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Resumen

Los micro y nanoplasticos son una preocupacion ambiental en aumento, ya que se encuentran en
alimentos, bacterias, suelos, cuerpos de agua e incluso en 6rganos humanos. La ingesta es la principal
via de exposicion para los seres humanos, lo que permite que estos plasticos lleguen al estomago y a
la microbiota intestinal, responsable de la homeostasis del cuerpo, asi como de la proteccion de las
paredes intestinales y absorcion de nutrientes. Estos plasticos pueden afectar la microbiota, causando
disbiosis. En esta investigacion se decidid evaluar el efecto de nano y microplasticos de polietileno
(PE) derivados de diferentes fuentes, sobre la proliferacion, viabilidad celular y morfologia
microscopica de Bacillus clausii, una de las bacterias mas importantes de la microbiota intestinal. Por
otro lado, las particulas utilizadas para estos experimentos fueron sometidas a pruebas de RAMAN y
SEM para observar los posibles efectos de B. clausii sobre los plasticos de PE. Los resultados
mostraron que todos los plasticos de PE estudiados tuvieron un efecto inhibitorio sobre B. clausii,
especialmente después de 72 horas de interaccién. Ademas, se pudo confirmar que la viabilidad
celular de la bacteria se vio afectada de diferente manera segun la concentracion, el tamafio y la edad
del plastico, observandose especial toxicidad con el plastico intemperizado y las particulas mas
pequefias. Finalmente se pudo observar que las particulas de PE mostraron cambios en su
conformacion quimica y estructural, presumiblemente por la degradacion del material por parte de B.

clausii.



Abstract

Micro and nanoplastics are an increasing environmental concern as they are found in food, bacteria,
soils, bodies of water, and even human organs. Ingestion is the primary route of exposure for humans,
allowing these plastics to reach the stomach and gut microbiota, which is responsible for the body's
homeostasis, as well as the protection of intestinal walls and nutrient absorption. These plastics can
affect the microbiota, causing dysbiosis. In this research, we decided to evaluate the effect of
polyethylene (PE) nano and microplastics derived from diverse sources on the proliferation, cell
viability, and microscopic morphology of Bacillus clausii, one of the most important bacteria in the
gut microbiota. Additionally, the particles used for these experiments were subjected to RAMAN and
SEM tests to observe the possible effects of B. clausii on PE plastics. The results showed that all the
studied PE plastics had an inhibitory effect on B. clausii, especially after 72 hours of interaction.
Furthermore, it was confirmed that the cell viability of the bacteria was affected differently depending
on the concentration, size, and age of the plastic, with weathered plastic and smaller particles showing
toxicity. Finally, it was observed that PE particles showed changes in their chemical and structural

conformation, due to the degradation of the material by B. clausii.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1 Antecedentes

En los dltimos afios los productos de plastico han invadido la industria, el &rea médica, el
empaquetado de alimentos e incluso los productos de higiene personal [1]. Tan solo en 2016 se
estimaba que la produccion de plastico habia aumentado a 335 millones de toneladas, un gran
contraste comparado con las 1.5 toneladas que se producian en el afio de 1950 y se cree que para 2050

esta cantidad aumentara a 33 mil millones de toneladas [2].

Los plésticos méas utilizados en el mercado actual son: el propileno (PP) con un 21.1%, el polietileno
(PE), el cual se divide en polietileno de baja densidad (LDPE) con un 19.9% y polietileno de alta
densidad (HDPE) con un 16.1%, el cloruro de polivinilo (PVC) con un 11.8%, el tereftalato de
polietileno (PET) con un 10.2%, el poliuretano (PUR) con un 8.4% y, por Gltimo, el poliestireno (PS)
con un 7.8%. Los demaés tipos de plastico representan el resto del porcentaje [3].

Los productos de plastico se han convertido en parte fundamental de la vida diaria de la humanidad.
Se utilizan tanto en productos de higiene, para la conservacion de alimentos, asi como herramientas
de uso diario [4]. Estos productos pueden degradarse en microplasticos (MPs); primarios y
secundarios. Siendo los primeros aquellos provenientes de productos de higiene personal como lo son
las pastas de dientes, barniz de ufias, mascarillas, etc. Los secundarios son aquellos que se derivan de
la degradacion mecanica, térmica, o por fotodegradacion. Este tipo de particulas tienen un tamafio

menor a los 5 milimetros [1].

Los nanoplasticos (NPs) se derivan de los MPs y pueden presentarse en diferentes formas y tamafios,
todos menores a 1 micra, e incluso estar cargados con sustancias quimicas que pueden alterar a los
diferentes microbios de manera superficial e interna. Al ser mas pequefios que las bacterias y células
estos NPs pueden llegar a penetrar membranas y causar reacciones estresantes e incluso causar

afecciones en el RNA [5].

Estas particulas, de tamafio, tanto micro como nano, son liberadas al medio ambiente, en cuerpos de
agua o por corrientes de aire haciendo que las rutas de exposicion al humano sean 3; por inhalacion,
por ingesta o0 por contacto dérmico. Siendo esta Ultima, resultado de las micro y nano particulas

presentes en los productos de higiene personal [6].
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El PE es altamente utilizado para el empacado de productos alimenticios, especialmente aquellos con
un corto tiempo de vida atil, como lo son bolsas, botellas, vasos e incluso recipientes de

almacenamiento de alimentos debido a su alta resistencia y bajo costo [3].

Al ser la ingesta la principal ruta de acceso al organismo, las particulas nanométricas derivadas de los
productos de plastico de los contenedores de alimentos llegan al intestino y por lo tanto pueden afectar
la microbiota intestinal y causar un cambio en la cantidad de bacterias benéficas y dafiinas en el
intestino, efecto conocido como disbiosis. Esta alteracion afecta la homeostasis del cuerpo humano
lo que puede derivar en padecimientos en el cuerpo humano [7].

El papel de la microbiota intestinal en relacion con la salud humana ha sido estudiada a lo largo de
los afios y se ha concluido que la diversidad entre las especies, asi como la cantidad de estas influye
en el desarrollo o prevencion de enfermedades. La obesidad, hipertension, enfermedades
cardiovasculares, diabetes, enfermedad del intestino inflamado, algunos tipos de cancer, gota, artritis,

e incluso trastornos neuronales como la depresion son influenciados por la disbiosis de la microbiota

(8l.

La microbiota variara entre individuos dependiendo de su zona geografica, dieta y genética, sin
embargo, la funcion sera la misma; proporcionar una relacion simbidtica entre huésped y hospedero.
Se han identificado 2172 especies de microorganismos pertenecientes a la microbiota intestinal
humana, las cuales se dividen principalmente en Proteobacterias, Actinobacterias, Bacteroides y

Firmicutes. Siendo estas Ultimas de las que se derivan los B. clausii [9].

Con este trabajo se pretende aportar conocimientos sobre los efectos de las nano y microparticulas de
plastico en bacterias especificas de la microbiota humana. Se han realizado trabajos que exponen los
efectos en microorganismos provenientes de cuerpos de agua, suelos y animales [10]. Asi como los
efectos en las células intestinales [4], la translocacién de las micro y nano particulas de plastico a
otros 6rganos dentro de los modelos animales [11]. Sin embargo, el estudio en especifico de las
bacterias de la microbiota intestinal humana y como se ven afectadas por si solas deben ser estudiadas
para comprender el papel y rol de los plasticos en la dishiosis de la microbiota intestinal. Chen et. Al
(2023), demostraron que la viabilidad de diferentes especies de Lactobacillus se ve afectada por la

adicién de MPs.

En este trabajo se presenta por primera vez el estudio del efecto citotoxico de nano y micro plasticos
de PE en bacterias de B. clausii, bacteria utilizada para el tratamiento de enfermedades
gastrointestinales debido a su capacidad de ayudar a restaurar la homeostasis bacteriana [12], ayudar

a la absorcion de nutrientes, promover y proteger la barrera intestinal [13] y capaz de sobrevivir
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cambios en pH y antibiéticos [14] . De igual forma, varios estudios han demostrado la capacidad de
ciertas especies de Bacillus, para degradar plasticos. Estas bacterias forman un biofilm sobre la
superficie del plastico, lo que les permite adherirse firmemente y utilizar el plastico como fuente de
carbono [10], [15]. Durante este proceso, los microorganismos inician la degradacién del material
pléstico, descomponiéndolo en compuestos méas simples que pueden ser absorbidos y metabolizados.
Este mecanismo no solo facilita la descomposicion del plastico, sino que también destaca el potencial
de Bacillus sp. en aplicaciones biotecnoldgicas para la gestion de residuos plasticos y la

bioremediacion ambiental [16].

A pesar de ser un tema de gran relevancia cientifica y ambiental, existen pocos trabajos de
investigacion que profundicen en los efectos de los NPs en la microbiota, especialmente de PE, por
lo que el presente trabajo aporta conocimiento valioso sobre el efecto citotdxico de nano y micro
plasticos de PE en B. clausii, no reportado anteriormente [17].

1.2 Planteamiento del problema

Se estima que en México tan so6lo en el afio 2022 se registré un consumo aparente de 5.9 millones de
toneladas de productos de plastico [18]. Es importante comprender que gran parte de estos productos
son de un solo uso, lo que significa que después de ser desechados, la mayoria terminard
contaminando cuerpos de agua. Estos cuerpos de agua son utilizados como fuente de alimento por
especies marinas o para el riego de cultivos, lo que resulta en la contaminacion de las cadenas

alimentarias y, en Gltima instancia, afecta a los seres humanos.

Ademas, los plasticos se utilizan ampliamente en el empaque de alimentos y bebidas. Durante el
transporte a los supermercados o al consumidor final, estos productos estan expuestos a condiciones
ambientales como la luz ultravioleta o el calor, lo que provoca su degradacion y la liberacion de micro

y nano residuos que pueden contaminar los alimentos.

Existe una necesidad urgente de comprender mejor los efectos de las micro y nanoparticulas de
plastico en la microbiota intestinal y su impacto en la salud humana. En este contexto, es crucial
profundizar en el estudio de bacterias humanas especificas, como B. clausii, para entender como el
plastico, particularmente el PE, influye en su dindmica de crecimiento, viabilidad y comportamiento,
ya que esta informacion es fundamental para evaluar los riesgos potenciales de la exposicién humana

a estos materiales.

Ademas, es necesario investigar no solo como el plastico afecta a las bacterias, sino también el efecto

de las bacterias sobre el plastico. Esto incluye estudiar si las bacterias tienen la capacidad de degradar
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el PE o si la interaccion provoca cambios quimicos en el plastico. Entender estos procesos es esencial

para evaluar el impacto ambiental y de salud de los MPs y NPs.
1.5 Justificacion

Dado que la ingesta de nanoparticulas de plastico resulta practicamente inevitable en la actualidad,
es necesario adquirir un conocimiento completo de sus efectos sobre la microbiota intestinal humana,
sobre todo considerando que una gran proporcion de la poblacidon consume alimentos envasados en

pléstico.

La microbiota humana desempefia un papel esencial en la regulacion de procesos metabdlicos, la
promocion de respuestas inmunitarias y el mantenimiento de la homeostasis del cuerpo. Por lo que,
resulta crucial investigar como los NPs podrian influir en las bacterias beneficiosas, incluyendo

posibles cambios en su viabilidad o morfologia.

La investigacién acerca de cdmo los nano y micro plasticos impactan en la microbiota intestinal se
entiende como una necesidad creciente para proteger la salud humana a largo plazo. Dada la funcién
critica que desempefia la microbiota en el sistema inmunolégico y la absorcion de nutrientes,
comprender su respuesta ante los contaminantes plasticos podria ser vital para entender los riesgos

del uso indiscriminado de productos de pléastico.

El estudio de los efectos de diferentes tipos de nano y micro plasticos de PE en B. clausii no solo
contribuira al conocimiento cientifico sobre su citotoxicidad en la microbiota intestinal, sino que
también proporcionara datos cruciales para identificar las dosis y tipos de PE mas perjudiciales para
este tipo de bacteria. Contribuyendo de manera significativa al conocimiento cientifico en un campo

en constante desarrollo.

1.3 Objetivo

Estudiar los efectos de las nano y micro particulas de PE en B. clausii, bacteria presente en la

microbiota intestinal.

1.4 Objetivos especificos
e Optimizar un protocolo para la evaluacion del efecto de nano y micro plasticos de PE
sobre B. clausii.
e Obtener MPs de PE de baja y alta densidad a partir de materiales de desecho.
e Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de micro y nano plésticos sobre la

viabilidad y crecimiento celular de B. clausii.
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e Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de nano y micro plésticos sobre la
morfologia celular B. clausii
e Determinar si los MPs y NPs de PE sufren algin cambio quimico o morfolégico por la

interaccion con B. clausii.

1.6 Pregunta de investigacion

¢ Cuéles son los efectos de la interaccidn de distintos tipos y concentraciones de PE con B. clausii?

1.7 Hipotesis

Las micro y nanoparticulas de PE causan efectos adversos sobre la cinética de crecimiento y

viabilidad de B. clausii.
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Capitulo 2

Marco tedrico

En este capitulo se abordan conceptos importantes para comprender la metodologia y resultados de
los experimentos realizados. A su vez, se describen los antecedentes y bases tedricas y experimentales

gue apoyaron el desarrollo de esta tesis.

2.1 Nanoplasticos y microplasticos

Los MPs y NPs se pueden dividir en primarios y secundarios. Los primarios son aquellos productos
producidos con un tamafio en el orden de micras o nanémetros con una funcién especifica (Ex: las
“nanoperlas” presentes en pastas de dientes o cremas exfoliantes). Los micro y nano plasticos

secundarios son aquellos fragmentos derivados de productos de plastico de mayor tamafio [7].

De acuerdo con la literatura se ha definido que los MPs varian en un rango de 1 um a 5 mm en tamafio
[6]. Estas particulas se derivan del uso constante de productos de plastico, como botellas (PET), bolsas
(PE), recipientes (PS), ropa (PL) etc. Estos productos son en su mayoria desechables, por lo que
rdpidamente se acumulan y terminan contaminando tanto cuerpos de agua como ecosistemas
terrestres quedando a la intemperie, es decir el plastico se comienza a ver degradado por fuerzas

externas, como la luz UV del sol, la temperatura, entre otros factores ambientales [1].

Los MPs son un tema de investigacion relativamente reciente, en 2004 se propone por primera vez el
concepto de microparticulas plasticas generadas por desecho y a lo largo de los afios se han detectado
desde en sal de mesa (2015), placentas humanas (2020) y mas recientemente en sangre humana (2022)
[19].

