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RESUMEN

El presente Trabajo de Fin de Grado se centra en el estudio de la problemética derivada
de los biopléasticos a nivel de la salud humana, evaluando el grado de incorporacion a
nuestro organismo de metales que estén presentes en microplasticos (MPs) de
bioplasticos comerciales. Para ello se simula el proceso digestivo humano y asi
determinar la bioaccesibilidad y la biodisponibilidad de los siguientes elementos: Cd, Co,
Cr, Cu, Hg, Mn, Ni, Pb, Sb y Sn. Los bioplasticos ensayados son: acido polilactico (PLA),
poli(3-hidroxibutirato) (PHB) y poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBv). Estos
materiales se someten a un proceso previo de adsorcion metalica, para simular su
contaminacion en el medio marino. Para conocer el contenido metdlico total de estos
microplasticos se llevd a cabo una digestion acida asistida con energia de microondas.
Todos los metales ensayados se retienen en los MPs, en concentraciones de 2 a 10
veces superiores a las iniciales. Destaca el contenido inicial de Sn en el PLA (25 ug/g),

siendo para los demas elementos inferiores a 5 pg/g.

Los microplasticos sobrecargados se someten al proceso in vitro y se determina el
contenido metalico de las fracciones bioaccesibles y biodisponibles mediante
espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS). Todos los
metales son bioaccesibles, en mayor o menor medida, en los tres bioplasticos. En
cuanto a la biodisponibilidad, Cu, Sn, Sb y Pb no se cuantificaron en esta fraccién. Para
los demas metales, se alcanzaron porcentajes entre el 2 % y 15 %, excepto para el Hg

en el PHBv con un 30 %.

Se comprueba la capacidad de los MPs de bioplasticos de adsorber metales del medio
marino, asi como de poder liberarlos en el proceso digestivo humano, si bien la mayor

parte es bioaccesible pero no biodisponible.

Palabras clave: bioplasticos,  microplasticos, metales, bioaccesibilidad,

biodisponibilidad, digestién gastrica in vitro.



RESUMO

O presente Traballo de Fin de Grao céntrase no estudo da problemética derivada dos
bioplasticos a nivel da salde humana, avaliando o grao de incorporacién ao noso
organismo de metais que estean presentes en microplasticos (MPs) de bioplasticos
comerciais. Para iso, simulase o proceso dixestivo humano e asi determinar a
bioaccesibilidade e a biodisponibilidade dos seguintes elementos: Cd, Co, Cr, Cu, Hg,
Mn, Ni, Pb, Sb e Sn. Os bioplasticos ensaiados son: &cido polilactico (PLA), poli(3-
hidroxibutirato) (PHB) e poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBv). Estes
materiais sométense a un proceso previo de adsorcidbn metdlica, para simular a sta
contaminacion no medio marifio. Para cofiecer o contido metalico total destes

microplasticos levouse a cabo unha dixestién acida asistida con enerxia de microondas.

Todos os metais ensaiados retéfiense nos MPs, en concentracions de 2 a 10 veces
superiores as iniciais. Destaca o contido inicial de Sn no PLA (25 ug/g), sendo para os
demais elementos inferiores a 5 pg/g. Os microplasticos sobrecargados sométense ao
proceso in vitro e determinase o contido metalico das fracciéns bioaccesibles e
biodispofiibles mediante espectrometria de masas con plasma de acoplamento
inductivo (ICP-MS). Todos os metais son bioaccesibles, en maior ou menor medida, nos
tres bioplasticos. En canto & biodispofiibilidade, Cu, Sn, Sb e Pb non se cuantificaron
nesta fraccion. Para os demais metais, alcanzaronse porcentaxes entre 0 2 % e 0 15 %,
excepto para o Hg no PHBv cun 30 %. Comprébase a capacidade dos MPs de
bioplasticos de adsorber metais do medio marifio, asi como de poder liberalos no
proceso dixestivo humano, ainda que a maior parte é bioaccesible pero non

biodispoiiible.

Palabras chave: bioplasticos, microplasticos, metais, bioaccesibilidade,

biodispofiibilidade, dixestion géstrica in vitro.



