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RESUMEN

Denzel Jesus Carrillo Ortiz
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del estudio: ESTUDIO ACERCA DE LA CO-DEGRADACION DE
MICROPLASTICOS SUPLEMENTADOS CON PESTICIDAS
ORGANOFOSFORADOS POR MEDIO DE BACTERIAS PERTENECIENTES AL
GENERO BACILLUS

Numero de paginas:

Candidato para el Grado de Maestria en Ciencias con Orientacion en Microbiologia

Aplicada.
Area de estudio: Microbiologia Aplicada

La acumulacion de microplasticos y su papel como vectores de contaminantes,
como los pesticidas organofosforados, representan una problematica ambiental
relevante, por lo que el uso de microorganismos con capacidad de degradacion ha
cobrado interés. En este trabajo se evalué un consorcio bacteriano del género
Bacillus en procesos de aclimatacion, biodegradacion y codegradacion de
microparticulas derivadas de exfoliantes faciales. La biodegradacion se analizd
mediante FTIR, SEM y observaciones macroscopicas, mientras que Ila
codegradacion se evalué mediante la adicion de glifosato y AMPA. Finalmente, se
realizaron pruebas de toxicidad aguda con Eisenia foetida, evaluando la
supervivencia y el peso. Los resultados indican que el consorcio se mantuvo activo
y que los productos de codegradacion presentaron una toxicidad menor que la de
los controles, lo que evidencia su potencial como alternativa biotecnoldgica.

Firma del asesor:
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Introduccion

El plastico, producido y comercializado desde inicios del siglo XX, represent6 una
innovacion significativa para el desarrollo social de aquella época. Su aparicién
contribuyd a sustituir recursos naturales que comenzaban a escasear, como la cera,
el caucho y el marfil, ofreciendo ademas una alternativa mas accesible
economicamente. El impacto de estos materiales en la tecnologia y en el bienestar
de la poblacion ha sido tan relevante que, en la actualidad, constituyen un
componente esencial de la infraestructura y de numerosos productos que sostienen

el funcionamiento de la sociedad moderna (Vazquez, 2023; Connacher, 2008).

Hoy en dia se reconocen diversos tipos de plasticos con propiedades especificas
que oscilan desde una alta resistencia y capacidad de adhesion, hasta
caracteristicas que favorecen una mayor degradabilidad. No obstante, una vez que
estos materiales cumplen su funcion en la vida cotidiana, suelen ser desechados o
destinados a procesos de reciclaje (Hardin, 2021). Este ultimo enfrenta una
problematica considerable, ya que de las siete categorias de plasticos existentes
(Figura 1), unicamente los tipos 1y 2 se reciclan de manera sistematica. Aun dentro
de estas categorias, se estima que menos del 40 % es efectivamente reciclado,

mientras que el resto termina en sitios de disposicion final (Gob. Mexico, 2018).

Tipos de plastico segin su clasificaciéon numérica

[N

Figura 1. Tipos de plasticos reciclables (La clasificacion de los plasticos, 2020).
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Como consecuencia de esta gestion deficiente, los plasticos se han convertido en
un serio problema de contaminacion ambiental, lo cual, aunado a su bajo potencial
de biodegradabilidad, favorece su sobreacumulacién en los ecosistemas. Si bien
inicialmente se consideraba que este residuo macroscoépico era el principal desafio,
en afnos recientes se ha observado que el deterioro mecanico que sufren los
plasticos, especialmente durante su transporte y exposicion ambiental, provoca su
fragmentacién en particulas diminutas denominadas microplasticos (Labarta, 2019).
Estos se definen como piezas de material plastico, tales como fibras, particulas y
peliculas, con tamafios que varian entre 0.1 y 100 pym. Al ser invisibles al ojo
humano, estas particulas logran infiltrarse en todos los ecosistemas del planeta,
encontrandose por cientos de toneladas en océanos, suelos, aire e incluso dentro

del cuerpo humano, lo que representa un riesgo latente para la salud (Parker, 2022).

La toxicidad de los microplasticos es un tema de debate actual, considerandose si
el polimero y sus macromoléculas inertes representan o no un riesgo directo para
el ser humano. Sin embargo, diversos estudios sefalan que los aditivos
incorporados durante su fabricacion para conferirles propiedades especificas, como
la coloracion, la resistencia a la radiacidn ultravioleta o una mayor estabilidad fisica
y quimica del material, pueden tener un impacto negativo en la salud humana
(Yanes, 2024; Castaneta et al., 2020). Adicionalmente, debido a su naturaleza
quimica y a su elevada relacion superficie—volumen, los microplasticos poseen una
alta capacidad de adsorber contaminantes ambientales. Sustancias xenobidticas
como pesticidas organofosforados, antibidticos e hidrocarburos pueden adherirse
fuertemente a su superficie, permitiendo que estas microparticulas actien como
vectores que concentran y transportan contaminantes a lo largo de los ecosistemas,

alcanzando finalmente al ser humano mediante la cadena trofica (Laforsch, 2022).

Ante esta amplia distribucion ambiental, la eliminacién de los microplasticos ha
despertado un creciente interés cientifico. Aunque tradicionalmente se han
empleado métodos fisicos y quimicos, recientemente se han comenzado a explorar
alternativas bioldgicas en las que los microorganismos desempenan un papel
relevante. A través de sus actividades metabdlicas, estos pueden fragmentar

progresivamente los polimeros y favorecer su transformacién en compuestos de



menor peso molecular, lo que puede incluso conducir a su mineralizacién en diéxido
de carbono y agua (Castafieta et al., 2020). La eficiencia de este proceso depende
de factores como la cinética del crecimiento microbiano, las condiciones

ambientales y las propiedades estructurales del material (Laforsch, 2022).

En este contexto, la biodegradacion bacteriana constituye una de las opciones mas
prometedoras, basada en la capacidad de los microorganismos para utilizar
sustancias complejas como fuente de carbono y energia. Este fendmeno puede
ocurrir mediante diversas estrategias, como el uso de consorcios microbianos, en
los que la interaccion coordinada de diferentes especies permite una divisién de
funciones metabdlicas que evita la acumulacién de intermediarios toxicos (Roberts
et al., 2020). Asimismo, la formacion de biofilms en la superficie del microplastico
facilita la adhesion bacteriana mediante una matriz extracelular que optimiza la
estabilidad del proceso (Gulizia et al., 2025; Fortin et al., 2025). A nivel molecular,
este proceso se ve mediado por la secrecion de enzimas extracelulares que
fragmentan el polimero en moléculas pequenas y solubles, que posteriormente son
procesadas por enzimas intracelulares mediante rutas de hidrdlisis, oxidacion o
reduccion (Cau et al., 2024).

Los plasticos y los polimeros naturales, como la celulosa, comparten similitudes
estructurales y quimicas al ser macromoléculas formadas por la repeticion de
mondémeros unidos entre si por enlaces covalentes. Mientras que la celulosa esta
constituida por unidades de glucosa con enlaces 3(1—4) glucosidicos, los polimeros
sintéticos, como el polietileno, se originan a partir de monémeros como el etileno.
Tanto la celulosa como los plasticos sintéticos presentan un alto peso molecular y
cadenas largas, lo que determina sus propiedades fisicas y mecanicas. En la
celulosa, los grupos hidroxilo forman puentes de hidrogeno que dan origen a
microfibrillas de alta resistencia, de manera analoga a como las interacciones entre
cadenas en los polimeros sintéticos definen su cristalinidad, flexibilidad, resistencia
y estabilidad térmica (Sophonrat & Yang, 2017). A pesar de sus origenes tan
distintos, ambos materiales comparten principios fundamentales de organizacién
molecular que justifican su comparacion y estudio conjunto en el contexto de la

biodegradacion.



Antecedentes

La preocupacion cientifica por los microplasticos y su impacto ambiental adquirié
una relevancia critica a partir del estudio de Thompson et al. (2004), quienes
alertaron sobre los riesgos persistentes que estos contaminantes representan para
los ecosistemas acuaticos y terrestres. Este hallazgo impulsé una amplia linea de
investigacion orientada a la busqueda de soluciones biologicas. En este sentido,
Shah et al. (2008) realizaron una de las primeras recopilaciones exhaustivas de

especies bacterianas con capacidad para degradar polimeros sintéticos (Tabla 1).

Tabla 1. Microorganismos capaces de biodegradar polimeros plasticos.

Microorganismos y Plastico Porcentaje de Origen del
Autores

enzimas de estudio degradado biodegradacion microorganismo

Aislada de un

Ideonella sakaiensis 90-100% en 6 (Yoshida
PET basurero municipal
(PETasa) semanas de Japon et al., 2016)
Thermobifida fusca 50 % en 3 Centro Aleman de (Miller
PET Recursos para el
(V) semanas Material Biolégico stal., 2005)
Thermobifida Centro Aleman de (Herrero
_ 37% en 3
cellulosilytica PET Recursos para el Acero
semanas o
(Thc_Cut1) Material Bioldgico et al., 2011)
Saccharomonospora
viridis (Kawai
PET 27% en 3 dias Aislada de suelos
(Cut190 et al., 2014)
S226P/R228S)
Bacillus sublilis Alslada de suelos | pitsch
PET 11% en 60 dias contaminados con
(BSEstB/ BHET) etal., 2011)

petréleo




Tabla 1 (continuacion). Estudios reportados sobre microorganismos y enzimas
involucrados en la biodegradacion de polimeros plasticos, incluyendo el plastico
degradado, porcentaje de biodegradacion y origen del microorganismo.

Microorganismos y

enzimas de estudio

Plastico

degradado

Porcentaje de

biodegradacion

Origen del

microorganismo

Autores

Antartida

Pseudomonas Aislada de suelos
. 17.2% en 40 (Wang
aeruginosa PP/PET contaminados con
dias ] et al., 2022)
(Alcano hidroxilasa) petréleo
o Skariyacha
Aneurinibacillus sp. 44% en 140 Aislada de aguas ( Y
PP _ netal.,
(Lipasa) dias residuales 2018)
L Skariyacha
Brevibacillus sp. 44% en 140 Aislada de aguas ( Y
PP _ netal.,
(Lipasa) dias residuales 2018)
Microbacterium
d 61% en 2 ) ) (Rajandas
paraoxydans PE Aislado ambiental
meses et al., 2012)
(Lac)
Klebsiella EMBL-1 Microbiota intestinal
e 19% en 3 de la larva de (Zhang
(Catalasa- meses Spodoptera etal., 2022)
peroxidasa) frugiperda
] Akutsu-
Rhodococcus equi Aislada de suelo en {
Poliuretano | 70% en 10 dias . Shigeno
(Ureasa hidrolasa) KR et al., 2006)
Bacillus
paralicheniformis (Ganesh
34% en 2 Aislada del Mar
(Alcano PS “bi il
meses Arabigo
monooxigenasa y cii gl 2021
citocromo p450)
. (Blazquez-
o _ Aisladas de la
Oleispira antarctica PET y PCL 18 % en 3 dias Sanchez

etal., 2022)




Tabla 1 (continuacion). Estudios reportados sobre microorganismos y enzimas
involucrados en la biodegradacion de polimeros plasticos, incluyendo el plastico
degradado, porcentaje de biodegradacion y origen del microorganismo.

Microorganismos y Plastico Porcentaje de Origen del Aut
utores
enzimas de estudio degradado biodegradacion microorganismo
. (Blazquez-
Aisladas de la
Moraxella sp. PET y PCL 18 % en 3 dias Sanchez
Antartida
et al., 2022)
: (Cazaudeh
: Aislada de agua
Enterobacter sp. PHB 60% en 90 dias ) ore et al.,
tratada para césped
2023)
: (Cazaudeh
. : Aislada de agua
Cupriavidus sp. PHB 60% en 90 dias ) ore et al.,
tratada para césped
2023)
Pseudomonas
. i (Wallace
pseudoalcaligenes PBAT 5% en 72 horas Cepa de coleccion
etal.,, 2017)
(PpEst poliesterasa)
Enterobacter ke el
, microbioma de la (Yang
asburiae PE 6% en 60 dias
mosca blanca de la | et al., 2014)
(Hidrolasas) India
Consorcio
compuesto de i (Rafiemanz
Aisladas de un
Pseudomonas, PE 3% en 42 dias elat et al.,
basurero
Acinetobactery 2015)
Bacillus

Posteriormente, las investigaciones evolucionaron del aislamiento de
microorganismos a la caracterizacion de sus sistemas enzimaticos. Un hito en esta
area fue el trabajo de Herrero Acero etal. (2011), centrado en la capacidad
degradativa de las enzimas producidas por miembros del género Thermobifida. Sin
embargo, el descubrimiento de Idionella sakaiensis por Yoshida et al. (2016) marco

un punto de inflexién, al demostrar la existencia de una enzima (PETasa) capaz de



degradar y asimilar el tereftalato de polietileno (PET) con una eficiencia cercana al

100% en condiciones controladas.

Esto ha motivado una tendencia creciente en la identificacion de cepas con potencial
biotecnoldgico para degradar diversos tipos de polimeros. Estudios realizados con
géneros como Saccharomonospora Yy Bacillus han reportado tasas de
biodegradacion variables, que suelen verse influenciadas directamente por: 1) el
origen del microorganismo, que suele ser aislado de sitios contaminados o de
microbiotas de insectos; y 2) el tipo de plastico, incluyendo polietileno (PE),
polipropileno (PP), cloruro de vinilo (PVC) y poliestireno (PS). Por ejemplo, se ha
documentado que bacterias como Microbacterium paraoxydans y Rhodococcus
equi presentan una notable afinidad por el PE y el poliuretano, alcanzando niveles
de degradacion de hasta el 61% y el 70% respectivamente. (Rajandas et al., 2012;
Akutsu-Shigeno et al., 2006).

A pesar de los avances en cultivos puros, investigaciones como la de Roberts et al.
(2020) sugieren que el uso de consorcios microbianos ofrece ventajas competitivas
frente al empleo de enzimas aisladas. Este enfoque aprovecha la sinergia
metabdlica entre diferentes especies, que pueden incluir hongos, bacterias y larvas,
lo que se traduce en una mayor eficiencia en la fragmentacion de las cadenas
poliméricas, asi como en una mayor estabilidad frente a las variaciones del entorno.
Esta complejidad es fundamental al considerar la naturaleza quimica de los
plasticos comerciales, que no son polimeros puros. Como sefalan Choi et al.
(2024), la presencia de aditivos, como plastificantes, estabilizantes UV,
retardadores de llama y agentes antibacteriales, altera significativamente la cinética
de degradacion y la susceptibilidad del material al ataque microbiano (Eljarrat,
2019).

Un hallazgo de particular importancia es la versatilidad del género Bacillus. Estudios
liderados por Salunkhe et al. (2013), Pickering et al. (2024) y Acosta-Cortés et al.
(2019) demostraron que especies como B. subtilis y B. cereus poseen la capacidad
de biodegradar compuestos organofosforados, entre ellos el glifosato y su principal

producto de degradacioén, el acido aminometilfosfonico (AMPA). Estos compuestos



xenobidticos suelen ser absorbidos por los microplasticos, convirtiéndolos en
vectores de toxicidad ambiental (Bolivar, 2022). Por tanto, el estudio de Bacillus
podria ser clave para la codegradacion de los componentes quimicos de los
microplasticos y de los contaminantes que suelen adherirse con mayor facilidad a
ellos, lo que permite proponer metodologias de biorremediacion mas realistas y

robustas para abordar un problema tan importante para la salud ambiental.

Dado que a que aunado a lo anterior se ha descrito que B. subtilis puede inducir la
expresion de celulasas con alta actividad especifica para hidrolizar materiales
celulésicos y otras enzimas degradadoras de polimeros sintéticos (Malik & Javed,
2021), este trabajo explora el uso de consorcios microbianos compuestos por
especies del género Bacillus para co-degradar estos vectores de contaminacion
atmosférica compuestos de microplasticos funcionalizados con sustancias

xenobidticas peligrosas como lo son, los pesticidas organofosforados.