Los NPs son aquellas particulas menores a 1 um que se derivan de los MPs este tipo de particulas se
encuentra en el ambiente a una mayor concentracion que los propios MPs y por su pequefio tamafio

se les considera ain mas peligrosos para la salud humana [20].

Hay multiples variables que deben ser consideradas al estudiar las interacciones entre los nano y
micro plasticos y los organismos vivos. EI comportamiento puede variar dependiendo del tipo de

plastico, su tamafio, forma, carga, edad y método de degradacion [21].

Existen 3 vias principales de exposicién de nano y micro particulas de plastico en humanos; ingesta,
inhalacion y contacto dérmico. Investigadores han descubierto MPs y NPs en los alimentos siendo

esta la principal via de exposicion hacia los humanos. Se han descubierto micro y nanoparticulas de
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plastico en agua embotellada, agua corriente, leche comercial, vino, manzanas, cerveza, etc. Esta

contaminacion puede provenir desde los materiales utilizados para la produccién de los alimentos

como el empaquetado de estos. En la tabla 1 se resumen algunos alimentos y concentraciones de

microparticulas encontradas en ellos [1].

Tabla 1. MPs encontrados en diferentes alimentos y bebidas recuperado de Sewwandi et al., (2023). [1]

Alimento/ bebida

Manzana

Sal

Miel
Cerveza

Vino

Agua mineral

Agua embotellada

Agua corriente

Leche

Te

Tipo de MPs

NR

PE, PP, PET, PS, Nylon

PET
PA, PEA, PET
PET
PET, PP, PE,

poliolefinas

PET

PS

HDPE/LDPE, PP y PAM

PET, Nylon

*NR= No reportado

Tamafio de particula (um)

2.17
(1.56-3.19)

1-4

NR
100-3000
0.1

NR

NR
Fibras y fragmentos 1300—
6700

>1

Concentracion de particulas por
L o Kg

195.50 + 128.69
1400-1900 (sal de mar refinada)
1900- 2300 (sal de mar sin refinar)

32-108 (fibras)
0-28 £5.29
2563-5857

14

2689 + 4371 (Botellas nuevas) 8339
+ 7043 (Botellas viejas)

0.161ng
40

11.6 mil millones de MPs y 3.1 mil
millones de NPs por una sola taza
de té

La exposicidn por la via respiratoria de estas particulas se deriva principalmente de la re-suspension

en el aire, de fibras sintéticas de la ropa, por ejemplo, fibras que son expulsadas al ambiente por

lavadoras que puede ser mayor a 1900 fibras por lavada [19].

El contacto dérmico se produce principalmente por el contenido de particulas de plastico en productos

de higiene personal, estos son agregados con la funcion de exfoliar o ajustar la viscosidad del

producto. Normalmente se pueden encontrar particulas en el rango de 24 um hasta 2 mm. De acuerdo

con estudios realizados no se ha demostrado que las nanoparticulas de estos productos traspasen la
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piel. Sin embargo, esto es posible de acuerdo con las reacciones toxicoldgicas que se han observado
[19].

A pesar de ser un tema reciente, ya han sido reportados los posibles efectos dafiinos de las nano y
microparticulas de plastico, desde presentar una acumulacién dentro de los organismos, traslocacion
hacia diferentes 6rganos del cuerpo, produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en las células
y alterar su viabilidad, inflamacion al desencadenar procesos inmunoldgicos, hasta traducirse en

enfermedades neuroldgicas [6].

En modelos animales con ratones se observaron cambios en la microbiota intestinal, acumulacion en
organos como el rifién, higado e intestino, reduccién de la secrecidén del moco intestinal, reduccion
del nivel de los triglicéridos y colesterol en el higado, disminucién en el conteo y morfologia alterada
de esperma, la disminucion de niveles de ARN mensajero de ciertos genes clave asociados con la
adipogénesis y la sintesis de triglicéridos e incremento de la generacion de especies reactivas de
oxigeno. De igual modo se observé un comportamiento ansioso y depresivo en ratones estudiados
[6], [11], [19], [22], [23].

Otro grupo de investigadores demostré que el consumo directo de microparticulas de pléastico de
poliestireno provoco un desorden testicular en ratones. Asi mismo, la microbiota alterada de estos

ratones fue trasplantada a ratones sanos, los cuales presentaron el mismo padecimiento [24].

De manera mas especifica, Wang et al. (2023) han realizado una revision de las interacciones entre
los MNPs y las comunidades bacterianas. A pesar de las numerosas variables que pueden afectar la
respuesta bacteriana, se han llegado a conclusiones significativas. Por ejemplo, se ha observado que
las particulas plasticas pueden favorecer la formacion de biofilms, lo que promueve la interaccion
bacteriana y potencialmente conduce a mutaciones. Ademas, los estudios revisados han demostrado
que la exposicion a plasticos puede afectar el crecimiento de las comunidades bacterianas, asi como
la integridad de la membrana celular, con el grado de afectacion dependiendo del tamafio de la
particula. Las particulas plasticas pueden acumularse dentro de los organismos, afectando la
permeabilidad de la membrana celular y causando estrés celular al alterar la cadena transportadora de

electrones [25].

2.2 Polietileno

El PE es uno de los plasticos més utilizados en la actualidad, se estima una produccion anual de 80

millones de toneladas y es utilizado en botellas, envases de alta dureza, bolsas, empaques, etc. EI PE
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es normalmente manufacturado en forma de pellets para después convertirse en peliculas o pipasy,

por lo general, son productos de un solo uso [26].

Cl

HDPE

Figura 1. Produccién global de cada tipo de plastico en 2015. PPA: Poliftalamida, PUR: Poliuretano
termoplastico. Recuperado de Cowan et al., (2022)[27]

La figura 1 muestra la produccion de plastico por tipo de polimero, se puede observar que, en 2015,
el 32% de la producciéon mundial de pléstico fue el PE, esto se debe principalmente a que por sus

propiedades es principalmente utilizado en el empaquetado de productos [27].

El PE fue descubierto por los cientificos Reginald Gibson y Eric Fawcett en 1933, y la primera
variante fue el PE de baja densidad (LDPE). A lo largo de los afios se desarrollaron técnicas de
produccion que permitieron agregar al material aditivos o modificar sus caracteristicas. Existen
diferentes grados de PE, baja, media y alta densidad y dependiendo de esta clasificacion se derivan

los usos del pléstico [28].

El PE “crudo” se obtiene de la compresion a presiones muy altas de un mondémero de etileno, lo que

provoca el inicio de la polimerizaciéon por radicales libres utilizando un peroxido. Afadiendo
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catalizadores de 6xido de cromo soportado con silice/alimina, Hogan y Banks en 1951 fueron capaces
de sintetizar el PE de baja densidad en PE de alta densidad [10].

La férmula quimica del material puede describirse como (C2H4)n donde “n” representa la infinidad
de posibles moléculas que se pueden unir a una cadena [29]. Este puede dividirse generalmente en
PE de baja o de alta densidad, los cuales se diferencian entre si por su grado de ramificacion o
empaquetamiento molecular (Figura 2), lo que afecta su densidad y, por lo tanto, su cristalinidad. Los
productos con mayor cristalinidad serd&n mas rigidos al tener fuerzas moleculares mas fuertes

asociadas al empacamiento cercado de las cadenas [27].

LDPE

Figura 2. Representacién gréafica de la diferencia estructural (empaquetado) entre HDPE y LDPE.
Recuperado de Cowan et al., (2022) [27].

El LDPE se emplea principalmente en la fabricacion de bolsas, laminas protectoras, bandejas, etc.
Por otro lado, el PE de alta densidad se utiliza para la produccién de botellas, tapas y bolsas para
productos frescos. Comparados entre si, el HDPE tiene una mayor cristalinidad ya que posee una
cadena molecular linear [29]. Ambos tipos ofrecen una buena barrera contra el vapor y la humedad,

y se consideran quimicamente inertes [30].

Existe, ademas, el PE modificado, que es aquel al que se le han agregado grupos polares para mejorar
su resistencia, propiedades de barrera, adherencia, etc. Este es modificado normalmente al agregarse

monomeros funcionales con etileno o con la introduccién de grupos funcionales [31].

El PE llega a contaminar las diferentes rutas alimentarias por los usos que se le dan, ademaés de que,
al igual que otros plasticos, puede contener aditivos que cambian su estructura y propiedades
quimicas, vy, por lo tanto, llevar esos quimicos contaminantes a los organismos con los que tiene
contacto [32].
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Al igual que los otros plésticos el PE puede verse afectado por factores ambientales que causan su
degradacion. La degradacidn bioldgica, realizada por microorganismos y enzimas especificas, es un
proceso lento que necesita ser cuidadosamente controlado y aislado. Este tipo de degradacién implica
la accion de bacterias, hongos y otros microorganismos que metabolizan el plastico,
descomponiéndolo en compuestos mas simples. Aunque es una forma mas natural y menos agresiva
de degradacion, su lentitud puede resultar en la acumulacién de residuos plasticos en el medio
ambiente antes de su completa biodegradacion. La degradacion fisica se deriva de efectos térmicos y
oxidativos. Exposicion a altas temperaturas y a la radiacion ultravioleta del sol puede causar la
fragmentacion del plastico en particulas mas pequefias, conocidas como MPs. Sin embargo, este
proceso también puede desencadenar la emision de gases toxicos. La degradacion fisicoguimica
puede llevarse a cabo por procesos como la oxidacién, la hidrélisis o la fotodegradacion. La
fotodegradacion, inducida por la luz solar, descompone el plastico en presencia de la radiacién
ultravioleta. Estos procesos pueden llevar a que el plastico libere los quimicos adicionados para
mejorar su durabilidad, como estabilizantes, plastificantes y otros aditivos, que pueden ser
perjudiciales para el medio ambiente y la salud humana [10].

2.3 Microbiota

El cuerpo humano alberga una enorme cantidad de bacterias, tan sélo en el tracto intestinal se han
identificado alrededor de 10** microorganismos. Cada familia tiene funciones especificas, como lo
pueden ser la fermentacién y degradacion de nutrientes, influencia en el sistema inmune y la

produccion de mucosa intestinal, proteccion de la barrera intestinal, entre otros [8].

La microbiota es influenciada por diversos factores ambientales; como la forma de nacimiento,
aquellos bebés nacidos por canal vaginal tienen una composicion alta en Lactobacillus a diferencia
de los nacidos por cesarea, que presentan una colonizacion de bacterias facultativas como el género
Clostridium. La composicion también cambia dependiendo del lugar geografico de nacimiento y

puede ser afectada por elementos internos o externos [8].

La microbiota desempefia multiples roles cruciales para la salud del hospedero, actuando como una
barrera protectora, facilitando la digestion, regulando el metabolismo e influyendo en la
comunicacion entre el intestino y el cerebro. En términos de proteccion, la microbiota compite con
patégenos por nutrientes y espacio, produce sustancias antimicrobianas y modula el sistema
inmunoldgico, ayudando a mantener la integridad de la barrera intestinal y evitando la translocacion
de bacterias y toxinas al torrente sanguineo. En cuanto a la digestion, los microorganismos intestinales

descomponen compuestos alimentarios complejos, como ciertos carbohidratos y fibras dietéticas,
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produciendo &cidos grasos de cadena corta que sirven como fuente de energia para las células del
colon y ofrecen beneficios metabdlicos y antiinflamatorios. La regulacion del metabolismo es otra
funcidn clave, donde la microbiota influye en la absorcion de vitaminas y minerales, la sintesis de
vitaminas y la modulacion de vias metabdlicas relacionadas con el almacenamiento de grasas y la

sensibilidad a la insulina [33].

La colonizacidn por bacterias patégenas por el consumo de antibidticos puede derivar en infecciones
diarreicas, ya que se produce una disbiosis o alteracion del equilibrio entre especies. Existe evidencia
de que las interacciones entre bacterias y la mucosa intestinal tienen un rol importante en el desarrollo

y regulacion del sistema inmune [34].

Se han asociado ciertas rutas metabdlicas con bacterias en especifico y, por lo tanto, con
enfermedades. En pacientes con autismo, obesidad, diabetes, artritis, cancer, enfermedades
gastrointestinales o cardiovasculares se han identificado niveles alterados en la cantidad y diversidad

de las bacterias en la microbiota [11].

Como lo menciona Grodzick en su articulo de 2021, existe una relacion entre la microbiota y el
sistema nervioso, la alteracion de esta puede afectar de manera significativa los procesos metabdlicos

y reacciones neuronales [32].

Un estudio realizado en 2021 destaca la relacién entre la composicion de la microbiota y las
enfermedades neuronales, como el Alzheimer. Este vinculo se debe a que la disbiosis de la microbiota
puede desencadenar procesos inflamatorios. En estos procesos, las citocinas juegan un papel crucial
al provocar una neuroinflamacion, que eventualmente conduce a la neurodegeneracion. En pacientes
con Alzheimer, se han registrado alteraciones significativas en la microbiota, lo que sugiere una

conexion directa entre estos cambios microbianos y la progresion de la enfermedad [35].

A pesar de que en los ultimos afios ha crecido el interés por comprender el papel y el mecanismo de
funcionamiento de la microbiota, fue desde 1885 que Escherichia coli fue aislada, y desde entonces
se ha buscado entender para qué o cdmo funciona la simbiosis entre huésped y hospedero. No hay
manera de estandarizar una microbiota saludable, ya que esta depende de muchos factores
ambientales en el hospedero. Sin embargo, es posible entender la funcion de las bacterias que la

conforman y, asi, mejorar la comprension de su papel en la salud [36].

2.3.1 Bacillus clausii

B. clausii es una bacteria Gram positiva generadora de esporas, resistente a cambios de temperatura

pH y sales [12]. Se caracteriza por tener una resistencia a antibidticos, probidtica y facil de obtener
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[37]. Entre sus caracteristicas destacan su capacidad para sintetizar vitaminas, incrementar la
secrecion de mucina en las paredes intestinales [13] y mantener la homeostasis del sistema inmune
del intestino [34], utilizada como tratamiento para el sindrome de colon irritable, diarrea e incluso se

ha demostrado que es capaz de inhibir el crecimiento de patégenos. [13].

En la Figura 3 se resumen algunas de las propiedades fisioldgicas, asi como la actividad

antimicrobiana e inmunomoduladora de B. clausii.

