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RESUMEN

El crecimiento exponencial de la produccién y el consumo del plastico, especialmente
en sectores como la industria de los envases alimentarios, esta generando problemas
graves de contaminacion que afectan tanto al medio ambiente como a la salud humana.
Un tema principal de preocupacién es la liberacion de pequeias particulas de plastico
(<5 mm), conocidas como micropldsticos (MPs). Estos MPs son muy resistentes a la
degradacion, y se han detectado incluso en los habitats mas remotos, de manera que
surge una necesidad urgente de controlar este tipo de contaminacién. En los ultimos
afos estad despertando especial interés la busqueda de enfoques biotecnoldgicos

alternativos, tales como la biodegradacién catalizada por la accién de microorganismos.

El presente trabajo evalla la capacidad de la bacteria Comamonas testosteroni para
llevar a cabo la biodegradacién de microplasticos de polietileno de alta densidad (HDPE)
a una concentracion de 500 mg/L y con un rango de tamafnos de 100-250 um. En cuanto
a los resultados del ensayo, se observé una reduccidn de la masa inicial de polimero del
12,30+ 0,82 % después de 8 dias de incubacion, indicando que esta bacteria es capaz de
emplear los microplasticos de HDPE como fuente de carbono. Otros indicativos de la
biodegradacion se obtuvieron mediante un andlisis por microscopia electrdnica de
barrido (SEM), que reveld la formacidon de una biopelicula en las superficies de los
microplasticos, asi como cambios estructurales. Los cambios en las propiedades
quimicas se analizaron a través de SEM-EDS y espectroscopia de infrarrojos de
transformada de Fourier (FTIR). Este trabajo muestra que la presencia de C. testosteroni
acelera el proceso de biodegradacidon de MPs, y abre las vias para futuras aplicaciones
gue podria contribuir a reducir la problematica causada por la acumulaciéon masiva de

estas microparticulas.
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ABSTRACT

The exponential growth in the production and consumption of plastics, especially in
sectors such as the food packaging industry, is leading to inevitable problems for both
the environment and human health. One of the biggest issues caused by this type of
pollution is the release of small plastic particles (<5 mm) into our ecosystem, known as
microplastics (MPs). MPs are highly resistant to degradation and have been detected in
even the most remote habitats. Therefore, there exists an urgent need to control this
microplastic pollution, through various methods, such as non-conventional

biotechnological approaches including biodegradation catalysed by microorganisms.

The following work evaluates the efficiency of the bacteria Comamonas testosteroni to
carry out the biodegradation of high-density polyethylene (HDPE) microplastics at a
concentration of 500 mg/L and a size range of 100-250 um. Regarding the results of the
experiment, a reduction of the initial polymer mass of 12.30 £ 0.82 % was observed after
the 8 days of incubation, indicating that this bacteria is capable of using HDPE
microplastics as a carbon source. Further evidence for the biodegradation was obtained
using a scanning electron microscopy (SEM) analysis which revealed the formation of a
biofilm on the microplastics surfaces, as well as structural changes. Changes in the
chemical properties were also analysed though SEM-EDS and Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR). This work shows that the use of HDPE microplastics as a carbon
source for C. testosteroni may be a promising method for accelerating the degradation
process and have further applications to avoid the multiple threats caused by

microplastics accumulation.
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1. INTRODUCCION

La produccién y el consumo de plasticos ha aumentado de manera exponencial en
las ultimas décadas, alcanzando en 2022 una produccién anual de mas de 390 millones
de toneladas a nivel mundial [1]. El plastico se ha convertido en un producto esencial en
el mundo moderno, gracias a su facilidad de produccién y sus bajos costes, ademas de
sus atractivas propiedades fisicas y quimicas (robustez, resistencia frente a la humedad,
luz y altas temperaturas) y su ligereza y durabilidad, lo que hace que este tipo de
material resulte, en muchos casos, dificil de sustituir por otras alternativas disponibles
en la actualidad. Aunque existen innumerables formulaciones diferentes de plastico,
actualmente solo seis compuestos contribuyen a mas del 90% de la produccidon global:
el polipropileno (PP), el polietileno de alta densidad (HDPE), el polietileno de baja
densidad (LDPE), el tereftalato de polietileno (PET), el cloruro de polivinilo (PVC) y el
poliestireno (PS) [2]. Estos compuestos son polimeros sintéticos manufacturados a partir
de derivados del petréleo, una fuente no renovable, cuyo uso estd asociado a problemas

de sostenibilidad a largo plazo debido a su inevitable agotamiento futuro [3].

A pesar de los numerosos beneficios del uso de los plasticos, los residuos que
generan resultan muy problematicos desde un punto de vista medioambiental, ya que
son quimicamente estables, resistentes a procesos naturales de corrosién y dificiimente
degradables por procesos bioldgicos. Por tanto, la produccién masiva de este tipo de
materiales, combinada con la baja biodegradabilidad y la inadecuada gestidon de los
residuos pldsticos conlleva graves problemas de contaminacién a nivel global. Asimismo,
estd comprobado que esta polucidn por plasticos afecta tanto a componentes bidticos
como abidticos, incluso en los habitats mas alejados de la actividad humana [4].
Actualmente, menos de un 5% de los residuos plasticos son reciclados a nivel global, de
manera que, debido a la mala gestién y la eliminacidn incorrecta, estos desechos se
acumulan gradualmente en los suelos, rios, océanos y vertederos causando dafios a los

diferentes ecosistemas y suponiendo una grave amenaza para los seres vivos [5].



Se estima que aproximadamente un 44% de la produccion de plasticos a nivel
mundial es empleado para el embalaje y, dentro de esta categoria, un 41% del total se
utiliza para la producciéon de envases primarios de alimentos [6]. Ademas, el sector
alimentario emplea de forma extendida envases de un solo uso, siendo responsable de
la generacion de aproximadamente el 60% de los residuos plasticos, lo que hace que

este sector sea el principal causante de la contaminacion plastica global [7].

Las preocupaciones actuales sobre los materiales plasticos estdn centradas no sélo
en la forma “visible” de este tipo de contaminacidn, sino también en la “invisible”,
causada por lo que se conocen como los microplasticos (MPs) [8]. En comparacién con
los pldsticos de gran tamafio, estas microparticulas suponen un mayor peligro tanto para
la salud humana como para el medio ambiente, ya que resultan mucho mas dificiles de
identificar, cuantificar, caracterizar y eliminar [9]. Los MPs han sido detectados en
diversos ecosistemas a nivel global, especialmente en los medios acuaticos, incluyendo
los habitats mas remotos, tales como el hielo artico o los arrecifes de coral. Ademas, en
las ultimas décadas se esta observando un incremento significativo de la presencia de
estos microcontaminantes en las masas de agua naturales, concentrandose
mayoritariamente en las zonas costeras y llegando a alcanzar en algunos casos niveles
de hasta miles de particulas por metro cubico. Al estar presentes en todos los ambitos
naturales, los microplasticos se incorporan facilmente a la cadena tréfica llegando de

forma inevitable a los seres humano con los riesgos que esto implica [10].

Con el fin de solucionar la problematica ambiental causada por los microplasticos,
se estdn desarrollando nuevas alternativas al uso de plasticos convencionales, una de
dichas alternativas es la produccion de plasticos biodegradables. Sin embargo,
investigaciones recientes revelan que este tipo de pldsticos también estan asociadas a
la generacién de microplasticos. Los estudios muestran que al comparar un plastico
biodegradable con un pldstico convencional, la cantidad de microplasticos generado en
el primer caso es significativamente superior, lo que indica que, a pesar de las ventajas
de los plasticos biodegradables, pueden llegar a ser incluso mas problematicos que los

plasticos convencionales en relacidn a este tipo de contaminacién microscépica [11].



El aumento de la preocupacién a nivel global sobre la problematica de los MPs ha
generado la publicacién de numerosos estudios a escala mundial, con el objetivo de
luchar contra la contaminacidon por microplasticos con enfoques tecnoldgicos tanto
biolégicos como no biolégicos. En este contexto, debe sefialarse que la eliminacidn de
MPs supone un desafio global en el contexto de los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS)
de la Agenda 2023 [12]. Muchos de dichos estudios han analizado los procesos de
eliminacidon de MPs en plantas de tratamiento de aguas residuales, fundamentalmente
mediante procesos fisicos de sedimentacion o filtracion. No obstante, es importante
destacar que estas técnicas logran Unicamente separar, pero no eliminar las
microparticulas, quedando estas retenidas principalmente en los lodos de depuradora.
Por otra parte, el uso extendido de estos lodos como enmienda organica en suelos
genera una mayor dispersion de los MPs, que pasan a los suelos, ocasionando la

liberacidn inevitable de estos microcontaminates al medioambiente [13, 14].

Respecto a los tratamientos con enfoques bioldgicos, es decir, aquellos basados
en la accion de microorganismos como bacterias, hongos y algas, se consideran opciones
atractivas desde un punto de vista tanto medioambiental como econdmico. Los
procesos de biodegradacidn plantean diversas ventajas, entre las que cabe sefialar que
no generan contaminantes secundarios. Realizando una busqueda avanzada en la base
de datos Scopus (Elsevier), empleando la combinacién de palabras claves:
“microplastics” y “biodegradation”, se observa que el nimero de publicaciones se ha
incrementado exponencialmente en afios recientes (Figura 1). De este modo, queda
patente que el interés por la eliminacion de MPs mediante procesos de biodegradacién

ha aumentado de manera notable en los ultimos cuatro anos.
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Figura 1: Numero de publicaciones por afio relacionadas con la biodegradacion de micropldsticos
desde enero de 2013 hasta mayo de 2023 (Fuente: www.scopus.com)

No obstante, a pesar del creciente interés en los procesos de degradacion de los MPs
mediados por microorganismos, las estrategias de biorremediacidn y los prometedores
resultados que han sido obtenidos, existe actualmente una falta de conocimiento
debido a la multitud de factores que influyen sobre estos procesos [15]. Asi, para una
biodegradacién eficiente de los MPs, es necesario el empleo de microorganismos
especificos con las rutas metabdlicas y los enzimas adecuados para poder llevar a cabo
dicha degradacion, ademas de determinadas condiciones ambientales (pH, humedad,

temperatura...).

También pueden tener gran influencia las caracteristicas del polimero a degradar,
por ejemplo, la superficie externa y la morfologia de los MPs, el grosor de las particulas,
el tipo de plastico y la propia estructura del polimero por la existencia de regiones
amorfas o cristalinas [16]. Por ello, varios aspectos de los procesos implicados en la
biodegradacion de micropldsticos deben ser investigados a fin de incrementar el
conocimiento en este campo, lo que permitira asi contribuir a reducir la contaminacién

por MPs en un futuro [15].


http://www.scopus.com/

En este TFM se investiga la degradacion de microplasticos procedentes de envases
alimentarios mediante el empleo de la bacteria Comamonas testosteroni, con el fin de
mejorar el conocimiento de las posibilidades de los procesos biolégicos en la eliminacién

de estos microcontaminantes. Para ello se plantean los siguientes objetivos especificos:

- Seleccién del tipo de MP modelo, obtenciéon y evaluacién morfoldgica.

