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LOS MICROPLASTICOS:

DEFINICON, ORIGEN Y CLASIFICACION

o Grupo heterogéneo de particulas
poliméricas, que difieren en
forma, tamafo, origen, tipo de
material y composicion quimica.

o Término empleado paratoda
particula polimérica cuyo tamafio
seamenor de5 mm y mayor de
lum.

Los microplasticos presentan
morfologias muy variadas




LOS MICROPLASTICOS; DEFINICON, ORIGENY CLASIFICACION

Segun su
origen se

QPrimarios: Se generan de manera directa y se adicionan a
productos.

QSecundarios: Se originan por la degradacion de plasticos de
mayor tamafno mediante varios procesos.

-

Microplasticos primarios i
Y4

Microperlas o microbeads

Pellets /

dividen en
dos
categorias

Microplasticos secundarios ! g

Fragmentos de envases, bolsas,

N
juguetes y otros articulos de plastico
£ po




INTERACCION ENTRE MICROORGANISMOSY MPS

Preocupacion por la contaminacion por MPs y sus efectos sobre el medio ambiente/la salud.

Prevencion === Actuar sobre los focos de emision:
Las estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR)

78 —98% 7 -20%
MPs removal MPs removal = 7% MPs removal
\ \ |
| 1 ¥l |
Raw Primary Secondary Tertiary treatment Treated water
wastewater Sewage System Pretreatment treatment treatment

+ MPs

[—\
+ MPs Advanced
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=1 YA
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large-size  sand, primary  secondary tertiary
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wi R .. I del 90% de los MPs
‘aP mixed sludge
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INTERACCION ENTRE MICROORGANISMOSY MPS

TANQUE DE TANQUE DE
AIREACION SEDIMENTACION
AFLUENTE J EFLUENTE
LIQUIDO DE
MEZCLA

RECIRCULACION DE h PURGAg DE FANGOS
FANGOS (RAS) (WAS)

» Laeficaciadel tratamiento es afectada por
la composiciony la cantidad de EPS en el
licor mezcla.

» Los MPs estimulan la producciénde EPS.

> El tratamiento biolégico
de aguas residuales por
lodos activados puede
eliminar MPs.

EPS estructurales
EPS fuertemente ligadas

EPS débilmente ligadas

Microorganismo
Carbohidratos

Proteinas




LA BIODEGRADACION DE LOS MPS

Inicialmente esta contaminacion se
considerd una amenaza irreversible.

Biodeqgradacién: Eliminacion de las
microparticulas por procesos de

degradacion biologica por organismos.

Degradacion por organismos superiores:

= Larvas de insectos
= Escarabajos.

Degradacion por microorganismos:
= Bacterias
= Hongos

Nuevas alternativas
biotecnolbdgicas

R el
Long-term persistence in the environment

7&31,} New

—_—

~§-\‘\-’ focus
*

Biodegradable BMPs Stronger vector

plastic bag | i \

Enhancement of predation



INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Investigacion sobre la interaccion entre
microorganismos Yy los MPs en los
procesos de atrapamiento y
degradacion.

Se plantean los siguientes objetivos:

Analisis de la relaciéon entre la secrecion
de EPS la retencion de MPs

Analisis de la capacidad de atrapamiento
de B. firmus.

Analisis de la biodegradacion de los MPs
con C. testosteroni y B. firmus
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OBTENCION DE LOS MICROPLASTICOS MODELO Sabi W,

Poliet.ileno de alta 0 Uso extendido en la produccién de envases
densidad (HDPE) 0 Frecuente en aguas residuales urbanas

Q Triturados con un molinillo

Tapones de . . .
O Setamizaron y se recogio la fraccion de 100-250 pm.

botella de HDPE

Esterilizacion de los MPs:
Con etanol 70%




EXPERIMENTOS DE
ATRAPAMIENTO

¢, Formacion de pellets con MPs retenidos?
-Medio de cultivo + MPs + indculo

2 ensayos:

-53 mg/L de B. firmus y centrifugacion 10
min a 7500 x g.