©

Tolerancia al calor, acido y sales

Mejora la funcion de la barrera intestinal

Sintesis de vitaminas

Propiedades
fisiologicas

v

v
QDO

> Germinacion

3 . . . .
Esporas > '% Otras propiedades bioquimicas y metabélicas
b

A ) ol Incrementa la secrecion de mucina y
Célula > . . ;
Lisis de la vegetativa reduce la permeabilidad del intestino

célula

pa—
vegetativa ( © )y

Bacillus clausii

Resistencia a antibioticos J

Esporulacion

O

Produccion de lantibioticos

. . - : ; Actividad
Ciclo de vida Niveles alterados de citoquinas pro .. .
> . . antimicrobiana e
antiinflamatorias X
inmunomoduladora

> Actividad de serina proteasa sobre enterotoxinas
> Proliferacion de células T CD4+

’ Inhibicion de enteropatogenos

Figura 3. Resumen de las propiedades fisioldgicas, antimicrobianas e inmunomoduladoras de B. clausii.
Recuperado de Ghelardi et al. (2022) [36].

B. clausii fue, ademas, estudiado por Gian et al., (2022) por su capacidad de estabilizar la respuesta

inmune en nifios y asi prevenir las infecciones respiratorias recurrentes[14].

2.4 Viabilidad y cinética del crecimiento

El término "viable" puede referirse a la capacidad de las bacterias para vivir. En el ambito de la
microbiologia, una bacteria viable es aquella capaz de formar una colonia macroscopica en un medio

solido o causar que el medio liquido donde es sembrada se perciba turbio [38].

25



Existen maltiples procesos para estudiar la viabilidad y velocidad de crecimiento de los cultivos
bacterianos, sin embargo, la capacidad de crecimiento y multiplicacion celular es ampliamente

aceptado como un signo de viabilidad bacteriana [39].

El estudio de viabilidad basado en la capacidad de la bacteria para ser cultivada ha sido considerado
confiable desde hace mas de 100 afios y puede llevarse a cabo en medios sélidos o liquidos, donde

las bacterias viables formaran colonias, mientras las que no son viables, no lo haran [39].

Este proceso demanda que las bacterias se ubiquen en un medio enriquecido y sigan protocolos de
temperatura especificos. Idealmente, deben estar aisladas, ya que la competencia por nutrientes entre
dos 0 més especies puede inhibir su crecimiento. Estos métodos implican ensayo y error, y requieren

maés tiempo y habilidades técnicas para interpretar y contar las colonias formadas [40].

Una de las técnicas mas utilizadas son las unidades formadoras de colonias (UFC), donde las colonias
macroscopicas formadas en el medio pueden ser facilmente contadas a las 24 o 48 horas después de
ser sembradas [38].

La cinética de crecimiento, por otro lado, se define como la relacion ente el crecimiento bacteriano y

la concentracién de sustrato [41].

Bajo este principio multiples estudios han basado sus investigaciones entre el cambio en la densidad
Optica (D.O.) y el crecimiento bacteriano. Chen et al., (2022) utiliza esta relacién para demostrar
como distintos tipos y tamafios de pléstico afectan el crecimiento de Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus plantarum y Lactobacilllus rhamnosus. Midiendo la D.O. en una microplaca de 96
pozos cada 10 minutos asumio que a mayor D.O. mayor cantidad de bacterias, es decir el sustrato con

mayor absorbancia contenia bacterias que crecian a mayor velocidad [42].

De manera similar Kim et al., (2022) basan sus conclusiones en el cambio de la D.O. con la relacion
del crecimiento de Bacillus sp. y E. coli en el transcurso del tiempo. Ambas investigaciones utilizaron

una longitud de onda de 600 nm para la realizacién de sus experimentos [43].

Al combinar ambas técnicas experimentales como lo son UFC y D.O. es posible garantizar la
evaluacion del efecto de inhibicién o promocion del crecimiento de las bacterias cuando estan en

contacto con agentes contaminantes como el pléastico.

Pueden, ademaés, realizarse estudios de microscopia, donde se puede observar de manera cualitativa
la morfologia de los microorganismos, asi como comportamiento respecto a los contaminantes
agregados [44]. Debido al tamafio de las bacterias es necesario agregar tinciones que permitan

observar el agrupamiento o cambios notables en su morfologia, como el dafio en la membrana. Se

26



pueden utilizar tinciones fluorescentes o para diferenciar un tipo de bacterias de otras, la tincion
Gram [38], [45].

2.5 Caracterizacion por Raman

La espectroscopia de Raman permite analizar la estructura molecular y niveles energia vibracionales
de los materiales de manera no invasiva. Puede definirse, de igual manera, como una representacion
de la intensidad de la luz dispersada en funcion del nimero de onda, y cada material tiene asociado
un espectro especifico [46]. Los picos observados en el espectro representan informacion acerca de

la composicidn y cristalinidad del material estudiado [47].

Esta técnica se basa en el principio del efecto de Raman, el efecto Raman se puede definir como el
cambio en la longitud de onda de la luz que ocurre cuando la luz es esparcida por distintas moléculas.
Si la luz incidente es considerada esta formada por particulas o fotones, que chocan con las moléculas
de la muestra [48]. La mayoria de estos encuentros se consideran elasticos y las particulas se dispersan
sin cambios en su frecuencia. En algunas ocasiones la molécula absorbe o cede energia a los fotones
que se dispersan con menor 0 mayor energia, y por lo tanto hay un cambio en su frecuencia. Los
cambios de frecuencia son, por tanto, medidas de la cantidad de energia implicada en la transicion
entre los estados inicial y final de la molécula dispersada. Los cambios de frecuencia son, por tanto,
medidas de la cantidad de energia implicada en la transicion entre los estados inicial y final de la
molécula dispersada. Las energias que corresponden a los desplazamientos de la frecuencia Raman
son energias asociadas a las transiciones entre los distintos estados rotacionales y vibracionales de la
molécula dispersada. Los desplazamientos rotacionales puros son pequefios y dificiles de observar,
excepto en el caso de las moléculas gaseosas simples. En los liquidos, los movimientos rotacionales

se ven obstaculizados y no se encuentran lineas Raman rotacionales discretas [49].

La espectroscopia de Raman ha permitido detectar contaminantes plasticos en cuerpos de agua[50],
vegetales [51] e incluso en leche materna[52], debido a su tamafio, esta técnica permite cuantificar
los tipos de MPs en las muestras. Ademas, su capacidad para distinguir entre diferentes tipos de
polimeros es crucial para estudios ambientales y de salud publica, facilitando la identificacion precisa

de contaminantes en diversas matrices[50].

2.6 Efectos adversos de los nano y microplasticos sobre la salud humana

En 2014 el Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (UNEP, por sus siglas en
inglés), destacé la importancia de resolver o detener la contaminacion por plasticos y fue parte del

top 10 de problemas urgentes a resolver, sin embargo, la produccion de materiales de un solo uso no
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se ha visto disminuida y se ha estimado que los fragmentos de pléstico abarcan de un 60% a un 80%

del debris marino [6].

Recientemente, en 2023, el equipo de investigacion liderado por el investigador Sewwandi publico
un articulo que resume las vias de exposicién a micro y nanoparticulas de plastico, asi como las
concentraciones de estas presentes en alimentos y bebidas. Se destaca que la ruta de exposicion por
ingesta es la principal mediante la cual dichas particulas ingresan al organismo [1].

Bajo este principio, diversos grupos de investigacion se han enfocado en estudiar los efectos de los
MPs en la salud humana. Correia Prata (2020) ha expuesto los riesgos asociados, entre los cuales se
incluyen la inflamacion, la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), la citotoxicidad y la
alteracion de la homeostasis en las células humanas. Ademas, se ha observado la posibilidad de
traslocacién de nano fragmentos de plastico a lo largo de todo el cuerpo humano, lo que podria dar
lugar a enfermedades en 6rganos como los rifiones, el corazén, los testiculos, los ovarios e incluso el

cerebro [6].

Varios autores han coincidido en la teoria de que el tamafio, la forma y el material de cada plastico
tienen un efecto particular en microorganismos especificos. Se han investigado las interacciones entre
hongos [2], bacterias [42] y células humanas [53] con los MPs, y se ha llegado a la conclusion de que
cada tipo de material tiene un impacto distinto en cada tipo de célula estudiada. Ademas, los
investigadores han mostrado un interés creciente en estudiar los efectos de particulas cada vez mas
pequefias, como los NPs, en los organismos. Esto se debe a que la cantidad de los NPs supera

significativamente la cantidad de MPs presentes en el medio ambiente [20].

Los NPs han demostrado tener la capacidad de penetrar con mayor facilidad las capas epiteliales de
los tejidos y las membranas celulares, lo que puede provocar cambios morfolégicos en la membrana
celular. Ademas, algunos autores han recurrido al desarrollo de simulaciones por computadora para

analizar las interacciones células-particulas [54].

Para investigar los efectos especificos sobre organismos vivos, se han reazado estudios in vivo en
ratones que han consumido agua contaminada con micro particulas de poliestireno. Estos estudios
han revelado que dichas particulas tienen un impacto negativo en la salud intestinal [23], causando
cambios en la produccién de espermatozoides [24], disminucion del moco intestinal y aumento en la

secrecion de citoquinas, entre otros efectos adversos [53].

En el afio 2021, un grupo de investigadores en Polonia, publicaron un review sobre los efectos de
varios tipos de NPs en el eje intestino-cerebro. Este eje se define como la red compleja existente entre

el sistema nervioso central y el intestino, ya que este Gltimo no solo es el encargado de obtener
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nutrientes para el organismo, si no que, también es un &rea expuesta al medio ambiente del individuo
[32].

Condiciones como el estrés ambiental o la necesidad de una respuesta inmune afectan al eje intestino-
cerebro, por lo que el cerebro influye de manera neuronal y hormonal en las actividades de las células
intestinales, inmunoldgicas y epiteliales entre muchas més. Todas estas células estan, a su vez,
influenciadas por la microbiota intestinal, las cuales tienen un papel importante en la comunicacién
intestino-cerebro. Algunas de estas vias de comunicacion pueden verse en la relacion entre la disbiosis
(alteracion en la composicion de la microbiota) y enfermedades neuronales; se han realizado estudios
en los que se comprobd la influencia de la microbiota en trastornos como la ansiedad o la depresion
y mas recientemente, se ha descubierto que los pacientes autistas presentan alteraciones puntuales de
la microbiota que corresponden al nivel de la enfermedad [21].

2.7 Estado del arte

Se ha demostrado que tanto los MPs como los NPs tienen un efecto negativo en la microbiota de
modelos animales acuéticos y terrestres, causando disbiosis, alteraciones metabdlicas y un ambiente

inflamatorio [55].

En modelos animales se han utilizado micro particulas de PE (10-150 um) en ratones, Li et al., (2020)
demostrd que estas particulas afectaban la distribucion de la microbiota lo que afectd los procesos
inmunolégicos desencadenando un incremento de la citoquina IL-1a y en concentraciones mas altas
los MPS (600 pg/dia por 5 semanas) causaron inflamacion alrededor de todo el tracto digestivo al
activar la sefializacién de TLR4. Concluyeron entonces que, los MPs de PE causaron disbiosis en la

microbiota y en consecuencia alteraron los procesos inflamatorios de los ratones[23].

En células de la pared intestinal (Caco-2) se observé dafio en el ADN, incremento de la citotoxicidad,
absorcién y traslocacion de nanoparticulas, inflamacién e incremento de la permeabilidad intestinal.
Todos estos efectos reportados tan s6lo después de 24 horas de contacto con el plastico (PS, PVC) en

concentraciones desde 1 pg/ml hasta 250 pg/ml [56].

Se han llevado a cabo estudios sobre la cinética del crecimiento de bacterias de la microbiota
expuestas a microparticulas de pléastico, en los cuales investigadores de la India, China y Corea han
examinado el efecto de particulas de poliestireno a diferentes concentraciones. En el caso de las
interacciones entre MPs y Bacillus estudiadas en la India y China por los investigadores Athulaya et
al., (2023) y Yi et al.. (2021) respectivamente, se ha llegado a la conclusion de que el crecimiento

bacteriano es mas rapido a concentraciones mas altas de poliestireno, con tamafios de particula de
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0.1, 0.55 y 5 um de diametro. Sin embargo, estos estudios también indicaron que un aumento en la

cantidad de plastico resultaba en un mayor estrés para las bacterias [42], [43].

Por otro lado, investigadores de la Universidad de Pusan y la Universidad de Seul llegaron a la

conclusion de que tanto las nanoparticulas como las microparticulas tenian un efecto inhibitorio en

Bacillus sp., utilizando una concentracién unica de 100 mg/L y examinando tamarfios especificos de
particulas de 60, 220, 430, 700, 1040, 1700 y 2260 nm, observaron que las particulas de 1040 nm

ejercian el mayor efecto inhibitorio sobre el crecimiento, mientras que las de 60 nm generaban un

mayor estrés en las bacterias al lograr penetrar la membrana [43].

Otros trabajos relacionados al estudio de citotoxicidad de nano y micro plasticos en bacterias se

reportan en la Tabla 2

Tabla 2. Reportes de estudios de citotoxicidad por NPs y MPs en bacterias

Bacteria

Lactobacillus
(Lactobacillus
acidophilus,
Lactobacillus
plantarum y
Lactobacillus
rhamnosus)

Lactobacillus

E. coli

Bacillus

tropicus

Plastico
PP, PE, PS, PET y PVC

PP, PVCy PE

PS, PET y PVC

PS

Tamafio
13 um y 400
nm, y el PVC de
5 um y 400 nm

100 nm

75 nmy 30

pm

24 £10 ym

30

Concentracion
0 pg/ml, 50
pg/ml,

100 pg/ml, 200
pg/ml, 500
pg/ml.

30 pg/ml

0, 10, 50,

100 y 500
mg/L.

20a 320
mg/L

Efectos
PSy PVC fueron
capaces de inhibir el
crecimiento de
Lactobacillus

Los Lactobacillus
poseen una buena
capacidad para adsorber
varios NPs

(nanoparticulas)
Cambio en la
membrana,
morfolégica y
guimicamente. Mé&s
propensas al plasmido
y transferencia de
genes por la
formacion de
biopeliculas
Mayor viabilidad a

mayor concentracion,

Referencia
Chen et al.
2023

Zhao et al.
2023

Wang et al.,
2022

Yietal.
2021



E. coli, Bacillus

Cereus

E.coli, Bacillus

sp.