Hipotesis

Las bacterias del género Bacillus poseen la capacidad de codegradar tanto los

microplasticos como los compuestos toxicos adheridos a ellos, incluido el pesticida

organofosforado glifosato, lo que permitira desarrollar estrategias biotecnologicas

innovadoras para reducir simultaneamente la contaminacion por microplasticos y

contaminantes asociados.

Objetivo general

Evaluar la capacidad de las bacterias del género Bacillus para codegradar

microplasticos y compuestos toxicos adheridos, como el pesticida organofosforado

glifosato.

Objetivos especificos

1.
2.

Reactivar y aclimatar un consorcio bacteriano de trabajo del género Bacillus.
Evaluar la capacidad del consorcio bacteriano para biodegradar
microparticulas de plastico.

Analizar la codegradaciéon de microparticulas suplementadas con pesticidas
organofosforados

Evaluar la toxicidad aguda de los productos resultantes de la codegradacion

de microparticulas y pesticidas organofosforados.



Metodologia

Extraccion y caracterizacidn de microplasticos primarios de exfoliantes
comerciales

Los microplasticos empleados en esta investigacion se obtuvieron a partir de dos
productos comerciales de exfoliacion facial de las marcas Nivea y Neutrogena,
seleccionados por su elevada densidad de microesferas plasticas en su
formulacion. Para el proceso de extraccion, se utilizé el volumen total de cada
presentacion (124 mL para Neutrogena y 150 mL para Nivea), el cual se suspendio
en agua destilada bajo agitacion mecanica suave. Este procedimiento facilitd la
lixiviacion de los componentes espesantes y la liberacion de las microparticulas
contenidas en el gel. Una vez homogeneizada la suspension, se permitio reposar
las muestras para lograr una separacion por densidad. Las microesferas de Nivea
tendieron a sedimentarse, mientras que las de Neutrogena se mantuvieron en

suspension coloidal.

Una vez precipitadas, las particulas se recuperaron mediante filtracién al vacio
sobre un papel filtro con porosidad adecuada de grado 1 marca Whatman, con el fin
de concentrar los microplasticos y eliminar los liquidos remanentes. Las esferas
retenidas fueron, a su vez, recolectadas cuidadosamente traspasandolas del papel
filtro a un tubo eppendorf de tamafio de 1 mL y dispuestas a secar a temperatura
ambiente durante 12 horas, para eliminar humedad superficial antes de su

manipulacion.



Figura 2. Extraccion de los microplasticos con bomba de vacio.

Adicionalmente, para asegurar que los ensayos de biodegradacién no se vieran
afectados por la microbiota enddgena que pudieran presentar los microplasticos de
los productos comerciales, se implementé un protocolo de esterilizacion en dos
fases. En la primera, las microesferas secas se sometieron a una desinfeccion
quimica mediante inmersion en alcohol al 70% durante 12 horas. Posteriormente,
se retird el alcohol filtrdndolas nuevamente y las microparticulas se expusieron a
radiacion ultravioleta como método de desinfeccion fisica complementaria. Para
corroborar la eficacia de este protocolo, la esterilidad de las microparticulas de
plastico se validdé mediante controles de esterilidad mediante inoculacion en placas
de agar nutritivo. Tras un periodo de incubacion de 24 horas a 30 °C, la ausencia
de unidades formadoras de colonias confirmd que el material se encontraba en
condiciones oOptimas de asepsia para su integracibn en los ensayos de

biodegradacién con el consorcio bacteriano.

Todas las microparticulas de plastico se evaluaron morfolégicamente mediante un
microscopio estereoscopico modelo VE-S1 (Velab, México) antes y después de los
bioensayos. Para ello, las muestras se colocaron directamente sobre la superficie
de observacion del equipo, sin requerir preparacion previa, lo que permitid una
visualizacion directa de las microparticulas. Mediante esta técnica fue posible
analizar la forma, el tamafo y la apariencia superficial de las esferas presentes en

ambos productos.



Adicionalmente, con la finalidad de evaluar los posibles cambios fisicoquimicos en
las microparticulas a lo largo de los procesos de aclimatacion, biodegradacion y
codegradacion, se realizaron analisis mediante microscopia electronica de barrido
(SEM) y espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). Las muestras

destinadas a ambos analisis fueron secadas previamente a 50 °C durante 4 h.

El analisis por microscopia electronica de barrido (SEM) fue realizado utilizando un
microscopio electronico de barrido modelo JSM-7800F (JEOL, Japdn), equipado
con una lente Super Hybrid Lens (SHL) y cuatro detectores: detector de electrones
superior (UED), detector de electrones secundarios superior (USD), detector de
electrones retrodispersados (BED) y detector de electrones inferior (LED). Las
muestras se analizaron sin recubrimiento y en modo de bajo vacio (Low Vacuum),
condicion adecuada para materiales no conductores. Las imagenes se obtuvieron
utilizando un voltaje de aceleracion de 1.0 kV mediante el detector LED. La distancia
de trabajo (WD) varié entre imagenes y se registré individualmente en cada
micrografia. Esta técnica permiti6 observar las caracteristicas morfolégicas y las
posibles modificaciones superficiales de las microparticulas, identificando cambios
como rugosidades, surcos o alteraciones estructurales asociadas a la interaccion

con el consorcio bacteriano.

Por su parte, la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) se
realizé empleando un equipo Cary 670 FTIR acoplado a un Cary 620 FTIR (Agilent
Technologies, Estados Unidos). Los espectros fueron obtenidos en un rango
espectral de 400 a 4000 cm™" mediante la técnica de Reflectancia Total Atenuada
(ATR), utilizando 36 barridos por muestra. El sistema FTIR cuenta con un
interferometro Michelson dinamicamente alineado a 60° y una resolucién espectral
de 0.075 cm™. Esta técnica se utilizd para analizar los cambios en los grupos
funcionales de las microparticulas mediante la evaluacion de la evolucion de sus

picos caracteristicos a lo largo del proceso experimental. Asimismo, permitio



contribuir a la identificacion del tipo de material presente en las microparticulas. A
partir de la comparacién de los espectros obtenidos con reportes de la literatura, fue
posible inferir la naturaleza de los materiales analizados, identificandose celulosa
microcristalina en las particulas de Nivea y polimeros tipo polietileno en las

particulas de Neutrogena.

Reactivacion, conservacion y criopreservacion del consorcio microbiano
de trabajo

Como fase de preparacion del material bioldgico de experimentacion, se procedié a
reactivar el Consorcio C-Malation, perteneciente al cepario del Laboratorio de
Procesos Microbiolégicos del Centro de Investigacion en Biotecnologia y
Nanotecnologia (CIBYN) de la Facultad de Ciencias Quimicas. Para ello, se inoculo
1 mL del consorcio en 20 mL de medio de cultivo Luria-Bertani (LB) bajo condiciones
de asepsia. La incubacién se llevo a cabo a 30 °C con agitacion constante a 100
rom durante 48 h. Este procedimiento permitié incrementar la biomasa microbiana
y obtener un cultivo viable y homogéneo para su posterior utilizacion en los ensayos

experimentales.

Figura 3. Observacion de como luce el crecimiento del Consorcio C-Malation en
caldo LB por 48 horas, con la presencia de una capa de biomasa en la superficie
del matraz.

Con el fin de evaluar las caracteristicas morfolégicas del consorcio microbiano
después de su reactivacién, se realiz6 una tincion de Gram siguiendo el
procedimiento convencional. A partir de un cultivo fresco, se prepard un frotis
bacteriano sobre un portaobjetos, el cual se dejo secar al aire y posteriormente se
fijé por calor. La preparacion se tifid con cristal violeta (Sigma-Aldrich) durante 1

min, seguido de lugol (Sigma-Aldrich) durante 1 min. Posteriormente, la muestra se



decoloré mediante un lavado con alcohol y se contratind con safranina (Sigma-
Aldrich) durante 1 min. Entre cada etapa se realizaron lavados suaves con agua
destilada para eliminar el exceso de reactivo. Finalmente, las preparaciones se
observaron mediante microscopia optica para determinar la morfologia celular y la
reaccion tintorial de los microorganismos presentes. Las caracteristicas observadas
fueron contrastadas con las descritas previamente para el Consorcio C-Malation en
estudios anteriores (Verduzco-Suarez, 2024; Martinez-Ledezma, 2018; Acosta-
Cortéz, 2017).

Para garantizar la disponibilidad del consorcio en ensayos experimentales
posteriores, se estandarizé un protocolo de conservacion que consistio en inocular
un matraz con 20 mL de caldo LB estéril e incubarlo a 30 °C por 48 horas a 100 rpm,
el cual, posterior a su incubacion se transfirié a tubos tipo Falcon de 15 mL para su
centrifugacion a 5000 rpm durante 5 minutos, descartandose el sobrenadante y

recuperando el pellet celular para su posterior uso experimental.

Una fraccion de este cultivo se destind a la criopreservacion del consorcio. Para
ello, se preparé una solucién de glicerol estéril al 50% (v/v) como agente
crioprotector, cuya funcién es prevenir el daiio mecanico causado por la formacion
de cristales de hielo en la membrana celular al alcanzar el punto de congelacién. En
tubos Eppendorf de 1.5 mL, se mezclaron alicuotas de 400 uL del concentrado
bacteriano con 600 pL de la solucién de glicerol estéril, agitando cuidadosamente la
suspension. Por ultimo, las muestras se almacenaron a —-80 °C, condiciones que

permiten mantener la integridad fisiolégica y la viabilidad del consorcio a largo plazo.

Ensayo de aclimatacion y adaptacion metabdlica a la presencia de
microplasticos como unica fuente de carbono

Con la finalidad de adaptar progresivamente el consorcio bacteriano al crecimiento
en condiciones nutricionales restrictivas y de promover el uso de microplasticos
como fuente principal de carbono, este fue sometido a un ensayo de aclimatacion.
Para ello, se implement6 una estrategia de transferencia gradual de biomasa del
caldo LB al medio minimo M9, permitiendo mitigar el choque metabdlico derivado



de la transicién directa de un medio complejo a uno minimo. Durante este proceso,
se establecid un sistema de nomenclatura especifico para garantizar la trazabilidad
de las muestras: se asigno la letra “A” a los microplasticos provenientes del

exfoliante Neutrogena y la letra “C” a los obtenidos del exfoliante Nivea.

Como preparacion previa al proceso de aclimatacidén del consorcio, se preparo el
medio minimo M9, que consiste en una solucidon basal comunmente empleada para
el cultivo de microorganismos bajo condiciones nutricionales estrictamente
controladas. Al estar constituido unicamente por sales inorganicas, nos permite la
adicién selectiva de los nutrientes principales, tales como C, N y P, lo que facilita la

evaluacion de la actividad microbiana frente a sustratos definidos.

Para el disefio de este medio se consideré la relacion Redfield, que establece una
proporcion estequiométrica equilibrada entre carbono, nitrégeno y fosforo
(106:16:1), lo que optimiza el metabolismo microbiano. La formulaciéon de este
medio se preparo utilizando las cantidades de reactivos descritas en la Tabla 2,
empleando cloruro de amonio (NH,CI) como fuente de nitrégeno, fosfato disddico

(Na,HPO3) como fuente de fésforo y como agente amortiguador.

Tabla 2. Composicién de los reactivos que conforman el medio M9 (g/500mL).

Reactivo Gramos

Cloruro de amonio (NH,CI) 19
Fosfato disédico (Na,HPO,) 6.6¢g
Sulfato de magnesio monohidratado (MgSO,-H,0) 01g
Sulfato de manganeso monohidratado (MnSO,-H,0) 0.011 g
Cloruro de calcio (CaCl,) 0.0055 g
Sulfato ferroso heptahidratado (FeSO,-7H,0) 0.0075 g

La preparacion del medio M9 consisti6 en disolver secuencialmente los
componentes en agua destilada, bajo agitacidn constante, hasta completar la
solubilizacion. Posteriormente, el medio se esterilizd mediante calor humedo en
autoclave a 121 °C por 15 minutos. Tras el proceso de esterilizacion y una vez
alcanzada la temperatura ambiente, el medio se consider6 apto para la adicion de
las fuentes de carbono objeto de estudio (microplasticos primarios extraidos de



exfoliantes faciales de las marcas Nivea o Neutrogena), de acuerdo con el disefo

experimental establecido.

El proceso de aclimatacion se llevé a cabo mediante una serie de etapas en las que
se incremento sistematicamente la proporcidon del medio M9 respecto del medio rico.
Inicialmente, los consorcios se mantuvieron en 100% de caldo LB durante 48 horas
para asegurar una biomasa basal con suficiente densidad celular, evidenciada por
la formacién de una pelicula superficial caracteristica del consorcio, la cual es
indicativa de crecimiento activo. Posteriormente como se puede ver en las tablas 3
y 4, se iniciaron fases de transicion de 72 horas cada una, reduciendo la
disponibilidad de nutrientes complejos mediante gradientes del 90, 80, 60 y 30% de
caldo LB, complementados con sus respectivas proporciones de medio M9 y con la
adiciéon constante de microplasticos. Esta presion selectiva obligd a las
comunidades microbianas a reconfigurar sus rutas metabdlicas para subsistir en un

entorno con recursos limitados.

Tabla 3. Proporcion del medio LB con microplasticos y medio de trabajo durante la
aclimatacion para los microplasticos de la marca Neutrogena.

Cantidad de
. _ _ microparticulas en
Proporcion LB + M9 Cantidad de LB Cantidad de M9 _
el medio
acumuladas
100% LB 50 mL 0mL O0Og
90 % LB + 10 % M9 45 mL 5mL 0.035¢g
80 % LB + 20 % M9 40 mL 10 mL 0.070g
60 % LB + 40 % M9 30 mL 20 mL 0.1409g
30 % LB + 70 % M9 15 mL 35 mL 0.245¢
100 % M9 0mL 50 mL 0.35¢




Tabla 4. Proporcion del medio LB con microplasticos y medio de trabajo durante la
aclimatacion para los microplasticos de la marca Nivea.

Cantidad de
Proporcion LB + microparticulas en
Cantidad de LB Cantidad de M9
M9 el medio

acumuladas

100% LB 50 mL 0 mL 0g

90 % LB + 10 % | 45 mL 5mL 0.00225¢g

M9

80 % LB + 20 % |40 mL 10 mL 0.0045¢g

M9

60 % LB + 40 % | 30 mL 20 mL 0.009g

M9

100% LB 50 mL 0 mL 0g

Finalmente, los cultivos se transfirieron a un medio compuesto al 100% por el medio
minimo M9 y los microplasticos correspondientes. Antes de proceder con los
bioensayos definitivos, el consorcio permanecié en estas condiciones durante
cuatro semanas adicionales. Esta fase de estabilizacién fue crucial para garantizar
una adaptacion fisiolégica completa y activar los sistemas enzimaticos necesarios
para la interaccién con la matriz polimérica de los microplasticos, y asi favorecer su

posible degradacion.

Monitoreo fisioldégico del consorcio de trabajo durante los ensayos de
aclimatacion

Con el objetivo de evaluar la dinamica poblacional y la diversidad morfoloégica del
consorcio bacteriano durante los bioensayos, se realizaron diluciones seriadas a

partir de los cultivos obtenidos en las distintas etapas de los experimentos.



Para ello, se prepararon diluciones en base 10 (1:10, 1:100 y 1:1000), tomando una
alicuota del cultivo original y transfiriéndola a tubos con diluyente estéril, realizando
mezclas homogéneas en cada paso. Posteriormente, se sembraron alicuotas de
cada diluciébn en placas de agar nutritivo mediante la técnica de extensidn
superficial, las cuales fueron incubadas a 30 °C por 24 horas en condiciones
controladas. Tras el periodo de incubacion, se evalud el crecimiento bacteriano,
analizando la morfologia de las colonias y la presencia de variaciones en su
apariencia entre las distintas diluciones y tratamientos. Esta metodologia permitio
observar posibles cambios en la composiciéon del consorcio bacteriano y en su

dinamica poblacional como respuesta a la exposicidn a microparticulas.

