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Bacterias promotoras de crecimiento de microalgas:
una nueva aproximacion en el tratamiento de
aguas residuales

Microalgae growth-promoting bacteria: A novel approach
in wastewater treatment

Luz E. de-Bashan***, Yoav Bashan*

RESUMEN

Las bacterias promotoras de crecimiento en plantas (PGPB) del género Azospirillum son conocidas porque mejo-
ran el crecimiento de numerosas cosechas agricolas; sin embargo, el presente trabajo pretende extender el uso
de estas bacterias a "bacterias promotoras de crecimiento de microalgas" (MPGB) para aumentar la capacidad de
las microalgas de eliminar nutrientes de aguas residuales. La inoculacion deliberada de las microalgas Chlorella
spp. con PGPB de origen terrestre no ha sido reportada con anterioridad, tal vez debido al origen diferente de
estos dos microorganismos. Al inmovilizar de manera conjunta Chlorella vulgaris y Azospirillum brasilense Cd en
esferas de alginato, se obtuvo como resultado un aumento significativo en varios parametros de crecimiento de
la microalga, como el peso fresco y seco, el nimero total de células, el tamarfio de las colonias de microalgas
dentro de la esfera, el nUmero de organismos por colonia y la concentracién de pigmentos. Ademas, aumenta-
ron los lipidos y la variedad de acidos grasos. La microalga combinada con la MGPB tiene una mayor capacidad
de eliminar amonio y fdsforo tanto en agua residual sintética como en agua residual doméstica. Actualmente se
ha estado experimentando con otras PGPB (Flavobacterium sp. Azospirillum sp. y Azotobacter sp.) para propdsitos
acuicolas; por ejemplo aumentar el crecimiento de fitoplancton utilizado en el cultivo de carpas y estabilizar
cultivos masivos de microalgas marinas utilizadas como alimento para organismos marinos, todo esto con resul-
tados promisorios. Si bien el efecto de las PGPB en microorganismos acuaticos aun no ha sido suficientemente
explorado, proponemos que la co-inmovilizacion de microalgas y bacterias promotoras de crecimiento es un
medio efectivo para aumentar la poblacidén microalgal y también su capacidad de limpiar aguas residuales.
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ABSTRACT

Plant growth-promoting bacteria (PGPB) from the genus Azospirillum are known to enhance the growth of numerous
agricultural crops. The use of these bacteria is proposed as "micro-algae-growth promoting bacteria" (MGPB) for
enhancing freshwater micro-algae Chlorella vulgaris and C. sorokiniana capadty to clean polluted water. The deliberate
inoculation of Chlorella sp. with a terrestrial PGPB has not been reported prior to these studies, perhaps because of
the different origin of the two micro-organisms. Chlorella spp. is not known to harbour any plant growth-promoting
bacteria and Azospirillum sp. is rarely used for inoculation in aquatic environments. Co-immobilisation of C. vulgaris
and A. brasilense Cd in small alginate beads resulted in significant increases in numerous micro-algae growth
parameters. Dry and fresh weight, total number of cells, micro-algal cluster (colonies) size within the bead, number
of micro-algal cells per cluster and micro-algal pigments levels significantly increased. Lipids and the variety of
fatty adds also significantly increased, as did the combination of micro-algae. MGPB had superior capacity for
removing ammonium and phosphorus from polluted synthetic and municipal wastewaters than the micro-algae
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by itself. Other PGPB (i.e. Flavobacterium sp. Azospirillum sp. and Azotobacter sp.) are currently being tested in
aquaculture; carp farming using enhanced phytoplankton growth and stabilising mass marine micro-algae culture
for use as feed for marine organisms are both retuming promising results. This aspect of PGPB effect on water
micro-organisms is currently in its infancy. We pro pose that co-immobilising micro-algae and plant growth-promoting
bacteria represent an effective means of increasing micro-algal populations and also their capacity for cleaning

polluted water.
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INTRODUCCION

