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RESUMEN de la tesis de Duahmet Abdul Ruiz Giiereca, presentada como
requisito parcial para obtener el grado de BIOINGENIERO. Ensenada, Baja
California. Octubre de 2014.

Evaluacion del crecimiento y la remocion de nutrientes de Synechococcus
elongatus coinmovilizada con Azospirillum brasilense en alginato

Resumen aprobado por:

Dra. M. del Pilar Sanchez Saavedra
Director de Tesis

Las aguas del mundo constituyen un recurso escaso, amenazado y en peligro,
debido a su contaminacion. Una de las consecuencias de la contaminacion del
agua a nivel mundial es la eutrofizacion, causada por el alto contenido de
nutrientes que entran a los ecosistemas acuaticos. Por medio de meétodos
biologicos es posible contribuir al control de la eutrofizacion y entre estas
metodologias, se encuentra el uso de microalgas inmovilizadas. Una de las
nuevas estrategias para aumentar la remocion de nutrientes es la coinmovilizacion
de microalgas con bacterias promotoras de crecimiento vegetal. El objetivo de esta
investigacion fue evaluar el crecimiento y la capacidad de remocion de nitrégeno y
fosforo por la cianobacteria Synechococcus elongatus cuando fue coinmovilizada
con la bacteria promotora de crecimiento vegetal Azospirillum brasilense en
esferas de alginato. En un ensayo preliminar se determiné a cual proporcion de
inoculo de S. elongatus y de A. brasilense, habia un mayor efecto alelopatico en el
crecimiento de la cianobacteria. S. elongatus tuvo un mayor crecimiento en la
proporcion 3:2 de cianobacteria:bacteria. Los tratamientos experimentales de
coinmovilizacién, se mantuvieron en medio “2f” sin recambio de medioa 20 + 1 °C
y con iluminacion continua (100 WE/m?/s) durante siete dias. Como control de
estos ensayos se colocaron cultivos de células libres e inmovilizadas en
condiciones similares a las descritas para los cultivos con células coinmovilizadas.
En el tratamiento de cocultivo con células libres de ambos microorganismos, se
alcanzo6 la mayor concentracion celular (3575 x 10* células/mL). Sin embargo, la
mayor tasa de crecimiento (u) fue para el tratamiento de coinmovilizacion (1.03
divisiones/dia). Los cultivos en los tratamientos de coinmovilizacion tuvieron una
fase de acondicionamiento menor a los tratamientos con células inmovilizadas. El
contenido de clorofila a fue significativamente mayor en los tratamientos con
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células coinmovilizadas respecto a las células de los demas tratamientos. Se
observé un incremento continuo en el crecimiento de A. brasilense hasta el dia 2,
después hubo una disminucién progresiva del crecimiento hasta el final del
experimento. Los tratamientos con células libres tuvieron los mayores niveles de
remocion de fosfatos. El tratamiento de cocultivo libre de S. elongatus y A.
brasilense alcanzo una remocion maxima del 51% en el dia 7 y el tratamiento con
células libres de S. elongatus alcanzé una remocién maxima del 57% en el dia 4.
Los ftratamientos con células inmovilizadas de S. elongatus alcanzaron una
remocion maxima del 41%, mientras que los tratamientos con células
coinmovilizadas de S. elongatus y A. brasilense lograron una remocion maxima del
48% ambos en el dia 5 del experimento. Se evalué una ligera disminucion en la
concentracion de nitratos en la mayoria de los tratamientos. Se observé un ligero
aumento en la concentracion de nitritos en todos los tratamientos. Se concluye
que la asociacion artificial entre la cianobacteria S. elongatus y la bacteria A.
brasilense, incrementa la tasa de crecimiento de la cianobacteria y también
aumenta su capacidad de remocién de fosfatos del medio.

Palabras clave: Synechococcus, Azospirillum, bacteria promotora de crecimiento,
coinmovilizacién, remocion de nutrientes.
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ABSTRACT of the thesis presented by Duahmet Abdul Ruiz Giiereca as a partial
requirement to obtain the bachelor of Bioengineering degree. Ensenada, Baja
California, México. October 2014.

Evaluation of growth and nutrient removal of Synechococcus elongatus
coimmobilized in alginate with Azospirillum brasilense

Water is a scarce resource threatened by eutrophication and contamination.
Eutrophication is caused by an enrichment of nutrients of the aquatic ecosystems,
and biological methods such as microalgae immobilization, may contribute to
control it. Moreover, the coimmobilization of microalgae with plant growth-
promoting bacteria has shown to improve the removal of nutrients. The goal of this
work was to evaluate the ability of nitrogen and phosphorous removal by
Synechococcus elongatus coimmobilized with Azospirillum brasilense within
alginate beads. A preliminary assay provided the suitable ratio of S. elongatus : A.
brasilense for allowing the allelopathic growth of S. elongatus. The ratio 3:2 (S.
elongatus : A. brasilense) show to be the best condition for growing S. elongatus.
For the experiments, the coimmobilized cells were kept in “2f" medium at 20+1 °C
under continue light (100 pE/mzls) for seven days. No renewal of medium was
done. Culture of free and immobilized cells, under the same conditions as
described above, were used as controls. The highest biomass is reached under
free coculture (3575 x 10* cells/mL). However, the highest growth rate (n) is
obtained in coimmobilized treatments (1.03 divisions/day). Results show that
coimmobilization shortens the conditioning phase of the cells, and contributes to
significantly increase the chlorophyll a content compared to the immobilized cells.
A. brasilense continuously grows until day 2 of the experiment, and then the culture
decays until de end of the study. Regarding with nutrient removal, the free culture
of S. elongatus show to remove higher amounts of phosphorous, 57% at day 4,
compared to the 51% removed at day 7 by the coculture cells. When immobilized,
the maximum phosphorous removal is 41%, while 48% is reached when
coimmobilized, both at day 5 of the experiment. On the other hand, a non-
significant decrease of nitrates (in most of the treatments) and increase of nitrites
(for all the treatments) resulted in this study. As conclusion, the artificial association
between S. elongatus and A. brasilense, increases the growth rate and phosphate
removal ability of S. elongatus.

Keywords: Synechococcus, Azospirillum, plant growth promoting bacteria,
coimmobilization, nutrient removal.
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Capitulo |

Introduccion

Las aguas dulces del mundo constituyen un recurso escaso, amenazado y en
peligro, debido a su contaminacién. La contaminacién del agua, se produce a
través de la introduccién directa o indirecta de sustancias solidas, liquidas,
gaseosas asi como de energia calédrica, entre otras (Tarazona, 2014). De acuerdo
con los estudios sobre los balances hidricos del planeta solamente el 0.007% de
las aguas dulces se encuentran realmente disponibles para uso humano. Este vital
recurso se encuentra amenazado por la degradacion de su calidad debido a la
actividad antropogénica (Toledo, 2002). Una de las consecuencias de la actividad
antropogénica a nivel mundial es la eutrofizacion, esta es causada debido al alto
contenido de nutrientes que entran a los ecosistemas acuaticos. El nitrégeno y el
fosforo provenientes de las aguas residuales urbanas e industriales de las
ciudades, detritos organicos y de los lixiviados de fertilizantes, estimula el
crecimiento excesivo de fitoplancton y organismos fitobentonicos, particularmente
en ecosistemas acuaticos poco profundos y cerrados tales como lagos y lagunas.
La degradacion de los recursos acuaticos debido a la eutrofizacion puede resultar
en la pérdida de los beneficios y servicios que estos recursos proveen (Postel y
Carpenter, 1997). Ademas, la eutrofizacion tanto de los cuerpos de agua dulce asi
como de los sistemas marinos costeros causa una amplia gama de efectos
adversos que estan relacionados de manera directa o indirecta con el crecimiento
excesivo de fitoplancton y organismos fitobentonicos (Tabla I). La eutrofizacion
causa diversos efectos para los ecosistemas acuaticos y a los seres humanos, por
lo tanto la restriccién de esta sobrecarga de nutrientes es clave para el control de
la eutrofizacion (Karydis y Kitsiou, 2012; Han et al., 2013). Una de las alternativas
para la depuracion de aguas residuales es utilizar vegetales, bacterias y
fitoplancton para la remocién de nutrientes y otros contaminantes v. gr. metales
pesados. Por sus caracteristicas fisiologicas el fitoplancton ofrece la ventaja de
una alta eficiencia en la remocion de compuestos para el tratamiento de aguas
residuales. Simultaneamente a la remocién de nutrientes con fitoplancton se tiene
la produccion de biomasa, que puede ser utilizada como aditivo de alimentos para
el consumo animal, como materia prima para energias alternas v. gr. biogas o
biodiesel, en la agricultura como fertilizante y para obtener productos de valor
comercial v. gr. pigmentos, antioxidantes y polisacaridos (Mallick, 2002).



Tabla I.- Algunos ejemplos de los efectos adversos de la eutrofizacion (Smith, 2003).

Incremento de la biomasa de fitoplancton

Incremento de la poblacién de especies que pueden ser toxicas o que no pueden ser
consumidas por los herbivoros acuaticos

Reduccion en la produccién de peces y mariscos deseables

Afectacion en la salud y el tamafio de las poblaciones de coral marino

Amenazas a especies acuaticas en peligro de extincion

Reduccidn en la transparencia de la columna de agua

Problemas de filtracidn, olor y sabor en los suministros de agua para beber

El agotamiento del oxigeno en aguas profundas

Impactos econédmicos negativos, reduccion del valor y reduccion de sus usos recreativos

Estos sistemas de biodepuracién con microalgas tienen varias desventajas como
son el alto costo de la remocion de la biomasa del agua tratada al final del
proceso, ademas de que estos sistemas requieren grandes extensiones de cultivo
con poca profundidad (Oswald, 1988; Mallick, 2002).

Una eficiente alternativa para el control de la eutrofizacion es el uso de sistemas
de biodepuracién por medio de la inmovilizacion de microalgas (s. ampl.
incluyendo a microorganismos procariontes fotosintéticos como las cianobacterias)
en diferentes tipos de matrices. Esto facilita la recuperacion de la biomasa, provee
una gran flexibilidad operacional, mantiene el alto valor de la biomasa para su
futuro procesamiento y elimina el uso de grandes extensiones de cultivo (Mallick y
Rai, 1993; de la Noile y de Pauw, 1988). Los sistemas con microalgas
inmovilizadas protegen a la biomasa de ser eliminada al ser consumida por
herbivoros y permite mantener cultivos con altas densidades de células (Chevalier
y de la Noue, 1985a). Ademas del tratamiento de las aguas residuales, estos
sistemas de biodepuraciéon con células de microalgas inmovilizadas tienen varias
aplicaciones entre las cuales estan la remocidén de metales, como suministro para
el mantenimiento de cultivos y para la elaboracién de productos quimicos Utiles
para la industria (Cohen, 2001; Robison et al., 1986).

I.1.- Antecedentes

La inmovilizacién de microalgas para el tratamiento de aguas de desecho se ha
desarrollado desde hace més de dos décadas, sin embargo, se han investigado
nuevas estrategias para aumentar el crecimiento de las células inmovilizadas asi
como su capacidad de remocién de contaminantes v. gr. la coinmovilizacién de
dos microorganismos. También es imprescindible mejorar las técnicas de
inmovilizacién para dar mayor soporte a la matriz de las capsulas y aumentar el



tiempo de confinamiento de las células dentro de la matriz. A continuacion se
describen algunos estudios de inmovilizacion aplicados a la remocion de
nutrientes de aguas residuales (de-Bashan y Bashan, 2010; Pires et al., 2013).

I.1.1.- Inmovilizacion de microalgas

Los materiales gque han sido mas utilizados como matrices para inmovilizar células
son polimeros sintéticos v. gr. poliuretano y poliestireno, asi como polimeros
naturales v. gr. carragenina, alginato, agar y quitosano (Mallick, 2002). Los
principales requisitos que deben de cumplir este tipo de matrices para la
inmovilizacion de células vivas vegetales, es que sean capaces de mantener la
viabilidad y el crecimiento de los organismos que seran confinados (Becker, 1994).
Ademas que no sean toxicos, ser fototransparentes, estables en el medio de
cultivo, con eficiente retencion de la biomasa y resistencia al crecimiento de la
biomasa confinada (Mallick, 2002). El uso de diferentes técnicas para inmovilizar
microalgas y cianobacterias ha recibido atencién considerable en decadas
recientes (Mallick, 2002; de-Bashan y Bashan, 2010). Estas técnicas se pueden
dividir en dos grupos, las pasivas y las activas. Las técnicas pasivas utilizan la
tendencia natural de los microorganismos a adherirse a superficies ya sean estas
naturales o artificiales. Las técnicas activas se llevan a cabo de manera artificial,
utilizando agentes floculantes, el acoplamiento quimico o el atrapamiento en gel,
esta Ultima es la técnica mas utilizada (Moreno-Garrido, 2008). Los polimeros mas
utilizados para la inmovilizacion de células vivas son la carragenina y el alginato
(Cohen, 2001). La carragenina es costosa econémicamente y las temperaturas
necesarias para realizar el proceso de inmovilizacion van de 30 °C a 50 °C, las
cuales pueden ser muy altas para que sigan vivas algunas especies de
microorganismos (Vorlop y Klein, 1987). EI alginato es menos costoso
econdmicamente y es la matriz mas popular para la inmovilizacién de microalgas
con el propésito del tratar aguas residuales (Lau ef al., 1998). El alginato esta
compuesto por copolimeros lineales constituidos por dos tipos de monémeros
unidos en (1-4), el acido B -D manurdnico y el acido a-L gulurénico en diferentes
proporciones y secuencias, en funcion del organismo y tejido del que fue aislado
(Smidsred y Skjak-Braek, 1990). Una de las ventajas de utilizar alginato como
matriz de inmovilizacion es que las células inmovilizadas no pasan por cambios
fisicoquimicos extremos durante el proceso de inmovilizacion. Ademas la
preparacion de las esferas de alginato es sencilla, barata, rapida y es mas
accesible que otros métodos (Romo y Pérez-Martinez, 1997). La gelificacion
ocurre cuando las sales monovalentes de este polisacarido (generalmente sodio)
entran en contacto con una solucion que contiene cationes monovalentes, el mas
utilizado es el Ca** (Moreno-Garrido, 2008).