Asimismo, con la finalidad de verificar la estabilidad fenotipica del consorcio
microbiano y asegurar que las bacterias del género Bacillus conservaran sus
caracteristicas morfolégicas a lo largo de los ensayos experimentales, se empled la
técnica de tincion de Gram como método de monitoreo. El procedimiento inicié con
la preparacion de un frotis bacteriano sobre un portaobjetos desengrasado, el cual
se dejo secar a temperatura ambiente antes de proceder a su fijacién térmica. El
protocolo de tincion se llevd a cabo siguiendo el procedimiento establecido por la
casa comercial, que consiste en exponer la muestra al cristal violeta como colorante
primario por un minuto. A continuacién, se aplicé Lugol por un minuto como
mordiente para facilitar la retencion del complejo colorante—yodo. Posteriormente,
se realizé una decoloracién controlada con alcohol-acetona por un minuto y se
aplicé safranina como colorante de contraste por 30 segundos para diferenciar las
estructuras celulares. Entre cada etapa, se realizaron lavados suaves con agua
destilada para eliminar los excedentes. Finalmente, tras el secado de las laminillas,

las muestras se examinaron mediante microscopia optica de campo claro.

Adicionalmente, se empled la técnica de tincion con verde de malaquita como
método de verificacion del estado fisioldgico de las bacterias. Dado que la
esporulacion en las bacterias del género Bacillus esta relacionada con un
mecanismo de supervivencia activado ante condiciones de estrés ambiental o de

agotamiento de nutrientes, el monitoreo de esta esporulacién resulté fundamental



para comprobar que los microorganismos se mantuvieron metabdlicamente activos

en respuesta a la asimilacion de microplasticos.

Para llevar a cabo esta tincién, Se colocaron 10 uL de la muestra sobre un
portaobjetos limpio y se distribuyeron para formar un frotis delgado. Posteriormente,
se dej6 secar al aire y se realizé la fijacidn térmica mediante flameado, pasando el
portaobjetos brevemente a través de la llama para fijar la muestra a la superficie.
Posteriormente, la muestra se cubridé con una solucién de verde de malaquita de
concentracion al 5% (p/v) durante cinco minutos. Durante esta etapa, se empled un
trozo de papel filtro sobre el frotis para facilitar la retencion y la penetracién del
colorante en las estructuras resistentes de la espora. Tras un lavado suave con agua
destilada para eliminar el excedente, se aplicé safranina, 0.5% (p/v) de
concentracion, como colorante de contraste durante 2 minutos. Finalmente, las
preparaciones se dejaron secando a temperatura ambiente toda la noche y se
examinaron mediante microscopia optica a un aumento de 100x. La interpretacion
de los resultados se baso en que las endosporas se visualizaron en verde, mientras
que las células vegetativas presentaron una tonalidad rosada o rojiza derivada de

la safranina.

Confirmacion de la actividad celulolitica del consorcio de trabajo
involucrada en la biodegradacién de polimeros naturales

Con el propdsito de evaluar el potencial del consorcio microbiano para generar
enzimas celuloliticas capaces de degradar la celulosa, se realiz6 una prueba
cualitativa en medio minimo suplementado con carboximetilcelulosa (agar-CMC). El
medio de cultivo se prepar6 por ftriplicado empleando agua destilada,
carboximetilcelulosa (CMC) como unica fuente de carbono y agar bacterioldgico
como agente solidificante, segun las concentraciones detalladas en la Tabla 5. Tras
la homogeneizacion y esterilizacion del medio por calor humedo, aparte del vaciado
en placa, se depositaron 100 pL de la muestra sobre la superficie del medio sélido
y se distribuyeron homogéneamente mediante un asa en L estéril (técnica de
extension en placa), trabajando bajo condiciones asépticas en proximidad a la llama



del mechero, con el fin de mantener un ambiente libre de contaminantes. y se
incubaron durante 24 horas a 30 °C para promover la interaccion metabdlica con el

sustrato celuldsico.

Tabla 5. Composicion del medio agar-CMC.

Reactivo Cantidad

Agar bacteriolégico 15¢g

Carboximetilcelulosa (CMC) 19
Agua destilada 100 mL

Una vez finalizado el periodo de incubacion, se procedié a la revelacion de la
actividad enzimatica mediante la adicion de 5 mL de rojo Congo. Este colorante
actua como indicador al ligarse especificamente a los enlaces 3(1—4) glucosidicos
de los polisacaridos de cadena larga que no hayan sido degradados. Tras el tiempo
de contacto, la aparicion de halos claros y traslucidos alrededor de las colonias
bacterianas confirma la hidroélisis del CMC por la accion de enzimas extracelulares
de tipo celulasas, mientras que la ausencia de dichos halos indica la ausencia de

dichas enzimas.

Ensayos de biodegradacion de microplasticos primarios por los
consorcios de trabajo aclimatados

Los ensayos de biodegradacion de microplasticos primarios se llevaron a cabo por
triplicado en matraces Erlenmeyer de 50 mL con un volumen de trabajo de 30 mL
de medio minimo M9 estéril. A cada matraz se le afiadio 1 mL de indculo bacteriano
junto con 0.1 g de los microplasticos de las marca Nivea o Neutrogena previamente
preparados. Cabe destacar que en estos bioensayos no se emplearon compuestos
fosforados suplementarios, dado que la finalidad era evaluar la capacidad intrinseca
del consorcio para utilizar el material plastico como unica fuente de carbono,
estableciendo una comparacion directa con el comportamiento observado durante

su reactivacion en un medio rico.

Los matraces se mantuvieron bajo agitacion constante a 100 rpm durante seis

semanas a 30 °C. Esta dinamica aseguroé la oxigenacion del medio y promovid un



contacto continuo entre la biomasa bacteriana y la superficie de las microparticulas
en suspension. Durante el transcurso del experimento, se realizé un seguimiento
microbiolégico riguroso mediante tinciones de Gram y verde de malaquita. Estas
técnicas permitieron verificar la estabilidad morfolégica del consorcio, confirmar la
ausencia de contaminantes externos y monitorear posibles procesos de

esporulacion como respuesta al estrés nutricional.

Finalmente, para obtener evidencia cuantitativa y cualitativa de la degradacion de
los microplasticos, las muestras fueron sometidas a un analisis gravimétrico
mediante la determinacion de la pérdida de masa, calculada a partir de la diferencia
entre el peso inicial y final de las muestras, a una caracterizacién avanzada
mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), utilizando
un equipo Cary 670 FTIR acoplado a un Cary 620 FTIR (Agilent Technologies,
Estados Unidos). Los espectros se obtuvieron mediante Reflectancia Total
Atenuada (ATR) en un rango espectral de 400 a 4000 cm™, con 36 barridos por
muestra. Asimismo, se realizé microscopia electronica de barrido (SEM) empleando
un microscopio JSM-7800F (JEOL, Japén), operado en modo de bajo vacio (Low
Vacuum), sin recubrimiento metalico y con un voltaje de aceleracion de 1.0 kV.
Previamente, las muestras fueron secadas a 50 °C durante 4 h. Ambos analisis se
utilizaron para evaluar posibles modificaciones fisicoquimicas y estructurales en las

microparticulas derivadas de la interaccion con el consorcio microbiano.

Ensayos de co-degradacion de microplasticos primarios funcionalizados
con pesticidas organofosforados

Para evaluar la capacidad metabdlica del consorcio para enfrentar matrices
complejas de contaminacion ambiental, se llevo a cabo un ensayo de codegradacion
en el que los microplasticos fungieron como matriz plastica acarreadora de
compuestos organofosforados, simulando su papel como vectores de
contaminantes ambientales. Para ello, las microparticulas se dividieron en grupos
homogéneos y se suplementaron con 0.1 M tres compuestos fosféricos distintos:

glifosato (el herbicida organofosfonato mas empleado en el mundo), acido



aminometilfosfénico (AMPA, el principal metabolito de la biodegradacion del
glifosato) y fosfato disddico, siendo este ultimo empleado como control fosforado no

contaminante para contrastar la respuesta microbiana.

Con el fin de garantizar la trazabilidad y reducir errores en el manejo de un gran
numero de muestras, se estandarizé un sistema de nomenclatura alfanumérica
basado en el origen del plastico y en el tipo de suplemento (Tabla 6). Se mantuvieron
las siglas “A” para Neutrogena y “C” para Nivea, combinandolas con las letras “G”
para glifosato, “A” para AMPAy “F” para fosfato. Asi, por ejemplo, el tratamiento AG
identificod los microplasticos de Neutrogena suplementados con glifosato, mientras

que CF designo las particulas de Nivea con fosfato como control.

Tabla 6. Nomenclatura empleada para los tratamientos de codegradacion.

Marca de origen Compuesto suplementado Nomenclatura

Neutrogena Glifosato AG
Neutrogena AMPA AA
Neutrogena Na,HPO3 AF
Nivea Glifosato CG
Nivea AMPA CA
Nivea Na,HPO; CF

La funcionalizacion de los microplasticos con compuestos fosforados consistio
en la inmersion de 0.05 g de microparticulas de Neutrogena y 0.1 g de
microparticulas de Nivea en 15 mL de las soluciones acuosas correspondientes
durante 24 h a temperatura ambiente, siguiendo la metodologia descrita por Li
et al. (2021). Las particulas permanecieron sumergidas en vasos de precipitados
sin agitacion, con el propdsito de favorecer la interaccion de los compuestos
fosforados con la superficie de los materiales. Posteriormente, las

microparticulas fueron recuperadas mediante filtracion utilizando papel filtro



Whatman grado 1y se dejaron secar en condiciones de asepsia durante toda la
noche (overnight), con el fin de eliminar el exceso de soluciéon remanente antes

de su incorporacion a los bioensayos.

Los bioensayos se montaron por triplicado en matraces Erlenmeyer con un
volumen de trabajo de 30 mL, incluyendo ademas un control abidtico para cada
tratamiento. El proceso de codegradacion se llevd a cabo durante cuatro
semanas a 30 °C con agitacion constante de 100 rom. Durante este periodo se
realizé un monitoreo periddico del consorcio microbiano mediante tinciones de
Gram y verde de malaquita, con el fin de verificar la presencia y las
caracteristicas morfologicas de los microorganismos a lo largo del ensayo. Al
concluir el tiempo de exposicion, las microparticulas fueron recuperadas para su
analisis gravimeétrico y su posterior caracterizacion mediante FTIR y SEM, como

se describidé anteriormente.



Bioensayos de toxicidad aguda en anélidos (Eisenia foetida)

Para evaluar el impacto ecotoxicoldgico de los subproductos derivados del proceso
de codegradacion, se realizaron pruebas de toxicidad aguda utilizando lombrices de
tierra (Eisenia foetida) como organismos indicadores. El ensayo tuvo como objetivo
determinar el porcentaje de mortalidad y la variacion en el peso de los organismos
expuestos durante un periodo de 21 dias. El disefio experimental buscd simular un
escenario de exposicion ambiental mediante la habilitacion de unidades
experimentales que replicaran su habitat natural. En recipientes plasticos
acondicionados, se colocaron 150 g de un estrato edafico libre de residuos y con
textura adecuada para el desplazamiento de los organismos. Se mantuvo un control
riguroso de la humedad y la aireacion del sustrato para asegurar condiciones
adecuadas para la supervivencia de las lombrices durante todo el periodo

experimental.

El sistema de mantenimiento y cria de los organismos permitié seleccionar
ejemplares en etapa adulta y con un estado fisiolégico saludable. Estos fueron
aclimatados durante 21 dias previos al ensayo, con monitoreos semanales y un
régimen alimenticio basado en materia organica fresca de manzana y lechuga,
suministrada en una proporcién equivalente a tres veces el peso total de la biomasa
de los anélidos (aproximadamente 5 a 15 g por unidad). Este protocolo aseguro la
disponibilidad de nutrientes y previno la proliferacion de microorganismos

oportunistas mediante la sustitucion frecuente de alimento.

Los bioensayos se clasificaron segun las fracciones provenientes del término de la
codegradacion, siendo una fraccion procedente de la fase solida del bioensayo,
consistente en microplasticos filtrados, los cuales se distribuyeron sobre la
superficie del sustrato organico para evaluar el contacto directo con las lombrices.
Y la segunda fraccién, proveniente de la fase liquida del bioensayo, correspondiente
al residuo del medio M9 exhausto, utilizado para humedecer el sustrato y evaluar la

toxicidad de los compuestos disueltos.

Asimismo, se establecieron grupos de control para la evaluacion ecotoxicoldgica,

incluyendo 0.1 g de microplasticos primarios extraidos directamente de los



exfoliantes sin tratamiento biologico, asi como soluciones de glifosato, acido
aminometilfosfénico (AMPA) y 2-cloroacetamida a una concentracién de 0.1 M.
Todos los controles fueron evaluados bajo las mismas condiciones experimentales

que los tratamientos correspondientes.

Figura 4. Imagenes del proceso de preparacion del experimento de toxicidad
aguda, donde de izquierda a derecha se puede ver como se sacan del lugar de
cultivo de las lombrices, para seleccionar 10, lavarlas para quitar tierra y ser
pesadas para poder ponerlas en el sistema controlado del contenedor de tapa roja
que tiene 150 g de tierra con alimento y el contaminante.

36



Resultados y discusion

Evaluacién morfologica y tincion de Gram del Consorcio C-Malation

La caracterizacion morfoldgica del cultivo reactivado reveld una predominancia de
morfologias bacilares. Asimismo, la tincion de Gram mostré que la comunidad
microbiana estaba integrada mayoritariamente por bacterias Grampositivas (Figura
4).

Figura 5. Observacion en microscopio optico del Consorcio C-Malation con
magnificacion de 100X.

Los resultados obtenidos fueron consistentes con los reportados previamente para
el Consorcio C-Malation (Verduzco-Suarez, 2024; Martinez-Ledezma, 2018; Acosta-
Cortéz, 2017), lo que sugiere que el proceso de reactivacion no modificd
significativamente las caracteristicas fenotipicas predominantes de la comunidad
microbiana.

Extraccion y caracterizacién de microplasticos primarios de exfoliantes
comerciales
El proceso de separacidon y extraccion de las microparticulas se llevé a cabo con

éxito mediante el sistema de filtracion asistida por vacio. Este procedimiento
permitio la lixiviacidon eficaz de la matriz del producto cosmético, lo que facilitd la
recuperacion de los agentes exfoliantes sin comprometer su integridad estructural.
Los resultados cuantitativos y las caracteristicas cualitativas del material recuperado

se resumen en la Tabla 7.



Tabla 7. Resultados cuantitativos y cualitativos del material recuperado durante la
extraccion.

Peso .
Ingrediente
recuperado / R
. Apariencia reportado en la
Porcentaje en .
formulacion
masa
Nivea 0.0225 g Esferas celestes
(0.015% del de celulosa
producto)
it
Neutrogena 0.35¢ Esferas azules
(0.28% del de acrilatos/c10-
producto) 30 alquil acrilato

polimero cruzado

Por otro lado, el fabricante identifica las microparticulas extraidas del exfoliante
facial de la marca Neutrogena como un polimero sintético denominado
Acrylates/C10-30 Alkyl Acrylate Crosspolymer. Estas microparticulas presentaron
una morfologia esférica y una coloracion azul similar a la observada en las particulas
de Nivea; sin embargo, mostraron una superficie visualmente mas homogénea y un
brillo mas intenso. De igual manera, se determind la masa recuperada y su

porcentaje respecto a la masa total del producto.



La principal diferencia entre ambos materiales correspondio a la naturaleza de las
microparticulas empleadas como agente exfoliante, ya que el producto de Nivea
contenia celulosa, un polimero de origen natural, mientras que el producto de
Neutrogena empleaba Acrylates/C10-30 Alkyl Acrylate Crosspolymer, un polimero

sintético.

Con el propédsito de identificar la composicion quimica de las microparticulas
extraidas de los exfoliantes comerciales antes de su exposicion a los procesos de
aclimatacioén, biodegradacion y codegradacion, se realizé una caracterizacion inicial
mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). Los
espectros obtenidos para las microparticulas de Nivea y Neutrogena se presentan
en la Figura 6 y Figura 7. Las bandas observadas fueron analizadas y comparadas
con espectros de referencia reportados en la literatura para determinar la naturaleza

quimica de los materiales empleados en este estudio.
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Figura 6. Espectro FTIR de una microparticula de Nivea antes de la experimentacion
realizada.



