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RESUMEN

El diclofenaco es un medicamento antiinflamatorio no esteroideo que posee actividad
analgésica y antipirética. Su desecho en las aguas residuales provoca alteraciones en
el medio ambiente, principalmente en sistemas acuiferos alterando procesos
biolégicos de aves, peces e insectos. Para la eliminacion de diclofenaco, en este
trabajo se propone el uso de microalgas que se han probado como una herramienta
prometedora para eliminar farmacos en el agua. En esta investigacion se evalud la
eficiencia de remocién de diclofenaco por seis especies de microalgas: Chlorella
vulgaris OW-01, Nannochloropsis oculata CCAP849/7, Scenedesmus acutus UTEX72,
Scenedesmus obliquus CCAP276/2 y Chlamydomonas reinhardtii CC137 y CC1731,
ademas de analizar la degradacion del farmaco por la luz. Los resultados mostraron
una remocion de diclofenaco del 43 a 91%. El porcentaje de diclofenaco adsorbido en
la pared celular oscil6 entre 16 y 25%, mientras que el porcentaje degradado por
fotdlisis fue de 15 a 28%. Los resultados indican que S. obliquus es la microalga que

presentd una mayor eficiencia de remocion de diclofenaco (79 a 91%).

Palabras clave Adsorcién, Contaminantes emergentes, Farmacos, Ficorremediacion,

Fotodegradacion.
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ABSTRACT
Diclofenac is a non-steroidal anti-inflammatory drug that has analgesic and antipyretic
activity. Its disposal in wastewater causes alterations in the environment, mainly in
aquifer systems, altering the biological processes of birds, fish and insects. For the
removal of diclofenac, this work proposes the use of microalgae that have proven to be
promising tools to eliminate drugs in water. In this research, the removal efficiency of
diclofenac was evaluated by six species of microalgae: Chlorella vulgaris OW-01,
Nannochloropsis oculata CCAP849/7, Scenedesmus acutus UTEX72, Scenedesmus
obliqguus CCAP276/2, and Chlamydomonas reinhardtii CC137 and CC1731, in addition
to analyzing the degradation of the drug by light. The results showed a diclofenac
removal from 43 to 91%. The percentage of diclofenac adsorbed on the cell wall ranged
between 16 and 25%, while the percentage degraded by photolysis was 15 to 28%.
The results indicate that S. obliquus was the microalga that presented a higher

diclofenac removal efficiency (79 to 91%).

Keywords Adsorption, Emerging contaminants, Pharmaceuticals, Phycoremediation,

Photodegradation.
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

Uno de los mayores retos en el mundo es contar con una cantidad ilimitada de agua
no contaminada y aprovechable para diferentes usos (Carmona, 2012). Uno de los
impactos medioambientales mas negativos que ha generado el crecimiento de la
poblacién en las dltimas décadas ha sido la contaminacion de los cuerpos de aguas
superficiales o subterraneas por la descarga de aguas residuales, la cuales contienen
metales traza, contaminantes organicos y productos farmacéuticos (entre otros)
provenientes de descargas de efluentes domésticos e industriales en cuerpos
receptores (Morales, 2012).

La investigacion sobre la contaminacién de cuerpos de agua se ha centrado en
contaminantes convencionales como bifenilos policlorados, dioxinas y pesticidas,
mientras que los contaminantes emergentes (CE), como son los productos de cuidado
personal, y farmacéuticos, no se habian considerado importantes hasta hace pocos
afios, siendo que éstos representan una forma de contaminaciéon a través de
descargas domésticas con impacto en los organismos acuaticos (Ternes et al., 2004).

Los productos farmacéuticos no eran considerados contaminantes ambientales
dado que se desconocia su acumulacion o la de sus productos de transformacién en
suelos, aguas, aire, plantas y animales. Por lo anterior, la concentracion de éstos en
matrices ambientales y en especial en los cuerpos de agua es indeterminada y solo a
partir de los afios noventa se comenzO a cuantificar en aguas detectandose
concentraciones en partes por billon (ppb) y partes por trillon (ppt). En diversas
publicaciones se reporta que en paises como Espafia, Italia, Alemania, Canada, Brasil,
Grecia y Francia hay descargas al agua de aproximadamente 500 toneladas de
analgésicos por afo, en donde el diclofenaco ha alcanzado concentraciones de 3.02
ug Lt (Heberer, 2002). En México, Robledo et al. (2017) reportaron concentraciones
de farmacos en rangos de 0.2 a 136 ug L en influentes y efluentes de la planta de

tratamiento de aguas residuales de Morelia.



Se ha demostrado que un gran numero de antiinflamatorios de naturaleza no
esteroidea son capaces de alterar el sistema endocrino, bloqueando o perturbando las
funciones hormonales de diferentes especies de peces, provocando la feminizacion y
hermafroditismo, disminucién de la fertilidad y eficacia del apareamiento, incluso
pueden incrementar la incidencia de diferentes tipos de cancer (Farré et al., 2008;
Bolong et al., 2009).

Varios estudios han demostrado que el diclofenaco (DCF) es el farmaco
mayormente detectado en el medio ambiente (Aus der Beek et al., 2016; Ebele et al.,
2017; He et al., 2017; Bonnefille et al, 2018). Ademas, de otros antiinflamatorios no
esteroideos (AINESs), el DCF contiene el mayor nivel de toxicidad aguda (Cleuvers,
2003; Sharma y Kaushik, 2017) en diferentes niveles de la cadena trofica (He et al.,
2017).

Los procesos convencionales con los que operan las plantas de tratamiento de
aguas residuales, especialmente los de tipo bioldgico, son ineficientes en la remocion
de sustancias como los farmacos.

Una alta proporcion de estos compuestos entran al medio acuatico, alterando
acuiferos y sistemas fluviales y marinos entre otros (Dougherty et al., 2010). Por este
motivo, se hace necesaria la evaluacion y optimizacion de tratamientos mas eficaces
que los procesos convencionales, como la ficorremediacion.

La ficorremediacion es el uso de macroalgas o microalgas en el tratamiento de
aguas residuales que ha ganado gran interés en los Ultimos afios. Hay algunos
estudios con diferentes especies de microalgas centrados en la eliminacion de
contaminantes, incluidos el nitrégeno y el fosforo (Martinez et al., 2000; Ruiz-Marin,
2010), metales pesados (Zhou et al., 2012), disruptores endocrinos, productos
farmacéuticos y productos para el cuidado personal (Liu et al., 2010; Zhou et al., 2013).

1.1. CONTAMINANTES EMERGENTES
Los contaminantes emergentes comprenden una amplia gama de compuestos
quimicos, entre ellos cabe destacar los farmacos, productos de cuidado personal,

hormonas, y pesticidas (Corbacho, 2018).



Los farmacos son considerados como contaminantes emergentes (CE). Es
decir, son contaminantes cuya presencia en el medio ambiente no es necesariamente
nueva, pero si la preocupacion por sus posibles consecuencias. Se sabe relativamente
poco acerca de su presencia e impacto en los distintos compartimentos ambientales.
Ademas, la disponibilidad de métodos para su andlisis es limitada y costosa (Pérez,
2016). Otra particularidad de estos compuestos se debe a su elevada produccion y
consumo con la subsecuente su introduccion continua en el medio ambiente, no
necesiten ser persistentes para ocasionar efectos negativos (Petrovic et al., 2003).

En general, los farmacos son obtenidos por sintesis organica y su paso a través
de los sistemas bioldgicos no garantiza su total biotransformacién; aunque algunos de
éstos son metabolizados en el higado, en su mayor parte son eliminados en forma
intacta 0 como productos de su biodegradacion, los cuales son vertidos en los drenajes
gue llegan a plantas de tratamiento de aguas residuales o a otros cuerpos receptores
provocando alteraciones ambientales o su bioacumulacion en algunos de los niveles
de la cadena tréfica (Nicolaou et al., 2007; Santos et al., 2007).

De todos los CE, los que probablemente producen mayor preocupacion son los
farmacos, los cuales se encuentran con bastante frecuencia en el medio ambiente
(Behera et al., 2011; Zhou et al., 2013). En la Figura 1 se muestran las diferentes rutas
de eliminacion de los farmacos hacia diferentes cuerpos receptores de agua
(modificado de Heberer, 2002).
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Figura 1. Contaminacion de aguas residuales por productos farmacéuticos. Modificado
de Heberer (2002).

La principal via de entrada de los farmacos en el ciclo del agua es a través de
las plantas de tratamiento de aguas residuales. Muchos de estos compuestos debido
a sus caracteristicas quimicas no van a ser eliminados en los procesos convencionales
de depuracion, de manera que, dependiendo del tipo de compuesto, se encontraran
en el efluente tratado de la planta o en los biosélidos que se generan en el proceso de
depuracion, por lo que continuaran en el ciclo del agua. En el caso de que estos
compuestos hayan sido retenidos en los biosoélidos terminaran apareciendo en el ciclo
del agua por procesos de escorrentia y lixiviacion. Por lo tanto pese a que la cantidad
que ingresa de los productos farmacéuticos y sus respectivos metabolitos al medio
ambiente es baja, su continuo ingreso ha generado acumulaciones y esto ha
provocado efectos adversos tanto en organismos acuaticos como terrestres (Carmona,
2012). El problema radica en que la mayoria de los farmacos estan disefiados
para que sean estables y mantengan su actividad terapéutica (Roberts y Thomas,

2006). Ademas, se consideran compuestos organicos refractarios porque poseen una



degradacion biolégica muy lenta o tienden a resistir tratamientos convencionales, sin
lograr la descomposicion de éstos (Gerbaldo et al., 2019).

A partir de los afios noventa se comenzaron a cuantificar los farmacos en aguas
residuales, detectdndose concentraciones entre partes por billon (ppb) y partes por
trillon (ppt) (Heberer, 2002; Verlicchi et al.,, 2012). En Espafa, se han encontrado
concentraciones de 0.005 pg L a 2.144 pug L en efluentes de plantas de tratamiento
y trazas en agua potable (Rodriguez, 2010). En México se han reportado presencia de
farmacos en las aguas residuales procedentes de hospitales, de centros de produccion
de medicamentos o municipales, en los efluentes de plantas de tratamiento de aguas
residuales y en las aguas superficiales, alcanzdndose concentraciones de 0.225 ug L
! tanto para el DCF como para el ibuprofeno (Ramos, 2009).

En la Tabla 1 se describen los rangos de concentracién de diferentes grupos

terapéuticos que son considerados toxicos en el ambiente acuatico (Valdés, 2009).

Tabla 1. Presencia de productos farmacéuticos en organismos acuéaticos.

Extremadamente | Muy téxico Toxico Dafiino No Toxico
Sustancia toxico CEs0 0.1-1 CEsp 1-10 CEs0 10-100 CEs0>100
CE50<0.1 mg L*? mg L? mg L? mg L? mg L?
Analgésicos D D, E
Antibioticos A B
Antidepresivos
Antiepilépticos C D, E
Cardio-
vasculares x
Citostaticos A D, E

Donde: A (Microorganismo); B (Alga); C (Celentéreos); D (Crustaceos); E (Peces).

Los analgésicos y antinflamatorios no esteroideos (AINEs) como el ibuprofeno,
diclofenaco, naproxeno, acetaminofén y el acido acetilsalicilico (AAS) son productos
ampliamente usados a nivel mundial y son considerados los de mayor consumo. Los

AINEs actuan inhibiendo la enzima ciclooxigenasa (COX), responsable de la sintesis



de prostaglandinas a partir del acido araquidénico. Ademas, bloquea la accién del
glutamato, neuromodulador responsable del proceso de amplificacién de la respuesta
de sensibilizacion periférica al dolor, e inhibe a la elastasa de los granulos de los
leucocitos polimorfonucleares y a proteinas que participan en la degradacion del
cartilago en los procesos reumaticos cronicos (Roberts y Morrow, 2007).

El organismo no es capaz de metabolizar totalmente el antiinflamatorio ingerido,
por lo que se excreta junto con los metabolitos resultantes. Las aguas que lo contienen
llegan en dltima instancia a las plantas de tratamiento donde una pequefa fraccion
puede quedar retenida en los biosélidos afectando al medio ambiente debido al
fendmeno de bioacumulacién y a la toxicidad del farmaco (Morales, 2012). Estos
compuestos no se encuentran regulados por las normas de calidad existentes por lo
gue constituyen un riesgo al medio ambiente (Acosta, 2010).

Tanto en paises en desarrollo como industrializados se han detectado
antinflamatorios no esteroideos comercializados internacionalmente, donde el
diclofenaco se detecta en el medio acuatico de 50 paises en el mundo, siendo el
farmaco mayormente encontrado (IWW, 2014).

En el 2012, Fierce Pharma report6 que el diclofenaco se encontraba en el lugar
12 de las moléculas genéricas mayormente vendidas a nivel mundial. En el 2015, la
Intercontinental Medical Statistics (IMS Health, empresa estadounidense que brinda
informacion, servicios y tecnologia para la industria de la salud) estimé que
aproximadamente 1443 + 58 ton de diclofenaco son consumidas anualmente, esto fue
evaluado solo en el 82% de la poblacion mundial, sin considerar el uso veterinario ni

la venta libre (Sathishkumara et al., 2020).

1.1.1. Diclofenaco (DCF)

El diclofenaco es comunmente reconocido como el analgésico mas popular del mundo
y también como el AINEs mayormente usado (McGettigan y Henry, 2013). El nombre
“diclofenaco” proviene de su nombre quimico: acido 2-(2,6-dicloroanilino) fenilacético,
es derivado del acido acético y comunmente usado para la inflamacion y aliviar el dolor

en enfermedades como artritis. Fue descubierto por Ciba-Geigy, una compaiiia suiza


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0048969719340343#!

farmacéutica en 1973 (ahora fusionada con Novartis) (Lonappan et al., 2016). La
estructura quimica se muestra en la Figura 2, mientras que sus propiedades

fisicoquimicas se muestran en la Tabla 2 (SRC PhysProp Database, 2012).

Cl

NH

Cl OH

Figura 2. Estructura quimica del diclofenaco

Tabla 2. Propiedades del diclofenaco.

Propiedad Valor
Peso molecular 296.16 g mol?
Solubilidad en agua 2.37 mg L1 (25 °C)
Constate de la Ley de Henry 4.79 x 107 Pa m3 mol! (25°C)
Puntos de fusion y ebullicion 283-285°C y 412 °C a 760 mm Hg
Constante de ionizacion (pKa) 4.15
Logaritmo del coeficiente de particion 457
octanol-agua (Log Kow)

El DCF se metaboliza en el higado por accion del citocromo Paso, el cual
corresponde a un miembro del sistema oxidasa que participa en el metabolismo de
xenobidticos en el cuerpo; biotransformando el DCF a 4-hidroxidiclofenaco que es el
metabolito principal y otras formas hidroxiladas, sufriendo posteriormente
glucuronidacion y sulfatacion. De 10 a 50% sufre una biotransformacion por medio de

las enzimas generando el 5-hidroxidiclofenaco (Martinez et al., 2006). Mas del 90%



del diclofenaco es excretado en 72 h, un 65% por via urinaria y un 35% por heces
fecales y mediante las descargas de las aguas residuales municipales llega a las
plantas de tratamiento de aguas residuales (Gonzalez et al., 2006; Valdez, 2009).

Se han reportado concentraciones de DCF en agua residual (0.35-4.11 ug L),
en efluentes de plantas de tratamiento (0.2- 136 ug L?), en agua superficial (0.225 ug
L1) y en agua potable (0.114 ug L) (Rodriguez, 2010; Vieno y Sillanpaa, 2014;
Robledo et al., 2017; Phytocontrol, 2020).

Entre los efectos adversos del DCF se ha reportado que la exposicion de peces
a este farmaco altera el funcionamiento de los rifiones, produce necrosis en las células
de las branquias y se acumula en el higado, los riflones, las branquias y el tejido
muscular; ademas, estimula la teratogenicidad y la muerte de embriones (Dietrich y
Prietz, 1999; Schwaiger et al., 2004). Asimismo, el DCF se ha correlacionado con fallas
renales en buitres orientales de lomo blanco a través de la exposicion a residuos de
este farmaco (Oaks et al., 2004). También se determind que la exposicidon cronica de
medaka japonesa (Oryzias latipes) al DFC (0.001-10 mg L) durante tres meses
produjo una reduccion significativa y retraso la eclosion de los huevos; proceso que se
inhibe completamente a una concentracién de diclofenaco de 10 mg L (Lee et al.,
2011). Groner et al. (2017) informaron que el DFC, en concentraciones
ambientalmente relevantes o elevadas, afecta la histopatologia de las branquias de
Oreochromis niloticus y la expresion génica de la glandula pituitaria y tiene el potencial

de actuar como un compuesto disruptor endocrino estrogénico.

1.2. TRATAMIENTOS PARA LA ELIMINACION DE CONTAMINANTES
EMERGENTES

Las plantas de tratamiento de aguas residuales existentes han sido disefiadas para la

eliminacién de contaminantes y cargas de contaminacién eutrofizantes, especialmente

aquellas que se especifican en las reglamentaciones existentes. Sin embargo, la

aparicion de microcontaminantes "no regulados”, como los farmacos, requiere de un

tratamiento avanzado. Ademas, debemos tener en cuenta que estos contaminantes

poseen una amplia gama de propiedades quimicas y, por lo tanto, el éxito en la



eliminacion variara con base en sus propiedades particulares, inclusive se ha
detectado que muchos compuestos persisten sin alteracion ain después de aplicar
tratamientos terciarios. La remociéon de DCF en algunas plantas de tratamiento de
aguas residuales se ha reportado menor a un 20% (Yu et al., 2006; Zorita et al., 2009;
Fatta-Kassinos et al., 2011).

Entre los tratamientos usados para la remocion de farmacos se encuentran los
fisicoquimicos que incluyen procesos tradicionales de tratamientos de aguas tales
como la coagulacion, floculacién y ultrafiltracion mediante el uso de membranas,
ademas de la oxidacién y el empleo de adsorbentes. Sin embargo, estos tratamientos
requieren la adicion constante de compuestos que pudieran formar subproductos
toxicos, surgiendo la necesidad de confinarlos. La mayoria de estos procesos
requieren una alta cantidad de energia y son incapaces de remover farmacos
esteroideos y productos de cuidado personal por si solos (Bolong et al., 2009).

Los tratamientos de oxidacién avanzada también han sido estudiados para la
remocion de farmacos, en los cuales se utiliza fotocatalisis nanoestructurada; tienen
ventajas tales como la estabilidad quimica de la mayoria de los fotocatalizadores
utilizados. Sin embargo, su aplicacién al tratamiento de grandes volumenes de agua
es dificil debido al costo de la radiacién artificial a través de lamparas UV eléctricas
(Prieto-Rodriguez et al., 2012; Quiroga et al., 2015). La tecnologia de filtracion por
membranas tales como la ésmosis inversa y la nanofiltracion ha mostrado ser una
alternativa prometedora para eliminar contaminantes. La nanofiltracion es menos
efectiva que la ésmosis inversa; sin embargo, con esta Ultima se puede tener una
remocion casi completa de contaminantes, pero su alto consumo energético la hace
desfavorable (Wu, 2012).

Por otra parte, los tratamientos biol6gicos implican el uso de lodos activados y
filtros de goteo bioldgico que pueden convertir rapidamente compuestos organicos
acuosos en biomasa, la cual se puede separar de la fase acuosa por sedimentacion.
Aun asi, no todos los compuestos como esteroides o estrégenos son convertidos a
biomasa. En general, los tratamientos biolégicos efectdan solo la eliminacién parcial

de una amplia gama de contaminantes emergentes, especialmente polares, que se



descargan en el efluente final. Por lo tanto, es necesaria la aplicacion de mejoras a
estos tratamientos para cumplir con los requisitos y reciclar aguas residuales
municipales e industriales, incluso agua potable (Bolong et al., 2009).

Ademas de las tecnologias mencionadas existe la biorremediacion, la cual se
basa en el uso de diferentes organismos como microalgas, plantas, hongos y
bacterias, entre otros, para neutralizar o remover sustancias toxicas. Este tipo de
tratamiento puede ser muy efectivo en la eliminacion de compuestos organicos toxicos
y biodegradables en suelos y aguas residuales; sin embargo, algunos procesos de
tratamiento como el uso de plantas en humedales artificiales requieren una amplia
extension de terreno, tienen costos de construccién medio-altos y acumulan sustancias
toxicas en el suelo (Cruz-Guzman, 2007). Las microalgas han demostrado ser capaces
de remover contaminantes altamente téxicos como metales y algunos compuestos
organicos como los farmacos.