-530 mg/L de B. firmus y centrifugacion 10
min a 10000 x g.

Empleando la bacteria Bacillus firmus




Duracidén con

ENSAYOS DE Concentracion e e
de MPs: testosteroni:

|

4 ; B. firmus:
BIODEGRADACION 500 mg/L 8 dias 30 dias
Inoculacion
Bacterias empleadas: ﬂ
- Comamonas p
testosteron i NC'M B s - Seguimiento de la biodegradacion de los microplasticos
. testosteroni

8955 (CECT) B. firmus (e ‘ 5

. . y 200 rpm
- Bacillus firmus dla 0o | dia 8/30
(CECT 14) m

Seguimiento de:
+600 plL

v

~ Cantidad de MPs
~ Azulcares totales
Crecimiento del
microorganismo

/= > pH
Crecido 24
horas en medio + 600 pL
enriquecido a 30 Yo
°C y 200 rpm %Q!
J/ [ - .

300 mL caldo nutritivo Y 500 mg MPs/L ] -

vY




ANALISIS
GRAVIMETRICO

TOMA DE
MUESTRAS

ELIMINACION DE
BIOMASAY LAVADO

FILTRACIONY
SECADO

DETERMINACION DE
LA PERDIDA DE MASA

ANALISIS
CINETICO

20 mL (duplicado)

Anadir H20230%

Filtrar y dejar secar sobre
placas Petri abierta

Por diferencia de
pesada

Ajuste de datos a
modelos cinéticos



CRECIMIENTO DE
LAS BACTERIAS
CON MPS

[ Se determinaron las
UFC/mL
por recuento en
placa

Para obtener muestras
representativas de las
bacterias adheridas a los
MPs y en suspension, se
empled un homogeneizador
de laboratorio.

Se realizd una curva de
crecimiento de la bacteria sin
MPs midiendo la DO a 600nm
por espectrofotometria UV
visible.




DETERMINACION DE LOS AZUCARES TOTALES

Para el seguimiento de los azUcares
totales se empled el método
fenol-sulfurico.

1. Calibracion usando muestras patrén con
concentraciones conocidas de glucosa.

2. Se determinaron los azlcares totales
durante el experimento con
muestras duplicadas de 5 mL.




ANALISISDE LA ESTRUCTURA
Y COMPOSICION QUIMICA

Visualizacion de
modificaciones superficiales £ &8

y biopeliculas: Microscopio

electronico de barrido
(Figura b: SEM JEOL, JSM5600)

Analisis de la
composicion quimica:
Espectrofotometro

FTIR

(Figurac: Espectrofotometro Spotlight 200i de
Perkin Elmer)

Analisis de la
morfologia:
Estereomicroscopio

(Figuraa: Estereomicroscopio Leica M205FA )
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« ATRAPAMIENTO DE MPS POR LODOS ACTIVOS

Andlisis de la retencion de MPs en la fraccion solida tras centrifugar licor mezcla de biorreactores de

membrana (MBR).

Los EPS constituyen la mayor parte
de los lodos activos, formados por

Proteinas, carbohidratosy acidos
humicos

A Proteins
) Humic acids

A Glycoproteins

\ Carbohydrates

& virs

MPs/g dry solid

225 -
200 -
175 -
150 -
125
100 -
75 -
50
25

0 -

feb-22 mar-22 apr-22 may-22 jun-22  jul-22
Months

mmm MPs/g dry solid  —e—%

» MPs en la fraccionsoélida (CS):
159.19+32.82 MPs/g solido seco

» Porcentaje de retencion: 85 + 8%.