En ambientes acuaticos naturales o artificiales, mari
nos o de agua dulce, las microalgas estan siempre
asociadas a bacterias (Mouget et al., 1995). Sin em
bargo, no se sabe si tales bacterias son asociativas,
promotoras de crecimiento, simbiontes o simplemente
coexisten con la microalga (como los saprofitos en
ambientes terrestres). Aparte de unas pocas, tales
bacterias han sido raramente aisladas o caracteriza
das (Suminto y Hirayama, 1997; Gonzalez-Bashan
et al., 2000) y su efecto en las microalgas, algunas
utilizadas para el tratamiento de aguas residuales,
es desconocido; sin embargo, se cree que muchas
de estas bacterias son promotoras de crecimiento en
plantas. Como las microalgas pueden ser considera
das plantas, aunque unicelulares, estas bacterias
promotoras de crecimiento podrian aumentar su cre
cimiento y su actividad metabdlica. En tal sentido, el
uso de Azospirillum, una PGPB de origen agricola,
esta a la vanguardia en este tipo de es
tudios. Azospirillum es la PGPB mas es

mo tiempo, debera ser suficientemente grande y pe-
sada para evitar la flotacion y asegurar completo su-
mergimiento en el medio de crecimiento. De manera
que al inmovilizar en esferas de alginato las microal-
gas Chlorella vulgaris, C. sorokiniana o Chlorella sp.
junto con la PGPB A. brasilense Cd, se obtuvo como
resultado un aumento significativo en la poblacion de
las microalgas (figural)tanto en agua residual sinté-
tica como en agua residual municipal. También hubo
un aumento significativo en el peso seco y fresco, el
numero total de células, el tamafio de las colonias de
microalgas dentro de la esfera, el nimero de microa-
Igas por colonia y el tamafio de las células de algu-
nas cepas de C. vulgaris. En el microscopio de luz se
observo que los dos microorganismos colonizan las
mismas cavidades dentro de la esfera, aunque las
microalgas tienden a concentrarse en la periferia mas
aireada, mientras que las bacterias colonizan toda la
esfera (Gonzalez y Bashan, 2000; de-Bashan etal.,
2002a; 2003).

tudiada, no es especifica de alguna
planta en particular y puede colonizar
eficientemente raices sumergidas en
soluciones de crecimiento y, en conse-
cuencia aumentar el crecimiento de
plantas (Bashan y Holguin, 1997).

AUMENTO DEL CRECIMIENTO DE
MICROALGAS POR PGPB
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Para asegurar una estrecha proximidad 14
fisica entre las microalgas y las bacte-
rias, los dos microorganismos necesitan
estar inmovilizados en una matriz
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transparente que debe cumplir con cier- 0
tos requisitos: permitir la entrada de luz
necesaria para que las microalgas lle-
ven a cabo sus procesos fotosintéticos y
ser suficientemente pequefia para
permitir la difusion de oxigeno y
nutrientes dentro de la esfera. Al mis-
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Figura 1. Crecimiento de microalga Chlorella sp inmovilizacion sola y co-
inmovilizada con la PGPB Azospirillum brasilense Cd.
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Figura 2. Observacion en el microscopio electrénico de transmision
de C. sorokiniana y A. brasilense co-inmovilizados en la misma
esfera de alginato. Los dos microorganismos colonizaron
inicialmente cavidades adyacentes en la esfera. Abreviaciones:
Az, Azospirillum brasilense; Cs, Chlorella sorokiniana. (Fotografia
publicada previamente en Can. J. Microbiol. (2002) 48: 514-521,
utilizada con permiso de la revista).