1.1.2.- Inmovilizacion de microalgas para la remocion de nutrientes

Este campo de investigacion comenzd hace casi treinta afios (Mallick, 2002),
cuando de la Nolie y sus colaboradores en Canada, introdujeron el concepto de la
utilizacion de microalgas inmovilizadas para la remocion de nutrientes como parte
del tratamiento de aguas residuales (Chevalier y de la Noile, 1985b). Existen
estudios que demuestran la capacidad para remover nutrientes por microalgas y
cianobacterias inmovilizadas (Tabla IlI) y su potencial para ser utilizadas como
parte del tratamiento terciario para aguas residuales (de-Bashan y Bashan, 2010).

La cianobacteria Synechococcus sp. ha sido estudiada ampliamente y ha
mostrado tener un gran potencial para su uso en la acuicultura y la biotecnologia,
debido a sus caracteristicas fisiolégicas y su composicién bioquimica.
Synechococcus no es toxica, puede remover varios compuestos quimicos v. gr.
metales pesados, fosforo y nitrégeno, es termotolerante y produce hidrégeno y
glutamato (lkeya et al., 1997; Matsunaga et al., 1988; Sasikala y Ramana, 1994,
Wyman y Bird, 2007). Aguilar-May y Sanchez-Saavedra (2009) evaluaron el
crecimiento de Synechococcus elongatus y la remocién de nitratos y fosfatos en
células libres e inmovilizadas en quitosano. Encontraron que S. elongatus
inmovilizada en esferas de quitosano puede remover nitratos y fosfatos, y que la
tasa de crecimiento de las células inmovilizadas fue similar a la de los cultivos de
células libres.

1.1.3.- Consorcios microalgales

También son importantes las interacciones entre especies de microalgas, en la
cual dos 0 mas especies pueden ocupar el mismo nicho ecolégico puesto que el
habitat es heterogéneo por las fluctuaciones temporales y espaciales que ocurren
en el medio ambiente, pudiendo de esta manera coexistir las especies de
microalgas en equilibrio ya que cada una se ve limitada por diferentes recursos
(Jiménez-Valera, 2008). Esta coexistencia entre microalgas sucede tanto en
cultivos como en el medio natural. Tilman (1977) realiz6 cultivos de dos especies
de diatomeas, Asterionella formosa y Cyclotella meneghiniana, en sistemas
semicontinuos a diferentes proporciones de silicatos y diferentes concentraciones
de fosfatos. Encontré que Asterionella formosa es competitivamente dominante
cuando ambas especies estuvieron limitadas por fosfatos, asi como que Cyclotella
meneghiniana fue la dominante cuando los silicatos estuvieron limitados y que
ambas especies coexistieron de manera estable cuando la tasa de crecimiento de
cada especie estuvo limitada por un recurso diferente.



Tabla Il.- Remocién de nutrientes por microalgas inmovilizadas (Modificada de: de-
Bashan y Bashan, 2010).

Contaminante

Material de
inmovilizacion

Especie de microalga

Referencia

Nitrégeno

Foésforo

Nitrégeno y
fosforo

Alginato

Alginato

Alginato

Carragenina

Quitosano

Anabea sp., A. doliolum, Chlorella
vulgaris, C. sorokiniana,
Chlamydomonas reinhardtii, Isochrysis
galbana, Scenedesmus obliquus

Chlorella vulgaris, C. sorokiniana,
C. emersonii

A. doliolum, C. reinhardltii, C. vulgaris,
C. sorokiniana, C. kessleri, C.
emersonii, Chlorosarcinopsis sp.,
Dunaliella salina, Euglena sp.,
Machrochloris sp., Nannochloris sp.,
Palmellopsis gelatinosas,
Scenedesmus bijugatus, S.
intermedius, S. quadricuada, S.
bicellularis, Selenastrum carpicornutum

A. doliolum, C. vulgaris, C. kessleri, S.
obliquus, S. quadricuada, S. acutus,
Spirulina maxima

A. doliolum, C. vulgaris,
Phormidium sp. S. obliguus,

S. bicellularis, Scenedesmus sp.
Synechococcus elongatus

Chen (2003), de-Bashan et
al. (2004), Jeanfils et al.
(1993), Jeanfils y Thomas
(1986), Lee et al. (1995),
Mallick y Rai (1993) y
Vilchez y Vega (1994)

Hernandez (2009),
Robinson (1995), y
Robinson ef al. (1988)

de-Bashan et al. (2004),
Faafeng et al. (1994),
Garbayo et al. (1996),
Jiménez-Pérez et al. (2004),
Kaya y Picard (1995), Lau
et al. (1997), Mallick y Rai
(1993), Megharaj et al.
(1992), Tam et al. (1994),
Thakur y Kumar (1999),
Travieso ef al. (1992, 1996)
y Zhang et al. (2008)

Cariizares ef al. (1994),
Chevalier y de la Nole
(1985a,b), Lau ef al. (1997),
Mallick y Rai (1994) y
Travieso et al. (1996)

Aguilar-May y Sanchez-
Saavedra (2009), de la
Notlie y Proulx (1988), Fierro
et al. (2008), Kaya y

Picard (1996) y Mallick y
Rai (1994)

Jiménez—Valera (2008) evalué la remocion de distintas formas quimicas de
nitrogeno y fosforo, utilizando cultivos coinmovilizados en esferas de quitosano
para ocho especies de microalgas y cianobacterias dulceacuicolas. Concluy6 que
es posible mantener cocultivos de las cepas Synechococcus elongafus y



Scenedesmus obliquus, asi como las cepas de Synechococcus elongatus y
Chlorella vulgaris en forma libre y coinmovilizadas en quitosano.

En la naturaleza la mayoria de las microalgas y cianobacterias se encuentran en
asociaciéon con microorganismos aerobios y anaerobios (Subashchandrabose ef
al., 2011). Se han realizado diversas investigaciones tanto en laboratorio como en
in situ que han demostrado procesos de estimulo e inhibicion de crecimiento en
microalgas y/o bacterias (Cole, 1982). Por ejemplo, las cianobacterias liberan una
variedad de moléculas organicas, las cuales incluyen compuestos de bajo peso
molecular y sustancias poliméricas extracelulares compuestas de proteinas,
lipidos y acidos nucleidos, que sirven a las bacterias como sustratos para su
crecimiento (Subashchandrabose et al., 2011). También el oxigeno producido por
las microalgas, debido a la fotosintesis, es utilizado por las bacterias como aceptor
de electrones para poder degradar la materia organica. A su vez, el didxido de
carbono producido por la mineralizacion bacteriana es utilizado por las microalgas,
completando asi el ciclo fotosintético. Ademas, las bacterias producen vitaminas,
azlcares, acetato y glicerol que estimulan el crecimiento microalgal
(Subashchandrabose et al., 2011). Existe un efecto antagonista entre ciertas
especies de bacterias y fitoplancton en el cual algunos componentes de las
comunidades bacterianas son capaces de lisar células microalgales (Riquelme y
Avendario-Herrera, 2003).

1.1.4.- Bacterias promotoras de crecimiento

Muchas bacterias asociativas son consideradas bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (BPCV) debido a su capacidad para estimular directamente el
crecimiento de las plantas a través de diversos mecanismos, como el aporte de
nitrogeno por el proceso de fijacion bioldgica de nitrégeno atmosférico (Boonjawat
et al., 1991: Débereiner et al., 1995; Elmerich ef al., 1992), producciéon de
sustancias reguladoras del crecimiento (Arshad y Frankenberger 1998),
solubilizacién de minerales y nutrimentos (Crowley ef al., 1991), incremento en el
volumen de la raiz (Bowen y Rovira, 1999), induccién de resistencia sistémica a
patégenos (Van Peer et al., 1991), inhibicion del crecimiento de organismos
antagonicos (Utkhede et al, 1999) e .interaccion sinérgica con ofros
microorganismos del suelo (Bashan et al., 1996). Las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal han sido utilizadas en la agricultura en experimentos como
inoculantes para el control de fitopatégenos y para promover el crecimiento
vegetal (Bashan, 1998). Los microorganismos mas estudiados pertenecen a los
géneros Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella, Beijerinckia, Pseudomonas 'y



Bacillus (Loredo-Osti, 2004). Las bacterias del género Azozpirillum son bien
conocidas como BPCV para un gran numero de cultivos (Bashan y Holguin, 1997).

Recientemente se encontré que una cepa de la especie Azospirillum brasilense es
capaz de promover parametros de crecimiento de la microalga Chlorella vulgaris
(Gonzéalez y Bashan, 2000). Lebsky et al. (2001) evaluaron la interaccion entre la
especie de microalga Chlorella vulgaris en esferas de alginato con las especies de
bacterias Phyllobacterium myrsinacearum y con Azospirillum brasilense que es
promotora del crecimiento vegetal. Observaron que en el transcurso del tiempo las
bacterias afectan el crecimiento del cultivo de la microalga, ya sea inhibiendo su
crecimiento o con su reproduccion. de-Bashan et al. (2004) coinmovilizaron, en
esferas de alginato, a la bacteria Azospirillum brasiliense junto con Chlorella
vulgaris o con C. sorokiniana para utilizarlas en la remocién de nitrégeno y fosforo
presentes en aguas residuales domésticas. La coinmovilizacién de esta especie
de bacteria con las microalgas resultdé en un incremento significativo en el
crecimiento de ambas especies de microalgas, asi como en un 100% de remocion
de amonio, un 94% de nitrato, y un 92% de fésforo en 6 dias, comparado con un
75% de remocion de amonio, 84% de nitrato y 89% de fosforo cuando soélo
inmovilizaron a las microalgas sin la adicion de bacterias. Concluyeron que la
coinmovilizacion puede usarse para el tratamiento de aguas residuales. Por lo
tanto se puede considerar a Azospirillum brasilense como una bacteria promotora
de crecimiento microalgal.

Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue evaluar la viabilidad para el
crecimiento y la capacidad de remocion de nutrientes de Synechococcus
elongatus coinmovilizada con Azospirillum brasilense en alginato. Por lo tanto este
estudio es el primero en reportar la deliberada inoculacién de S. elongatus con la
bacteria terrestre promotora de crecimiento A. brasilense.



Capitulo Il

Hipotesis

Las esferas que contengan las cianobacterias coinmovilizadas con las bacterias
promotoras de crecimiento, tendran un mayor crecimiento cianobacterial y
removeran con mayor eficiencia compuestos de nitrégeno y fosforo del medio con
respecto a las células libres en el medio.

Capitulo I

Objetivos

lll.1.- Objetivo general

Evaluar la viabilidad para el crecimiento y la capacidad de remocion de nutrientes
de la cianobacteria Synechococcus elongatus coinmovilizada con la bacteria
Azospirillum brasilense en alginato.

lll.1.- Objetivos especificos

Evaluar la coexistencia de Synechococcus elongatus y Azospirillum
brasilense cuando son coinmovilizadas en esferas de alginato.

Evaluar el incremento en la capacidad de remocién de distintas formas
quimicas de nitrégeno y fésforo de Synechococcus elongatus
coinmovilizada con Azospirillum brasilense en esferas de alginato.

Evaluar el efecto en el crecimiento de Synechococcus elongatus por parte
de Azospirillum brasilense cuando son coinmovilizadas en esferas de
alginato.



Capitulo IV

Materiales y métodos

IV.1.- Microorganismos

Se utilizé la cianobacteria Synechococcus elongatus (SYX1), la cual fue obtenida
de la coleccion del Laboratorio de Biologia y Cultivo de Microalgas del Centro de
Investigacion Cientifica y Educacion Superior de Ensenada.

La bacteria promotora de crecimiento Azospirillum brasilense (CDBB-B-1229) fue
obtenida de la coleccién de microorganismos del Centro de Investigacion y de
Estudios Avanzados del Instituto Politecnico Nacional.

IV.1.1.- Caracteristicas de las especies

Synechococcus elongatus es una cianobacteria de forma esférica, con un tamafio
promedio de 2.7 micrometros. Ademas, forma cadenas de hasta 6 células segun la
fase de crecimiento. Synechococcus elongafus fue aislada de una granja de
cultivo de camarén en Nayarit, México (Aguilar-May, 2006). Es una de las
especies de fitoplancton ampliamente tolerante a variaciones en las condiciones
ambientales, con alta tasa de crecimiento y alta capacidad de remocion de
compuestos de nitrogeno, fésforo y metales pesados (Aguilar-May y Sanchez-
Saavedra, 2009; Valle-Ramirez de Arellano, 2007). S. elongatus es un
componente dominante del picoplancton fotosintético en aguas eutrdficas asi
como en oligotréficas, donde S. elongatus contribuye a la fijacion del carbono
(Waterbury et al., 1986; Scalan, 2003).

Azospirillum brasilense es una bacteria promotora de crecimiento vegetal de las
mas estudiadas hasta el momento (Bashan y de-Bashan, 2005). Es una bacteria
de la rizosfera, fijadora de nitrdgeno, muy versatii en su transformacion de
nitrogeno. Ademas de fijar nitrégeno en condiciones microaerdbicas, también
desnitrifica bajo condiciones anaerdbicas o microaerofilicas, puede asimilar NHa,
NQO3 0 NO; (Hartman y Zimmer, 1994).



IV.2.- Condiciones de cultivo

Los cultivos de la cianobacteria S. elongatus fueron monoespecificos y no
axénicos, desarrollados en matraces Erlenmeyer de 1 L con medio "’ (Guillard y
Ryther, 1962). El medio se preparé con agua potable y fue esterilizado a 121 °C,
1.05 kg/ecm? por 20 minutos, los cultivos se mantuvieron a una temperatura de 20
1 °C con luz continua a una intensidad de 100 WE/m?/s, proporcionada por
lamparas de luz blanca fria.

Los cultivos de la bacteria Azospirillum brasilense se desarrollaron en matraces
Erlenmeyer de 1 L con medio manitol liquido (Asai ef al., 1964). El medio fue
esterilizado a 121 °C, 1.05 kg/cm? por 20 minutos y los cultivos se mantuvieron a
una temperatura de 25 + 2 °C.

