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Resumen

Mediante cultivos mixotroficos se analizd el efecto de la Azitromicina como contaminante en
el medio de cultivo, para esto, se evaluo la cinética de crecimiento de la microalga Chlorella
sorokiniana. Se evaluaron tres concentraciones de azitromicina en el medio de cultivo: 10, 15
y 25 ppm. Para la evaluacion de la cinética se calculd la tasa de crecimiento exponencial,
tiempo de duplicacion y tasas de rendimiento. Aunque la viabilidad de Chlorella sorokiniana fue
significativamente reducida por la presencia de azitromicina, esta microalga logré crecer hasta
por 18 dias en concentraciones de azitromicina (< 25 ppm) superiores a las reportadas en plantas
de tratamiento de aguas, lo cual demuestra su potencial para ser empleada en estrategias
de biorremediacion de este antibidtico. Hasta donde es de nuestro conocimiento, este es el
primer reporte de la cinética de crecimiento de Chlorella sorokiniana en concentraciones de
azitromicina de 10 a 25 ppm.
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Abstract

By employing mixotrophic cultures, the effect of Azithromycin as a contaminant in the culture
medium was analyzed, evaluating the growth kinetics of the microalga Chlorella sorokiniana.
Three concentrations of azithromycin were evaluated in the culture medium: 10, 15, and 25
ppm. Growth kinetics were assessed by calculating the exponential growth rate, doubling
time, and yield rates. Although the viability of Chlorella sorokiniana was significantly reduced
by the presence of azithromycin, this microalga managed to grow for up to 18 days in
azithromycin concentrations (< 25 ppm) higher than those reported in water treatment plants,
which demonstrates its potential to be used in bioremediation strategies. To the best of our
knowledge, this is the first report of the growth kinetics of Chlorella sorokiniana at azithromycin
concentrations of 10 to 25 ppm.

Introduccién

La microalga Chlorella sorokiniana es un alga verde de agua dulce, de la familia de las
Chlorophyta [1]. EI género Chlorella es cosmopolita, por lo tanto, es capaz de adaptarse a
diversas condiciones ambientales y nutricionales [1], [2]; ademas, se caracteriza por poseer
células esféricas, con un cloroplasto en forma de copa y pirenoide [3].

C. sorokiniana puede desarrollarse en condiciones heterotréficas, fototréficas y mixotréficas;
estas Ultimas involucran dos procesos simultaneamente, la fotosintesis (fijacion del CO,
inorganico) y la fosforilaciéon oxidativa, en donde se da la asimilacién del carbono organico [4],
[5]. Esto le permite a C. sorokiniana ser una alternativa prometedora dentro de las microalgas,
ya que puede aprovechar simultaneamente el CO, y otras fuentes de carbono organico como
acetatos, glicerol o azucares [6].
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Las aguas residuales son una fuente de carbono abundante y econdémica que se puede
utilizar como medio para el cultivo de microalgas, con el beneficio asociado de que estos
microorganismos pueden ayudar en la remediacion de efluentes y el secuestro de CO, [7]
Ademas de lograr la biodegradacion de contaminantes, el cultivo de microalgas utilizando
aguas residuales permite también producciéon de biomasa para otros usos [8]

Las microalgas también pueden utilizar los antibiodticos como fuentes de carbono y energia [9],
y pueden realizar la descomposicion de antibidticos mediante distintos procesos, tales como la
biodegradacion. Este proceso puede describirse como una catélisis enzimatica de dos fases;
en la primera etapa, los antibidticos son metabolizados en compuestos mas hidrofilicos; en
la segunda fase, estos compuestos pueden ser catalizados por otro grupo de enzimas para
producir moléculas mas pequefas con distintos efectos bioldgicos [9], [10].

La azitromicina es un antibidtico ampliamente utilizado en infecciones del tracto respiratorio,
oidos y transmision sexual, debido a sus aplicaciones variadas y a un mal manejo de los
desechos médicos, se ha reportado la presencia de azitromicina en plantas de tratamiento
de agua residual (PTAR), alcantarillados y en otros cuerpos de agua [11], [12], [13], [14]. En
América Latina, la azitromicina se ha identificado como un contaminante emergente en aguas
residuales, donde se cuantificd con una concentracion de 6000 a 11000 ngL" [15].