ABSTRACT

The present Final Degree Project focuses on studying the issues related to bioplastics
concerning human health, evaluating the degree of incorporation of metals present in
microplastics (MPs) from commercial bioplastics into our bodies. To achieve this, the
human digestive process is simulated to determine the bioaccessibility and bioavailability
of the following elements: Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Mn, Ni, Pb, Sb, and Sn. The tested
bioplastics are polylactic acid (PLA), poly(3-hydroxybutyrate) (PHB), and poly(3-
hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) (PHBv). These materials undergo a prior metal
adsorption process to simulate their contamination in the marine environment. To
determine the total metal content of these microplastics, acid digestion with microwave
energy was performed. All tested metals are retained in the MPs, at concentrations 2 to
10 times higher than the initial ones. The initial Sn content in PLA (25 pg/g) stands out,

whereas for the other elements, it is below 5 ug/g.

The spiked microplastics are subjected to an in vitro process, and the metal content of
the bioaccessible and bioavailable fractions is determined using inductively coupled
plasma mass spectrometry (ICP-MS). All metals are bioaccessible to some extent in all
three bioplastics. Regarding bioavailability, Cu, Sn, Sb, and Pb were not quantified in
this fraction. For the other metals, percentages between 2 % and 15 % were reached,

except for Hg in PHBvV, which had a 30 % bioavailability.

The ability of bioplastic MPs to adsorb metals from the marine environment and
potentially release them in the human digestive process is confirmed, although most are

bioaccessible but not bioavailable.

Keywords: bioplastics, microplastics, metals, bioaccessibility, bioavailability, in vitro

gastric digestion.



OBJETIVOS

El presente Trabajo de Fin de Grado se centra en el estudio de la problemética derivada
de los bioplasticos a nivel de la salud humana.

Como objetivo general se pretende evaluar el grado de incorporacion a nuestro
organismo de metales que estén presentes en microplasticos de bioplasticos
comerciales. Para ello se llevara a cabo una simulacion del proceso digestivo humano
que incluye las diferentes etapas del mismo asi como los agentes mas importantes en
cada una de ellas, que permite determinar la bioaccesibilidad y la biodisponibilidad de
de los siguientes elementos: Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Mn, Ni, Pb, Sb y Sn. Los bioplasticos
ensayados son: &cido polilactico (PLA), poli(3-hidroxibutirato) (PHB) y poli(3-

hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBvV).
Los objetivos especificos de este trabajo se resumen a continuacion:
- Realizar una revision bibliogréafica sobre los antecedentes del tema a abordar.

- Llevar a cabo los ensayos que permitan evaluar la bioaccesibilidad y
biodisponibildad metalica utilizando el método in vitro de digestibn gastrica

seleccionado.

- Realizar el tratamiento de los datos experimentales para obtener la

informacién requerida.

- Comentar y discutir los resultados obtenidos y compararlos con los datos

bibliograficos.



1. INTRODUCCION

El presente Trabajo de Fin de Grado se centra en el estudio de la presencia de metales
en nuevos plasticos alternativos o bioplasticos y el posible riesgo que pueden suponer

para la salud humana cuando se encuentran como microplasticos en el medio ambiente.

1.1 Plasticos alternativos: Bioplasticos

Dentro de la busqueda de soluciones para la contaminacion ambiental provocada por
los residuos plasticos a nivel mundial, ha cobrado un gran interés en los ultimos afios el
desarrollo de plasticos alternativos para sustituir a los plasticos convencionales, es decir,
los que derivan de fuentes fésiles.

Los plasticos alternativos, o verdes, se pueden englobar bajo el término bioplastico,
aungue se deben tener en cuenta ciertas consideraciones. Dentro de los bioplasticos se
suelen englobar tanto los plasticos biobasados como los plasticos biodegradables,

pudiendo estos Ultimos derivar de fuentes no renovables.

Los pléasticos biobasados son aquellos materiales producidos por sistemas biolégicos,
como animales, plantas o microorganismos; englobandose dentro de los biopolimeros.
No obstante, también pueden ser sintetizados quimicamente siendo sus unidades
poliméricas derivadas de sistemas bioldgicos como por ejemplo aminoacidos, azlcares,

lipidos, etc.