IV.3.- Ensayo de coexistencia

Se realizaron cultivos mixtos de los dos microorganismos seleccionados. Estos
experimentos se utilizaron para evidenciar las relaciones alelopaticas entre las
especies y poder determinar qué proporcion de los dos microorganismos es la
mas idénea para el crecimiento de S. elongatus.

Los cocultivos se realizaron con diferentes proporciones de indculo de cada
microorganismo, generando un gradiente de concentraciones. Se realizaron cuatro
cocultivos a diferentes proporciones de inoculo.

1. El primer cocultivo contenia 4 mL de S. elongatus y 1 mL de A. brasilense.

2. El segundo cocultivo contenia 3 mL de S. elongatus y 2 mL de A
brasilense.

3. El tercer cocultivo contenia 2 mL de S. elongatus 'y 3 mL de A. brasilense.

4. El cuarto cocultivo contenia 4 mL de S. elongatus y 1 mL de A. brasilense.

Los cocultivos se mantuvieron por triplicado en tubos con tapa roscada con 5 mL
de medio “f" y bajo las mismas condiciones de luz y de temperatura como lo
descrito en la seccion I1V.2. Al mismo tiempo se realizaron -cultivos
monoespecificos con las mismas concentraciones de S. elongatus que en los
cocultivos, con el fin de utilizarlos como tratamientos control. Estos controles se
mantuvieron bajo las mismas condiciones descritas para los cocultivos.

Diariamente se evalud el crecimiento durante seis dias, mediante la medicién de la
densidad optica a una longitud de onda de 680 nm utilizando un espectrofotometro
(HACH modelo DR/4000 UV-VIS).
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IV.4.-Evaluacion del crecimiento y la remocién de nutrientes de S. elongatus
coinmovilizada con A. brasilense en alginato

Se utilizaron como controles experimentales dos tratamientos por duplicado y
como tratamientos experimentales cinco tratamientos realizados por triplicado.

Los dos tratamientos utilizados como controles experimentales consistieron en:

1. El medio de cultivo sin células, el cual se utiliz6 como control de las
transformaciones quimicas de los nutrientes.

2. El medio de cultivo sin células y con esferas de alginato sin células, el cual
se utiliz6 como control de las transformaciones quimicas de los nutrientes y
de las esferas de alginato.

Los cinco tratamientos experimentales consistieron en:

1. El medio de cultivo y células libres de S. elongatus. Con este tratamiento se
evaluo la eficiencia de la remocion de nutrientes y el crecimiento del cultivo
monoespecifico.

2. El medio de cultivo y células libres de A. brasilense. Con este tratamiento
se evaluo la viabilidad del crecimiento de esta bacteria en el medio “f" y la
eficiencia en la remocion de nutrientes.

3. El medio de cultivo y los cocultivos de células libres de S. elongatus y A.
brasilense. Con este tratamiento se evalué la eficiencia de la remocién de
nutrientes por las células de la cianobacteria y la bacteria.

4. El medio de cultivo con esferas de alginato que contenian ceélulas
inmovilizadas de S. elongatus. Con este tratamiento se evalué el
crecimiento y la eficiencia de remocion de nutrientes de las celulas de S.
elongatus y del alginato.

5. El medio de cultivo con esferas de alginato que contenian celulas
coinmovilizadas de S. elongatus y A. brasilense. Con este tratamiento se
evaluo el efecto de la coinmovilizacion en el crecimiento de S. elongatus y
la eficiencia de remocién de nutrientes de las células de la cianobacteria, la
bacteria y del alginato.

Todos los tratamientos antes mencionados se mantuvieron en matraces
Erlenmeyer de 1 L con 400 mL de un medio de agua residual artificial llamado
“2f”. El medio “2f" fue disefiado para simular las concentraciones de nitrogeno y
fosforo en aguas de desecho (Aguilar-May y Sanchez-Saavedra, 2009). El medio
"2f" se prepard con agua de uso potable y se esterilizd como fue descrito en la
seccion IV.2. En los tratamientos en los que se adicionaron esferas con células
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coinmovilizadas, células inmovilizadas y esferas de alginato sin células, para cada
experimento se adicionaron 800 esferas. Para los tratamientos con células libres
(cultivos monoespecificos y cultivos mixtos), se adicion6 una cantidad equivalente
de inéculo al utilizado para los cultivos con células inmovilizadas vy
coinmovilizadas. Todos los ensayos se realizaron bajo las condiciones de
mantenimiento de los cultivos descritas en la seccion IV.2.

IV.5.- Proceso de inmovilizacion

Para la inmovilizacién de células de S. elongatus se siguié el procedimiento
estdndar de inmovilizacién con alginato descrito por Smidsred y Skjak-Braek
(1990), utilizando alginato de sodio al 4% (peso/volumen).

Se concentrd, un volumen de 50 mL del cultivo de S. elongatus en fase
exponencial de crecimiento, por centrifugacion a 4000 rpm por 25 minutos y a 20
°C. Se utilizé una proporcion de 20 mL de alginato al 4% y 100 uL de cultivo
concentrado de células de S. elongatus. La mezcla de alginato con células se
colocé en una bureta de 25 mL y en el extremo inferior de la bureta se colocé una
punta desechable para micropipeta de 200 pL. La elaboracion de las esferas se
obtuvo a partir del goteo de la mezcla de alginato con células en un vaso de
precipitado con una solucién de cloruro de calcio al 2% (peso/volumen). Estas
gotas se dejaron durante 30 minutos en agitacion constante, a 200 rpm para la
formacion de las esferas (Smidsrgd y Skjak-Braek, 1990). Después de este tiempo
las esferas elaboradas fueron enjuagadas con agua destilada esteéril durante 10
minutos para eliminar los residuos de la solucion de cloruro de calcio.

Las esferas elaboradas con las células inmovilizadas en alginato se mantuvieron
en dos litros de medio de cultivo “f/2" por un periodo de al menos 12 horas, a 20
°C y 100 WE/m?/s, para disminuir el estrés de las células por efecto del proceso de
inmovilizacion.

IV.5.1.- Proceso coinmovilizacion

Con los resultados que se obtuvieron de la caracterizacion del crecimiento de los
cultivos mixtos, se seleccion6 la proporcion en la cual las dos especies pudieron
coexistir exitosamente y la que obtuvo el mayor crecimiento. Para la
coinmovilizacion se utilizo el procedimiento estandar de inmovilizacion con alginato
como ya se describio en la seccién anterior (IV.5) y tomando en consideracion los
resultados obtenidos en el ensayo de coexistencia.

Se concentré6 un volumen de 50 ml del cultivo de S. elongatus, en fase
exponencial de crecimiento, por centrifugacién a 4000 rpm por 25 minutos y a 20
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°C. De este cultivo concentrado se tomaron 100 yL y se mezclaron con 20 mL de
alginato al 4% (peso/volumen). A su vez, se concentré un volumen de 35 mL del
cultivo de A. brasilense en fase exponencial de crecimiento, por centrifugacion a
4000 rpm por 5 minutos y a 20 °C. Se tomaron 66 pL de este cultivo concentrado y
se mezclaron con los 20 mL de alginato al 4% que ya contenian las células de S.
elongatus. Esta nueva mezcla se coloc6é en una bureta de 25 mL con una punta
desechable para micropipeta de 200 pL en el extremo inferior y se dejo gotear
dentro de un vaso de precipitado con una solucion de cloruro de calcio al 2%
(peso/volumen). Estas gotas se dejaron 30 minutos en agitacion constante, a 200
rpm para la formacién de las esferas (de-Bashan et al., 2004). Después de este
tiempo, las esferas elaboradas fueron enjuagadas con agua destilada estéril
durante 10 minutos para eliminar los residuos de la solucién de cloruro de calcio.

Las esferas elaboradas con las células coinmovilizadas en alginato se
mantuvieron en dos litros de medio de cultivo “f/2" por un periodo de al menos 12
horas, a 20 °C y 100 uE/m?/s, para disminuir el estrés de las células por efecto del
proceso de inmovilizacion.

IV.6.-Medicion de las esferas

Para medir las esferas de alginato se utiliz6 un microscopio estereoscopico
OLYMPUS SZ61 con una rejilla de calibracién y se midio el diametro promedio de
3 esferas de cada tratamiento. Estas mediciones se utilizaron para calcular el area
y volumen de las esferas. Para la toma de las imagenes al microscopio se utilizé
una camara Olympus Camedia C-5060.

IV.7.-Evaluacién del crecimiento
IV.7.1-Evaluacioén del crecimiento de S. elongatus

El crecimiento en la densidad celular de S. elongatus se evalud diariamente desde
el inicio del cultivo (dia 0) hasta el dia 7, para esto se colectaron dos esferas por
cada condicion experimental. Para solubilizar las esferas colectadas se utilizo 1
mL de una solucion de fosfato de sodio 0.5 M por cada 2 esferas, las cuales se
dejaron en esta soluciéon durante 30 minutos, segtin lo descrito por Pérez-Coutifio
(2011). Adicionalmente, se utilizé una micropipeta para agitar la mezcla y ayudar a
solubilizar las esferas. Completado este procedimiento de solubilizacion, se
agrego una gota de Lugol como fijador para el conteo celular. Para los cultivos con
células libres se tomo6 1 mL de muestra y se preservo con una gota de Lugol. Los
conteos de células libres e inmovilizadas se realizaron con un hematocitometro de
0.1 mm de profundidad y un microscopio compuesto (Olympus CX-31). Con estos
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conteos se calculé la tasa de crecimiento especifica (u) descrita por Fogg y Thake
(1987), utilizando la siguiente formula:

_ log;N; —log; Ny
B t,—t,

En donde;

p= tasa de crecimiento especifica
log,= logaritmo base dos

N1= niimero de células en el t;
N2= nimero de células en el t;
ty=tiempo inicial

t,=tiempo final

IV.7.1.1.- Cuantificacion de clorofila a

Como medida indirecta de la evaluacion del incremento en la biomasa de los
cultivos de cada condicién experimental, diariamente se evalud el contenido de
clorofila @ mediante la técnica descrita por Parsons et al. (1984). Para ello, se filtré
1 mL de los cultivos con células libres y para las células inmovilizadas se tomaron
2 esferas. Estas muestras fueron colocadas en viales color ambar para evitar la
entrada de luz y degradacion de los pigmentos. Para la extraccion de los
pigmentos se agregd 1 mL de acetona al 90% a cada vial, se taparon y se
refrigeraron durante 24 horas. Después de este tiempo se midié la absorcién por
un barrido de 400 nm a 750 nm con un espectrofotémetro (HACH modelo DR/4000

UV-VIS).
IV.7.2- Evaluacion del crecimiento de A. brasilense

Para evaluar el nimero de bacterias promotoras de crecimiento presentes en los
diferentes tratamientos, para los cultivos con células en forma libre se tomo6 1 mL
de cultivo y para los tratamientos con células coinmovilizadas se tomaron dos
esferas. Para solubilizar las esferas colectadas, se utilizé una solucién de fosfato
de sodio 0.5 M segun lo descrito en la seccion IV.7.1. Después se realizaron
diluciones seriadas en solucion salina hasta 10°y posteriormente se tomo6 0.1 mL
de estas diluciones, los cuales fueron sembrados en cajas Petri que contenian 20
mL de medio manitol. Las cajas con cultivo se incubaron a 25 °C durante 40 horas
y se realizd el conteo de las colonias que crecieron durante el periodo de
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incubacion, las cuales se expresaron en unidades formadoras de colonia
presentes en 1 mL (UFC/mL).

1V.8.- Liberacion de células al medio

Para los tratamientos de inmovilizacién y coinmovilizacion, cada dos dias desde el
dia 0 hasta el dia 8, se colecté una muestra de 1 mL del medio de cultivo, se
observo al microscopio y se cuantificé la cantidad de células de S. elongatus
liberadas al medio por medio de conteos directos con un hematocitémetro de 0.1
mm de profundidad y un microscopio compuesto (Olympus CX-31).

IV.9.- Peso seco, de cenizas y organico

La estimacion gravimétrica del peso seco microalgal, es uno de los métodos mas
directos para determinar la produccion de biomasa. Por ello, al final del
experimento se evaluaron, el peso organico, el peso seco y el peso de las cenizas
para cada tratamiento segun la técnica descrita por Sorokin (1973). Para las
células inmovilizadas, se tomaron 10 esferas y se colocaron sobre filtros de fibra
de vidrio Whatman GF/C de 1 um de abertura de poro y de 47 mm de diametro.
Para el caso de células libres se tomé una alicuota de 10 mL del medio de cultivo
y se filtraron con la ayuda de una bomba de vacio, en filtros de fibra de vidrio GF/C
de 1 ym de abertura de poro y de 47 mm de diametro.

Las muestras se mantuvieron en una estufa a 60 °C hasta obtener valores de peso
constante. Para cuantificar el contenido de cenizas las muestras fueron
incineradas en una mufla a 470 °C por 4 horas, posterior a esto, se pesaron las
muestras hasta obtener valores de peso constante. El peso organico se obtuvo por
diferencia entre el peso seco y el peso de cenizas.

IV.10.- Remocion de nutrientes

La remocién de nutrientes se evalu6 diariamente desde el inicio del cultivo (dia 0)
hasta el dia 7. Para los tratamientos con células libres se colectaron 3 mL de los
cultivos y se filtraron para eliminar la biomasa microalgal. Para los tratamientos
con células inmovilizadas se colectaron 3 mL del medio de cultivo. Los nitratos se
analizaron por el método de espectroscopia ultravioleta, los nitritos por el método
de diazotizacion y los fosfatos por el método de acido ascérbico. La cuantificacion
de nutrientes se realizé mediante la técnica en microplaca, en la que se utilizé un
espectrofotdmetro de microplacas (EPOCH Biotek).
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IV.11.- Medicién del pH

De la muestra de agua colectada para cada tratamiento, diariamente se midié el
pH del medio de los tratamientos con un potenciometro portatil (HANNA HI 1208).

IV.12.- Tratamiento estadistico de los resultados

Para evaluar las diferencias en el crecimiento de S. elongatus en los diferentes
tratamientos, se aplicd un andlisis de varianza de una via (ANOVA) con los valores
de la tasa de crecimiento maxima (umax). Este mismo analisis estadistico se
aplico para evaluar las posibles diferencias entre tratamientos en la capacidad de
remocion de nutrientes, el crecimiento de A. brasilense, el contenido de pigmentos
y de peso seco organico. Para evaluar las diferencias en la liberacién celular
debido a la coinmovilizacién se realizé una prueba t-Student.