En Costa Rica, el Centro de Investigacion en Ciencias del Mar y Limnologia (CIMAR) de la
Universidad de Costa Rica (UCR), tras realizar un estudio en muestras de agua superficial de
86 cantones a nivel nacional, detectd la presencia de antibidticos macrdlidos, grupo al que
pertenece la azitromicina [16]. Ademas, segun el Centro de Investigaciones en Contaminacion
Ambiental (CICA) de la UCR, en 2020 se determiné que la azitromicina era uno de los
contaminantes mayoritarios en los efluentes tomados en 11 regiones alrededor del pais [17].

La azitromicina puede tener un efecto dual en el crecimiento de las microalgas. En Chlorella
pyrenoidosa, concentraciones de azitromicina de 0.005 a 0.1 ppm inhibieron el crecimiento,
pero o aumentaron a 0.0005 y 0.001 ppm [18] Por su parte, en Chlorella vulgaris la azitromicina
mostro alta toxicidad desde concentraciones desde 0.35 ppm, aunque esta microalga logro
biodegradar hasta el 100% de la azitromicina [19]

Tomando lo anterior en consideracion, debido a que la microalga Chlorella sorokiniana posee
una gran adaptabilidad en su crecimiento, se evalud la cinética de crecimiento de esta
microalga en cultivos mixotroficos con diferentes concentraciones de azitromicina, con el fin de
determinar la tolerancia de esta microalga a dicho antibiético.

Materiales y métodos

Reactivos y microalgas. Los materiales empleados fueron: agua destilada; medio de cultivo
BG11, PhytoTechnology Laboratories [20]; azitromicina 96,6% pura (C,H,,N,O.,-2H,0), grado
analitico, CAS 117772-70-0, Sigma Aldrich; y metanol 99,5%, grado reactivo, CAS 67-56-1,
Sigma Aldrich. La microalga Chlorella sorokiniana pertenece a la coleccion del Laboratorio
de Microalgas del Centro de Investigacion de Biotecnologia del Tecnoldgico de Costa Rica,
Cartago, Costa Rica. No se realizaron accesiones bioguimicas ni genéticas al material bioldgico

empleado en este estudio.

Cultivo de Chlorella sorokiniana utilizando azitromicina en el medio de cultivo. Se utilizd un
indculo inicial de 5.0 x 108 células mL". Se realizd una prueba preliminar a una temperatura
de 25°C y 1135 Luxes en agitacion por 72 h utilizando concentraciones de azitromicina de
25, 50, 75 y 100 ppm en el medio de cultivo (n = 3), tomando como referencia el rango de
concentraciones propuesto por El-Yazbi et al. [21]. Con los resultados obtenidos, se realizaron
curvas de crecimiento de la microalga en las mismas condiciones durante 18 dias, con
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concentraciones de azitromicina de 0 (control), 10, 15y 25 ppm (n = 3), y manteniendo un flujo
de aire en los matraces de manera constante. Por otra parte, se realizd un punto de comparacion
maxima entre tratamientos al dia 14, con el fin de analizar la productividad en relacion con la
concentracion de azitromicina.

Cuantificacion del crecimiento microalgal y la viabilidad. En cada iteracion experimental se
extrajo 1 mL de muestra diariamente durante el periodo de cultivo, donde se determind la
concentracion celular y la viabilidad celular con el citdmetro de flujo Muse Cell Analyzer para
cuantificar la proporcion de células vivas y muertas presentes en el cultivo. Este andlisis se
realizd6 mediante el protocolo de ensayos denominado “Muse Algae Count & Viability Kit” segun
las recomendaciones del fabricante (Luminex Corporation).

Andlisis de la cinética de crecimiento microalgal. Primeramente, se analizé el comportamiento
de la concentracion celular con respecto al tiempo, para asi definir la fase exponencial, ya
que la tasa de crecimiento especifico de células por unidad de tiempo (r) es proporcional al
numero de células presentes en el cultivo (N) en un intervalo de tiempo (t) [20]. Siguiendo las
ecuaciones propuestas por [20], se tiene:

dn N
E =T
Donde la solucion corresponde a:
Ny = Nj-e'
Despejando la ecuacion para r, se tiene:
_InN —InN
"= At

Cuando el tiempo (t) se expresa en dias, la tasa de crecimiento especifico puede ser expresada
en términos de duplicaciones por dia (k), de la siguiente forma:

T
T In(2)