100

80

60

40

20

MPs retained in CS (%)



ATRAPAMIENTO DE MPS POR LODOS ACTIVOS

100 -

.............. °
I R
G
2 80 - e
Relacion entre la -
concentracion de 5 60 -
. = y = 0,0182x + 68,66

protelngs, o 3 R?2 = 0,9362

carbohidratos, acidos o 401

hamicos y el % de =

retencion de MPs: 20 -

0 T T T T T 1
0 300 600 900 1200 1500 1800
Concentration (mg/L)

» Ningunacorrelacion significativaparaproteinas y carbohidratos.
> Buenacorrelacionparalos acidos humicos. PS



EXPERIMENTOS DE ATRAPAMIENTO POR BACILLUS FIRMUS

Muestra

Peso MPs recuperados (g)

% MPs del total

—

Precipitado 1 0,0035 16,5

Precipitado 2 0,0027 13,5

Valor medio 0,0031 + 0,0006 15+212
Muestra Peso MPs recuperados (g) % MPs del total

-

Experimento I

« 75009g x 10 min

« 2.1 mg B.firmus
(SST)

Experimento Il
« 10000g x 10 min
« 21 mg B.firmus

(SST)

s,



EXPERIMENTOS DE ATRAPAMIENTO POR BACILLUS FIRMUS

: Eficiencia de atrapamiento de los MPs (%)
» Aumenta la capacidad de

atrapamiento con el nUmero de
microorganismos y velocidad de
centrifugacion, aunque no | |20
proporcionalmente.

30

25

15

> Eficacias similares al | |*°

tratamiento  secundario de || s
EDAR (7 <£20%).

Control Ensayo 1 Ensayo 2

15% 25%

_7 o
. UIA‘\._ ).
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BIODEGRADACION DE MPS CON
BACILLUS FIRMUS

La concentracion de MPs comenzo
a disminuirel dia 8.

Se observé una reduccion de la
masa final: del 15.5 + 2.6 %.

La biodegradacion seguia una
cinética de orden 0.

Evolucion la concentracionde MPs

0,52
05 ¢ e o
y =-0,0034x+ 0,5201
710,48
> °
~ 0,46
g ..
S 044
0,42 e
04
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (dia)
Tabla 3. Concentracion media de los MPs por dia.
t (dia) Concentracion media de MPs (g/L)
0 0,500
6 0,500 = 0,003
8 0,500 £ 0,002
12 0,470 £ 0,014
21 0,450 + 0,005
29 0,423 + 0,013




CRECIMIENTODE
BACILLUS FIRMUS

» Crecimiento exponencial hasta
el dia 7 del ensayo.

» Fase de muerte celular final a
partir del dia 20.

1,00E+11
1,00E+10
1,00E+09
1,00E+08
1,00E+07
_1,00E+06
%1,00&05
51,00E+O4
1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01
1,00E+00

Evolucion del crecimiento de B. firmus

.o ) ® ) O-9-......

t (dia)




CONSUMO DE AZUCARES POR
BACILLUS FIRMUS

> Los azUcares totales
disminuyen sostenidamente
hasta el dia 8.

» La concentracion de MPs
empieza a disminuir cuando
se dejan de consumir
azucares.

Evolucion de la concentraciénde azlcares y

08 MPs
[
07
~~
206
c [ ]
O 05 e o0
'S ° . °
T 0,4 o
= o0® L)
c
503 °
(&]
c 02
(@]
O 01
0
0 10 20 30
Tiempo (dia)

® Concentracion
azlcares
totales

@ Concentracion
MPs

40




BIODEGRADACION DE MPS CON Jsso

COMAMONAS TESTOSTERONI [ = %\g.&!:a

\% 400
L1 : S350
Péerdidade masade HDPE con el tiempo. 5.0,
€
0.0 5z @ 250
QlInicialmente la concentracionde MPs o —8— Exp. |
aumenta, error experimental por la densidad =2 == Exp.
150
del HDPE. o ; ., ; 3
Tiempo (dias)
QO Tras la formacionde la biopelicula, comenzo . .
a disminuir (dia 4). s o
0,12 . ’_HC,IE .
» ; 0,1 ’ @‘:' 0,1 :
0 Reduccionde la masafinal de un = e @ oce L
12.30+0.82 % S oozeex-01006 | % L0000 X 0,1006
i R 61 i R 61
T|Eempo (dia?s) : ’ T|Eernpo {dia?s)

Los datos experimentales se ajustan a un modelo
cinéticode primer orden




CRECIMIENTODE
COMAMONAS TESTOSTERONI

1,00E+11
1,00E+10

> Crecimiento hasta el dia 4, seguido de 1O0E#09

una fase estacionaria, y disminucion de
bacterias viables a partir del dia 6.