Cuando se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos se realizé
una prueba a posteriori de Tukey, con la que se establecio las diferencias entre los
tratamientos. Para todos los analisis estadisticos se tomaron en consideracion las
hipotesis que fundamentan estas pruebas, que son la normalidad y la
homogeneidad de varianzas (Sokal y Rohlf, 1979; Zar, 1984). Para realizar estas
pruebas se utilizé el software STATISTICA® version 7.0 (Stat Soft Inc., 2004) y se
consideré un nivel de significancia de 0.05.
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Capitulo V

Resultados

V.1.- Ensayo de coexistencia

En las curvas de crecimiento evaluadas por densidad optica se observé una fase
exponencial de 4 dias, asi como un crecimiento significativamente mayor en el
cocultivo con la proporcion 3 mL de S. elongatus : 2 mL de A. brasilense con
respecto a los otros cocultivos (F=40.681, P=0.001) (Figura 1).
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Figura 1.- Valores promedio + 1 error estdndar de la densidad optica de cocultivos de
Synechococcus elongatus con Azospirillum brasilense a diferentes proporciones en 5 mL
de medio “2f". 4 mL S. elongatus : 1 mL A. brasilense (e), 3 mL S. elongatus : 2 mL A.
brasilense (o), 2 mL S. elongatus : 3 mL A. brasilense (¥), 1 mL S. elongatus : 4 mL A.
brasilense (A). Las barras representan + 1 error estandar.
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No se encontraron diferencias significativas en las curvas de crecimiento de los
cultivos utilizados como control del crecimiento (P>0.05) y que fueron evaluados
por densidad optica. Se observé una fase exponencial de 3 dias, después de este
tiempo todos los cultivos entraron en fase estacionaria (Figura 2).
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Figura 2.- Valores promedio + 1 error estandar de la densidad 6ptica de cultivos de
Synechococcus elongatus a diferentes proporciones de indculo en 5 mL de medio “2f".
4 mL S. elongatus (e), 3 mL S. elongatus (o), 2 mL S. elongatus (v), 1 mL S. elongatus
(A). Las barras representan + 1 error estandar.

V.2.- Tamaiio de las esferas

Se obtuvieron esferas con una diametro promedio de 3.260 mm para los
tratamientos con alginato, 3.257 mm para las esferas del tratamiento de
inmovilizacion y 3.272 mm para las esferas del tratamiento de coinmovilizacién. No
se encontré diferencia significativa en el tamarfio inicial de las esferas utilizadas
para los diferentes tratamientos (P>0.05). Con estos valores se calculé el area y el
volumen promedio de las esferas, que después fueron utilizados para determinar
el factor de dilucion en pruebas posteriores (Tabla Ill).
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Tabla lll.- Valores promedio + 1 error estandar del diametro, area y volumen de las
esferas elaboradas para los diferentes tratamientos. A: esferas de alginato sin células, I
células de Synechococcus elongatus inmovilizadas en alginato y Cl: células de S.
elongatus y Azospirillum brasilense coinmovilizadas en alginato.

Tratamiento Diametro (mm) Area (mm?) Volumen (mm®)
A 3.260 + 0.146 33.449 £ 2.984 19.90 + 0.522 x 10°
| 3.257 £ 0.087 33.358 £ 1.798 19.54 + 0.320 x 10°
Cl 3.272 +0.120 33.673 +2.473 20.20 + 0.440 x 10°

V.3.- Evaluacion del crecimiento de S. elongatus

Se evalud el crecimiento de S. elongatus en los distintos tratamientos durante un
periodo de siete dias, se presenté una fase de acondicionamiento de un dia para
los tratamientos con células libres y coinmovilizadas, mientras que para los
tratamientos con células inmovilizadas se presentd una fase de acondicionamiento
de dos dias (Figura 3).

El tratamiento de células libres de S. elongatus mostrdé una fase exponencial del
dia dos hasta el dia cinco de cultivo, después de esto se observd una fase
estacionaria del quinto dia hasta el séptimo dia de cultivo. El tratamiento con
células de ambos microorganismos en forma libre presenté una fase exponencial
constante del dia uno hasta el dia siete. Los tratamientos inmovilizados vy
coinmovilizados mostraron una fase exponencial del dia dos hasta el dia siete
(Figura 3). Al comparar el crecimiento se encontré diferencias significativas
(F=56.064, P=0.001) entre los tratamientos. En el tratamiento de cocultivo libre se
alcanzé la mayor concentracion celular (3575 x 10* células/mL). Sin embargo, la
mayor tasa de crecimiento (u) fue para el tratamiento de coinmovilizacién (1.056
divisiones/dia) (Tabla V).
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Figura 3.- Valores promedio + 1 error estandar de la concentracion celular de los cultivos
mantenidos en los diferentes tratamientos en medio “2f". Cultivo libre de Synechococcus
elongatus (e), cocultivo libre de S. elongatus y Azospirillum brasilense (o), inmovilizacion
de S. elongatus (v), coinmovilizaciéon de S. elongatus y A. brasilense (A). Las barras
representan + 1 error estandar.

Tabla IV.- Valores promedio + 1 error estandar de la concentracion celular inicial,
concentracion celular final y tasa de crecimiento () para los diferentes tratamientos. SL.
células de Synechococcus elongatus libres en el medio, CCL: células de S. elongatus y
Azospirillum brasilense libres en el medio, I: células de S. elongatus inmovilizadas en
alginato y Cl: células de S. elongatus y A. brasilense coinmovilizadas en alginato. Las
letras distintas indican diferencia significativa (P<0.05) entre los tratamientos, en donde
a>b>c.

Tkt Concentracic?n celular inicial Concentracifjn celular final o ‘
(cél/mL) (cél/mL) (divisiones/dia)
SL 67.0x 10*+ 5.1 2537.5 x 10* +265.1° 0.717 £ 0.036°
CcCL 53.6x 10+ 86" 3575.0 x 10 +217.9* 0.867 + 0.007°
I 15.0x 10*+2.5° 13252 x 10* £171.4° 0.890 + 0.024°
Cl 17.3x10"£2.0° 2852.5 x 10" +74.20° 1,056 + 0.029°
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V.4.- Cuantificacion de clorofila a

Las concentraciones de clorofila a tuvieron un cambio significativo (F=64.169,
P=0.0002) por efecto de los diferentes tratamientos y también por efecto del
tiempo de cultivo (Tabla V). Los mayores valores de clorofila @ se encontraron el
dia 4 para el tratamientos de coinmovilizacién (345.98 ug/L). Los menores valores
correspondieron al tratamiento con células coinmovilizadas en el dia 0 (4.49 pg/L)
(Figura 4). La tendencia general en todos los tratamientos, fue un aumento en la
concentracion de clorofila a con respecto al incremento en el tiempo (Figura 4).
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Figura 4.- Valores promedio + 1 error estandar de la concentracion de clorofila a en
los cultivos mantenidos en los diferentes tratamientos en medio “2f". Cultivo libre de

Synechococcus elongatus (m), cocultivo libre de S. elongatus y Azospirillum brasilense
(m), células de S. elongatus inmovilizadas en alginato (@), células de S. elongatusy A.

brasilense coinmovilizadas en alginato (). Las barras representan + 1 error estandar.
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Tabla V.- Valores promedio + 1 error estandar de la concentracién de clorofila a inicial y la
concentracién de clorofila a final, de los diferentes tratamientos. SL: células de
Synechococcus elongatus libres en el medio, CCL: células de S. elongatus y Azospirillum
brasilense libres en el medio, I: células de S. elongatus inmovilizadas en alginato y Cl:
células de S. elongatus y A. brasilense coinmovilizadas en alginato. Las letras distintas
indican diferencia significativa (P<0.05) entre los tratamientos, en donde a>b>c.

Thataricits Concentracion clorofila a inicial Concentracion clorofila a final
(pg/L) (Ho/L)
SL 105+ 4.1° 451+ 121°
CEL 9.0+20°" 48.3+3.3°
| 56.8 + 33.6 188.3 + 40.2 ®
#] 44+0.0° 315.3+93.12

V.4.1.- Evaluacion del crecimiento de S. elongatus por concentracién de
clorofila a

El crecimiento de los cultivos con células libres de S. elongatus presentd una
relacion directa entre la densidad de las células y su concentracion de clorofila a.
Se obtuvo un coeficiente de determinacion de 0.905 y se muestra la ecuacion de
la relacién de la recta (Figura 5). Esta relacion se utilizo para inferir el crecimiento
de las células inmovilizadas a partir de su concentracién de clorofila a.
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Figura 5.- Valores promedio de la concentracién de clorofila a y la concentraciéon
celular de los cultivos libres de Synechococcus elongatus.
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V.5.- Evaluacion del crecimiento de A. brasilense

El numero de bacterias de A. brasilense al inicio de los tratamientos se evalu6 en
130 UFC/mL en promedio (con excepcion del tratamiento de cocultivo libre) y con
el paso de los dias registrd un incremento continuo hasta el dia dos, después se
observo una disminucion progresiva hasta el dia siete (Figura 6). Al comparar el
crecimiento de A. brasilense se encontraron diferencias significativas (F=15.95, P=
0.01) entre los tratamientos (Tabla VI). Se alcanzé la maxima concentracion de A.
brasilense al segundo dia en todos los tratamientos (Figura 6).

Tabla VI.- Valores promedio + 1 error estdndar de la concentracién inicial, la
concentracién maxima y la concentracién final, de los diferentes tratamientos con A.
brasilense. AL. células de Azospirillum brasilense libres en el medio, CCL: células de
Synechococcus elongatus y A. brasilense libres en el medio y Cl: esferas de alginato con
S. elongatus y A. brasilense. Las letras distintas indican diferencia significativa (P<0.05)
entre los tratamientos, en donde a=b.

Fratanfiants Copggntracién celular Confsgntracién celular Conpentracic’m celular
inicial (UFC/mL) maxima (UFC/mL) final (UFC/mL)
AL 156 +62.0° 13.0x 10° + 194252 520 + 169.7 @
CCL 900 +56.5% 10.9 x 10° + 989.94 ® 220 + 26.45°
Cl 110 £ 14.1° 7.30 x 10° £ 141.42° 580 + 113.1°
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Figura 6.- Valores promedio * 1 error estédndar del crecimiento de Azospirillum brasilense
en los diferentes tratamientos en medio "2f’, Cultivo libre de A. brasilense (), cocultivo
libre de A. brasilense y Synechococcus elongatus (o), células de A. brasilense y S.
elongatus coinmovilizadas en alginato (V). Las barras representan + 1 error estandar.
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V.6.- Liberacion de células al medio

Los tratamientos con células inmovilizadas en esferas de alginato iniciaron a
liberar células de S. elongatus al medio de cultivo significativamente durante el
sexto dia del experimento. No se encontrd diferencia significativa (=-6.1, P>0.05)
en la liberacion de células al medio entre los tratamientos.
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Figura 7.- Valores promedio + 1 error estandar de la liberacién de células hacia el medio
de cultivo “2f". Celulas de Synechococcus elongatus inmovilizadas en alginato (W), células

de S. elongatus y Azospirillum brasilense coinmovilizadas en alginato (m). Las barras
representan £ 1 error estandar.

V.7.- Peso seco, de cenizas y organico

Se evalud el peso seco total, el peso de cenizas y el peso seco organico de los
diferentes tratamientos (Tabla VII). Se encontré diferencia significativa en el peso
seco total entre tratamientos (F=24.522, P=.0001). No se encontré diferencia
significativa entre tratamientos en los valores del peso de cenizas (P>0.05) y se
encontré diferencia significativa en el peso seco organico entre los tratamientos
(F=56.721, P=0.0001).
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Tabla VII.- Valores promedio + 1 error estandar del peso seco total, peso de cenizas y
peso seco organico, de los diferentes tratamientos al final del experimento. A: esferas de
alginato sin células, SL: células de Synechococcus elongatus libres en el medio, AL:
células de Azospirillum brasilense libres en el medio, CCL: células libres de S. elongatus
con A. brasilense libres en el medio, |: células de S. elongatus inmovilizadas en alginato,
Cl: células de S. elongatus y A. brasilense coinmovilizadas en alginato. Las letras distintas
indican diferencia significativa (P<0.05) entre los tratamientos, en donde a>b.

Peso seco total Peso de cenizas Peso seco organico

Tratamiento

(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
A 0.670 + 0.074 2 0.194 + 0.013 0.475 + 0.060°
SL 0.280 + 0.048 ° 0.095 + 0.035 0.185 + 0.006 °
AL 0.130 £ 0.033° 0.038 + 0.021 0.091+0.016°
GEL 0.302 +£0.019° 0.110 £ 0.018 0.192 +0.001 ®
| 0.619 +0.127 ® 0.152 + 0.031 0.466 + 0.158 *
Cl 0.646 + 0.102 ® 0.112 + 0.005 0.534 +0.135 °

V.8.- Remocion de nutrientes

Se evaluaron las diferencias en la concentracion de las distintas formas quimicas
de nitrégeno y de fésforo entre los siete tratamientos.

La concentracion inicial de fosfatos fue aproximadamente de 8.25 + 0.83 mg/L en
todos los tratamientos (Figura 8 a 10). Los resultados del andlisis de varianza
mostraron diferencias significativas en la concentracion final entre los tratamientos
(F=28.518, P=0.0001). Todos los tratamientos mostraron decremento de la
concentracion de fosfatos. La concentracion final de fosfatos para los tratamientos
control medio “2f" y esferas de alginato sin células fue de 7.36 mg/L y 6.27 mg/L,
respectivamente (Figura 8A). Estos tratamientos control presentaron remocion, el
tratamiento que sirvio de control experimental y que consistié en usar sélo medio
“2f” alcanz6 una remocién maxima del 24% el dia 3, mientras que el tratamiento
con esferas de alginato sin células logré una remociéon maxima del 31% el dia 5
del experimento (Figura 8B).