Pero no todos los plasticos biobasados tienen capacidad para biodegradarse, no siendo
por tanto plasticos biodegradables. La biodegradacion es un proceso quimico, fisico
o0 bioldgico que, en funcion de los efectos de la radiacion solar, humedad, cambios de
temperatura o microorganismos, convierte los materiales plasticos en sustancias

naturales como agua, diéxido de carbono y biomasa.

Por otra parte, se debe tener en cuenta la compostabilidad de los materiales plasticos,
ya que no todo plastico biodegradable es compostable. Esta caracteristica esta regulada

por normas y hace referencia a una biodegradabilidad superior al 90 % de un material



plastico y tener una cierta calidad de compost para considerarse como compost [Asham
et al., 2023].

A continuacién, se describen los principales bioplasticos, divididos en tres grandes

grupos en funcion de su origen y biodegradabilidad.
1.1.1 Bioplasticos de origen no renovable biodegradables

Estos son aquellos que provienen de recursos petroquimicos pero que tienen la
capacidad de desintegrarse (en condiciones de compost, es decir, son compostables).
Estos bioplasticos supusieron un gran avance, ya que, si bien su origen sigue siendo de
una fuente no renovable como el petréleo, aln pueden ser aprovechados. Dentro de
este grupo se encuentran algunos polimeros como el PCL (poli e-caprolactona), el PGA
(poliacido glicdlico) (Figura 1) que tienen su aplicacion en el ambito médico debido a su
buena biocompatibilidad y su degradacion, ya que se absorben rapidamente por el
organismo. (Mohamed et al., 2016; Thakur et al., 2021).

N

Poli(e-caprolactona) (PCL)

(A

Poli(4cido glicolico) (PGA)

Figura 1. Estructuras quimicas del PCL y PGA

1.1.2 Biopldsticos de origen renovable no biodegradables

Son aquellos susceptibles de obtenerse de manera parcial o total a partir de recursos
renovables. Son quimicamente idénticos a sus equivalentes petroquimicos y, al igual

gue estos, no son susceptibles de biodegradacion (AndreeRen & Steinblchel, 2019).
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Una de las ventajas de este grupo de biopolimeros es que presentan un menor impacto
ambiental al compararlos con sus homoélogos petroquimicos, ya que provienen de
fuentes renovables, reduciendo asi la huella de carbono. Otro aspecto importante para
considerar es que sus propiedades fisicas y quimicas se equiparan bastante a su

homologo.

Uno de los mas utilizados en este grupo es el bio-polietileno (bio-PE), el cual es
producido a partir del etileno que se obtiene del etanol, el cual a su vez se obtiene de la
fermentacion de la cafia de azlcar, almidén de maiz y almiddn de trigo. Segun datos del
2021, los materiales bioplasticos estuvieron constituidos por un 64,2% de materiales
biodegradables y un 35,8% de materiales procedentes de materia organica y no

biodegradables.

Una de las limitaciones de este grupo es la escasa disponibilidad que hay para conseguir
sus precursores, ademas del alto costo de produccién (European Bioplastics, 2021).

En la Figura 2 se muestran las estructuras de varios polimeros que pertenecen a este

grupo.

o (O

Poli(etileno)(PE)  Poli(propileno) (PP) Poli{etilén tereftalato) (PET)
g It :
|
N N O.__1.0 N
~g~ ~ R
Ny “
|
ﬁr e} )r\‘ H Q n
Poli{uretano) (PU) Poli{famida) 610 (PA 610)

T Q
NP T
Y
H O/n

Poli(amida) 1010 (PA 1010)

Figura 2. Estructuras quimicas de biopolimeros de origen no renovable biodegradables

1.1.3 Bioplasticos de origen renovable biodegradables

Este grupo de bioplasticos es uno de los mas prometedores, ya que son obtenidos a
partir de fuente renovables y, ademas, son biodegradables bajo condiciones
controladas. Estos abordan dos frentes cruciales en la reduccion del impacto

medioambiental causado por los plasticos convencionales.
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Sin embargo, es importante mencionar que presentan limitaciones en términos de
propiedades y costos. Por lo tanto, la investigaciébn actual se centra, no solo en
obtenerlos, sino también en modificarlos para mejorar sus propiedades. El objetivo
principal es convertirlos en materiales de alto rendimiento y con un impacto ambiental
favorable (Kumar & Thakur, 2017).