- Analizar la degradacién de los MPs con el tiempo mediante el empleo de C.
testosteroni en condiciones controladas.

- Evaluar los cambios estructurales experimentados por los microplasticos
durante el tratamiento bioldgico.

- Estudiar el efecto de la presencia de MPs sobre la cinética de crecimiento de

C. testosteroni.
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2. CONSIDERACIONES TEORICAS

2.1. Definicién, origen vy clasificacion de los microplasticos

Los microplasticos (MPs) constituyen un grupo muy heterogéneo de particulas
poliméricas, pudiendo diferir en forma, tamafo, origen, tipo de material y composicidon
quimica. Habitualmente son definidas por su tamafio, usando el término microplastico
para toda particula polimérica cuyo tamafio sea inferior a 5 mm [17]. Sin embargo,
fuentes mas recientes definen estos microcontaminantes como aquellas particulas que
estdn en el rango de 1-5000 um. Una excepcidn a las definiciones previas son las
microfibras, que pueden ser considerados MPs aunque su longitud supere el limite

superior de 5 mm, siempre que su diametro sea inferior a este valor [18].

En los ultimos afios, se ha observado un considerable aumento en la cantidad de
estudios cientificos que indican los posibles efectos negativos de los MPs en la salud de
los seres vivos y el medio ambiente. Debido a su existencia previamente desconocida y
a la preocupacion actual generalizada sobre las posibles consecuencias originadas por
su presencia en el medioambiente, los microplasticos se incluyen en la categoria de

“contaminantes emergentes” [19, 20].

Segun su origen, los MPs se dividen en dos categorias: primarios y secundarios.
Los microplasticos que pertenecen a la primera categoria son aquellos que se generan
de manera directa, es decir, que se disefian de manera intencionada para tener pequefio
tamafio y se afiaden a diversos productos, como cosméticos, productos de limpieza e
higiene, pinturas, detergentes, etc. También pertenecen a este grupo los subproductos
generados durante el lavado de materiales textiles o la produccion de materiales
plasticos a nivel industrial [21, 22]. Por otra parte, los micropldsticos secundarios hacen
referencia a aquellos contaminantes que se originan por la degradacién de plasticos de
mayor tamafo mediante procesos fotoliticos, bioldgicos y/o mecanicos. En concreto, los
MPs que provienen de esta ultima via son los mas abundantes en medios marinos y
terrestres [23]. Dentro de esta segunda categoria se pueden incluir aquellos MPs
originados por la degradacion de envases alimentarios, es decir, microcontaminantes
gue son generados a partir de plasticos mas grandes que experimentan una abrasion
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fisica que conduce a un debilitamiento de los enlaces y la subsiguiente fragmentacion

del material [24, 25]. En la Figura 2 se muestra un resumen de las principales fuentes de

residuos plasticos, asi como del origen de los MPs y sus vias de migracién a medios

acuaticos.
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Figura 2: Resumen de las principales fuentes de residuos pldsticos, origen de los MPs y vias de

migracion a medios acudticos [26].

Los MPs presentan composiciones muy variadas, pudiendo estar constituidas por

polimeros convencionales como polietilenos, poliamidas, acrilicos, poliésteres,

polipropileno u otros polimeros industriales mds especializados. No obstante, la mayor

parte de estas particulas presentes en el medio ambiente estdn formadas de polietileno

(PE), polipropileno (PP), policloruro de vinilo (PVC) y tereftalato de polietileno (PET),

entre los cuales el PE es el material que contribuye a la mayor fraccion de MPs

encontrados en una multitud de habitats diferentes [27, 28].

Figura 3: Ejemplo de diversas morfologias de MPs encontrados en muestras de aguas residuales
urbanas. 1) Fibras. 2) y 3) Fragmentos. 4) Film. 5) Pellet y 6) Espuma [29].
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En cuanto a los dafios ocasionados por estas particulas, son de gran influencia
tanto su tamafo como su forma. Los MPs presentan morfologias muy variadas que han
sido encontradas en todo tipo de medios acuaticos, terrestres y aéreos, tales como
fibras, esferas, fragmentos, [dminas y peliculas [30]. En la Figura 3 se muestra un ejemplo
de algunas de las morfologias encontradas en aguas residuales urbanas. Su dispersion a
través de diferentes ambientes esta criticamente relacionada con la interaccién fluido-
particula, y los estudios existentes demuestran que la morfologia tiene un papel esencial
en el comportamiento de los MPs, generando diferencias en las velocidades de
asentamiento obtenidas por modelos basados en geometrias esféricas, que son los
aplicados habitualmente [31]. Asimismo, la morfologia de los MPs también esta
relacionada con la colonizacién de las microparticulas por microorganismos, lo que a su
vez conduce a cambios en la densidad y el comportamiento de los materiales. Por
ejemplo, la formacién de biopeliculas por agentes bioldgicos hace que los microplasticos
se hundan mas facilmente en medios acuosos, ya que favorecen la heteroagregacion
con sdlidos suspendidos en el agua [32, 33]. Esto explica en parte la gran dificultad que
supone el estudio de estas particulas y la generacién de modelos de comportamiento

en diferentes ecosistemas.

2.2. Uso del plastico en el sector alimentario

El plastico tiene un papel esencial en el envasado de alimentos, ya que favorece la
preservacion de la calidad y la seguridad del producto. Ademas, contribuye al aumento
de su vida util (y, por tanto, a la reduccién del desperdicio), la proteccién de los
productos durante el transporte, el almacenamiento y la manipulacion de los alimentos,
y facilita la trazabilidad y el etiquetado nutricional. No obstante, el uso extensivo de
materiales de embalaje en la industria alimentaria ha derivado en un problema a nivel
global, incrementando la cantidad de residuos llevados a vertederos y provocando el
agotamiento de recursos naturales. Ademas, los residuos plasticos procedentes del
embalaje de alimentos, si no son gestionados adecuadamente, perduran en el

medioambiente mucho mas tiempo que los productos que contienen. Por otra parte, el
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uso de plasticos para el envasado de alimentos puede estar relacionado con problemas
de salud en los consumidores, ya que se asocia a la liberacidon de escamas de plastico en
los alimentos por el contacto directo de estos con el material de empaquetado. Esto
conduce a la ingesta de forma directa de MPs contenidos en los alimentos, ademas de

otras sustancias quimicas con efectos desconocidos sobre la salud [34].

Como se muestra en la figura 4, el sector del embalaje es el responsable del uso
de casi la mitad del plastico producido a nivel mundial, debido al elevado numero de
aplicaciones y su vida util relativamente corta. Ademas, esta produccién global de
pldstico esta en crecimiento exponencial y se estima que puede llegar a triplicarse para
el afio 2060 [35]. Dentro del sector de embalaje, la produccién de envases desechables
de un solo uso genera aproximadamente un 50% de los residuos pldstico producidos

anualmente [36].

Una manera de afrontar esta situacion es la gestién de residuos pldsticos, que se
puede llevar a cabo de diferentes maneras, como el reciclaje, la incineracién o el
depdsito en vertederos. El reciclaje y la reutilizacion de plasticos son esenciales para
prevenir la dispersion de estos residuos en el medio ambiente, pero también es
importante lograr una economia circular de estos materiales. Una de las mejores
soluciones para combatir el problema de la contaminacion por plasticos es limitando su
consumo. En 2015, la Unidn Europea (UE) restringia y regulaba el uso de bolsas de
plastico con el objetivo de reducir el consumo de estas a un maximo de 40 bolsas por
persona y afio en 2025. Asimismo, en 2021 entrd en vigor una medida adoptada por la
Comision Europea que prohibe los plasticos de un solo uso (pajitas, bastoncillos de

algodoén, menaje de cocina desechable, etc.) [37].
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Figura 4: Grdfico sobre la distribucion del uso de pldsticos a nivel mundial y los pldsticos de uso
extendido dentro de la industria alimentaria (datos mostrados para el afio 2021) [20].

Aunque la tendencia a reciclar estd en aumento, debe sefialarse que las tasas son
muy inferiores en plasticos que en otros materiales de envasado como vidrio, papel o
metales. Esto se debe a que, a pesar de los grandes avances tecnolégicos, factores como
el uso de una multitud de polimeros sintéticos diferentes y sus aplicaciones en
diferentes sectores dificultan enormemente el reciclado de estos productos. Por ello,
actualmente, el reciclaje de muchos polimeros resulta econdmicamente inviable frente
a la produccién de plastico nuevo, debido a los costes de recogida, separacion,
tratamiento y reprocesamiento de los residuos generados [38]. En 2019, se estimé que
solo el 9% de los envases de un solo uso llegaban a reciclarse, lo que resalta la gran
importancia de la gestién adecuada de estos materiales para evitar la generacién de MPs

[39].

2.3. Los microplasticos vy sus efectos sobre el medioambiente

La creciente presencia de estas particulas pldsticas en diferentes ecosistemas a
nivel mundial es actualmente un tema de gran preocupacion medioambiental. Debido a
las diferencias de sus patrones de comportamiento frente a plasticos de mayor tamafio,

sus implicaciones bioldgicas y ecolégicas siguen siendo desconocidas. La contaminacion
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de los MPs estd presente en todos los sistemas ambientales acuaticos, atmosféricos y
terrestres, que estan relacionados entre si a través de redes de conexion que influyen

en las tasas de retencion y en el flujo de las particulas [34, 42, 43].

Input via ships and
accidental spills

Figura 5: Interacciones de los micropldsticos en los sistemas acudticos [43].

En la actualidad la gran mayoria de los estudios sobre la contaminacion por MPs
se centran en los ambientes acuaticos, sobre todo marinos, asi como en las interacciones
de los MPs con los diversos ecosistemas de estos entornos. En la figura 5 se muestra una
visiéon global de dichas interacciones. Por su amplia extensiéon en las masas de agua
naturales, los micropldsticos pueden llegar a tener un gran impacto sobre la flora y la
fauna de estos medios. Ademas, los MPs son capaces de actuar como vectores para la
distribucién a largas distancias de metales pesados y contaminantes organicos de
diversa naturaleza que son adsorbidos sobre la superficie de las microparticulas,
sirviendo de este modo como sumideros para varios compuestos dafiinos e
incrementando su biodisponibilidad, transporte y toxicidad [25-27]. Por otra parte, los
mecanismos de degradacién de los plasticos en el medioambiente conllevan la potencial
liberacion de aditivos toxicos empleados en el proceso de manufacturacién [5]. Los MPs
también proporcionan un soporte adecuado para el desarrollo de biopeliculas
microbianas que contengan bacterias, algas u hongos, que podria ser la causa de la
dispersién a gran escala de patdégenos y genes de resistencia a compuestos

antimicrobianos [44].
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Debido a su pequefio tamafio, el zooplancton confunde los microplasticos con su
fuente de alimento natural, ingiriéndolos y provocando asi su entrada en la cadena
tréfica. Numerosos estudios en diferentes animales acuaticos (moluscos, peces, etc.)
concluyen que estos microcontaminantes pueden obstruir el tracto digestivo, afectar a
los patrones de reproduccidn, producir dafo en distintos drganos, debilitar e incluso
llegar a causar la muerte de los organismos estudiados [41, 45]. Por tanto, la
persistencia, ubicuidad y el incremento exponencial de la contaminacién por
micropldsticos puede tener a largo plazo un impacto enorme sobre la biodiversidad
marina y el equilibrio de los ecosistemas acuaticos, debido fundamentalmente a su
efecto dafiino sobre los productores primarios de la cadena alimenticia, lo que a su vez
puede afectar negativamente a la industria alimentaria, especialmente a la pesca y la

acuicultura [46, 47].