Staphylococcus

aureus, Bacillus

subtilis, E. coli,
Pseudomonas

aeruginosa

PS

PS

Convencional y
bioplastico/
PCL, HDPE, PES, PP/

Obtenidos de bolsas de

compra comerciales y

envases de alimentos

0.1,055y 0a320
5 umen pg/ml
diametro
60, 220, 430, 100 pg/ml
700,
1040, 1700, y
2260 nm
396-1050 nm  10-100 mg/L
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pero mayor estrés

bacteriano

La viabilidad de la E.

coli disminuyo y se
formaron
biopeliculas. Sin
embargo B. cereus
aumento su
viabilidad. A mayor
concentracion de
MPS aumentaron las
ROS
Todos los tamafios
causaron una
disminucion del
crecimiento, y las
bacterias absorbieron
los nanos, los cuales,
sorpresivamente
causaron menos dafio
que los micros.

S. aureus mostré
aumentos en
viabilidad hasta una
leve inhibicion, E.
coli no mostro
respuesta o una leve
inhibicién, P.
aeruginosa presento
una leve hasta una
inhibicion alta, y B.
subtilis mostré una
alta viabilidad frente
a las particulas de

pléstico.

Athulaya et
al. 2023

Kim et al.
2022

Saygin &
Baysal 2020



Un estudio realizado en 2023 plante6 la posibilidad de que los Lactobacillus sp. puedan adsorber

ciertos NPs y ayudar a la eliminacion de particulas del ambiente [42].

Por otro lado, Nugrahapraja et al., (2022) realizaron un estudio con el objetivo de detectar genes
presentes en enzimas capaces de degradar MPs en la microbiota humana. Analizando heces de 22
participantes en Indonesia, descubrieron que el gen feaB, altamente reportado en cepas de E. coli,
también estaba presente como un gen degradador de plastico y era el mas comin en las muestras.
Asimismo, confirmaron que la disbiosis causada por HDPE afectaba especialmente a la familia de
los Bacteroides. A pesar de estos hallazgos, Nugrahapraja et al. reconocen la necesidad de realizar
mas investigaciones con un mayor numero de sujetos, ya que no se pudo encontrar una relacion
significativa entre la cantidad de contaminacion por MPs en la microbiota y la expresion de genes
degradadores. Ademas, reconocen que medir el impacto total de la microbiota en la degradacion de

MPs es muy complejo y requiere estudios adicionales [57].

Se han realizado diferentes estudios que han demostrado la capacidad de diferentes organismos
capaces de degradar plasticos, desde hongos [2], bacterias pertenecientes a gusanos de seda [58],
bacterias encontradas en cuerpos de agua como P. protegens y B. cereus.[59]. En estas
investigaciones se pudieron observar alteraciones en los espectros de Raman y FTIR asi como micro

fracturas en la superficie de los plasticos observadas gracias a un equipo SEM.

Jiménez-Arroyo et al.,(2023) incluyeron en su revisién de literatura bacterias putativas pertenecientes
a microbiotas de larvas e insectos donde se incluye bacterias capaces de degradar el PE como
Sebaldella termitidis, Brevibacterium sp., Pantoea sp., Lactococcus sp., Elizabethkingia sp.,

Citrobacter sp. y Kosakonia sp.[55]

Thuy-Hanh et al., (2021) resumen algunos de los microorganismos capaces de degradar MPs y las

condiciones experimentales necesarias para ver los efectos, estos se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Microrganismos reconocidos como degradadores de plasticos. Recuperado de Thuy-Hanh et al.[10]

Microrganismo Tipo de MPs Condiciones Eficiencia de
experimentales degradacion
Bacillus sp. PP 40 dias de incubacin, 4%

cepa de sedimento

Bacillus sp. PE 28 dias de incubacion 10.7%
cepa proveniente de
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Comamonas PUR
acidovorans (TB-35)

Penicillium pinophilum Polvo de LDPE

Bacillus sp. y PP
Paenibacillus sp.

Souda y Agios HDPE
(Proteobacteria,

Bacteroides y
Actinobacteria)

gusanos de cera
alimentados con plastico

8 dias de incubacion,
enzimas degradadoras:
Estereasas

31 meses de incubacion,
cepa ATCC 11797

60 dias, obtenidos de
sedimento de terreno
urbano

60 dias de incubacidn,
provenientes de la bahia
Souda
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Capitulo 3

Metodologia

En este apartado se explica a detalle los protocolos empleados en el cultivo de B. clausii, la obtencion
y caracterizacion de micro y nano particulas de PE, asi como los procedimientos de evaluacion de

citotoxicidad y el efecto ocasionado por la bacteria al plastico.

3.1 Material biologico

La cepa de B. clausii fue obtenida en forma de esporas a partir del suplemento Enterogermina®
disefiado para lactantes y nifios, con suspensiones de 2 mil millones de UFC, en ampolletas de 5 ml

cada una.

Las esporas de B. clausii se caracterizan por su capacidad para restablecer el equilibrio de la
microbiota intestinal. Debido a su naturaleza esporulada, es resistente a condiciones ambientales
adversas, como cambios en el pH. Para su cultivo, se emple6 caldo de infusion cerebro-corazén (BHI)
de la marca MCDLAB. En la realizacion de los experimentos, se utilizaron 200 pL de la suspension
microbiana, incubandose en 10 ml de caldo BHI, lo que result6 en un total de 80 millones de UFC
por muestra. Las condiciones de cultivo para todas las muestras fueron en incubadora de agitacion
modelo THZ-100 Luzeren, a 37°C y 180 rpm.

Para el cultivo en placa se realiz6 una dilucion de 1:4000 tomando solamente 50 pL. para obtener un
aproximado de 400 UFC. Todos los tubos, asi como las cajas Petri, fueron de vidrio marca CIVEQ

para evitar la contaminacién o adherencia de otro tipo de plastico en las muestras.

3.2 Plasticos

Para el desarrollo de esta metodologia se utilizaron 5 tipos de plasticos obtenidos de diferentes

fuentes. A continuacion, se explica la obtencion y caracterizacion de cada uno:

3.2.1 Microplasticos de polietileno de baja densidad

Las particulas de baja densidad fueron obtenidas de raspados de una piseta de laboratorio, de uso,
marcada como tal por el fabricante. Es importante recalcar que la edad de la piseta era mayor a los 5

afios y habia estado en constante contacto con acetona.

Para degradar ain maés el plastico, la piseta fue sometida al proceso de esterilizacion por autoclave,

15 minutos a 120°C y 15 Ibf. A este tipo de pléastico se le denominara LDPE intemperizado.
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Una vez que el plastico se derritié y endurecio, se realiz6 un raspado de toda la superficie para después

filtrarlo en un colador de metal y obtener particulas menores a 1 mm de forma 'y espesor irregulares.

3.2.2 Microplasticos de polietileno de alta densidad

Estos MPs se adquirieron por donacién del laboratorio de investigacion de paleoceanologia del
CICESE Ensenada B.C. Fueron obtenidos del raspado de pisetas de pléstico de alta densidad, siendo
filtrados en un tamiz QuaFooLab que permitio la recuperacion de particulas menores a 250 um, las
cuales fueron dejadas al sol durante un periodo aproximado a los 3 afios. Este plastico sera

denominado HDPE intemperizado.

3.2.3 Plasticos mixtos de polietileno alta densidad

Los plasticos mixtos fueron adquiridos de Coespheric USA. Estas esferas son de alta densidad y en
un rango de tamafio de 200 nm a 9990 nm. Este plastico serd denominado como MIXBEADS.

3.2.4 Microplasticos fluorescentes de polietileno de alta densidad

Estas esferas de plastico tienen un rango de tamafio de 34 a 44 um y poseen un color verde
fluorescente. Obtenidas como donativo del laboratorio de investigacion de paleoceanologia del
CICESE Ensenada B.C. Este plastico sera denominado como MBPE.

3.2.5 Microplasticos de polietileno de baja densidad nuevos

Estos plasticos fueron adquiridos al raspar una piseta de PE de baja densidad, marcada asi por el
fabricante. Esta piseta se considera como nueva, ya que no fue expuesta de manera intensional a rayos
UV o degradacion térmica. Las virutas obtenidas tuvieron un tamafio menor a 1 mm y seran

denominadas como LDPE nuevo.

3.2.4 Esterilizacion de microplasticos

El método de esterilizacion aplicado a todos los plasticos (Figura 4), exceptuando a los MIXBEADS
(Figura 5), implico la adicion de agua oxigenada al 30% (CURAPACK) para eliminar cualquier
residuo de materia organica. Posteriormente, se dejaron reposar durante 24 horas dentro de una
incubadora a 37°C para permitir la evaporacion completa del agua residual. Luego, los plasticos
fueron expuestos a luz ultravioleta en 2 intervalos de 20 minutos cada uno, con una agitacion
intermedia para asegurar que la luz alcanzara a todas las particulas. La esterilizacion fue realizada

después del pesado.
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Figura 4. Diagrama del proceso de esterilizacion de las microparticulas de plastico

Para los MIXBEADS se aplico un tratamiento de esterilizacion mas breve, debido a que, al ser un
estandar de empaque cerrado, estaban menos expuestas a la contaminacion. Después de preparar la
suspensién principal, las MIXBEADS fueron expuestas a luz ultravioleta durante 30 minutos como
medida de esterilizacion (Figura 5).

i Exposicion a luz
Suspensién de UV por 30
MIXBEADS minutos

Figura 5. Esterilizacion de la suspension de MIXBEADS

3.2.5 Preparacion de suspensiones de plasticos

Para el desarrollo de los experimentos se eligieron las siguientes concentraciones para todos los
plésticos:

e 200 pg/ml
e 400 pg/mil
e 600 pg/mi
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e 800 pg/mi
e 1000 pg/ml

Todas las particulas fueron suspendidas en PBS. Para los plasticos HDPE intemperizado, MBPE y
MIXBEADS se pesaron los plasticos y se realizaron soluciones stock de las cuales se obtuvieron las
suspensiones de trabajo.

Las diluciones de MIXBEADS fueron sometidas a tres ciclos de bafio ultrasénico hasta que las
particulas estuvieran completamente suspendidas y sin aglomeraciones (aprox. 120 segundos cada
ciclo), antes de ser utilizadas. Este proceso garantizé una dispersion uniforme de las particulas en la
solucion (Figura 6).

Pesado de
MIXBEADS 1000 wg/mL

200pgml, 400pgml  600ugml 800 uymi

>
. Suspension Bafio
F:( ultrasénico
stoc por120s
MIXBEADS

Figura 6. Realizacion de las suspensiones de MIXBEADS.

3.3 Interaccién pléastico-bacteria

Se utilizaron tres frascos de vidrio por cada concentracion (el control serd denominado concentracion
cero), los cuales fueron esterilizados dos veces. Tanto las bacterias como los plasticos fueron
agregados en volumenes iguales de 200 pL, simultaneamente, a 10 ml de caldo BHI estéril, para
obtener un aproximado de 7.8 x 10 UFC por mililitro y las concentraciones de plastico descritas
anteriormente. Todos los cultivos se incubaron bajo las mismas condiciones a 37°C y 180 rpm (Figura

7). Cada experimento fue realizado 2 veces por triplicado.
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Figura 7. Incubacion de las bacterias junto con las particulas de plastico.

3.4 Parametros evaluados

3.4.1 Densidad 6ptica

La densidad Optica se ha establecido como una fuente confiable para evaluar el crecimiento
bacteriano. Todas las muestras fueron medidas a las 24, 48 y 72 horas después de la incubacion con
las particulas de PE. Se utiliz6 una microplaca de 96 pozos CORNING, y se midio la absorbancia a
595 nm utilizando 100 pL de sustrato en cada pocillo (Figura 8). Todas las mediciones se realizaron

por triplicado. Utilizando el control se normalizé para obtener el porcentaje de crecimiento bacteriano

Lecturaa una

_ longitud de onda
de 595 nm alas
24,48y 72 horas

24,48y 72

horas
Figura 8. Lectura de densidad Optica para la determinacion del crecimiento baci: v o

3.4.2 Unidades formadoras de colonias

Para llevar a cabo el cultivo en placa, se prepar6 una dilucion utilizando una proporcién de 1 parte de
cada muestra de B. clausii, incubadas por 24 horas en contacto con PE o control, por cada 4000 partes
de PBS. Se tomo una cantidad de 50 pL de esta dilucion y se sembr6 en una placa de agar BHI, con
el objetivo de obtener aproximadamente 300 unidades formadoras de colonias (UFC) en el control,

las cuales se dejaron incubar a 37°C por 24 horas antes de hacer el conteo (Figura 9).
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Este proceso se realizo dos veces por triplicado para las concentraciones de 0, 200 y 1000 pg/ml de

todos los plasticos.

/l @ 37

0 pg/mL
50 pL S =
# 200 pg/mt. X3 # » 1
e
1000 pg/mL 24 h

Figura 9. Incubacion de muestras en cajas Petri para obtener UFC.

3.4.3 Microscopia

Las muestras bacterianas fueron observadas en el microscopio dptico Carl Zeiss® para buscar
posibles cambios en su morfologia e interaccion con el plastico. Se realiz6 tincién de Gram en todas

las muestras.

Para la tincién se tom6 un frotis de cada placa, el cual fue colocado en un portacbjetos previamente
esterilizado y se fijé con el calor del mechero. Después se siguid el protocolo de tincién de Gram
proporcionado por el fabricante HYCEL, a cada frotis se cubri6 por completo con Violeta Genciana
para esperar un minuto, después se escurrié el excedente, sin enjuagar se cubrié con Yodo Gram y se
esperé un minuto para continuar con un lavado de acetona por 15 segundos. Se enjuag6 con agua
destilada para retirar el excedente de colorante. Después se cubri6 el frotis con colorante Safranina
para dejar actuar por un minuto y finalmente enjuagar con agua destilada para quitar el resto de
colorante. Se dejo secar la muestra al aire y se cubri6 con un cubreobjetos. Se pudieron observar las

muestras con un objetivo de 100x.

3.4.4 Raman

Todos los tipos de PE fueron analizados mediante espectroscopia Raman con el equipo Alpha300 R
(WiTec) para determinar su composicion quimica tanto antes como después de estar en contacto con

las bacterias.

Para el andlisis previo al contacto con B. clausii se tomaron muestras de las particulas de PE y fueron
pegadas en una cinta de carbono (UNLINE) observandose bandas en 2950 — 2800 y 1550 - 1250

cm ™1 de acuerdo con la composicion del PE [60].
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Las diferencias entre los tipos de PE se observaron en la variacion de la intensidad de estas bandas,

la cual depende de la densidad, estructura y cristalinidad del material.[61]

Después de la exposicion a B. clausii, se tomaron nuevos espectros Raman de las muestras de PE para
identificar cualquier cambio significativo en la composicién quimica. Estos analisis permitieron
observar cambios en las bandas vibracionales, tales como desplazamientos, variaciones en la
intensidad y la aparicion o desaparicion de picos. Se siguieron los mismos parametros de anélisis

anteriores.