Como se puede apreciar en la Figura 3, podemos dividirlos en 3 subgrupos:

Polisacaridos
Celulosa
Almidén

Quitina

Quitosano

Proteinas
Gluten
Proteinas de legumbres
Caseina
Coldgeno

Polimeros de origen
renovable y
biodegradables

Poli(acido lactico)
(PLA)

Poli(hidroxialcanoatos)
(PHASs)

Figura 3. Clasificacién de Biopolimeros de Origen Renovable Biodegradables

- Obtenido a partir de la biomasa:

En este grupo se incluyen las proteinas y polisacaridos tanto de origen vegetal como

animal.

Dentro del grupo de las proteinas vegetales, las derivadas de legumbres se destacan
como el segundo subgrupo mas significativo. La proteina de soja es la representante
principal debido a su amplia disponibilidad en la naturaleza, la capacidad de
biodegradacion y el coste reducido, entre otros factores. Estas desempefian un papel
fundamental en la produccion de peliculas y recubrimientos debido a su flexibilidad,
comestibilidad y compatibilidad con alimentos. Ademas, ofrecen propiedades de barrera
notables frente a los gases en comparacion con los lipidos o polisacéridos. No obstante,

presentan limitaciones en términos de propiedades mecanicas y de barrera al vapor de
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agua debido a su naturaleza hidrofilica (Ahmed et al., 2016; Song et al., 2011; Garrido
et al., 2018).

Dentro de las proteinas de origen animal, la gelatina se destaca como uno de los
ejemplos mas relevantes. Esta es obtenida a partir de colageno y posee la capacidad
de disolverse en agua. Una de sus ventajas distintivas es la capacidad para formar geles
transparentes, lo cual resulta altamente deseable en diversas aplicaciones. Ademas, la
gelatina es muy similar al colageno natural, lo que amplia sus posibilidades de uso en
areas emergentes como la ingenieria de tejidos en el campo biomédico. Por otro lado,
se emplea ampliamente en aplicaciones farmacéuticas y alimentarias, donde ha ganado
su reconocimiento por su capacidad para formar peliculas. Entre las caracteristicas mas
destacadas se encuentran su bajo coste, su capacidad de biodegradacion y de
compostaje (Reddy et al., 2013; Molinaro et al., 2015).

Los polimeros derivados de polisacaridos constituyen la materia prima renovable mas
abundante. Se caracterizan porque son biocompatibles, biodegradables y no presentan
toxicidad. Esto los convierte en candidatos con alto potencial para ser utilizados en
ambitos médicos y de envasado de alimentos.

Algunas de las desventajas que presentan son su baja resistencia al agua y por lo tanto
su débil barrera frente al vapor de agua. Como en otros casos, la posible mejora de sus
propiedades es viable mediante la modificacion quimica. Ademas, se pueden mezclar
con otros biopolimeros que permitan reforzar sus propiedades (NeSi¢ et al., 2019;
Nechita & Roman, 2020).

Dentro de los polisacaridos de origen vegetal destaca la celulosa, que es el polimero
natural mas abundante a nivel mundial. Se encuentra en plantas, bacterias, algas y en
algunos animales marinos (Poletto, 2015)). Sin embargo, se obtienen principalmente a
partir de la madera y el algodén, mientras que la pulpa de celulosa se puede obtener de
subproductos agricolas como el bagazo, tallos y pajas de cultivo (Nechita & Roman,
2020).

La celulosa esta formada por unidades de -D- anhidroglucopiranosa unidas por enlaces
O-Glucosidicos B (1=>4), como se muestra en la Figura 4. Su utilizaciéon ha crecido
debido a su disponibilidad, su bajo costo y sus buenas propiedades mecanicas (Liu et
al., 2021).
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enlace p-(1—4) glicosidico

HO
H 0 o
H
OH H
H
H OH n
Celulosa

Figura 4. Estructura quimica de la Celulosa

En los polisacaridos de origen animal destaca la quitina y el quitosano, los cuales,
ademas de presentar las caracteristicas indicadas anteriormente, poseen una buena
biocompatibilidad, no son téxicas, y ofrecen una excelente adsorcion. Sus estructuras

se muestran en la Figura 5 (Reddy et al., 2013).