Figura 7. Espectro FTIR de una microparticula de Neutrogena antes de la
experimentacion realizada.

La identificacion molecular por FTIR fue fundamental para determinar la
composicidn quimica de los sustratos antes de iniciar los procesos de aclimatacion
y biodegradacion. Al contrastar los espectros obtenidos con la literatura cientifica,
se logrd una correlacion precisa entre la composicion declarada en el etiquetado de

los exfoliantes y la estructura polimérica real de las microparticulas.

En el caso de las microparticulas de Nivea, el espectro mostré bandas
caracteristicas de un polisacarido natural (Figura 8). La banda ancha y de gran
intensidad en la region de 3200-3400 cm™ es atribuible a las vibraciones de tensidn
de los grupos hidroxilo (-OH), que forman la red de puentes de hidrogeno esencial
en la estructura de la celulosa. Asimismo, la sefal en 2900 cm™ corresponde a los
estiramientos de los enlaces C—H, mientras que el pico intenso cerca de 1050 cm™
se asocia a las vibraciones de flexion y tension de los enlaces C—-O del anillo de
glucopiranosa. La coincidencia casi absoluta con los espectros reportados para la
celulosa microcristalina (Jia et al., 2011) confirma que el sustrato de Nivea es un
polimero altamente susceptible a la hidrélisis enzimatica por las celulasas del

consorcio compuesto por bacterias del género Bacillus.

Por otra parte, para la marca Neutrogena, el espectro revel6 una naturaleza quimica
distinta, propia de un polimero sintético de alta estabilidad (Figura 9). Las sefiales
identificadas en 2900, 1460 y 720-760 cm™ son propias del polietileno (Velandia
Cabra, J. R. 2017). Esta estructura alifatica, compuesta por largas cadenas de
carbonos saturados, explica la mayor recalcitrancia observada en las etapas de

aclimatacion y biodegradacion.



De esta manera, el analisis por FTIR permitio clasificar los microplasticos de estudio
en dos categorias contrastantes: un biopolimero (celulosa, empleada durante la

experimentacion como control positivo de biodegradacién) y un polimero sintético

(polietileno).
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Figura 8. Espectros FT-IR de (a) la celulosa microcristalina, (b) la celulosa
regenerada y (c) la fibra compuesta de celulosa-silice (Jia et al., 2011).

Figura 9. Anélisis FTIR de polietileno de baja densidad (Velandia Cabra, J. R. 2017).

Ensayo de aclimatacion y adaptacion metabdlica a la presencia de
microplasticos como unica fuente de carbono

Los procesos de aclimatacion realizados permitieron evaluar la capacidad de
adaptacién de los microorganismos ante una disminucién de la disponibilidad de
nutrientes complejos hasta alcanzar condiciones de estrés nutricional severas,

forzandolos a adaptar su metabolismo para la asimilacién de polimeros.

Para la aclimatacién del consorcio al biopolimero de la marca Nivea, los resultados

del monitoreo demostraron que, a nivel morfoldgico, la comunidad microbiana



mostré una notable estabilidad. Mediante una evaluacion cualitativa realizada por
tincion de Gram, se observdé de manera consistente la presencia de bacilos
Grampositivos durante todas las etapas de la transicion nutricional llevada a cabo
desde el 100 % de caldo LB hasta el 100 % de medio minimo M9. La ausencia de
variaciones morfologicas evidentes sugiere que la composicion predominante del
consorcio no se modifico de forma apreciable bajo la presién selectiva del medio
minimo, manteniendo caracteristicas fenotipicas similares a lo largo de las semanas

de estudio.

Por su parte, la tincidn de verde de malaquita proporcioné informacion valiosa sobre
los cambios fisiolégicos que experimentd la comunidad bacteriana a lo largo del
proceso de aclimatacién. Conforme aumenté la proporciéon de medio M9, se detectd
la formacién de endosporas, observadas por su coloracion verde (Tabla 6), lo que
sugiere una respuesta adaptativa de las especies bacterianas al estrés nutricional.
No obstante, es relevante destacar que en ninguna etapa desaparecieron por
completo las células vegetativas tenidas con safranina. No obstante, es relevante
destacar que en ninguna etapa desaparecieron por completo las células vegetativas
tefidas con safranina. La observacién simultanea de esporas y células vegetativas
durante todo el proceso de aclimatacion indica que la poblacién bacteriana no se

encontro exclusivamente en estado de latencia bajo las condiciones evaluadas.

La observacion macroscépica de los matraces respaldd estos hallazgos
microscopicos, dado que en cada una de las proporciones evaluadas La
observacion macroscoépica de los matraces respaldo estos hallazgos microscopicos,
dado que en cada una de las proporciones evaluadas se observo la presencia de
crecimiento microbiano, manifestado por la turbidez del medio y la formacion de
agregados celulares en la superficie y en las paredes del matraz (Tablas 8 y 9),
incluida la etapa final correspondiente al 100 % de medio M9, lo que valid6 el
potencial de este consorcio para ensayos posteriores de biodegradacion.



Tabla 8. Observacion microscopica y macroscopica de los distintos porcentajes de
aclimatacion.

Porcentaje del o Tincion de verde Observacion
Tincion de Gram

medio malaquita macroscopica

100% de caldo
LB

90% de caldo
LB + 10% de
M9 +

microplasticos

80% de caldo
LB + 20% de
M9 +

microplasticos




Tabla 8 (continuacion). Observacion microscopica y macroscopica de los distintos
porcentajes de aclimatacion.

Porcentaje del Tincion de verde Observacion

. Tincién de Gram . .
medio malaquita macroscopica

60% de caldo
LB + 40% de
M9 +

microplasticos

: w Leiv)ojq o

30% de caldo
LB + 70% de
M9 +

microplasticos

100% de M9 +

microplasticos

Por su parte, de manera similar, el proceso de aclimatacion del consorcio asociado
a las microparticulas de la marca Neutrogena confirmd la presencia de una

poblacién microbiana homogénea, compuesta por bacilos Gram positivos que
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mantuvieron su morfologia caracteristica en todas las etapas del gradiente
nutricional. La estabilidad morfolégica observada sugiere que el consorcio
bacteriano no presento alteraciones poblacionales significativas al exponerse a la

presion selectiva del medio minimo suplementado con microplasticos de acrilato.

De igual manera, la tincion de verde de malaquita revel6 una respuesta fisioldgica
analoga a la del consorcio de Nivea. Con el incremento de la concentracion del
medio M9, aumenté la formacion de endosporas. Sin embargo, la deteccién
simultanea de células vegetativas confirmé que una fraccion considerable de la
poblacion se mantuvo metabdlicamente activa. La formacién de endosporas
observada durante el proceso de aclimatacién coincide con lo reportado para
bacterias esporuladas sometidas a condiciones de estrés nutricional, donde la
esporulacion representa una estrategia de supervivencia ampliamente
documentada (Nicholson et al., 2000; Setlow, 2014), lo que demuestra la gran
robustez de nuestro modelo biolégico para afrontar la degradacién de polimeros

naturales o sintéticos.

La aclimatacion microbiana frente a condiciones de estrés ambiental no ocurre de
manera inmediata, sino que implica una fase inicial de desorganizacion de la
biomasa, seguida por un proceso de reestructuracion comunitaria (Buenano-Vargas
et al., 2024).



Tabla 9. Observacion microscopica y macroscopica de los distintos porcentajes de

aclimatacion.

Porcentaje del

medio

100%
caldo LB

de

Tincion de Verde
Tincion de Gram _
malaquita

90% de caldo
LB + 10% de
M9 +

microplasticos

80% de caldo
LB + 20% de
M9 +

microplasticos
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Tabla 9 (continuacion). Observacion microscopica y macroscopica de los distintos
porcentajes de aclimatacion.

Porcentaje del

medio

60% de caldo
LB + 40% de
M9 +

microplasticos

Tincion de Verde
Tincion de Gram _ Matraz
malaquita

30% de caldo
LB + 70% de
M9 +

microplasticos

100% de M9 +

microplasticos

Para determinar las posibles modificaciones estructurales de los microplasticos

sometidos a los ensayos de aclimatacion, se realizaron analisis por FTIR (las cuales
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pueden verse en la tabla 12). Los espectros obtenidos permitieron identificar los
grupos funcionales predominantes y comparar la estabilidad del material antes y

después del contacto prolongado con el consorcio bacteriano bajo estrés nutricional.

En las muestras de Nivea, los espectros confirmaron la identidad del material como
microcelulosa, debido a la presencia de bandas de absorcion intensas y anchas en
la region de 3300-3500 cm™, caracteristicas de las vibraciones de tension de los
grupos hidroxilo (—OH). Asimismo, se registraron sefales correspondientes a los
enlaces C—H alifaticos y vibraciones de tension del enlace C—O propias del anillo de
piranosa. Al contrastar el espectro inicial con el final del proceso de aclimatacion, se
observaron variaciones en la intensidad relativa de algunas bandas. Sin embargo,
la estructura del espectro se mantuvo consistente, lo que indica que el sustrato
celulésico conservd su identidad quimica fundamental frente a la actividad
enzimatica inicial.

Por su parte, las microparticulas de Neutrogena exhibieron espectros consistentes
con polimeros de cadena hidrocarbonada, especificamente del tipo polietileno. Esto
se corroboré mediante la identificacion de senales agudas y prominentes asociadas
a vibraciones de flexion y de tension de los enlaces C—H alifaticos, asi como de
bandas caracteristicas del esqueleto hidrocarbonado. Al comparar los estados
inicial y final de la aclimatacion (Figura 10), se detectaron ligeras fluctuaciones en
la definicion de ciertas bandas, aunque el patron general del polimero permanecio

inalterado, lo que sugiere que este mantuvo su composicion quimica.

Estos resultados sugieren que, durante la fase de aclimatacion, el Consorcio C-
Malation comenzd a interactuar con la superficie de los microplasticos sin generar
aun una degradacion masiva ni una ruptura extensiva de las cadenas principales,
mas si se observaron disminuciones en las intensidades de las bandas, sugiriendo

que la adaptacion metabdlica de esta etapa logré afectar a los microplasticos.



ANALISIS DE COMPOSICION
(FTIR)
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Figura 10. Analisis de composicion por FTIR de las dos marcas de exfoliantes
comerciales (Nivea y Neutrogena).

La transicién de un medio enriquecido y nutricionalmente denso, como el caldo LB,
a un entorno restrictivo, como el medio minimo M9, representé una condicion de
estrés nutricional para los miembros de los consorcios bacterianos aclimatados a
microplasticos. Este cambio redujo la disponibilidad inmediata de fuentes facilmente
asimilables de carbono, nitrégeno y fésforo, favoreciendo procesos de adaptacion
fisiolégica que permitieran la supervivencia y el crecimiento bajo condiciones mas
limitantes (Shah et al., 2008; Madigan et al., 2021). En este contexto, la estrategia
de aclimatacién gradual pudo contribuir a minimizar el impacto del cambio de medio,
permitiendo una transicion progresiva hacia condiciones de mayor restriccion
nutricional.

Un indicador relevante de la estabilidad de los consorcios durante el proceso de
aclimatacion fue la persistencia de bacilos Grampositivos observada mediante
tincion de Gram. La ausencia de cambios morfoldgicos evidentes a lo largo de las
diferentes etapas sugiere que la poblacion microbiana mantuvo caracteristicas
fenotipicas similares durante la transicién nutricional. Considerando que las
bacterias Grampositivas poseen una pared celular rica en peptidoglicano, esta



estructura les confiere resistencia frente a diversas condiciones ambientales
adversas y contribuye a su supervivencia bajo situaciones de estrés (Madigan et al.,
2021; Willey et al., 2020).

La formacion de endosporas observada mediante tincion de verde de malaquita es
consistente con las respuestas descritas para bacterias del género Bacillus
sometidas a condiciones de limitacién nutricional, donde la esporulacién constituye
un mecanismo de supervivencia ampliamente documentado (Nicholson et al., 2000;
Setlow, 2014). En el consorcio asociado a Neutrogena se observé una menor
presencia aparente de endosporas en comparacion con el sistema de Nivea.
Aunque este comportamiento no fue cuantificado, podria reflejar diferencias en la
respuesta fisioldgica de los consorcios frente a los sustratos evaluados. De manera
similar, la mayor presencia de esporas observada en el sistema de Nivea podria
estar asociada a condiciones que favorecieron la activacién de mecanismos de
resistencia en una fraccién de la poblacién bacteriana.

Finalmente, la persistencia de turbidez y de agregados celulares en los matraces
hasta la etapa final de aclimatacién sugiere que ambos consorcios fueron capaces
de mantenerse bajo las condiciones de estrés nutricional impuestas durante el
experimento. Asimismo, la observacion simultanea de esporas y células vegetativas
indica la coexistencia de estrategias de supervivencia y crecimiento dentro de la
comunidad microbiana, fendbmeno ampliamente descrito en poblaciones bacterianas
expuestas a condiciones ambientales limitantes (Nicholson et al., 2000; Setlow,
2014). Esto valida el éxito del protocolo de aclimatacién, garantizando que los
microorganismos no solo sobrevivieron al cambio de medio, sino que también
desarrollaron la robustez necesaria para iniciar el ataque enzimatico contra las
microparticulas de los exfoliantes faciales en las fases posteriores del estudio.

Monitoreo fisioldégico del consorcio de trabajo durante los ensayos de
aclimatacion

Para evaluar los cambios en la estructura de la comunidad microbiana derivados de
la presién selectiva, se compard la composicidén del consorcio entre el inicio y el final
del proceso de aclimatacion. Mediante la técnica de diluciones seriadas (1:10, 1:100
y 1:1000) y la posterior siembra en medio LB sdlido, se determind la viabilidad y la
diversidad morfolégica de las poblaciones asociadas a ambos tipos de

microparticulas.

En el consorcio C-Malation original, se observé crecimiento microbiano en todas las
diluciones evaluadas. El analisis macroscoépico de las placas revelé una poblacion
heterogénea, caracterizada por una notable diversidad en la morfologia de las

colonias, con variedades rugosas Yy lisas, que presentaban bordes y elevaciones



distintos (Figura 11). Esta variabilidad fenotipica es representativa de este
consorcio, previamente depositado en la Coleccion de Microorganismos del Centro
Nacional de Recursos Genéticos (CM-CNRG) del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) (Verduzco-Suarez,
2024; Martinez-Ledezma, 2018; Acosta-Cortéz, 2017).

Al concluir el periodo de aclimatacion del Consorcio C-Malation con las
microparticulas de Nivea, se observé la formacion de colonias en todas las
diluciones evaluadas, indicando la presencia de microorganismos cultivables al final
del proceso. Asimismo, se registré un cambio en las caracteristicas macroscopicas
de las colonias obtenidas en comparacion con el consorcio original, lo que podria
estar asociado a procesos de seleccion y adaptacion de los microorganismos
capaces de crecer bajo las condiciones impuestas durante la aclimatacion y en
presencia del sustrato celuldsico (Dobrzynski et al., 2023, Lynd et al., 2002). Debido
a las diferencias observadas respecto al consorcio de partida, esta poblacién fue

designada como Consorcio C-Nivea.

De manera similar, el consorcio resultante asociado a la aclimatacion con
microparticulas del exfoliante facial de la marca Neutrogena promovié la dominancia
de cepas especificas, alterando la composicion original del consorcio en favor de
los microorganismos con mayor capacidad de adaptacion a polimeros sintéticos.

Dando asi origen a la poblacién denominada Consorcio C-Neutrogena.



Composicion del consorcio cultivado en caldo LB al 100%

Dilucién 1:10 Dilucién 1:100 Dilucién 1:1000

Figura 11. Composicion del consorcio cultivado en dilucion en serie, antes y después
de la aclimataciéon de las microparticulas obtenidas a partir de los exfoliantes
faciales.