Los tratamientos con células libres obtuvieron los mayores valores de remocion de
fosfatos. La concentracion final de fosfatos para los tratamientos de células libres
de S. elongatus, células libres de A. brasilense y el cocultivo de células libres de
ambos microorganismos, fueron 3.93 mg/L, 6.19 mg/L y 4.38 mglL,
respectivamente (Figura 9A). El tratamiento de cocultivo de células libres de S.
elongatus con A. brasilense alcanzé una remocion maxima del 51% el dia 7,
mientras que el tratamiento con células libres de A. brasilense logré una remocién
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maxima del 37% el dia 3 y el tratamiento con células libres de S. elongatus
alcanzé una remocion maxima del 57% en el dia 4, siendo ésta la mayor remocion
entre todos los tratamientos (Figura 9B).

100

r70

I 50

PO, (mg/L)
Remocién (%)

I 30

6 F 20

Dias Dias

Figura 8.- (A) Valores promedio + 1 error estandar de la concentracién de fosfatos en los
tratamientos control. (B) Valores promedio del porcentaje de remocién de fosfatos en los
tratamientos control. Medio “2f" (e), esferas de alginato sin células (o). Las barras
representan £ 1 error estandar.
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Figura 9.- (A) Valores promedio + 1 error estandar de la concentracion de fosfatos en los
tratamientos con células libres. (B) Valores promedio del porcentaje de remocién de
fosfatos en los tratamientos con células libres. Cultivo con células de Synechococcus
elongatus libres en el medio (e), cultivo con células de Azospirillum brasilense libres en el
medio (o), cocultivo con células de S. elongatus y A. brasilense libres en el medio (v). Las
barras representan * 1 error estandar.
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Los tratamientos con células inmovilizadas lograron una remocién significativa. La
concentracion final de fosfatos para el tratamiento de inmovilizacién de células de
S. elongatus en alginato y para el tratamiento de coinmovilizacién de células de S.
elongatus con A. brasilense fueron de 5.67 mg/L y 4.60 mg/L, respectivamente
(Figura 10A). El tratamiento de inmovilizacién de células de S. elongatus alcanzo
una remocion maxima del 41% el dia 5, mientras que el tratamiento de
coinmovilizacién de S. elongatus con A. brasilense logrd una remocion maxima del
48% en el cuarto dia del experimento (Figura 10B).
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Figura 10.- (A) Valores promedio + 1 error estandar de la concentracion de fosfatos en los
tratamientos con células inmovilizadas. (B) Valores promedio del porcentaje de remocion
de fosfatos en los tratamientos con células inmovilizadas. Células de Synechococcus
elongatus inmovilizadas en alginato (e), células de S. elongatus y Azospirillum brasilense
coinmovilizadas en alginato (o). Las barras representan + 1 error estandar.

La concentracién inicial de nitratos fue aproximadamente de 22.38 + 0.06 mg/L en
todos los tratamientos (Figura 11 a 13). Los resultados del analisis de varianza
mostraron diferencias significativas en la concentracion final entre los tratamientos
(F=22.488, P=0.0001). Se observé una baja disminucién en la concentracion de
nitratos en casi todos los tratamientos. El mayor porcentaje de remocion para los
tratamientos que sirvieron como control experimental, que consistieron de solo
medio de cultivo “2f’, fue de un 0.57% al tercer dia (Figura 11B). Los tratamientos
con células libres de S. elongatus y de A. brasilense al contrario mostraron un leve
incremento (Figura 12A). Los menores valores finales en la concentracion de
nitratos fueron en los tratamientos con células de S. elongatus inmovilizadas en
alginato con 22.22 mg/L y en el tratamiento con células de S. elongatus y A.
brasilense coinmovilizadas en alginato con 22.20 mg/L (Figura 13A).

Los tratamientos de inmovilizacion de células de S. elongatus en alginato tuvieron
un porcentaje de remocién maximo del 0.76% en el tercer dia y el mayor

27



porcentaje de remocién entre todos los tratamientos, fue para los tratamientos de
coinmovilizacion en alginato de células de S. elongatus y A. brasilense, con un
0.86% en el dia 1 (Figura 13B).
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Figura 11.- (A) Valores promedio * 1 error estandar de la concentracion de nitratos en los
tratamientos control. (B) Valores promedio del porcentaje de remocién de nitratos en los
tratamientos control. Medio “2f" (e), esferas de alginato sin células (o). Las barras
representan * 1 error estandar.
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Figura 12.- (A) Valores promedio * 1 error estandar de la concentracién de nitratos en los
tratamientos con células libres. (B) Valores promedio del porcentaje de remocion de
nitratos en los tratamientos con células libres. Cultivo con células de Synechococcus
elongatus libres en el medio (e), cultivo con células de Azospirillum brasilense libres en el
medio (o), cocultivo con células de S. elongatus y A. brasilense libres en el medio (v). Las
barras representan £ 1 error estandar.
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Figura 13.- (A) Valores promedio * 1 error estandar de la concentracion de nitratos en los
tratamientos con células inmovilizadas. (B) Valores promedio del porcentaje de remocion
de nitratos en los tratamientos con células inmovilizadas. Células de Synechococcus
elongatus inmovilizadas en alginato (e), células de S. elongatus y Azospirillum brasilense
coinmovilizadas en alginato (o). Las barras representan + 1 error estandar.

Debido a las transformaciones del nitrégeno en el medio se evalud la produccion
de nitritos en todos los tratamientos. La concentracién inicial de nitritos fue
aproximadamente de 0.38 + 0.00 mg/L en todos los tratamientos (Figura 14 a 16).
Los resultados del analisis de varianza mostraron diferencias significativas en la
concentracion final de nitritos entre todos los tratamientos (F=4.416, P=0.019). Se
observé un ligero aumento en la concentracion de nitritos en todos los
tratamientos. Los mayores valores finales en la concentracion de nitritos fueron
evaluados en el tratamiento que sirvi6 como control experimental, que consistid
solamente de medio “2f", con 0.47 mg/L (Figura 14A), seguido del tratamiento de
cocultivo de células libres de S. elongatus y A. brasilense, con 0.46 mg/L (Figura
15A). El mayor valor de produccién fue para el tratamiento de cocultivo de células
libres de S. elongatus y A. brasilense, con 31.7% en el dia 2 (Figura 15B), seguido
del porcentaje de produccién para el tratamiento de inmovilizacion de células de S.
elongatus en alginato, con un 28.7% en el dia 1 (Figura 16B).
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Figura 14.- (A) Valores promedio + 1 error estdndar de la concentracién de nitritos en los
tratamientos control. (B) Valores promedio del porcentaje de produccion de nitritos en los
tratamientos control. Medio “2f" (e), esferas de alginato sin células (o). Las barras
representan £ 1 error estandar.
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Figura 15.- (A) Valores promedio + 1 error estandar de la concentracién de nitritos en los
tratamientos con células libres. (B) Valores promedio del porcentaje de produccion de
nitritos en los tratamientos con células libres. Cultivo con células de Synechococcus
elongatus libres en el medio (e), cultivo con células de Azospirillum brasilense libres en el
medio (o), cocultivo con células de S. elongatus y A. brasilense libres en el medio (v). Las
barras representan + 1 error estandar.
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Figura 16.- (A) Valores promedio t 1 error estandar de la concentracién de nitritos en los
tratamientos con células inmovilizadas. (B) Valores promedio del porcentaje de
produccién de nitritos en los tratamientos con células inmovilizadas. Células de
Synechococcus elongatus inmovilizadas en alginato (e), células de S. elongatus y
Azospirillum brasilense coinmovilizadas en alginato (¢). Las barras representan + 1 error
estandar.

V.9.- Medicion del pH

Se evaluaron diariamente los valores de pH para los siete tratamientos. Debido a
que los datos obtenidos no cumplieron las hipétesis de normalidad y de
homogeneidad de varianzas, se utilizé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.
Los resultados de la prueba de Kruskal-Wallis mostraron diferencias significativas
en los valores de pH entre los tratamientos (P=0.0271). El pH inicial en todos los
tratamientos fue aproximadamente 8.4 + 0.03. Los tratamientos control que
consistieron solamente de medio “2f’, asi como los que consistieron en soélo
esferas de alginato sin células presentaron una disminucién en los valores de pH
hasta a un valor de 8.0 (Figura 17). Los tratamientos con células libres que fueron
cultivo de S. elongatus, cultivo de A. brasilense y cocultivo de ambos
microorganismos, mostraron un incremento en los valores de pH hasta 9.0, 8.7 y
8.8, respectivamente (Figura 18). Los tratamientos con células de S. elongatus
inmovilizadas y de células de S. elongatus coinmovilizadas con células de A.
brasilense, ambos mostraron un incremento en los valores de pH hasta un valor
de 9.0 (Figura 19).
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Figura 17.- Valores promedio + 1 error estandar de las mediciones del pH en los
tratamientos control. Medio “2f" (m), esferas de alginato sin células (m). Las barras
representan + 1 error estandar.
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Figura 18.- Valores promedio + 1 error estandar de las mediciones del pH en los
tratamientos con células libres. Células libres de Synechococcus elongatus (M),
células libres de Azospirillum brasilense (m), cocultivo de células libres de S.

elongatus con A. brasilense (m). Las barras representan + 1 error estandar.
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Figura 19.- Valores promedio + 1 error de las mediciones del pH en los tratamientos
con células inmovilizadas. Células de Synechococcus elongatus inmovilizadas en

alginato (m), células de S. elongatus y Azospirillum brasilense coinmovilizadas en

alginato (m). Las barras representan + 1 error estandar.
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Capitulo VI

Discusion

VI.1.- Ensayo de coexistencia

Hay diversos estudios sobre las interacciones entre bacterias-microalgas que
constituyen una alternativa para ser utilizados como control de las proliferaciones
de bacterias y fitoplancton causantes de dafios a los ambientes naturales y
sistemas cerrados de cultivo. Estas investigaciones se han hecho tanto en
laboratorio como in sifu y han demostrado procesos de estimulo e inhibicién del
crecimiento de las microalgas y/o bacterias (Riquelme y Avendafio-Herrera, 2003).
En comparacion con la cantidad de estudios del efecto alguicida de algunas
bacterias, el papel de algunas bacterias como factor estimulatorio en el
crecimiento de fitoplancton no ha sido igualmente estudiado (Liu et al., 2008).
Algunas bacterias han demostrado promover el crecimiento de fitoplancton por
medio de la fijacion de nitrégeno inorganico (de-Bashan et al., 2002a, 2004),
remineralizacién y/o solubilizacién de nutrientes inorganicos (Azam, 1998; Vassilev
et al., 2006), reduccion del estrés oxidativo (Mouguet et al., 1995), la produccion
metabdlica de CO, (Chirac ef al., 1985) y su potencial redox (Parker y Bold, 1996).
Sin embargo, la mayoria de estos estudios se centran en bacterias provenientes
de colecciones de microorganismos, en especial aquellas especies que se sabe
que tienen un efecto promotor de crecimiento vegetal como Azospirillum sp.
(Lebsky et al., 2001; de-Bashan et al., 2002a, 2004).

En este estudio se realizaron cultivos mixtos de una especie de cianobacteria y
una especie de bacteria promotora de crecimiento a diferentes concentraciones,
para establecer relaciones alelopaticas exitosas. El cocultivo a la proporcion 3:2 de
S. elongatus y A. brasilense, respectivamente fue el que tuvo una mayor densidad
optica al compararlo con las otras proporciones de especies cuya densidad optica
fue menor. Al comparar esta proporcién del cocultivo con un monocultivo de S.
elongatus con la misma cantidad de inéculo, la densidad optica fue cinco veces
mayor en el cocultivo. Liu et al. (2008) evaluaron el efecto promotor de crecimiento
sobre siete especies de microalgas por parte de una bacteria que aislaron en las
costas de Carolina del Sur, utilizando distintas proporciones de cultivo de forma
analoga a como se realizd en este trabajo. La especie de bacteria que aislaron Liu
et al. (2008), resultd cercana al género Bacillus y tuvo un efecto en el crecimiento
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de las siete especies de microalgas: Heterosigma akashiwo, Chatonella subsalsa,
Fibrocapsa japonica, Chaetoceros neogracile, Nitzchia sp., Cryptomonas sp. y
Ankistrodesmus sp. Recientemente Abed (2010), encontré que al tener un
cocultivo de una bacteria del genero Psudomonas con la cianobacteria
Synechocystis PCC6803, llevé a un incremento de ocho veces en la biomasa
cianobacterial. Los trabajos realizados acerca de la coinmovilizacién de
Azospitillum brasilense con las microalgas Chlorella vulgaris o C. sorokiniana (de-
Bashan et al., 2002a, 2004; Lebsky et al., 2001), han utilizado una proporcién 2:1
de microalga y bacteria respectivamente, la cual es cercana a la que se determin6
como la mejor en este trabajo.

VI.2.- Tamano de las esferas

Las propiedades mecanicas y de expansion de las esferas de alginato han
demostrado depender fuertemente de la composicion monomérica, la estructura y
el tamafio de las moléculas que componen el alginato. El tamario y el grado de
esfericidad de las capsulas dependen principalmente de la viscosidad de la
solucién de alginato, de la distancia que hay entre el orificio por donde sale esta
solucion y la superficie de la solucion gelificante y de la concentracion de la
solucion usada para gelificar (Smidsregd y Skjak-Breek, 1990). La composicion del
alginato puede también influenciar el tamario de las esferas. El gel de alginato se
contrae durante la formacion de la esferas, lo que genera una pérdida de agua y
un incremento en la concentracién de alginato relativa a la que habia en la
solucién. Esta contraccion causa un incremento relativo en la concentracion de
células inmovilizadas en la matriz (Smidsrgd y Skjak-Braek, 1990). En este trabajo,
independientemente del tratamiento, se obtuvieron esferas con un diametro
promedio de 3.26 mm, un &rea aproximada de 33.5 mm? y un volumen
aproximado de 20 L. Estos valores son similares a los obtenidos en estudios que
se han realizado con el mismo proceso de inmovilizacion utilizado en este trabajo
(Fierro-Reséndiz, 2004, Aguilar-May, 2006), asi como en trabajos en los que se
inmovilizé S. elongatus en esferas de alginato (Matsunaga et al., 1988).