El campo de aplicacion de éstos engloba areas como el tratamiento de aguas,
cosmeéticos, textiles, etc. (Islam et al., 2017; Peniche et al., 2008).

desacetilacion

HO HO HO
H 0 o H 0] H 0 o
H H o K™
OH H OH H OH H
H O H H
H _<NH H NH  /h H NH; H NHy /n
o= 0_—<
CHa CH3
Quitina Quitosano

Figura 5. Estructuras quimicas de la Quitina y del Quitosano

- Sintetizados a partir de mondmeros de biomasa:

La biomasa no solo permite la obtencion directa de biopolimeros de manera natural,
sino que permite la sintesis de otros polimeros como el caso del acido polilactico (PLA,
Figura 6), que es uno de los bioplasticos comerciales de mayor consumo en la

actualidad.
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CH3

Figura 6. Estructura quimica del PLA

El PLA es un material termopléstico biodegradable, de gran rigidez y transparencia,
similares al poliestireno (PS) o tereftalato de polietileno (PET), lo que lo ha convertido
en uno de los materiales mas explorados debido a sus caracteristicas y su costo

competitivo de produccion.

La manera mas comun de obtenerlo es mediante polimerizacion por condensacion
directa a partir de &cido lactico, derivado de la fermentacibn de azlcares de
carbohidratos provenientes de la cafia de azlcar, maiz, patata, etc. El proceso de
sintesis puede involucrar varias etapas, incluyendo la fermentacién, la purificaciéon y la

polimerizacién.

En la etapa de fermentacion, los azlcares presentes en el almidén o la cafia de azucar
se convierten en &cido lactico mediante la accion de microorganismos como las
bacterias del &cido lactico. Luego, el &cido lactico se purifica para eliminar impurezas y
obtener un producto de alta calidad.

La polimerizacién del acido lactico se puede llevar a cabo mediante diferentes métodos,
como la policondensacion o la polimerizacion por apertura de anillo. En la
policondensacion, se utilizan catalizadores, generalmente metales, y se generan
subproductos como agua. En la polimerizacion por apertura de anillo, se utiliza un
iniciador para iniciar la reaccion de polimerizacion y formar cadenas de PLA (Murariu &
Dubois, 2016; Groot et al., 2022).

Dentro de las caracteristicas mas importantes se encuentran las buenas propiedades
mecénicas, térmicas, durabilidad y transparencia al compararse con otros polimeros
biodegradables. Esta ultima caracteristica lo convierte en un material idoneo para su
uso en productos de envasado y embalaje. Actualmente, ya se usa en productos como
contenedores, botellas, peliculas flexibles para recubrimientos y blisteres. Ademas,

tienen la ventaja de que al final de su ciclo de vida se pueden biodegradar bajo

15



condiciones de compost. Por lo tanto, el desarrollo de materiales de PLA constituye una

opcidn viable para reemplazar a los plasticos convencionales (Groot et al., 2022).

- Obtenido a partir de microorganismos:

Son los materiales que se producen a partir de microorganismos. Entre ellos destacan
los polihidroxialcanoatos (PHAS) como los mas representativos (Lu et al., 2009). Estos
son poliésteres bioldgicos son producidos por una amplia variedad de bacterias Gram-
negativas y Gram-positivas (mas de 300 identificadas hasta ahora que proceden,
principalmente de la familia Halobactericeae) como material de almacenamiento

intracelular de carbono y energia (Raza et al., 2018).

Los PHAs varian en su estructura y propiedades (flexibilidad, cristalinidad, temperatura
de fusion, etc.) de acuerdo con el tipo de microorganismo que los produce, la fuente de
carbén sobre la cual las células crecen, la forma en que el carbon es metabolizado en
las células, asi como el nUmero de atomos de carbono en las unidades monoméricas
individuales y la estructura fisica de esos mondémeros durante su incorporacion en las

cadenas poliméricas mediante enzimas bacterianas (Lu et al., 2009).