Figura 11 (continuacién). Composicion del consorcio cultivado en dilucién en serie,
antes y después de la aclimatacion de las microparticulas obtenidas a partir de los
exfoliantes faciales.

Composicion del consorcio Nivea en caldo M9 al 100%

Dilucion 1:10 Dilucion 1:100 Dilucion 1:1000
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Figura 11 (continuacion). Composicion del consorcio cultivado en dilucion en serie,
antes y después de la aclimatacion de las microparticulas obtenidas a partir de los
exfoliantes faciales.

Composicion del consorcio Neutrogena en caldo M9 al 100%

Dilucion 1:10 Dilucion 1:100 Dilucion 1:1000

El analisis de las diluciones seriadas (1:10, 1:100 y 1:1000) mostré la presencia de
microorganismos cultivables tanto en el consorcio original como en los consorcios
obtenidos tras el proceso de aclimatacion con las microparticulas de Nivea vy
Neutrogena. Asimismo, se registraron cambios en las caracteristicas macroscépicas
de las colonias observadas, lo que sugiere modificaciones en la composicién o
predominancia de los microorganismos cultivables dentro de los consorcios.
Inicialmente, el consorcio C-Malatién exhibié un perfil fenotipico heterogéneo,
caracterizado por la coexistencia de colonias con texturas lisas y rugosas. Esta
diversidad coincide con las caracteristicas previamente descritas para este
consorcio en estudios anteriores (Acosta-Cortéz, 2017; Martinez-Ledezma, 2018;
Verduzco-Suarez, 2024). Sin embargo, al concluir el periodo de aclimatacién, se
observaron cambios notorios en la morfologia colonial, los cuales podrian estar
asociados a procesos de seleccién microbiana favorecidos por las condiciones
impuestas por el medio minimo M9 y los sustratos empleados como fuente principal
de carbono (Lynd et al., 2002; Korpysa-Dzirba et al., 2023).

Esta posible reorganizacion de la comunidad microbiana guarda relacion con los

patrones de esporulacién observados durante el proceso de aclimatacién. En el
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caso del consorcio C-Nivea, la aparicion de morfologias coloniales distintas, junto
con una mayor presencia de endosporas, sugiere una respuesta fisiolégica
asociada a las condiciones nutricionales del sistema. Dado que la esporulacion
constituye una estrategia de supervivencia ampliamente documentada en bacterias
del género Bacillus frente a condiciones de estrés ambiental o limitacion de
nutrientes, estos resultados son consistentes con la activacion de mecanismos de
resistencia en una fracciéon de la poblacién bacteriana (Nicholson et al., 2000;
Setlow, 2014).

Por otra parte, el consorcio aclimatado a las microparticulas de Neutrogena
presentd una menor presencia aparente de endosporas, asi como cambios en el
patron de crecimiento colonial respecto al consorcio original. Aunque estas
observaciones no permiten establecer cambios en la composiciéon taxondmica de la
comunidad, si sugieren una respuesta fisioldgica diferente a la observada en el
sistema de Nivea. La persistencia de células vegetativas durante el proceso podria
indicar que una parte de la poblacion microbiana permanecié activa bajo las
condiciones evaluadas, lo que evidencia la capacidad del consorcio para

mantenerse en presencia del sustrato sintético durante el periodo de aclimatacion.

Confirmacion de la actividad celulolitica del consorcio de trabajo
involucrada en la biodegradacion de polimeros naturales

Para confirmar, a modo de control, la capacidad de degradacion de polimeros
naturales del Consorcio C-Nivea, se realizé un ensayo de actividad de celulasa en
medio solido suplementado con carboximetilcelulosa (CMC) (figura 12),
demostrandose que este consorcio posee una capacidad robusta para metabolizar
el sustrato. Tras la incubacién y su posterior revelado con el colorante Rojo Congo,
se observaron halos de aclaramiento nitidos y transparentes alrededor de sus
colonias. Estas zonas de hidrolisis son evidencia directa de la secrecion de
celulasas extracelulares responsables de la ruptura de los enlaces 3(1—4) del CMC,
impidiendo que el colorante se pudiera ligarse al polimero en esas areas especificas
(Niranjane et al., 2007; Lisdiyanti et al., 2012).



Por el contrario, la cepa empleada como control negativo para la actividad de
celulasa, Serratia marcescens, aunque presento crecimiento colonial en el agar, no
genero halos de aclaramiento tras el tratamiento con el indicador. Esta ausencia de
la zona de hidrdlisis confirmd que, bajo las mismas condiciones experimentales,
este microorganismo carece de la maquinaria enzimatica necesaria para degradar
la celulosa (Niranjane et al., 2007; Lisdiyanti et al., 2012). La clara diferenciacién
entre el consorcio y el control negativo valida la especializacion metabdlica

alcanzada por el Consorcio C-Nivea durante el proceso de aclimatacion.

Serratia marcescens
Consorcio C-Nivea

(Control negativo)

Figura 12. Comparacion de los resultados del ensayo de actividad celulolitica en
Serratia marcescens (izquierda) y el consorcio de trabajo (derecha)

Ensayos de biodegradacion de microplasticos primarios por los
consorcios de trabajo aclimatados

Monitoreo fisiolégico de los consorcios de trabajo durante los ensayos de
biodegradacion de microplasticos

Alo largo de los ensayos de biodegradacion de microparticulas de celulosa llevados
a cabo por el Consorcio C-Nivea, se confirmé la persistencia de una poblacion
homogénea de bacilos Gram positivos, caracterizados por su morfologia bacilar
tipica y una intensa coloracion violeta. La persistencia de una morfologia dominada
por bacilos Gram positivos durante los ensayos de biodegradacion sugiere la
estabilidad fenotipica del consorcio bajo las condiciones evaluadas. Este
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comportamiento es consistente con lo observado durante el proceso de
aclimatacion, donde también se mantuvo una morfologia predominante sin

variaciones evidentes en la tincién de Gram.

Por el contrario, la tincion de verde de malaquita proporciono evidencia fundamental
del predominio de células vegetativas, sin detectarse estructuras verdes
representativas de endosporas. La ausencia de estructuras compatibles con
endosporas observadas mediante la tincion de verde de malaquita sugiere que una
proporcion importante de la poblacion bacteriana se mantuvo en estado vegetativo
durante el periodo experimental. Este comportamiento es consistente con lo
reportado para bacterias del género *Bacillus*, donde la formacion de endosporas
constituye una respuesta a condiciones de estrés nutricional o limitacion de recursos
(Nicholson et al., 2000; Setlow, 2014). En este contexto, la predominancia de células
vegetativas podria indicar que las condiciones del sistema permitieron el

mantenimiento de actividad fisioldgica en una fraccion de la poblacion.

Semana Tincion de Gram Tincion de verde de Malaquita
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Figura 13. Imagenes de frotis (Gram en la izquierda y Tincién de verde de Malaquita
en la derecha) del consorcio de trabajo en microparticulas de Nivea.



Figura 13 (continuacion). Imagenes de frotis (Gram en la izquierda y Tincion de
verde de Malaquita en la derecha) del consorcio de trabajo en microparticulas de

Nivea.
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De manera similar, el monitoreo microbiolégico del proceso de biodegradaciéon de

microparticulas de la marca Neutrogena revel6 una respuesta consistente con los

hallazgos del Consorcio C-Nivea, en la que los microorganismos conservaron su

morfologia bacilar y su afinidad por el cristal violeta de manera uniforme durante
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todo el ensayo, sin presentar alteraciones estructurales, pleomorfismo ni lisis celular

evidentes. Lo mismo ocurrio con los resultados de la tincion de verde de malaquita,

que mostraron la ausencia de estructuras correspondientes a endosporas, lo que

indica una prevalencia de células vegetativas. Esto sugiere que, a pesar de la

naturaleza recalcitrante del plastico sintético, las bacterias no activaron sus

mecanismos de latencia por estrés. Este comportamiento sugiere que ambos

consorcios mantuvieron una actividad metabdlica constante y lograron subsistir en

el medio minimo M9 utilizando microparticulas de polietileno y celulosa como

sustratos.
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Figura 14. Imagenes de frotis (Gram en la izquierda y Tincion de verde de Malaquita
en la derecha) del consorcio de trabajo en microparticulas de Neutrogena




figura 14 (continuacion). Imagenes de frotis (Gram en la izquierda y Tincion de
verde de Malaquita en la derecha) del consorcio de trabajo en microparticulas de

Neutrogena.

Semana

3

Tincion de Gram

Tincion de verde de Malaquita

El monitoreo microbiolégico mediante tinciones diferenciales permitié evaluar las

caracteristicas morfolégicas del consorcio durante la fase de biodegradacién en

presencia de microparticulas de celulosa y polietileno. En ambos tratamientos se

observo la persistencia de bacilos Gram positivos, sin evidencias de variaciones

morfolégicas relevantes a nivel microscépico, lo que sugiere una estabilidad

fenotipica del consorcio bajo las condiciones experimentales evaluadas. Este

comportamiento es consistente con las caracteristicas estructurales descritas para

bacterias Gram positivas, particularmente del género *Bacillus®, cuya pared celular

rica en peptidoglicano contribuye a su resistencia y conservacién morfolégica en
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distintos ambientes (Prescott’'s Microbiology; Bergey’s Manual of Systematic

Bacteriology).

También, por otra parte, la tincion con verde de malaquita permitié observar la
ausencia de estructuras compatibles con endosporas en la mayoria de las muestras
analizadas, lo que sugiere una predominancia de células en estado vegetativo
durante el periodo experimental. Considerando que la esporulacién en bacterias del
género *Bacillus* se asocia principalmente a condiciones de estrés nutricional o
limitacion de recursos, estos resultados podrian indicar que las condiciones del
sistema no favorecieron de manera generalizada la activacion de este mecanismo
de supervivencia (Nicholson et al., 2000; Setlow, 2014). En conjunto, las
observaciones obtenidas en ambos tratamientos muestran un comportamiento

morfolégico comparable del consorcio frente a los distintos sustratos evaluados.

Analisis gravimétrico de los microplasticos sometidos a los ensayos de
biodegradacion

Para determinar el grado de degradacion biolégica observado en las microparticulas
sometidas a los distintos ensayos de biodegradacion, se realizé un analisis
gravimétrico que permitid comparar la pérdida de masa entre el tratamiento
inoculado y un control abidtico, bajo condiciones experimentales idénticas. Los

datos obtenidos se resumen en las Tablas 10 y 11.

En las muestras de microplasticos de celulosa sometidas a la actividad del consorcio
bacteriano, se registré una disminucion de la masa neta cercana al 22.47%. Esta
disminucién de masa puede considerarse un indicador del cambio en la integridad
del material celulésico bajo condiciones biolégicas, en comparacién con el control
abiotico. La diferencia observada sugiere una alteracion del sustrato en presencia
del consorcio microbiano, lo cual refleja una modificacién del material respecto a su
estado inicial. Esto sugeriria que las bacterias fueron capaces de utilizar el polimero

como fuente de carbono y energia.



Tabla 10. Variacion de la masa por el proceso de biodegradacion y el porcentaje
de degradacion en la biodegradacion de microparticulas de Nivea.

Variacion de la masa por el

Tratamiento Masa inicial () = Masa final (g)  Proceso de aclimatacion (Ag) /

Porcentaje de degradacion

Control abiotico 0.0958 0.0958 0 (0%)
Consorcio C + 0.0930 + 0.0022 | 0.0721 £ 0.0082 0.0209 (22.47%)
MPs Nivea

En el caso de los microplasticos obtenidos del exfoliante de la marca Neutrogena,
el tratamiento de biodegradacion registré una variacidon entre la masa inicial y final
del 3.39 %. Dado que los polimeros sintéticos poseen una estructura quimica mas
compleja y recalcitrante que la celulosa, la disminucidn de masa observada en este
proceso de biodegradacion sugiere un cambio en la integridad del material bajo las
condiciones experimentales evaluadas, en comparacién con el control abiético, en

una medida mucho menor que con las microparticulas de celulosa.

Tomando en cuenta todos los resultados, la comparacion directa de la pérdida de
masa entre los tratamientos con los consorcios de trabajo y los controles sin indculo
revela una diferencia favorable al tratamiento bidtico. Esta divergencia permite inferir
que, mas alla de la degradacion fisica, existe una contribucién biologica activa a la
reduccion de la masa de las microparticulas, lo que sugiere que nuestros consorcios
poseen la capacidad biolégica para atacar incluso polimeros sintéticos de alta

resistencia, como el polietileno.



Tabla 11. Variacion de la masa por el proceso de aclimatacion y porcentaje de
degradacion en la biodegradacion de microparticulas de Nivea.

Diferencia de masa por el

Tratamiento Masa inicial () = Masa final (g)  Proceso de aclimatacion (Ag) /

Porcentaje de degradacion

Control abiotico 0.0979 0.0979 0 (0%)

Consorcio C + 0.1063 + 0.0006 | 0.1027 +0.0032 0.0036 (3.39%)

MPs Neutrogena

El porcentaje de reduccion de masa obtenido en las muestras de microplasticos de
celulosa (22.47 %) puede contextualizarse dentro de los rangos reportados en la
literatura para sistemas microbianos degradadores de sustratos celuldsicos. En
estudios previos, se ha reportado una degradacion del 17.2 % en celulosa de pasto
switchgrass en 14 dias utilizando *Geobacillus thermodenitrificans* (Ma et al., 2020),
asi como un 39.6 % de degradacion de celulosa proveniente de excremento de
gusano de seda en 6 dias por *Bacillus subtilis* (Li et al., 2023). De manera similar,
un consorcio conformado por * Thermoanaerobacterium®, *Bacillus* y * Tepidiphilus*
logré una degradacion del 14.7 % en celulosa microcristalina en 15 dias (Xia et al.,
2011). En conjunto, estos valores sugieren que el comportamiento observado en el
presente estudio se encuentra dentro del rango reportado para sistemas
bacterianos con capacidad celulolitica, considerando ademas las diferencias en

tiempo de incubacion, tipo de sustrato y composicién microbiana.

En el caso de los microplasticos obtenidos del exfoliante de la marca Neutrogena,
la reduccion de masa (3.39 %) puede compararse con reportes de biodegradacion
de polimeros sintéticos por diferentes microorganismos. Por ejemplo, *Bacillus
paralicheniformis* ha mostrado degradacién de poliestireno del 34 % en 2 meses
(Ganesh Kumar et al., 2021), mientras que especies de *Brevibacillus* han
alcanzado un 44 % de degradacion de polipropileno en 140 dias (Skariyachan et al.,
2018). En contraste, valores cercanos al 3 % han sido reportados para *Bacillus*

spp. en polietileno tras 42 dias (Rafiemanzelat et al., 2015), lo que resulta mas



comparable con el comportamiento observado en este estudio. Estas diferencias
reflejan la alta variabilidad en la biodegradacion de polimeros sintéticos,
influenciada por la naturaleza quimica del material, el tiempo de exposicion y el tipo

de microorganismo empleado.

Analisis morfolégico y de ultraestructura superficial de los microplasticos sometidos
a los ensayos de biodegradacion.

La evaluacién macroscopica de las microparticulas, realizada mediante microscopia
estereoscopica, permitié documentar las alteraciones fisicas iniciales derivadas del

proceso de aclimatacion.

El estado inicial de las microparticulas de Nivea se caracteriz6 por estructuras
esféricas, de superficie uniforme y de aspecto liso. Sin embargo, tras el proceso de
biodegradacion, el material exhibi6 una transicion morfolégica notable,
observandose que las esferas adoptaron una apariencia contraida aunada a una
pérdida de uniformidad superficial, asemejandose a una estructura deshidratada.
Esta contraccion sugiere una posible degradacion de los componentes mas
externos de la matriz celulésica o una pérdida en la integridad estructural por la

accion enzimatica del consorcio.

Por su parte, las microparticulas de Neutrogena mostraron un comportamiento
distintivo, ya que, antes del ensayo, las esferas presentaban una morfologia
definida, con una superficie continua y regular. Tras la interacciéon de los
microplasticos con el consorcio, se detectaron deformaciones evidentes en su
contorno, manifestadas como una apariencia “abollada” o deprimida, con
irregularidades visibles en la curvatura de las particulas. Estas depresiones en la
superficie del polimero sintético pueden ser indicativas de un ataque localizado o,
incluso, de una erosidn mecanico-bioldgica durante la fase de adaptacion

metabdlica.

