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Biosorcion de Losartan potasico en solucion acuosa sobre microalga Chlorella sp., no viva

REVISTA AMBIENTAL
AGUA, AIRE Y SUELO

Resumen

La presencia de contaminantes emergentes como el Losartan potasico (LP) en los cuerpos de
agua, puede llegar a alterar las funciones fisioldgicas de muchas especies, afectando no solo a
los ecosistemas sino a la salud humana. En esta investigacion, se evalud la capacidad de
remocién del medicamento LP en solucion acuosa sobre la microalga Chlorella sp., no viva,
manteniendo fijas la temperatura y la dosis de adsorbente. Inicialmente, se cultivd la microalga
Chlorella sp., bajo condiciones adecuadas de nutrientes, luz y aire; finalizado su ciclo de
crecimiento, sefiltré y se secé a 60 °C por 24 h. Los bioensayos se realizaron aplicando la técnica
de adsorcion por lote a diferentes concentraciones de LP (1,60 — 21,6 mg/L). Ademas, se les
realiz6 microscopia electronica de barrido (MEB) y espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier (IRTF). Los resultados muestran un ajuste satisfactorio al modelo de isoterma de
Freundlich con crecimiento en multicapa del Losartan potasico sobre la superficie. Su maxima
capacidad de adsorcion fue de 1,9 mg/g, con porcentajes de remocion entre 7,9 y 37,5%. La
Chlorella sp., no viva muestra las bandas caracteristicas de este tipo de microalgas con
predominio de estructuras poco porosas. En conclusién, Chlorella sp., no viva se constituye en
un potencial adsorbente natural con posible uso en la remocién de contaminantes emergentes
recalcitrantes.

Palabras clave: contaminantes emergentes, Losartan potésico, microalga Chlorella sp.,
isotermas de adsorcion.

Abstract

The presence of emerging contaminants such as Losartan potassium (LP) in bodies of water can
alter the physiological functions of many species, affecting not only ecosystems but also human
health. In this research, the removal capacity of the LP drug in aqueous solution on the non-living
microalgae Chlorella sp., was evaluated keeping the temperature and the dose of adsorbent fixed.
Initially, the microalgae Chlorella sp., was grown under adequate conditions of nutrients, light and
air; after its growth cycle, it was filtered and dried at 60 °C for 24 h. The bioassays were carried
out applying the batch adsorption technique at different concentrations of LP (1,60 — 21,6 mg/L).
In addition, scanning electron microscopy (SEM) and Fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR) were performed. The results show a satisfactory fit to the Freundlich isotherm model with
multilayer growth of Losartan potassium on the surface. Its maximum adsorption capacity was 1,9
mg/g, with removal percentages between 7,9 and 37,5%. Non-living Chlorella sp., shows the
characteristic bands of this type of microalgae with predominance of poorly porous structures. In
conclusion, non-living Chlorella sp., constitutes a potential natural adsorbent with possible use in
the removal of recalcitrant emerging contaminants.

Keywords: emerging contaminants, Losartan potassium, microalgae Chlorella sp., adsorption
isotherms.

1. INTRODUCCION farmaceéuticos, cuidado personal,

_ plastificantes, retardantes de llama,
Los contaminantes organicos emergentes tensoactivos y determinados plaguicidas,
incluyen una amplia gama de compuestos entre otros, cuyos efectos toxicolégicos son
pertenecientes a  diferentes  clases relativamente desconocidos (Murray et al.,
quimicas,  tales  como  productos 2010) y generalmente no estan regulados.
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Dentro del amplio grupo de contaminantes
emergentes los productos farmacéuticos
son una de las principales preocupaciones
porque estéan disefiados para interferir con
procesos biolégicos a bajas
concentraciones y, ademas, para persistir
en el cuerpo animal o humano. Estos
productos farmacéuticos se introducen en
el medio ambiente a través de varias rutas,
siendo las aguas residuales no tratadas y
tratadas los principales receptores (Pino et
al., 2017). Debido a esta problematica se
han hecho investigaciones con el fin de
determinar los compuestos farmacéuticos
contenidos en las aguas residuales
(Hernandez & Labbé, 2014), entre los mas
importantes se encuentran el diclofenaco,
paracetamol, acido salicilico, antibiéticos
de la serie fluoroquinolona, entre otros
(Rempel et al., 2021; Murray et al., 2010).