En la Tabla 3 se indican diferentes procesos de tratamientos para la remocién

de diferentes farmacos y su eficiencia.

Tabla 3. Remocién de antiinflamatorios no esteroideos por diferentes tratamientos.

Tratamiento Método Farmaco Remocion Bibliografia
Cloraciéon | - No aceptable Ngjera et al., 2014
Fisico- Coagulacion Aspirina <20% Ngjera et al., 2014
guimicos Ibuprofeno 90%
Ozono ) Westerhoff et al., 2005
Diclofenaco 90%
Extraccion por
Ibuprofeno 93%
solvente con ) Morales, 2012
_ Diclofenaco 88%
ultrasonido
. . Diclofenaco 50% - 80% o
Ultrafiltracion Rauch-Williams et al., 2010
Avanzados Ibuprofeno 85%
Oxidacién Ibuprofeno 90% ] )
) Zwiener y Frimmel, 2000
avanzada Diclofenaco 90%
Diclofenaco 76%
Reactores de
_ Ibuprofeno 94% Luo et al., 2014
lecho movil N
Aspirina 91%

10



Lodos Ibuprofeno 12-86%
) - Heberer, 2002
activados Aspirina 90%
Ibuprofeno 80% - 91%
) Zhang et al., 2011
Humedales Diclofenaco 17%- 52% )
B Roig, 2013
] ) Aspirina 35% -89%
Biolégico i _
Filtros Aspirina <80% o
o ) Tixier et al., 2003
biolégicos Diclofenaco 69%
De Wilt et al., 2016
Microalgas Diclofenaco 40% - 99% Escapa et al. 2017
Ben-Ouada et al. 2019

1.3. FICORREMEDIACION

La ficorremediacion es el empleo de algas (macroalgas o microalgas) para la
eliminacién o transformacion de contaminantes, incluyendo nutrientes presentes en el
agua o el CO2 y esté asociada con la produccion de biomasa (Rawat et al., 2011). La
ficorremediacién se considera un proceso global ya que hay remocion de sales,
aumento del pH de los efluentes, eliminacion de nitrdgeno amoniacal, disminucion de
la demanda biolégica de oxigeno, oxigenacion del agua, oxidacién continua de materia
organica y recuperacion de CO2 (Kojima y Lee, 2001; Bermeo, 2011; Kumar et al.,
2015).

Las microalgas también se emplean para la eliminacion de sustancias toxicas,
como pesticidas, herbicidas y metales pesados, entre otros; debido a su capacidad de
acumular elevadas concentraciones de compuestos téxicos, sin afectar su actividad
bioldgica.

Otro beneficio de las microalgas es su tendencia a liberar Oz por medio de la
fotosintesis, ayudan a regular el contenido de oxigeno y diéxido de carbono en la
atmosfera, contribuyendo a aliviar el efecto invernadero y proporcionar el material
organico presente en los ecosistemas acuaticos. También degradan compuestos

organicos generando biomasa, la cual puede ser reutilizada en sistemas de produccién
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de biocombustibles y/o en procesos de avicultura, acuicultura o agricultura (Arrieta,
2008; Mehrabadi et al., 2015).

Entre los contaminantes que pueden ser removidos por microalgas se
encuentran los farmacos; sin embargo, la informacion descrita en la literatura es
escasa (De Wilt et al., 2016; Escapa et al. 2017; Ben-Ouada et al. 2019).

1.4. MICROALGAS

Las microalgas son algas de tamafio microscépico cuyo tamafio puede oscilar
aproximadamente entre 1 y 400 um. Son un conjunto heterogéneo de microorganismos
fotosintéticos unicelulares, en esta categoria quedan agrupadas las cianobacterias,
conocidas como algas verdeazuladas, junto con algas eucariotas, las cuales incluyen
algas verdes, rojas y doradas (Forjan, 2014). Se localizan en diversos ambientes y
requieren para su desarrollo de una fuente de carbono, luz, nutrientes en cantidad
suficiente y un intervalo apropiado de temperatura (Meng et al., 2009).

Las microalgas presentan una capacidad de produccion de biomasa a partir de
energia solar muy superior a las plantas, registrandose valores proximos a un 9%
frente al 2% de las plantas (Lee, 2001).

La investigacién sobre el uso de las microalgas para la remediacién es un
campo de oportunidad al ser organismos de elevada produccion de biomasa, inocuos
y fotoautotrofos (en general); es decir, obtienen la energia de la luz proveniente del sol
y se desarrollan a partir de materia inorganica. Sin embargo, algunas especies son
capaces de crecer empleando materia organica como fuente de energia o de carbono
(Ruiz, 2011; Ajayan et al., 2015; Ballen-Segura et al., 2016).

De acuerdo a Ruiz (2011), el desarrollo de microalgas puede ser: a)
Fotoautoétrofo, donde las algas obtienen la energia del sol y el carbono de compuestos
inorganicos; b) Fotoheterétrofo, obtienen la energia del sol y emplean compuestos
organicos como fuente de carbono; c) Heterétrofo, los compuestos organicos
proporcionan tanto la energia como la fuente de carbono; es decir, existen algas que
pueden desarrollarse bajo ausencia de luz; d) Mixotréfico, muchas algas son capaces

de crecer bajo procesos tanto autotrofos como heterotrofos de manera que la fuente
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de energia es tanto la luz como la materia organica, el carbono lo obtienen por tanto

de compuestos organicos y de COs..

1.4.1. Cultivo de microalgas

1.4.1.1. Nutrientes y su funcion
Los nutrientes determinan la velocidad de crecimiento y la composicion bioquimica de
las células en cultivo.

El carbono (C) es el macronutriente mas importante, constituye el 50% de la
biomasa microalgal. Las microalgas pueden emplear como fuente de carbono el CO:
presente en la atmdsfera, asi como los iones bicarbonato (HCOz3™) con la ayuda de la
anhidrasa carbonica, enzima que le permite acumular hasta 20 veces mas del C
inorganico que se encuentra en el medio. El aporte de CO2 mediante aireacion facilita
la mezcla del cultivo, impide la sedimentacion celular, favorece la exposicion de las
células a la luz y a los nutrientes y mejora el intercambio de gas entre el medio de
cultivo y el aire (Olivares, 2010). El carbono forma parte de la estructura de los
carbohidratos que pueden ser estructurales y de reserva. Los primeros se encuentran
como componentes principales de las paredes celulares y los segundos se acumulan
principalmente en los cloroplastos, en condiciones de limitacién de nutrientes o de
saturacion de luz (Le6n-Saiki, 2018).

El nitrégeno (N) es el nutriente mas importante para las microalgas después del
carbono. El contenido en nitrégeno de la biomasa puede suponer desde un 1% hasta
mas de 10%, porcentaje que depende de la biodisponibilidad y el tipo de fuente de
nitrégeno. En general, las microalgas pueden tomar nitrdgeno del medio en forma de
urea, amonio, nitrato, nitrito, nitrdgeno molecular y 6xidos de nitrégeno (NOx) (Ruiz,
2011). En la literatura se describe una gran diferencia en el crecimiento y en
composicion quimica debido a las variaciones en la concentracion de nitrégeno.
Cuando el nitrégeno se agota o deja de suministrarse, el crecimiento cesa ya que no
se almacena en el interior celular siendo un componente esencial de péptidos,
proteinas, enzimas, clorofilas, moléculas de transferencia de energia, material

genético y otros constituyentes celulares (Sanchez-Varo, 1995; Barsanti y Gualtieri,
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2014). La deficiencia de N afecta no solo a los rendimientos microalgales, sino también
cambia las vias anabdlicas de la sintesis de proteinas hasta la acumulacién de
carbohidratos o lipidos (Ledn-Saiki, 2018). También influye directamente en la
formacion de aminoacidos, lo cual a su vez limita la traduccion del ARNm (&cido
ribonucleico mensajero) y, por lo tanto, se reduce la sintesis de proteinas. Por otra
parte, la eficiencia del fotosistema Il disminuye inicialmente como una consecuencia
de la disipacion térmica de la energia de excitacion absorbida por el aparato
fotosintético, derivando en una disminucion de la tasa de fotosintesis, lo cual a su vez
lleva a una reduccién de la tasa de respiracion (Wehr, 2007).

El fosforo (P) es un macronutriente fundamental en la formacion de &cidos
nucleicos y transferencia de energia. El P tiene un papel fundamental en la biosintesis
de las membranas celulares constituidas por fosfolipidos, por lo que su presencia es
necesaria en la divisién celular (Butusov y Jerneldv, 2013). Existen factores que
disminuyen la captacion de fosfatos por parte de las algas como un pH excesivamente
alto o bajo o la ausencia de iones como potasio, sodio o magnesio. La cantidad
necesaria de fésforo es mucho menor que la de nitrégeno para una misma cantidad
de biomasa generada (Ruiz, 2011), pero su limitacion puede afectar importantemente
el desarrollo de las microalgas.

Diversos autores concluyen que la captaciéon de nutrientes por parte de las
microalgas se ve influida por la relacion N:P en el medio de cultivo, de modo que se
producira un mayor crecimiento y toma de nutrientes cuanto mas préxima esté a la
composicién de las microalgas. Sin embargo, como las microalgas son capaces de
adaptarse al medio de cultivo pueden tomar, en principio, uno de los nutrientes en una
proporcion mayor que la presente en su composicion celular (Ruiz, 2011). Por otro
lado, se ha reportado que un déficit de nutrientes provoca en las microalgas una
acumulacion de lipidos siempre que haya luz y CO2 disponibles (Khozin-Goldberg y
Cohen, 2006; Rodolfi y Zittelli, 2009).

En cuanto al oxigeno (O); éste debe ser controlado ya que altas
concentraciones pueden inhibir la fijacion de carbono por parte del enzima ribulosa-

1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (RuBisCo). Esta inhibicion se ve favorecida por
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alta radiacion y temperatura, asi como en el caso de déficit de CO2. Muchas especies
de microalgas no son capaces de sobrevivir en un medio sobresaturado de oxigeno
mas de 2 o0 3 h (para algunas el 120% de saturacion en el aire, para otras el 200%).
Ademas, la produccion fotosintética de oxigeno en cultivos de alta densidad puede
alcanzar hasta 40 mg L1, de modo que mediante la radiacién adecuada pueden llegar
a desarrollarse radicales de oxigeno. Los radicales libres serian toxicos para las
células y causarian dafos en sus membranas. La presion parcial del oxigeno en el
cultivo puede disminuirse mediante aumento de la turbulencia y burbujeo de aire (Ruiz,
2011).

Ademas del C, Ny P, otros elementos son necesarios para el cultivo de microalgas
qgue incluyen tanto macronutrientes (S, K, Na, Fe, Mg, Ca) como micronutrientes o
elementos traza (B, Cu, Mn, Mo, Zn, V y Se), tal como se observa en la composicion
elemental de las células microalgales. Muchos de los elementos traza son relevantes
en reacciones enzimaticas y en la biosintesis de compuestos necesarios para el
metabolismo. Al igual que el P, estos elementos traza muestran cierta afinidad por
otros compuestos del medio y precipitan. Para evitar este problema, estan incluidos en

los medios de cultivo agentes quelantes de metales como el EDTA (Cota, 2019).

1.4.1.2. pH

El pH de las microalgas tiene diversos requerimientos para su crecimiento, en
condiciones alcalinas la disponibilidad de CO2 puede ser limitante para el crecimiento
y la fotosintesis. Los rangos de pH de crecimiento para las microalgas se encuentran
entre 7 y 9, con un 6ptimo entre 8.2 y 8.7. El control de pH se consigue mediante
aireacion o adicion de CO2. Esto es debido a que el proceso fotosintético de fijacion
de CO:2 provoca un aumento gradual de pH en el medio por la acumulacion de OH". El
aumento en el pH puede promover la eliminacién de nitrégeno en forma de amoniaco
por burbujeo a la atmoésfera ya que la disociaciéon de NH4* a NH3 se produce a partir
de valores de pH superiores a 8. La forma de NH4* prevalece hasta valores de pH
inferiores a 9.25, valores superiores a 9.25 ocasionan que el NH3 predomine sobre el

NH4", aumentando la velocidad de remocion del N a través de la volatilizaciéon de NHs.
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La eliminacion del fosforo se ocasiona porgue el ortofosfato en pH alto tiene tendencia
a unirse a otros cationes (Ca?* o Fe®*) y precipitar (Markou y Georgakakis, 2011; Ruiz,
2011; Benavente-Valdés et al., 2012; Pérez, 2019).

1.4.1.3. Temperatura

El rango 6ptimo de temperatura en el crecimiento de microalgas se encuentra
entre los 20 y 24°C, aunque pueden tolerar temperaturas entre 16 y 27°C, las
temperaturas menores a 16°C afectan su crecimiento, temperaturas mayores a los
35°C causan la muerte para un gran numero de especies de microalgas (Olivares,
2010; Benavente-Valdés et al., 2012; Garcia, 2014).

Cuando el diéxido de carbono o la luz son limitantes en el cultivo, la temperatura

no ejerce una influencia significativa (Ruiz, 2011).

1.4.1.4. Luzy agitacion

Los organismos fotosintéticos s6lo emplean la fraccién del espectro de luz solar
que es fotosintéticamente activa, es decir entre 350 y 700 nm. Este rango del espectro
fotosintético supone un 40% de la radiacion total del Sol. La mayor parte de los
ecosistemas naturales vegetales presentan una eficiencia de alrededor del 1% en lo
que a conversion de energia luminica a biomasa se refiere. Se ha demostrado para
las microalgas eficiencias de conversion luz-biomasa entre 1 y 4 % en sistemas
abiertos y aiin mayores en fotobiorreactores cerrados (Stephens et al., 2010). En las
microalgas, la tasa especifica de crecimiento aumenta a medida que la intensidad de
luz crece hasta alcanzar la tasa maxima de crecimiento, momento en el cual el
desarrollo decrece con el aumento de la intensidad de luz debido a la fotoinhibicion.
Asi, la irradiancia promedio recibida en cada célula depende de la geometria del
reactor, de la irradiancia incidente y del sistema de mezclado que debe garantizar una
exposicion optima de todas las células existentes en el reactor mediante el continuo
movimiento de las mismas desde zonas oscuras a iluminadas y viceversa, evitando la
fotoinhibicion (Benavente-Valdés et al., 2012). La luz es generalmente el factor

limitante en la produccién de microalgas al aire libre (Pulz y Scheinbenbogan, 1998).
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Ademas, la agitacion facilita la eficiencia en el transporte de nutrientes, impide
la sedimentacion de las algas y su adherencia a las paredes del reactor y homogeniza
el pH y asegura la distribucion de los gases. Cabe resaltar que no todas las especies
toleran una agitacion fuerte que provea al reactor de un buen mezclado ya que son

sensibles al estrés hidrodinamico (Ruiz, 2011).

1.4.2. Mecanismos de remocién de sustancias atribuidos a las microalgas

La degradacion de contaminantes por microalgas involucra sistemas
enzimaticos extracelulares e intracelulares.

La degradacion extracelular de productos farmacéuticos implica la excrecion de
diversas sustancias poliméricas extracelulares, incluidos los polisacéaridos, proteinas,
enzimas sustituyentes (como polisacaridos unidos a grupos metil y acetilo) y lipidos a
su entorno circundante. Pueden formar una matriz de biopelicula hidratada que actta
como un sistema de degradacion extracelular al mantener las enzimas extracelulares
con capacidad de degradar compuestos organicos solidos o disueltos. Los
polisacaridos y proteinas con carga positiva 0 negativa permiten la sorcién de
xenobidticos, contribuyendo a la restauracion del ambiente. La biopelicula puede
actuar como tensoactivo y emulsionante para aumentar la biodisponibilidad de los
farmacos. Estas interacciones de diferentes sustancias poliméricas extracelulares y
las células microalgales puede influir en la degradacién intracelular a través de los
subproductos formados (Flemming y Wingender, 2010; Xiao y Zheng, 2016).

La sorcibn de farmacos en microalgas es un mecanismo que depende de
muchos factores, incluidas las propiedades del compuesto (caracteristicas
hidrofébicas, estructura quimica, solubilidad en agua y propiedades acido-base, entre
otras) y las caracteristicas del medio como pH, temperaturay fuerza iénica (Kimmerer,
2008; Bui y Choi, 2010).

La adsorcion de los compuestos quimicos, como los farmacos, es un proceso
extracelular que varia significativamente de acuerdo con la hidrofobicidad, estructura
y grupos funcionales de los farmacos y de las microalgas. Los componentes

principales de la biomasa de microalgas son proteinas (30-60%), carbohidratos (20-

17



30%), lipidos (10-30%) y cenizas (5-10%), estos porcentajes varian en funcion de la
especie y condiciones de cultivo (Rebolloso et al., 2001). Las paredes celulares de las
algas poseen notables similitudes estructurales debido a la presencia de polimeros
como la celulosa, las pectinas, hemicelulosas, proteinas de arabinogalactano,
extensina y lignina; la pared celular de las microalgas esta cargada negativamente
como resultado de los grupos funcionales dominantes, como son los grupos carboxilo
y fosforilo. Los contaminantes con grupos catidénicos son atraidos activamente hacia la
superficie extracelular de la microalga a través de la interaccién electrostatica, lo que
resulta en una biosorcion efectiva. Este proceso se ve afectado por multiples
comportamientos ambientales, incluyendo el movimiento, la biodisponibilidad y las
caracteristicas fisicas y quimicas del medio receptor como el agua, suelo y sedimento,
entre otros.

La absorcion de farmacos podria realizarse por difusion en las membranas
celulares de las microalgas, lo cual depende en gran medida de las propiedades
quimicas de los compuestos, especialmente su hidrofobicidad (Stottmeister et al.,
2003). La hidrofobicidad generalmente se expresa como el coeficiente de reparto
octanol y agua o log Kow. Un log Kow alto corresponde a una alta hidrofobicidad.
Diversos estudios han indicado que los farmacos altamente hidréfobos (log Kow > 3) se
distribuyen preferentemente en entornos hidréfobos como las bicapas lipidicas de las
células, mientras que los farmacos con solubilidad en agua moderada a alta (log Kow <
3) son hidréfilos y se encuentran preferentemente en los entornos hidrofilicos de sus
componentes estructurales. Dichos compuestos son lo suficientemente lipofilicos para
moverse a través de la bicapa de lipidos de las membranas y aun ser suficientemente
solubles en agua para viajar a los fluidos de las células (Dietz y Schnoor, 2001; Pilon-
Smiths, 2005).

Después de la absorcion, los contaminantes organicos pueden sufrir una
degradacion parcial o completa; pueden metabolizarse o transformarse en
compuestos mas polares y menos toxicos (Salt et al., 1998; Navarro-Avifion et al.,
2007). En los procesos de degradacion o transformacién metabdlica, las enzimas

pueden actuar sobre compuestos organicos y mineralizarlos completamente en
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compuestos inorganicos tales como CO2, H20 y Cl2 o parcialmente en intermedios
estables que se almacenan en las vacuolas de las microalgas (McCutcheon y Schnoor,
2003).

En particular, la degradacion intracelular de farmacos consiste en dos fases.
Los ataques iniciales comienzan con la enzima de fase | (citocromo Pas0) que produce
un compuesto mas hidrofilico al generar o exponer un grupo funcional (por ejemplo,
un hidroxilo) dentro de una molécula. Lo anterior puede ocurrir a través de la
introduccidn directa del grupo funcional (por ejemplo hidroxilacién aromatica y alifatica)
o modificando los grupos funcionales existentes (por ejemplo reduccién de cetonas y
aldehidos a alcoholes, oxidacion de alcoholes a &cidos, hidrélisis de ésteres y amidas
y reduccién de compuestos nitro) (Parkinson y Ogilvie, 2008). Entre las principales
reacciones enzimaticas reportadas durante la degradacion de farmacos por microalgas
se incluyen la hidroxilacién, carboxilacion, oxidacion, hidrogenacion, glucosilacion,
desmetilacion, escision del anillo, descarboxilacion, deshidroxilacion y bromacion
(Thies et al., 1996; Maes et al., 2014; Peng et al., 2014; Matamoros et al., 2015; Xiong
et al. 2016; Ding et al., 2017; Xiong, et al, 2017).