En ambos casos, las evidencias visuales confirman que los consorcios bacterianos

no solo sobrevivieron en presencia de estos materiales, sino que también generaron



modificaciones fisicas tangibles en la superficie de los microplasticos, lo que

evidencia que los procesos de biodegradacion tuvieron cierto grado de éxito.

Analisis macroscopico Analisis macroscopico

Inicial final

Neutrogena

Figura 15. Anélisis morfolégico de las microparticulas sometidas a ensayos de
biodegradacion.

El analisis SEM permiti6 examinar con mayor resolucion las modificaciones
topograficas sufridas por las microparticulas tras los procesos de biodegradacion.
Las micrografias obtenidas a distintos niveles de magnificacion (75x, 100x, 1000x y
1500x) confirmaron una interaccion fisica directa entre el consorcio bacteriano y la
matriz polimérica. Por ejemplo, en el caso de las microparticulas de celulosa, a bajas
magnificaciones (75x y 100x) se observo que la morfologia macroestructural de las
particulas presenté una marcada heterogeneidad, con estructuras de geometrias
irregulares y superficies rugosas, lo que evidencia variaciones en tamafo y forma

que se alejan de la uniformidad previa al proceso de biodegradacion. La presencia
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de bordes no uniformes y de zonas de relieve accidentado sugiere un proceso de

erosion mecanica y bioldgica significativo (Ganesh Kumar et al., 2021).

Al incrementar la resolucién (1000x y 1500x), las irregularidades se observaron mas
pronunciadas, destacandose la aparicion de cierta porosidad superficial y de areas
con signos de erosion enzimatica. Una observacion importante en estas
micrografias fue la deteccidn de estructuras bacilares adheridas a la superficie del
material, lo cual presumiblemente esta relacionado con la formacién temprana de
biopeliculas. Estas observaciones confirman que las bacterias del consorcio C-
Nivea no solo se encontraban en suspension, sino que también pueden favorecer
procesos de adsorcion y anclaje a la celulosa, utilizando las irregularidades y los

poros del material como nichos para su actividad enzimatica.



Analisis microscépico Analisis microscépico

(x75) (x100)

Analisis microscépico Analisis microscépico

(x1000) (x1500)

Figura 16. Analisis microscopico mediante SEM de las microparticulas de Nivea
sometidas a ensayos de biodegradacion, las imagenes son pertenecientes al final
de la biodegradacion.

Por su parte, las particulas de Neutrogena presentaron una morfologia irregular y
una textura rugosa, inherentes al proceso de fabricacion del exfoliante. Al
incrementar la resolucion a 1000x y 1500x, se identificaron relieves no uniformes,
distribuidos aleatoriamente a lo largo de la superficie, aunque con una continuidad
estructural definida. Tras el proceso de biodegradacion, si bien la apariencia general
de las particulas a baja magnificaciébn se mantuvo constante, el analisis de alta
resolucion reveld cambios significativos en la topografia superficial. A 1000x y
1500x, las irregularidades previamente observadas al inicio del bioensayo se

tornaron mas marcadas y profundas. Ademas, se documento la aparicion de surcos
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definidos y una acentuacion de la rugosidad del material, lo que sugiere un proceso

de erosion superficial.

Estas evidencias micrograficas demuestran que, aunque los polimeros sintéticos de

Neutrogena presentan una mayor recalcitrancia que la celulosa, el consorcio

bacteriano logré inducir una alteracion fisica observable en los microplasticos. La

transicion de una rugosidad simple a una textura con surcos y relieves pronunciados

es un claro indicador de la biodeterioracion quimica y mecanica que precede a la

fragmentacién del microplastico.

Aumento
Antes de la aclimatacion

Analisis
microscopico

(x75)

Analisis
microscopico

(x100)

Después de la aclimatacién

Figura 17. Analisis microscopico mediante SEM de las microparticulas de Nivea

sometidas a ensayos de biodegradacion.
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Figura 17 (continuacioén). Analisis microscopico mediante SEM de las
microparticulas de Nivea sometidas a ensayos de biodegradacion.

Aumento Antes de la aclimatacion Después de la aclimatacion

Analisis
microscopico

(x1000)

Analisis
microscopico

(x1500)

La evaluacion mediante microscopia estereoscopica reveld que ambos tipos de
microparticulas presentaron modificaciones fisicas tras los ensayos de
biodegradacion, aunque con patrones diferenciados. Estas variaciones
morfoldgicas sugieren que las propiedades intrinsecas de cada polimero influyeron
en la forma en que el material respondi6 a las condiciones de exposicidn bioldgica.

En el caso de las microparticulas de Nivea, se observo una pérdida de la morfologia
esférica y una apariencia mas contraida. Este cambio podria estar asociado a
alteraciones en la estructura del material celuldsico, el cual, debido a su naturaleza
hidrofilica y estructura porosa, es susceptible a modificaciones en su integridad
fisica bajo condiciones bioldgicas. La reduccion de la esfericidad sugiere una
interaccién entre el consorcio microbiano y la superficie del material.

Por otro lado, las microparticulas de Neutrogena mostraron deformaciones
superficiales caracterizadas por irregularidades y zonas de depresién. Dado que los
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polimeros sintéticos presentan una estructura mas densa e hidrofobica, estas
alteraciones podrian reflejar un proceso de modificacién superficial localizado
asociado a la interaccion entre el consorcio y el material. La pérdida de la geometria
original indica cambios en la estabilidad fisica de las particulas tras el periodo
experimental.

El analisis mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) permitié observar con
mayor resolucidn los cambios en la topografia superficial de las microparticulas tras
los ensayos. En el caso de Neutrogena, se identificaron superficies con mayor
rugosidad y presencia de surcos en comparacion con el material inicial, lo que indica
modificaciones en la estructura superficial tras la exposicion al consorcio
microbiano. Para las microparticulas de Nivea, también se observaron superficies
heterogéneas con texturas irregulares y presencia de microestructuras
superficiales. Estas caracteristicas fueron consistentes con los cambios
topograficos observados en ambos materiales, aunque con variaciones en su
intensidad y patréon.

Analisis de los grupos funcionales de los microplasticos sometidos a los ensayos de
biodegradacion por FTIR

El analisis de la biodegradacion de las microparticulas mediante espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) se enfoco en identificar cambios en los
grupos funcionales presentes en los materiales analizados y evaluar posibles
variaciones asociadas a la exposicion a los consorcios bacterianos bajo condiciones

experimentales controladas.

En el caso de las microparticulas provenientes del exfoliante facial de Nivea (figura
10 y figura 11), se observaron variaciones en distintos picos caracteristicos del
espectro tanto en las muestras inoculadas como en el control sin in6culo. Este
comportamiento sugiere que una parte de las modificaciones espectrales puede
estar asociada a factores del medio experimental, particularmente a la interaccion
prolongada con el medio liquido M9, el cual posee una naturaleza altamente acuosa.
En este sentido, la banda cercana a 1640 cm™ ha sido previamente relacionada con
cambios en el contenido de agua adsorbida dentro de la matriz de celulosa,
fendmeno descrito en la literatura como sensible a condiciones de hidrataciéon del
material (Lojewska et al., 2005). De manera similar, las variaciones observadas en

las regiones cercanas a 3300, 2900 y 1050 cm™ pueden asociarse a modificaciones



en la intensidad de los grupos funcionales caracteristicos de la celulosa, aunque la

presencia de estos cambios tanto en el control como en el tratamiento inoculado

sugiere una contribucion relevante de efectos fisicoquimicos propios del sistema

experimental.
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Figura 18. Analisis de los espectros FTIR de las microparticulas de Nivea del control

sin inéculo.
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Figura 19. Analisis de los espectros FTIR de las microparticulas de Nivea con

inéculo.

A pesar de ello, se observé que algunas bandas presentaron cambios diferenciales

entre tratamientos. En particular, las bandas cercanas a 3300 cm™ y 2900 cm™

mostraron una disminucidn mas pronunciada en las muestras inoculadas en

comparacion con el control. La banda alrededor de 3300 cm™, asociada a



vibraciones de estiramiento de grupos hidroxilo (O—-H), ha sido descrita como
sensible a modificaciones estructurales en la celulosa, incluyendo procesos de
oxidacion o envejecimiento del material (Abi Munajad et al., 2018). Por otro lado, la
banda cercana a 1050 cm™, asociada a vibraciones de enlaces C—O, mostr6é una
disminucién mas marcada en las muestras inoculadas, mientras que en el control
se mantuvo relativamente estable, lo cual coincide con reportes donde variaciones
en esta region se asocian a alteraciones en polisacaridos estructurales (Brunsek et
al., 2023). Estas diferencias permiten distinguir entre cambios atribuibles al sistema
experimental y aquellos potencialmente relacionados con la presencia del

consorcio.

Por otra parte, el analisis de FTIR del tratamiento de las microparticulas de
Neutrogena (figura 12 y figura 13) por incubaciéon durante seis semanas permitié
identificar alteraciones especificas en la estructura polimérica que diferencian la

degradacion bioldgica del desgaste fisicoquimico observado en el control.

En las muestras inoculadas se registré una disminucion en la region cercana a 2900
cm™, correspondiente a vibraciones de estiramiento de enlaces C—H, asi como en
las bandas alrededor de 1460 cm™ y 760 cm™, asociadas a vibraciones de enlaces
C—C y deformaciones del grupo CH,, respectivamente. En contraste, el control sin
indculo mantuvo un patrén espectral similar al inicial, lo que indica que estas

variaciones no se presentaron en ausencia de actividad biologica.
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Figura 20. Analisis de los espectros FTIR de las microparticulas de Neutrogena sin
indculo.
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Figura 21. Analisis de los espectros FTIR de las microparticulas de Neutrogena con
inoculo.

Hablando del pico cercano a 2350 cm™ y su disminucion tras los ensayos, un
comportamiento similar ha sido reportado en estudios de biodegradacién de
polimeros aromaticos. Por ejemplo, en el estudio titulado Ganesh Kumar et al.
(2021) se reporta la desaparicién de picos en torno a 2300 y 1700 cm™ durante el
proceso de degradacion del poliestireno, fendmeno que los autores asocian a
procesos de oxidacion del polimero derivados de su descomposicion. Aunque el
material analizado en dicho estudio no corresponde exactamente al mismo tipo de

microparticula evaluada en este trabajo, la similitud en el comportamiento espectral



observado permite considerar este reporte como un punto de referencia para
interpretar las modificaciones detectadas en los espectros obtenidos en el presente

estudio.

a. Undegraded PS film
b. Degraded PS film at 60 days
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Figura 22. Analisis de espectros FTIR de (a) pelicula de PS no degradada y (b)
pelicula de PS después de 60 dias de tratamiento microbiano (Ganesh Kumar et al.
2021).

En particular, en las muestras evaluadas se observd la desaparicion del pico en
torno a 2350 cm™. Sin embargo, a diferencia de los demas cambios registrados en
el espectro, este fendmeno también se observo en el control sin indculo. Debido a
ello, este pico no puede atribuirse directamente a la actividad bacteriana en el
sistema experimental, lo que sugiere que su desaparicion podria estar asociada a
otros factores externos o a condiciones fisicoquimicas del medio experimental. A
pesar de ello, la disminucién generalizada de la intensidad de otros picos
caracteristicos del material, observada unicamente en las muestras inoculadas,
constituye un indicio de que el consorcio bacteriano pudo haber interactuado con
las microparticulas durante el proceso experimental, generando modificaciones

detectables en su estructura quimica. Estos resultados sugieren que la presencia



del consorcio bacteriano pudo haber contribuido a la alteracidén de algunos grupos
funcionales presentes en las microparticulas analizadas, lo cual es consistente con
procesos iniciales de transformacion o degradacién de materiales poliméricos

reportados en la literatura para bacterias del género Bacillus.

Finalmente, la comparacion entre ambos materiales muestra que las modificaciones
espectrales en la celulosa presentan una mayor influencia de factores relacionados
con hidrataciéon y cambios en grupos funcionales hidrofilicos, mientras que en el
material sintético las variaciones se concentran principalmente en bandas
asociadas a cadenas hidrocarbonadas. Estas diferencias reflejan el comportamiento

distinto de ambos polimeros bajo condiciones bioldgicas similares.



Ensayos de codegradacion de microplasticos primarios funcionalizados
con pesticidas organofosforados

Monitoreo fisiologico de los consorcios de trabajo durante los ensayos de
codegradacion de microplasticos funcionalizados con pesticidas organofosforados

Durante los ensayos de codegradacion de microplasticos suplementados con
pesticidas organofosforados, se llevé a cabo el monitoreo fisiolégico del consorcio
bacteriano mediante tinciones de Gram y de verde de malaquita. El objetivo fue dar
seguimiento a sus caracteristicas morfoldgicas y a su estado fisioldégico a lo largo
del experimento.

En ambos tipos de microparticulas se observd un comportamiento similar, las
tinciones de Gram mostraron la presencia de bacterias con morfologia de bacilos,
mientras que en las tinciones de verde de malaquita no se detectd coloracion verde
en ninguna de las muestras analizadas. Esto indica, de manera consistente con lo
observado en los experimentos de biodegradacion, que el proceso de esporulaciéon
no se reactivd en las bacterias del consorcio, lo que sugiere un estado metabdlico
activo frente a los distintos contaminantes.

Resultado de tinciones de los microplasticos: Celulosa Nivea
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Figura 23. Resultado de las tinciones de Gram y verde de malaquita durante los
experimentos de co-degradacion.



Figura 23 (continuacion). Resultado de las tinciones de Gram y verde de malaquita

durante los experimentos de co-degradacion.
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Figura 23 (continuacion). Resultado de las tinciones de Gram y verde de malaquita
durante los experimentos de co-degradacion.

Resultado de tinciones de los microplasticos: Acrilatos Neutrogena
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Figura 23 (continuacion). Resultado de las tinciones de Gram y verde de malaquita
durante los experimentos de co-degradacion.
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A lo largo de los ensayos de codegradacion de microplasticos suplementados con
pesticidas organofosforados, el monitoreo microbiolégico mediante tincion de Gram
y verde de malaquita mostré un comportamiento consistente durante todo el periodo
experimental. Las observaciones microscépicas revelaron la persistencia de células
con morfologia bacilar y reaccion Gram positiva, sin evidenciar cambios
morfolégicos notorios, pleomorfismo o lisis celular. De manera similar a lo observado
durante los ensayos previos de biodegradaciéon, las tinciones con verde de
malaquita no mostraron estructuras compatibles con endosporas en ninguno de los
tiempos de muestreo, lo que indica que la poblacion permanecié

predominantemente en estado vegetativo durante el desarrollo del experimento.

Estos resultados sugieren que la presencia de los compuestos organofosforados
evaluados no produjo cambios evidentes en la morfologia general de la comunidad
bacteriana bajo las condiciones experimentales empleadas. Asimismo, la
persistencia de células vegetativas a lo largo del ensayo es consistente con la
estabilidad observada previamente durante los procesos de aclimatacion y
biodegradacién, indicando que el consorcio mantuvo una poblacién viable durante

todo el periodo de exposicion.



Anélisis gravimétrico de los microplasticos funcionalizados sometidos a los ensayos
de co-degradacion

Para evaluar el grado de degradacion biolégica observado en las microparticulas
sometidas a los distintos ensayos de co-degradacion, se realizd un analisis
gravimétrico que permitid comparar la pérdida de masa entre el tratamiento
inoculado y un control abidtico bajo condiciones experimentales idénticas. Los datos

obtenidos se resumen en las Tablas 12 y 13.

En los ensayos de co-degradacion de las microparticulas de Nivea suplementadas
con compuestos fosforados, se observéd una variacion en el porcentaje de pérdida
de masa dependiendo del tratamiento aplicado. El mayor valor se registré en
presencia de glifosato (24.12 %), seguido por AMPA (17.22 %) y Na,HPO; (17.96
%). Estas diferencias reflejan una variacién en la respuesta del sistema bajo las

distintas condiciones de suplementacion evaluadas.

