son capaces de predar
activamente sobre células bacterianas (Johnson 2015; Gunderson et al. 2017). El
estudio de estas interacciones es particularmente complejo, y entender como estas
relaciones modelan y estructuran las comunidades microbianas sigue siendo un reto
importante en ecologia (Worden et al. 2015; Caron et al. 2017). La relacion mutualista
general entre el fitoplancton y las bacterias, basada en el intercambio de materia
organica disuelta (MOD) y nutrientes, asi como en la competencia por los recursos, esta
ampliamente descrita (Cole 1982; Bratbak & Thingstad 1985; Danger et al. 2007). Sin
embargo, relaciones mas especificas, como aquellas mediadas por el intercambio de
moléculas concretas que pueden actuar como factores de crecimiento o inhibidores, han
recibido comparativamente menos atencion (Seyedsayamdost et al. 2011; Amin et al.
2015; Cooper et al. 2019). Para profundizar en la comprension de estas interacciones,
es fundamental comparar el comportamiento de las comunidades de bacterias y

fitoplancton en cuando se encuentran juntas o separadas por una barrera fisica. Este
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enfoque experimental facilita distinguir los efectos puramente quimicos o mediados por
metabolitos de aquellos derivados de la depredacion u otras interacciones que requieren
contacto (Tang et al. 2001; Pernthaler 2005). Dado que este tipo de interacciones
quimicamente mediadas pueden modular procesos como la sucesion ecologica, la
dinamica de floraciones algales nocivas (HABs) y la disponibilidad de nutrientes en los
ecosistemas acuaticos, su estudio resulta clave para comprender y predecir los cambios
en la estructura y el funcionamiento de las comunidades microbianas en un océano en
constante cambio

En trabajos previos se han empleado bolsas de didlisis con un tamano de poro de 12—
14 kDa como sistema de separacién fisica en experimentos disefiados para evaluar
interacciones microbianas, ya que permiten el intercambio de moléculas, pero no de
particulas, evitando asi cualquier tipo de interaccion tréfica directa entre los
compartimentos. Este tipo de aproximaciones se ha utilizado ampliamente en estudios
de trasplante de comunidades bacterianas, incubaciones de fitoplancton y ensayos eco-
evolutivos en condiciones controladas (Muren et al., 2005; Brockhurst et al., 2025;
Riemann et al., 2018; Kieft et al., 2025). Ademas, estos sistemas de co-cultivo presentan
ventajas claras frente a otros enfoques como el direct mixing o las Transwell®, ya que
permiten controlar mejor la interaccién indirecta entre comunidades, minimizan los
sesgos asociados al contacto fisico o a la competencia desigual por nutrientes y facilitan
el seguimiento independiente de cada compartimento. Esto los convierte en
herramientas mas versatiles y reproducibles para evaluar interacciones microbianas en
condiciones controladas (Muren et al., 2005; Brockhurst et al., 2025; Riemann et al.,
2018; Kieft et al., 2025).

Sin embargo, durante la realizacion de ensayos de trasplante orientados a estudiar la
interaccion entre una comunidad bacteriana natural y un cultivo axénico de la microalga
toxica Alexandrium minutum, se observd que estas bolsas liberaban cantidades
significativas de carbono organico disuelto al medio experimental. Este fendbmeno
provocaba un crecimiento bacteriano desproporcionado en las proximidades de las
bolsas, lo que imposibilitaba la comparacién objetiva con los tratamientos en los que no
se utilizaban dichos dispositivos. Este tipo de limitaciones podria evitarse mediante el
uso de sistemas de cocultivo que separasen ambos medios mediante una barrera fisica
estable, como una membrana semipermeable, similar a la utilizada en estudios de
transporte osmatico (tipo “Transwell ®”). No obstante, los voliumenes empleados en

estos sistemas descritos en la bibliografia son reducidos; unicamente se ha identificado
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un dispositivo comparable con una capacidad de 500 mL, desarrollado en 2012 por
Carsten Paul y colaboradores, que permite el co-cultivo de comunidades de fitoplancton

y bacterias.

EXPLICACION DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un biorreactor destinado a la separacion fisica de
cultivos de microorganismos, especialmente microalgas y bacterias, permitiendo su co-
cultivo sin contacto directo entre ellos, pero manteniendo el intercambio controlado de
moléculas disueltas. El dispositivo esta constituido por dos cdmaras cilindricas de
metacrilato, dispuestas de forma opuesta, en cuyo interior se alojan los cultivos, y entre
las cuales se dispone una membrana de policarbonato con tamafio de poro
seleccionable. Dicha membrana permite el paso de moléculas organicas e inorganicas,
al tiempo que impide el transito de células o de determinados grupos celulares en

funcion de su tamafo.