VI.3.- Evaluacion del crecimiento de S. elongatus
V1.3.1.- Evaluacion del crecimiento de S. elongatus en cultivos libres

Existen una variedad de factores que intervienen en el crecimiento de
cianobacterias y microalgas, siendo cuatro los mas relevantes en los ambientes
acuaticos y corresponden al nitrégeno, el fésforo, el carbono y la luz, ya que tienen
un efecto sobre la respuesta fisiolégica de las microalgas (Owens y Esaias, 1976).
Ademas de estos factores, la temperatura y el pH también son importantes ya que
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deben estar en valores adecuados segun los requerimientos de cada especie
(Mora, 2002; Rosales et al., 2006). En el tratamiento que consistié en cultivos
libres de S. elongatus se observé una fase de acondicionamiento de un dia, se
obtuvo la menor tasa de crecimiento comparada con los otros tratamientos y
alcanzaron la fase estacionaria al quinto dia (Figura 3). Aguilar-May y Sanchez-
Saavedra (2009) cultivaron a S. elongatus en agua de mar obteniendo una alta
tasa de crecimiento de 0.86 divisiones/dia similar a la obtenida en este estudio
(0.71 divisiones/dia). Pero al comparar las concentraciones celulares finales se
encuentra una gran diferencia, Aguilar-May y Sanchez-Saavedra (2009)
obtuvieron una concentracién celular de 3.37 x 10® cél/mL, mientras gue en este
estudio la concentracion celular final fue de 0.25 x 10° cél/mL. Esta diferencia en
las concentraciones finales de S. elongatus pudo deberse a un estrés salino, ya
que esta especie fue cultivada en agua dulce. La cepa de la cianobacteria S.
elongatus proviene de un aislamiento realizado en muestras de agua de una
granja de produccion de camaréon (Aguilar-May, 2002). Aun cuando es una
especie que se ha reportado como halotolerante (Billini et al, 2008), su
crecimiento pudo verse afectado por la diferencia en la concentracion de sales
inorganicas disueltas y por la influencia de factores como la concentracion y el tipo
de nutrientes, ya que Aguilar-May y Sanchez-Saavedra (2009) utilizaron nitrato de
amonio como aporte de nitrégeno en lugar de nitrato de sodio como fue utilizado
en este trabajo. Estas diferencias en las tasas de crecimiento también pudieron
estar influenciadas por la distinta cantidad de inéculo utilizado en los cultivos, ya
que en el estudio de Aguilar-May y Sanchez-Saavedra (2009) la concentracion
celular inicial fue de 0.06 x 10° cél/mL mientras que para este estudio fue de 0.006
x 10® cél/mL. La densidad del indculo y la viabilidad de las células son muy
importantes para el desarrollo del cultivo, ya que la mayoria de las células por el
cambio de las condiciones de cultivo pueden modificar su metabolismo (Fogg y
Thake, 1987) y en consecuencia modificar la duracion de las distintas fases de las
curvas de crecimiento.

V1.3.2.- Evaluacion del crecimiento de S. elongatus con A. brasilense en
cocultivos libres

Se han descrito diversos estudios sobre las interacciones entre bacterias-
microalgas que constituyen una alternativa para controlar el crecimiento
microalgal. La practica del cultivo masivo de microalgas, ocasionalmente se
enfrenta a problemas inesperados o a colapsos de los cultivos. Una solucion a
estos problemas es utilizar bacterias promotoras del crecimiento microalgal
(Hirayama e Hirayama, 1997). El tratamiento de cocultivo libre fue el que obtuvo la
mayor concentracion celular final entre todos los tratamientos. Comparando las
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tasas de crecimiento entre los tratamientos de células de S. elongatus de forma
libre y el de cocultivo de células de S. elongatus y A. brasilense de forma libre,
este Ultimo presenté la mayor tasa de crecimiento. Resultados similares se han
obtenido en otros estudios. Hirayama e Hirayama (1997) cultivaron tres especies
de microalgas marinas Chaetoceros gracilis, Isochrysis galbana y Paviova lutheri,
con la bacteria Flavobacterium sp. en cocultivos libres de 2.5 litros. Encontraron
que las bacterias promueven el crecimiento de la diatomea C. gracilis que es
utilizada como alimento en las granjas de ostras. Garg y Bhatnagar (1999)
evaluaron el efecto de la inoculaciéon de pozas de acuicultura de agua dulce con
las bacterias promotoras de crecimiento vegetal Azospirillum sp. y Azotobacter sp.
y encontraron que estas bacterias incrementaron significativamente la cantidad de
fitoplancton y consecuentemente la produccion de peces.

VI.3.3.- Evaluacion del crecimiento de S. elongatus en forma inmovilizada

Una célula inmovilizada es definida como una célula que por medio natural o
artificial es privada de moverse independientemente y confinada con un grupo de
células dentro de un sistema de estudio (Tampion y Tampion, 1987). Cuando se
describe un sistema tradicional de tratamiento de aguas residuales con microalgas
se consideran dos componentes: las microalgas y el agua de desecho que
incluyen las interacciones entre estos dos componentes. Al incorporar la
tecnologia de inmovilizacion se introduce en el sistema un tercer componente, la
matriz polimérica. Por lo anterior, se requiere considerar las interacciones entre la
matriz-polimero y las células de la microalga. Estas interacciones estan
relacionadas con los cambios en las células durante el proceso de inmovilizacion,
incluyendo cambios morfolégicos, caracteristicas de crecimiento y de actividades
metabdlicas (Mallick, 2002). Después del proceso de inmovilizacion es importante
conocer cual es el porcentaje de viabilidad celular, ya que la viabilidad del cultivo
se reduce en dependencia de varios factores tales como: el método de
inmovilizacion, el tipo de polimero, la concentracion del polimero y el diametro de
la esfera, entre otros como son las caracteristicas de la especie de microalga, en
especial los rangos de tolerancia a factores fisicoquimicos, por ejemplo el pH
(Kaya y Picard, 1995). La principal limitante para la viabilidad y el crecimiento de
células inmovilizadas, es la baja tasa de intercambio de gases y nutrientes con el
medio y su dependencia en el tamafio, forma y densidad del polimero (Cohen,
2001). En el tratamiento de inmovilizacién de células de S. elongatus se obtuvo la
menor concentracion de células, pero también se obtuvo la segunda mejor tasa de
crecimiento. Se observo una fase de acondicionamiento de dos dias, la cual fue un
poco mas larga que para los cultivos de células de S. elongatus de forma libre
(Figura 3). Este mayor tiempo de acondicionamiento se debe a que el proceso de
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inmovilizacién causé una fase de aclimatacién a las nuevas condiciones de cultivo.
La inmovilizacion de microorganismos en polimeros provoca un estrés significativo
en los microorganismos debido a las fuerzas quimicas y las interacciones entre la
matriz de inmovilizacién y la pared celular (de-Bashan y Bashan, 2010). Este
efecto ha sido descrito previamente en varios estudios de inmovilizaciéon de
microalgas. Chevalier y de la Nolie (1985a) reportaron que Scenedesmus obliquus
exhibié una fase de acondicionamiento un dia mas larga cuando era inmovilizada
en carragenina. Lau et al. (1998) observo la misma tendencia para Chlorella
vulgaris cuando se inmovilizaba en carragenina. Aguilar-May y Sanchez- Saavedra
(2009) observaron también una fase de acondicionamiento de dos dias cuando
inmovilizaron S. elongatus en quitosano, lo cual concuerda con los resultados
obtenidos en este trabajo. Después de esta fase de acondicionamiento las tasas
de crecimiento pueden ser muy similares entre las células libres y las
inmovilizadas (Lau ef al.,, 1998; Mallick, 2002). Se ha encontrado que debido al
proceso de inmovilizacion, se pueden producir cambios fisiolégicos en las células
para mantener una tasa de crecimiento similar a cuando estan libres en el medio
(Cohen, 2001; Mallick, 2002). En los organismos inmovilizados existe una gran
variedad de cambios respecto a los organismos mantenidos en forma libre. Kolot
(1988) menciona que en los organismos inmovilizados existe una mayor actividad
metabolica y una disminucién del tiempo de generacidn respecto a los organismos
mantenidos en forma libre, lo cual podria explicar la mayor tasa de crecimiento de
los cultivos inmovilizados con respecto a los cultivos en forma libre. Aguilar-May y
Sanchez- Saavedra (2009) obtuvieron tasas de crecimiento y concentraciones
celulares muy similares entre los tratamientos con células libres de S. elongatus y
cuando fueron inmovilizadas en quitosano, lo cual difiere de los resultados
obtenidos en este trabajo. En los estudios relacionados con la inmovilizacion de
células vivas se menciona que no todas las cepas de microalgas y cianobacterias
responden igual a un distinto método de inmovilizacién (Yang y Wang, 1990; Kaya
y Picard, 1995).

VI.3.4.- Evaluacion del crecimiento de S. elongatus coinmovilizada con A.
brasilense

Se han descrito diversos estudios sobre las interacciones entre bacterias-
fitoplancton que constituyen una alternativa para controlar el crecimiento
microalgal. En la secciéon anterior VI.3.3 se trataron los efectos que tiene la
inmovilizacion en matrices poliméricas sobre diferentes especies de microalgas y
cianobacterias. Recientemente se han hecho esfuerzos en el campo de la
coinmovilizacion. Una de las nuevas estrategias en el campo de la
coinmovilizacion, con el propésito de tratar aguas residuales, es el uso de
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bacterias promotoras del crecimiento vegetal, las cuales son comunmente
utiizadas en la agricultura (Bashan y de-Bashan, 2005). Esto con el fin de
incrementar el crecimiento y la capacidad de remociéon de nutrientes de las
microalgas. Las especies bacterianas utilizadas hasta ahora pertenecen al género
Azospirillum, el cual es usado ampliamente como indéculo para promover el
crecimiento y produccién en numerosos tipos de cultivos v. gr. algodon, trigo y
tomate (Bashan, 1998). El efecto promotor de crecimiento microalgal por parte de
varias cepas de Azospirillum spp. ha sido reportado solamente en dos especies de
microalgas, Chlorella vulgaris y C. sorikiniana (Gonzalez y Bashan, 2000; Lebsky
et al., 2001; de-Bashan et al., 2002b). Por lo tanto, no se ha establecido si el
efecto promotor de crecimiento del género Azospirillum es exclusivo para las
microalgas del género Chlorella o es una respuesta mas amplia con otras
especies de microalgas y cianobacterias.

El crecimiento de S. elongatus en el tratamiento de coinmovilizacion en este
trabajo, tuvo una fase de acondicionamiento de un dia al igual que los tratamientos
con células libres (Figura 3). También este tratamiento presenté la mejor tasa de
crecimiento y su concentracion celular final fue muy similar al tratamiento de
células de S. elongatus en forma libre, la cual es el doble de la concentracion
celular final si la comparamos con el tratamiento de inmovilizacién de células de S.
elongatus (Tabla V). En un cocultivo libre de microalgas con bacterias, ambos
microorganismos estan dispersos, la microalga a través de la agitacion del medio
cultivo y la bacteria por su propia movilidad (Zhulin y Armitage, 1992). La
inmovilizacion de estos dos microorganismos dentro de la matriz de alginato,
asegura el establecimiento de esta asociacién artificial y el efecto mutuo ya que
debido a que los microorganismos estan atrapados, el movimiento de A.
brasilense se ve limitado. Los mecanismos por los cuales las bacterias de A.
brasilense afectan a las microalgas, cuando ambos microorganismos son
coinmovilizados, han sido investigados recientemente. Los nutrientes en el medio
de cultivo se difunden libremente dentro de la matriz. En un tiempo entre 6 y 48
horas, dependiendo de la combinacion especifica microalga-bacteria, los dos
microorganismos se unen en la misma cavidad dentro de la esfera después de
que se disuelven pequefias partes de la estructura interna (de-Bashan y Bashan,
2008a). Los mecanismos celulares estan probablemente relacionados con la
capacidad de A. brasilense para producir fitohormonas, v. gr. acido indolacético.
Esta idea es sustentada por el efecto promotor de crecimiento similar a la
coinmovilizacion, al aplicar acido indolacético al cultivo de mircoalgas antes de su
inmovilizacion (Gonzalez y Bashan, 2000). También se ha observado que
mutantes de A. brasilense que no producen suficiente acido indolacético fallan en
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incrementar el crecimiento y el metabolismo de las microalgas (de-Bashan y
Bashan, 2008b). Otro mecanismo celular relacionado es el incremento en la
actividad de las enzimas involucradas en el metabolismo del nitrégeno en las
microalgas, v. gr. la glutamato deshidrogenasa y la glutamino sintetasa (de-
Bashan y Bashan, 2008c).

Se ha observado que los efectos negativos por la falta de nutrientes en cultivos de
Chlorella sp., pueden ser mitigados al coinmovilizar la microalga con A. brasilense
(Hernandez et al., 2006). Esto puede explicar porque la fase de adaptacion del
tratamiento de coinmovilizacioén de S. elongatus con A. brasilense, haya sido de un
dia como en los tratamientos con células de S. elongatus en forma libre. Es
posible que A. brasilense haya mitigado el estrés en S. elongatus debido a la
inmovilizacion. Gonzalez y Bashan (2000) coinmovilizaron durante seis dias a C.
vulgaris con A. brasilense en medio “agua residual sintética”, al comparar el
crecimiento de C. vulgaris coinmovilizada con C. vulgaris inmovilizada al final del
experimento, encontraron que el crecimiento de la microalga coinmovilizada fue
tres veces mayor que en la inmovilizacién de la microalga en solitario. de-Bashan
et al. (2004) coinmovilizaron a C. vulgaris y C. sorikiniana con A. brasilense en
agua residual doméstica, encontraron que la poblacién de bacterias incrementd
significativamente el crecimiento de las dos especies de Chlorella, en comparacion
con los tratamientos donde soélo inmovilizaron a las microalgas. de-Bashan y
Bashan (2008a) indican que el efecto mas notorio de la coinmovilizacion es que la
poblacién de la microalga aumenta significativamente de dos a tres veces en
comparacion a la inmovilizacion de solamente las microalgas, lo anterior
concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo.