El tiempo de duplicacion (T,), para el cultivo, expresado en las mismas unidades de tiempo que
r, se puede calcular a partir de una estimacion de r con el uso de la ecuacion:

k

In (2)
r

Tz =

La tasa de rendimiento (Y) del cultivo, se determind calculando la diferencia entre la
concentracion del indculo inicial y la concentracion después de algun intervalo de crecimiento,
dividido entre este mismo intervalo de tiempo:

Nt — No

Y =
At

Analisis estadistico. Se utilizd un disefio de ANOVA de un factor con un 95% de confiabilidad
para determinar el efecto de la dosis de azitromicina en el crecimiento de Chlorella sorokiniana.
Se evaluaron las variaciones en la concentracion utilizando diferentes dosis de azitromicina, con
tres réplicas por tratamiento. El analisis estadistico se realizd con el software STATGRAPHICS
Centurion version XIX, utilizando el método ANOVA de un solo factor. Se establecieron
diferencias estadisticas a un nivel de confianza del 95,0% mediante el método de la diferencia
menos significativa (LSD) de Fisher para evaluar el efecto de la concentracion de azitromicina en
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la concentracion celular, con las barras de desviacion estandar en las graficas representando
el error para cada tratamiento. Se determin¢ el area bajo la curva (AUC, por sus siglas en
inglés) de las curvas de crecimiento de microalga en presencia de diferentes concentraciones
de azitromicina, para ello se utilizé el programa Graph Pad Prism (version 10.2 para Windows,
GraphPad Software, Boston, Massachusetts, USA).

Resultados y discusion

Con el fin de determinar un rango de concentracion para la evaluacion de la microalga, se
evaluo6 primero el porcentaje de viabilidad de Chlorella sorokiniana en presencia de azitromicina
en un rango de 25 a 75 ppm (Cuadro 1). A una concentracion de 50 ppm la viabilidad se redujo
hasta un 58.8%; por lo cual, se decidi6 realizar las evaluaciones posteriores en un rango de
trabajo de 10 a 25 ppm de azitromicina.

Cuadro 1. Porcentaje de células viables de la microalga Chlorella sorokiniana luego de
cultivo durante 72 horas empleando  diferentes concentraciones de azitromicina.

25 412 x 10¢ 7.50 x 10° 84.6
50 2.28 x 108 1.60 x 10° 58.8
79 5.00 x 10* 2.53 x 10¢ 1.9
100 0.00 x 1Q° 1.72 x 10° 0

Al evaluar la curva de crecimiento de C. sorokiniana en medios de cultivo con concentraciones
crecientes de azitromicina, se observd la ausencia de la etapa de latencia en todos los
tratamientos, ya que se observa un crecimiento exponencial desde los primeros dias de cultivo
(Figura 1). Por otra parte, se muestra una disminucion de la concentracion de microalgas con
respecto al control, esta diferencia aumenta de manera proporcional a la concentracion de
azitromicina. Esto se comprobd mediante el andlisis del area bajo la curva (AUC), donde se
observd que al aumentar la concentracion de azitromicina disminuy6 el valor del area con
respecto al control (Cuadro 2). Ademas, a los 14 dias con 15 ppm de azitromicina se obtuvo la
mayor concentracion celular, por lo que esto se utilizd como punto de referencia para realizar
las comparaciones de concentracion maxima.

Por otra parte, se realizé un anédlisis de tendencia del area bajo la curva vs la concentracion de
azitromicina (Figura 2) mediante una regresion no lineal de modelo inhibidor vs respuesta (r? =
0.999); donde se demuestra graficamente que la concentracion de microalgas disminuye de
forma proporcional al aumentar la concentracion de azitromicina en comparacion con el control.
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Figura 1. Curvas de crecimiento de la microalga Chlorella sorokiniana en respuesta a diferentes
concentraciones de azitromicina durante 18 dias (promedio + desviacion estandar, n = 3).

Cuadro 2. Anédlisis de correlacion AUC de tiempo maximo vs LOG de concentracion celular méxima de la microalga
Chlorella sorokiniana al emplear diferentes dosis de azitromicina (promedio + desviaciéon estandar, n = 3).

0 1255; 7.57 18
10 S 6.96 18
15 1101' 4431 6.84 14
25 1%7_433”—’ 6.52 18
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Figura 2. Crecimiento de la microalga Chlorella sorokiniana (AUC) en respuesta a diferentes
concentraciones de azitromicina en el medio de cultivo durante 18 dias (promedio, n = 3).