En la fase Il estan involucradas enzimas, como la glutation-S-transferasa, que
catalizan la reaccién de conjugacion entre compuestos electrofilicos y el glutation. La
conjugacion enzimatica de la fase Il da como resultado la apertura del anillo ep6xido
para proteger contra el dafio oxidativo. Varias enzimas intracelulares de microalgas
como la mono y dioxigenasa, pirofosfatasa inorganica soluble, glutamil-tRNA
reductasa, malato/piruvato deshidrogenasa, uroporfirinégeno
carboxilasa/descarboxilasa, deshidratasa, fosfatasa alcalina y &cida, transferasa,
catalasa, lacasas, violaxantina de-epoxidasa, e hidrolasa participan en la
biotransformacion y desintoxicacion de compuestos organicos endégenos (Wang et
al., 2004; Ferreira et al., 2007; Mus et al., 2007; Otto y Schlosser, 2014; Foflonker et
al., 2016).
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1.4.3. Material biolégico
1.4.3.1. Chlorellavulgaris

Es una microalga unicelular, eucariota, inmovil, de forma esférica, con pared
celular lisa y su didmetro oscila normalmente entre los 2 y 10 um (Figura 3). Su
reproduccion se da mediante la formacion de autoesporas y forman grupos irregulares
o colonias. Ademas, puede dividirse en cuatro células cada 20 h. Esta especie se
encuentra en diferentes biotopos, incluso en simbiosis con ciliados, esponjas, hidras y
otros organismos. La capa fibrosa que recubre la célula tiene la funcién de proteger
las membranas celulares interiores para evitar que el alga se deshidrate, ademas de
absorber y retener los nutrientes del medio (Moronta et al., 2006; Aguirre et al., 2007).

El género Chlorella incluye algas verdes con una alta concentracion de clorofila
ay b, asi que su capacidad de fotosintesis es mayor que la de otras plantas y algas
permitiéndole carecer de un aporte exdgeno de materia organica. Su situacion en las
cadenas troficas como productor primario le convierte en un organismo ideal para
experimentar su capacidad de acumular metales. Se desarrolla en medios marinos, en
el agua dulce e incluso en suelos encharcados (Cai, Park y Li, 2013).

Se ha demostrado que es capaz de adsorber grandes cantidades de metales
mediante un mecanismo de intercambio de iones. A continuacion, el metal puede
unirse a distintos grupos funcionales como aminas, alcoholes, fosfatos e hidroxilos.
Uno de los factores que contribuyen a la eficacia de este sistema es la composicién de
la pared celular, la cual posee una mezcla compleja de azlcares, glucosamina,
proteinas y acido urénico. La segunda fase, llamada bioacumulacion requiere de mas

reacciones de transporte a la vacuola (Cai et al., 2013).
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Figura 3. Chlorella vulgaris (UTEX, 2021).

1.4.3.2. Nannochloropsis oculata

Son microalgas unicelulares de flotacion libre, subesféricas, de 2 a 4 micras de
diametro, inméviles, desprovistas de flagelos y poseen un cromatoéforo sencillo parietal
de color verde palido que ocupa gran parte de la célula (Figura 4), el citoplasma posee
una gran acumulacion de lipidos. La reproduccion se realiza exclusivamente mediante
fision binaria de las células. Su pared celular es lisa, estd compuesta por capas
microfibrilares de celulosa, xilano y mucilagos de polisacaridos amorfos, las células no
acumulan almidon (Amaya y Sarmiento, 2010) y no tiene zodsporas ni formas de
resistencia (Catala, 2013). Las paredes celulares de Nannochloropsis también
contienen algégenos (biopolimeros), los cuales son altamente resistentes a la hidrélisis
alcalina-acida, asi como a la solubilizacion acuosa-organica (Jeffree, 2007). También
comprende hidrocarburos alifaticos de cadena larga que estan sujetos a reacciones de
reticulacion, las cuales consisten en formar una red con éter (Gelin et al., 1997), una
descripcion que se aplica al cutan (polimero producido en la cuticula) de varias
especies de plantas resistentes a la sequia (Boom et al., 2005).

El cloroplasto ocupa la mayor parte de la célula y contiene una serie de laminillas
paralelas formadas por tres tilacoides cada una. Es una fuente de pigmentos tales
como clorofila a, zaexantina, cataxantina y astaxantina. Su envoltura esta formada por

cuatro membranas, de las cuales 2 exteriores corresponden al reticulo endoplasmico
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(Lubian, 1982). Nannochloropsis oculata tiene la capacidad para convertir una porcion
significativa de su biomasa (hasta 60% en peso seco) en lipidos (Van Vooren et al.,

2012). Se desarrolla en medio marino, agua dulce y salobre (Fawley, 2007).

Figura 4. Nannochloropsis oculata (Baker, 2012).

1.4.3.3. Scenedesmus acutus y obliquus

Todas las algas de este género son unicelulares pero se diferencian en tamafio y
forma. El género Scenedesmus corresponde a microalgas pequefias, no méviles y
cenobiales. Sus dimensiones varian entre 8 y 25 um de largo y 5-15 um de ancho. Su
reproduccion es por autoesporas. Las células son elipsoides, ovoides o en forma de
media luna, la pared celular es lisa. Scenedesmus tiene los organulos celulares tipicos:
ndcleo rodeado de membrana, mitocondrias, pequefias vacuolas, aparato de Golgi y
una mancha ocular. Ademas, presenta un cloroplasto de gran tamafio en forma de
copa con un pirenoide simple embebido en la parte basal. Este pirenoide esta rodeado
de granulos de polisacarido que son el producto de reserva. Contiene clorofilaay by
su principal caracteristica morfolégica es la ausencia de una pared celular rigida de
polisacéarido. La célula estéa incluida en una delgada y elastica membrana plasmatica y
envuelta mucidica. Esto le permite responder rapidamente a cambios osmoticos,
alterando su forma y volumen celular. Por otro lado, la falta de pared celular rigida
aumenta su sensibilidad a fuerzas de tensién externa e impone algunas limitaciones a

la manipulacién de los cultivos (Olivares, 2010).
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Esta especie tolera un amplio rango de temperatura, es viable a -3°C y su
movilidad cesa a -18°C, permaneciendo fotosintéticamente activa por debajo de -8°C
y pH entre 5.5 - 8, siendo 6.8 el pH éptimo para su crecimiento, haciéndola versatil
para el tratamiento de agua residual. Crece en aguas residuales urbanas, registrando
tasas de crecimiento similares a las reportadas cuando se cultiva en un medio sintético.
(Martinez et al., 2000).

En la Figura 5 se muestra el aspecto morfolégico de S. acutus (Figura 5a) y S.
obliquus (Figura 5b).

a) Scenedesmus acutus b) Scenedesmus obliquus

Figura 5. Especies del género Scenedesmus. (Institute of Hydrobiology, 2013; Karlson et
al., 2020)

1.4.3.4. Chlamydomonas reinhardtii

El género Chlamydomonas es muy amplio, es una microalga verde eucariote
(clorofita), se le conoce como “la levadura verde” debido a su rapida multiplicacion y
facil manipulacioén en cultivos de laboratorio. Las células tienen forma ovoide, elipsoidal
o esférica (Figura 6), con un tamafo que oscila entre 9 y 12 um de longitud y entre 4y
8 um de diametro y es capaz de desarrollarse mixotréficamente; es decir, de forma
autotrofa (puede producir sus propios nutrientes) o heterotrofa (donde los nutrientes

se encuentran en los alimentos; de formas simples a una mezcla compleja) segun la
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disponibilidad de compuestos organicos y la intensidad luminica y su reproduccion
puede ser sexual y asexual (Griesbeck et al., 2006).

Estan rodeadas por una pared bastante inusual ya que consta Unicamente de
glicoproteinas fibrosas ricas en hidroxiprolina y no contiene celulosa, a diferencia de la
mayoria de las algas. En esta pared celular se pueden distinguir tres capas con
diferente grosor en las diferentes especies: una capa central granular entre dos
matrices cristalinas altamente ordenadas de subunidades glicoproteicas. En el polo
anterior de la célula existe un engrosamiento de la pared celular que recibe el nombre
de papila apical, la cual es atravesada por dos canales a través de los que se proyectan
dos flagelos que son similares en estructura y longitud. En la mayoria de las especies
el cloroplasto tiene forma de copa y es parietal. En la zona basal del cloroplasto se
encuentran uno o mas pirenoides, centro de produccion de almidén. Ademas, el
cloroplasto suele rodear parcialmente al nicleo, el cual generalmente esta situado en
el centro de la célula con un nucléolo prominente. El aparato de Golgi se sitla con
frecuencia alrededor del nucleo, a su vez suele estar rodeado por un saculo de reticulo
endoplasmatico que conecta con la membrana nuclear. En la mayoria de las especies,
las mitocondrias se encuentran entre el cloroplasto y la plasmalema, asi como en la
region central de la célula. Es frecuente encontrar dos vacuolas contractiles en el polo
anterior de la célula, justo bajo los dos cuerpos basales de los flagelos (Cid, 2015). La
mayor parte de su espacio intracelular (40%) esta ocupado por un unico cloroplasto
con forma de copa, el cual posee aproximadamente 80 copias de su genoma
(Griesbeck et al., 2006).

Chlamydomonas reinhardtii contiene clorofila a, ¢ y carotenoides. Se localiza en

agua dulce, suelo humedo, mar y nieve (Rivera-Solis et al., 2011).
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Figura 6. Chlamydomonas reinhardtii (Scaife et al., 2015).

En este proyecto se utilizaran dos cepas de Chlamydomonas reinhardtii CC137
y CC1731, la diferencia entre ambas cepas es que la primera cuenta con pared celular

mientras que la segunda carece de ésta.

1.5. ANTECEDENTES

En 2009, CORE BIOTECH (Colombia) y Phycospectrum (India) instalaron un sistema
integrado de tanques de 20 m?3 en la planta de “Pacific Rubiales” (cerca de Bogota), la
cual involucra el uso de algas en el proceso de remocion de contaminantes tales como
xenobidticos que son usados como fuente nutricional y CO2 (Phycospectrum, 2009).

En 2015, Matamoros et al., evaluaron la eficiencia de eliminacion de 26
microcontaminantes organicos de aguas residuales urbanas (CO2, NHs*) con un
consorcio microalgal. Los compuestos especificos incluyeron productos para el
cuidado personal, retardantes de incendios, tensoactivos, agentes anticorrosivos,
pesticidas, plastificantes y productos farmacéuticos (diclofenaco). La eficiencia de
remocion de diclofenaco vario de 40 a 60%.

De Wilt et al. (2016) estudiaron la eliminacidbn de microcontaminantes en un
sistema de tratamiento de algas alimentado con corrientes de aguas residuales.
Realizaron experimentos en lotes con la microalga Chlorella sorokiniana cultivada en
orina, agua negra anaerobiamente tratada y orina sintética [Urea (CO(NH2)2), K2HPOa,

Na:HPOa4-2H20] para evaluar la eliminacion de seis farmacos (diclofenaco, ibuprofeno,
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paracetamol, metoprolol, carbamazepina y trimetoprim). La biodegradacion y la
fotdlisis fueron evaluados de manera independiente y condujeron a una eliminacion de
60-100% de diclofenaco, ibuprofeno, paracetamol y metoprolol. En el caso del
diclofenaco, se atribuye como principal proceso la fotodegradacion, ya que tanto en
los cultivos inoculados con microalgas como en los cultivos abidticos se obtuvieron
porcentajes similares de remocion. La extraccion de carbamazepina y trimetoprima fue
incompleta y no supero el 30 y 60%, respectivamente. La absorcion a la biomasa de
algas representd menos de 20% de la remocidén de microcontaminantes.

El 2017, Escapa et al.,, determinaron la eliminacion de acido salicilico,
paracetamol y diclofenaco por medio de 3 cepas de microalgas diferentes: Chlorella
sorokiniana, Chlorella vulgaris y Scenedesmus obliquus en medio Mann & Myers (COz,
NaNOs, K2HPO4). Se descubrio que la eficiencia de eliminacion estaba relacionada con
su crecimiento. Comparando los tres productos farmacéuticos, el &cido salicilico fue el
mas eficientemente eliminado, especialmente por S. obliquus (mas de 93% en cultivo
discontinuo y mas de 99% en cultivo semicontinuo). Por el contrario, el paracetamol
fue el que se elimind mas pobremente, siendo las eficiencias maximas alcanzadas por
C. sorokiniana (mas de 67% en cultivo discontinuo y mas de 41% en cultivo
semicontinuo). Por otro lado, el diclofenaco se elimind eficientemente solo por S.
obliquus (mas de 98% en cultivo discontinuo y mas 79% en cultivo semicontinuo).

Recientemente, Ben-Ouada et al. (2019), evaluaron la eliminacion de
diclofenaco (DCF) por medio de 2 cepas de microalgas aisladas: Picocystis sp. y
Graesiella sp. en medio Basal Bold y Zourruk (NaHCOs, K2HPO4, NaNO3). Los
resultados mostraron que el DCF tuvo ligeros efectos inhibitorios en el crecimiento de
microalgas que no excedieron el 21% para Picocystis y el 36% para Graesiella
después de 5 dias. En presencia de Picocystis sp., el diclofenaco se removio en 73,
43 y 25% de concentraciones iniciales de 25, 50 y 100 mg L respectivamente;
mientras que solo el 52, 28 y 24% se eliminaron en presencia de Graesiella a las
mismas concentraciones iniciales de DCF. Los resultados mostraron dos productos de
biodegradacion [/ biotransformacion de DCF en presencia de Picocystis,

correspondiendo a un compuesto hidroxilado y un producto monoaromatico.
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CAPITULO I

2.1. JUSTIFICACION

La liberacién de farmacos de distinto origen y estructura quimica y cuya presencia en
el ambiente pasa desapercibida en términos de distribucion y concentracion representa
un serio problema ambiental tanto para el hombre, la flora y la fauna. En diferentes
paises se han encontrado altas concentraciones de diversos analgésicos y
antiinflamatorios no esteroideos en aguas residuales tratadas, aguas superficiales,
sedimentos e incluso en agua potable, ya que por su naturaleza no son completamente
eliminados por los tratamientos convencionales.

Por estos motivos se buscan nuevas metodologias que permitan su remocion,
a un bajo costo y sin la necesidad de contar con una gran infraestructura, por lo que
se tiene como alternativa el uso de microalgas que se emplean en el proceso
denominado como ficorremediacién. Este proceso se considera viable ya que en
diversos estudios se ha comprobado que es capaz de remover algunos farmacos,
ademas de que las microalgas son de rapida multiplicacion, facil manipulacion y
algunas especies toleran un amplio rango de temperatura y pH. Sin embargo, la
informacion es escasa, por lo que se requieren estudios mas detallados sobre los
mecanismos de remocién involucrados en el proceso de ficorremediacion; ademas de
que no se encuentran estudios reportados sobre la relacion entre la deficiencia de
nutrientes y la eliminacion de farmacos.

Por lo anterior y debido a que el diclofenaco puede ser tomado por las
microalgas como fuente de carbono, se desea evaluar el efecto del déficit de 3 de los
principales macronutrientes (C, N y P) sobre la remocion de diclofenaco por 6 cepas
de microalgas, ya que de esta forma se podra elucidar qué especie, segun sus
caracteristicas biolégicas, posee la mayor capacidad para remover el farmaco
mediante el mecanismo de adsorcibn para determinar su posible uso en

ficorremediacion.

27



2.2. HIPOTESIS

El crecimiento de C. vulgaris OW-01, N. oculata CCAP 849/7, S. acutus UTEX 72, S.
obliquus CCAP 276/2 y C. reinhardtii CC137 y CC1731 en un medio con déficit de
nutrientes (C, N y P) contribuye a la adsorcion, absorcion y biodegradacion del

diclofenaco al utilizarlo como fuente de carbono.

2.3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad de 6 cepas de microalgas (C. vulgaris OW-01, N. oculata CCAP
849/7, S. obliquus CCAP 276/2, S. acutus UTEX 72y C. reinhardtii CC137 y CC1731)
para remover el diclofenaco en un medio con déficit de nutrientes (C, N y P) e identificar

el porcentaje de farmaco removido por adsorcion.

2.3.1. Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de diclofenaco sobre el
crecimiento de cada microalga de manera independiente.

e Obtener las cinéticas de crecimiento de las microalgas bajo concentraciones
iniciales diferentes de nitrégeno, fésforo y carbono en presencia y ausencia de
diclofenaco

e Determinar la concentracion de diclofenaco removido del medio de cultivo por
cada una de las microalgas y definir el porcentaje de remocién por adsorcién.

e Evaluar la contribucion de la fotdlisis en el proceso de degradacion del

diclofenaco en la solucion.
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CAPITULO Il

3. METODOLOGIA

En este capitulo se describe la metodologia para estimar la remocién y/o la
degradacion de diclofenaco por medio de 6 cepas de microalgas C. vulgaris OW-01,
N. oculata CCAP 849/7, S. obliquus CCAP 276/2, S. acutus UTEX 72 y C. reinhardtii
CC137 y CC1731. El procedimiento se resume en la Figura 7.

Cultivo

v \ 4

C. vulgaris, N. oculata Chlamydomonas reinhardtii
S. acutus, S. obliquus CC137y CC1731

A 4

Prueba de

Propagacion de cultivos de Carbono
microalgas en ausencia y presencia Nitrégeno

v

| Pruebade |, sisis HPLC

| ' ‘

Diclofenaco Diclofenaco
en medio de en pared

Cuantificacion
de clorofila a

Cinética de

crecimiento

v

Analisis

Figura 7. Diagrama de flujo de la metodologia para la remocion de diclofenaco por 6

diferentes cepas de microalgas.
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3.1. CULTIVO DE MICROALGAS

La Universidad Autonoma de Aguascalientes proporciond las microalgas usadas en
este proyecto. Los cultivos de C. reinhardtii CC137 y CC1731 se propagaron en medio
Tris-Acetato-Fosfato (TAP) (Lopez, 2014) ajustando el pH a 7 con acido acético glacial
concentrado e hidréxido de potasio. Se realizara la prueba con ambas cepas para
analizar si la remocién del farmaco es favorecida por la adherencia a la pared celular
0 membrana celular. Mientras que las cepas de C. vulgaris, N. oculata, S. acutus y S.
obliquus se propagaron en medio Basal Bold (Montes y Pulido, 2012).

Para llevar a cabo la propagacion y mantenimiento de las cepas en medio solido
se agregaron 20 g de agar para la preparacion de 1 L de medio TAP y medio Basal
Bold. Los medios se esterilizaron por vapor a una presion de 103 kPa por 15 miny a
una temperatura de 120°C. Se empled la técnica de cultivo por estria en una caja Petri
de vidrio con 20 mL de medio sélido, desarrollado bajo condiciones de esterilidad en
campana Luzeren de flujo laminar tipo Il BBS-DDC.

Las cepas resembradas se incubaron durante dos semanas en un cuarto de
crecimiento a 25°C con una fuente de luz blanca con fotoperiodo de 16 h luzy 8 h
oscuridad. Se modific6 la composicion de ambos medios para los siguientes
experimentos, ya que en estudios previos realizados en el Laboratorio de
Biotecnologia Molecular de Células Vegetales se observé una interferencia del calcio
(incluido en la composicion original de ambos medios) en el analisis por cromatografia
liquida de alta resolucion para determinar la remocién de diclofenaco.

En las Tablas 4 y 5 se muestra la composicion de los medios modificados
utilizados para las diferentes cepas de microalgas (TAP y Bold).

Tabla 4. Composicion de la solucion nutritiva TAP (Tris-Acetato-Fosfato).

TAP 1L
Tris base 24249
Sales TAP 25 mL
-NH,(Cl 0.375¢g
-MgS0, - 7H,0 01g
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Solucién de fosfatos 0.375 mL
-K,HPO, (anhidro) 0.108 g
-KH,PO, 0.054 g

Solucién de metales 1mL
-EDTA (sin 4cido) 0.0636 g
-ZnS0, - 7H,0 0.022 g

-H3B0; 0.0114g
-MnCl, - 4H,0 0.00506 g
-CoCl, -0 0.0016 g
-CuS0,-5H,0 0.0015¢
-(NH,)¢Mo0,0,, - 4H,0 0.0011¢g
-FeS0, - TH,0 0.0049 g

Tabla 5. Composicidon de la solucién nutritiva Bold.