Actualmente para el tratamiento de la
hipertension existen diferentes clases de
antihipertensivos, siendo el Losartan el
mas utilizado en Colombia (Machado et al.,
2013). Segun la Revista Panamericana de
Salud Publica, el Losartan es formulado en
un 50% de los casos requeridos, teniendo
un porcentaje mucho mayor que otro tipo
de antihipertensivos (Portilla et al., 2017).
En los dUltimos afios el consumo por
persona formulada con este medicamento
ha ido en aumento con dosis entre 50 a 100
mg/dia (Machado et al., 2013).

Se han realizado investigaciones que
demuestran la presencia de multiples
farmacos en los cuerpos de aguas dentro
de los que se encuentra el Losartan (Muter
et al., 2017; Tarcomnicu et al., 2010).
Debido a que este es un farmaco que tiene
una biodisponibilidad aproximada del 33%,
gran parte de la dosis consumida se
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excreta por medio de las heces y la orina
(Tarcomnicu et al., 2010), llegando asi, a
las aguas residuales domesticas de la
ciudad, que son tratadas por medio de un
sistema de tratamiento en lagunas vy
posteriormente se vierten en las fuentes
hidricas. Esto genera un nivel de
contaminacién en los cuerpos de aguas,
debido a que este medicamento es dificil de
remover por los métodos convencionales
conocidos para el tratamiento de aguas
residuales (Portilla et al., 2017), debido a
gue la molécula de Losartan potasico es
quimicay fisicamente estable (Lusina et al.,
2005) y, adicionalmente es soluble en agua
(Rofifah, 2020).

Con el fin de brindar una alternativa de
remocién de este contaminante, se emplea
el uso de microorganismos vivos (Rofifah,
2020) y no vivos, los cuales ofrecen bajos
costos y buena eficiencia, proporcionando
una solucién amigable con el medio
ambiente para la remocion de este tipo de
medicamentos.

Las microalgas son una alternativa
prometedora en el tratamiento de efluentes
que tienen contaminantes emergentes ya
gue ellas pueden alterar su metabolismo
entre condiciones autotrdéficas y
heterotréficas de acuerdo con la
disponibilidad de nutrientes en el ambiente
(Subashchandrabose et al., 2012). El uso
de microalgas tipo Chlorella han
demostrado una alta eficiencia en el
manejo de remocion de productos
farmacéuticos de los efluentes acuosos
como lo indica Escapa et al. (2015), en su
investigacion de remocion de nitratos,
fosfatos, acido salicilico y paracetamol,
empleando Chlorella sorokiniana; de igual
manera, De Wilt et al. (2016), reportaron
porcentajes de remocion entre el 40-60%




para diclofenaco y del 100% para
ibuprofeno y paracetamol usando el mismo
tipo de microalga. De la literatura cientifica
se han encontrado publicaciones que
mencionan el uso de la microalga Chlorella
sp., como tratamiento biolégico alternativo
de aguas residuales en la remocién de
nitrégeno, fésforo, demanda quimica de
oxigeno 'y metales pesados con
importantes propiedades de bioadsorcion y
biodegradacion (Wang et al., 2010). En el
caso especifico de medicamentos, Angulo
et al. (2017), Song et al. (2018) y Guo et al.
(2016), entre otros, encontraron en este
microorganismo una herramienta eficaz en
la remocion de cefalexina, florfenicol vy

acido 7-amino-cefalosporanico,
respectivamente.
En esta investigacion se evalu6 la

capacidad de adsorcién de la microalga
Chlorella sp., no viva, en la remocion del
medicamento Losartan potasico,
manteniendo fijas la temperatura y la dosis
de biomasa al pH inicial de las soluciones.

2. METODOLOGIA

2.1 Condiciones de Cultivo y Obtencién
de la Biomasa

La microalga Chlorella sp., de partida fue
suministrada por el Laboratorio de
Biotecnologia de Microalgas de Ila
Universidad del Atlantico. Su cultivo se
realiz6 en recipientes de vidrio de 3,0 L con
un volumen efectivo de 2,5 L, empleando
agua esterilizada y wuna mezcla de
fertilizante complejo NPK “Nutrifoliar”
(preparado diluyendo 25 mL hasta el aforo
con agua estéril en un matraz 500 mL) para
el crecimiento celular. Los biorreactores se
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mantuvieron bajo iluminacion superficial
con lamparas LED, sometidos a ciclos de
12h luz/12h oscuridad y con aireacién
permanente mediante bombas de aire Ac—
1500, a la velocidad de 2,25 L aire/min, con
el objeto de mantener suficiente oxigeno
disuelto, evitar su sedimentacion y permitir
su distribucion uniforme en el reactor
(Infante et al., 2012). El crecimiento diario
de la microalga se determindé midiendo la
absorbancia de la clorofila-a en un
espectrofotdmetro UV-vis marca Shimadzu
UV-1800, a la longitud de onda (A) de 647
nm. La figura 1 muestra un esquema del
cultivo de la microalga Chlorella sp.