VI1.3.5.- Cuantificacion de clorofila a

El crecimiento de los cultivos microalgales es expresado usualmente como el
incremento de la cantidad de biomasa, nimero de células, peso seco y la cantidad
de pigmentos, en un periodo de tiempo. La evolucién del contenido celular de
pigmentos a lo largo del tiempo de cultivo sigue tendencias diferentes no sélo en
funcion de la especie, sino ademas del aporte de nutrientes en el medio y de los
factores medioambientales (Jiménez-Estrada, 2011). La determinacion
espectrofotométrica de las concentraciones de pigmentos se ha propuesto como
un método rapido para conocer el crecimiento microalgal. Es comun encontrar
elevadas producciones de clorofila a en células microalgales inmovilizadas debido
al efecto “pantalla” de la matriz de inmovilizacion (Lau et al., 1998; Pane et al.,
1998), por lo tanto este proceso debe de ser tomado en cuenta cuando se estima
la cantidad de biomasa mediante la cuantificacion de clorofila a. En este trabajo se
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encontrdo una produccion aproximadamente del friple de clorofila a en los
tratamientos con células de S. elongatus inmovilizadas respecto a los tratamientos
con células libres de S. elongatus. Sin embargo, la mayor produccién de clorofila a
se obtuvo en los tratamientos con células de S. elongatus y A. brasilense
coinmovilizadas, los cuales duplicaron la produccion de clorofila a de los
tratamientos donde se inmovilizé solamente a la cianobacteria. El mayor contenido
de clorofila a, es atribuido a un mecanismo de compensacién al autosombreado y
a una limitacion de la penetracién de la luz debido a la matriz polimérica.
(Tamponnet ef al., 1985; Trevan y Mak, 1988; Lau et al., 1997; Pane et al., 1998).
En otras investigaciones realizadas con células de microalgas y de cianobacterias
inmovilizadas, se encontré que al estar las células confinadas dentro de la matriz
de alginato, se produce un efecto de atenuacion y de empaquetamiento celular
principalmente en el centro de la capsula, causando que disminuya el paso de la
luz hacia el interior de la capsula. Por lo anterior, se produce un cambio en el
sistema fotosintético y se incrementan los centros de reaccién como estrategia
para utilizar la baja cantidad de luz (Lau et al., 1998; Aguilar-May, 2006; Ruiz-
Marin et al., 2011). Algunos autores concluyen que la evaluacion de la
concentracién de clorofila a, no es un buen estimador del crecimiento para
comparar el crecimiento de células libres respecto de células inmoéviles. Se ha
evaluado que el contenido de clorofila a en cultivos de células inmovilizadas es
mayor que en los cultivos de células libres y esto causa una sobrestimacion de la
biomasa microalgal cultivada (Lau ef al., 1997; Pane et al., 1998). Por otra parte
en los tratamientos de coinmovilizacion se ha observado un fenémeno en el que la
produccion de clorofila a aumenta significativamente. Gonzalez y Bashan (2000)
coinmovilizaron durante seis dias a C. vulgaris con A. brasilense en medio “agua
residual sintética” y obtuvieron una mayor produccién de clorofila a cuando
coinmovilizaron C. vulgaris con A. brasilense, en comparacion con solamente la
inmovilizacion de C. vulgaris. de-Bashan et al. (2002b) coinmovilizaron en esferas
de alginato a C. vulgaris y C. sorokiniana cada una con A. brasilense. Para ambas
especies de microalgas obtuvieron una produccion de clorofila a 50% mayor en los
cultivos coinmovilizados en comparaciéon con los que solamente inmovilizaron a
las microalgas.

La concentracion de clorofila a en el presente trabajo con células inmovilizadas fue
mayor y concuerda con lo descrito por Aguilar-May y Sanchez-Saavedra (2009)
quienes obtuvieron una mayor produccién de clorofila a en los cultivos
inmovilizados de S. elongatus comparados con los cultivos de células libres. Los
resultados para los tratamientos de coinmovilizacién en este trabajo, presentaron
la tendencia de tener una mayor produccién de clorofila a en comparacion con los
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tratamientos en los que se inmoviliza sélo a las células de microalgas, como ha
sido reportado en otros trabajos (Gonzalez y Bashan, 2000; de-Bashan ef al.,
2002b). Por ultimo es evidente que la sintesis de clorofila a en las células
inmovilizadas en distintos tipos de polimeros, cambiara con base en la capacidad
fisiologica de las células microalgales para adaptarse al microambiente causado
por la matriz y a las caracteristicas del polimero utilizado para la inmovilizacion.

V.4.- Evaluacion del crecimiento de A. brasilense

Hasta donde se conoce existen pocos trabajos en la literatura relacionados con la
coinmovilizacion de microalgas con bacterias como A. brasilense y que describan
el crecimiento de la poblacion de las bacterias durante el tiempo de cultivo
(Hernandez et al., 2009; Covarrubias et al., 2012).

En este trabajo se observé un crecimiento exponencial por parte de A. brasilense
hasta el segundo dia, después se observé una disminucion progresiva en el
crecimiento hasta el final del experimento. Los tratamientos con células libres
mostraron un mayor crecimiento respecto al tratamiento con células
coinmovilizadas. Una posible explicacion a este resultado es, que se ha observado
que el proceso de inmovilizacion reduce el nimero de células de A. brasilense en
las esferas, por lo que algunos estudios indican que es necesaria una segunda
incubacion en caldo nutritivo diluido después del proceso de coinmovilizacion (de-
Bashan et al., 2002a; de-Bashan et al., 2004). Esta indicacién de una incubacién
de las células coinmovilizadas no se hizo en este trabajo, por lo que puede ser la
explicacion de las bajas densidades de bacterias evaluadas en los cultivos
coinmovilizados. Los resultados obtenidos en este trabajo son similares a los
reportados por Covarrubias et al. (2012) que cultivaron de forma libre células de A.
brasilense en agua residual estéril y no estéril. Observaron una reduccion
progresiva en la concentracion celular de las bacterias en el medio, mientras que
al coinmovilizar C. sorokiniana con A. brasilense encontraron igualmente una
reduccién progresiva en la concentracion de las bacterias dentro de las esferas de
alginato. Hernandez et al. (2009) coinmovilizaron en alginato celulas de Bacillus
pumilus y C. vulgaris en medio "agua residual sintética” y detectaron un
crecimiento constante de la poblacion de las bacterias hasta las 72 horas, después
de este tiempo se presentd una disminucion progresiva en la concentracion celular
de las bacterias. Este fenomeno de la disminucion en la concentracion celular de
las bacterias tal vez se deba a la falta de una fuente de carbono que las bacterias
puedan utilizar como nutriente para su crecimiento.
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V.5.- Liberacion de células al medio

La matriz de alginato tiene la desventaja de presentar baja estabilidad en
presencia de citratos y fosfatos (Kierstan y Coughlan, 1985), asi como en agua de
mar ya que los cationes monovalentes principalmente sodio pueden sustituir los
cationes divalentes de calcio (Moreno-Garrido, 2008). Por lo tanto, el tiempo de
retencion de las células en las esferas es limitado debido al aumento de la
biomasa de células y al desgaste de la pared de la matriz, por lo que se ha
investigado distintos tipos de tratamientos para mejorar la matriz de alginato. Entre
ellos se encuentran los recubrimientos con otros polimeros (Pérez-Coutifio, 2011,
Flores-Paez, 2011), la recalcificacion del polimero con CaCl, (Jiménez-Estrada,
2011) y el endurecimiento con otros cationes divalentes como el estroncio
(Moreno-Garrido, 2008).

En este trabajo se observd que la liberacion celular de S. elongatus comenzo al
sexto dia (15 cél/mL), para al final del experimento en el octavo dia la liberacion
celular fue elevada en comparaciéon con el sexto dia (400 cél/mL). Otros trabajos
han presentado la misma tendencia de liberar células de microalgas al medio de
cultivo, generalmente a partir del séptimo dia en adelante. Jiménez-Estrada (2011)
inmovilizd Dunaliella tertiolecta en alginato y observé que la liberacién celular
comenz6é a ser significativa al octavo dia. Flores-Paez (2011) inmovilizd
Scenedesmus sp. en alginato con distintos tiempos de calcificacion y encontro, en
general, una liberacién celular significativa en todos los tratamientos al décimo dia.
Por lo tanto, es necesario realizar diferentes tratamientos para mejorar la matriz de
inmovilizacion de tal manera que adquiera un mayor tiempo de retencién celular.

V.7.- Peso seco, de cenizas y organico

La medicién gravimétrica del peso seco organico microalgal, es uno de los
métodos directos utilizados para evaluar la produccion de biomasa. Para
determinar el peso seco organico de una muestra de microalga, se puede partir de
una fase de crecimiento especifica, o bien, una vez que las células alcancen un
estado estable éstas se cosechan. En este trabajo se obtuvo, como se esperaba,
un mayor peso seco organico en el tratamiento de coinmovilizacion. Sin embargo,
una buena parte del peso seco organico (95%) pertenece a las esferas de
alginato. Pérez-Coutifio (2011) obtuvo resultados similares a los encontrados en
este trabajo, cuando evalud el peso seco organico de C. vulgaris en forma libre,
inmovilizada en alginato y al ser inmovilizada en alginato con recubrimiento de
quitosano. Encontré diferencias significativas entre los tres tratamientos, siendo el
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tratamiento de inmovilizacion en alginato con recubrimiento de quitosano el de
mayor peso, seguido del tratamiento de inmovilizacion en alginato y menor en el
tratamiento de células libres en el medio. Lo anterior, parece indicar que la matriz
polimérica aporta una buena parte del valor del peso seco organico en la
cuantificacion de la biomasa microalgal. Jiménez-Valera (2008) cultivé de forma
libre a S. elongatus en medio “2f" y obtuvo valores de peso seco organico menores
a los obtenidos en este trabajo. Se ha evaluado que el peso seco organico cambia
por efecto del aporte de nitrégeno en el medio y de la fase de crecimiento, aunque
no se pueden establecer patrones comunes para las diferentes especies (Flores-
Paez, 2011).

V.8.- Valores del pH

El pH del medio de cultivo es uno de los parametros importantes en la remocion
de nutrientes, ya que al aumentar el pH a valores mayores de 9 puede existir una
pérdida de nitrégeno por volatilizacion del amonio y pérdida de fosforo por
precipitacion (Azov y Shelef, 1987; Mallick, 2002). Algunos autores mencionan que
valores de pH entre 6 y 8 favorecen una remocion eficiente de nutrientes (Mallick y
Rai, 1993; 1994). Sin embargo, cada organismo tiene requerimientos especificos
de pH, las cianobacterias requieren valores de pH alcalinos para un mejor
crecimiento y por lo tanto una mayor actividad metabdlica la cual se traduce en
una mayor remocion de nutrientes (Fogg ef al., 1973). En este trabajo se encontro
una ligera disminucién del pH en el tratamiento que sirvi6 como control
experimental que consisti en solo usar medio “2f" y en el tratamiento usado como
control que consistié solamente en esferas de alginato sin células, por otra parte
en todos los tratamientos con células hubo un aumento en los valores de pH entre
8.4 a 9.0. Cuando en un cultivo se utiliza el amonio o nitratos como aporte de
nitrogeno, se modifican los valores de pH, si las células consumen nitratos se
incrementa el pH en el medio (Fogg y Thake, 1987). Aguilar-May y Sanchez-
Saavedra (2009) reportan un incremento en los valores de pH de todos los
tratamientos, tanto en células libres como inmovilizadas de S. elongatus, de 7.8 a
8.8, al final del experimento, mientras que para los tratamientos control, que fueron
similares a los de este trabajo, el pH subio solo a 7.9. Pérez-Coutifio (2011) obtuvo
resultados con una tendencia similar a los de este trabajo en su estudio con C.
vulgaris, reportd un valor de pH inicial (7.9) similar entre todos los tratamientos.
Para los tratamientos control, que fueron similares a los de este trabajo, los
valores de pH se incrementaron entre 8.2 y 8.5, al final del experimento, por otra
parte los tratamientos con células libres e inmovilizadas alcanzaron valores de pH
de 9.2 al final del experimento debido al crecimiento de la poblacién microalgal.
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V.9.- Remocién de nutrientes

El uso de tratamientos bioldgicos para depurar las aguas de desecho que se
generan por distintas actividades humanas se ha intensificado en los tltimos afios,
principalmente en los paises industrializados o en desarrollo. La necesidad de
hacer mas eficientes los procesos de produccion ya sea en la industria, la
agricultura y la acuicultura, ha generado que sus efluentes sean cada vez mas
ricos en nutrientes principalmente en nitrégeno y fésforo, que pueden causar la
eutrofizacion de las aguas receptoras. Existen tratamientos fisicos y quimicos para
las aguas de desecho, sin embargo son costosos, algunos son poco eficientes y
algunos pueden causar problemas secundarios de contaminacion (Mohn, 1988;
Oswald, 1988). Los tratamientos biologicos, entre ellos la biotecnologia solar a
través del uso de microalgas y cianobacterias, es uno de los tratamientos con
mayor potencial, ya que ademas, como resultado del proceso se genera biomasa
la cual puede ser aprovechada para varios propoésitos en la acuicultura y la
biotecnologia (de la Nolie y de Pauw, 1988).

La eficiencia de la remocion de nutrientes con microalgas y cianobacterias es
influenciada por una gran variedad de factores, los mas importantes son la
cantidad de luz incidente en el cultivo, la concentracion de nutrientes, la forma
molecular de los nutrientes, la temperatura de cultivo, el pH, la disponibilidad de
carbono, la especie de microorganismo a utilizar, las condiciones de cultivo en las
que se encontraba la especie antes de ser utilizada para remover nutrientes, la
concentracion celular en el medio de cultivo, entre otros (Garbisu et al.,, 1992;
Jeanfils ef al., 1993; Mallick y Rai 1993; Urrutia et al., 1995; Donald et al., 1997). A
la remocién de nutrientes con células inmovilizadas, se suman factores tales como
el tipo de matriz polimérica utilizada, el tipo y técnica de inmovilizacion, la
concentracion del polimero utilizado y el diametro de la matriz polimérica, entre
otros (Mallick y Rai, 1994; Tam y Wong, 2000; Mallick, 2002).