En cuanto a la presencia de los MPs en los habitats terrestres, se considera que
estos pueden conducir a la alteracidn de la geoquimica del suelo debido a su interacciéon
con la biota [48]. En concreto, se ha observado que son capaces de interactuar con
componentes orgdnicos del suelo, generando desequilibrios en los parametros
fisicoquimicos del suelo, y reduciendo el crecimiento y la productividad de las plantas
[49]. La fauna del suelo también puede verse impactada de forma perjudicial por estas
particulas, por ejemplo, se ha descrito en la bibliografia que los MPs afectan
negativamente al ciclo reproductivo, crecimiento y esperanza de vida de nematodos y
anélidos. Se supone que estos efectos son ocasionados por el dafio al ADN, los
mecanismos de toxicidad y bioacumulacién, la genotoxicidad, las alteraciones

metabdlicas y la neurotoxicidad, entre otros factores [50, 51].

Por ultimo, investigaciones recientes han detectado la presencia de MPs en la
atmadsfera, en areas tanto urbanas como rurales, y se ha visto que estas microparticulas
pueden ser transportadas en el aire, dispersandose a distancias muy largas desde su
origen y pudiendo llegar asi a los lugares mas remotos del planeta [52]. No obstante, la
contaminacién atmosférica con MPs es el aspecto menos investigado, a pesar de que los
microplasticos presentes en el aire pueden ser inhalados de forma directa, lo que

supone un riesgo grave para la salud. Entre los diferentes factores que influyen sobre su
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transporte atmosférico y su distribucién en ambientes terrestres y acuaticos, se puede
destacar la direccién del viento, las dimensiones y la morfologia de las particulas, las

precipitaciones, la actividad antropogénica y la densidad de la poblacién humana [53].

2.4. Los microplasticos v sus efectos sobre la salud humana

A pesar de que aun se desconocen cuales son los riesgos a largo plazo de la
exposicidén a los MPs en los humanos, existe un consenso sobre su potenciales efectos
nocivos sobre los seres vivos, debido fundamentalmente a varios factores como su
persistencia en el entorno o sus propiedades bioacumulativas [54]. Ademds, no solo son
peligrosas por la propia naturaleza de las particulas, sino que en muchos casos durante
el proceso de manufacturacion se pueden incorporar sustancias con propiedades
toéxicas, como los pigmentos afiadidos, ignifugos bromados, ftalatos o bisfenol A.
Asimismo, diversos compuestos tales como patdgenos, metales pesados o
hidrocarburos aromaticos policiclicos, pueden quedar retenidos sobre la superficie de

los MPs, que actian como intermediarios en el proceso de bioacumulacién [55, 56].
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Figura 6: Diferentes rutas de emisidn y exposicion de los seres vivos a los MPs [57].

En cuanto a los potenciales efectos de los MPs sobre la salud humana, existe aun
una brecha de conocimiento, ya que los estudios realizados sobre la toxicidad de estas

microparticulas en humanos estan todavia en desarrollo [40]. Los MPs tiene tres vias
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principales de entrada, mediante inhalacién, por la ingesta de alimentos o por contacto
dérmico con estas particulas, aunque la ingesta es la via mds importante de entrada de
los MPs en los seres humanos (Figura 6). Se estima que un ser humano llega a introducir

en su sistema entre 39.000 y 52.000 microplasticos cada afo [58].

Los MPs ingeridos pueden causar bloqueos del aparato digestivo, originando
respuestas inflamatorias y produciendo alteraciones en la microbiota. En cuanto a su
entrada por via aérea, la deposicion de las particulas en los pulmones depende de su
tamafio y su densidad. Los MPs menos densos y de menor tamafio se depositan en las
zonas mas profundas de los pulmones, generando inflamacién y la liberacién de factores
guimiotdcticos. En estudios recientes se ha detectado la presencia de estos
contaminantes tanto en tejidos pulmonares como en la corriente sanguinea en humanos
[59, 60]. Otros trabajos revelan la posibilidad de que los microplasticos puedan incluso
atravesar la barrera dérmica, donde una vez entran en contacto con las membranas
mucosas o al ser absorbidos, llegan a generar estrés oxidativo y citotoxicidad,
ocasionando respuestas inflamatorias, reacciones inmunitarias, y alteraciones
endocrinas y metabdlicas [45]. Se ha planteado que generan dafos en el ADN, pudiendo

incluso contribuir a la aparicién de diferentes canceres ( figura 7) [61-63].
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Figura 7: Origenes y efectos de los MPs en la salud humana [64].
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2.5. La biodegradacion de los micropldsticos

Inicialmente, la contaminacién por MPs se considerd una amenaza irreversible,
que podria conducir a un desequilibrio grave de los sistemas biolégicos, debido a la baja
degradabilidad y la imposibilidad de recuperar los fragmentos pldsticos una vez
introducidos a los ecosistemas. Sin embargo, investigaciones recientes estan poniendo
de manifiesto nuevas formas de remediar esta problematica, con el estudio de técnicas
como la biodegradacion, es decir, la eliminacion de las microparticulas mediante

procesos de degradacion bioldgica llevados a cabo por diferentes organismos [65].

Diferentes trabajos han demostrado la capacidad de algunos organismos
superiores para biodegradar plasticos, en concreto, las larvas de diversos insectos,
incluyendo ciertas polillas (Galleria mellonella L., Achroia grisella F.) y varias especies de
escarabajos pertenecientes a la familia Tenebrionidae (Tenebrio molitor L., Tribolium
castaneum H., Zophobas atratus F.) [66]. Por ejemplo, en un estudio llevado a cabo con
las larvas de Achroia grisella F., se alcanzaron porcentajes de degradacién de polietileno

de alta densidad del 70% en un periodo de 8 dias [67].

En los procesos de degradacién bioldgica por microorganismos, estos transforman
los polimeros organicos en diéxido de carbono, metano, agua, biomasa y sustancias
inorgdnicas como productos finales [68]. La gran superficie de los MPs favorece la
sedimentacidon y el crecimiento microbiano, de forma que actdan como nichos
ecoldgicos especificos para ciertos microorganismos capaces de emplearlos como
fuente de carbono [69]. Esto es posible gracias a la capacidad de diversas especies
microbianas de adherirse a la superficie de las particulas mediante el desarrollo de
biopeliculas, lo que permite la colonizacién de la superficie de los microplasticos. Esta
formacién de biopeliculas es indispensable no solo para la degradacion microbioldgica
de los MPs, sino también para promover la supervivencia de las colonias adheridas. Tras
la formacidn de las biopeliculas, se produce la liberacion de enzimas extracelulares, que
logran estimular procesos de oxidacién e hidrdlisis de los polimeros plasticos. No
obstante, estos enzimas solo son capaces de actuar sobre la parte accesible de los MPs,

por lo que la reaccién de degradacion es un proceso de erosién superficial, que puede
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tardar en iniciarse varios dias o incluso semanas. Los enzimas que han sido identificados
por su implicacion en el proceso degradativo pertenecen en su mayoria a las categorias
de oxidorreductasas, lipasas, esterasas y cutinasas, aunque, por lo general, una
degradacidon completa no se consigue con la accion de un Unico tipo de enzima, sino

mediante una combinacién de varios [69].

La transformacién biolégica de los MPs se ve notablemente afectada por las
condiciones ambientales, como la temperatura, la humedad, la luz, el pH, etc., que a su
vez influyen sobre las especies presentes en cada ecosistema. Ademas, existe en la
actualidad una enorme variedad de tipos de materiales plasticos, por lo que se debe
tener en cuenta la biodegradabilidad especifica de cada polimero. Los microorganismos
involucrados en este tipo de procesos han sido aislados e identificados a partir de
muestras de origenes muy variados, como suelos de manglares, vertederos, medios

acuaticos y aguas residuales industriales [70, 71].

Los microrganismos empleados en la bibliografia para la eliminacion de
micropldsticos de polietileno incluyen diferentes géneros de bacterias (Bacillus,
Rhodococcus, Pseudomonas, Comamonas..) y hongos (Fusarium, Penicillium,
Phanerochaete, Acremonium, Aspergillus...) y se describen porcentajes de eliminaciéon
de entre 4 y 100%, segun el caso analizado [69]. Por ejemplo, el hongo marino Zalerium
maritimun puede degradar hasta un 56% de microplasticos de polietileno en un periodo
de 28 dias [71]. Otro estudio sobre la degradacién de MPs de polietileno por un
consorcio de hongos, incluyendo las especies Penicillium simplicissimum, Curvularia
lunata, Alternaria alternata, y Fusarium sp. encontrados en un vertedero de China,

mostré una reduccién del peso inicial de plastico del 27% después de tres meses [72].

En la tabla 1 se recogen varios estudios llevados a cabo sobre diferentes bacterias
asociadas a la biodegradacién de microplasticos. La tabla muestra las especies
bacterianas empleadas para el ensayo de degradacion de MPs y otros materiales
poliméricos sintéticos, especificando la duracidon del ensayo y el porcentaje de
degradacion logrado. Tal y como puede observarse, no existe un Unico método para

analizar el proceso de biodegradacion de los MPs, sino que existen metodologias
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diversas para la determinacion de la eficacia de eliminacion de los materiales plasticos.
Para la obtencién de evidencias del proceso de degradacién, se analizan las propiedades
morfoldgicas, quimicas, térmicas y estructurales de los MPs a lo largo del tiempo, y para
ello se pueden utilizar técnicas microscépicas, métodos gravimétricos, etc. [73-75]. En
concreto, para el seguimiento de los cambios en la composicidon quimica, se emplean
técnicas como la espectrofotometria de Transformada de Fourier (FTIR) y la

cromatografia de gases acoplada a espectrofotometria de masas (GC-MS) [76, 77].