Después del crecimiento algal se procedio
a retirar el sistema de aireacion y la luz
artificial, para propiciar la muerte de la
microalga, la cual se dejo en reposo por 2
dias para la decantacion de la biomasa. La
separacion se realizd por centrifugacion a
una velocidad de 4000 rpm durante 7 min,
luego se lavé con agua desionizada, para
retirar el exceso de fertilizante. Por Gltimo,
la biomasa se sec6 a 60°C por 24h en un
horno marca Binder, se pulverizd6 y se
reservé en un desecador.

2.2 Caracterizacion de la Biomasa

A la biomasa antes y después del proceso
de adsorcién, al igual que al medicamento
LP, se les realiz6 espectrofotometria
infrarroja con transformada de Fourier
(IRTF) en el rango entre 4000 y 400 cm™
por el método de pastilla de KBr en un
espectrémetro marca Nicolet iS 10 Thermo
Fisher Scientific y, su morfologia por
microscopia electrénica de barrido (MEB)
en un equipo Tescan Vega3 SBU.
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Figura 1. Proceso grafico del cultivo de la microalga Chlorella sp.

2.3 Bioensayos de remocion de Losartan
potasico en solucion acuosa con
Chlorella sp., no viva

A 10,0 mg de la biomasa algal se le adicion6
por separado 10,0 mL de solucion de LP a
concentraciones entre 1,6 y 21,6 mg/L.
Transcurridas 5 h (tiempo estimado para
alcanzar el equilibrio de adsorcién obtenido
en un estudio previo), se tomé una alicuota
de los biorreactores, se centrifugé y a cada
una de ellas se le midio la absorbancia a 205
nm, la maxima longitud de onda de absorcion
obtenida por Dbarrido previo en un
espectrofotdmetro marca Shimadzu UV-
1800. El anterior procedimiento se realiz6 4
veces.

3. ANALISIS Y DISCUSION DE
RESULTADOS

3.1 Crecimiento de la microalga Chlorella
sp.

El crecimiento algal se midi6 diariamente por
20 dias. La figura 2, muestra inicialmente un
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periodo de adaptacion que duré 3 dias donde
el alga se acondicion6 al medio de cultivo;
continué una fase de crecimiento acelerado
gue se extendio6 por 13 dias mas, alcanzando
el valor maximo de absorbancia de 1,52. A
partir del dia 17 comienza a disminuir la tasa
de crecimiento de la microalga, dando inicio
a la etapa estacionaria donde los nutrientes
escasean, pero ademas, la densidad de la
poblacion hasta el momento alcanzada,
reduce la penetracion de la luz afectando la
actividad fotosintética.

1,6
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Figura 2. Curva de crecimiento de la microalga
Chlorella sp.
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Figura 3. Espectros IRTF de la Chlorella sp., antes (A) y después de la adsorcion (B) del Losartan
potésico (C).

3.2 Caracterizacion de la biomasa

3.2.1 Espectrofotometria infrarroja con
transformada de Fourier

La espectroscopia IRTF tiene la ventaja de
ser un método de caracterizacibn no
destructivo y rapido que tradicionalmente se
usa en compuestos purificados.
Recientemente, también se esta empleando
para caracterizar sistemas biolégicos
complejos tales como bacterias, microalgas
e incluso plantas superiores. En esta
investigacion los FTIR de la superficie celular
de la Chlorella sp., no viva antes y después
de la adsorcién del medicamento (Figura 3 A
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y B) permitié6 identificar los grupos
funcionales responsables de la remocion;
aungue sus espectros guardan gran similitud
con respecto a las bandas de absorcion
caracteristicas, estas se hacen mas
pronunciadas después de la adsorcion del
LP. Los resultados muestran una banda
ancha de absorcién cercana a 3400 cm
debido a modos de estiramiento del enlace
O-H (Jiang et al., 2022), que junto con la
banda sobrepuesta por vibraciones del
enlace C=0 a 1720 cm™ (Singh et al., 2022)
sugieren la presencia de acidos carboxilicos.
Las vibraciones de flexion C-H alifatico,
responsables de la fraccién lipidica de la




microalga se observan a las frecuencias
2956 y 2870 cm™ (Singh et al., 2022). En
general, los espectros muestran las regiones
tipicas de los carbohidratos (entre 1180 y
960 cm™) y proteinas (amida primaria, 1710-
1620 cm? y amida secundaria; entre 1620-
1470 cm™?) (Spain & Funk, 2022).