Con base en las curvas de crecimiento se calcularon los valores de tasa de crecimiento y
duplicaciones por dia (Cuadro 3). Al aumentar la concentracion de azitromicina se redujo la tasa
de crecimiento y las duplicaciones al dia, demostrando con ello la sensibilidad de la microalga a
los cambios de concentracion del farmaco. Ademas, a los 14 dias de comparacion maxima, 1os
resultados confirmaron que todos los tratamientos con azitromicina causaron concentraciones
celulares significativamente reducidas respecto al control (Cuadro 4). Estos resultados
muestran que Chlorella sorokiniana puede crecer a concentraciones de azitromicina superiores
a las reportadas en plantas de tratamiento de aguas (2.8 x 103 ppm) [10], por lo cual tendria
potencial para tolerar estas concentraciones y ser empleada en estrategias de biorremediacion.

Cuadro 3. Tasas de crecimiento de la microalga Chlorella sorokiniana en medios de cultivo con
diferentes concentraciones de azitromicina (promedio + desviacion estandar, n = 3).

5.77320051t
0 0.785 = 1.13+0.015 | 0.88 + 0.012 3.18 x 10°
0.010 r2: 0.957
5.851500907 ¢
10 0.458 = 0.66 + 0.031 | 1.51 +0.085 9.9 x 10°
0.021 2. 0.976
5.8782600%501
15 0.369 = 0.53 + 0.020 | 1.88 = 0.061 6.8 x 10°
0.014 2. 0.977
5.9126600145
o5 0.205 + 0.30 + 0.035 | 3.38 + 0.493 2.8 x 108
0.024 2. 0.999
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Cuadro 4. Concentracion celular (promedio = desviacion estandar, n = 3) de Chlorella sorokiniana alcanzada
en el dia 14 a diferentes concentraciones de azitromicina. Las letras iguales, corresponden a grupos
estadisticamente homogéneos segun el método LSD de Fisher, con un nivel de confianza el 95%.

0 3.04 x 107+ 1.12 x 10¢ 98.04 + 0.29 a
10 7.58 x 10° + 7.62 x 10° | 94.46.67 + 2.01 b
15 6.87 x 10°+ 3.46 x 10° 91.67 + 1.19 b
25 3.07 x 10° = 1.22 x 10° 85.82 + 0.66 c

La comparacion estadistica entre los resultados de concentracion celular alcanzados a los 14
dias empleando las diferentes dosis de azitromicina (Cuadro 4) indican que no existe diferencia
significativa al emplear 15 ppm o 25 ppm, pero estas dosis son significativamente diferentes
a 10 ppm; por otra parte, todos los tratamientos empleando azitromicina son estadisticamente
diferentes al control (Cuadro 4). Con esto se logra demostrar que la microalga Chlorella
sorokiniana es capaz de crecer en concentraciones de azitromicina mayor a las reportadas
anteriormente, potenciando asi su aplicacion en biorremediacion.

Adicionalmente, se realizd microscopia electréonica de barrido (MEB) para verificar posibles
dafios estructurales inducidos por azitromicina en la microalga Chlorella sorokiniana. A una
concentracion de 10 ppm de azitromicina se observd que las microalgas sobrevivientes
presentan una morfologia muy similar a las microalgas no tratadas, conservando la forma
esférica caracteristica de la microalga (Figura 3).

Figura 3. Muestras de la microalga Chlorella sorokiniana en ausencia y presencia de azitromicina en
una concentracion de 10 ppm. A) muestra sin azitromicina (30.0 upm); B) muestra con azitromicina
(20.0 um); C) muestra sin azitromicina (2,0 um) y D) muestra con azitromicina (2,0 pm).
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Conclusiones

Los resultados mostraron que, aunque la viabilidad de Chlorella sorokinianafue significativamente
reducida por la presencia de azitromicina, esta microalga puede crecer hasta por 18 dias
en concentraciones de azitromicina (< 25 ppm) superiores a las reportadas en plantas de
tratamiento de aguas, lo cual demuestra su potencial para ser empleada en estrategias de
biorremediacion. Hasta donde es de nuestro conocimiento, este es el primer reporte de la
cinética de crecimiento de Chlorella sorokiniana en concentraciones de azitromicina de 10 a
25 ppm. En investigaciones futuras sera necesario evaluar la concentracion de azitromicina
durante el tiempo de incubacion con la microalga, con el fin de estudiar el metabolismo del
antibidtico.
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