Los PHAs incluyen un amplio grupo de polimeros y copolimeros. Entre los mas
comerciales destaca el poli(3-hidroxibutirato) (PHB), cuyas caracteristicas térmicas y
mecanicas son similares al polipropileno (PP). EI PHB es un homopolimero con una
elevada rigidez y cristalinidad. Ademas, presenta una alta inestabilidad a temperaturas
cercanas a su punto fusion (Tsui et al., 2013). Su peso molecular, al igual que el de otros
tipos de PHAs, depende basicamente, de la fuente de la cual se produce, las
condiciones de crecimiento y el método de extraccion (Raza et al., 2018). Otro PHA
comercial es el poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBv) que ha reemplazado
en algunas aplicaciones al PHB debido a que presenta una temperatura de fusion
mayor, lo que le permite tener una ventana de procesado mas amplia. Ademas, presenta
mejores propiedades fisicas, destacando una mayor flexibilidad y baja cristalinidad
(Masood, 2017). Ambos son materiales termoplasticos que se producen a partir de
bacterias que fermentan azulcares. La formula quimica del PHBv es similar a la del PHB,
ya que también es un poliéster que consiste en unidades repetidas de hidroxibutirato
(Figura 7). La diferencia es que el PHBv también contiene grupos vinilo en su cadena
polimérica, lo que le confiere propiedades mecanicas y térmicas mejoradas (Dai et al.,
2007).
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Figura 7. Estructuras Quimicas del PHB y PHBv

La reaccion de polimerizacion para la sintesis de PHB implica la utilizacion de

microorganismos como bacterias y levaduras que producen este biopolimero como un
producto de desecho. La sintesis ocurre a través de la condensacion de dos moléculas
de acido beta-hidroxibutirico (3-hidroxibutirato) para formar un enlace éstery liberar una
molécula de agua. Este proceso se repite para formar la cadena polimérica (Kourmentza
et al., 2017).

La sintesis de PHBvV se realiza mediante un proceso de fermentacion en el que los

microorganismos utilizan fuentes de carbono, como glucosa o &cido acético, y nitrégeno
como fuente de nutrientes. La sintesis del copolimero se controla mediante la regulacion
de las condiciones de cultivo, como la temperatura, el pH y la concentraciéon de
nutrientes. Durante la polimerizacién, los monémeros de 3HB (acido 3-hidroxibutirico) y
3HV (acido 3-hidroxivalérico) se unen mediante enlaces éster, formando asi el
copolimero PHBv. La proporcién de los mondmeros utilizados en la sintesis determina
las propiedades fisicas y mecanicas del material final (Waheed et al., 2021). En ambas
sintesis se utilizan diferentes catalizadores metalicos para facilitar la polimerizacién de

los monémeros y la formacién de las cadenas poliméricas.

Este grupo se considera como una opcion viable en diferentes campos como sustitutos
de los polimeros petroquimicos, elastémeros e incluso algunos polimeros de uso masivo

como el poli(etileno) o el poli(propileno).

Los PHAs presentan una importante biocompatibilidad en diferentes medios. También
cuentan con una importante biocompatibilidad, lo que permite su uso en aplicaciones
médicas en ambitos como la liberacién controlada de farmacos, implantes, etc. Por otro
lado, los PHAs pueden emplearse como peliculas flexibles de diferente espesor, dentro
de las cuales se encuentran las membranas semipermeables, filamentos, adhesivos y

materiales para envasado (contenedores, botellas, etc.) (Volova, 2004).
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1.2 Microplasticos derivados de bioplasticos

Los microplasticos (MPs) son pequefios fragmentos plasticos (inferiores a 5 mm) que
pueden ser clasificados en dos categorias principales: primarios y secundarios. Los
primarios son aquellos que se producen y utilizan especificamente para fines
industriales o de consumo, como las microesferas en productos de cuidado personal y
limpieza. Estos pueden ser liberados directamente en el medio ambiente a través del
uso de estos productos, y son considerados una fuente significativa de microplasticos

en el medio marino.

Los secundarios son aquellos que se forman a partir de la degradacion de objetos de
plastico mas grandes, como botellas y envases. Estos pueden ser liberados en el medio
ambiente a través de procesos naturales, como la erosion y la degradacion solar, o por

la actividad humana (Gewert et al., 2015).