Para las particulas que estuvieron en contacto por 72 horas con B. clausii fue necesario agregar agua
oxigenada (CURAPACK) al 30% para eliminar toda la materia organica de los medios en una
proporcion 1:1 'y recuperarlas por un método de filtrado, donde se utilizé una bomba de vacio (GB
modelo: Ait-2b) y un filtro WHATMAN® con tamafio de poro de 8 um. En la Figura 10 se puede

observar el arreglo para la filtracion y recuperacion de particulas.

> (]
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.. @
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e o o
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L
e ©

Trampa de *\
agua R
Recuperacion de
particulas mayores
agpum
Bomba de Sistema de
vacio filtrado

Figura 10. Arreglo de filtrado y recuperacién de microparticulas

El anélisis RAMAN permitio obtener informacion detallada sobre los componentes y la estructura
molecular de los plésticos, lo que facilitd la comprension de cualquier cambio quimico o alteracion

que pudieran experimentar durante la interaccion con las bacterias.

Se observo un rango de 400 a 3000 cm ™! esperando encontrar las bandas ya mencionadas.
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3.4.5 SEM

Para esta prueba se seleccionaron las particulas de LDPD nuevo, debido a que se pudieron obtener
fragmentos planos y por su composicion “mas porosa” las posibles alteraciones superficiales podrian

ser mas notorias a las 24, 48 y 72 horas de contacto con B. clausii.

Se obtuvieron 4 cuadrados de 1 cm x 1 cm de LDPE nuevo, los cuales fueron esterilizados de la
misma manera que las deméas microparticulas de PE, posteriormente fueron incubados con la misma
cantidad de bacterias que los experimentos anteriores y estuvieron en contacto por 0, 24, 48 y 72

horas.

Las muestras fueron analizadas con un microscopio electrénico de barrido de doble haz FEI Scios
(Field Electron and lon Company). Para el andlisis, se utilizé un ancho de campo horizontal de 2.07
um, una ampliacion de 100,000x, una potencia de alto voltaje de 10 kV y una resolucién de 1.4 nm a
1 keV.

3.4.6 Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico del porcentaje de crecimiento y viabilidad obtenido a partir de las
mediciones de D.O. y UFC en relacién con el control del dia, se empled el software ORIGIN 2018
junto con su médulo LABVIEW.

Se aplicd un andlisis de varianza de una via (ANOVA), una técnica que permite evaluar si existen
diferencias estadisticamente significativas en las medias de los grupos bajo comparacion. El ANOVA
de una via se utiliza para analizar los datos agrupados en funcién de una Unica variable independiente,
en este caso, las concentraciones de plastico, y determina si hay diferencias en el porcentaje de
crecimiento y viabilidad entre el grupo control y los diferentes niveles de concentracién. Se establece

un nivel de significancia (alpha) de 0.001.

Después de determinar si existe una diferencia significativa mediante ANOVA, se procedié con una
prueba post hoc de Tukey. Este método es esencial para realizar comparaciones multiples entre todas
las combinaciones posibles de medias de los grupos. La prueba de Tukey permite discernir no solo si
hay diferencias generales entre los grupos, sino también identificar especificamente qué grupos

muestran diferencias significativas en cuanto a sus medias.

Tabla 4. Ejemplo de resultados de analisis ANOVA y post hoc Tukey obtenidos con ORIGIN 2018
LABVIEW
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ANOVAOneWay (20/07/2024 13:25:40)
Notes  ~|
Input Data -]
One Way ANOVA  ~|

Overall ANOVA  ~|
DF Sum of Squares Mean Square F Value Prob>F
Model 5 1972.45096 394.49019 13.21339| 9.53033E-10
Error 94 2806.40186 29.85534
Total 99 4778.85282
Null Hypothesis: The means of all levels are equal.
Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are different.
At the 0.001 level, the population means are significantly different.
Fit Statistics -]
R-Square Coeff Var Root MSE Data Mean
0.41275 0.05889 5464 92.78268
Means Comparison ~|
Tukey Test~|
MeanDiff SEM q Value Prob Alpha ' Sig LCL UCL
B Al -617231 1.82133| 4.79262 0.01277  0.001 0 -13.73368 1.38907
C A -573009 194709 4.16189 0.04576  0.001 0 -13.81353 4 2.35336
CB 0.44222 1.94709 0.3212 0.99991  0.001 0 -7.64123 852567
DA -9.3503  1.82133 7.26024 2.23306E-5 0.001 1| -16.91167 -1.78893
} 2 : ; ! -10. 438338
D C -3.62021 1.94709 2.62944 0.43355 0.001 0 -11.70366 4 4.46323
EA -5.5842  1.84792 4.27358 0.03698 0.001 0 -13.25597 2.08756
EB 0.58811 1.84792 0.45008 0.99955 0.001 0 -7.08366 8.25987
EC 0.14588 1.97198 0.10462 1/ 0.001 0 -8.04092 833269
ED 3.7661 1.84792 288219 0.32911 0.001 0 -3.90567 11.43786
I F A -1486174 191023 11.00268 2.3931E-9 0.001 1 -2279218 -6.9313
F B 568043 101023 64331 2.28313E-4 0001 1 -1661987 -0.75800
F C -9.13166 2.03049 6.3601 2.78031E-4 0.001 1| -17.56134 -0.70197
F D -551144 191023 4.08032 0.05326  0.001 0 -13.44188 2.419
F E -927754 19356 6.77847 8.82076E-5 0.001 1] -17.3133 -1.24178
Sig equals 1 indicates that the difference of the means is significant at the 0.001 level.
Sig equals 0 indicates that the difference of the means is not significant at the 0.001 level.

* A= Control, B=200 pg/ml, C=400 pg/ml, D=600 pug/ml, E=800 pg/ml, F=1000 pg/ml
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Capitulo 4

Resultados

4 .1 Cinética de crecimiento

Gracias a la medicién de D.O., se lograron obtener datos sobre el crecimiento de B. clausii. Los
resultados mostraron una inhibicién del crecimiento en presencia de todas las particulas de PE
estudiadas. Esta inhibicion fue especialmente pronunciada con las particulas de plésticos
intemperizados y MIXBEADS a las 24 horas y con MBPE y MIXBEADS a las 48 y 72 horas.

De igual manera, se midi6 la viabilidad de B. clausii en contacto con todos los tipos de PE para las
concentraciones de 200 y 1000 pg/ml a las 24 horas. Se observé que la viabilidad se veia mas afectada
con las particulas que incluian las mas pequefias (MIXBEADS) y con el plastico intemperizado, lo
gue indica un mayor impacto de estos factores sobre la viabilidad bacteriana. Estos hallazgos
demuestran el impacto significativo de estas particulas en el crecimiento de B. clausii, como se detalla

a continuacion.

4.2 Efecto del micropléstico LDPE intemperizado sobre el crecimiento de B.

clausii

A las 24 horas de interaccion entre la bacteria y las diferentes concentraciones de LDPE
intemperizado (0, 200, 400, 600, 800 y 1000 pg/ml) se observé el maximo crecimiento de B. clausii
en el grupo de control (0 pg/ml), al cual se le atribuy6 el 100% de crecimiento. A concentraciones de
200, 400 y 800 ug/ml de LDPE intemperizado, el porcentaje de crecimiento de B. clausii se mantuvo
similar al del control, sin efecto significativo sobre el crecimiento de la bacteria. Sin embargo, a una
concentracion de 600 pg/ml de LDPE intemperizado se observo una ligera disminucién, aunque con

diferencia significativa, en el crecimiento de B. clausii con respecto al control.

Finalmente, la concentracién mas alta de LDPE intemperizado empleada (1000 pg/ml), mostré el
porcentaje de crecimiento de B. clausii mas bajo, significativamente diferente al control, logrando

solamente un 84.69% de crecimiento (Figura 11).

Notese que entre las concentraciones de 200 a 800 pg/ml de LDPE no existe una diferencia
significativa entre ellas, lo que indica que, en este rango de concentraciones, el LDPE intemperizado

no produce un efecto significativo sobre el crecimiento de B. clausii dependiente de la dosis.
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24 horas LDPE intemperizado
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Figura 11.Porcentaje de crecimiento a las 24 horas de B. clausii en contacto con diferentes concentraciones

de LDPE intemperizado. * diferencia significativa con el control con p< 0.001.

A las 48 horas de exposicion, el crecimiento de B. clausii se vio mas afectado. Todas las
concentraciones evaluadas presentaron una disminucion estadisticamente diferente en el porcentaje
de crecimiento, lo que sugiere que, con el transcurso del tiempo, incluso a concentraciones
relativamente bajas, el LDPE intemperizado tiene un efecto inhibitorio notable sobre B. clausii
(Figura 12). Todas las muestras de B. clausii expuestas a cualquier concentracion de LDPE no
presentaron diferencia significativa entre ellas. El porcentaje de crecimiento se observo entre el 73y
el 80.82%.

44



48 horas LDPE intemperizado
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Figura 12. Porcentaje de crecimiento a las 48 horas de B. clausii en contacto con diferentes concentraciones

de LDPE intemperizado. * diferencia significativa con el control con p< 0.001

La disminucion del porcentaje de crecimiento de B. clausii tras 72 horas de exposicion a LDPE
intemperizado es aun més notable, especialmente a las concentraciones de LDPE maés altas 200 pg/ml
(86.97%) (400 (68.99%), 600 (68.18%), 800 (67.88%) y 1000 (64.19%) pg/ml), donde todos los
tratamientos presentaron una disminucion significativa en comparacion con el control (Figura 13). A
partir de la concentracion de 400 pg/ml hasta 1000 pg/ml no se observo diferencia significativa entre
ellas, solo la concentracion de 200 pg/ml mostro una inhibicion menor y significativamente diferente

al resto de las concentraciones.
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72 horas LDPE intemperizado
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Figura 13. Porcentaje de crecimiento a las 72 horas de B. clausii en contacto con diferentes concentraciones

de LDPE intemperizado. * diferencia significativa con el control con p< 0.001.

4.3 HDPE intemperizado

La medicién de D.O. con concentraciones de 0-1000 pg/ml de HDPE intemperizado denot6 un efecto
toxico para B. clausii. A las 24 horas la concentracion mas baja, de s6lo 200 pg/ml tuvo un efecto ya
significativamente diferente respecto al control, puede notarse que el porcentaje de crecimiento

alcanzado es solamente del 90.28% comparado con el 100% de crecimiento del control.

Por otro lado, la dosis méas alta de HDPE intemperizado, solo alcanzé un 65.65% de crecimiento de
B. clausii a las 24 horas de contacto. Notese que todas las particulas utilizadas tenian tamarfios
estandarizados menores a 250 um. Ademas, es notable una respuesta escalonada en la gréfica de la
Figura 14, lo que permitié observar una relacién dosis-efecto; A mayor cantidad de particulas de

HDPE intemperizado B. clausii se ve més afectado en la cinética de crecimiento.
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La dosis de 1000 pg/ml de HDPE intemperizado no tuvo diferencia significativa con la dosis de 800

pg/ml, aunque si con las dosis de 200, 400 y 600 pg/ml (Figura 14).
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Figura 14. Porcentaje de crecimiento a las 24 horas de B. clausii en contacto con diferentes concentraciones

de HDPE intemperizado. * diferencia significativa con el control con p< 0.001.

A las 48 horas de incubacion con el HDPE intemperizado se sigue observando una tendencia dosis-

respuesta en la inhibicion del crecimiento de B. clausii. En este caso se pudo observar que la

concentracién mas baja (200 pg/ml) solo alcanz6 el 71.4% de crecimiento comparado con el control,

y siendo la muestra con mas crecimiento después del control (Figura 15).

Se comenz0 a observar una cierta estabilidad en el crecimiento de B. clausii, viéndose que todas las

concentraciones son significativamente diferentes con el control. Sin embargo, entre las
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concentraciones de 200-600 ug/ml de HDPE intemperizado no hay diferencia significativa entre ellas,
al igual que entre las concentraciones de 400 -1000 pg/ml. La concentracion de 1000 pg/ml mostrd

solamente el 55.30% de crecimiento comparada con el control (Figura 15).
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Figura 15. Porcentaje de crecimiento a las 48 horas de B. clausii en contacto con diferentes concentraciones

de HDPE intemperizado. * diferencia significativa con el control con p< 0.001.

Despueés de 72 horas de exposicion a HDPE intemperizado el efecto inhibitorio es claro, desde la
concentracion mas baja (200 pg/ml), se observO una disminucion significativa en el porcentaje de
crecimiento, con solamente el 66.28% de crecimiento en comparacion al control y se mantuvo a través
de las concentraciones més altas (Figura 16). Sin embargo, la respuesta de crecimiento escalonada
observada a las 24 horas se perdid, y las concentraciones de 400 a 1000 pg/ml se estabilizaron sin
tener una diferencia significativa entre ellas, donde el rango se mantuvo entre el 45 y el 49% de

crecimiento respecto al control (Figura 16).
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72 horas HDPE intemperizado

100 4 —F—

co

o
]
*

[o]]
o
|
—_

*
*
*
*

=Y
o
|

Porcentaje de crecimiento
——
i

N
o
1

| | | |
400 600 800 1000

Concentracion ug/ml

|
0 200

Figura 16. Porcentaje de crecimiento a las 72 horas de B. clausii en contacto con diferentes concentraciones

de HDPE intemperizado. * diferencia significativa con el control con p< 0.001.

4.4 MIXBEADS

Las particulas de 200 a 9900 nm de PE causaron un efecto toxico sobre B. clausii a las 24 horas de
incubacion. Las concentraciones de 400, 600 y 800 pg/ml presentaron el menor crecimiento respecto
a las demés concentraciones y al control, estando alrededor del 80%. Aunque todas las
concentraciones presentaron una inhibicion del crecimiento significativamente diferente respecto al

control (Figura 17).