1,00E+08

—
—'1,00E+07
=

O 1,00E+06
LL
31,00E+05
S 1,00E+04
-
1,00E+03
1 00E+02 & Exp. |
> La degradacioén del plastico produce la ’
1,00E+01 —8— Exp. Il

liberacion de sustancias toxicas que
1,00E+00

impiden el crecimiento. 0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (dias)




CONSUMO DE AZUCARES POR
COMAMONAS TESTOSTERONI

Rapida reduccion inicial de azicares
(hasta dia 5), donde comienza a disminuir

lentamente, coincidiendo con el inicio de la

degradacion de MPs.

Posibles
explicaciones de
lo observado

A partir del dia 5 se
agotan los azlcares
facilmente empleados
por C. testosteroni,
gue comience a
degradar el HDPE

La degradacion de
MPs libera sustancias
toxicas que inhiben la
actividad microbiana

600

500 }

N
o
o

Azlcares totales en mg/L
N w
8 8

100

—l— Exp. |

—f— Exp. Il

3 4 5
Tiempo (dias)



ANALISIS POR SEM

El analisis SEM mostro los cambios
estructurales de los MPs por la
degradacion.

O El plastico sin tratar tiene una
superficie mas lisa.

O Alo largo del ensayo, aparece una
deteriorizacion localizada en la
superficie de los MPs, generando
una mayor rugosidad, y la aparicion
de imperfecciones.

> |

2@k

1., BBA

18mm




ANALISIS POR SEM

El analisis SEM mostro los
cambios estructurales de los MPs
por la degradacion.

O Revelaron la formaciéon de
biopeliculas superficiales, un paso
esencial en la degradacion de los
MPs.

O Mayor colonizacion de la
superficie de los MPs al final del
experimento frente al dia cinco.
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CAMBIOS EN LA
COMPOSICION (SEM-EDX)

0 Los espectros obtenidos
muestran un pico fuerte de Cy
un pico mas bajo de O.

Se calculé la relacion O/C,

gue mostré una tendencia a
incrementarse de forma gradual,
indicando la oxidacién superficial
de los MPs.




CAMBIOS EN LA COMPOSICION [

0,8

Intensidad
o o o o
A U1 oo W

O El analisis mediante espectroscopia de ' "2
infrarrojos FTIR reveld los picos o3 .
s - - 0,2 e |NiCia
caracteristicos del polietileno. % Dt
01 2918 L& Dia 8
0
L Se observé un incremento del IC tras SRR 8aR e aERBIS28aRS
el ensayo, sugiriendo una acumulacion Longitud de onda cm'
gradual de grupos carbonilo sobre la
superficie de los MPs. e -
Tiempo =0 Sin trat. 0.12 £ 0.03
Con trat. 0.12 £ 0.03
C. testosteroni { Tiempo =5 0.34+0.08
Tiempo =8 0.27 £0.04
Tiempo =15 0.18 £0.01

B. firmus

Tiempo = 30 0.19+0.08
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CONCLUSIONES

U La eliminacion de MPs de aguas residuales se ve afectada por la cantidad y la
composicionde los EPS, y muestran mayor afinidad por los acidos humicos.

U En el ensayo de atrapamiento con un cultivo especifico, se capturé un 25 % de los MPs
con B. firmus.

O Para los ensayos de biodegradacion, se observo una reduccion de la masa de MPs de un
12.30 % (C. testosteroni) y un 15.5 % (B. Firmus).

QO El andlisis con el SEM mostro deterioro sobre la superficie de los MPs y la formacion de
biopeliculas.

O El andlisis elemental de los MPs mostré una tendencia hacia el aumento del O/Cy el
indice de carbonilo, mostrando la oxidacion superficial por la actividad bacteriana.
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