Los microplasticos tienen un impacto ambiental significativo. Debido a su pequefio
tamafio, pueden ser ingeridos por una amplia variedad de organismos acuaticos y
terrestres, lo que puede provocar efectos adversos en la salud y el comportamiento de
los animales. Ademas, también pueden actuar como vectores para la propagacion de
contaminantes y productos quimicos en el medio ambiente. Los microplasticos también
pueden impactar en la salud humana a través de la ingesta de alimentos contaminados
y la inhalacién de particulas finas (Mason et al., 2016). Por lo que consideran una

amenaza ambiental debido a su persistencia y amplia distribucion.

La descomposicion de los bioplasticos también puede generar microplasticos, aunque
la velocidad de descomposicién y la cantidad y tamafio de los MPs pueden variar segin
el tipo de bioplastico.

La biodegradabilidad depende de la naturaleza quimica del polimero y de factores
ambientales como la temperatura, la humedad y el pH, entre otras. Por lo tanto, varia

en tres entornos: suelo, sistema acuéatico y compostaje.

La biodegradacion se hace més factible en el suelo, ya que existe una gran diversidad

de microorganismos. En general, el suelo compostado con bioplastico aumenta la
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fertilidad y el rendimiento de cultivos. Se observa que el contenido microbioldgico
aumenta después de la biodegradacion. Por ejemplo, cuando el PLA se biodegrada,
libera H.O, CO; y materia organica descompuesta que las plantas son capaces de
utilizar. Ademas, cuando se aflade Oz, no se generan intermedios ni subproductos
téxicos (Ali Shah, et al., 2008). En procesos de compostaje, las peliculas de PHAs
enriguecen el suelo mas que las de PLA, ya que aumenta la poblacion microbiana. La

biodegradabilidad mas alta se encontrd para bioplasticos a base de celulosa.

A continuacion, se muestra en la Tabla 1 la biodegradacién de diferentes bioplasticos

tanto en el suelo como en medio acuético (Ahsan et al., 2023).

Tabla 1. Biodegradabilidad de diferentes polimeros.

Bioplastico Medio T2/Humedad/pH Blodegr(i/(:;bllldad Dias para la biodegradacion
PLA Suelo 30% 10% 98
PLA Suelo 25°C/ 60% 13,80% 28
PLA agua de mar 25°C 8,40% 365
PHA Suelo 20°C/60% 48,50% 280
PHA Suelo 39%/ pH 6,8 75% 80
PHA Compostaje/suelo 25°C/65% 50% 15
PHAs agua de mar 25°C 8,50% 365
Celulosa Suelo Indefinido 100% 103

1.3 Metales en microplasticos derivados de bioplasticos.

La presencia de metales en los microplasticos de materiales bioplasticos puede deberse
al proceso de fabricacion del propio bioplastico, al emplearse como catalizadores en los

procesos de produccion de sus biopolimeros, tal como se ha sefialado anteriormente.

En la sintesis del poliacido lactico (PLA) los catalizadores metélicos mas comunes
utilizados para facilitar la polimerizacion son:
- Catalizadores de estafio: Los compuestos de estafio, como el octoato
de estafo(ll) (Sn(Oct).) o el cloruro de estafio(ll) (SnCl,), se utilizan
ampliamente como catalizadores en la polimerizacion del &cido

lactico. Estos catalizadores de estafio son eficaces para promover la
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apertura del anillo del acido lactico y la formacion de las cadenas
poliméricas del PLA (Baez et al., 2011).

- Catalizadores de zinc: Los compuestos de zinc, como el acetato de
zinc (Zn(OAc)2) o el cloruro de zinc (ZnCl,), también se utilizan en la
sintesis del PLA como catalizadores. Estos catalizadores de zinc
pueden facilitar la policondensacion del &cido lactico y promover la
formacion de enlaces entre las moléculas de acido lactico (Hu et al.,
2017).

La eleccion del catalizador metéalico dependera del método de polimerizacion y de las
condiciones experimentales especificas. Ademas, es necesario optimizar las cantidades
y las proporciones de los catalizadores utilizados para obtener un PLA con las
propiedades deseadas.