Debe sefialarse que en este TFM se analizara la biodegradacion de polietileno de
alta densidad. El HDPE es uno de los pldsticos mds empleados a escala mundial y hasta
un 40% de su produccién tiene como destino la elaboracién de productos plasticos de
un solo uso, como, por ejemplo, los envases alimentarios [78]. Debido a su peso
molecular elevado, este tipo de material no se encuentra directamente disponible para
ser asimilado como fuente de carbono por los microrganismos, sino que primero debe
ser degradado hasta compuestos de menor tamafio. Por lo tanto, para utilizar este
polimero, las células deben primero adherirse a la superficie del plastico para causar la
rotura de las cadenas de polietileno hasta reducir su tamafio, ya sea mediante excrecién
de enzimas extracelulares o proteinas de membrana cataliticas. Estos compuestos se
van a ver posteriormente sometidos a diferentes transformaciones quimicas,

incluyendo la formacién de nuevos grupos moleculares y la escisidon de enlaces [79].
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Tabla 1: Bacterias aisladas y consorcios bacterianos asociados a la degradacion de micropldsticos.

Especies aisladas/consorcio

Tipo de microplastico Duracion del

Porcentaje de

Métodos de deteccion Autor y fecha de

experimento degradacion total de biodegradacion publicacién
No especificado Poliolefinas 33 dias 100% FTIR, EDS, Liu et al, 2023 [77]
espectroscopia Raman
Lysinibacillus sp. PP, PE 26 dias 4% (PP) CG-MS, SEM Jeon et al, 2021 [75]
9% (PE)
Consorcio microbiano HDPE, LDPE 60 dias 14.7% FE-SEM, analizador Park et al, 2019 [76]
(Bacillus sp. Y Paenibacillus sp.) termogravimétrico,
GC-MS, FTIR
Cupriavidus neactor 21 dias 33.7% Gravimetria, SEM, Montazer et al, 2018
GC-MS [80]
Consorcio microbiano LDPE, HDPE, PES 90 dias 47% (LDPE), FTIR, SEM, AFM Skariyachan et al
(Aneurinibacillus sp. y Brevibacillus 58% (HDPE) 2018 [81]
sps.) 56% (PES)
Bacillus gottheilii PE, PET, PP, PES 40 dias 6.2% (PE) FTIR, SEM, gravimetria Auta et al, 2017 [82]
3.0% (PET)
3.6% (PP)
5.8% (PES)
Chelatococcus sp. E1 LDPE 80 dias 44.5% FTIR Jeom y Kim, 2013 [83]
Nitrosomonas y Nitrobacter sp, HDPE, PP 90 dias 15%-20% (HDPE) Gravimetria Muenme et al, 2016
Burkholderia sp.y 5%-9% (PP) [73]
Pseudomonas sp.
Microbacterium paraoxydans y PE (pretratado) 60 dias 61% (M. paraoxydans), Gravimetria, FTIR Rajandas et al, 2012

Pseudomonas aeruginosa

50.5% (P. aeruginosa)

[74]

FTIR= Espectrofotometria de Transformada de Fourier, AFM= Microscopio de fuerza atémica
FE-SEM= Microscopio electrénico de barrido de Emisidon de campo, EDS= Espectrémetro de dispersidn de energia, GC-MS = Cromatografia de gases acoplada

a espectrofotometria de masa
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Este TFM se centra especificamente en los procesos de biodegradacion de
micropldsticos por accién bacteriana, empleando, en concreto, la especie Comamonas
testosteroni. Esta bacteria es un bacilo gram negativo perteneciente al género
Comamonasy a la familia Comamonadacea (antiguamente clasificada dentro del género
Pseudomonas), que recibe su nombre debido a su capacidad de emplear testosterona
como fuente de carbono [84]. C. testosteroni se caracteriza por su amplia distribucion
en el medioambiente, y por su elevada capacidad de resistencia en ambientes hostiles
durante largos periodos de tiempo [85]. Esta especie ha sido aislada e identificada en
suelos, organismos saprofitos acuaticos y organismos vegetales, y rara vez ha sido

descrita como patégeno en humanos [86].

Su elevada capacidad para degradar compuestos sintéticos como los plasticos fue
inicialmente descrita al aislar una cepa capaz de degradar un detergente de ropa. Un
descubrimiento reciente acerca de esta bacteria es su capacidad para emplear una ruta
metabdlica que le permite obtener los nutrientes necesarios a partir de moléculas
plasticas y de otras moléculas complejas, como la lignina. De este modo, esta especie es
capaz de degradar las largas cadenas de carbono presentes en las moléculas de pldstico
y, ademads, se han identificado varias rutas metabdlicas en esta bacteria cuya activacion
podria tener aplicaciones industriales importantes por los productos finales generados.
Estos estudios recientes muestran el enorme potencial de Comamonas testosteroni que
podria ser una opcidn futura para un sistema eficiente de reciclaje de plasticos a gran
escala, asi como para la generacién de nuevos compuestos de interés biotecnolégico

[87, 88].
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Obtencion de los micropldsticos modelo

El polimero seleccionado para llevar a cabo los ensayos fue el polietileno de alta
densidad (HDPE). Este tipo de plastico se seleccioné debido a varios factores, como su
uso extendido en la produccion de envases alimentarios. Diferentes estudios detectaron
la presencia de micropldsticos en muestras de heces humanas y el HDPE fue el polimero
predominante, cuyo origen puede provenir del contacto directo entre los envases de
plastico y los alimentos [89]. Ademas, este tipo de polimero aparece con gran frecuencia
en aguas residuales urbanas, ya que debido a su baja densidad tiende a flotar sobre el
agua, dificultando su separacion mediante los procesos de sedimentacién

frecuentemente empleados en el tratamiento de dichas aguas [90].

Los microplasticos se prepararon a partir de tapones de HDPE de un envase
alimentario comercial, en concreto de una botella de leche fermentada liquida. Durante
todo el TFM, se utilizd siempre este material de partida a fin de mantener la
homogeneidad en el tipo de plastico seleccionado, para asi evitar posibles variaciones
en los resultados causados por otros compuestos empleados como aditivos, por
ejemplo, los colorantes, durante el proceso de manufacturacién, ya que podrian tener
potenciales efectos toxicos sobre los microorganismos. Estos pldsticos se trituraron con
un molinillo multifuncién de alta velocidad (High speed multifunction GRINDER, HC-150)
a una velocidad de 28000 rpm en intervalos de un minuto, dejando cinco minutos de
reposo entre los intervalos para evitar asi el sobrecalentamiento del plastico. Tras dejar
gue se asentara el polvo fino formado, se tamizé el producto resultante y se recogié la
fraccién de micropldsticos con un tamafio entre 100-250 um. Se selecciond este rango
de tamafios ya que la tasa de biodegradacion aumenta a medida que disminuye el
tamafio de las particulas debido al consecuente aumento del drea superficial, facilitando
el estudio del proceso de degradacién en tiempos mds cortos en MPs de menor tamaino
como los escogidos aqui [91]. Ademas, diversos estudios han encontrado que la mayoria
de los MPs que se detectan en muestras de diferente medios naturales se encuentran
en este rango de tamanos, lo que hace que particulas de estas dimensiones sean objeto
de investigacion en diferentes ensayos de degradacion [92, 93]. En la figura 8 se puede
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observar el material empleado en el proceso de obtencidn de los MPs utilizados como

modelo en este TFM.

Figura 8: Material empleado para la obtencion de los micropldsticos empleados como modelo. Se
muestran los tapones de HDPE procedentes de un envase alimentario (a), el molinillo empleado para
su trituracion (b) y los tamices de diferentes tamanos de malla para separar la fraccion de MPs de
100-250 um.

Posteriormente se llevd a cabo la esterilizacidn de los microplasticos. Para ello, se
dejaron sumergidos en etanol al 70% en una cabina de flujo laminar hasta que se
evapord por completo y, una vez secos, se almacenaron en un recipiente estéril cerrado

hasta su utilizacion [76].

3.2. Ensayos de biodegradacién

Los ensayos de degradacién fueron llevados a cabo con la bacteria Comamonas
testosteroni NCIMB 8955, cepa suministrada en forma de liéfilo por la Coleccién
Espafiola de Cultivos Tipo (CECT). Los ensayos se realizaron por duplicado y trabajando

siempre en condiciones estériles.

Para preparar el pre-indculo, se tomaron con un asa de siembra dos o tres colonias
de C. testosteroni cultivada en una placa Petri de Nutrient Broth (anexo ) y se inocularon
en 50 mL de Nutrient Broth, que se incubé durante 24 horas a 200 rpm y 302C. Una vez
observado crecimiento (turbidez) en el pre-indculo, se prepararon seis matraces

Erlenmeyer de una capacidad de 1L con 300 mL del mismo medio, a los que se

26



adicionaron 600 puL del medio crecido con la bacteria y 150 mg de microplasticos
previamente esterilizados (para alcanzar la concentracion final deseada de 500 mg/L).
Los matraces se mantuvieron en agitaciéon constante a 200 rpm y a 302C durante los

ocho dias que duraron los ensayos.

A fin de seguir el proceso de degradacién, se tomaron muestras periddicamente.
Durante el seguimiento, los matraces a partir de los cuales se tomaron las muestras se
alternaron con el fin de extraer el mismo volumen de cada matraz, para asi evitar
posibles errores experimentales. La figura 9 muestra un esquema de la metodologia

experimental seguida en los ensayos de degradacion, asi como de la toma de muestras.

Inoculacion

I

Seguimiento de la biodegradacién de los microplasticos

C. testosteroni

i

dia 8

Seguimiento de:

Cantidad de MPs
Azlcares totales
Crecimiento del
microorganismo
pH

Crecido 24
horas en medio
enriquecido a 30

°Cy 200 rpm

300 mL caldo nutritivo + 150 mg MPs

Figura 9: Metodologia experimental de los ensayos de degradacion de micropldsticos por
Comamonas tesosteroni en Nutrient Broth con una concentracion inicial de micropldsticos de HDPE

de 500 mg/L.
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3.3. Andlisis gravimétrico de los MPs

Para seguir el proceso de degradacién, se empleé un método gravimétrico, una
técnica ampliamente usada en estudios de degradacién de plasticos [73, 74, 82, 94]. Este
procedimiento requiere un paso previo de eliminacidon de la biomasa formada y un
lavado intenso de los microplasticos. Para ello, se tomaron muestras por duplicado de
20 mL de los matraces en tubos Falcon estériles en varios momentos a lo largo de la
fermentacion y se conservaron a -42C hasta su posterior analisis. A cada tubo se adicioné
un volumen de 20 mL de peréxido de hidrégeno a una concentracion del 30%. Se
transfirieron los tubos cerrados a un bafio de agua a 602C durante 45 minutos, y, una
vez transcurrido ese tiempo, se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Una vez frias,
las muestras se filtraron sobre papel de filtro Whatman™ de grado 1, con un didmetro
de poro de 11 um, y se dejaron secar sobre placas de Petri abiertas en una estufa a 602C
durante 24 horas. Una vez secas, las placas con los filtros se transfirieron a un desecador
durante un minimo de 10-15 minutosy se pesaron en una balanza de precisién Sartorius
analytic (Sartorius, Alemania). La cantidad de MPs degradados se obtiene por diferencia

de pesada tomando como referencia la concentracion de MPs en la muestra inicial.