Cuando se aisl6 C. vulgaris inicialmente, se en-
contré asociada a una bacteria fijadora de nitrégeno:
Phyllobacterium myrsinacearum. Al co-inmovilizarlas
juntas se observo que los dos microorganismos com-
partieron la misma cavidad en las esferas, como su-
cedid a la A. brasilense Cd. Sin embargo, en el pri-

Figura 3. Observacion en el microscopio electronico de transmision
de C. vulgaris y A. brasilense compartiendo la misma cavidad
dentro de la esfera. Abreviaciones: Al, esfera de alginato; Az,
Azospirillum brasilense; c, cavidad dentro de la esfera; ch, Chlorella
vulgaris (Fotografia publicada previamente en Can. J. Microbiol.
(2001) 47: 1-8, utilizada con permiso de la revista).

mer caso no hubo efecto de la bacteria sobre el nu-
mero de células o sobre la biomasa de la microalga
(Gonzéalez-Bashan etal., 2000). El analisis en el mi-
croscopio electronico de transmisién mostré que, ini-
cialmente, la mayoria de las cavidades dentro de la
esfera fueron colonizadas por micro-colonias de un
solo microorganismo, sin importar la especie
bacteriana cultivada con la microalga (figura 2).
Después de un tiempo de incubacidn, las colo-
nias bacterianas y de microalgas se fusionaron
para formar colonias mixtas mas grandes dentro
de las cavidades (figuras 3, 4). En este punto, el
efecto de la asociacion bacteriana con la microalga
difiri6 dependiendo de la bacteria presente. La
microalga entr6 en fase de senescencia en pre-
sencia de P. myrsinacearum, mientras que en pre-
sencia de A. brasilense Cd permaneci6 en fase
de crecimiento exponencial. Al parecer, hay
interacciones comensalisticas entre la microalga
y las dos PGPB, que con el tiempo determinan si
la microalga entra en etapa de senescencia o con-
tinda creciendo (Lebsky et al., 2001).

EL EFECTO DE LA ASOCIACION EN EL
METABOLISMO DE LA MICROALGA

Debido a la co-inmovilizacion de C. vulgaris con la
PGPB, tanto el metabolismo como la citologia de la
microalga mostraron cambios significativos. De esta
manera, las concentraciones de los pigmentos

Figura 4. Observacion en el microscopio electrénico de transmision
de células de C. vulgaris y A. brasilense que muestra un material
denso de naturaleza desconocida que separa a los dos
microorganismos dentro de la cavidad en la esfera. Abreviaciones:
Al, esfera de alginato; Az, Azospirillum brasilense; ch, Chlorella
vulgaris; EC, material denso de naturaleza desconocida.
(Fotografia publicada previamente en Can. J. Microbiol. (2001)
47: 1-8, utilizada con permiso de la revista).
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Figura 5. Observacion en el microscopio electronico de transmision
de una seccion transversal de células de C. sorokiniana co-
inmovilizadas con A. brasilense en las esferas de alginato. Pueden
observarse los granulos de lipidos. Abreviaciones: AL, esfera de
alginato; C, interior de la cavidad; Cs, Chlorella sorokiniana; Ec,
material denso de naturaleza desconocida; N, nucleo; L, granulos
de lipidos. (Fotografia publicada previamente en Can. J. Microbiol.
(2002) 48: 514-521, utilizada con permiso de la revista).

microalgales clorofila a y b, luteina y violoxantina
(Gonzélez-Bashan et al., 2000; de-Bashan et al.,
2002a) aumentaron significativamente, las células
microalgales acumularon una gran cantidad de lipidos
dentro de la célula (figura 5) y el nUmero de &cidos
grasos en la microalga se duplicé (de 4 a 8) (de-
Bashan et al., 2002a). En un experimento adicional,
se afladieron concentraciones conocidas de la hor-
mona vegetal 4cido indolacético (IAA) al cultivo de la
microalga antes de inmovilizarla en las esferas de
alginato, y se encontré un efecto parcialmente simi-
lar al efecto de A. brasilense sobre la microalga
(Gonzalez y Bashan, 2000), en cuanto al aumento
en la poblacién de la microalga, en comparacién con
el cultivo microalgal sin tratamiento.