Al comparar estos resultados con el ensayo previo de biodegradacion sin
suplementacién, se observa una diferencia en los porcentajes de pérdida de masa
obtenidos. En este sentido, el tratamiento con glifosato presentd los valores mas
altos en comparacién con el ensayo base, lo que sugiere que la presencia de este
compuesto pudo modificar las condiciones del sistema de interaccién entre el
consorcio microbiano y las microparticulas, generando variaciones en el

comportamiento observado.



Tabla 12. Variacion de la masa por el proceso de co-degradacion y el porcentaje de

degradacion en la biodegradacion de microparticulas de Nivea.

Tratamiento

Control
MPs Nivea +

Glifosato

Masa inicial (g)

0.0754

Masa final (g)

0.0754

Diferencia en masa por el

proceso de aclimatacion

(Ag)

Porcentaje de degradacion

0.0000 (0%)

Control
MPs Nivea + AMPA

0.0894

0.0894

0.0000 (0%)

Control
MPs Nivea +
Na,HPO;

0.0873

0.0873

0.0000 (0%)

Consorcio C + MPs

Nivea + Glifosato

0.0713 £ 0.0018

0.0541 + 0.0079

0.0172 (24.12%)

Consorcio C + MPs
Nivea + AMPA

0.0970 + 0.0020

0.0803 + 0.0019

0.0166 (17.22%)

Consorcio C + MPs
Nivea + Na,HPO3;

0.0902 + 0.0074

0.0740 + 0.0093

0.0160 (17.96%)

En el caso de los microplasticos obtenidos del exfoliante de la marca Neutrogena,

los ensayos de codegradacion registraron porcentajes de pérdida de masa de 2.17

% en Neutrogena con glifosato, 2.94 % en Neutrogena con AMPA y 5.04 % en el

experimento con Na,HPO;. Estos valores reflejan una disminucién limitada en

comparacion con los otros materiales evaluados, lo cual es consistente con los

resultados obtenidos para microplasticos sintéticos en condiciones similares,

considerando la mayor estabilidad estructural de este tipo de polimeros.

La reduccion de masa observada sugiere cambios en la integridad del material bajo

las condiciones experimentales, aunque de menor magnitud en comparacién con

los sustratos de origen natural. Este comportamiento indica la existencia de




interaccidn entre el sistema microbiano y el material, posiblemente influenciada por
las caracteristicas estructurales del polimero y por la presencia de los compuestos

suplementados en el medio.

Al comparar estos resultados con los obtenidos en los ensayos previos y con los
controles abidticos, se observa una tendencia general de mayor pérdida de masa
en los tratamientos con indculo respecto a las condiciones sin inoculacion. Esta
diferencia sugiere que las condiciones biolégicas del sistema pueden estar
asociadas a modificaciones adicionales en el material, en comparacion con los
procesos observados en ausencia de actividad microbiana. Por lo que, los
resultados reflejan variaciones en la respuesta del material sintético bajo las

distintas condiciones de co-degradacion evaluadas.



Tabla 13. Variacion de la masa por el proceso de codegradacion y el porcentaje de
degradacion en la biodegradacion de microparticulas de Neutrogena.

Tratamiento

Control
MPs Neutrogena +

Glifosato

Masa inicial (g)

0.0612

Masa final (g)

0.0612

Diferencia en masa por el

proceso de aclimatacion

(Ag)/

Porcentaje de degradacion

0.0000 (0%)

Control
MPs Neutrogena +
AMPA

0.0580

0.0580

0.0000 (0%)

Control
MPs Neutrogena +
Na,HPO3

0.0586

0.0586

0.0000 (0%)

Consorcio C + MPs
Neutrogena +

Glifosato

0.0600 + 0.0107

0.0587 + 0.0106

0.0012 (2.17%)

Consorcio C + MPs
Neutrogena + AMPA

0.0579 + 0.0048

0.0562 + 0.0052

0.0017 (2.94%)

Consorcio C + MPs
Neutrogena +
Na,HPOs

0.0556 + 0.0030

0.0528 + 0.0036

0.0028 (5.04%)

Los resultados sugieren que el efecto de los compuestos fosforados no es uniforme,

sino que depende tanto del tipo de sustrato como de la forma quimica del fésforo

presente. En el caso de la celulosa, compuestos como el glifosato podrian actuar

como cosustratos o estimulantes metabdlicos,

incrementando la actividad

enzimatica del consorcio. En contraste, en el polietileno, donde la limitacién principal

es la accesibilidad al carbono, la disponibilidad de fosforo faciimente asimilable

podria desempefiar un papel mas relevante en el sostenimiento de la actividad




microbiana que en la degradacion directa del polimero, aunque se aclara que el
Na,HPO; se utilizd6 como compuesto de control al que las bacterias pudieran
acceder con mayor facilidad. Finalmente, dado que no existen antecedentes
directos sobre la codegradacion de microplasticos en presencia de estos
compuestos fosforados, los resultados obtenidos en este estudio aportan evidencia
preliminar sobre la interaccion entre contaminantes organicos y materiales
poliméricos en sistemas bioldgicos. Esto resalta la complejidad de los procesos de
degradacion en ambientes reales, donde multiples factores pueden influir
simultdneamente en la dinamica microbiana y en la transformacion de los

contaminantes.

La comparacion directa entre ambas marcas evidencia una diferencia sustancial en
los porcentajes de degradaciéon en todas las condiciones evaluadas. Mientras que
las microparticulas de celulosa mostraron una degradacion consistente y
relativamente elevada (= 17-24 %), las de polietileno presentaron valores
significativamente menores (= 2-5 %). Esta diferencia confirma la influencia
determinante de la naturaleza quimica del polimero en los procesos de
biodegradacion y codegradacion, y muestra que los materiales celulésicos son

mucho mas susceptibles al ataque microbiano que los polimeros sintéticos.

Analisis morfologico y de ultraestructura superficial de los microplasticos sometidos
a los ensayos de codegradacion

En el caso de las microparticulas de Nivea, correspondientes a una matriz de
naturaleza celuldsica, se observaron alteraciones significativas en su morfologia
respecto a su estado inicial. Las esferas presentaron una apariencia contraida y
visiblemente deshidratada, con pérdida de su forma definida e integridad estructural.
En diversos campos de observacion, el material mostré una reduccion notable de
su volumen aparente, o que sugiere una degradacion avanzada de la matriz.
Asimismo, se identificaron particulas blancas aparentemente inalteradas, que
podrian corresponder a componentes inorganicos del producto, como arcillas, que

no mostraron cambios evidentes durante el proceso experimental.

Por otro lado, las microparticulas de Neutrogena mostraron un comportamiento

distinto. Si bien se observaron algunas esferas con signos de desgaste superficial y



deformaciones leves, el cambio mas notable fue una variacion en la coloracién del
material, que adquirié una tonalidad grisacea en comparacién con su apariencia
original. Este cambio visual fue observado de manera consistente en las particulas
sometidas al tratamiento experimental, aunque con la metodologia empleada no fue
posible determinar el origen especifico de dicha modificacion. No obstante, no se
evidencié una degradacion estructural tan marcada como la observada en las

microparticulas de Nivea.

Analisis
macroscopic
o final de los

ensayos
Consorcio C
+ MPs +
AMPA

Nivea Neutrogena

Consorcio C
+ MPs +
Glifosato

Figura 24. Analisis morfolégico de las microparticulas sometidas a los ensayos de
co-degradacion.
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Figura 24 (continuacion). Analisis morfoldgico de las microparticulas sometidas a
los ensayos de co-degradacion.

Analisis
macroscopic
o final de los

ensayos
Consorcio C
+ MPs +
Na,HPOs3

Nivea Neutrogena

Monitoreo fisiolégico del consorcio de trabajo durante los ensayos de codegradacion

En los ensayos de codegradacion con microparticulas de Nivea, se observo
crecimiento bacteriano en todas las diluciones evaluadas, lo que confirma la
viabilidad del consorcio en estas condiciones. No obstante, en comparacién con el
consorcio previamente aclimatado, se detectaron cambios en la morfologia de las
colonias. Estas variaciones sugieren que la combinacién de microparticulas
celulésicas y compuestos organofosforados pudo influir en la composicidon
poblacional observada al final del experimento.

De manera similar, en los ensayos con microparticulas de Neutrogena se registré
crecimiento en las distintas diluciones, confirmando la persistencia del consorcio en
presencia de polimeros sintéticos y compuestos organofosforados. Sin embargo,
las caracteristicas macroscoépicas de las colonias presentaron variaciones respecto
a las etapas previas, acompafnadas de una aparente reduccion de la heterogeneidad
poblacional. La predominancia de ciertos tipos de colonias y los cambios
observados en su morfologia indican que la composicion de la comunidad
microbiana al finalizar los ensayos fue distinta a la observada en etapas anteriores
del proceso.
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Composicion del consorcio en los ensayos de codegradacion en

microparticulas de Nivea suplementadas con compuestos con fosforo

Ensayo Dilucion Imagen

ConsorcioC+MPs | 1:10
Nivea + AMPA

ConsorcioC+ MPs | 1:100
Nivea + AMPA

ConsorcioC+MPs | 1:1000
Nivea + AMPA

Figura 25. Composicion del consorcio cultivado en dilucion en serie tras los
experimentos de co-degradacion.




Figura 25 (Continuacion). Composicion del consorcio cultivado en dilucion en serie

tras los experimentos de co-degradacion.

Composicion del consorcio en los ensayos de codegradacion en

microparticulas de Nivea suplementadas con compuestos con fésforo

Ensayo

Dilucion

Consorcio C + MPs

Nivea + Glifosato

1:10

Consorcio C + MPs

Nivea + Glifosato

1:100

Consorcio C + MPs

Nivea + Glifosato

1:1000

Imagen
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Figura 25 (Continuacion). Composicion del consorcio cultivado en dilucion en serie

tras los experimentos de co-degradacion.

Composicion del consorcio en los ensayos de codegradacién en

microparticulas de Nivea suplementadas con compuestos con fésforo

Ensayo

Dilucion

Consorcio C + MPs
Nivea + Na,HPO3

1:10

Consorcio C + MPs
Nivea + Na,HPO3

1:100

Consorcio C + MPs
Nivea + Na,HPO3

1:1000

Imagen
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Figura 25 (Continuacion). Composicion del consorcio cultivado en dilucion en serie
tras los experimentos de co-degradacion.

Composicion del consorcio en los ensayos de codegradacion en

microplasticos de Neutrogena suplementadas con compuestos con

fosforo

Ensayo Dilucion
ConsorcioC+MPs | 1:10
Neutrogena +
AMPA
ConsorcioC+MPs | 1:100
Neutrogena +
AMPA
ConsorcioC+MPs | 1:1000

Neutrogena +
AMPA

Imagen
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Figura 25 (Continuacion). Composicion del consorcio cultivado en dilucion en serie

tras los experimentos de co-degradacion.

Composicion del consorcio en los ensayos de codegradacion en

microparticulas de Neutrogena suplementadas con compuestos con

fosforo

Ensayo Dilucion
ConsorcioC+MPs | 1:10
Neutrogena +
Glifosato
ConsorcioC+MPs | 1:100
Neutrogena +
Glifosato
ConsorcioC + MPs | 1:1000
Neutrogena +
Glifosato

Imagen
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Figura 25 (Continuacion). Composicion del consorcio cultivado en dilucion en serie

tras los experimentos de co-degradacion.

Composicion del consorcio en los ensayos de codegradacién en

microparticulas de Neutrogena suplementadas con compuestos con

fosforo

Ensayo Dilucion
ConsorcioC+MPs | 1:10
Neutrogena +
Na,HPO3
ConsorcioC+MPs | 1:100
Neutrogena +
Na,HPO3
ConsorcioC + MPs | 1:1000

Neutrogena +
Na,HPO3

Imagen
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Bioensayos de toxicidad aguda en anélidos (Eisenia foetida)

Con el objetivo de evaluar la seguridad ambiental de los subproductos derivados del
proceso de codegradacion de microplasticos funcionalizados con pesticidas
organofosforados, se realizaron pruebas de toxicidad aguda empleando lombrices
de tierra adultas como indicadores bioldgicos. Este ensayo permitié determinar si la
incorporacion de los residuos tratados en el ecosistema terrestre simulado genera
efectos adversos en la biosfera, midiendo tanto la pérdida de peso (como parametro
de la afectacion en la alimentaciéon y metabolismo del organismo) como el
porcentaje de supervivencia (como parametro de la viabilidad de la poblacién frente
a la exposicion al contaminante). Como se puede observar en las Tablas 14, 15, 16
y 17.



Tabla 14. Pruebas de toxicidad aguda en lombrices de tierra (Eisenia foetida), evaluando las
variaciones de peso a los 0, 7, 14 y 21 dias para la marca Nivea.
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Tabla 15. Pruebas de toxicidad aguda en lombrices de tierra (Eisenia foetida),
evaluando las variaciones de peso a los 0, 7, 14 y 21 dias para la marca
Neutrogena.
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Tabla 16. Pruebas de toxicidad aguda en lombrices de tierra (Eisenia foetida),
evaluando la supervivencia a los 0, 7, 14 y 21 dias en la marca Nivea.
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Tabla 17 Pruebas de toxicidad aguda en lombrices de tierra (Eisenia foetida),
evaluando la supervivencia a los 0, 7, 14 y 21 dias en la marca Neutrogena.

120
—e— Control de crecimiento
100 sano
= - -~ - Lombricida
% " \
S —e— MP: Neutrogena
g 60 S
g \\ MP: Nivea
5w A
\\ —eo— P: Glifosato
20 S 3
SN —o—P: AVPA
0 N ———————— -
0 7 14 21 P Pi
Tiempo (dias)
120 —e— Control decrecimiento sano
.g 100 ------ Lombricida
c <
N % 80 —e— MP: Neutrogena
ks
g w0 * PP
c g “ o
i %— 40 - -o— - Neutrogena: Control sélido (MP+Pi-
o inéculo)
‘l‘-u' 20 B —e— Neutrogena: Experimento 1
- (MP+F+in6culo)
0 @ ° Neutrogena: Control liquido
0 7 14 21 (MO:MP+H-indculo)
Tiempo (dias) —e— Neutrogena: Experimento 2
(MO:MP+H+indculo)
120 —e— Control de crecimiento sano
/. — | { ]
100 —— — ! ------ Lombricida
_ el —~————. —— ey
o) T 8 \ —e— MP: Neutrogena
g s
@ g 60 e —e— P: Glifosato
c
— % 40 . - -o—- Neutrogena: Control sélido
o — (MP+Glifosato-indculo)
G 20 L —o— Neutrogena: Experimento 1
(MP+Glifosato+inécul o)
0 ¢ Neutrogena: Control liquido
0 7 14 21 (M9:MP+Glifosato-inéculo)
Tiempo (dias) —o— Neutrogena: Experimento 2
(M9:MP+Glifosato-+indculo)
120
/ —e— Control de crecimiento sano
100 | = 3
= ---e--- Lombricida
< 80
_g —e— MP:Neutrogena
= — ¢
E % 60 —e— P AWPA
[]
%‘ 40 = <8~ - Neutrogena: Control slido (MP+AMPA-
| inéculo)
20 ——o— Neutrogena: Experimento 1
(MP+AMPAHn6culo)
0 o ° Neutrogena: Control liquido
0 7 14 21 (MO:MP+AMPArindcul o)
Tiempo (dias) ——o— Neutrogena: Experimento 2

(MO:MP+AMPAtinécul o)




Las pruebas de toxicidad aguda realizadas con lombrices de tierra permitieron
evaluar el posible efecto de los subproductos derivados del proceso de
codegradacion de microplasticos funcionalizados con pesticidas organofosforados.
Durante el periodo de evaluacién de 21 dias se registraron cambios en la
supervivencia, el peso corporal y el comportamiento de los organismos, permitiendo
identificar distintos niveles de afectacion fisioldgica entre los tratamientos. Para
interpretar adecuadamente estos resultados, se analizaron inicialmente los
controles experimentales, observandose que el control sano mantuvo una elevada
supervivencia, mientras que el control positivo de toxicidad (lombricida) provocé la
mortalidad total de los organismos antes del dia 14. Asimismo, los contaminantes
evaluados de manera individual mostraron distintos grados de toxicidad, mientras
que los microplasticos por si solos no produjeron efectos importantes sobre la

supervivencia de la poblacion.