El desarrollo del presente biorreactor surge con el objetivo de superar las limitaciones
asociadas a los sistemas de separacion fisica utilizados hasta la fecha en estudios de
interaccion microbiana, los cuales alteraban la composiciéon quimica del medio o
introducian sesgos derivados de la liberacion de compuestos. En particular, se pretendia
garantizar la separacion fisica entre cultivos de Alexandrium minutum y bacterias
procedentes de agua de mar, sin interferir en las condiciones fisicoquimicas del entorno

ni afectar al crecimiento microbiano.

El dispositivo propuesto esta inspirado en el sistema descrito en Paul, Mausz et al.
(2012), basado en recipientes de vidrio enfrentados. No obstante, dicho sistema no es
de caracter comercial, presenta un elevado coste de fabricacion y una mayor fragilidad
estructural, ademas de una limitada capacidad de escalado. Por el contrario, la
fabricacion del biorreactor objeto de la presente invencidn en metacrilato aporta ventajas
significativas, tales como una mayor resistencia mecanica, menor riesgo de rotura,
facilidad de mecanizado, reduccion de costes de produccion y la posibilidad de
implementar disefios modulares y estancos de elevada precision, lo que favorece su

reutilizacion y adaptacion a distintas configuraciones experimentales.
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En una realizacién preferente, el biorreactor comprende dos camaras cilindricas con un
volumen interno comprendido preferentemente entre 0,5 L y 2 L por camara, siendo una
configuracion particularmente eficaz la de 1,1 litros. Dichas camaras se encuentran
separadas por un filtro semipermeable con un diametro comprendido preferentemente
entre 47 mm y 120 mm, siendo especialmente preferido un diametro aproximado de 90
mm. El filiro queda fijado de manera estanca mediante un conjunto de sellado
compuesto por al menos una junta térica, una junta plana y un sistema de compresion
mecanica mediante tornilleria, garantizando la hermeticidad y estabilidad del conjunto.
La membrana permite el paso de agua y moléculas disueltas entre ambas camaras vy,
en funcién del tamafo de poro seleccionado, posibilita el transito selectivo de células de

determinadas dimensiones, bloqueando el paso de otras.

El biorreactor incorpora, ademas, al menos una toma de muestreo en cada camara que
permite la introduccion o extraccion de muestras de forma segura, manteniendo en todo
momento las condiciones de esterilidad del sistema. Esta configuracién resulta eficaz
para la separacion fisica de células, incluidas células procariotas, evitando la liberacion
de compuestos no deseados al medio experimental y garantizando un intercambio

controlado entre compartimentos.

El dispositivo permite, por tanto, trabajar con dos comunidades microbianas
independientes, asegurando la separaciéon fisica de los organismos y evitando
interacciones tréficas directas, como la bacterivoria, al tiempo que se mantiene el
intercambio de nutrientes y metabolitos disueltos. Su disefio robusto, versatil y
reproducible constituye un avance significativo en los sistemas de co-cultivo empleados
en microbiologia, aportando una herramienta fiable para el estudio de interacciones
microbianas en condiciones controladas. Asimismo, los investigadores desarrolladores
de este invento tienen constancia de que otros especialistas en ecologia microbiana
marina han manifestado interés en disponer de un dispositivo de estas caracteristicas
para realizar experimentos analogos con distintas especies y organismos. Todo ello
evidencia que el dispositivo posee un alto potencial de aplicacién y una utilidad

significativa dentro de este ambito de investigacion.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1. Plano técnico del Cilindro de Separacion de Cultivos (CSC) en vista lateral,
donde se muestran todas las piezas numeradas del conjunto: 1) anillo para junta térica;
2) anillo para junta plana; 3) junta térica de 76 x 3 mm; 4) junta plana; 5) tubo con
alojamiento para junta térica (camara cilindrica izquierda); 6) tubo con alojamiento para
junta plana (camara cilindrica derecha); 7) tapas; 8) tomas de muestreo; y 9) filtro de
policarbonato de 90 mm de diametro. El plano muestra la disposicién general del

ensamblaje y la posicion del filtro central.

Figura 2. Plano técnico del Cilindro de Separacion de Cultivos (CSC) en vista frontal,
donde se muestran todas las piezas numeradas visibles desde esta perspectiva: 2) anillo

para junta plana; 7) tapas y 8) tomas de muestreo.

Figura 3. Vista transversal del modelo en 3D del Cilindro de Separacion de Cultivos
(CSC). Esta proyeccion permite observar la disposicion interna de las dos camaras, asi
como 9) el filtro central de separacion, que mantiene ambos compartimentos fisicamente
aislados mientras permite el intercambio de agua y moléculas disueltas. Se representa

también la 4) junta plana.