Basal Bold 1L
Nitrato de sodio 259
Sulfato de magnesio heptahidratado 759
Cloruro de sodio 25¢
Fosfato de potasio monohidratado 759
Fosfato de potasio dihidratado 175¢
Solucién de metales 1mL
-ZnS0, - 7TH,0 0.0088 g
-MnCl, - 4H,0 0.0014 g
“Mo0; 0.0007 g
- CuS0, - 5H,0 0.0015 g
-Co(N0O3), - 6H,0 0.0004 g
-H3BO; 0.0114 ¢
-EDTA 0.05¢
_KOH 0.031g
-FeS0, - 7H,0 049 ¢
-H,SO0, 0.01 mL
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3.2. DISENO EXPERIMENTAL

Las concentraciones iniciales de carbono, nitrégeno y fésforo se definieron por

un estudio completo de tres variables a dos niveles utilizando el programa

STATISTICA. Las variables son los nutrientes (nitrégeno, fésforo y carbono) y los dos

niveles correspondieron a las concentraciones de 50 y 100% sobre la composicion del

medio originalmente sugerida, teniendo volumen inicial de 70 mL. Las concentraciones

iniciales de cada nutriente se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Concentracion de los nutrientes (C, N, P) en los medios de cultivo sin

modificar.
Nutriente TAP (mg L) Basal Bold (mg L)
Carbono 84 0.33
Nitrogeno 375 250
Fosforo 162 250

Las interacciones generadas por el programa corresponden a 8 combinaciones

posibles (Tabla 7). A cada combinacion se le asigna una letra propia para su distincion.

Tabla 7. Disefio experimental de las diferentes concentraciones expresadas en

porcentaje para cada nutriente.

Combinacion Nutriente
Carbono Nitrégeno Fosforo
A 50% 50% 50%
B 100% 50% 50%
c 50% 100% 50%
D 100% 100% 0%
E 50% 50% 100%
F 100% 50% 100%
G 50% 100% 100%
H 100% 100% %
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En la Tabla 8 se observa el disefio completo para cada una de las 6 cepas
descritas. Para cada experimento se realizaron 3 réplicas biologicas.

Tabla 8. Disefio experimental completo de las diferentes concentraciones de cada
nutriente (C, N, P) por microalga para C. vulgaris, N. oculata, S. acutus y S. obliquus.

Experimento Variables Niveles
50%
Carbono
100%
o o 50%
Sin farmaco Nitrogeno
100%
] 50%
Fdésforo
_ 100%
Microalga
50%
Carbono
100%
_ o 50%
Diclofenaco Nitrogeno
100%
] 50%
Fosforo
100%

Para las microalgas C. reinhardtii solo se realizaron los experimentos con las
combinaciones A (50C 50N 50P) y H (100C 100N 100P).
El sistema de difusion de aire empleado para los cultivos de las cepas de C.

vulgaris, N. oculata, S. acutus y S. obliquus se observa en la Figura 8.

Figura 8. Sistema de cultivo de microalgas. En matraces Erlenmeyer de 100 mL con
diferentes concentraciones (50 y 100%) de nitrégeno, fosforo y carbono. Fotoperiodo 16 h luz
y 8 h oscuridad a 25 °C.
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3.3. PROPAGACION DE LAS MICROALGAS A DIFERENTES

CONCENTRACIONES DE NITROGENO, FOSFORO Y CARBONO.

Para la propagacion de las microalgas en medio liquido, se tomé un indculo del cultivo
en medio sdlido con un asa bacteriolégica estéril y se transfirio a un tubo Falcon con
40 mL de medio TAP o Bold (segun la cepa de microalga) también estéril, se
mantuvieron por 2 semanas en agitacion continua a 25°C y un fotoperiodo de 16 h luz
y 8 h oscuridad, usando lamparas fluorescentes con una intensidad de 150 ymol de
fotones m2 s,

El pre-inéculo anterior se transfiri6 a 200 mL de medio para continuar su
crecimiento y obtener la biomasa utilizada en las diferentes condiciones (déficit de
nitrogeno, fésforo y carbono), se mantuvo a las mismas condiciones de incubacion
hasta alcanzar una densidad 6ptica (OD7sonm) de 0.25.

Las mediciones de la densidad Optica se realizaron a una longitud de onda de
750 nm en un espectrofotdmetro GloMax®-MultiMicroplate Reader. Una vez alcanzada
la densidad optica del pre-indculo (0.257s0nm), los matraces con las diferentes
concentraciones de nitrégeno, fésforo y carbono se inocularon con 7 mL de preinéculo,
el cual corresponde al 10% del volumen inicial de medio (70 mL); el crecimiento de los
cultivos continu6 hasta alcanzar la fase estacionaria.

Para definir las posibles combinaciones para las concentraciones iniciales de
nitrogeno, fésforo y carbono se realiz6 un estudio completo de tres variables a dos
niveles, 50 y 100% de la concentracion inicial de N, P y C utilizando el programa
STATISTICA.

Para las microalgas C. vulgaris, N. oculata, S. acutus y S. obliquus la agitacién
y la aireacion se mantuvieron constantes mediante un sistema de difusion de aire
disefiado a base de mangueras de plastico conectadas a una bomba de aire de 2.2 L
min-t; la uniformidad del flujo de aire en los experimentos se controlé mediante valvulas
reguladoras de flujo de ¥ de pulgada (in), se mantuvieron en un cuarto de incubacion

a 25°C y un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad.
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En el caso de las cepas de C. reinhardti CC137 y CC1731, para la
homogenizacion de los cultivos se empled una parrilla de agitacion, considerando que
al tener acido acético como fuente carbono no requerian captar esta fuente por medio

de aireacion.

3.4. PREPARACION DE SOLUCIONES STOCK DE DICLOFENACO
Se utilizo el farmaco grado reactivo de la marca Sigma-Aldrich (= 98 % de pureza). Es
un farmaco fotosensible, su solubilidad en agua es de 2.37 mg L a 25°C y su
constante de disociacion (pKa) es de 4.15 (SRC, 2012).

Por lo anterior, la solucién estandar se preparé a una concentracion de 250 ug
mL1, diluido en 3 mL de etanol y se afor6 con agua destilada hasta obtener la

concentracion mencionada. Se almacend a 4°C en oscuridad.

3.5. EVALUACION DEL EFECTO DEL DICLOFENACO EN EL CRECIMIENTO

DE LAS MICROALGAS
Se realiz6 una prueba a diferentes concentraciones del diclofenaco para determinar la
maxima concentracién a la que el farmaco no afecta la cinética de desarrollo con
respecto al cultivo control de las microalgas en estudio.

En un tubo falcon de 15 mL se afiadieron 8 mL de medio (TAP o Bold) y 1 mL
de preindculo, ajustando la OD7sonm inicial del cultivo a 0.1. Teniendo un control (cultivo
sin diclofenaco) y 6 tubos con concentraciones diferentes del farmaco. Se incubaron a
una temperatura de 25°C con agitacion continua y fotoperiodo de 16 h luz 'y 8 h de
oscuridad hasta alcanzar la fase estacionaria. Se tomé una alicuota de 1 mL de los
cultivos cada 48 h para C. reinhardtii CC137 y CC1731 y para el resto de las cepas
cada semana para medir la densidad 6ptica a 750 nm y observar el crecimiento. Las
pruebas se realizaron por triplicado.

Las concentraciones seleccionadas para cada farmaco se muestran en la Tabla
9. Estas fueron establecidas con base en andlisis previos realizados en el Laboratorio
de Biotecnologia Molecular de Células Vegetales. La concentracién de 10 pg mL™* no

presento efecto tdéxico en C. vulgaris, N. oculata, S. acutus y S. obliquus, mientras que
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para C. reinhardtii CC137 y C. reinhardtii CC1731 la concentracion evaluada fue de 5

Hug mL, sin mostrar efecto nocivo.

Tabla 9. Concentraciones establecidas de diclofenaco para evaluar su efecto en el

crecimiento de las microalgas.

; Concentracién de diclofenaco
Microalgas )
(ngmL™)
C. vulgaris
5, 10, 15, 20, 25, 30
N. oculata
S. acutus
. 4.4,8.7,13.1,17.5,21.9, 26.3
S. obliquus
C. reinhardtii CC137
. . 25,5,75,10,125, 15
C. reinhardtii CC1731

Este analisis permitira seleccionar la concentracion de diclofenaco que no afecte
negativamente el crecimiento de cada una de las microalgas, para los estudios

posteriores.

3.6. CINETICAS DE CRECIMIENTO Y CUANTIFICACION DE CLOROFILA A

En 8 matraces Erlenmeyer de 100 mL se agregaron 70 mL de medio (TAP o Bold) con
las concentraciones diferentes de nitrégeno, fosforo y carbono. Esto se realiz6 en
experimentos independientes para las 6 cepas de microalgas, en presencia y ausencia
de diclofenaco.

La concentracion inicial de diclofenaco para cada especie de microalga en este
analisis fue establecida por la prueba indicada en la seccion 3.5. A los 8 matraces se
les adicion6 el volumen necesario para alcanzar la concentracion establecida de
diclofenaco, posteriormente se agregaron 7 mL de preindculo con OD7sonm de 0.25.

De cada matraz Erlenmeyer se extrajo una muestra de 2.5 mL cada 48 h hasta
que los cultivos alcanzaron la fase estacionaria, del volumen tomado del medio de
cultivo se utilizaron 400 uL para determinar la densidad Optica por espectrofotometria

a 750 nmy asi obtener las curvas de crecimiento, lo restante se utilizé para determinar
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contenido de clorofila a y para la cuantificacion del diclofenaco remanente en el medio
de cultivo.

Para evaluar si el diclofenaco tiene un efecto en el crecimiento de las microalgas
se cuantifico la clorofila a, ya que es el principal pigmento fotosintético que proporciona
una estimacion de la cantidad de biomasa. Este analisis se estandariz6 para cada una
de las diferentes cepas de microalgas ya que, por su diferencia en la composicion de
la pared celular, requirieron una metodologia diferente (Henriques et al., 2007).

Para C. vulgaris, S. acutus y S. obliquus se tomé 1 mL de muestra, se centrifugo
y descart6 el sobrenadante, después se realizé un lavado con 1 mL de agua destilada
estéril y se afiadieron 1.5 mL de metanol absoluto, se calentd por 10 min a 65°C y se
incubo por 24 h a 4°C, en condiciones de oscuridad, para favorecer la liberacion de
clorofila, posteriormente se centrifugaron las muestras para obtener el sobrenadante.

En el caso de N. oculata y C. reinhardtii CC137 y CC1731 se tomé 1 mL de
muestra, se centrifugd y descarté el sobrenadante, después se realiz6 un lavado con
1 mL de agua destilada estéril y se afiadieron 1.5 mL de metanol absoluto, se incubo
por 24 h a 4°C, en condiciones de oscuridad, para favorecer la liberacion de clorofila,
posteriormente se centrifugaron las muestras para obtener el sobrenadante.

Al sobrenadante obtenido en todos los casos se le determind absorbancia a
652, 665 y 750 nm frente a un blanco de metanol absoluto. Las lecturas se realizaron
en un espectrofotometro UV-Vis (Jenway ™ 6705, Cole-Palmer).

Una vez medidas las absorbancias, se llevd a cabo el calculo de la
concentracion de clorofila a, empleando la ecuacién publicada por Porra et al., (1989)

expresandose en pg mL:

Clorofilaa (ﬂg/mL) = [16.29(Ag65 — A750) — 8.54(Ag452 — A759) (ML de metanol) ...Ec 1

El valor de los coeficientes y la longitud de onda a la que se produce la maxima
absorcion varian en funciéon del solvente utilizado, en este caso el solvente utilizado

fue metanol absoluto.
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Para observar la influencia del nitrogeno, fésforo y carbono sobre el crecimiento
de las microalgas se realizd un disefio experimental mediante el programa
STATISTICA empleando los datos experimentales obtenidos de la cinética de
crecimiento y se ajustd un modelo matematico a los datos. Este analisis nos indicé si
la presencia de diclofenaco en las diferentes cepas de microalgas inhibe, aumenta o

no interfiere con el crecimiento de éstas. Este analisis se realiz6 por triplicado.

3.7. ANALISIS POR HPLC PARA EVALUAR LA REMOCION DE FARMACOS

La técnica de HPLC es utilizada para separar los componentes de una mezcla,
utilizando una fase estacionaria no polar y una fase mévil que actia como portador de
la muestra. Los componentes de la mezcla interaccionan de forma distinta con ambas
fases y de esta manera atraviesan la fase estacionaria a distintas velocidades
provocando su separacion. Posteriormente pasan por un detector que emite una sefal
que depende de la concentracién y el tipo de compuesto (Malla y Saula, 2015).

Para el andlisis de la concentracion de los farmacos se tomaron 500 pL de cada
cultivo, estas muestras se centrifugaron a 13,000 rpm por 5 min, el sobrenadante
obtenido se transfirié a otro tubo y se resuspendié en 500 uL de etanol al 100% y se
agitaron en un vortex a la maxima intensidad, posteriormente se centrifugaron por 5
min.

Posteriormente las muestras se analizaron en un equipo de Cromatografia
Liguida de Alta Resolucion (HPLC por sus siglas en inglés) Agilent 1260 acoplado a
un detector de arreglo de diodos (DAD) y una columna empacada con silica (C-18)
esférica (Agilent, eclipse XDB C-18).

La columna se alimenté con una solucion acuosa de acido trifluoroacético (TFA)
al 0.1% (fase movil A). Se generd un gradiente de acetonitrilo durante un periodo de
10 minutos usando TFA al 0.1% en acetonitrilo (fase moévil B) del 0 al 100%.
Finalmente, el equipo se alimento con la fase movil A para restaurar las condiciones
iniciales de la columna. La deteccion del diclofenaco se realizé a 275 nm, region en la
cual presenta la maxima absorbancia, permitiendo identificar los espectros especificos

de los estandares y las unidades de area correspondientes.
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Se elabor6 una curva de calibracién a concentraciones de 0.5, 1, 5, 10 y 15 ug
mL-1, utilizando un estandar de diclofenaco (Sigma-Aldrich, SST. Louis, MO, EUA). El
volumen de inyeccién para los estandares fue de 100 uL y el caudal siempre fue de
0.6 mL mint. Esta técnica fue estandarizada y validada para el diclofenaco; los anélisis

para cada muestra, estandar y blancos se realizaron por triplicado.

3.8. DETERMINACION DEL MECANISMO DE REMOCION
Las microalgas, al igual que las plantas, llevan a cabo diferentes mecanismos de
captacion de compuestos organicos e inorganicos, los adsorben en la pared celular o
bien los internalizan en la célula donde los biotransforman o bioacumulan.

Para analizar el porcentaje de diclofenaco removido por el mecanismo de

adsorcion por las diferentes cepas de microalgas se realiz6 el siguiente analisis.

3.8.1. Desorcion de la pared celular

Para saber si la remocion del diclofenaco fue debido a la adsorcién sobre la pared
celular se realizaron lavados a la biomasa de cada microalga, inicialmente con una
solucion de NaCl 1 M promoviendo la ruptura de las interacciones electrostaticas entre
el farmaco y los componentes de la pared celular (como aminoacidos) y posteriormente
con una solucion de Tween-20 al 0.1% que elimind interacciones hidrofébicas (por
ejemplo con alginatos).

Para evaluar la desorcion de diclofenaco de la pared celular, se tomaron 40 mL
de cada cultivo al final de la cinética de crecimiento de las microalgas. El cultivo se
centrifugdé a 4500 rpm durante 20 min y se deseché el sobrenadante, posteriormente
la biomasa se sec6 a 70°C durante 24 h y se registro el peso seco.

El primer lavado se realizé con NaCl 1 M, agregando 200 uL a la biomasa seca
y agitando con vortex durante 30 s. Las muestras se centrifugaron durante 5 min a
13,000 rpm y el sobrenadante se transfiri6 a un tubo nuevo. Se realiz6 un segundo
lavado al sedimento de microalgas afiadiendo 200 pyL de una solucion Tween-20 al
0.1%. Al sobrenadante recuperado de cada lavado, se afiadieron 200 pL de etanol

absoluto y se incubaron a 4°C durante 24 h. Finalmente, se centrifugo a 13,000 rpm
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durante 5 min y el sobrenadante se analiz6 por HPLC como se describid anteriormente.
El analisis se realizé por triplicado.

3.9. DEGRADACION DEL DICLOFENACO POR FOTOLISIS

Para evaluar la fotodegradacién del diclofenaco, se mantuvieron las mismas
condiciones de cultivo que para los experimentos bidticos. Para ello se afiadieron 77
mL de medio TAP en matraces Erlenmeyer de 100 mL y el volumen necesario de
diclofenaco para obtener la concentraciéon de 5 ug mL1, mientras que para el medio
Basal Bold las concentraciones de diclofenaco usadas fueron 8.7 ug mL* and 10 pg
mLL.

Los dias seleccionados para la toma de muestras corresponden al dia final de
las cinéticas de crecimiento para cada microalga. Por lo anterior, para la concentracion
de 5 ug mL* las muestras se tomaron al dia 33, en el caso de la concentraciéon de 8.7
ug mL* las muestras fueron los dias 21 y 25y, por Ultimo, para la concentracion de 10
ug mL, los dias 27 y 29 se tomaron las muestras para su analisis. También se realiz6
un control manteniendo las mismas condiciones pero en total oscuridad hasta el final
de la cinética. Las muestras se analizaron por HPLC, realizando por triplicado este

experimento.

3.10. ANALISIS ESTADISTICO

A partir de los resultados obtenidos, se calcularon las medias y las desviaciones
estandar de cada tratamiento y de los controles para todos los parametros analizados.
Para evaluar la remocion de los farmacos y el efecto de éstos en el crecimiento de las
microalgas, el experimento fue desarrollado con 3 réplicas biologicas.

Los datos obtenidos en los andlisis de Cromatografia liquida de alta resolucion
fueron interpretados por andlisis de varianza de tres factores (ANOVA) a un nivel de
95% de confianza, para analizar la hip6tesis de que la concentracién estudiada de
diclofenaco en el medio no presenta ningun efecto sobre el crecimiento de cada una

de las cepas de microalgas en estudio.
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En los casos en que esta hipoétesis se rechace, se empleara la prueba de
comparacion de medias por Fisher a un nivel de significacion de 0.05 (p<0.05) para
analizar de qué forma afect6 al parametro estudiado la concentracion del farmaco. Las
gréficas se realizaron con el paquete de analisis estadistico y de graficas avanzadas
SigmaPlot version 12.0. Los resultados se expresaron como la media de los valores

obtenidos + desviacién estandar.
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CAPITULO IV

4.1. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se describen los resultados correspondientes a las cinéticas de
crecimiento de las 6 especies de microalgas en las diferentes concentraciones iniciales
de nutrientes con diclofenaco y su respectivo control, asi como también la remocion

de diclofenaco por cada microalga y por la luz.

4.1.1. Efecto de diclofenaco en el crecimiento de microalgas

En la primera etapa del proceso se determind la capacidad de las microalgas C.
vulgaris, N. oculata, S. acutus, S. obliquus y C. reinhardtii CC137 y CC1731 para
desarrollarse en presencia de concentraciones variables de diclofenaco.

Se ajustd la OD7sonm inicial de los cultivos a 0.1 y se mantuvieron en agitacion
continua sin aireacion, con fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad, hasta llegar a su
fase estacionaria. Se tomd una alicuota de 1 mL de los cultivos cada 48 h para C.
reinhardtii CC1731 y CC137 y para el resto de las cepas cada semana. En el caso de
ambas cepas de Chlamydomonas, se tom6 muestra cada 48 h debido a que el medio
de cultivo (TAP) presentaba el 100% de sus nutrientes (C, N y P) por lo que contaba
con el medio 6ptimo para su crecimiento; por el contrario, a las microalgas C. vulgaris,
N. oculata, S. acutus y S. obliquus no se les proporcion6 fuente de carbono (CO3), solo
lo aportado por el farmaco, esto debido a que la finalidad de este andlisis fue
comprobar que las concentraciones evaluadas no presentaran efecto téxico y
seleccionar aquella concentracion que promoviera un mayor crecimiento para cada
microalga. Los datos obtenidos son el promedio de tres réplicas bioldgicas.