En este caso, la concentracion mas alta de 1000 pg/ml de MIXBEADS, a pesar de ser
significativamente diferente al control, fue la que menos inhibicién mostré6 con un 88.59% de
crecimiento con respecto al control. En este caso, la tendencia dosis-efecto no se vio presente, puesto

que, todas las concentraciones tuvieron un porcentaje de crecimiento similar, con un promedio
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alrededor del 80% de crecimiento con respecto al control, e incluso se presentd una respuesta en

forma de meseta (Figura 17).
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Figura 17. Porcentaje de crecimiento a las 24 horas de B. clausii en contacto con diferentes concentraciones
de MIXBEADS. * diferencia significativa con el control con p< 0.001

Los resultados observados a las 48 horas mantuvieron la tendencia del efecto inhibitorio observado
anteriormente sobre el crecimiento celular de B. clausii al estar en exposicion a MIXBEADS. La
inhibicion del crecimiento de B. clausii se mantuvo constante con todas las concentraciones de
MIXBEADS vy fue estadisticamente significativo en todos los tratamientos comparados con el grupo
control, lo que indica que no existio una relacion dosis-dependiente, pero si una toxicidad de los
MIXBEADS sobre el crecimiento de B. clausii con todas las concentraciones. Nuevamente se pudo
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observar que las concentraciones no fueron significativamente diferentes entre si, manteniéndose en

un rango de 63-67% de crecimiento comparado con el control (Figura 18).
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Figura 18. Porcentaje de crecimiento a las 48 horas de B. clausii en contacto con diferentes concentraciones

de MIXBEADS. *diferencia significativa con el control con p< 0.001.

El crecimiento de B. clausii a las 72 horas de incubacion con todas las concentraciones de
MIXBEADS mostro un porcentaje de inhibicion similar entre ellas (Figura 19). Notese que el cambio
en el porcentaje de crecimiento entre las 48 y 72 horas (Figura 18 y Figura 19) no fue importante, e

igualmente todas las concentraciones fueron diferentes significativamente con el control.
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Figura 19. Porcentaje de crecimiento a las 72 horas de B. clausii en contacto con diferentes concentraciones

de MIXBEADS. * diferencia significativa con el control con p< 0.001.

4.5 MBPE

Todas las concentraciones de MBPE causaron una inhibicion en el crecimiento de B. clausii con
diferencia significativa respecto al control a las 24 horas de incubacion. Sin embargo, todos los
tratamientos se comportaron de manera similar entre ellos. La concentracion mas alta llegé solamente

a un porcentaje de crecimiento del 88% con respecto al control (Figura 20).
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24 horas MBPE
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Figura 20. Porcentaje de crecimiento a las 24 horas de B. clausii en contacto con diferentes concentraciones

de MBPE. * diferencia significativa con el control con p< 0.001.

A las 48 horas de contacto con las particulas de MBPE se pudo observar una disminucion drastica en
el crecimiento de B. clausii, en donde la concentracién mas alta de MBPE fue la més toxica. A este
tiempo de incubacion comenzo a observarse la tendencia a la estabilizacion en el crecimiento de B.
clausii a todas las concentraciones de MBPE estudiadas, todos los tratamientos nuevamente
mostraron diferencia significativa con respecto al control. Estando todos en un rango entre 45y 58%
de crecimiento en comparacion al control (Figura 21).

53



48 horas MBPE
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Figura 21. Porcentaje de crecimiento a las 48 horas de B. clausii en contacto con diferentes concentraciones

de MBPE. *diferencia significativa con el control con p< 0.001.

Finalmente, a las 72 horas el efecto inhibidor de crecimiento de B. clausii fue alin mas notorio, donde
incluso la concentracién mas baja estuvo por debajo del 50% de crecimiento comparado con el control
(Figura 22).

Nuevamente, se pudo observar la estabilizacion del porcentaje de crecimiento en todas las
concentraciones de MBPE empleadas, variando de un 39% con la concentracién mas alta (1000
pg/ml) a sélo un 48% con la concentracién mas baja (200 pg/ml). Se pudo observar que la tendencia
de respuesta a las 72 horas mostré nuevamente una estabilizacion. Estos resultados demuestran que
las particulas de MBPE tienen un efecto toxico sobre el crecimiento de B. clausii, importante desde
las 24 horas, siendo que a las 72 horas, todas las dosis habian inhibido mas del 50% de crecimiento

de la cepa.
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72 horas MBPE
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Figura 22. Porcentaje de crecimiento a las 72 horas de B. clausii en contacto con diferentes concentraciones

de MBPE. *diferencia significativa con el control con p< 0.001.

4.6 LDPE nuevo

El crecimiento de B. clausii también se vio afectado al estar en contacto con particulas de LDPE
nuevo. Puede notarse que se presentd inhibicion en el crecimiento en todos los tratamientos, aun
cuando fue menor al presentado con los plasticos anteriores, ya que solo se observé una diferencia
significativa entre el control y la concentracion de 800 pg/ml con un 88.4% de crecimiento respecto
al control. Las demas concentraciones mostraron un crecimiento entre 99.43% y 93.73% con respecto
al control. Aun cuando el crecimiento bacteriano se vio alterado, se puede observar que LDPE nuevo
no afectd significativamente a B. clausii después de 24 horas de incubacion (Figura23).
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24 horas LDPE nuevo
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Figura 23. Porcentaje de crecimiento a las 24 horas de B. clausii en contacto con diferentes concentraciones

de LDPE nuevo. *diferencia significativa con el control con p< 0.001.

Los resultados observados a las 48 horas indican que las particulas de LDPE nuevo tuvieron un efecto
inhibitorio significativo sobre el crecimiento celular de B. clausii pero solo a partir de una
concentracion de 600 ug/ml. Las concentraciones de 600, 800 y 1000 pg/ml presentaron reducciones

en el porcentaje de crecimiento estadisticamente significativas en comparacion con el grupo control.

Aunqgue hay una tendencia general a la disminucion del crecimiento celular con el aumento de la
concentracion del compuesto, la inhibicion no parece incrementarse de manera proporcional con

concentraciones superiores a 600 pg/ml. Esto sugiere que el efecto toxico alcanza una meseta a
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concentraciones més altas, indicando que la maxima inhibicién se logré a partir de 600 pg/ml de
LDPE nuevo (Figura 24).

48 horas LDPE nuevo

100

—t—

—t—
——

(o]
o
1

(o2}
o
1

Porcentaje de crecimiento
B
o
|

N
o
1

0 200 400 600 800 1000

Concentracién (ug/mL)

Figura 24. Porcentaje de crecimiento a las 48 horas de B. clausii en contacto con diferentes concentraciones
de LDPE nuevo. *diferencia significativa con el control con p< 0.001.

A las 72 horas se empez6 a notar una inhibicién de crecimiento bacteriano a consecuencia de la
exposicion al LDPE nuevo (Figura 25) en donde la concentracion mas alta alcanzé un porcentaje de

crecimiento del 78.6% con respecto al control.
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En este caso todas las concentraciones tuvieron una inhibicion con diferencia significativa respecto
al control, y nuevamente se pudo observar una tendencia a la estabilizacion del porcentaje del
crecimiento bacteriano, ya que las concentraciones de LPDE nuevo no presentaron inhibicion sobre

el crecimiento de B. clausii significativamente diferente entre ellas.

72 horas LDP nuevo
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Figura 25. Porcentaje de crecimiento a las 72 horas de B. clausii en contacto con diferentes concentraciones

de LDPE nuevo. * diferencia significativa con el control con p< 0.001.

4.7 Viabilidad celular

De manera complementaria se evaluaron las UFC resultantes de la interaccién de B. clausii con los

diferentes plasticos de PE a las 24 horas con las concentraciones de 200 y 1000 pg/ml (Figura 29).
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A una concentracion de 200 pg/ml, tanto el LDPE intemperizado como el HDPE intemperizado
redujeron significativamente el nimero de colonias bacterianas. EI MBPE a la misma concentracion

también redujo el crecimiento bacteriano, aunque menos que los dos plasticos intemperizados.

Las particulas mas pequefias (MIXBEADS) a 200 pg/ml fueron particularmente toxicas, mostrando
una clara reduccion en el porcentaje de viabilidad B. clausii logrando solamente el 40% comparado
con el control. EI LDPE nuevo a 200 pg/ml no inhibié el crecimiento bacteriano de manera

significativa como su contraparte intemperizada.

A una concentracién de 1000 pg/ml, todos los plasticos mostraron una inhibicion significativa del
crecimiento bacteriano. EI LDPE y HDPE intemperizados, asi como el MBPE, redujeron el nimero
de colonias, y las particulas de menor tamafio (MIXBEADS) demostraron una inhibicién casi

completa del crecimiento bacteriano (Figura 26).

Control

200 pg/ml

LDPE intemperizado | HDPE intemperizado MBPE MIXBEADS LDPE nuevo

1

HDPE intemperizado MIXBEADS

et

Figura 26 . UFC derrB. clausii después de 24 horas de interaccién con diferentes pléasticos de PE a

concentraciones de 200 y 1000 pg/ml.

El tipo de PE que mas afecto la viabilidad de B. clausii en la concentracion de 200 pg/ml fueron los
plasticos MIXBEADS con un tamafio de 200 a 9900 nm donde el porcentaje de viabilidad so6lo
alcanzo un 41.04% con respecto al control (Figura 27).

Cuatro de cinco plésticos tuvieron un efecto inhibidor de la viabilidad celular en B. clausii
significativamente diferente en relacion con el control. LDPE nuevo no presentd inhibicion

significativa sobre la viabilidad de B. clausii con respecto al control.

59




Notese que el HDPE intemperizado tuvo un efecto similar al de las particulas MIXBEADS que

incluyen a las méas pequefos de todos los plasticos.
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Figura 27. Comparacién del porcentaje de viabilidad bacteriana al estar en contacto por 24 horas con una
concentracion de 200 pg/ml de diferentes tipos de plastico. *diferencia significativa con el control con

p<0.001
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Al igual que en la concentracion de 200 ug/ml, en la Figura 31 se puede observar que con la mayor
concentracion (1000 ug/ml) y después de 24 horas de interaccion, el plastico mas toxico para B.
clausii fue MIXBEADS, seguido de LDPE y HDPE intemperizados. En esta ocasién, todos los
plésticos presentaron una inhibicion de la viabilidad celular con diferencia significativa respecto al
control. Aunque LDPE nuevo fue el que presenté menor efecto de toxicidad sobre B. clausii, a esta

concentraciéon ya muestra una diferencia significativa con el control.

Nuevamente se pudo observar que los plasticos intemperizados presentaron un efecto de inhibicion
(LDPE intemperizado = 51.48% y HDPE intemperizado = 55.03%) sobre la viabilidad de B. clausii
similar a aquellas particulas que son mas pequefias y no presentaron diferencia significativa con ellas
(MIXBEADS = 44.26%).

Porcentaje de viabilidad a las 24 horas
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Figura 28. Comparacién del porcentaje de viabilidad bacteriana al estar en contacto por 24 horas con una

concentracion de 1000 pg/ml de diferentes tipos de plastico. * diferencia significativa con el control con

p<0.001.



4.8 Efectos morfologicos de diferentes plasticos de PE sobre B. clausii

En las micrografias de los cultivos de B. clausii en contacto con los diferentes tipos de PE se observo
la interaccidn plastico — bacteria (Figura 32). En el grupo control (Figura 32 A), la morfologia de B.
clausii a las 24 horas crecido en medio de cultivo agar BHI, se visualizé con la tincién de Gram y se
observé un crecimiento denso al no tener interaccidon con particulas de plastico. En contraste, las
micrografias de B. clausii con exposicion a LDPE intemperizado (Figura 32 B) reveld una notable
agrupacion bacteriana sobre de una gran particula plastica, sugiriendo una potencial adhesion a su
superficie y la capacidad de formar biofilms. Al igual que para el HDPE intemperizado (Figura 32
C), las imagenes mostraron bacterias agrupadas alrededor de la particula de pléstico, posiblemente
colonizando la superficie de las particulas.

En el caso del MBPE se observo una menor densidad de bacterias, en donde las particulas plasticas
no fueron facilmente visibles en microscopia Gptica, pero si con fluorescencia, como ejemplo se puede
observar en la Figura 32 D, una particula de MBPE de 16.23 um Yy sobre ella un par de B. clausii
“enroscadas” teniendo una menor interaccion en comparacion con las observadas con LDPE y HDPE
intemperizados, con una densidad bacteriana disminuida respecto al control. De igual manera, se
muestra que MIXBEADS presentaron una interaccion significativa entre las bacterias y las particulas
plasticas (Figura 32 E), con varias bacterias morfolégicamente afectadas por la presencia de este tipo
de PE. Algunas células bacterianas se mostraron mas gruesas y cortas que el control y que el resto de

las bacterias como se puede observar en la Figura 32.

Finalmente, en el caso del LDPE nuevo (Figura 32 F), aunque se observo cierta adhesion y
agrupamiento de bacterias alrededor de la particula de plastico (marcada con la flecha roja), B. clausii

creci6 de manera densa y con una morfologia muy parecida al control.
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Figura 29. Micrografias de B. clausii en presencia de diferentes tipos de PE a las 24 horas de contacto.




4.9 Comparacion del efecto inhibitorio sobre B. clausii con diferentes plasticos
de PE

Los resultados obtenidos muestran una variacion notable en el efecto de diferentes tipos de plésticos
de PE sobre el crecimiento de B. clausii a lo largo del tiempo, asi como en funcion de la concentracion
utilizada (Figura 30). Se destaca que las particulas de LDPE nuevo tuvieron el menor impacto en la
cinética de crecimiento en todas las concentraciones, en contraste con el HDPE intemperizado, que
exhibio un efecto dosis-dependiente y se posiciond como el plastico mas toxico para el crecimiento
de B. clausii a las 24 horas. Sin embargo, a una concentracion de 200 pg/ml, no se observaron
diferencias significativas en el porcentaje de crecimiento ni en la viabilidad entre las particulas de
HDPE intemperizado, MIXBEADS y LDPE intemperizado (Figura 27).

El MBPE, a una concentraciéon de 200 pg/ml, mostré una viabilidad similar a las particulas de
MIXBEADS, lo cual concuerda con los resultados de porcentaje de crecimiento. A lo largo del
tiempo, especialmente a las 48 y 72 horas, se observé que MIXBEADS, HDPE intemperizado y
MBPE presentaron comportamientos muy similares, diferenciandose significativamente solo a la
dosis de 1000 pg/ml. A esta concentracion, el LDPE intemperizado mostré6 un comportamiento
comparable al de MIXBEADS y MBPE.