Figura 4. Vista superior del modelo en 3D del Cilindro de Separacién de Cultivos (CSC).
En esta representacién se aprecia la disposicion de las dos camaras cilindricas y el
modulo central donde se aloja el filtro de separacion, lo que permite visualizar la
estructura general del dispositivo desde arriba y la distribucion de sus componentes

principales.

REALIZACION PREFERENTE DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un Cilindro de Separacion de Cultivos (CSC) disefiado
para permitir el co-cultivo de microorganismos en condiciones de separacion fisica,
evitando el contacto directo entre ellos, pero permitiendo el intercambio de agua y

moléculas disueltas.

Tal como se muestra en la Figura 1, en una realizacion preferente el CSC esta
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compuesto por dos camaras cilindricas (5 y 6) fabricadas en metacrilato, dispuestas de
forma opuesta y axial, con un volumen de 1,1 L cada una. Estas camaras se encuentran
unidas mediante un moddulo central que aloja un filiro semipermeable (9),
preferentemente de policarbonato hidrofilico, con un diametro de 90 mm. Este filtro
permite el paso de moléculas disueltas y, dependiendo del tamaho de poro
seleccionado, el transito selectivo de células de un tamafo determinado mientras se

bloquea el de otras.

El filtro (9) queda fijado de manera hermética mediante un anillo para junta térica (1) y
un anillo para junta plana (2), junto con una junta plana (4) y una térica de goma de
76 x 3mm (3), que aseguran el cierre y evitan fugas de agua entre las camaras. Las
tapas (7), situadas en los extremos de cada camara, estan selladas de forma
permanente mediante adhesivo de metacrilato, garantizando la estanqueidad del
dispositivo. Las tomas (8), ubicadas en la parte superior, permiten la introduccion de

muestras o la extraccién de medio de cultivo sin comprometer la esterilidad del sistema.

El disefio modular del CSC posibilita su adaptacién a diferentes configuraciones
experimentales. Por ejemplo, con un filtro (9) de 0,2 um de poro se logra mantener
completamente aisladas células procariotas en una camara y eucariotas en la otra,
mientras que filtros de mayor tamafo de poro (p. €j., 3—5 um) pueden emplearse para

discriminar grupos funcionales microbianos de mayor tamafo.

Aplicacion industrial:

ElI CSC es aplicable en estudios de microbiologia, ecologia microbiana y biotecnologia,
especialmente en experimentos que requieran analizar interacciones entre
comunidades o especies sin contacto fisico. Su disefio robusto y reutilizable lo convierte
en una herramienta idonea para laboratorios de investigacion oceanografica, analisis de
floraciones de microalgas, estudios de resistencia bacteriana y otros co-cultivos en

sistemas acuaticos.
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REIVINDICACIONES

Cilindro de separacién para el co-cultivo de microorganismos, caracterizado por
comprender dos camaras cilindricas (5, 6) dispuestas de forma opuesta y en
disposicion axial, unidas mediante un modulo central que incorpora un filtro de
separacion (9), estando dicho filtro configurado para permitir el paso de agua y
moléculas disueltas entre ambas camaras y para impedir el contacto fisico directo

entre los microorganismos contenidos en cada una de ellas.

Cilindro de separacién segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el filtro (9)
esta constituido por una membrana semipermeable de material seleccionado entre
policarbonato, poliamida, politetrafluoroetileno (PTFE), polietersulfona u otros
materiales funcionalmente equivalentes, presentando un tamano de poro
seleccionable y un diametro comprendido preferentemente entre 47 mm y 120 mm,

siendo particularmente preferido un diametro aproximado de 90 mm.

Cilindro de separacion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
caracterizado porque las camaras cilindricas (5, 6) estan fabricadas en metacrilato
y presentan un volumen interno comprendido preferentemente entre 0,5 Ly 2 L por

camara, siendo una realizacion preferente de 1,1 L.

Cilindro de separacion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
caracterizado porque el filtro (9) queda fijado de manera hermética mediante un
anillo para junta térica (1), un anillo para junta plana (2), una junta térica (3) y una
junta plana (4), asi como mediante un sistema de tornilleria que garantiza la

estanqueidad entre ambas camaras.

Cilindro de separacidon segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
caracterizado porque las camaras (5, 6) presentan tapas fijas (7) selladas mediante
adhesivo de metacrilato, y comprenden tomas de muestreo (8) situadas en su parte
superior que permiten la extraccién de muestras sin comprometer la esterilidad del

sistema.

Cilindro de separaciéon segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores,

caracterizado porque el filtro (9) es intercambiable, pudiendo sustituirse por filtros
8
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con diferentes tamafios de poro para permitir o impedir el paso de células segun su

tamano.

Cilindro de separacidon segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores,

caracterizado por ser reutilizable.
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FIG. 3.

FIG. 4.
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