En la Figura 9 se observa las cinéticas de crecimiento de C. vulgaris (Figura 9a)
y N. oculata (Figura 9b) en ausencia (control) y presencia de diferentes

concentraciones de diclofenaco (5 - 30 pg mL™?).
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Figura 9. Cinética de crecimiento en ausenciay presencia de diferentes
concentraciones de diclofenaco (5 - 30 ug mL™): a) C. vulgaris y b) N. oculata.
Diferencias significativas (p<0.05) en el crecimiento respecto al control se marcan con un

asterisco (*). Prueba de Fisher.

En la Figura 9a se observo que el diclofenaco estimula el crecimiento de los 6
cultivos a partir de la segunda semana para C. vulgaris. El cultivo expuesto a la
concentracion de 15 pg mL* mostr6 el mayor crecimiento desde la semana 3,
manteniéndose asi hasta su fase de declive. Mientras que el cultivo con 30 pg mL* de
diclofenaco mostré el menor crecimiento, pero significativamente mayor que el control.
A partir de la semana 7 todos los cultivos alcanzaron su fase estacionaria.

En la Figura 9b se observa la cinética de crecimiento de N. oculata donde los
cultivos con 5, 10, 15y 20 ug mL"* de concentracion inicial de diclofenaco presentaron
una estimulacioén en el crecimiento con respecto al control, esto se mantuvo hasta que
los cultivos alcanzaron su fase estacionaria. El mayor crecimiento lo presento el cultivo
con 10 pug mL* de diclofenaco. El cultivo con 25 pg mL* de diclofenaco mostré un
crecimiento similar al control; mientras que el cultivo con 30 pg mL* mantuvo un menor
crecimiento con respecto al control, sin embargo, la diferencia no fue significativa. A
partir de la semana 9 los cultivos alcanzaron la fase estacionaria.

Se observé que para ambas microalgas las concentraciones de 5 a 25 pg mL™*
estimulan significativamente su crecimiento, presentando C. vulgaris el mayor

desarrollo. A la concentracion de 30 pug mL™? el crecimiento no fue significativamente
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diferente al control en el caso de C. vulgaris. Mientras que N. oculata tuvo un menor
desarrollo de biomasa que el control. Zhang et al. (2019) reportaron que el diclofenaco
en concentraciones de 60 a 150 ug mL™ causa una inhibicién en el crecimiento de
aproximadamente un 30% en Chlorella pyrenoidosa en medio SE, mientras que De
Wilt et al. (2016) evaluaron la remocién de algunos farmacos en orina sintética y medio
M8a, entre ellos el diclofenaco en un rango de concentraciéon de 100 a 350 pg L sin
observar alguna inhibicién en el crecimiento de la microalga Chlorella sorokiniana. En
nuestros resultados, se observo una disminucion en el crecimiento de C. vulgaris a una
concentracion de 30 ug mL* lo cual contrasta con lo mostrado en la literatura para
microalgas del mismo género. Esto puede deberse a la diferencia de las especies, ya
qgue la composicion de los medios de cultivo usados en los trabajos reportados es
similar al medio Bold, el cual fue el medio seleccionado en este trabajo. En cuanto al
género de Nannochloropsis, no se encuentra reportado en la literatura el efecto del

diclofenaco sobre ella.

En la Figura 10 se observa las cinéticas de crecimiento de S. acutus (Figura
10a) y S. obliquus (Figura 10b) en ausencia (control) y presencia de diferentes

concentraciones de diclofenaco (4.4 — 26.3 pg mL™1).
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Figura 10. Cinética de crecimiento en ausenciay presencia de diferentes
concentraciones de diclofenaco (4.4 — 26.3 ug mL?): a) S. acutus b) S. obliquus.
Diferencias significativas (p<0.05) en el crecimiento respecto al control se marcan con un

asterisco (*). Prueba de Fisher.
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En la Figura 10a se observa que el diclofenaco en todas las concentraciones
estimula el desarrollo de la microalga S. acutus. En la semana 7 se observé el mayor
crecimiento en el cultivo con 8.7 ug mL! de diclofenaco. Mientras que el cultivo con
26.3 ug mL* mantuvo un crecimiento ligeramente menor hasta la semana 6, donde su
crecimiento no fue significativamente diferente al control. A partir de la semana 8 se
alcanzo la fase estacionaria en todos los cultivos.

En el caso de S. obliquus (Figura 10b), al igual que en S. acutus, los cultivos
expuestos a las diferentes concentraciones de diclofenaco presentaron un mayor
crecimiento con respecto al control. Las concentraciones de diclofenaco a las que las
microalgas mostraron el mayor crecimiento fueron 13.1 y 26.3 ug mL™1. La séptima
semana se dio por concluida la cinética de desarrollo ya que todos los cultivos habian

alcanzado la fase estacionaria.

El comportamiento similar entre estas microalgas puede deberse a que
pertenecen al mismo género; sin embargo, S. obliquus mostré6 un mayor crecimiento
en comparacion con S. acutus. Schmitt-Jansen et al. (2007), evaluaron la fitotoxicidad
del diclofenaco a una concentracién de 50 pug mL* en Scenedesmus vacuolatus, sin
encontrar inhibicién en el crecimiento de esta microalga; esto concuerda con los
resultados obtenidos donde ninguna de la concentraciones evaluadas afectaron el
crecimiento de las microalgas analizadas. En contraste con nuestros resultados, Zhu
et al. (2014), determinaron una inhibicion en el crecimiento de S. obliquus a
concentraciones de 5 a 10 ug mLten 7 dias de exposicion al diclofenaco. Al ser de la
misma cepa (S. obliquus), la diferencia puede deberse a factores como la composicion
del medio o la condiciones de cultivo ya que se ha reportado que bajo condiciones
diferentes del cultivo (temperatura o intensidad luminica), las especies del género
Scenedesmus sp. cambian su forma y tamafio, buscando una manera de adaptarse
(Soplin, 2015).
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En la Figura 11 se observan las cinéticas de crecimiento de C. reinhardtii CC137
(Figura 11a) y C. reinhardtii CC1731 (Figura 11b) en ausencia (control) y presencia de

diferentes concentraciones de diclofenaco (2.5 — 15 ug mL™1).
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Figura 11. Cinética de crecimiento en ausenciay presencia de diferentes
concentraciones de diclofenaco (2.5 - 15 ug mL): a) C. reinhardtii CC137y b) C.
reinhardtii CC1731. Diferencias significativas (p<0.05) en el crecimiento respecto al control

se marcan con un asterisco (*). Prueba de Fisher.

En la Figura 11a se observa la cinética de crecimiento de C. reinhardtii CC137,
los cultivos desarrollados en presencia de diferentes concentraciones de diclofenaco
presentan un comportamiento en el crecimiento similar al cultivo control. El cultivo con
5 ug mL* mantuvo el mayor crecimiento hasta el dia 11, donde se presentd un
crecimiento diauxico en todos los cultivos retomando el crecimiento el dia 13. Se
observd un crecimiento significativamente mayor al del cultivo con 15 ug mL* de
diclofenaco con respecto a los demas cultivos, por lo que una mayor concentracion del
farmaco ayuda a obtener un mayor crecimiento. Se tomaron muestras hasta el dia 15,
tiempo en el que los cultivos alcanzan la fase estacionaria.

En el caso de C. reinhardtii CC1731 (Figura 11b) se observa que los cultivos
con diclofenaco mantienen un crecimiento similar al cultivo control, donde a partir del
dia 9 el cultivo con 15 pg mL* de diclofenaco mostré un crecimiento significativamente

mayor en comparacion con los demas cultivos incluyendo el control. A partir del dia
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15, se observa que los cultivos con 7.5y 12.5 ug mL* de diclofenaco presentaron un
crecimiento menor que el control, pero sin ser esta diferencia significativamente
diferente.

Las diferencias observadas en el crecimiento de estas microalgas puede
deberse a que C. reinhardtii CC137 consta de pared celular que actia como una
barrera ya que esta constituida por polimeros complejos con diversos grupos
funcionales, los cuales podrian interaccionar con el diclofenaco reteniendo una
fraccion del farmaco, de tal forma que se reduce la concentracién que podria ser
internalizada; mientras que C. reinhardtii CC1731 carece de pared celular, por lo tanto,
al presentan diferentes compuestos como lipidos que pueden facilitar el transporte del
farmaco al crear un ambiente hidrofébico y proteinas que interaccionan con el farmaco,
facilitando la difusién del diclofenaco por la membrana celular. Segun lo reportado por
Majewska et al. (2018), el diclofenaco a una concentraciéon de 134 pg mL* provoca
una inhibicion del 50% en el crecimiento de C. reinhardtii, esto podria explicar el hecho
de que, en este trabajo, el diclofenaco no haya provocado una disminucion significativa
en el crecimiento de las microalgas en los cultivos con respecto al cultivo control.

Se observé que en las 6 microalgas se estimulé el crecimiento en practicamente
todas las concentraciones de diclofenaco analizadas, excepto en N. oculata a la
concentracion de 30 ug mL? y en C. reinhardtii CC1731 a las concentraciones de 7.5
y 12.5 yg mL™%; sin embargo, este crecimiento no fue significativamente diferente con
respecto al cultivo control. Diversos estudios han evaluado la toxicidad del diclofenaco
en concentraciones que van de 2 yg mL* a 150 uyg mL%, usando diferentes especies
de microalgas como Desmodesmus subspicatus, Chlorella sorokiniana y Chlorella
pyrenoidosa. Los autores observaron que la inhibicion del crecimiento solo se
observaba a concentraciones superiores a 40 ug mL1, mientras que a concentraciones
inferiores se favorecia el crecimiento de algunas especies de microalgas (Cleuvers,
2014; de Wilt et al., 2016; Zhang et al., 2019), lo cual es congruente a los resultados
obtenidos en este trabajo.

Se observo que las 6 microalgas analizadas en esta seccién tienen el potencial

de crecer a concentraciones de diclofenaco muy superiores a las reportadas en aguas
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residuales (0.35-4.11 ug L) (Vieno y Sillanpaé, 2014; Robledo et al., 2017), por lo que
se esperaria que crecieran adecuadamente a concentraciones bajas del farmaco y

serian capaces de removerlo de la solucién utilizandolo como fuente de carbono.
Con base en los resultados de las cinéticas de crecimiento anteriores, las
concentraciones de diclofenaco que se establecieron para los estudios de remocion

para cada una de las microalgas se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Concentraciones de diclofenaco para evaluar su remocioén por cada

microalga.
Microalga e i el Concentracion de diclofenaco
(ng mL™)

C. vulgaris OW-01 Basal Bold 10

N. oculata CCAP 849/7 Basal Bold 10
S. acutus UTEX 72 Basal Bold 8.7
S. obliqguus CCAP 276/2 Basal Bold 8.7
C. reinhardtii CC137 TAP 5
C. reinhardtii CC1731 TAP 5

Las concentraciones descritas en la Tabla 10 fueron seleccionadas con base en
los cultivos que presentaron una mayor estimulacion en el desarrollo en cada
microalga y asi realizar una comparacion en su comportamiento en los experimentos
de exposicién al farmaco. Para C. vulgaris y N. oculata se establecié la concentracion
de 10 ug mL%, en el caso de las cepas de Scenedesmus la concentracion establecida
fue de 8.7 ug mL1, mientras que para las microalgas C. reinhardtii se seleccioné la
concentracion de 5 ug mL™. Para los andlisis posteriores, el tiempo de exposicion de
diclofenaco fue establecido de forma independiente para cada microalga, de acuerdo

al tiempo en el que alcanzaron su fase estacionaria.
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4.1.2. Efecto de la composicion del medio de cultivo sobre el crecimiento de las

microalgas por medio de la cuantificacion de clorofila a
Después de establecer la concentracion de diclofenaco a la que se expondra cada
especie de microalga (Tabla 10), se evalud el crecimiento de cada una variando las
concentraciones iniciales de carbono, nitrogeno y fésforo (50 y 100% de la
concentracion original), en ausencia (control) y presencia de diclofenaco (Tabla 9).
Para determinar las mejores condiciones de desarrollo de la microalga, se analizo el
crecimiento de cada una de las especies por medio de densidad Optica (Apéndice 8.1)
y cuantificacion de clorofila a.

Para analizar el efecto de variaciones de C, Ny P en el medio de cultivo sobre
el desarrollo de las microalgas, se agregaron 70 mL de medio (TAP o Bold, segun la
microalga) en 8 matraces Erlenmeyer de 100 mL (para las diferentes concentraciones
de C,NyP; 50y 100%), afiadiendo 7 mL de preindculo, el cual se ajusté a una OD7s50nm
inicial de 0.25 y se adicion6 el volumen necesario para las concentraciones
establecidas de diclofenaco. Se mantuvieron en agitacion continua sin aireaciéon con
fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad, hasta llegar a su fase estacionaria. Se tomé
una alicuota de 2.5 mL de los cultivos cada 48 h. Esto se realiz6 en experimentos
independientes entre cada microalga. Los datos obtenidos son el promedio de tres
réplicas bioldgicas.

La clorofila a es el principal compuesto fotoquimicamente activo de las
microalgas y se comporta como un receptor de luz para impulsar la fotosintesis. El
contenido de clorofila a influye en la produccion de biomasa y por lo tanto en la
acumulacion de compuestos, comportandose como un indicador del estado fisiol6gico
de las microalgas (tasa de crecimiento y toxicidad) (Boilling y Fiehn, 2005; Su et al.,
2008). Para la cuantificacion de clorofila a, se tom6 1 mL de muestra y se realizo una
extraccion con metanol absoluto. La muestra fue analizada por Espectrofotometria UV-
Vis y el contenido de clorofila se calcul6 utilizando la Ecuacion 1, descrita en la seccion
4.5.
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Las graficas del efecto del déficit de nutrientes (C, N y P) en el medio de cultivo
en muestras de biomasa de las 8 combinaciones en ausencia y presencia de

diclofenaco (10 ug mL*) de C. vulgaris se observan en la Figura 12.
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Figura 12. Efecto de C, Ny P en el medio de cultivo en presenciay ausencia de
diclofenaco (10 pg mL?t) en C. vulgaris. Diferencias significativas (p<0.05) en el

crecimiento respecto al control se marcan con un asterisco (*). Prueba de Fisher.



Se observé que en las combinaciones C (50C, 100N, 50P) y G (50C, 100N,
100P) el cultivo con diclofenaco presentd un desarrollo significativamente mayor a sus
correspondientes cultivos controles. Mientras que en la combinaciones A (50C, 50N,
50P), B (100C, 500N, 50P), D (100C, 100N, 50P), E (50C, 50N, 100P) y F (100C, 50N,
100P) sucedi6 lo contrario, el cultivo con diclofenaco presenté un desarrollo
significativamente menor, lo cual se atribuye a la adicion de diclofenaco. La
combinacion H (100C, 100N, 100P) comenzd con una tendencia similar al control,
disminuyendo significativamente el crecimiento a partir del dia 13 y alcanzando un
mayor desarrollo a partir del dia 23 y hasta el final de la cinética. Es probable que, a
diferencia del control, el cultivo con diclofenaco sostuvo el desarrollo de la microalga
por mas tiempo, tomando el diclofenaco como una fuente adicional de C.

En contraste a los resultados obtenidos en este trabajo, de Wilt et al. (2016)
realizaron estudios en Chlorella sorokiniana donde administraron una mezcla de
farmacos (~100-350 ug L) incluido el diclofenaco, observando que el diclofenaco no
produjo cambios en el contenido de clorofila a. En otro estudio, Escapa et al. (2017)
evaluo la modificacién en el contenido de clorofila a en C. sorokiniana y C. vulgaris al
adicionar diclofenaco en una concentraciéon de 25 ug mL?; ambas microalgas
presentaron un mayor contenido de clorofila a. Por otro lado, Zhang et al. (2019)
evaluaron la influencia de diclofenaco (en concentraciones desde 2 hasta 150 ug mL-
1) en Chlorella pyrenoidosa, observado que en concentraciones superiores a 40 ug mL-
! el contenido de clorofila a disminuy6 significativamente.

Estas variaciones pueden deberse a la diferencia entre las especies utilizadas,
se ha reportado que todas las microalgas de la misma especie presentan un
comportamiento muy similar en los diferentes pardmetros bioquimicos que se analizan.
Sin embargo, incluso entre la misma especie pueden darse diferencias debido a las

condiciones de crecimiento y nutrientes, entre otros (Hernandez-Pérez y Labbé, 2014).

En la Figura 13 se muestran las graficas del efecto del déficit de nutrientes (C,
N y P) en el medio de cultivo en muestras de biomasa de las 8 combinaciones en

ausencia y presencia de diclofenaco (10 pg mL™?) de N. oculata.
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Figura 13. Efecto de C, Ny P en el medio de cultivo en presenciay ausencia de

diclofenaco (10 pug mL™) en N. oculata. Diferencias significativas (p<0.05) en el

crecimiento respecto al control se marcan con un asterisco (*). Prueba de Fisher.
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N. oculata mostré6 un comportamiento similar en las graficas de las
combinaciones A (50C, 50N, 50P), B (100C, 50N, 50P), C (50C, 100N, 50P), D (100C,
100N, 50P), E (50C, 50N, 100P) y F (100C, 50N, 100P), donde el cultivo con
diclofenaco produjo un crecimiento significativamente menor a sus respectivos
controles a lo largo de la cinética. Mientras que en las combinaciones G (50C, 100N,
100P) y H (100C, 100N, 100P) mantuvieron un crecimiento similar a los cultivos control.

Se ha reportado que el tamafo y la forma de Nannochloropsis gaditana son
susceptibles de variacidén con las condiciones de cultivo y a lo largo de su crecimiento,
lo cual puede ser congruente con las variaciones en el crecimiento observadas en este
trabajo en los cultivos con diclofenaco en comparacion a sus respectivos controles
para N. oculata, al ser del mismo género mantienen comportamiento similar (Lubian,
1982).

Ademads, se ha reportado para diversas microalga, entre ellas el género
Nannochloropsis, que la reduccion del contenido de clorofila indica toxicidad
xenobidtica, inhibicion de la fotosintesis y otros procesos metabdlicos relacionados con
el crecimiento (Vannini et al., 2011; Moro et al., 2014).

En la Figura 14 se muestran las gréaficas del efecto del déficit de nutrientes (C,
N y P) en el medio de cultivo en muestras de biomasa de las 8 combinaciones en

ausencia y presencia de diclofenaco (8.7 ug mL?) para S. acutus.
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Figura 14. Efecto de C, Ny P en el medio de cultivo en presenciay ausencia de
diclofenaco (8.7 ug mL?) en S. acutus. Diferencias significativas (p<0.05) en el

crecimiento respecto al control se marcan con un asterisco (*). Prueba de Fisher.



En las graficas de S. acutus se observo un comportamiento similar entre los
cultivos con diclofenaco y sus respectivos cultivos control (sin farmaco) en cada
combinacion, excepto para la combinaciéon E (50C, 50N, 100P) donde el cultivo con
diclofenaco mostré un crecimiento significativamente menor al control.

No se encuentra reportado en la literatura el efecto de este farmaco en S.
acutus; sin embargo, Schmitt-Jansen et al. (2007), evaluaron la fitotoxicidad del
diclofenaco a una concentracién de 50 pug mL' en Scenedesmus vacuolatus sin
encontrar modificacion en el contenido de clorofila a. Aunque es diferente especie, se
infiere que presentan un comportamiento similar por pertenecer al mismo género.

En la Figura 15 se muestran las gréaficas del efecto del déficit de nutrientes (C,
N y P) en el medio de cultivo en muestras de biomasa de las 8 combinaciones en

ausencia y presencia de diclofenaco (8.7 ug mL?) de S. obliquus.
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Figura 15. Efecto de C, Ny P en el medio de cultivo en presenciay ausencia de
diclofenaco (8.7 ug mL) en S. obliquus. Diferencias significativas (p<0.05) en el

crecimiento respecto al control se marcan con un asterisco (*). Prueba de Fisher.