Al comparar los plasticos intemperizados, se evidencié que el HDPE intemperizado tuvo un efecto
toxico claro sobre el crecimiento bacteriano desde las 24 horas, mientras que para el LDPE
intemperizado la toxicidad fue visible a partir de las 48 horas. No obstante, en las pruebas de
viabilidad, se observé que a las dosis de 200 y 1000 ug/ml, el LDPE intemperizado tenia efectos
significativamente diferentes de acuerdo a la estadistica en comparacion con el control. Por otro lado,
los plasticos MIXBEADS y MBPE mostraron un efecto meseta, donde las dosis medias inhibieron el

crecimiento bacteriano en mayor medida, sin diferencias significativas entre ellos.

En cuanto a las interacciones entre los plasticos y las bacterias, se observé que las bacterias tendian
a acercarse a los plasticos en las primeras 24 horas de contacto, lo cual afectdé negativamente la
viabilidad y el crecimiento de B. clausii en las siguientes 48 y 72 horas. A las 48 horas, el efecto
inhibidor de las particulas de pléstico se acentud en todas las muestras y concentraciones, mostrando
una tendencia hacia la estabilizacion del porcentaje de crecimiento. Comparando con resultados
previos, el MBPE se destacé como el plastico mas toxico, presentando el menor porcentaje de

crecimiento en todas las concentraciones, especialmente a 1000 pg/ml.
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Al igual que con HDPE, los plasticos MIXBEADS presentaron efectos toxicos desde las 24 horas

que persistieron y se intensificaron a las 48 y 72 horas.

El pléstico mas toxico en todas las mediciones fue el MBPE, que mostré un efecto pronunciado a las
48 horas, pasando de un promedio de porcentaje del 80% a tan s6lo el 55% y se mantuvo constante a
las 72 horas, con reducciones significativas en el porcentaje de crecimiento en todas las
concentraciones llegando a estar por debajo del 50%. Por el contrario, el LDPE nuevo fue el menos

toxico, exhibiendo el mayor porcentaje de crecimiento en comparacion con los demas plésticos.

En general, todos los tipos de plastico tendieron a estabilizar la inhibicién del crecimiento bacteriano

a lo largo del tiempo en todas las concentraciones evaluadas.

65



Porcentaje de crecimiento

24 horas
A

110
100 ~
90
80
70 +

60

—&— LDPE intemperizado
—&— HDPE intemperizado
—a— MIXBEADS

—v— MBPE

—&— LDPE nuevo

T T T
0 200 400 600

T T
800 1000

Concentracion (ug/ml)

110—-
100—-
9{)—_
80—-
70—-
60—-

50

Porcentaje de crecimiento

40

30

C 72 horas

48 horas —a— | DPE intemperizado
110 B —e— HDPE intemperizado
—a— MIXBEADS
100 4 —v— MBPE
—— LDPE nuevo

o2
_E 90
£
o 80
(8]
Q
T 704
Q
i)
S 60+
o
o
O 50

40

T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000

Concentracion (ug/ml)

—s=— LDPE intemperizado
—e— HDPE intemperizado
—a— MIXBEADS

—v— MBPE
—&— LDPE nuevo

T T
0 200 400

Concentracién (ug/mi)

T
600

T
800

T
1000

Figura 30. Comparacién del porcentaje de crecimiento obtenido por D.O. entre los 5 tipos de PE a las 24 (A), 48 (B) y 72 (C) horas de interaccion.



4.10 Efecto de B. clausii sobre diferentes plasticos de PE

4.10.1 Caracterizacion de los plasticos de PE por técnica de RAMAN

Se obtuvieron los espectros Raman de todos los tipos de PE, antes y después de estar en contacto
durante 72 horas con B. clausii. Los picos notorios en estos espectros corresponden a vibraciones
moleculares especificas dentro de las cadenas poliméricas del material. Por ejemplo, la region de
2800-3000 cm™ esta dominada por las bandas de estiramiento C-H, que son caracteristicas de los

grupos metilo y metileno presentes en los polimeros como el PE.

La region de 1000-1500 cm™! corresponde a las vibraciones de deformacion C-H y a las vibraciones
de esqueleto del carbono-carbono (C-C) en las cadenas poliméricas, mientras que la regién de 500-
1000 cm™ se asocia con movimientos mas complejos del esqueleto del polimero, incluyendo

vibraciones de torsion y flexion (Figura 33).

En el LDPE intemperizado después de interaccionar con B clausii se observo una disminucion
significativa en la intensidad de los picos del espectro con respecto a la obtenida antes de la
interaccion (2800 cm™ y el rango de 1000 — 1500 cm™). Ademas, se pudo observar un desplazamiento
en los picos pasando de los 2700 a los 2400 cm™ vy la aparicion de una nueva curva en el espectro
entre el rango de 1600 a 2600 cm™ (Figura 33 A).

De manera similar, el HDPE intemperizado mostré una reduccién en la intensidad de sus picos
caracteristicos (2800 cm™" y el rango de 1000 — 1500 cm™) después de la interaccion con B. clausii.
Ademas, se pudo observar que en el rango de 2800 a 3000 cm™ pertenecientes a las bandas de
estiramiento, se redujeron significativamente los picos, pasando de una intensidad de 1934.90 a

738.20 u.a., mé&s no se perdieron por completo (Figura 33 B).

En el caso de MBPE, la reduccion en la intensidad fue atin mas pronunciada, es importante considerar
gue este tipo de plastico tiene adicionado un tinte verde fluorescente, por lo cual el espectro de
RAMAN previo al contacto se noté diferente al resto de los plasticos de PE (Figura 33). No6tese que
nuevamente el pico de 2800 a 3000 cm ™ se observo en el espectro original y se perdio en el espectro

después de las 72 horas de interaccion con B. clausii (Figura 33 C).

MIXBEADS presentd una disminucién en la intensidad de los picos caracteristicos del PE ya
mencionados, después del contacto con la bacteria, en el punto de 2500 cm™ se observé solamente
una disminucidn de intensidad de 690.29 a 557.50 u.a. a las 72 horas (Figura 33 D).



Por ultimo, el LDPE nuevo (Figura 33 E) también mostr6 una notable reduccidn en la intensidad de
sus picos pasando del punto més alto en 2800 cm™ de 3897.89 a 590.90 u.a. Es notable que el material
sufrié una disminucion y aplanamiento en todos los picos excepto en la region cercanaa 0 cm™ donde
se pudo observar un pequefio pico presente de manera mas ancha relacionado a la cristalinidad del
material. De entre los 5 tipos de PE el LDPE nuevo es el que presenté un mayor cambio donde el
rango de 1000 — 1500 cm™ paso de un punto mas alto de intensidad de 932.59 a 565.90 u.a. en los

espectros de Raman entre las 0 y 72 horas.
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en contacto con B. clausii.
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4.10.2 Caracterizacion de los plasticos de PE por SEM

Se obtuvieron iméagenes mediante microscopia electronica de barrido (SEM) de la superficie de LDPE
nuevo a una escala de 10 um en diferentes intervalos de tiempo (0 h, 24 h, 48 h 'y 72 h) después de

estar en contacto con B. clausii (Figura 34).

A las 0 horas, la superficie del LDPE se observo lisa y sin alteraciones visibles, lo que indica que el

plastico estaba inicialmente intacto, mostrando Unicamente las marcas inherentes al propio material.

Tras 24 horas de exposicidn, comenzaron a aparecer pequefios cambios en la superficie, marcados en
un circulo rojo en la Figura 32. A las 48 horas, las alteraciones se volvieron mas pronunciadas, con
la aparicién de surcos y grietas mas profundos, observados a una escala de 10 um. Finalmente, a las
72 horas, las alteraciones en la superficie del LDPE fueron ain mas marcadas, se observaron surcos

visibles y posibles areas de degradacion mas extensas.

Oh - 24 h

00KV 5.2mm x5.00k SE '10.04m ' || INAOE 3.00kV.5.3mm x5.00k

INAOE 3.00kV 5.0mm x5.00k SE 10.0um " INAOE 3.00kV 4.8mm x5.00k SE

Figura 32. Imégenes obtenidas por SEM de los fragmentos de LDPE nuevo a las 0, 24, 48 y 72 horas de

contacto con B. clausii a una escala de 10 um.
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Capitulo 5

5.1 Discusion

Madltiples estudios han demostrado que diferentes tipos de MPs derivados de PS, PP, PE y PVC, son
capaces de generar disbhiosis en la microbiota humana [62]. Sin embargo, no hay un estudio previo
donde se aborden los efectos de diferentes tipos de PE especificamente en B. clausii, bacteria
reconocida de la microbiota capaz de regular la homeostasis y vital para la salud intestinal humana
[63].

En el presente trabajo se presenta por primera vez el efecto de diferentes plasticos a base de PE y en
un tiempo de exposicién relativamente grande (hasta 72 horas) sobre una cepa de B. clausii. Si bien
las investigaciones reportadas con ratones tienen un tiempo de exposiciéon prolongado (hasta por 5
semanas) [23], los estudios de “single cell” se centran en tiempos cortos, de 24 a 36 horas maximo
[42], [43]. Athulaya et al. [41] y Chen et al [64] muestran la respuesta temprana de las bacterias a la
interaccién con los plasticos proporcionando una vision inicial pero incompleta de los efectos a largo
plazo a concentraciones de 320 pg/ml y 500 pg/ml respectivamente. Athulaya et al. trabajaron con
plasticos de PS (particulas nuevas menores a 5 um) y no encontraron una afectacion a la viabilidad
celular en E. coli o B. cereus, sino al contrario, un mayor crecimiento y viabilidad. En el caso de Chen
et al., al observar el efecto de diferentes tipos de plasticos, incluido el PE, en Lactobacillus, el
crecimiento bacteriano a lo largo de 24 horas si se vio afectado disminuyendo comparado con el

control.

Los resultados expuestos en el presente trabajo muestran una cinética de toxicidad conforme
transcurre el tiempo, en donde a mayor tiempo se observo mayor toxicidad con todos los tipos de PE
evaluados. Este fenémeno podria estar relacionado con que la exposicion prolongada a microplasticos
puede inducir la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que provoca un estrés
oxidativo acumulativo en las células bacterianas [65]. Estudios previos han demostrado que la
acumulacion de ROS puede dafiar componentes celulares criticos, como lipidos de membrana,

proteinas y ADN, lo que conduce a una disminucion de la viabilidad celular con el tiempo [54].

En otro enfoque, varios autores han estudiado la aportacion del tamafio de las particulas de plastico
sobre la toxicidad bacteriana. Kim et al., (2022) investigd los efectos de plasticos de PS sobre la
cinética de crecimiento de Bacillus sp. y E. coli, donde ambas cepas fueron expuestas a
concentraciones de 100 pg/ml [43]. Sin embargo, una diferencia clave en su estudio fue la inclusion

de tamafios de particulas que varian entre 60 y 2260 nm. Ellos observaron que las particulas mas
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pequefias lograban penetrar la membrana bacteriana y observaron que las particulas en el orden de
micrémetros de PS afectaban de mayor manera en el crecimiento de B. subtillis que aquellas en el
orden de nandmetros. Asi mismo, Zhang et al. (2023), investigd la toxicidad de los MPs de PS en
renacuajos de Bufo gargarizans, encontrando que los MPs de gran tamafio tenian un impacto mas
significativo en la microbiota simbiédtica, mientras que los MPs pequefios estaban relacionados con
una reaccion mas intensa del hospedador [66]. Este hallazgo concuerda con estudios anteriores, que
descubrieron gue las particulas a nanoescala causaban mayores tensiones oxidativas en los tejidos en
el medaka marino Oryzias melastigma, mientras que las particulas a microescala causaban una

disbiosis més severa de la microbiota intestinal [67].

Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con los autores mencionados, dado que la mayor
toxicidad se observo en los plésticos de HDPE intemperizado (aprox. 250 um), MBPE (34-44 pm),
LDPE intemperizado y MIXBEADS, todos contienen MPs y mostraron efectos de toxicidad muy
similar. Por su parte las particulas mas pequefias estudiadas en el presente trabajo que estan incluidas
en las MIXBEADS (200 a 9900 nm) ocasionaron cambios importantes en la morfologia microscépica
de B. clausii, observandose bacilos mas gruesos y cortos, estos resultados concuerdan con las
alteraciones morfoldgicas observadas por Dai et al., (2022) quienes reportaron cambios en la

membrana y morfologia de E. coli y B. subtilis con particulas de PS de 80 y 200 nm [68].

Finalmente, y a diferencia de los estudios anteriores, como el de Chen et al. (2022), que utilizaron
concentraciones de PE de hasta 500 ug/ml, este trabajo evalud los efectos de diferentes tamafios y
tipos de PE en concentraciones mucho mas altas, que varian desde 200 hasta 1000 pug/ml. Esta amplia
variacion en las dosis permitié observar la cinética de crecimiento bacteriano y determinar las dosis
a las cuales se alcanza una mortalidad del 50% (DL50) en B. clausii. Esto proporciona un umbral mas

claro de toxicidad que no habia sido reportado en estudios anteriores.

Aunque el tamafio de las particulas pueda influenciar en la toxicidad de los plasticos, como el que las
particulas mas pequefias puedan penetrar mas facilmente y causar efectos toxicos rapidos, las
particulas mas grandes pueden desarrollar caracteristicas superficiales que aumentan su toxicidad a
largo plazo [69] la mayor afectacion parece estar en otros factores, como el hecho de que los plésticos
hayan sido expuestos a intemperizacion. La gran mayoria de los articulos referenciados trabajan con
particulas estandar (nuevas) de PS'y PE [15], [23], [42], [70], a diferencia de aquellos que se centran
en las posibles habilidades de biodegradacion [59], [71]. Por lo que en este trabajo se muestra por
primera vez un estudio comparativo entre plasticos de PE similares con y sin intemperizacion,
especificamente con LDPE, el cual present6 una toxicidad mucho mayor al estar intemperizado en

comparacion del LDPE nuevo tanto en la cinética de crecimiento como en la viabilidad, donde solo
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fue significativamente diferente con el control en la dosis mas alta. probablemente debido a la
formacion de productos de degradacion que interactian de manera mas agresiva con las células

bacterianas.

En estudios realizados con ratones, se observd que un plastico intemperizado como el PS fue
potencialmente mas dafiino para procesos metabdlicos y las funciones inmunitarias de los ratones que
su version virgen [72]. Deng et al. (2020) realizaron un estudio donde compararon los efectos de los
MPs intemperizados de PE versus los MPs virgenes sobre un modelo de raton, en el que descubrieron
que los plésticos intemperizados pueden adsorber, transportar y liberar diferentes ésteres de ftalato,
resultando en efectos mas diversos y severos que los ésteres de ftalato o los MPs virgenes por si solos
[73]. Miranda et al., (2021) investigaron como el proceso de intemperizacion en un ambiente urbano
afectaba al LDPE, observo que el plastico intemperizado tenia niveles mas altos de grupos carbonilo
respecto al pléstico virgen [74], por otro lado Dimassi et al., (2024) investigaron el efecto de
diferentes pardmetros de intemperizacion en LDPE y concluyeron que el proceso liberaba ftalatos y
BPA [71] compuestos que pueden generar desregulaciones metabolicas, causar problemas

reproductivos y causar alteraciones hormonales en humanos [75].