En términos generales, las lombrices expuestas a los controles con contaminantes
sin tratamiento presentaron una mayor pérdida de peso y una disminucion mas
marcada de la supervivencia en comparacion con aquellas expuestas a los
productos derivados de la codegradacién. Este comportamiento fue particularmente
evidente en tratamientos como los microplasticos de Neutrogena suplementados
con glifosato, donde las muestras sometidas previamente a la actividad de los
consorcios bacterianos mostraron menores efectos toxicos que sus respectivos
controles sin tratamiento. De manera similar, los tratamientos suplementados con
Na,HPO; presentaron niveles reducidos de afectacién, comportandose de forma

cercana a los grupos con menor toxicidad observada durante el experimento.

Ademas de las curvas de supervivencia, el seguimiento del peso corporal permitio
detectar efectos subletales que no siempre eran evidentes a nivel poblacional. A
partir de estas observaciones fue posible clasificar la respuesta de los organismos
como resistente, susceptible o inhibida. En este sentido, el tratamiento con 2-
cloroacetamida destacd por ser el unico que presentd una respuesta inhibida,
caracterizada por una afectacidon severa tanto en supervivencia como en peso
corporal. Por el contrario, la mayoria de los tratamientos derivados de la

codegradacion se agruparon dentro de las categorias resistente o susceptible,



diferenciandose claramente de los controles contaminados sin tratamiento. Los
resultados sugieren que la actividad microbiana desarrollada durante los procesos
de codegradacion estuvo asociada con una reduccion de la toxicidad de varios de
los contaminantes evaluados. Asimismo, los resultados se presentan siguiendo el
orden de toxicidad reportado para los compuestos estudiados, comenzando con
Na,HPO4, seguido por glifosato y finalmente AMPA, que mostré los efectos mas

marcados sobre los organismos de prueba.

Ademas de los parametros cuantitativos analizados, durante este experimento se
documentaron diferentes fenomenos visibles en los organismos, tales como
cambios en la coloracion, como se presentd en la variable de Neutrogena
suplementado con glifosato sélido (AGs) en la cual como se observa en la figura 19,
se observa como una de las lombrices de experimentacién cambio a una tonalidad
verde, en la cual aparte tenia una presencia mas débil frente a las demas y la cual
no sobrevivid a los 21 dias, solo llegando a los 14. También otro fendmeno fisico
directo mostrado en varias variables como Neutrogena suplementado con AMPA
solido (AAs), Neutrogena suplementado con glifosato sélido (AGs), Control de Nivea
y Neutrogena suplementado con AMPA liquido (AAl), se observé la pérdida de un

extremo de la lombriz (cola) por una debilidad notoria dentro del experimento.

Figura 26. Lombriz de color verde después de una exposicion al microplastico
suplementado con glifosato, no tratado con el consorcio.



Figura 27. Parte de una lombriz separada durante el pesaje, debido al agotamiento
frente al contaminante.

También otro punto importante es el comportamiento de los organismos en la
alteracién del entorno en su estado general ante la presencia del contaminante
(Figura 25).

Figura 28. Microplasticos de Neutrogena en un sistema de toxicidad aguda.
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Figura 29. Huevo de lombriz generado en uno de los ambientes de experimentacion
de toxicidad aguda.

Como se puede observar en las siguientes imagenes la presencia de los
microplasticos, pese a formar parte de los contaminantes de la tierra, no impidi6 a
las lombrices el movilizarse y cumplir su rol diario, incluso llegando a poder
reproducirse en algunos casos, como en el de Nivea suplementado con Na,HPO;
soélido y liquido (CFs y CFI) Nivea suplementado con glifosato liquido (CGI) y
Neutrogena suplementado con Na,HPOs sdlido y liquido (AFs y AFI), Neutrogena
suplementado con glifosato soélido y liquido (AGs y AGI). Aunque esto curioso y
puede dar pie a un tema de analisis mas centrado, también en el cdmo se les

pegaban a la piel en algunos casos, como en las Figuras 27, 28 y 29

Figura 30. Lombriz con microparticula de Nivea en un sistema experimental.
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Figura 31. Lombriz con microplastico de Neutrogena en un sistema de
experimentacion.

Figura 32. Lombriz con microplastico procedente de Neutrogena pegado al
organismo, dentro de la experimentacion.

Durante los ensayos con los productos de la codegradacién también aparte de
observarse la presencia de capsulas de huevos de lombriz, se presencio el
crecimiento de pequefios brotes vegetales en el sustrato como se puede ver en la
Figura 30
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Figura 33. Crecimiento de brotes de plantas en los experimentos de toxicidad aguda.

Estos fendmenos no se registraron en los tratamientos con controles toxicos. La
aparicion de ambos procesos bioldgicos sugiere que las condiciones generadas por
los productos de la codegradacion no inhibieron la actividad biolégica del suelo, ya
que favorecieron (o no intervinieron) procesos como la reproduccion de lombrices y

la germinacién de plantas.

En contraposicion a las caracteristicas cualitativas observadas en las lombrices
expuestas a los subproductos de la codegradacion, en el tratamiento de control
positivo con 2-cloroacetamida, utilizado como lombricida y considerado el de mayor
toxicidad dentro del experimento, se observaron respuestas adversas inmediatas
por parte de los organismos. Incluso ante un contacto minimo con el compuesto, las
lombrices mostraron signos evidentes de afectacion, manifestados principalmente
en movimientos bruscos y en un claro intento de alejarse del area donde se
encontraba el contaminante. Este comportamiento puede interpretarse como una

respuesta de evasion ante un estimulo quimico altamente téxico para el organismo.

Figura 34. Experimentacion de toxicidad aguda con 2-cloroacetamida.



Al finalizar cada uno de los ensayos de toxicidad aguda, y una vez concluido el
periodo experimental de 21 dias, las lombrices utilizadas como organismos de
prueba fueron retiradas de los sistemas de evaluacién y trasladadas a un area verde
con condiciones de suelo adecuadas para su desarrollo. Este procedimiento se
realizé con el fin de asegurar su reintegracion a un ambiente natural que permitiera
su recuperacion y continuidad dentro del ecosistema, procurando asi un manejo

responsable y ético de los organismos empleados durante la experimentacion.

Figura 35. Liberacion de las lombrices de tierra en un area verde, terminada la
experimentacion.

Todas estas observaciones macroscépicas complementaron los resultados
obtenidos a partir de las mediciones registradas y permitieron una visidbn mas
completa del impacto que los distintos tratamientos pudieron tener en los

organismos (lombrices) utilizados como modelo biolégico.
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Conclusiones

La presente investigacion se desarrollé con base en la hipétesis de que las bacterias
del género Bacillus poseen la capacidad de participar en procesos de
biodegradacion y codegradacion de microplasticos y contaminantes asociados,
contribuyendo al desarrollo de estrategias biotecnoldgicas para la mitigacion
simultanea de distintos tipos de contaminacion ambiental. Todos los resultados

obtenidos a lo largo de las distintas etapas del trabajo respaldan este planteamiento.

En el proceso de aclimatacion, el consorcio bacteriano demostré una adecuada
capacidad de adaptacion al transitar de un medio rico en nutrientes (caldo LB) a un
medio minimo M9 suplementado con microparticulas como unica fuente de carbono.
La persistencia de la morfologia bacilar Gram positiva y la formacién de biomasa en
todas las condiciones evaluadas evidenciaron la estabilidad estructural y funcional
del consorcio. La presencia de endosporas en ciertas etapas indicd una respuesta
fisiolégica al estrés, mientras que la persistencia de células vegetativas confirmé la
capacidad de adaptacion progresiva. Asimismo, las diferencias observadas entre
las microparticulas de Nivea y Neutrogena sugieren que la naturaleza del sustrato

influye en la respuesta metabdlica del consorcio.

Durante los ensayos de biodegradacion, tanto los analisis fisicoquimicos (FTIR)
como las observaciones macroscopicas evidenciaron modificaciones en la
estructura de las microparticulas. En el caso de la celulosa (Nivea), se observaron
cambios mas notorios asociados a la pérdida de integridad estructural, mientras que
en los polimeros sintéticos (Neutrogena) las alteraciones fueron mas sutiles,
manifestandose principalmente como deformaciones superficiales. Estos resultados
sugieren una mayor susceptibilidad de los materiales de origen natural frente a la

accion microbiana.

En los procesos de codegradacion, la combinacion de microplasticos y compuestos
organofosforados generd una presiéon selectiva mas compleja, lo que se reflejo en
una reorganizacion del consorcio bacteriano. La disminucién de la diversidad
morfolégica observada en las diluciones seriadas indica la seleccion de

microorganismos con mayor tolerancia a contaminantes y mejor aprovechamiento



de los recursos disponibles. En este contexto, es probable que las bacterias
predominantes hayan sido aquellas capaces de utilizar tanto la fuente de carbono
de las microparticulas como el fosforo proveniente de los compuestos
organofosforados, posiblemente mediante procesos de cometabolismo. A nivel
morfoldgico, se observaron diferencias claras entre ambos materiales, siendo mas
evidente la degradacion en las microparticulas celuldsicas, mientras que en los
polimeros sintéticos los cambios fueron mas limitados y se asociaron principalmente

a modificaciones superficiales y de coloracion.

Finalmente, las pruebas de toxicidad aguda con Eisenia foetida permitieron evaluar
el impacto biolégico de los productos derivados de la codegradacion. Los resultados
mostraron una menor pérdida de peso y una mayor supervivencia en comparacion
con los controles con contaminantes, lo que sugiere una reduccion de la toxicidad
del sistema. Ademas, la presencia de indicios de actividad biolégica, como la
formacioén de huevos y el crecimiento de brotes vegetales en algunos tratamientos,
refuerza la idea de que los productos generados presentan un menor impacto

ambiental.

A partir de los resultados obtenidos, se sugiere que la industria cosmética considere
sustituir los microplasticos sintéticos por alternativas de origen natural, como la
microcelulosa cristalina, en la formulacion de exfoliantes faciales. Los hallazgos de
este estudio evidencian que las microparticulas de naturaleza celuldsica presentan
una mayor susceptibilidad a la degradacion microbiana que los polimeros sintéticos,
lo que favorece su transformacion en periodos mas cortos y reduce su persistencia
en el ambiente. La implementacién de este tipo de materiales biodegradables no
solo contribuiria a disminuir la acumulacion de microplasticos en los ecosistemas,
sino que también representaria una estrategia viable para mitigar los efectos
asociados a la contaminacién por particulas plasticas y los compuestos que estas
pueden transportar. De esta manera, el uso de microcelulosa cristalina se posiciona
como una alternativa sustentable que podria integrarse en el desarrollo de

productos comerciales con un menor impacto ambiental.



A partir de los resultados obtenidos a lo largo de la presente investigacion, es posible
aceptar la hipotesis planteada, ya que se evidencié que las bacterias del género
Bacillus poseen la capacidad de participar en procesos de biodegradacion y
codegradacion de microplasticos y compuestos organofosforados. La adaptacion
del consorcio a condiciones de limitacion nutricional, su persistencia metabdlica, las
modificaciones observadas en la estructura de las microparticulas y la disminucion
del impacto bioldgico de los productos resultantes constituyen evidencia integral del
potencial funcional de este sistema microbiano. De esta manera, se confirma que la
interaccidn entre estos microorganismos y contaminantes complejos puede
utilizarse como base para el desarrollo de estrategias biotecnologicas orientadas a

la mitigacion simultanea de distintos tipos de contaminacion ambiental.



Perspectivas

En el presente trabajo de tesis, se establece una base experimental para el estudio
de procesos no solo de biodegradacion, sino también de codegradacion de
microplasticos en presencia de contaminantes asociados a estos. A partir de los
resultados obtenidos, se abre la posibilidad de ampliar esta linea de investigacion
hacia la evaluacion de otros compuestos quimicos (contaminantes) que con
frecuencia se encuentran adsorbidos en las superficies de los microplasticos en
ambientes naturales. En este sentido, la metodologia desarrollada a lo largo de esta
tesis puede utilizarse como punto de partida para realizar pruebas de codegradacion
con otros pesticidas o compuestos organofosforados distintos de los empleados,
explorando asi el comportamiento del consorcio bacteriano frente a una mayor
diversidad de contaminantes. Y generando también un punto de partida de posibles
alternativas bacterianas para poder codegradar los microplasticos, quiza no solo
enfocandose en el alcance que pueda tener el consorcio con el que trabajé, sino
también en la metodologia que empleé para lograrlo, como someter a otro tipo de

bacterias a una aclimatacion para que sean capaces de biodegradar.

De igual manera, las pruebas de toxicidad aguda realizadas con lombrices
constituyen un primer acercamiento para evaluar el posible impacto de los productos
derivados de procesos de biodegradacion. Sin embargo, futuras investigaciones
podrian ampliar este enfoque a sistemas mas complejos que permitan simular con
mayor precision las condiciones de un ecosistema. Por ejemplo, la incorporacion de
plantas junto con el suelo y las lombrices permitiria evaluar interacciones troficas y
procesos ecologicos adicionales, generando un modelo experimental mas completo
para estudiar los efectos de los subproductos generados durante la degradacién de
microplasticos y de contaminantes asociados. También dejando la posibilidad, si en
este proyecto se trabajo con un enfoque en suelos, de implementar una fase acuosa

con peces y algas.

Una consideracion importante para futuros estudios radica en la composicién de las
microparticulas utilizadas, particularmente en el caso de la marca Nivea. Durante el

desarrollo experimental, se identifico la presencia de particulas que, aunque forman



parte del producto comercial, no corresponden propiamente a microplasticos, como
es el caso de las arcillas representadas por esferas blancas. La inclusién de estos
componentes pudo haber influido en la cuantificacion del porcentaje de
degradacion, al introducir variabilidad en la masa total que no necesariamente esta
asociada a la fraccion polimérica susceptible de biodegradacion. En este sentido,
una posible mejora metodolégica para trabajos futuros seria la separacion y
selecciéon exclusiva de las esferas plasticas, lo que permitiria obtener mediciones
mas precisas y representativas del proceso de degradacion del polimero. No
obstante, es importante destacar que, al tratarse de uno de los primeros
acercamientos experimentales a este tipo de sistemas de co-degradacion, el uso de
muestras en condiciones mas cercanas a su forma comercial no invalida los
resultados obtenidos, sino que aporta una perspectiva mas realista. Por ello, esta
observacion se plantea como una recomendaciéon para el perfeccionamiento

metodoldgico en investigaciones posteriores.

Por otro lado, los resultados obtenidos no solo pueden interpretarse en el contexto
de la degradacién de microplasticos y compuestos organicos (mediante los
pesticidas), sino también como el establecimiento de un sistema experimental que
podria adaptarse para evaluar otros tipos de contaminantes. En este sentido, una
posible linea de investigacién futura seria el estudio de los procesos de
codegradacion en presencia de contaminantes inorganicos, como los metales
pesados, utilizando bases metodoldgicas similares a las planteadas en esta tesis.
Esto permitiria explorar la capacidad del consorcio microbiano de trabajar, o de
bacterias y algas, para interactuar con distintos tipos de contaminantes presentes
en el ambiente y ampliar el alcance de las estrategias biotecnoldgicas orientadas a

la remediacion ambiental.

De esta forma, el trabajo desarrollado no solo aporta informacion sobre la
interaccién entre microplasticos, compuestos organofosforados y bacterias del
género Bacillus, sino que también establece fundamentos experimentales que
pueden servir como base para el desarrollo de nuevas investigaciones enfocadas
en la remediacion de estos contaminantes, que, aunque no son emergentes, cada

dia se habla y escucha mas de ellos en distintos sistemas ambientales.
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