En contraste a lo observado en S. acutus, se mostrO un comportamiento
diferente entre los cultivos de S. obliquus en cada combinacién, donde en las
combinaciones A (50C, 50N, 50P), B (100C, 50N, 50P), E (50C, 50N, 100P), G (50C,
100N, 100P) y H (100C, 100N, 100P), los cultivos con diclofenaco, mostraron un
crecimiento significativamente menor al control. Mientras que las combinaciones C
(50C, 100N, 50P) y D (100C, 100N, 50P) mostraron un comportamiento contrario,
siendo el cultivo con diclofenaco significativamente mayor al cultivo control. En cuanto
a la combinacién F (100C, 50N, 100P) mantuvo un comportamiento similar a lo largo
de toda la cinética. Se observa que el cultivo control de la combinacién G (50C, 100N,
100P) presenta un crecimiento significativamente mayor con respecto a los cultivos
controles de las demas combinaciones; de manera particular, esto concuerda con lo
reportado por Shashirekha et al., (2016) quienes evaluaron la remocion de nutrientes
(C, Ny P) por S. obliquus, asi como la relacion 6ptima de dichos nutrientes para el
crecimiento de la microalga, registrando la mejor proporcibn en términos de
rendimiento de biomasa en un medio con baja concentracién de carbono (CO2) y altas
concentraciones de nitrégeno y fésforo. Los resultados indican, ademas, que S.
obliquus puede adaptarse a diferentes concentraciones de sustratos de carbono y que
demuestran su versatilidad para pasar de crecimiento fototréfico a heterétrofo. Algunos
de los estudios anteriores también han demostrado capacidad de Scenedesmus sp.
para utilizar carbono de fuentes inorganicas y organicas, como es el caso de este
trabajo, donde se le proporciona una fuente de carbono inorganico (CO2) y una fuente
de carbono organico (diclofenaco)(Sun et al. 2008; Bhatnagar et al. 2011; Shashirekha
et al., 2016).

Estas variaciones en los cultivos con diclofenaco podrian deberse a la fuente de
carbono existente en el cultivo asociada a la adicion del farmaco. De acuerdo con
Sanchez-Torres et al., (2008) las microalgas pueden tomar como nutrientes
compuestos organicos presentes en el medio (en este caso, el diclofenaco), lo que
sugiere que las microalgas pueden internalizar estos compuestos para el crecimiento.
A la vista de los resultados obtenidos, se puede inferir que la presencia de diclofenaco

modificé el crecimiento.
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Se ha reportado el efecto del diclofenaco en S. obliquus en un medio modificado
por Zhu et al. (2014), donde a concentraciones de 5 a 10 ug mL* de este farmaco se
observa una disminucion en el contenido de clorofila; sin embargo, contrario a esto,
Escapa et al. (2017) indica que el diclofenaco a una concentracién de 25 pug mL?
favorecié la produccion de clorofila a en S. obliquus en medio de cultivo Mann and
Myers. Se infiere que las diferencias en ambos trabajos se originan por las condiciones
de cultivo, ya que hay diferencia en los medios de cultivo, en la temperatura y el
fotoperiodo. Ambos resultados son congruentes con lo observado, ya que en algunos
cultivos el diclofenaco propicia un incremento en el crecimiento y en otros disminuye.

Las microalgas C. vulgaris, N. oculata, S. acutus y S. obliquus presentaron una
fase de adaptacion los primeros 3 dias en todos los experimentos. Esta fase se
presenta cuando las células del in6culo no se encuentran en condiciones metabdlicas
adecuadas por lo que se propicia un retardo en el crecimiento. Dicho retraso se
atribuye a la fisiologia de adaptacion del metabolismo de la célula para el crecimiento,
como el aumento de los niveles enzimaticos y metabolitos implicados en la division
celular y la fijacion de carbono (Maldonado-Barraza, 2011).

También se observé un crecimiento diauxico en los cultivos, el cual es un tipo
de crecimiento bifasico que tiene lugar cuando hay presentes dos sustratos diferentes
que pueden ser utilizados como fuente de carbono (crecimiento mixotrofico), en este
caso podria deberse a la fuente de carbono en los medios de cultivo y al diclofenaco.
Segun lo reportado en la literatura, las microalgas al contar con un metabolismo
mixotrofico, limitan el impacto de la pérdida de biomasa durante la respiracién y reduce
la cantidad de sustratos organicos utilizados para crecer. Esto ofrece la posibilidad de
incrementar la densidad celular y la productividad de lipidos eliminando ciertos
requerimientos (nutrientes, luz) (Liang et al., 2009; Wang et al., 2012; Yeh y Chang,
2012).

El déficit de carbono, en el caso de N. oculata (Figura 13) y S. acutus (Figura
14) no presentd un efecto sobre el crecimiento en ninguno de los experimentos, tanto
en el cultivo control como en el cultivo con diclofenaco. Sin embargo, en C. vulgaris, al
comparar los experimentos C (C50 N100 P50) y D (C100 N100 P50) en los cultivos
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con diclofenaco se observo un menor desarrollo, lo que se puede atribuir a la adicion
del farmaco y posiblemente a la limitacion del fésforo ya que el cultivo control
respectivo no muestra diferencias significativas entre los experimentos C y D. S.
obliquus (Figura 15) presenta una diferencia significativa en el crecimiento en el cultivo
con diclofenaco para el experimento G (C50 N100 P100) en comparacion con el
experimento H (C100 N100 P100), esta diferencia podria estar asociada a la adicion
de diclofenaco. Sin embargo, al realizar el analisis estadistico comparando los cultivos
de control de ambos experimentos no se encontraron diferencias significativas. Esto
podria interpretarse de la siguiente manera, el estrés generado por el déficit de
nitrégeno, en comparacion con la fuente de carbono, puede afectar la respuesta de las
células a la disponibilidad de nutrientes y por tanto afectar las tasas de crecimiento y
consumo de la fuente de carbono. El metabolismo del CO: esta fuertemente
relacionado con la asimilacion del nitrdgeno debido al costo energético celular (Barajas
et al., 2012). Aungque también se ha reportado que la aireacion enriquecida con CO:2
promueve el crecimiento de Nannochloropsis sp., en comparacién con cultivos
aireados con niveles ambientales de CO2 (~0.03%) (Hu y Gaol, 2003), esto no
concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo ya que el carbono no demostré
ningun efecto en el crecimiento para las microalgas tratadas.

Los resultados mostraron el mayor crecimiento en las combinaciones donde el
nitrogeno es de 100%, lo cual es de esperarse ya que el nitrégeno es un precursor de
biomoléculas nitrogenadas entre las que se incluyen las bases nitrogenadas
(precursoras de ADN y ARN indispensables para la division y multiplicacién general) y
los aminoéacidos, los cuales dan lugar a la biosintesis de proteinas (biomasa) y las
enzimas que participan en las reacciones de biosintesis (anabolismo). En las 4
microalgas (C. vulgaris, N. oculata, S. acutus y S. obliquus) se observo una correlacion,
a mayor concentracion de la fuente de nitrégeno mayor desarrollo. De acuerdo con
Pérez et al. (2011), el nitrégeno es el nutriente que determina el crecimiento de
microalgas ya que es necesario para la fijacion de CO: en cultivos autotréficos o para
la asimilacion de carbono en cultivos heterotréficos. Ademas, se ha demostrado que

la limitacion de nitrégeno influye directamente en la formacién de aminoéacidos, lo que
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limita la transcripcion de ARNm y, por lo tanto, reduce la sintesis de proteinas. Por otro
lado, la eficiencia del fotosistema Il (PSIl) disminuye inicialmente como consecuencia
de la disipacion térmica de la energia de excitacion absorbida en el lecho pigmentario;
resultando en una reduccion en la tasa de fotosintesis, lo que a su vez conduce a una
reduccion en la tasa de respiracion (Barsanti y Gualtieri, 2014). Los resultados
obtenidos en este trabajo son consistentes con lo reportado por diversos autores,
quienes indicaron que la restriccion de nitrégeno produce un declive en el contenido
de clorofila a es decir, un menor crecimiento, mientras que un alto crecimiento, se
presenta en condiciones normales o bajo condiciones de exceso de nitrégeno, esto se
ha reportado para Nannochloropsis sp. y Nannochloropsis oculata (Pal et al., 2011;
Catala, 2013), C. vulgaris, C. sorokiniana, Scenedesmus dimorphus y S. acutus
(Chacon et al., 2004; Gonzalez, 2010; Maldonado-Barraza, 2011). Se puede concluir
que para diversas microalgas existe una relacién lineal entre el crecimiento y la
concentracion de nitrégeno (Yang et al., 1997; Loreto et al., 2013).

En el caso del fésforo, C. vulgaris, N. oculata y S. acutus no mostraron una
diferencia significativa en su desarrollo para los experimentos con deficiencia de este
nutriente. Aunque el fésforo no es precursor de la biosintesis de clorofila a, se ha
reportado que juega un papel importante en la mayoria de los procesos celulares,
especialmente los que estan implicados en la generacion y transformacion de energia
metabdlica, resultando indispensable para el crecimiento y reproduccién de las
microalgas (Stewart, 1974). Sin embargo, muchos grupos de algas tienen la capacidad
de producir y almacenar polifosfatos en pequefias vacuolas para después
descomponerse mediante la actividad enziméatica y liberar moléculas de fosfato que se
utilizaran en el metabolismo celular (Brénmark y Hansson, 2005). Aunque se informa
que el fésforo a bajas concentraciones puede limitar el crecimiento de algunas
especies de algas, de igual manera se ha comprobado que las microalgas pueden
absorber fosforo en exceso y sobrevivir durante algin tiempo en aguas deficientes de
fosfato (Round, 1973). Esto debido a que el ion fosfato (PO4%) ingresa a las células
con ayuda de las enzimas fosfatasa acida y alcalina, las cuales son responsables de

la mineralizacion del fésforo organico y de la liberacion del fésforo inorganico necesario
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para las microalgas, después es almacenado en la célula dentro de granulos
citoplasmaticos en forma de polifosfatos y puede ser utilizado posteriormente por el
microorganismo (Grobbelaar, 2004). Esto concuerda con lo reportado por diversos
autores quienes evaluaron el efecto del fésforo en diversas microalgas (C. vulgaris, C.
sorokiniana, Scenedesmus dimorphus y S. acutus), donde el déficit del fosforo causa
disminucién en el contenido de clorofila a de las microalgas analizadas. Sin embargo,
al presentarse también el déficit de nitrégeno, el fésforo ya no influye de manera
significativa en el crecimiento; es decir, el déficit de N afecta mas que el déficit de P,
ademas se requiere en muy bajas concentraciones si se compara con los
requerimientos de C y N (Chacén et al., 2004; Gonzélez, 2010; Maldonado-Barraza,
2011). En los cultivos control con deficiencia de fésforo de S. obliquus, las
combinaciones A (C50 N50 P50) y B (C100 N50 P50), muestran un mayor crecimiento
con respecto a las combinaciones E (C50 N50 P100) y F (C100 N50 P100),
respectivamente. Esta inhibicién en el crecimiento en los cultivos con 100% de fésforo
puede deberse a la union de P en los componentes intracelulares causados por la
sobreacumulacion de polifosfato (Li et al., 2018). Ademas, se ha reportado que los
fosfonatos inhiben el crecimiento de microalgas después de 10 dias de cultivo debido
a la posible interrupcion de la asimilacion de hierro a través de la complejacion (Wang
et al., 2020).

Hay estudios donde se reporta que algunas microalgas pueden crecer de
manera optima en medios con déficit de nitrégeno y fésforo, pero que tal vez este
crecimiento se debe a un mejor balance N:P (Sanchez-Torres et al., 2008; Emparan et
al., 2020).

En el caso de las microalgas C. reinhardtii CC137 y CC1731, al no encontrar un
efecto significativo en las diferentes combinaciones de nutrientes (C, N, P), solo se
analizaron las combinaciones A (C50 N50 P50) y H (C100 N100 P100). No se presento

ninguna fase de adaptacion, pero si se observé un crecimiento dialdxico en los cultivos.
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En la Figura 16 se muestran las gréficas del efecto del déficit de nutrientes (C,
N y P) en el medio de cultivo en muestras de biomasa de las 2 combinaciones en

ausencia y presencia de diclofenaco (5 pug mL*) en C. reinhardtii CC137.

Combinacién A (50C 50N 50P) Combinacién H (100C 100N 100P)
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Figura 16. Efecto de C, Ny P en el medio de cultivo en presenciay ausencia de
diclofenaco (5 ug mL™?) en C. reinhardtii CC137. Diferencias significativas (p<0.05) en el

crecimiento respecto al control se marcan con un asterisco (*). Prueba de Fisher.

Al comparar la combinacion A (50C 50N 50P) con la combinacion H (100C 100N
100P se observé un menor crecimiento en el cultivo control de la combinacion A. Hun-
Arenas (2010) evalu6 el crecimiento y contenido de clorofila a de C. reinhardtii en
diferentes concentraciones de nutrientes y observd que a mayor concentracion de la
solucion nutritiva no aumenta el contenido de clorofila a; sin embargo, concentraciones
deficientes de nutrientes si disminuye el contenido de clorofila a, lo que concuerda con
lo observado en la combinacion A.

En el caso de los cultivos con diclofenaco, en la combinacién A (50C, 50N, 50P)
el cultivo mostré un crecimiento significativamente mayor que el control, en
comparacion a la combinacion H (100C, 100N, 100P) donde sucedi6 lo contrario, la
microalga disminuyé el desarrollo al adicionar el diclofenaco. Se ha reportado que el
exceso de carbono provoca una alta generacion de Oz y esto puede generar el
agotamiento del carbono y la sobresaturacion del oxigeno, en estas circunstancias la
fotorrespiracion se hace importante y se produce una gran pérdida de productividad y
por lo tanto bajas en el crecimiento (Richmond, 2004; Xiong et al., 2010).
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En la Figura 17 se muestran las gréficas del efecto del déficit de nutrientes (C,
N y P) en el medio de cultivo en muestras de biomasa de las 2 combinaciones en

ausencia y presencia de diclofenaco (5 pug mL*) en C. reinhardtii CC1731.
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Figura 17. Efecto de C, Ny P en el medio de cultivo en presenciay ausencia de
diclofenaco (5 ug mL™?) en C. reinhardtii CC1731. Diferencias significativas (p<0.05) en el
crecimiento respecto al control se marcan con un asterisco (*). Prueba de Fisher.

C. reinhardtii CC1731 no presenta modificacion en el crecimiento relacionado
con el déficit de nutrientes, esto puede deberse a la composicién del medio utilizado
(TAP) o también al caracter mixotréfico de la microalga (Wang et al., 2012).

Estos resultados concuerdan con lo descrito por Bronmark y Hansson (2005)
quienes indican que varios grupos algales pueden desarrollar una adaptacion para
asegurar la disponibilidad de nutrientes mediante la asimilacién excesiva de éstos
usualmente limitantes o almacenamiento en vacuolas, durante periodos en que se
presentan altas concentraciones sin mostrar afectaciones en el crecimiento.

La combinacién H (100C 100N 100P) de C. reinhardtii CC137 y CC1731,
presenta una disminucion en el desarrollo de los cultivos con diclofenaco con respecto
a su control, este resultado correlaciona con lo obtenido por Majewska et al. (2018) y
Martinez (2018) quienes observaron una reduccién significativa del contenido de
clorofila a en los cultivos expuestos a diclofenaco con respecto al control.

Las graficas del efecto del déficit de nutrientes (C, N y P) en el medio de cultivo

en ausencia y presencia de diclofenaco de las 6 microalgas muestran un
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comportamiento diauxico, el cual segun la literatura ocurre cuando un organismo utiliza
preferentemente un sustrato como fuente de carbono y cuando éste se agota,
comienza a metabolizar otro sustrato secundario. Este comportamiento diauxico ha
sido reportado en las microalgas C. sorokiniana y A. protothecoides, las cuales utilizan
preferencialmente el acetato como fuente de carbono, pero cuando éste se agota,
asimilan butirato como fuente alterna de carbono para continuar su crecimiento (Turon
et al., 2015). Narang y Pilyugin (2005) sefalaron que cuando los microorganismos se
cultivan con dos sustratos sustituibles, por ejemplo dos fuentes de carbono, tienden a
agotar preferentemente el que mantiene una mayor tasa de crecimiento que es lo que
posiblemente puede estar sucediendo en este estudio, en donde la eliminacién de
acetato es mas rapida y mas eficiente en el caso de C. reinhardtii CC1731y CC137 y
del CO2 en el caso de C. vulgaris, N. oculata, S. acutus y S. obliquus (que el consumo

del carbono proporcionada por el diclofenaco).

4.1.3. Cuantificacion de diclofenaco removido del medio de cultivo durante el

desarrollo de las microalgas

Con el objetivo de determinar la capacidad de remocién del diclofenaco por las
6 cepas de microalgas de los cultivos expuestos al farmaco y bajo distintas
concentraciones de fuente carbono, nitrégeno y fésforo se cuantificod la concentracion
del farmaco en el medio de cultivo al final de la cinética de crecimiento de cada
microalga. Al valor obtenido se restd la concentracion inicial de diclofenaco, con el fin
de obtener el porcentaje de remocién del farmaco por cada cepa de microalga. Este
analisis cuenta con 3 réplicas biolégicas.

En la Tabla 11 se observan los porcentajes de diclofenaco removido del medio
Basal Bold por C. vulgaris, N. oculata, S. acutus y S. obliquus. Las cepas que mejor
capacidad de remocién mostraron fueron S. obliquus y C. vulgaris, seguidas de S.
acutus, mientras que la que presento los menores porcentajes de remocion fue N.

oculata.
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Tabla 11. Porcentaje de remocién de diclofenaco por las microalgas C. vulgaris, N.

oculata, S. acutus y S. obliquus con diferentes concentraciones de nitrégeno, fosforo

y carbono.
C. vulgaris N. oculata S. acutus S. obliquus
Combinacion
% de remocién | % de remocién | % de remocion | % de remocién
A
80.32 + 3.7 59.8°+2.4 80.082+7.4 81.42+4.8
50C 50N 50P
B
84.72+14.1 60.62+6.3 7792+11.4 79.92+0.07
100C 50N 50P
C
87.62+8.7 72.42+£10.7 88.72+8.3 87.82+10.5
50C 100N 50P
D
84.92+11.6 74.92+10.2 87.73+£8.1 90.62+ 8.0
100C 100N 50P
E
87.82+10.9 70.32+ 3.9 85.72+9.8 88.22+49
50C 50N 100P
F
90.32+9.8 77.52+ 155 83.32+11.3 91.12+8.2
100C 50N 100P
G
84.423+14.1 68.82+15.4 81.92+8.9 88.72+10.5
50C 100N 100P
H
83.5%+20 779°+26 80.62 + 4.8 86.22+4.3
100C 100N 100P

Valores con letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de

remocion entre microalgas de cada experimento (ANOVA, p>0.05. Prueba de Fisher)

Los porcentajes de remocion superiores al 90% fueron con S. obliquus (91.1%)
y C. vulgaris (90.3%) en la combinacién F (100C 50N 100P). En el caso de S. acutus,
el porcentaje mas alto fue con la combinacion C (50C 100N 50P) a los 21 dias,
mientras que N. oculata alcanz6 un 77.9% de remocion en la combinacién H (100C
100N 100P) a los 27 dias de la cinética. Al realizar el analisis estadistico, no se obtuvo
diferencia significativa entre los porcentajes de remocion obtenidos en las 8
combinaciones de cada una de las microalgas. Pero si se presentd una diferencia
significativa en la combinacién H (100C 100N 100P) para N. oculata con respecto al

porcentaje obtenido en S. obliquus.
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Al comparar los experimentos H (100C 100N 100P) y A (50C 50N 50P) se
observo que en las cuatro microalgas se obtuvo un mayor porcentaje de remocion para
la combinacién H (100C 100N 100P). La remocion fue del orden de 83.5, 77.9, 80.6 y
86.2% para C. vulgaris, N. oculata, S. acutus y S. obliquus; respectivamente, mientras
que para la combinacion A los porcentajes correspondientes fueron 80.3, 59.8, 80 y
81.4%. Al comienzo del estudio, nuestra hipotesis era que el experimento A (50C 50N
50P) lograria un mayor porcentaje de remocion al tener un déficit de nutrientes, lo que
podria inducir a las microalgas a usar diclofenaco como fuente de carbono; no
obstante, al analizar los resultados, la diferencia de nutrientes no influy6 en la remocion
del farmaco.

Debido a que no se encontrd diferencia significativa para las 4 microalgas en
las 8 combinaciones de nutrientes, para las dos cepas de C. reinhardtii, CC137 y
CC1731 solo se evalud la remocion en la combinacion A (50C 50N 50P) y la
combinaciéon H (100C 100N 100P) en medio TAP, los resultados se muestran en la
Tabla 12.