Este método empleado para detectar la degradacion de los microplasticos se
verificd llevando a cabo el proceso anteriormente descrito con una cantidad conocida
de MPs. Para ello, se prepararon por triplicado unos tubos Falcon estériles con el mismo
medio de cultivo, pero sin adicionar el indculo, y se pesaron cantidades conocidas de
MPs en cada uno. Después se filtraron, se secaron y se pesaron usando el mismo método
y se determiné el porcentaje de recuperacion de MPs. El porcentaje de reducciéon de la

masa de los MPs se calculé mediante la siguiente férmula:

masa final )

Pérdida de masa (%) = (masa inicial — x 100; (1)

masa inicial

Los MPs filtrados procedentes de las muestras tomadas a distintos tiempos, se
guardaron en placas Petri selladas para su visualizacién bajo el estereomicroscopio vy el
SEM para el andlisis de su morfologia, asi como para analizar su estructura mediante

FTIR.
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3.4. Cinética de degradacion de los MPs

En los ensayos de degradacién, la velocidad de reaccion se obtuvo a partir de los
datos experimentales. En este caso, el Unico parametro que se tuvo en cuenta fue la
concentracion del polietileno, y se determind la cinética de reaccién de primer y
segundo orden con respecto a esta concentracion. La cinética de primer orden de
degradacidon de los MPs se calculd a partir de la siguiente expresién:

-=K-§ (2)

A partir de la ecuacién previa, e integrando con respecto al tiempo, se obtuvo la
siguiente expresion que, al representarse graficamente, si la cinética es de primer orden,
se obtendrd una linea de tendencia cuya pendiente es la constante cinética de

degradacion (K) (3).

s
—ln(—)=K-t (3)
S0
También se empled la ecuacién para una cinética de segundo orden:
—1, = K- §? (4)
En este caso la siguiente ecuacion puede emplearse para la regresion lineal:
11
-——=K-t (5)
S S
Donde Sy Sp son las concentraciones del sustrato, en este caso el HDPE, en un momento

dado y a tiempo inicial, respectivamente, y t es el tiempo es expresado en dias.

3.5. Crecimiento de Comamonas testosteroni

Para seguir el crecimiento de la bacteria y analizar los efectos de los microplasticos
sobre este, se determinaron las unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL)
mediante el recuento en placa. Para obtener muestras representativas de las bacterias
adheridas a los MPs y en suspension en el medio de cultivo, se pesé en condiciones
estériles un gramo del medio de cada matraz en una bolsa estéril y se mezclé con 9 mL
de una disolucion de cloruro de sodio (NaCl) al 7%, que se llevé a un homogeneizador
de laboratorio STOMACHER® 80 BIOMASTER (Seward, Reino Unido) para separar las
bacterias de la superficie de las microparticulas. A partir de esta dilucién inicial, se

realizaron las diluciones seriadas necesarias para obtener una concentracién adecuada
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de UFC/ml para el recuento en placa. Estas placas se prepararon con Nutrient Broth y

agar (20 g/L) (Anexo 1), y tras realizar las siembras se incubaron a 37 °C durante 24 horas.

Para estudiar el posible efecto de los MPs de HDPE sobre C. testosteroni, se realizd
una curva de crecimiento de la bacteria en Nutrient Broth, en varios matraces
Erlenmeyer de 500 mL, cada uno con un volumen de caldo de cultivo de 100 mL, en las
mismas condiciones descritas en el apartado anterior, pero sin anadir microplasticos. Se
tomaron medidas de la densidad o6ptica a 600nm (DOeoonm) empleando el
espectrofotémetro de ultravioleta-visible GENESYS (Thermoscientific, EE. UU.) a lo largo
del tiempo hasta alcanzar la fase exponencial de crecimiento. Para medir la absorbancia

se tomaron volumenes de 2 mL, y para el blanco se empled medio de cultivo sin inocular.

También se calcularon las tasas de crecimiento especificas maximas (Umax) de la bacteria

en Nutrient broth con y sin MPs. Esta tasa se obtuvo a partir de la siguiente férmula:

Z—}; = umax - X (6)

A partir de la expresion previa, se obtuvo la siguiente ecuacién empleada para la

regresion lineal:

Ln (Xio) = umax -t (7)

Donde X y Xo son las concentraciones del microorganismo en un momento dado y a

tiempo inicial, respectivamente, y t es el tiempo expresado en horas.

3.6. Determinacion de los azUcares totales

Para el seguimiento de los azUcares totales durante los ensayos de degradacién se
empled el método fenol-sulfhidrico [95]. En primer lugar, se prepard una curva de
calibracion usando cinco muestras patron con concentraciones conocidas de glucosa
entre 20 mg/L y 100 mg/L. A partir de estas disoluciones se tomaron 0.5 mL, a los que
se afiadieron 1 mL de fenol al 5% y 2.5 mL de acido sulfurico al 96%. Tras mezclar por
inversién los tubos, la mezcla se dejé reaccionar durante 45 minutos y se midieron las
absorbancias por triplicado a una longitud de onda de 492 nm, empleando un

espectrofotémetro HACH DR/2400 (Hach, Estados Unidos).
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Estas medidas de las absorbancias a 492 nm de las disoluciones patrén se
representaron frente a la concentracién de glucosa en ppm (mg/L), donde se obtuvo la
siguiente ecuacion de la recta de calibrado; y =0.0152-x + 0.0513, con un

coeficiente de terminacién de R? = 0.9954" que se muestra en la figura 10.

18
16
1.4

1.2

0.6 y=0.0152x + 0.0513
04 n R? = 0.9954

Absorbancia a 492 nm
o

20 40 60 80 100
Glucosa (ppm)

Figura 10: Curva de calibracion de la concentracion de glucosa frente al tiempo.

A partir de la ecuaciéon de la curva de calibracion se realizé el cdlculo de las
concentraciones de azucares durante el experimento a partir de las medidas obtenidas
de la absorbancia de las muestras. Para ello, durante los ochos dias, se tomaron por
duplicado muestras de un volumen de 5 mL en tubos estériles Falcon que se
almacenaron a -42C hasta su analisis. Para la preparacion de las muestras, estas se
diluyeron con agua destilada empleando una relacidon volumétrica 1:10 de la muestra.
Siguiendo el método descrito previamente, se midieron las absorbancias de estas
muestras a la misma longitud de onda, y empleando la ecuacién de la recta de

calibracién se determind la concentracidon de azucares totales en el medio.
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3.7. Andlisis de la morfologia y estructura guimica de los micropldsticos:

estereomicroscopia, microscopia electrénica de barrido (SEM) vy FTIR

El andlisis de la morfologia de los microplasticos se realizd mediante un
estereomicroscopio Leica M205FA de la unidad de Microscopia Fotdnica y Proceso de
Imagenes de la Universidad de Oviedo. Las muestras de los microplasticos que fueron
analizados se obtuvieron tras la eliminaciéon de los microorganismos mediante el
proceso previamente descrito empleando peréxido de hidrégeno, y tras dicho
tratamiento, los MPs quedaron retenidos sobre papel de filtro que se observd
directamente en el equipo. Para el andlisis se tomaron muestras iniciales, en un punto
intermedio (dia 5) y al final del experimento (dia 8). El analisis con este
estereomicroscopio semiautomatico se realizé con un objetivo 5x (a una distancia de
trabajo de 19 mm), empleando una luz de reflexiéon generada por un anillo de LED con
iluminacidon completa. En la figura 11.a se muestra una fotografia del equipo empleado

para tomar estas imagenes.

Figura 11: Estereomicroscopio Leica M205FA a) microscopio electronico de barrido JEOL, JSM5600b)

Con el fin de obtener imagenes tridimensionales para la observacién de la
morfologia superficial y las posibles modificaciones sufridas por los MPs por accién de
los microorganismos, se llevd a cabo un analisis con un microscopio electrdnico de
barrido JEOL, JSM5600 (JEOL Ltd., Japdn), (figura 11.b). Para ello se prepararon dos tipos
de muestras; la primera para la visualizaciéon de las biopeliculas de Comamonas
testosteroni adheridas a los MPs, para la cual se tomaron muestras los dias 5y 8. El

segundo tipo de muestras se tomo para la realizacidn de una comparacidn estructural y
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de la composicién de los MPs a lo largo del experimento, tomando muestras iniciales
(con y sin el tratamiento con peréxido de hidrégeno), una intermedia (dia 5) y una final
(dia 8). Para ambos ensayos las muestras se filtraron usando filtros de fibra de vidrio

(Cytiva GF/F Whatman™, China) con un tamafio de poro de 0,7 um.

Para la visualizaciéon de los microorganismos adheridos a la superficie de los
microplasticos, fue necesario llevar a cabo su fijacién empleando glutaraldehido al 6%
en un tampodn fosfato 0,025 M (K2HPO4/KH2PO4) a un pH de 7.7. Para ello, se mezclaron
volumenes iguales de la muestra y la solucién de glutaraldehido para preservar los
microorganismos adheridos hasta el ensayo SEM. Posteriormente, para eliminar el
glutaraldehido, se realizaron tres lavados de 15 minutos con la disolucidon tampdn. A
continuacion para eliminar el contenido en agua de la muestra y asegurar una
destrucciéon minima de las células, se siguié un protocolo de deshidratacién empleando
etanol [96]. Se utilizaron soluciones de etanol en concentraciones crecientes que se
dejaron actuar durante 15 minutos; 20%, 40%, 60%, 80% etanol y dos deshidrataciones

finales con etanol absoluto (100%).

Para las muestras de microplasticos sin microorganismos, se siguié el
procedimiento previamente descrito con perdxido de hidrégeno para obtener los MPS
lavados. Estos se dejaron sumergidos sobre los filtros de vidrio en etanol 70% durante
20 minutos, y posteriormente se llevaron a una estufa a 50 °C durante 24 horas para
asegurar la deshidratacidn completa. Todas las muestras se mantuvieron en placas Petri
selladas usando parafilm hasta la visualizacién bajo el microscopio. Antes de la
visualizacidn bajo el SEM, las muestras deben cumplir dos condiciones para obtener la
resolucién deseada; deben estar completamente secas y ser conductoras. Para ello, las
muestras previamente deshidratadas se sometieron a un proceso de metalizacién
mediante pulverizacién en frio de oro. Ademas de realizarse un estudio morfoldgico, se

llevd a cabo un analisis de la composicién de las muestras mediante EDX.

Para la caracterizacién de los microplasticos en funcion de su composicién
quimica, se empled la microespectroscopia infrarroja (FTIR) y los andlisis fueron llevados

a cabo por la Unidad de Espectroscopia Molecular de la Universidad Auténoma de
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Madrid (UAM). Se tomaron medidas por triplicado de los MPs lavados siguiendo el

protocolo mencionado con anterioridad a tiempo inicial, en un punto intermedio (dia 5)

y a tiempo final (dia 8).