V.9.1- Fosforo

En la actualidad el principal proceso comercial para remover fosforo de efluentes
de aguas residuales es la precipitacion quimica mediante la adicion de sales de
iones metalicos de valencia multiple que forman precipitados de fosfatos poco
solubles, las sales mas comunes son las de calcio, aluminio y hierro (Donnert y
Salecker, 1999; Penetra et al.,, 1999). Y en menor medida la remocion biologica
(de-Bashan y Bashan, 2010).

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la remocion de fosforo fue
mas eficiente que la remocién del nitrégeno, lo cual es una ventaja para el uso
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potencial de S. elongatus, porque en general la remocion de fésforo es un proceso
mas lento con respecto a la remocion del nitrogeno (Syrett, 1981). La remocion de
fésforo esta relacionada a un desbalance en la razén de la relacién N : P, donde el
nitrégeno se torna limitante y por lo tanto cesa la incorporacion del fosforo
(Chevalier y de la Noiie 1985a; Mallick, 2002). La remociéon de fésforo con S.
elongatus fue mas eficiente en los cultivos con células libres, comparada con la de
las células inmovilizadas y es posible que esto se deba al estado fisiologico de la
cianobacteria después del proceso de inmovilizacion y a las caracteristicas de la
especie por acumular fosfatos. Comparando los tratamientos con células libres y
los tratamientos con células inmovilizadas, las células suspendidas en el medio
por lo general alcanzan mayores tasas de remocion, este fendmeno puede ser
justificado por una resistencia adicional en la transferencia de nutrientes debido a
la matriz de inmovilizaciéon (Pires et al., 2013). Los porcentajes de remocion de
fosfatos evaluados en este trabajo (< al 60%) resultan menores a los encontrados
por Aguilar-May y Sanchez—Saavedra (2009) para S. elongatus en cultivos de
células libres (89%) e inmovilizadas en quitosano (78%). Sin embargo, los autores
indican que la matriz de quitosano pudo contribuir a la remocion de fosfatos debido
a la liberacién de iones de calcio de la matriz de quitosano que provocod una
precipitacion quimica de los fosfatos. Zamani et al. (2012) inmovilizaron siete
especies de microalgas en alginato, entre ellas Synechococcus sp. y obtuvieron
resultados similares a los de este trabajo. Encontraron que la matriz de alginato
tiene una capacidad de remocion de fosfatos del 25%, cercana a la que se obtuvo
en este trabajo (30%). Esto podria deberse a la continua precipitacion de fosfatos,
ya que los fosfatos al igual que los citratos tienen una gran afinidad por los iones
de calcio. Por lo tanto, los fosfatos secuestran los iones de calcio de la matriz de
alginato y se precipitan. En este mismo trabajo (Zamani et al., 2012), se obtuvo
una remocion de fosfatos al octavo dia del 32% en los cultivos inmovilizados de
Synechococcus sp., la cual es menor a la obtenida en este trabajo (40%). Como
se esperaba los tratamientos coinmovilizados tuvieron una mayor capacidad de
remocion de fosfatos (45%), lo cual coincide con lo reportado en otros estudios de
coinmovilizacién (de-Bashan et al., 2002a; de-Bashan et al., 2004). de-Bashan et
al. (2004) evaluaron la capacidad de remocion de nutrientes en aguas residuales
utilizando C. vulgaris y C. sorokiniana de forma inmovilizada y de forma
coinmovilizada con A. brasilense. Después de seis dias encontraron una mayor
remocion de fésforo en los tratamientos coinmovilizados (36%), en comparacion
con los inmovilizados (19%). La mayor remocién de fosforo con S. elongatus en
este trabajo (57%) no fue tan eficiente respecto a la evaluada en otros estudios (>
al 60%) (Pires ef al., 2013). Sin embargo, en los trabajos que obtuvieron altas
remociones de fosforo, las células fueron puestas en inaniciéon antes de comenzar
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los experimentos de remocion de nutrientes. Cuando el fésforo es limitante y luego
se encuentra disponible en exceso, la célula lo acumula en el citoplasma, un
proceso de acumulacién de nutrientes que Droop (1968) llamoé “consumo de lujo”.
Hernandez et al. (2006) evaluaron la limitacién de fésforo en dos especies de
Chlorella previo a su coinmovilizacion con A. brasilense. Encontraron que la
limitacion de fosforo tuvo un efecto sinérgico en la remocién de fosfatos, ademas
que los efectos negativos en el crecimiento, a causa de la limitacion, fueron
mitigados por la poblacién de bacterias de A. brasilense.

V.9.2.- Nitrégeno

Los resultados de remocién de nitrogeno total por células inmovilizadas en el
presente trabajo fueron menores (< al 1%), respecto a los valores encontrados por
otros autores (> al 40%) (Mallick, 2002; de-Bashan y Bashan, 2010; Moreno-
Garrido, 2008; Pires ef al., 2013). Sin embargo, estas diferencias en la capacidad
de remocion se deben a las distintas concentraciones y formas quimicas del
aporte de nitrégeno que existan en el medio de cultivo, al tipo de polimero, la
técnica de inmovilizacion, la capacidad de remocién segun la especie de
microalga, las condiciones de cultivo y el estado fisiologico de las células antes de
comenzar la remocion de nutrientes (Faafeng et al., 1994; Fierro-Reséndiz, 2004;
Kaya y Picard, 1995; Omar, 1993). Algunos elementos esenciales para el
crecimiento del fitoplancton existen en numerosas y diferentes formas quimicas,
siendo el nitrégeno particularmente un buen ejemplo de esto (Fogg y Thake,
1987).

V.9.2.1.- Nitratos

La ligera remocion de nitratos en la mayoria de los tratamientos fue similar (< al
1%). Aguilar-May y Sanchez-Saavedra (2009) evaluaron la capacidad de remocion
de nitrégeno por parte de S. elongatus en forma libre e inmovilizada en quitosano,
en un medio de cultivo “2f" similar al utilizado en este trabajo, pero con la
excepcion de que sustituyeron el nitrato de sodio por nitrato de amonio.
Encontraron que la remocion de nitratos al séptimo dia fue mayor en los
tratamientos con células libres (45%) en comparacion con los tratamientos con
células inmovilizadas (39%). Mientras que para el amonio encontraron que en los
tratamientos con células libres fue mayor la remocién (54%) en comparacion con
las células inmovilizadas (29%).

Algunas especies de Synechococcus pueden utilizar nitrogeno molecular, nitratos,
nitritos, amonio, urea y algunos aminoacidos como unico aporte de nitrégeno para
su crecimiento (Collier et al., 1999; Spiller y Shanmugam, 1987; Waterbury el al.,

47



1986). Aguilar-May (2006) evalu6 el crecimiento de S. elongatus con el aporte de
distintas formas quimicas de nitrégeno. Encontré que los cultivos de S. elongatus
mantenidos con nitrato de sodio mostraron un menor crecimiento, respecto al
obtenido con urea como Unico aporte de nitrégeno. Con los resultados antes
mencionados se pudo inferir que S. elongatus incorpora el nitrégeno de forma
preferencial en el siguiente orden: urea, amonio y por ultimo nitratos, cuando es
cultivada en una concentracién equivalente al medio “f". Se conoce que para el
fitoplancton, la preferencia por determinados aportes de nitrégeno depende del
estado de oxidacién de la molécula de nitrogeno. Los nitratos tradicionalmente
siguen siendo la mejor fuente de nitrégeno, pero debido a que los estados de
oxidacion estan directamente relacionados con la energia requerida para su
asimilacion, es comun que la mayoria de las microalgas utilicen amonio
preferentemente. Ya que en la reduccion completa del nitrato a glutamato, se
emplea cinco veces mas energia mientras que para la reduccién de amonio a
glutamato solo se requiere de dos electrones (Garcia-Fernandez et al., 2004).

Como ya se mencion6 para el caso de los fosfatos, una alternativa para aumentar
la remocion de nitratos podria ser la limitacién de este nutriente, para provocar un
estado de inanicion de nitrdgeno. Cuando las microalgas o cianobacterias son
privadas temporalmente de uno o mas elementos nutrimentales tales como el
nitrégeno y el fosforo, se genera un cambio en los procesos metabolicos y al ser
expuestas nuevamente a un medio rico en nutrientes la respuesta es la
acumulacion innecesaria de nutrientes (Kaya y Picard, 1995). Urrutia et al. (1995)
encontraron que la limitacion de nitrégeno incrementa significativamente la tasa de
consumo de este nutriente en Scenedesmus obliquus. Como ya se menciono
anteriormente los posibles efectos negativos causados por la limitacién de
nitrégeno podrian ser mitigados al coinmovilizar S. elongatus con la bacteria A.
brasilense. En la mayoria de los estudios de coinmovilizacion con bacterias
promotoras de crecimiento para la remocioén de nutrientes, sélo se ha evaluado el
nitrégeno en forma de amonio. de-Bashan ef al. (2005) evaluaron la capacidad de
remocion de nitrogeno por parte de C. vulgaris inmovilizada con A. brasilense y
encontraron que cuando suplementaban el medio “agua residual sintética” con un
aporte de carbono la poblacién de A. brasilense dentro de las esferas se
incremento, lo que provocd un efecto sinérgico en la capacidad de remocion de
amonio por parte de los tratamientos coinmovilizados. Ademas, observaron que la
poblacién de la bacteria no remueve cantidades significantes de nitrogeno.
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V.9.2.2- Nitritos

Los nitritos no forman parte de la formulacién del medio “2f". El aumento en la
concentracion de nitritos obtenido en los tratamientos experimentales con S.
elongatus, es comparable a los resultados obtenidos en otros trabajos. Aguilar-
May y Sanchez-Saavedra (2009) obtuvieron una produccion de 0.04 mg/L en los
tratamientos con células de S. elongatus de forma libre e inmovilizada. Fierro ef al.
(2008) mencionan que durante la elaboracion de las capsulas se puede propiciar
la proliferacion de bacterias, por la falta de condiciones estériles y que la presencia
de bacterias anaerobicas puede aumentar la produccion de nitritos por la falta de
aireacién. Cabe destacar que los cultivos de S. elongafus mantenidos en las
distintas condiciones experimentales en este trabajo se tuvieron sin aireacion y
Unicamente se realizd una agitacion manual cada dia durante la colecta de
muestras. Cruz-Fraga (2003) inmovilizé Arthospira maxima en esponjas de
quitosano y el autor atribuye la produccioén de nitritos a la presencia de bacterias y
a los procesos de transformacion de las formas quimicas del nitrégeno al ser
utilizadas por las microalgas. La excrecion de nitritos al medio de cultivo por
distintas especies de cianobacterias ya ha sido estudiada, la excrecion de nitritos
al medio lo atribuyen a una limitaciéon por CO; ocasionando un incremento de
amoniaco intracelular, lo cual se debe a que el amoniaco ya no puede ser utilizado
para formar moléculas nitrogenadas por la deficiencia de carbono (Suzuki et al.,
1995). Esto ocasiona un incremento de la concentracion de nitritos
intracelularmente. Altas concentraciones de nitritos intracelulares son toxicas para
las células, sin embargo, con la finalidad de mantener un equilibrio interno de la
concentracion de nitritos las células recurren al mecanismo de excrecion de nitritos
al medio (Reyes et al., 1993).
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Capitulo VII

Conclusiones

Es viable la coexistencia de la cianobacteria Synechococcus elongatus con la
bacteria promotora de crecimiento vegetal Azospirillum brasilense. Ya sea de
forma libre en el medio o coinmovilizadas en alginato.

Los cultivos de la cianobacteria S. elongatus tuvieron un mayor crecimiento al ser
cultivado en conjunto con la bacteria A. brasilense, en la proporcién 3:2 de
cianobacteria-bacteria.

La técnica desarrollada para la coinmovilizacion de células vivas de S. elongatus
con A. brasilense, permite que las células se reproduzcan con tasas de
crecimiento similares a las obtenidas para celulas libres.

Los tratamientos coinmovilizados presentaron una fase de acondicionamiento
menor a la de los tratamientos inmovilizados.

El contenido de clorofila a fue significativamente mayor en células de S. elongatus
coinmovilizadas respecto a las células de S. elongatus en los tratamientos con
celulas libres e inmovilizadas.

El contenido de peso seco organico fue mayor para los tratamientos con células
inmovilizadas y coinmovilizadas con respecto a los tratamientos con células libres.

La liberacion de células de S. elongatus comenzé a darse al sexto dia de cultivo
para los tratamientos con células inmovilizadas y coinmovilizadas.

Los cultivos de la cianobacteria S. elongatus pueden ser utilizados para la
biorremediacién de efluentes agroindustriales, ya que tienen una alta tasa de
remocion de fosfatos.

Se demostré que la bacteria A. brasilense es una bacteria promotora de
crecimiento microalgal para la cianobacteria S. elongatus.

Se demostré que la asociacion artificial entre S. elongatus y A. brasilense de forma
libre o coinmovilizada, incrementa la capacidad de remocién de fosfatos de la

cianobacteria.
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Capitulo VIII

Recomendaciones

Realizar curvas de calibracion para la determinacion de la densidad celular tanto
de la cianobacteria como de la bacteria.

Utilizar otras especies de microalgas y de cianobacterias para evaluar su
respuesta fisiolégica al mantener cultivos coinmovilizados con A. brasilense.

Realizar recubrimientos o entrecruzamientos a las esferas de alginato, para evitar
ruptura de la pared por efecto del tiempo y aumento en la cantidad de biomasa
microalgal.

Desarrollar una tecnologia adecuada para la produccion masiva de esferas de
alginato con células inmovilizadas.

Agregar una fuente de carbono al medio, que pueda incrementar el crecimiento de
A. brasilense dentro de las esferas de alginato.

Evaluar el crecimiento y la capacidad de remocion de nutrientes utilizando células
coinmovilizadas con otras matrices poliméricas.

Utilizar otro método para contar las células inmovilizadas, como el uso de un
contador de particulas o un software especializado en el tema.

Obtener imagenes con microscopia electronica de las capsulas y de las células
mantenidas en los distintos tratamientos de inmovilizacion para evaluar si existen
cambios morfolégicos y estructurales.

Realizar ensayos de remociéon de nutrientes utilizando distintos aportes de
nitrégeno por ejemplo urea o0 amonio.

Realizar analisis proximales para evaluar los cambios bioquimicos en S. elongatus
a causa de la coinmovilizacion.
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