El mayor porcentaje de remocion se observo en la combinacion A con ambas
microalgas, 50.3% para C. reinhardtii CC1731 y 34.7% para C. reinhardtii CC137. Los
porcentajes de remocion obtenidos por C. reinhardtii CC137 fueron significativamente
menores a los obtenidos por C. reinhardtii CC1731, lo cual es opuesto a lo esperado.
Se infiere que esta diferencia es debida a que la microalga C. reinhardtii CC137 consta
de pared celular, por lo que la presencia de radicales quimicos presentes en ésta no
permiten una interaccion adecuada con el diclofenaco, mientras que C. reinhardtii
CC1731 al carecer de esta estructura permite con mayor facilidad la unién con el

diclofenaco.
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Tabla 12. Porcentaje de remocion de diclofenaco por las microalgas C. reinhardtii

CC137 y C. reinhardtii CC1731 con diferentes concentraciones de carbono, nitrégeno y

féosforo.
C. reinhardtii CC137 | C. reinhardtii CC1731
Combinacion
% de remocién % de remocion
A
34.7°+0.2 50.32+ 1.0
50C 50N 50P
H
30.5°+0.2 43.22+1.1
100C 100N 100P

Valores con letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de

remocion entre microalgas de cada experimento (ANOVA, p<0.05. Prueba de Fisher)

Los porcentajes de remocion obtenidos en las combinaciones A 'y H por C.
reinhardtii CC137 y CC173 fueron significativamente diferentes a los porcentajes de
remocion de las deméas microalgas. Esta diferencia en la remocién del diclofenaco
puede deberse al medio utilizado ya que el medio TAP contiene una fuente de carbono
(acido acético), en comparaciéon al medio Basal Bold donde es adicionada por
aireacion (CO2). Diversos autores sefialan que las diferencias de remocion de
compuestos organicos pueden deberse a las caracteristicas especificas de las cepas
utilizadas, asi como al tamafio celular y el medio donde se propagan (Zhou et al., 2014;
Escapa et al., 2017).

Los resultados obtenidos en este trabajo son similares a los reportados por
Escapa et al. (2017); quienes evaluaron la capacidad de eliminacién de diclofenaco
después de 10 dias por Chlorella sorokiniana, Chlorella vulgaris y Scenedesmus
obliguus con una concentracion inicial de diclofenaco de 25 pg mL* en el medio de
Mann y Myers. Para el caso de S. obliquus se removio el 98% de diclofenaco, mientras
gue en este trabajo se observo un porcentaje de remocion del farmaco del 91% en el
medio de cultivo. Para C. vulgaris se presentd un caso diferente ya que Escapa et al.
(2017) alcanzaron un porcentaje de eliminacién del 69%, mientras que en nuestro

trabajo los porcentajes de eliminacién de diclofenaco oscilaron entre el 80 y el 90%;
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estas diferencias pueden deberse al tiempo de exposicion, la concentracion inicial de
diclofenaco y la variacion de nutrientes en el medio de cultivo.

De Wilt et al. (2016) reportaron otro estudio para la remocion de diclofenaco
usando la microalga C. sorokiniana. El experimento se realizé por lotes durante 23 dias
evaluando la remocion de una mezcla de farmacos; entre ellos, el diclofenaco.
También evaluaron la degradacion de los farmacos en cultivos abidticos. Estos autores
reportaron un porcentaje de remocion de 40 a 60% de diclofenaco por la microalga;
sin embargo, los resultados obtenidos en los cultivos abioticos fueron similares, asi
concluyeron que la remocion del farmaco en su caso fue por fotodegradacion.

Un estudio reportado por Matamoros et al. (2015), en donde se usé un consorcio
microalgal por 10 dias, alcanzo6 un porcentaje de remocién de 40 a 60% de diclofenaco,
concluyendo que la biodegradacion por las microalgas y la degradacion por la luz
fueron los procesos mas importantes involucrados para lograr esos porcentajes de
remocion.

Zhou et al. (2014) evaluaron la remociébn de compuestos inorganicos y
organicos durante 7 dias, entre ellos el diclofenaco, con las microalgas C. reinhardtii,
C. vulgaris, C. pyrenoidosa y S. obliquus. Lograron porcentajes de remocion para
diferentes compuestos, entre ellos metales, productos de cuidado personal y productos
farmacéuticos; sin embargo, en el caso del diclofenaco, no se obtuvo ninguna
remocién. Esto pudo deberse a la competitividad de otros compuestos en el medio que
impidieron la captacién por las microalgas, por la similitud estructural entre los demas
compuestos organicos y el diclofenaco o a la formacion de complejos insolubles no
biodisponibles.

4.1.4. Proceso de remocién de diclofenaco por adsorcién ala pared celular

La cantidad de diclofenaco adsorbido en la pared celular de todas las microalgas al
final de la cinética de crecimiento se analiz6 mediante lavados en dos etapas
consecutivas para eliminar las posibles interacciones (electrostaticas e hidrofébicas)
entre el diclofenaco y los componentes de la pared celular. Primero se realiza el lavado

con NaCl 1M para discriminar posibles interacciones electrostaticas y después con
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Tween-20 al 0.1% para eliminar interacciones hidrofébicas. Solo se muestran los

experimentos 50C 50N 50P y 100C 100N 100P para cada microalga ya que no se

observo diferencia significativa en analisis anteriores para las demas combinaciones.

Este andlisis cuenta con 3 réplicas biologicas.

En la Figura 18 se muestran las graficas correspondientes a la remocion de

diclofenaco por adsorcion, indicando el porcentaje desorbido por NaCl 1M y por

Tween-20 al 0.1% para las microalgas C. vulgaris, N. oculata, S. acutus y S. obliquus.
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Figura 18. Efecto de NaCl 1M y Tween-20 al 0.1% en la desorcién de diclofenaco de las

microalgas C. vulgaris, N. oculata, S. acutus y S. obliquus. En las combinaciones A (50C
50N 50P) y H (100C 100N 100P). (ANOVA, p<0.05. Prueba de Fisher). La cuantificacion del
diclofenaco se realizo por HPLC en las condiciones descritas en la metodologia.
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S. obliquus present6 el mayor porcentaje de adsorcion del farmaco, siendo éste
de un 26.9% en la combinacion H, del cual el 15.2% fue desorbido por NaCl 1M,
mientras que el 11.7% fue desorbido con Tween-20 al 0.1%. El menor porcentaje de
diclofenaco desorbido se presentdé en la combinacién A de N. oculata, siendo de
12.2%, del cual 6.4% fue desorbido por NaCl 1M y el 5.8% por Tween-20 al 0.1%. Los
porcentajes de adsorcibn no presentan diferencias significativas entre las
combinaciones Ay H para cada microalga, ni entre las diferentes microalgas. Lo mismo
sucede al comparar los porcentajes de diclofenaco desorbido de la pared celular por
cada solucion.

En la Figura 19 se observan los resultados de la fraccion adsorbida de
diclofenaco empleando como tratamiento con este fin NaCl 1M y Tween-20 al 0.1%
para las microalgas C. reinhardtii CC137 y CC1731.
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Figura 19. Efecto de NaCl 1M y Tween-20 al 0.1% en la desorcidn de diclofenaco de las
microalgas a) C. reinhardtii CC137 y b) C. reinhardtii CC1731. En las combinaciones A
(50C 50N 50P) y H (100C 100N 100P). (ANOVA, p<0.05. Prueba de Fisher). La
cuantificacion del diclofenaco se realizé por HPLC en las condiciones descritas en la

metodologia.
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En este caso si se observa una diferencia significativa entre los porcentajes de
farmaco adsorbido en ambas combinaciones para las 2 microalgas, siendo mayor el
porcentaje en C. reinhardtii CC1731 (Figura 19b). Se observé que la presencia de la
pared celular de C. reinhardtii CC137 (Figura 19a) hace que la fraccion adsorbida del
diclofenaco sea menor con respecto a la cepa que carece de ésta. Este resultado es
diferente al esperado, ya que los radicales o grupos funcionales de la pared celular
deberian incrementar la adsorcion con relacion a la cepa ausente de esta estructura,
al parecer los polimeros estructurales aportan una menor cantidad de grupos al
compararlo con los componentes de la membrana celular; probablemente esto es
debido a la composicion de la membrana celular (lipidos y proteinas) ya que los lipidos
crean una barrera semipermeable entre la célula y su entorno, la cual, al ser una
estructura fluida y dindmica, permite la difusién de compuestos externos con la ayuda
de proteinas integrales y periféricas (Almonte, 2014), adsorbiendo con mas eficiencia
el diclofenaco, segun los resultados obtenidos en este trabajo.

Se observo en los medios de cultivo con la combinacion H de las cepas C.
vulgaris, N. oculata, S. acutus y S. obliquus y la combinacién A de C. reinhardtii
CC1731 y CC137, que se obtuvo un porcentaje mayor de diclofenaco desorbido. Esto
sugiere que la eliminacion del diclofenaco por el proceso de adsorcion esta relacionada
con la cantidad de biomasa obtenida para cada microalga, ya que corresponden a los
experimentos en los que la microalga presentd un mayor crecimiento. Sin embargo, al
realizar el analisis estadistico solo se encontr6 una diferencia significativa en los
porcentajes de diclofenaco desorbido de C. reinhardtii CC137 con respecto a las
demas microalgas en ambas combinaciones.

Los resultados indican que en las 6 microalgas existen interacciones tanto
electrostaticas como hidrofébicas involucradas en la adsorcién del diclofenaco y que
las proporciones desorbidas por ambos compuestos fueron similares. La adsorcion no
representa el principal mecanismo de remocion de diclofenaco para las microalgas C.
vulgaris, N. oculata, S. acutus, S. obliquus, y C. reinhardtii CC1731 y CC137 debido al
bajo porcentaje obtenido, con respecto a los porcentajes de remocion del farmaco

previamente descritos (Tabla 11y 12).
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Los porcentajes de desorcidon de diclofenaco obtenidos en este trabajo fueron
desde 4.6 (C. reinhardtii CC137) hasta 26.5% (S. obliquus). En un estudio llevado a
cabo por de Wilt et al. (2016), donde trabajaron con la microalga C. sorokiniana
reportaron un porcentaje de adsorcion de diclofenaco de 5.5y 7.5%, lo cual contrasta
con nuestros resultados con C. vulgaris, ya que al ser del mismo género se esperaria
un comportamiento similar. Sin embargo, se presenta una gran diferencia en los
resultados de este trabajo ya que se obtuvieron porcentajes de 20.6 a 24.6%. En otro
estudio realizado por Ben Ouada et al. (2019), evaluaron la remocion de diclofenaco
por dos algas verdes, Picocystis sp. y Graesiella sp., ellos reportaron que del
porcentaje de remocion obtenido de diclofenaco (25 al 73%) solo se presentd una
adsorcion inferior al 1%; esta diferencia puede deberse a cambios en los géneros de
las microalgas ya que al presentar componentes estructurales diferentes, las
interacciones entre las microalgas y el diclofenaco podrian modificarse. La literatura
indica que el proceso de adsorcion varia significativamente segun la hidrofobicidad,
estructura y grupos funcionales presentes tanto en los xenobidticos como en la
superficie celular de las microalgas (Xiong et al., 2017). En los experimentos
realizados, el pH inicial fue de 6.8 para C. vulgaris, N. oculata, S. acutus y S. obliquus
y de 7.0 para C. reinhardtii CC1731y CC137, al determinar el pH final del experimento;
éste aumento ligeramente a 7.2 y 7.3, respectivamente. Dado que el diclofenaco tiene
un valor de pKa de 4.7 (Kamal et al., 2007); al pH inicial de los cultivos (6.8 a 7.0), el
diclofenaco estaria cargado negativamente, siendo probable su interaccién con
radicales basicos presentes en los polisacaridos y proteinas en la pared y membrana
celular. En el caso de N. oculata se ha establecido que su pared celular contiene
algaenos (polimeros altamente alifaticos) (Zhang y Volkman, 2017). Una vez mas, si
esta situacion puede extenderse a las microalgas estudiadas, las moléculas de
diclofenaco protonado podrian interactuar hidrofébicamente con estos polimeros, a
pesar de la baja proporcion de diclofenaco protonado considerando su baja solubilidad
en agua (Fini et al., 2012).

Al utilizar NaCl 1M se obtuvo un porcentaje de desorcion del 2.4 a 15.1% de

diclofenaco, mientras que el porcentaje de desorcion por Tween-20 al 0.1% fue de 2.2
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al 13% para las 6 microalgas; sin embargo no se presento diferencia significativa en la
desorcién de diclofenaco de las diferentes microalgas. Los resultados obtenidos
sugieren que las microalgas utilizadas en este proyecto contienen compuestos
estructurales en la pared celular que les permiten realizar interacciones tanto
hidrofébicas como hidrofilicas con el diclofenaco, en menor medida en la microalga C.
reinhardtii CC137.

El bajo porcentaje de diclofenaco adsorbido en la pared celular de las 6
microalgas indica que otros mecanismos deben estar participando en la remocién del
farmaco, como la absorcion y la biodegradacién del farmaco por actividad de enzimas
de secrecion liberadas por las microalgas al medio de cultivo. También se podria deber
a la actividad de enzimas presentes en el interior de la célula. Segun lo reportado en
la literatura, las microalgas pueden excretar una serie de sustancias incluyendo
sacaridos, proteinas, enzimas o lipidos, las cuales forman una especie de matriz que
mantiene a las enzimas extracelulares cerca de la microalga y favorece la degradacion
de compuestos organicos (Xiong et al., 2017)

Desafortunadamente, no existen trabajos suficientes que analicen los
mecanismos basicos que emplean las microalgas para absorber y transportar
compuestos al citoplasma. La literatura indica que la pared celular de las algas
contiene biopolimeros alifaticos llamados alginatos o también denominados
esporopoleninas (Schouten et al., 1998; Kodner et al., 2009; Biller et al., 2015). Si bien
es cierto que la composicién quimica de la esporopolenina no se conoce con exactitud,
existen diversos andlisis que revelan que dicho compuesto esta conformado por una
mezcla de biopolimeros; conteniendo principalmente cadenas largas de acidos grasos,
fenil-propanoides, fenoles y trazas de carotenoides. Estos residuos encontrados en la
pared celular de las microalgas interaccionan de manera hidrofébica con el
diclofenaco. Sin embargo, la pared celular contiene también grupos aminos cargados
positivamente (provenientes de aminoacidos basicos) lo que le permite interaccionar

electrostaticamente con el diclofenaco (Gonzalez-Torrescano, 2018).
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4.1.5. Fotodegradacion de diclofenaco
Se evalué la degradacion por fotélisis de diclofenaco en los medios TAP y Basal Bold.
Este analisis cuenta con 3 réplicas biologicas. En la Figura 20 se muestra el porcentaje

de diclofenaco en el medio de cultivo para las 3 concentraciones estudiadas.
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Figura 20. Fotodegradacion de diclofenaco. Medios de cultivo expuestos a un fotoperiodo
de 16 h luz 8 h oscuridad. (a) Concentraciéon de 5 ug mL™. (b) Concentracion de 8.7 ug mL™.
(c) Concentracién de 10 pg mL™. (ANOVA, p<0.05. Prueba de Fisher). La cuantificacién del

diclofenaco se realiz6 por HPLC en las condiciones descritas en la metodologia.

Estos experimentos se realizaron en ausencia de las microalgas para
determinar la degradacion ocasionada por la luz durante los periodos correspondientes

a los dias finales de las cinéticas de las microalgas estudiadas. En la Figura 20a se
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muestra el porcentaje de degradacion de diclofenaco para la concentracion inicial de
5 ug mL?, las muestras fueron tomadas los dias 31 y 37, dando como resultado una
degradacion de 21 y 30%, respectivamente. Para la concentraciéon de 8.7 ug mL?, se
tomd muestra el dia 21 y 25, obteniendo una degradacion de 15 a 28% (Figura 20b).
Mientras que la Figura 20c muestra el resultado del andlisis para la concentracion
inicial de 10 pg mL%, la muestra se tomé los dias 27 y 29, mostrando un porcentaje de
degradacion de 19 a 25%.

Varios estudios han demostrado que se pueden fotodegradar varios
medicamentos ya que generalmente tienen anillos aromaticos, heteroatomos y otros
grupos funcionales; permitiendo la absorcién de la radiacion solar o facilitando
reacciones con compuestos fotosensibles presentes en el medio que inducen su
fotodegradacion (Kunkel y Radke, 2012; Rivera-Utrilla et al., 2013).

Ben-Ouada et al. (2019) evaluaron la eliminacion de diclofenaco (concentracion
inicial: 25, 50 y 100 pg mL™t) en condiciones de cultivo similares a las de este trabajo,
donde la fotodegradacion no superd el 8% en 5 dias, independientemente de las
concentraciones iniciales. En otro estudio, llevado a cabo por Zhang et al. (2013) se
evaluo la remocion de diclofenaco en mesocosmos de Scirpus validus creciendo en
condiciones de hidroponia y en mesocosmos sin plantas. En los mesocosmos sin
plantas se observo un 80% de disminucion en la concentracion de diclofenaco al cabo
de 7 dias. Los autores indican que la eliminacién de diclofenaco en sistemas acuaticos
puede atribuirse principalmente a la fotodegradacion.

El porcentaje de eliminacién de diclofenaco en las condiciones del cultivo
empleadas en el presente trabajo fue menor en comparacion con otros estudios donde
se obtuvieron mayores porcentajes de degradacion. Sin embargo, esto probablemente
se debi6 al tipo de luz (visible) utilizada en este experimento. Generalmente, en los
estudios de fotodegradacion los compuestos en solucion se exponen a una fuente de
luz ultravioleta (Zhang et al., 2011; Zhang et al., 2013; Matamoros et al., 2008).
Ademas del tipo de luz, Zhang et al. (2011) evaluaron el efecto de iones nitrato (0.01,
0.1y 1.0 mM) en la fotodegradacion del diclofenaco y concluyeron que ésta se reduce

por la presencia de iones nitrato en el medio, mientras mas concentracion de iones
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menor fotodegradacion del farmaco. Lo anterior justifica los bajos porcentajes de
fotodegradacion de diclofenaco obtenidos en este trabajo ya que nuestro medio de
cultivo estudiado tiene una concentracion inicial de 2.94 mM de iones nitrato.

Diversos autores han reportado que el diclofenaco puede interaccionar con
compuestos del medio en presencia de luz, formando complejos que podrian absorber
a diferente longitud de onda que el farmaco en su forma libre (Encinas et al., 1998;
Packer et al., 2003; Zhang et al., 2017; Wu et al., 2019). Lo anterior concuerda con lo
observado en este trabajo, a pesar de que las condiciones de experimentacion son
diferentes (Intensidad y duracion de luz, pH y composicion del medio), se presentd una
degradacion del diclofenaco solo en presencia de luz, mientras que en los
experimentos control (sin microalgas y sin luz) no se observd cambio en la
concentracion inicial del diclofenaco, por lo que se infiere que el farmaco esta
interactuando con compuestos del medio.

Los porcentajes obtenidos en este analisis sin microalgas (fotodegradacion),
no pueden ser comparados con los obtenidos en los experimentos de remocion de
diclofenaco por microalgas, ya que la incidencia de la luz no es la misma. Se ha
reportado que la fotodegradacién de compuestos puede verse afectada por diversos
factores; entre ellos, la atenuacion de la radiacion de luz en el medio debido a los
compuestos organicos disueltos, en este caso debido a las microalgas, las cuales
pueden interferir entre la luz y el diclofenaco (Poiger, Buser y Muller, 2009). Se infiere
qgue si existe degradacion del farmaco por fotdlisis aun en presencia de microalgas,
pero no se puede calcular de manera precisa la fraccion de fotodegradacion del
diclofenaco en las condiciones de cultivo.
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5.1.

CAPITULO V

CONCLUSIONES

El diclofenaco estimula el crecimiento de las 6 microalgas en un rango de 2.5 a 25
ug mL1, siendo C. vulgaris, la que presenté mayor estimulacién. El diclofenaco a
una concentraciéon de 30 pg mL? inhibe el desarrollo de N. oculata y en C.
reinhardtii CC1731 a las concentraciones de 7.5y 12.5 ug mL™, sin ser la diferencia
estadisticamente significativa con respecto al cultivo control.