El equipo utilizado para el andlisis fue un espectrofotémetro FTIR Spotlight 200i
de Perkin Elmer (Figura 12) que trabaja en condiciones ambientales en los modos de
Transmisién, Reflexidn y Reflectancia Total Atenuada en el rango del infrarrojo medio
entre 4.000-550 cm™. El método de andlisis consiste en preparar soportes transparentes
a la radiacidn infrarroja (pastillas de KBr), depositar las muestras sobre ellos mediante
el uso de una lupa y proceder a su analisis por transmisién en el sistema de microscopia
infrarroja. El espectro de infrarrojo generado es analizado, de forma automatica,
comparando los resultados obtenidos con una base de datos almacenada en dicho

equipo que contiene aproximadamente 36.000 espectros de compuestos diferentes.

Figura 12: Espectrofotémetro FTIR Spotlight 200i de Perkin ElImer
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion de los microplasticos de HDPE

La figura 13 muestra la morfologia y el tamafio de los microplasticos de polietileno
de alta densidad obtenidos a partir de los envases alimentarios siguiendo el protocolo
descrito en la seccidn 3. Estas imagenes obtenidas con el estereomicroscopio muestran
MPs con un rango de tamafios iniciales entre 100 y 250 um. Como se puede observar en
la figura, los plasticos presentan tamafios y formas muy heterogéneos entre si, tanto al
inicio del experimento (13.a), como al final (13.b y 13.c). En cuanto a su morfologia, los
MPs tienen mayoritariamente forma de fragmentos con superficies irregulares, ademas
de algunos MPs con aspecto mas fibroso. Las formas de los MPs obtenidos coinciden
con los tipos de micropldsticos encontrados con mayor frecuencia en diferentes medios.
En un estudio realizado sobre la costa de Tarragona, Espaiia, se observd que los
microplasticos mds abundantes tiene forma de fibras (60%-93%) y fragmentos (5%-35%)
[97]. Otro estudio realizado en el rio Clyde, Escocia, encontré que los fragmentos
contribuyen al 67% del total y las fibras a un 18.5% [98]. En cuanto a los tamafios mas
frecuentes de los MPs encontrados en diferentes habitats, la gran mayoria de MPs
encontrados tiene un tamano comprendido entre 100 um y 500 um [99-101]. Por ello,
los MPs obtenidos mediante esta metodologia pueden ser adecuados para considerarse

como un modelo de los MPs encontrados en medios naturales.

Al comparar las muestras de los microplasticos antes y después del tratamiento,
no se observaron diferencias significativas bajo el estereomicroscopio. La coloracidn
morada observada de los MPs proviene del colorante empleando en la fabricacién de
los envases alimentarios utilizados como material de partida. La caracterizacion del
plastico por su color es un dato que se incluye en muchos estudios sobre la
contaminacién por MPs. Analisis sistematicos de la deteccién de MPs revelan que los
colores mas abundantes son blancos y transparentes (47%), amarillos y marrones (26%)
y de tonos azules y parecidos (9%), donde se podrian incluir los MPs estudiados [102].
Los pigmentos contenidos en los MPs pueden influir sobre la absorcion de luz, asi los

pigmentos de tonos azules absorben la luz de longitud de onda larga con menor energia.
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De esta forma la energia transmitida a los plasticos azules es superior que con otros

colores, y consecuentemente el fotoenvejecimiento es superior [103].

Cabe aiadir que debido a la falta de categorias estandarizadas establecidas para
la clasificacién de los MPs en base a su forma, color y tamafio, resulta muy dificil la
comparacion de los resultados presentados por diferentes autores [104]. Estas
variaciones entre estudios de la materia de partida tienen un gran efecto sobre el ensayo
de degradacion de MPs, y es una de las posibles explicaciones de las grandes diferencias

observadas en los resultados obtenidos, por lo que debe tenerse en cuenta.

Figura 13: Imdgenes de la morfologia, tamafio y color de los micropldsticos de HDPE obtenidas con
el Estereomicroscopio Leica M205FA. La barra representa Imm a), 0,5 mm b) y 0,3 mm c).

4.2. Biodegradaciéon de los MPs de HDPE

Para el analisis del proceso de biodegradacidon de los MPs por parte de C
testosteroni, se ha determinado la pérdida de masa de HDPE a lo largo del tiempo que
duré el experimento de degradacion. En la figura 14.a se muestra la evolucién de la masa

residual de los MPs frente al tiempo expresado en dias.

En el grafico se observa que, durante los primeros dias del experimento, la
concentracion de microplasticos fue ligeramente superior a la concentracién inicial. Este
error experimental puede ser explicado por la densidad del polietileno, que se
encuentra entre 0.930y 0.970 g/mL. Asi, al tener una densidad menor a la del medio de
cultivo tiende a flotar y dispersarse sobre la superficie, por lo que es posible que, a pesar
de homogeneizar los matraces antes de tomar la muestra, la muestra tomada de la parte
superficial tenga una concentracién ligeramente superior a la real. En cualquier caso, el
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error cometido respecto a la cantidad inicial es de un 5%, por lo que se considera que la

toma de muestra fue realizada de forma adecuada.

La formacidn de una biopelicula puede influir sobre las caracteristicas del material
plastico, como su hidrofobicidad y su flotabilidad, ya que modifica la relaciéon
volumen:densidad [105, 106]. Con el aumento resultante de la densidad relativa de los
MPs superando la del medio en el que se encuentran sumergidos, las particulas tienden
a moverse hacia abajo, y como consecuencia del aumento de profundidad y
consiguiente incremento de la presién, los MPs entran en equilibrio de densidad con el
medio y permanecen en suspension [107]. Este proceso de formacién de la biopelicula
puede llegar a tardar hasta varios dias [108], lo que podria ser una posible explicacién
de lo que se observa durante los primeros dias en los ensayos de degradacién. En ambos
experimentos duplicados, la concentracién de los MPs mostré la misma tendencia a
disminuir a partir del cuarto dia de incubacion. La reducciéon de la masa final de los
microplasticos fue de un 12.30 £ 0.82 %, y no se obtuvieron diferencias estadisticas entre

los resultados de los experimentos | y Il
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Figura 14: (a) Seguimiento de la masa residual de los micropldsticos. La concentracion se expresa en
mg/L frente al tiempo en dias, para los experimentos | y Il. (b) Grdfico de barras comparando el
porcentaje de degradacion al cabo de 8 dias en los exp. | 'y Il (con C. testosteroni) y control (sin C.
testosteroni). Las barras de error indican las desviaciones estdndar.

Con el fin de comprobar que la disminucidon observada en la masa de MPs era

debida a la accidon de C. testosteroni, de manera paralela se llevd a cabo otro
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experimento en idénticas condiciones, pero sin inocular la bacteria. En este experimento
control se obtuvo una medida muy aproximada a la inicial, con una recuperacién del
99,2% de los MPs iniciales. El analisis estadistico de los grupos control y experimentales
muestra una diferencia estadistica, con un P-valor de 0.015, por lo que la pérdida de
masa observada es significativa, indicando la biodegradacion experimentada por los
MPs (figura 14.b). Todos los andlisis estadisticos fueron realizados con Microsoft Excel.
mediante una prueba t de Student para muestras independientes con un nivel de

confianza P < 0.05.

Varios estudios reportan diferentes eficacias de reduccién de la masa de MPs de
PE en base a su area de superficie, las especies o consorcios estudiados y las condiciones
de cultivo. En un estudio se observé una degradacion de MPs de HDPE de entre un 12y
15% al cabo de 14 dias, trabajo en el que se empled la bacteria Arthrobacter sp. GMB5
[109]. Otro trabajo de tres semanas de duracién observé una reduccién del 33.7% de los
MPs de polietileno empleando la bacteria Cupriavidus necdtor [80]. Incluso se pudo
observar una degradacién del 100% en MPs de poliolefinas (PE y PP) durante un periodo
de 33 dias, empleando una concentracion de 0.11 mg/L de MPs, aunque no se especifica
el microorganismo empleado [77]. Por otra parte, también se han realizado ensayos de
degradacion durante periodos de tiempo mucho mas largos que el estudio realizado,
incluso de hasta 3 meses [73, 81]. La gran cantidad de factores que influyen sobre la
degradacion de los MPs, como el tiempo de incubacion, tamafio y concentracién de los
MPs y los microorganismos usados, dificulta enormemente la comparacién de ensayos

entre si.

En cuanto a ensayos de degradacién realizados con la bacteria Comamonas
testosteroni aqui empleada, actualmente existe escasa informaciéon documentada. En
un estudio sobre su capacidad de degradacién de MPs de PET, se observo que la bacteria
era capaz de reducir de forma importante el diametro de los MPs en 48 horas, de 7.3
pum a 1.58 um, demostrando el gran potencial degradativo del microrganismo. Estos
datos, sin embargo, contrastan con lo aqui obtenido, ya que no se observd ninguna
degradacidn hasta el cuarto dia de cultivo, aunque este hecho puede deberse a las

diferencias de tamafio de los MPs, entre otros factores [110].
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Los datos obtenidos del andlisis gravimétrico de los microplasticos se trataron para
determinar la constante de velocidad de la degradacién de los microplasticos de HDPE
siguiendo una cinética de primer y segundo orden, con el fin de determinar a qué orden
se ajustan mejor los datos experimentales. Esta determinacidn se basd en los datos
comprendidos entre el dia 5 y el final del experimento, ya que fue a partir de este punto
donde se observé la degradacién de los MPs. Esta observacién coincide con lo
documentado por otros estudios, que observaron degradacion significativa de MPs de
polietileno entre el tercer y el sexto dia por una especie de Streptomyces [111].
Empleando las ecuaciones 3 y 5 mostradas previamente se obtuvo las rectas mostradas
en la figura 15, donde se representa el logaritmo de la concentracién de los MPs (S)
frente al tiempo, a partir de la cuales se determinaron las constantes de velocidad para

cada orden cinético.
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Figura 15: Cinética de degradacion de los MPs de la media de los experimentos I y Il. (a) Cinética de
primer orden y (b) cinética de segundo orden.

En la tabla 2 se muestra una comparacion entre los resultados de la cinética de
primer y segundo orden. El modelo con la mejor capacidad de predecir el
comportamiento de biodegradacién puede estimarse mediante el valor de R?, de forma
gue, como se puede ver, el modelo de primer orden se ajusta mejor a los resultados

experimentales, lo que coincide con lo observado en otros estudios [110, 111].
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Tabla 2: Constantes para la biodegradacion de MPs para cinéticas de primer y sequndo orden

Primer orden Segundo orden
K (dias™1) R? K (L-mg~!-dias™1) R?
29.9:103 0.9617 6.67:10° 0.9573

4.3. Crecimiento de Comamonas testosteroni

Para el estudio del crecimiento de la bacteria C. testosteroni y el efecto sobre este
de los MPs, se llevd a cabo una comparacion entre la curva de crecimiento en el medio
de cultivo Nutrient Broth (sin MPs) y su crecimiento durante el ensayo de degradacién

con el mismo medio de cultivo y 500 mg/L MPs.