El LDPE y el HDPE intemperizados son mas representativos de las condiciones reales en las que se
encuentran los MPs en el ambiente, donde los plésticos estdn expuestos a la intemperie y sufren
procesos de degradacion fisica y quimica. Cdmo lo menciona Romera-Castillo et al. (2022), los restos
de pléastico al llegar al ambiente pueden comenzar a liberar aditivos quimicos agregados para mejorar
su resistencia, cuando estos estan expuestos al sol, el proceso se acelera llegando incluso a aumentar
la degradacion de las cadenas de carbono presente en los plasticos y sustancias humicas e incluso
detectaron sustancias con estructuras similares a las proteinas que afectan a la poblacion de células y
materia organica encontrada en agua de mar estudiada [76]. Asi mismo, Luo et al., (2022) sugieren
que al estar en un proceso de intemperizacion, los MPs se ven afectados en la rigurosidad de su
superficie por lo que facilita la lixiviacion de aditivos agregados al plastico como BPA, ademas que
este proceso genera grupos contenientes de oxigeno lo que mejora la hidrofilicidad y polaridad lo que

influye en la interaccion de los MPs con su entorno [77].

Ademés de los plasticos intemperizados, los plasticos que contienen colorantes, especialmente los
colorantes fluorescentes también pueden difundirlos en el ambiente 0 medio de cultivo, este
fendémeno lo estudiaron Malafaia et al., (2022) y comprobaron que aquellos MPs de PE tefiidos con
colorante fluorescente o rojo de Nilo reducian la actividad antioxidante en renacuajos [78], por lo que
suponemos que en el caso de MBPE no se mostré un efecto toxico inicial significativo (24 horas)

pero con el transcurso del tiempo (48 y 72 horas) el porcentaje de crecimiento se redujo de manera
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dréstica, probablemente debido al tipo de colorante fluorescente afiadido a las particulas y su posible

difusién en B. clausii.

Después de 24 horas, se observo que el HDPE intemperizado presenté un efecto dosis-dependiente
significativamente mas pronunciado en comparacion con los otros plasticos analizados. Este
comportamiento puede atribuirse a varios factores interrelacionados, incluyendo la estandarizacion
del tamafio de las particulas y las condiciones especificas de intemperizacion a las que fue sometido
el plastico. Como mencionan Herath y Salehi (2022), los efectos de la intemperizacion en los plésticos
influyen en su interaccidn con el entorno; por ejemplo, aquellos expuestos a la luz UV experimentan
una mayor oxidacion en comparacion con los degradados por otros medios lo que puede derivar en

la lixiviacion de contaminantes que afectan a las bacterias[79].

Por otro lado, la falta de un efecto dosis-dependiente claro en los otros tipos de plastico podria estar
relacionada con la variabilidad en sus caracteristicas fisicas y quimicas como la adicion de colorantes,
el tipo de intemperizado y el tamafio de particula. Mientras que el HDPE intemperizado se presentd
con una combinacién de factores mencionados anteriormente, que aumentan su toxicidad, los otros
plasticos mostraron variaciones en sus efectos a lo largo de las diferentes concentraciones. Estas
pueden ser el resultado de variaciones en la homogeneidad de las muestras en la distribucion del
tamarfio de particulas, o en la cantidad o el tipo de compuestos tdxicos generados durante el proceso
de intemperizacion. Por ejemplo, los plésticos que no fueron intemperizados pueden tener superficies

menos reactivas, lo que reduce la liberacion de sustancias toxicas en comparacion con el resto [76].

Ademas, la variabilidad en los efectos observados podria deberse a la interaccién diferencial de las
bacterias con las particulas de plastico. Es posible que las bacterias tengan distintas capacidades para
adherirse o incluso biodegradar ciertos tipos de plasticos, lo que podria influir en las respuestas
observadas. Tanto el tipo de plastico como la concentracion de las particulas pueden desempefiar un
papel clave en esta interaccion, diferenciando asi las respuestas bacterianas. Mientras que ciertos
plésticos podrian facilitar una mayor adhesion bacteriana debido a su composicion o estado de
degradacion, la concentracion de estas particulas también podria amplificar o reducir estos efectos
[80].

El analisis del efecto de B. clausii sobre los plasticos estudiados reveld su capacidad como potencial
degradador de LDPE a tan solo 72 horas de contacto. Numerosos estudios han demostrado la
capacidad de biorremediacion de microorganismos en plasticos, evidenciando alteraciones tanto en
la estructura quimica como en la morfologia de estos materiales. Por ejemplo, se ha comprobado que

B. gottheilii e ldeonella sakaiensis pueden degradar el PE; ya que en entornos marinos, la

74



colonizacidén del LDPE por bacterias comienza en pocas horas, y los metabolitos producidos por las

bacterias son capaces de descomponer el plastico [69].

Como sefiala Demaquoy (2024), la degradacién de MPs por bacterias de la microbiota es posible,
pero depende de multiples factores dificiles de controlar, como el tamafio, la forma y el tipo de
plastico, asi como de las bacterias presentes en la microbiota y las condiciones ambientales del
hospedador. Ademas, es crucial considerar los subproductos que podrian liberarse durante este
proceso Yy su impacto en la salud del hospedador [81]. Bacterias del género Bacillus (del cual algunas
especies forman parte de la microbiota humana) han demostrado la capacidad de degradar plasticos.
Los hallazgos de este estudio confirman que B. clausii también posee esta capacidad, aunque es

necesario realizar mas investigaciones para comprender mejor el proceso.

En el presente trabajo, se observé que tras 72 horas de contacto con B. clausii, todos los tipos de PE
analizados presentaron una alteracion significativa en la intensidad de los picos caracteristicos del PE
en el espectro de Raman. La disminucién en la intensidad de los picos en los espectros de todos los
plésticos expuestos a B. clausii sugiere que la bacteria ejerce un efecto degradativo sobre estos. Esta
degradacion es probablemente resultado de la accion enzimatica de la bacteria, que rompe las cadenas

poliméricas y modifica la estructura quimica del material [59].

La desaparicion de los picos caracteristicos del PE (2800-3000 cm™ y 1000-1500 cm™) podria indicar
la degradacion completa de estructuras especificas dentro del polimero, como grupos funcionales o
segmentos de la cadena polimérica. Tiwari et al. (2020) ya han registrado enzimas capaces de
degradar el PE, como la lacasa y la manganeso peroxidasa, ambas producidas por especies de Bacillus
[69]. La presencia de estas enzimas sugiere un mecanismo biolégico activo en la degradacién del PE,
donde B. clausii no solo coloniza la superficie del plastico, sino que también inicia un proceso de
descomposicion enzimatica que podria llevar a la desintegracion del material con el tiempo. La
aparicion de estas alteraciones tempranas podria ser un indicio de que B. clausii esta colonizando la
superficie del plastico buscando una fuente de nutrientes, utilizando enzimas degradativas para
descomponer el material en componentes mas simples que la bacteria pueda asimilar [81]. Esta
interaccion no solo destaca la capacidad de B. clausii para sobrevivir en ambientes plasticos, sino que
también sugiere un posible papel ecoldgico en la degradacion de residuos plasticos, tanto en el medio

ambiente como en la microbiota.

Entre todos los plasticos de PE estudiados en este trabajo, el LDPE nuevo fue el que sufrié un cambio
mas notorio en el espectro Raman. Esto podria deberse a que los tamafios de particula eran lo

suficientemente grandes para permitir la formacion de biofilms y que al no estar intemperizado,
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permitié que fuera menos toxico para B. clausii y ésta pudiera colonizarlo [76]. Estudios como el de
Sundar Dey (2020) explican este fendmeno, donde Stenotrophomonas sp. y Achromobacter sp.
forman un biofilm sobre un fragmento de LDPE. Ellos sugirieron que el proceso de degradacién por
parte de los microorganismos podria haber comenzado con la formacidn de radicales, los que
permitieron la oxidacion mediante la intervencion de oxigeno y agua. Estos productos de oxidacién
se transformaron en grupos funcionales y vinilicos, lo que pudo reducir la hidrofobicidad del LDPE

y permitié que las enzimas bacterianas optimizaran el proceso de degradacion [59].

Por lo reportado anteriormente por Dey et al. [59] creemos que es posible que B. clausii produjera
lacasas capaces de formar subproductos como ésteres y alcoholes, que podrian haberse convertido en
acidos grasos mas pequefios a traves de un proceso intermedio de produccién de aldehidos por
enzimas deshidrogenasas lo que permitié que se formaran productos metabdlicos que la bacteria

pudiera utilizar como alimento.

A ser el LDPE nuevo el mas afectado por B. clausii de acuerdo con el espectro de Raman, se utiliz6
un enfoque inspirado en el trabajo de Yang et al. (2021), que utilizaron bacterias de la microbiota
intestinal de gusanos de seda para estudiar la degradacion de peliculas de bolsas de LDPE. En dicho
estudio, se observé que Bacillus sp. eran capaces de causar microfracturas en la pelicula a lo largo de
28 dias [58]. De igual manera, Puliga et al. (2023) analizaron la capacidad de Cladosporium
cladosporioides para degradar y causar fracturas y agujeros en peliculas de LDPE observados con
SEM. En este estudio, el tiempo de contacto fue de 90 dias, durante el cual se observaron cambios en
las intensidades de los picos de Raman. Estos cambios indicaron que la cristalinidad y el

ordenamiento de la estructura del LDPE se habian visto afectados en la muestra tratada [82].

A pesar de que el tiempo de contacto en el presente estudio fue significativamente menor (72 horas),
se pudieron observar posibles microfracturas en la superficie del LDPE (Figura 36). Estas
microfracturas fueron similares a las observadas en estudios previos [58], [59], [82], aunque de menor
tamafo. Estos hallazgos sugieren que, aungue el tiempo de exposicion fue corto, B. clausii tiene el
potencial de iniciar la biodegradacién del LDPE nuevo y podria desempefiar un papel significativo
en la reduccion de la persistencia del LDPE en el entorno. Sin embargo, en el futuro se deberd
considerar el estado de intemperizacion de los plasticos, ya que, el pléstico utilizado en este estudio
fue nuevo y no afecté de manera significativa la viabilidad de bacteriana. Si el plastico es mas

citotoxico para las bacterias posiblemente la degradacion se vea afectada.
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Capitulo 6

6.1 Conclusiones

En conclusidn, el trabajo realizado en esta tesis proporciond informacion importante acerca de la

interaccion PE-B. clausii:

e Se desarrollé un protocolo adecuado y funcional para la obtencion y esterilizacion de
microparticulas de PE de productos de desecho (pisetas de laboratorio) para su uso en
experimentos con microorganismos.

e Los cinco tipos de PE evaluados en este estudio demostraron efectos toxicos
significativos sobre B. clausii, lo que se tradujo en alteraciones notables tanto en la
cinética de crecimiento como en la viabilidad celular de esta bacteria.

e La toxicidad de las micro y nano particulas de PE sobre B. clausii es tiempo-
dependiente, donde los efectos de inhibicion de crecimiento fueron méas notables
conforme al paso del tiempo.

e Cuatro de los 5 plésticos de PE evaluados (MIXBEADS, LDPE intemperizado y HDPE
intemperizado y MBPE mostraron efectos de toxicidad similares sobre B. clausii, a
diferencia de LDPE nuevo, el cual fue el menos téxico de todos.

e Los datos observados con la microscopia dptica demostraron que B. clausii tiende a
acercarse e interactuar con los plasticos adhiriéndose a ellos y degradandolos.

e Las MIXBEADS, que incluian el tipo de particula mas pequefia, alteraron la morfologia
microscopica de B. clausii, observandosele mas ancha y acortada que el resto de las
bacterias observadas.

e Larelacién dosis-efecto entre B. clausii y los plasticos solo se observé con HDPE a las
24 horas de interaccion. Sin embargo, con el paso del tiempo todas las concentraciones
estudiadas (200, 400, 600, 800 y 1000 pg/ml) en todos los tipos de plastico presentaron

una estabilizacion en el porcentaje de inhibicion.
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6.2 Trabajo a futuro

A pesar de que esta tesis proporciona informacion valiosa sobre la respuesta de B. clausii frente a

MPs y NPs de PE, es crucial continuar investigando para comprender mejor las interacciones entre

las particulas plasticas y la microbiota. Los siguientes puntos destacan areas de oportunidad

importantes para futuros estudios:

Realizar estudios de exposicion a largo plazo para evaluar los efectos crénicos de los MPs en
diversas bacterias de la microbiota intestinal. Esto permitird entender mejor como la
exposicion prolongada afecta la viabilidad, el crecimiento y la funcion bacteriana a lo largo
del tiempo.

Incluir una mayor variedad de tipos de plasticos, como PP, PET y PS, asi como diferentes
grados de intemperizacion en los estudios. Esto proporcionara una vision mas completa de
los impactos de diversos plasticos en la microbiota.

Estudiar diferentes tipos de bacterias en conjunto para analizar de manera mas exhaustiva la
disbiosis causada por MPs en la microbiota. Esto ayudard a comprender coémo los MPs
afectan la composicion y la funcion de comunidades microbianas completas, creando
modelos in vitro de ecosistemas microbianos para estudiar las interacciones complejas entre
bacterias y MPs en un entorno controlado.

Realizar pruebas y estudios para analizar las respuestas metabdlicas de las bacterias ante la
presencia de plasticos. Esto incluiria estudios para identificar cambios en las rutas
metabolicas y los mecanismos de estrés bacteriano.

Analizar los subproductos producidos en la degradacion del plastico por B. clausii para
comprender los posibles efectos adversos que pueden tener en la salud humana.

Comparar la respuesta de la degradacion superficial en muestras de plasticos intemperizados

y nuevos por parte de B. clausii en un periodo de tiempo mas extenso.

Al avanzar en esta linea de investigacion, se espera no solo profundizar en la comprension de los

mecanismos de toxicidad de los MPs, los estudios futuros deben enfocarse en una mayor diversidad

de plasticos, grados de intemperizacién y comunidades bacterianas para obtener una vision mas

completa y precisa de los impactos biolégicos.
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