SEM HV: 15.0 kV WD: 8.90 mm
SEM MAG: 10.0 kx Det: SE 5pm
View field: 20.7 ym Date(m/dly): 03/10/22

VEGA3 TESCAN

SEM Fisica UNAL

b

VEGA3 TESCAI

WD: 9.04 mm
Det: SE
View field: 20.7 ym | Date(m/dly): 08/16/22

SEM HV: 8.0 kV
SEM MAG: 10.0 kx |
SEM Fisica UNAL

Figura 4. Micrografias de la biomasa antes (A) y
después (B) de la adsorcion del LP.

En el espectro infrarrojo del Losartan
potasico (Figura 3C) se observan las bandas
caracteristicas de este medicamento: a
3180, 994 y 1008 cm™* corresponden al anillo
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tetrazol junto con las bandas a 1112 y 1073
cm™ que se deben a la deformacién angular
y vibraciones de estiramiento de los enlaces
N-C-N y N-N (Rao et al, 2012); las
vibraciones de estiramiento C-H alifatico se
observan a 2956 y 2870 cm-1; tres bandas
alargadas a 1459, 1422 y 1258 cm™ que

corresponden al anillo imidazol, al
estiramiento del enlace C=N vy Ila
confirmacion de aminas ciclicas

respectivamente.
3.2.2 Microscopia electrénica de barrido

Las micrografias de la superficie de la
microalga Chlorella sp., antes y después de
la adsorcion del medicamento Losartan
potasico se muestran en la figura 4. De la
biomasa se observa el predominio de una
estructura de forma heterogénea poco
porosa, con bordes y formas diversas que
aumentan su tamafio después de la
exposicion con el LP.

3.3 Bioensayos de remocién de Losartan
en soluciéon acuosa con Chlorella sp.,
no viva

Los bioensayos por lote con Chlorella sp., no
viva se realizaron variando la concentracion
inicial del LP desde 1,6 hasta 21,6 mg/L,
manteniendo constante la temperatura al pH
natural de las soluciones durante 5 h. El
porcentaje de remocion y la capacidad de
adsorcion (q.) se calcularon a partir de las
ecuaciones 1 y 2. Los resultados se
muestran en la tabla 1.

C
% Remocion = % x100 (1)

(o]

(Co - Ce)V

G =""0r= @




la
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es

Donde C,

y Ce

corresponden a

en mg/L

respectivamente;

qe
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la

concentracion inicial y en el equilibrio del LP

capacidad de adsorcion de la biomasa en el

Tabla 1. Porcentaje de remocién y capacidad de adsorcion de la microalga Chlorella sp., no viva.

Concentracién inicial de

Concentracién en el

Porcentaje de

Capacidad de

LP equilibrio de LP remocion adsorcion
(mg/L) (mg/L) (%R) (qe)
1,60 1,00 37,5 0,6
3,90 3,00 20,5 0,8
7,00 6,10 12,9 0.9
11,7 10,6 9,40 11
15,3 14,0 8,50 13
18,6 17,1 8,10 15
21,6 19,9 7,90 1,7

equilibrio en mg/g, V es el volumen de
solucion en L y W es la masa en g de
Chlorella sp., no viva.

40
30 F

20 | A

%Remocion

10 A

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Co (mg/L)

Figura 5. Efecto de la concentracion inicial
sobre el porcentaje de remocion de LP sobre
Chilorella sp., no viva.

La microalga no viva logra remover el 37,5 %
del LP a una concentracion inicial de 1,6
mg/L, pero en la medida que esta aumenta
se reduce el porcentaje de remocién (Fig. 5).
Esta tendencia se debe a la disminucién de
los sitios activos de adsorcion; considerando
gue, a bajas concentraciones la cantidad de
LP es menor y podré ocuparlos en parte o en
su totalidad. Pero esta disponibilidad
disminuye, cuando se aumenta la
concentracion y aun después de haber
alcanzado el equilibrio queda medicamento
en la disolucion. ElI comportamiento
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creciente de la capacidad de adsorcion se
debe a la saturacion de los sitios activos de
adsorcion y posterior aumento en multicapas
del medicamento sobre la superficie de la
Chlorella sp., no viva.