ELIMINACION DE NUTRIENTES DE AGUAS
RESIDUALES

El uso de microalgas para remover nutrientes de las
aguas residuales es una tecnologia conocida, aun-
gue no utilizada frecuentemente en Colombia. Las
microalgas eliminan la mayoria del nitrégeno inorga-
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Figura 6. Eliminacion tipica de amonio a) y fésforo b) de agua
residual sintética utilizando Chlorella vulgaris co-inmovilizada con
A. brasilense Cd, en periodos de incubacion de 48 horas.

nico (amonio y nitratos) y parte del fosforo por absor-
cién celular directa (Tam y Wong, 2000; Valderrama
et al., 2002). Al co-inmovilizar las microalgas con A.
Brasilense, se observé un aumento en la capacidad
de éstas para eliminar nutrientes, alcanzando por-
centajes de eliminacion de hasta 100% (amonio) y
92% (fésforo) en un lapso de seis dias (variando con
la fuente del agua residual), en comparacién con la
eliminacion de 75% (amonio), 84% (nitratos) y 89%
(fésforo) realizada por la microalga sola (figura 6) (de-
Bashan et al., 2002b). Los eventos que ocurren du-
rante esta asociacion artificial se resumen en un
modelo conceptual en la figura 7.

USO DE PGPB ASOCIADAS A
MICROORGANISMOS ACUATICOS PARA
RESOLVER PROBLEMAS AMBIENTALES

Las PGPB pueden servir también como bacterias
"ayudantes" en la promocién de crecimiento de
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Figura 7. Modelo conceptual que representa los eventos que ocurren durante la co-inmavilizacion y el co-cultivo de A. brasilense Cd y
Chlorella spp. en esferas de alginato. A) inmediatamente después de la co-inmovilizacion; B) efecto de A. brasilense en la multiplicacion
de la microalga; C) eliminacién de nutrientes por la asociacion artificial. Tamario no a escala.

microorganismos acudticos de importancia econémi-
ca. Aunque durante décadas se han conocido algu-
nos efectos positivos de las bacterias marinas en
microorganismos marinos, por ejemplo diatomeas,
(Ukeles y Bishop, 1975; Riquelm et al., 1988; Suminto
y Hirayama, 1996), su utilizacion es aun limitada. Al
inocular con la PGPB Flavobacterium sp. un cultivo
masivo de la diatomea marina Chaetoceros gracilis,
utilizada como alimento en cultivos de ostras perleras
en Japon, se obtuvo como resultado una tasa de cre-
cimiento de la diatomea significativamente mayor que
en los cultivos control, y la fase de crecimiento esta-
cionario en los cultivos tratados duré mas tiempo
(Suminto y Hirayama, 1997). La inoculacion de pe-
ces de agua dulce con Azospirillum sp. o Azotobacter
sp. en lagunas de acuacultura en India aumenté

significativamente la poblacién de fitoplancton y, en
consecuencia, la cosecha de carpas (Garg y
Bhatnagar, 1999).

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS PARA
FUTURAS INVESTIGACIONES

La idea de utilizar PGPB para mejorar el crecimiento
de microorganismos acuaticos de uso econémico es
relativamente reciente e inexplorada. La forma en la
que las PGPB afectan el crecimiento de estos
microorganismos es aln desconocida. Con base en
nuestros estudios, se propone que la co-inmoviliza-
cién de las microalgas y las PGPB es un medio efec-
tivo para elevar la poblacién microalgal en ambientes
confinados y aumentar la eliminacion de nutrientes de
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las aguas residuales. Sin embargo, puede sugerirse
gue aunque Azospirillum afecta positivamente el cre-
cimiento de Chlorella y la eliminacién de nutrientes,
otras PGPB deben ser estudiadas por su eficiencia.
Esta asociacion artificial tiene la capacidad de aumen-
tar la eliminacion de nutrientes de las aguas residuales
y puede servir como herramienta en el desarrollo de
nuevos tratamientos de aguas residuales.
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