La figura 16 muestra la curva de crecimiento de la bacteria en el medio con los
MPs en base logaritmica. Se observa que se produce crecimiento aproximadamente
hasta el cuarto dia, con un aumento de 4 unidades logaritmicas. Le sigue una fase
estacionaria, donde la velocidad de muerta compensa al crecimiento, y a partir del sexto

dia la concentracidn de bacterias viables comienza a disminuir lentamente.
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Figura 16: Crecimiento de C. testosteroni durante el ensayo de degradacion. Se representa el
logaritmo de las unidades formadoras de colonias por mililitro frente al tiempo en dias para los
experimentos |y Il.

40



En la figura 17 se muestra la curva de crecimiento de la bacteria sin MPs durante
las 50 primeras horas tras su inoculacidn. En este caso, el crecimiento ha sido seguido
midiendo la densidad dptica (DO) a 600 nm. Como se observa en el grafico, la bacteria
estd en crecimiento exponencial hasta aproximadamente la hora 11. A partir de este
punto el crecimiento muestra una fase prolongada de desaceleracién hasta
aproximadamente las 30 horas, donde se alcanzé la fase estacionaria. No se observa
fase de muerte, si bien se debe tener en cuenta que la medida de la DO no permite

diferencia las bacterias viables de las no viables.
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Figura 17: Curva de crecimiento de C. testosteroni en caldo nutritivo Il expresada como el logritmo de
la densidad dptica medida a 600nm (OD600) frente al tiempo en horas.

Al comparar ambos graficos, se observa que durante los experimentos la
concentracion maxima de microorganismos no se alcanza hasta el dia 4, mientras que
en la curva de crecimiento de la figura 17 se alcanza la fase estacionaria poco después
de haber transcurrido 1 dia desde la inoculacién. Esto indica que los MPs tienen algun

efecto que cause el retraso del crecimiento de la bacteria.

Se determinaron las tasas de crecimiento especificas maximas de los
microorganismos (Umax) para ambas condiciones. En la figura 18 se muestran las
representaciones graficas de los datos durante las fases de crecimiento exponencial

empleando la ecuacidn (7) mostrada previamente. Como se puede observar a partir de
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la pendiente de las rectas obtenidas, la tasa de crecimiento especifica es mucho mayor
en el medio sin los MPs (18.a) que en la incubacién con las particulas (18.b), siendo pmax

=0.2149 hly umax= 0.0868 h! respectivamente.
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Figura 18: Representacion grdfica del crecimiento de C. testosteroni frente al tiempo para la
obtencion de la tasa de crecimiento especifica mdxima. Para el crecimiento sin (a) y con (b) MPs.

A partir del dia seis se observa en ambos ensayos realizados con MPs el
decrecimiento del numero de bacterias. En los procesos bioldgicos, muchos estudios
encuentran que la degradacidn del pldstico produce una rapida liberacidén de sustancias
téxicas que impiden de forma marcada el crecimiento de los microorganismos [44]. En
los cultivos mixtos o consorcios bacterianos no es un problema tan notable al ser
capaces de eliminar los metabolitos téxicos producidos. Esto podria explicar el
comportamiento aqui observado, ya que el momento en el que los microorganismos

dejan de crecer coincide con el inicio de la degradacion de los MPs (figura 14).

4.4, Consumo de azucares

En la figura 19 se muestra la evolucién de los azlcares totales presentes en el
medio de cultivo expresados en mg/L frente al tiempo. Como se observa en el grafico,
los azlUcares muestran una rdpida reduccion a partir de los primeros dias del
experimento, hasta aproximadamente el dia 5, a partir de donde comienzan a disminuir
de forma mucho mads lenta. Al comparar los azlcares presentes en el medio con la
cantidad de micropldsticos, se observa que la degradacion de estos se inicia
aproximadamente a partir del cuarto dia de la incubacién. Es decir, el consumo de
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azucares comienza a ralentizarse coincidiendo aproximadamente con el inicio de la
degradacion de los microplasticos. Estd clara la relacidn entre los procesos, sin embargo,
la explicacidén no es tan evidente. Una primera explicacién podria ser que a partir del dia
cinco se hayan agotado los azucares facilmente empleados por C. testosteroni, lo que

motiva que busque otra fuente de carbono y comience a degradar el HDPE.

En la figura 19 se puede observar que la cantidad de azucares residuales que estan
presentes en el medio al final del experimento es relativamente elevado, ya que
permanecen sin consumirse casi un tercio de los azucares iniciales. La especie C.
testosteroni, a diferencia de la mayoria de las bacterias, carece de ciertos genes
requeridos para la utilizacién de carbohidratos preferidos por otros microorganismos, lo
gue también puede evitar la competicion por azlcares, otro aspecto atractivo del uso
de esta bacteria. Debido a estas limitaciones genéticas, emplea otro tipo de fuentes de
carbono como compuestos aromaticos con anillos de carbono, lo que explica su
capacidad degradativa de los plasticos [84—86]. Sin embargo, también podria ocurrir que
al comenzar a degradarse los MPs, se liberan sustancias toxicas al medio que inhiben la
actividad microbianay por ello se ralentiza la velocidad de consumo de azlcares, a pesar

de estar todavia presentes en el medio en alta concentracion.

600 [

(9]

o

o
1

S
o
o

300

200

AzUcares totales en mg/L

=
o
o
m
x
©

0 1 2 3 5 6 7 8

4
Tiempo (dias)

Figura 19: Variacion de los azucares totales frente al tiempo determinados por el método fenol-
sulfhidrico, expresado en mg/L. Se muestra la variacion de los azucares totales para el experimento |
y Il Las barras de error indican la desviacion estdndar.
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4.5. Evolucién del pH

La figura 20 muestra la evoluciéon del pH durante ambos experimentos. Se observa
gue durante el ensayo el pH del medio tiende hacia un valor aproximado de 9. A pesar
de la falta de informacién sobre el efecto del pH en los procesos de degradacién de
plasticos por C. testosteroni, otros estudios de degradacion de fuentes alternativas de
carbono por esta bacteria como el ftalato de dimetilo encontraron que el pH 6ptimo

para este tipo de procesos de degradacién transcurre a un pH de 9 [113].

El efecto del pH sobre la degradacién de MPs de PET por C. testosteroni también
ha sido analizado, donde se observé que efectivamente, el pH puede tener un impacto
importante en la eficacia de degradacién [110]. Se observd que la degradacién era
superior en condiciones alcalinas (pH=12) frente a condiciones de pH = 7, demostrando
que el control del pH en el medio puede ser un factor importante para optimizar las

condiciones de degradacién de MPs [110].
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Figura 20: Variacion del pH frente al tiempo de incubacion. Se muestra la evolucion para los
experimentos |y Il. Las barras de error indican las desviaciones estandar.
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4.6. Observacion de los MPs al SEM

Los posibles cambios producidos sobre la superficie y la morfologia externa de los
MPs tras el ensayo de degradacion bioldgica se comprobaron mediante un analisis SEM.
Estudios previos revelan que la degradacidon de MPs por microorganismos conduce a
alteraciones superficiales como cambios en la textura o rugosidad de la superficie y la

formacién de agujeros, hoyos y grietas [114].

En la figura 21 se muestran una serie de imagenes de los MPs siguiendo los ocho
dias de laincubacidn con la bacteria, mostradas a x500 y x1000 para su visualizacion. Las
micrografias electrénicas de barrido muestran que el plastico sin tratar (21.a, 21.b) tiene
una superficie mas lisa, mientras que en las siguientes imdagenes aparece una
deteriorizacién localizada en la superficie de los MPs, que genera una mayor rugosidad.
Ademas, en las muestras de los MPs tratados se puede apreciar la aparicidon de
imperfecciones sobre la superficie como los agujeros indicados en la imagen (figura
21.d). En las fotografias correspondientes a las muestras obtenidas el ultimo dia se
aprecia la adhesion de las bacterias sobre la superficie, que permanecieron unidas a
pesar del proceso de lavado al que se sometieron los MPs. Esto podria indicar que a
medida que avanza el proceso de degradacién se produce una mayor colonizacién de

los MPs y aumenta la fuerza de adhesion de las bacterias a la superficie.
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Figura 21: Micrografias SEM de los micropldsticos de polietileno siguiendo los ocho dias de
incubacion. Se muestran los MPs iniciales con tratamiento a una magnificacion de 500x (a) y 1000x
(b), al quinto dia a una magnificacion de 500x (c) y 1000x (d), y al final del ensayo de degradacion, a
una magnificacion de 500x (e) y 1000x (f). Las imdgenes (a), (c) y (e) se muestran con una escala de
50 um y las imdgenes (b), (d) y (f) a una escala de 10 um.

En cuanto a la interaccidn entre la bacteria y los MPs, la figura 22 muestra unas
imagenes de la adhesién de los microorganismos a las superficies mediante el analisis
SEM. Las imagenes, mostradas a 500x y 5000x para una mejor visualizacién, revelan la
formacion de biopeliculas superficiales, tanto en las muestras tomadas el dia 5 (22.a)
como en las muestras finales (22.b). Las imagenes mostradas a 500x muestran que la
colonizacién de los MPs es superior transcurridos los ocho dias (22.c) con respecto al

quinto dia (22.a), cuando es mas limitada. Numerosos estudios afirman que la formacion
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de biopeliculas es un paso critico en la iniciacidn de la degradacidn de los plasticos, de

forma que las micrografias indican el inicio de esta actividad [115, 116].

g 28 15751
Figura 22: Micrografias SEM de C. testosteroni unido a las superficies de micropldsticos de polietileno.
Se muestras los MPs al quinto dia a una magnificacion de 500x (a) y 5000x (b), y las muestras de MPs
al final del ensayo de degradacion, a una magnificacion de 500x (c) y 5000x (d). Las imdgenes (a) y
(c) se muestran con una escala de 50 um y las imdgenes (c) y (d) a una escala de 5 um.

4.7. Cambios en la composicion de los MPs

En la tabla 3 se representan los datos obtenidos tras el andlisis elemental llevado
a cabo sobre la superficie de las particulas mediante el microscopio electrénico de
barrido, donde carbono (C) y oxigeno (O) fueron los elementos mayoritarios detectados,
junto con cantidades relativamente bajas de sodio (Na), silicio (Si) y titanio (Ti). La
presencia de estos Ultimos elementos podria deberse a los aditivos del plastico
empleados durante el proceso de manufacturaciéon o por interferencias del filtro de
vidrio, sin embargo las cantidades detectadas por esta metodologia son tan bajas que

no resultan significativas [117].
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Tabla 3: Andlisis elemental normalizado de los elementos carbono (C) y oxigeno (O) realizada por el
SEM sobre la superficie de los micropldsticos siguiendo el ensayo de degradacion. Se muestran los
andlisis de muestras iniciales (con y sin tratamiento con H202), y al quinto y octavo dia.