1,8

A
15 | A
/‘,/
12 | P
— A
o
(@) L
g " -t
[ ,,’
o6 | &
03 |/
0 q 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Co (mg/L)
Figura 6. Isoterma de adsorcién del
medicamento LP sobre Chlorella sp., no viva.

Las isotermas de adsorcion descritas
mediante modelos mateméticos permiten
establecer la naturaleza de la afinidad entre
el adsorbente, que para este estudio es la
microalga Chlorella sp., no viva y el
adsorbible, el medicamento Losartan
potésico. En este sentido, los resultados de
los experimentos por lote se ajustaron a dos
modelos de isotermas de adsorcion
ampliamente  utilizadas:  Langmuir vy




Freundlich; sus expresiones linealizadas
estdn descritas por las ecuaciones 3 y 4
respectivamente (Castellar et al., 2020).
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Tabla 2. Valores de los parametros de las isotermas de Langmuir y Freundlich.

Modelo de Langmuir

Modelo de Freundlich

Qmax K, R? n Kr R?
1.9 0,21 0,92 3,02 0,56 0,94
Ce_ G 1 3) aminas, amidas y &cidos carboxilicos entre

KL Qmax

Qe Qmax

Ing, =% InC, + InKp (4)

Donde gmax: Ki, n, Y Kg, corresponden a la
maxima capacidad de adsorcibn de la
biomasa (mg/g), la constante de Langmuir
relacionada con la energia de adsorcion
(L/mg), la constante relacionada con la
afinidad entre la biomasa y el LP vy, la
constante de Freundlich respectivamente.
Estos pardmetros se determinaron por ajuste
de los datos experimentales a las

. . C
ecuaciones 3y 4. Al graficar q—e versus C,, se
e

obtuvo g4, Y K;, @ partir de la pendiente y el
intercepto; de igual manera, se procedié con
el modelo de Freundlich, se grafico
Ing, versus InC, obteniendo ny K (Figura
7). En la tabla 2 se resumen los valores de
las constantes y los coeficientes de
correlacion lineal (R?) de los ajustes.

Aunque los coeficientes de correlacion lineal
R? (Tabla 2) para ambos modelos son muy
cercanos, se observa un mejor ajuste al
modelo de isoterma de Freundlich, lo cual
indica que la fisisorcion controla el proceso
con predominio de interacciones tipo fuerzas
de dispersion y enlaces de hidrégeno, que
bien pueden establecerse entre la superficie
de la microalga Chlorella sp., no viva y el
medicamento Losartan potasico debido a la
presencia de grupos funcionales tales como
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otros, confirmados por el andlisis
espectroscopico y la afinidad que muestra el
valor de n mayor que 1 (Tabla 2).
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Figura 7. Ajuste de los datos experimentales
con la ecuacion linealizada del modelo de:
Langmuir (A) y Freundlich (B).

Del ajuste de los resultados al modelo de
isoterma de Langmuir se estima que la
capacidad méxima de remocion de la
microalga Chlorella sp., no viva es de 1,9
mg/g, el cual tiene una fuerte contribucién de
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su quimica de superficie. Pero como se
conoce de la literatura cientifica, existen
otros factores responsables del proceso de
adsorcion, y quizds uno ampliamente
investigado hace referencia a las
propiedades de textura principalmente el
area especifica. Sin embargo, existen
esfuerzos y expectativas por parte del grupo
de trabajo evaluar modificaciones
superficiales a la biomasa sujeto de estudio
con el fin de mejorar su porosidad.

4. CONCLUSIONES

En esta investigacion se usé la microalga
Chlorella sp., no viva para remover Losartan
potasico en solucion acuosa. Del estudio por
lote se observa que el porcentaje de
remocién disminuye a medida que aumenta
la concentracion inicial de medicamento,
mientras que la capacidad de remocion
aumenta con la concentracion inicial. Los
resultados experimentales muestran un
ajuste satisfactorio al modelo de isoterma de
Freundlich con un factor de correlacion
cercano a 0,94, lo que indica predominio de
una superficie heterogénea verificada por
IRTF con crecimiento en multicapa. La
capacidad maxima de adsorcién del
Losartan potasico fue de 1,9 mg/g, lo cual
resulta satisfactorio considerando que se
trata de biomasa algal sin ningun tipo de
modificacion.
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