El déficit de carbono, nitrégeno y fosforo no influye en la cinética de crecimiento de
C. vulgaris, N. oculata, S. acutus y S. obliquus; sin embargo, y debido muy
probablemente a la deficiencia de nitrégeno, se observd una disminucion en el
contenido de clorofila a en los cultivos desarrollados en ausencia y presencia del
farmaco, siendo N. oculata la que mostré6 un mayor grado de disminucién en el
contenido del pigmento. La adicion del farmaco influye en el contenido de clorofila
a de las microalgas C. vulgaris, S. acutus y S. obliquus, cuando se presenta déficit
de nutrientes.

El déficit de carbono, nitrégeno y fosforo no influye en las cinéticas de crecimiento
de C. reinhardtii CC137 y 1731 en ausencia de diclofenaco; sin embargo, la adicion
de diclofenaco en estas condiciones estimul6 el crecimiento en todos los cultivos,
mientras que el contenido de clorofila a disminuy6 alrededor de un 50% en los
cultivos con déficit de nutrientes y ausencia de diclofenaco. De forma contraria, los
cultivos con déficit de nutrientes y presencia del farmaco mostraron un aumento de
aproximadamente un 50% en la concentracion del pigmento.

El porcentaje de remocion de diclofenaco varia de 30 hasta 91% entre las 6
microalgas analizadas. Se obtuvo la mayor remocion en la combinacion 100C 50N
100P para S. obliquus, mientras que la menor remocion se presentd en la
combinacion 100C 100N 100P para C. reinhardtii CC137. La deficiencia de
nutrientes no afectd la remocion de diclofenaco en el medio de cultivo en las 6

microalgas estudiadas.
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Los porcentajes de desorcion de diclofenaco de la pared celular de las 6 microalgas
fueron de 4.6 a 26%, siendo S. obliquus la que mostrd el mayor porcentaje de
desorcion en la combinacion 100C 100N 100P, mientras que C. reinhardtii CC137
presento los niveles mas bajos de remocion en la combinacién 100C 100N 100P.
La desorcion de diclofenaco en las 6 microalgas por NaCl 1M fue de 2.4 a 15.2%,
mientras que el porcentaje del farmaco desorbido por Tween-20 al 0.1% fue de 2.2
a 12.9%, lo cual indica que el diclofenaco fue adsorbido a la pared y membrana
celular por interacciones electrostéaticas e hidrofébicas, respectivamente.

El porcentaje de diclofenaco degradado por fotélisis fue de 15 a 30% en un tiempo
de 25 a 37 dias de experimentacidn, mientras que en los experimentos controles
(sin microalgas y sin luz) no se presentdé cambio en la concentracion inicial del
diclofenaco. Se infiere que el diclofenaco podria estar interaccionando con
compuestos del medio inducido por la presencia de luz, dando lugar a complejos

gue no absorben a la longitud de onda del diclofenaco en su forma libre.
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APENDICE A

A.1l. EFECTO DE LA COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO SOBRE EL
CRECIMIENTO DE LAS MICROALGAS POR MEDIO DE LA DENSIDAD OPTICA

Se realizaron las cinéticas de crecimiento de cada microalga de manera independiente,
variando las concentraciones de carbono, nitrégeno y fosforo (50 y 100% de la
concentracion original), en ausencia (Control) y presencia de diclofenaco (Tabla 9),
para conocer el comportamiento de las microalgas con las modificaciones de los
nutrientes y la adicion del farmaco.

Se agregaron 70 mL de medio (TAP o Bold, segun la microalga) en 8 matraces
Erlenmeyer de 100 mL (para las diferentes concentraciones de C, N, P; 50 y 100%),
afiadiendo 7 mL de preinéculo, el cual se ajustdé a una OD7sonm inicial de 0.25 y se
adiciona el volumen necesario para las concentraciones establecidas de diclofenaco.
Se mantuvieron en agitacion continua sin aireacion con fotoperiodo de 16 h luz 'y 8 h
oscuridad, hasta llegar a su fase estacionaria. Se tomé una alicuota de 400 pL de los
cultivos cada 48 h. y se obtuvo su absorbancia (OD7sonm) €n un espectrofotometro Los

datos obtenidos son el promedio de tres réplicas biolégicas.

En la Figura A1 se muestran las graficas de cinética de crecimiento de las 8
combinaciones de nutrientes (C, N, P; 50 y 100%) en ausencia y presencia de

diclofenaco (10 pg mL?) de C. vulgaris.
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Figura A 1. Cinética de crecimiento de C. vulgaris. En presencia de diferentes

concentraciones iniciales de nutrientes (C, N, P) en ausencia y presencia de diclofenaco (10

ug mL?). Diferencias significativas (p<0.05) en el crecimiento respecto al control se marcan

con un asterisco (*). Prueba de Fisher.
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La cinética se terminé el dia 29 donde todos los cultivos habian alcanzado su
fase estacionaria. Se observo que en la combinacion B (100C, 50N, 50P) el cultivo con
diclofenaco muestra un crecimiento significativamente menor los ultimos dias de la
cinética, mientras que las demas combinaciones presentaron un comportamiento
similar al control, esto puede deberse a la relacion de déficit de nutrientes y la adicion
del farmaco.

El efecto del diclofenaco ha sido reportado para diferentes especies del género
Chlorella, donde en concentraciones de 60 a 150 pug mL* disminuye el crecimiento de
Chlorella pyrenoidosa y en concentraciones de 100 a 350 pg L no se observa
inhibicion en el crecimiento de Chlorella sorokiniana (de Wilt et al., 2016; Zhang et al.,
2019), mientras que Escapa et al. (2017) reportd que a concentraciones de 25 pg mL"
'de diclofenaco provocaba un 45% mas crecimiento en C. sorokiniana y un 35% mas
crecimiento en C. vulgaris respecto a su control. Estas diferencias pueden ser
ocasionadas por la diferencia en la especie de microalga (Hernandez-Pérez y Labbé,
2014).

Sin embargo, concuerdan con nuestros resultados, donde no se observa

disminucion significativa en el crecimiento por la adicion del diclofenaco.
En la Figura A2 se muestran las graficas de cinética de crecimiento de las 8

combinaciones de nutrientes (C, N, P; 50 y 100%) en ausencia y presencia de

diclofenaco (10 pg mLt) de N. oculata.
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Figura A 2. Cinética de crecimiento de N. oculata. En presencia de diferentes

concentraciones iniciales de nutrientes (C, N, P) en ausencia y presencia de diclofenaco (10

ug mLY). Diferencias significativas (p<0.05) en el crecimiento respecto al control se marcan

con un asterisco (*). Prueba de Fisher
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La cinética se termin0 el dia 27 donde todos los cultivos habian alcanzado su
fase estacionaria. Se observé que en las 8 combinaciones el cultivo con diclofenaco
muestra un crecimiento menor con respecto a su control, a lo largo de la cinética,
siendo significativamente menor en las combinaciones A (50C, 50N, 50P), B (100C,
50N, 50P), C (50C, 100N, 50P), E (50C, 50N, 100P) y G (50C, 100N, 100P).

El efecto del diclofenaco pareciera contrastar con los resultados obtenidos en
este mismo trabajo, donde se evaluaron diferentes concentraciones del farmaco
(Figura 17a), donde no se observé un efecto negativo en el crecimiento de N. oculata,
excepto a la concentracién de 30 pg mLt. Sin embargo la concentracién usada en este
experimento es 10 ug mL* y al no observar diferencia significativa en el crecimiento de
la combinacion H (100C 100N 100P), la cual es la combinacién control, se puede inferir
gue la causa de la disminucion en el crecimiento es debido a la relacion de déficit de
nutrientes y la adicion del diclofenaco.

Desafortunadamente, en la literatura no se encuentra reportado ningun trabajo
donde hayan analizados los efectos del diclofenaco para especies de este género,
Nannochloropsis, solo se encuentra reportado para otros farmacos. Por ejemplo,
Grzesiuk et al. (2016) demostraron que la microalga Nannochloropsis limnetica
muestra una alta sensibilidad al ibuprofeno en concentraciones mayores a 100 pg mL"

1, sin embargo, al ser diferentes compuestos no se puede realizar una comparacion.

En la Figura A3 se muestran las graficas de cinética de crecimiento de las 8
combinaciones de nutrientes (C, N, P; 50 y 100%) en ausencia y presencia de
diclofenaco (8.7 ug mL?) de S. acutus.
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Figura A 3. Cinética de crecimiento de S. acutus. En presencia de diferentes

concentraciones iniciales de nutrientes (C, N, P) en ausencia y presencia de diclofenaco (8.7

ug mL?). Diferencias significativas (p<0.05) en el crecimiento respecto al control se marcan

con un asterisco (*). Prueba de Fisher.
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La cinética se terminé el dia 21 donde todos los cultivos habian alcanzado su
fase estacionaria. Se observa una tendencia similar en el crecimiento del cultivo con
diclofenaco y el cultivo control de las 8 combinaciones, sin embargo en las
combinaciones A (50C, 50N, 50P), D (100C, 100N, 50P) y E (50C, 50N, 100P), el
cultivo con diclofenaco presenta un crecimiento significativamente menor con respecto
a su control.

En algunos estudios, se ha evaluado el efecto del diclofenaco en el crecimiento
de otras especies de Scenedesmus, como por ejemplo, Schmitt-Jansen et al. (2007),
gue demostraron que el diclofenaco no inhibia el crecimiento de Scenedesmus
vacuolatus a una concentracion de 50 pg mL. También, Santos et al. (2010) observé
una inhibicién en el crecimiento de Scenedesmus subspicatus a una concentracion de
71.9 pg mL! de este farmaco.

Sin embargo, en estos trabajos, no evaluaron el efecto del diclofenaco en las
microalgas con estrés de nutrientes, por lo que se observa una diferencia entre lo que

reportaron ellos y lo obtenido en este trabajo.

En la Figura A4 se muestran las graficas de cinética de crecimiento de las 8
combinaciones de nutrientes (C, N, P; 50 y 100%) en ausencia y presencia de
diclofenaco (8.7 ug mL?) de S. obliquus.
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Figura A 4. Cinética de crecimiento de S. obliquus. En presencia de diferentes

concentraciones iniciales de nutrientes (C, N, P) en ausencia y presencia de diclofenaco (8.7

ug mL?). Diferencias significativas (p<0.05) en el crecimiento respecto al control se marcan

con un asterisco (*). Prueba de Fisher.
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La cinética se terminé el dia 25 donde todos los cultivos habian alcanzado su
fase estacionaria. Se observo un crecimiento similar entre los cultivos, con y sin
diclofenaco, excepto en la combinacion A (50C, 50N, 50P), donde el cultivo con
diclofenaco presentd un crecimiento significativamente menor con respecto a su
control a partir del dia 17, el cual pudo ser ocasionado por el déficit de nutrientes, ya
que al presentar esta condicion la microalga tiene que sintetizar las moléculas
necesarias para crecer, sin embargo ademas del déficit de nutrientes, se presenta la
adicion del diclofenaco, lo que no permite el crecimiento 6ptimo para esta microalga.
Fan et al. (2008) reportaron que un cambio en las condiciones de cultivo microalgal
acarreara cambios en las fases de adaptacion, de crecimiento y estacionaria.

En cuanto al crecimiento, los resultados obtenidos en este trabajo contrastan
con lo reportado en la literatura donde indican que a concentraciones de 5 a 10 pug mL-
L de diclofenaco, se presenta una inhibicién en el crecimiento (Zhu et al., 2014). Por el
contrario, Escapa et al. (2017) evaluaron el efecto del diclofenaco a una concentracion
de 25 ug mL* en el crecimiento de S. obliquus, observando un incremento del 11%
con respecto a su control. Aun siendo la misma especie, puede haber factores que

ocasionen estas diferencias, como las condiciones de cultivo, el medio de cultivo, etc.

En la Figura A5 se muestran las graficas de cinética de crecimiento de las 8
combinaciones de nutrientes (C, N, P; 50 y 100%) en ausencia y presencia de
diclofenaco (5 pg mL1) de C. reinhardtii CC137.
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Figura A 5. Cinética de crecimiento de C. reinhardtii CC137. En presencia de diferentes

concentraciones iniciales de nutrientes (C, N, P) en ausencia y presencia de diclofenaco (5

ug mL?). Diferencias significativas (p<0.05) en el crecimiento respecto al control se marcan
con un asterisco (*). Prueba de Fisher.

La cinética se terminé el dia 31 donde todos los cultivos habian alcanzado su
fase estacionaria. Se observd0 en ambas combinaciones un crecimiento
significativamente mayor en el cultivo con diclofenaco. También se puede observar
qgue en la combinacion H (100C 100N 100P) se presenta un mayor crecimiento en
ambos cultivos, con respecto a los cultivos de la combinacion A (50C 50N 50P). Esto
pudiera deberse a los nutrientes, en donde la combinacion H presenta el 100% de
todos sus nutrientes y la combinacion A solo el 50%. Sin embargo, al comparar con
las gréficas de crecimiento por cuantificacion de clorofila a se observa un
comportamiento diferente, en donde la combinacién H presenta un menor crecimiento
en el cultivo con diclofenaco en comparaciéon con la combinacién A. Esto ha sido
reportado por Bolier y Donze (1989) en estudios con microalgas donde se utiliza la
densidad 6ptica como medida de crecimiento, los valores de DO7so pueden continuar
incrementando a pesar de que el contenido de clorofila disminuye. Ya que la medicion
por densidad Optica se considera una medicion indirecta, en donde puede verse
afectada por algun tipo de contaminacion o células de microalgas muertas, mientras

gue el contenido de clorofila a es una determinacion directa de la cantidad de biomasa.
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En la Figura A6 se muestran las graficas de cinética de crecimiento de las 8
combinaciones de nutrientes (C, N, P; 50 y 100%) en ausencia y presencia de
diclofenaco (5 pg mL?) de C. reinhardtii CC1731.
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Figura A 6. Cinética de crecimiento de C. reinhardtii CC1731. En presencia de diferentes
concentraciones iniciales de nutrientes (C, N, P) en ausencia y presencia de diclofenaco (5
ug mL?). Diferencias significativas (p<0.05) en el crecimiento respecto al control se marcan

con un asterisco (*). Prueba de Fisher.

La cinética se termin0 el dia 37 donde todos los cultivos habian alcanzado su
fase estacionaria. Se observé en ambas combinaciones un crecimiento mayor en el
cultivo con diclofenaco. El cultivo con diclofenaco prolongé su fase exponencial a
comparacion del cultivo control. Sin embargo, sucedio lo mismo que en C. reinhardtii
CC137, donde al comparar con sus respectivas graficas de crecimiento por
cuantificacion de clorofila a, muestran un comportamiento contrario, donde en la
combinacion H el desarrollo del cultivo con diclofenaco presenta un menor crecimiento
gue su control. Al presentar exceso de carbono, en este caso el proporcionado por el
medio de cultivo y el diclofenaco, provocan una saturacion de oxigeno, disminuyendo
su crecimiento, porque la microalga centra sus procesos en la fotorrespiracion (Xiong
et al., 2010).

No se observo ningun efecto negativo en el crecimiento al adicionar diclofenaco
(5 ug mL1) para C. reinhardtii CC137 y CC1731. Segln los resultados obtenidos por

Martinez (2018), concluyeron que el diclofenaco a concentraciones de 50, 100, 125y
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150 yg mL* no ejercen un efecto negativo significativo sobre el crecimiento de C.
reinhardtii tras 96 h de exposicion. Sin embargo los resultados obtenidos por Majewska
et al. (2018) mostraron un descenso significativo (mas del 50%) de la densidad celular
en cultivos de C. reinhardtii expuestos a diclofenaco a concentraciones de 134 ug mL-
!, Pino et al. (2016) reportaron un valor de ECso de 1776 + 312 ug mL* para C.
reinhardtii expuesta a diclofenaco. Estos estudios fueron realizados a concentraciones
mucho mas altas que la utilizada en el presente trabajo, por lo que respalda lo
observado en el crecimiento de C. reinhardtii CC1731 y CC137.

No se observé diferencia entre el comportamiento de C. reinhardtii CC137 y
CC1731, a pesar de que la primera tiene pared celular y la segunda carece de ésta,
por lo que podemos inferir que los compuestos en la pared celular como en la

membrana, interactiian de forma similar con el diclofenaco.
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GLOSARIO

Abidtico: medio que carece de seres Vvivos.

Bioacumulacién: proceso de acumulacion de sustancias quimicas en organismos
Vivos

Biodegradacién: proceso natural en el que un material por accion biologica, cambia
y en general pierde sus propiedades originales y a nivel quimico las moléculas que lo
conforma se convierten en formas mas simples y estables.

Biosintesis: proceso de multiples pasos, catalizado por enzimas, en el que los
sustratos se convierten en productos mas complejos en los organismos Vivos.
Biosoélidos: residuos organicos sélidos, semisolidos o liquidos que resultan del
tratamiento de las aguas residuales procesadas.

Biotransformacion: proceso mediante el cual un organismo vivo modifica una
sustancia quimica transformandola en otra diferente.

Ciclooxigenasa: enzima que permite al organismo producir unas sustancias llamadas
prostaglandinas a partir del acido araquidénico.

Elastasa: enzima encargada de la degradacion de las fibras elasticas.
Espectrofotometria: método cientifico utilizado para medir cuanta luz absorbe una
sustancia quimica, midiendo la intensidad de la luz cuando un haz luminoso pasa a
través de la solucidbn muestra, con base en la ley de Beer-Lambert.

Eucariota: célula que tiene el nucleo diferenciado mediante una membrana.
Eutrofizante: Materia que aporta enriquecimiento en compuestos de nitrégeno y
fésforo para que las algas crezcan mas rapidamente en aguas.

Exdgeno: alude a aquello cuyo origen es externo (exterior).

Extracelular: se refiere a todo lo que esta fuera de una célula.

Ficoremediacion: conjunto de tecnologias que utilizan las microalgas para reducir,
degradar o inmovilizar compuestos organicos contaminantes (naturales o sintéticos),
de la tierra, del agua o del aire y que provienen de las actividades humanas.
Fitotoxicidad: término que se emplea para describir el grado de efecto téxico

producido por un compuesto sobre el crecimiento de las plantas.
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Fotocatalisis: reaccion fotoquimica que convierte la energia solar ene energia
quimica en la superficie de un catalizador o sustrato, consistente en un material
semiconductor que acelera la velocidad de reaccion.

Fotoinhibicidn: inhibicion de la fotosintesis causada por el exceso de radiacion, afecta
la produccién en condiciones de campo, en gran medida.

Fotolisis: Descomposicién quimica que, durante el proceso de fotosintesis, sufre una
molécula de agua debido a la accion de los rayos ultravioleta.

Fotosistema: centros donde se agrupan los pigmentos fotosintéticos, como la
clorofila, entre otros.

Hermafroditismo: presencia normal en un ser vivo de Organos reproductivos
funcionales de los dos sexos, masculino y femenino.

Hidrofilico: aquello que puede enlazarse temporalmente con el agua a través de un
enlace hidrégeno.

Hidrofobicidad: ocurre cuando una molécula no es capaz de interaccionar con las
moléculas de agua ni por interacciones ién-dipolo ni mediante puentes de hidrogeno.

Intracelular: dentro de la célula.

Lipofilicidad: Afinidad por grasas y lipidos de alta solubilidad.

Lixiviado: liquido resultante de un proceso de percolacién de un fluido a través de un
solido.

Macronutriente: nutrientes que suministran la mayor parte de la energia metabdlica
del cuerpo.

Metabolito: producto que queda después de la descomposicién (metabolismo) de un
farmaco por parte del cuerpo.

Metabolizar: asimilar y transformar el organismo una sustancia mediante cambios
guimicos y bioldgicos.

Nanoestructura: estructura con un tamafio intermedio entre las estructuras
moleculares y microscépicas (de tamafio micrométrico).

Prostaglandinas: conjunto de sustancias de caracter lipidico derivadas de los acidos

grasos de 20 carbonos (eicosanoides), que contienen un anillo ciclopentano y
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constituyen una familia de mediadores celulares, con efectos diversos, a menudo
contrapuestos.

Protonacion: adicion de un protén (H+) a un a&tomo, molécula, o ion.

Quelantes: sustancia que forma complejos con iones de metales pesados.

Sorcidn: Interaccion de un &tomo, molécula o particula con la superficie sélida de una
interfaz solido-liquido o una interfaz solido-gas.

Xenobiotico: compuesto quimico que no forme parte de la composicion de los

organismos Vvivos.
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