Muestra C 0 o/c

Tiempo=0 Sin trat. 92.11 7.67 0.08
Con trat. 91.98 7.72 0.08

Tiempo=5 91.07 8.55 0.09
Tiempo=8 90.26 9.48 0.11

Los espectro obtenidos (figura 23), que se muestran para las microparticulas
iniciales sin tratar (a) y finales (b), caracterizados por un pico fuerte de C y un pico mas
bajo de O, coinciden con lo encontrado por otros estudios con andlisis SEM en
microplasticos de polietileno [98, 118]. Cabe destacar que esta técnica no permite la
deteccidon de elementos muy ligeros como el hidrogeno (H), helio (He) o litio (Li), y es
por ello que a pesar de que el polietileno de alta densidad contiene hidrégeno (férmula

guimica generalizada: (C2Ha)n), no se incluye en el andlisis [119].

Spectrum 1

a)
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Spectrum 1
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Figura 23: Fotografia SEM y andlisis EDS de los micropldsticos iniciales (a) y finales (b).

A partir de estos datos se calculd la relacion O/C para analizar la variacion de la
composicion quimica de los MPs. En cuanto al analisis de las microparticulas de HDPE a
tiempo inicial, se compararon las muestras tratadas con perdxido de hidrégeno y las
muestras sin tratamiento, entre los cuales no se encontré ninguna diferencia
significativa. Durante el experimento la relacion O/C mostré una tendencia a
incrementarse de forma gradual, que podria indicar la oxidacidn superficial de los MPs,
lo que coincide con los resultados de otros estudios [120, 121]. En un estudio sobre la
oxidacion y fragmentacion de plasticos, se encontré que muestras de MPs extraidas del
mar que habian sufrido procesos de degradacion bioldgica tenian una relacién O/C de
0.1-0.2, lo que indica que el proceso de incubacién de los plasticos con la bacteria
acelera las reacciones de degradacion que se desarrollan en el medioambiente [122].
Sin embargo, las mediciones llevadas a cabo en este trabajo no son suficientes para

confirmar este resultado, ya que solo se realizé un analisis por muestra.

Para confirmar que efectivamente se estaba produciendo una oxidacion de la
superficie de los MPs por accién de las bacterias inoculadas, se analizaron cuatro
muestras tomadas a distintos tiempos mediante espectroscopia de infrarrojos FTIR.
Como se puede observar en los espectros FTIR (figura 24), los micropldsticos analizados
muestran los picos caracteristicos del polietileno alrededor de 2918, 2848, 1466y 722
cm™ [123].
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Figura 24: Espectros FTIR de los MPs de HDPE con los picos caracteristicos del polietileno.

Con el fin de obtener informacidon cuantitativa sobre las modificaciones
estructurales del HDPE, se estimaron los valores del indice de carbonilo (IC) durante el
experimento. La zona de absorcién a una longitud de 1650-1850 cm™, que permite
observar cambios en los grupos carbonilo en diferentes plasticos, se conoce como el
“estiramiento carbonilo” [124]. Por tanto, el indice se determina mediante la relacién
entre el pico del enlace C=0 (aproximadamente a 1714 cm™) dentro del “estiramiento
carbonilo” y un pico de referencia (1420-1500 cm™2). Se encontré que el incremento de
esta relacidn se asocia directamente a la degradacién oxidativa o térmica del plastico,

de manera que sirve para medir el nivel de biodegradacién [125].
La tabla 4 muestra los valores de los indices de carbonilo para las muestras

iniciales, intermedias (dia 5) y finales. Estos indices se calcularon como la relacién

1714/1466 cm™,

50



Tabla 4: Indice de carbonilo e informacidn estadistica de los espectros FTIR. Se muestra el indice de
carbonilo promedio (IC) y la desviacion estandar para las muestras iniciales con y sin tratamiento, al
dia 5y al dia 8.

Muestra IC
Tiempo =0 Sin trat. 0.12 £ 0.03
Con trat. 0.12£0.03
Tiempo =5 0.34+0.08
Tiempo =8 0.27+£0.04

Como se observa en la tabla 4, el tratamiento con perdxido de hidrégeno no tuvo
ningun efecto significativo sobre el indice de carbonilo. Por otra parte, se observa un
incremento del IC tras el ensayo. Este hecho coincide con lo encontrado en otros
estudios de biodegradacién, sugiriendo una acumulacién gradual de grupos carbonilo
sobre la superficie de los MPs por accién de C. testosteroni [124—126]. Se observa que
los valores del IC una vez iniciada la degradacién muestran una oxidacién muy similar
tanto para el dia 5 como el dia 8, y teniendo en cuenta las desviaciones estandar, se
pueden considerar aproximadamente iguales. Ademas, se ve que estos valores son
claramente superiores a los obtenidos a tiempo inicial, indicando la accién degradativa

de los microorganismos.

Estos resultados muestran por tanto el incremento del IC, sin embargo, se debe
tener en cuenta que se tomo un nimero reducido de muestras, ya que los espectros se
obtuvieron a partir de una Unica muestra, y no permite observar posibles diferencias
entre los matraces donde se produjeron las reacciones. Ademads, el tamafio de los MPs
puede influir también en las medidas, y debido a la gran heterogeneidad entre estos,
podrian aparecer diferencias en su evolucion durante la biodegradacion, por lo que para
generar unos resultados mads preciso seria necesario realizar un nimero superior de

medidas.
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5. CONCLUSIONES

- La caracterizacién de los MPs bajo el estereomicroscopio reveld que las
particulas obtenidas por trituracion de tapones de envases alimentarios son
heterogéneas entre si, tanto en tamano como en morfologia. Ademas, los MPS
mostraban principalmente forma de fragmentos, y algunos con aspecto mas
fibroso, que coinciden con las morfologias encontradas mas frecuentemente en

muestras de aguas en el medioambiente.

- El ensayo de degradacién mostré una reduccion de la masa inicial de los MPs de
un 12.30 + 0.82 %, sin diferencias estadisticamente significativas entre los
experimentos | y Il. Los datos experimentales se ajustan a una cinética de primer

orden, con una constante cinética K =29.9-1073 dias™®.

- Se observé que la degradacion de los MPs de HDPE no fue inmediata, sino que
se inicid sobre el dia 4, demostrando que la biodegradacidn requiere primero la
colonizacién de la superficie de los MPs y la formacién de biopeliculas, lo que

coincide con otros estudios de biodegradacion.

- La presencia de los MPs ejercié un efecto significativo sobre el crecimiento del
microrganismo, lo que pudiera deberse a la liberacién de compuestos téxicos
durante la degradacion de MPs. La tasa de crecimiento especifica maxima era
significativamente menor durante la incubacién con los microplasticos que sin

ellos, siendo estas tasas de 0.0868 h™ 1y 0.2149 h™1, respectivamente.

- La concentracién de azucares totales comenzo a disminuir desde el principio de
la incubacidn, ralentizdndose la velocidad de consumo una vez iniciada la
degradacion del MP. Al final del experimento todavia quedaba una cantidad

significativa de azlcares en el medio.
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El analisis con el SEM permitid observar la aparicion de deterioro localizado
sobre la superficie de los MPs como agujeros o rugosidades, lo que podria ser un

indicador del proceso de biodegradacién.

El analisis SEM de los MPs mostré la adherencia de Comamonas testosteroni a la
superficie y la formacién de biopeliculas. Ademads, al comparar las imagenes de
muestras del dia 5 y del final del experimento, se pudo observar una diferencia
significativa entre el tamafio de esta biopelicula, indicando que a medida que se
prolongaba el ensayo de degradacidn se incrementd la tendencia de las bacterias

a adherirse a los MPs.

En andlisis elemental de la superficie de los MPs sobre la composicién de carbono
(C) y oxigeno (O) mostré una tendencia hacia el aumento de la relacion O/C
durante el ensayo de degradacién. Esto podria indicar la oxidacién de la

superficie de los MPs como consecuencia de la actividad de los microorganismos.

El analisis por espectrofotometria de infrarrojos FTIR de los MPs mostré un
incremento del indice de carbonilo tras el ensayo con respecto a las muestras
iniciales, indicando el incremento del nimero de grupos carbonilo presentes por

la degradacién del plastico por la bacteria.

Los resultados obtenidos muestran el gran potencial de C. testosteroni para la
degradacion de microplasticos, que podria servir como una util herramienta
biotecnoldgica para la eliminacidén de estos contaminantes con el fin de reducir

el impacto negativo sobre nuestro ecosistema.
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6. ABREVIATURAS

AFM = Microscopio de fuerza atémica

DS = Desviacion estandar

EDAR = Estacién depuradora de aguas residuales

EDS = Espectrofotémetro de dispersidén de energia

FE-SEM = Microscopio electrénico de barrido de emision de campo
FTIR = Espectrofotometria de Transformada de Fourier

GC-MS = Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
HDPE = Polietileno de alta densidad

IC = indice de Carbonilo

LDPE = Polietileno de baja densidad

MPs = Microplasticos

NB = Nutrient Broth

PET = Tereftalato de polietileno

PES = Poliestireno

PP = Polipropileno

PVC = policloruro de vinilo

SEM = Microscopio electrénico de barrido
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8. ANEXO

1. Preparacion del medio de cultivo, Nutrient Broth (NB)

Tabla I: Composicién del medio de Nutrient Broth Il para Comamonas testosteroni

Componentes Concentracion g/L
Extracto de carne (VWR) 1
Extracto de levadura (VWR) 2
Peptona (VWR) 5
NacCl 5
Agar (VWR) (para medios sélidos) 20
Agua destilada Hasta 1 Litro

2. Preparacion de las placas de agar NB

La preparacion de las placas de agar Nutrient Broth se llevd a cabo segun las indicaciones
en la tabla | y con agar a un 2% (20g/L). Este medio sdlido fue empleado para la
preparacioén de las placas empleadas para el crecimiento de C. tesosteroni y el recuento
en placa.
Preparacion de las placas:
1. Pesar los componentes indicados en la tabla | con una balanza de precision, y
afadir al volumen requerido de agua destilada
2. Mezclar mediante un agitador mecdnico de laboratorio para disolver
completamente todos los componentes y transferir a un recipiente adecuado
para el autoclave.
3. Autoclavar al21 °C durante 20 min.
4. Dejar enfriar suficiente el recipiente para su manejo, y verter aproximadamente
20 mL del medio liquido en una placa Petri estéril dentro de una cabina de flujo
laminar asegurando antes condiciones estériles.
5. Dejar enfriar las placas hasta solidificarse el medio, cerrar con las tapas y

mantener sellados en una cdmara de frio.
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