En la sintesis del PHB y PHBv también se emplean catalizadores metdlicos, entre los
gue destacan:
- Catalizadores basados en metales alcalinos o alcalinotérreos: Los
catalizadores que contienen metales alcalinos como sodio o potasio,
0 metales alcalinotérreos como calcio, se usan en la sintesis del PHB
y PHBv. Estos catalizadores actian como iniciadores de la
polimerizacién, facilitando la formacion de las cadenas poliméricas
(Raj et al., 2022).

Pero también los metales pueden ser incorporados a los MPs de bioplasticos como
consecuencia de su co-precipitacién o adsorcidon en su superficie, una vez que han sido
liberados al medio ambiente. Los metales adsorbidos en los microplasticos pueden
provenir de diversas fuentes, como son la actividad industrial, la mineria, la agricultura,
la acuicultura y la gestion de residuos, etc. (Liu, et al., 2021; Zhou, J, et al., 2020). Se
ha constatado que las actividades de produccioén industrial, la basura y los lodos de las
depuradoras constituyen las principales fuentes de contaminacion de los MPs presentes
en el medio ambiente. Y se ha encontrado una relaciéon directa entre el grado de
contaminacién por metales pesados en un suelo y el contenido de ciertos metales, Cd,

Pb, Mn y Hg, en los MPs presentes en dicho suelo (Zhou, et al., 2019).

Se ha evaluado el diferente comportamiento de microplasticos de bioplasticos
degradables (PCL, PLA) y de un plastico convencional (PE), en relacién a su capacidad

de adsorcion de metales pesados (Cu, Pb, As, Mn, Cr y Co) durante su envejecimiento
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en agua de mar. Los autores concluyeron que ambos tipos de microplasticos mostraron
diferentes afinidades por los metales, siendo mas retenidos el Pb, Cu y As en los
biodegradables y el Mn, Cry Co en el PE. También el PE incrementd su capacidad de
adsorcion con el tiempo (9-12 meses), mientras que no ocurrié asi para los bioplasticos
(Shi et al., 2023).

Dependiendo de los metales estudiados, existen estudios que demuestran una mayor
capacidad de adsorcion de metales del medio al bioplastico, PLA, con respecto a un
plastico convencional, PE (Guan et al., 2022). Y otros estudios en los que el mismo
bioplastico (PLA) manifest6 una menor capacidad de adsorcién en comparacion con
MPs de plasticos convencionales (PE, PVC, PS, PP) (Liao & Yang, 2020). En
experimentos de laboratorio se constatd que esta capacidad aumento con el tiempo de
exposicion y tendio a ser estable después de alcanzar su equilibrio (C. Chen et al., 2021,
Q. Chen et al., 2021).

Tal como se ha comentado anteriormente, los MPs pueden alcanzar todos los
ecosistemas y entrar en la cadena tréfica, por lo que es importante tener en cuenta esta
presencia de metales en los bioplasticos y no sélo en los plasticos convencionales. Hoy
en dia est4 en continuo aumento el uso estos plasticos alternativos, en sustitucion de
plasticos convencionales, por lo que es necesario realizar estudios que permitan evaluar
su viabilidad como materiales sostenibles tanto medioambientalmente como para la

salud humana.

1.4 Bioaccesibilidad vy biodisponibilidad de metales presentes en

microplasticos.

Uno de los principales destinos ambientales de los residuos plésticos es el medio
marino, por lo que los microplasticos primarios o los generados a partir de dichos
residuos pueden tener una amplia variedad de efectos en los organismos acuéticos. De
esta manera, los metales (y otros contaminantes) presentes en los microplasticos
pueden llegar a acumularse en los tejidos de los organismos a lo largo de la cadena

alimentaria (Galloway et al., 2017).

Estos efectos no solo son provocados por la ingesta directa de los MPs sino también
por la liberacion al medio de compuestos tdxicos presentes en los plasticos, quedando

potencialmente disponibles en el medio ambiente y bioaccesibles para los seres vivos.
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Cuando se estudia el impacto ambiental de estos materiales, desde el punto de vista de
la contaminaciébn metalica, es importante diferenciar dos términos directamente
relacionados como son la bioaccesibilidad y biodisponibilidad de los metales presentes
en los microplasticos. La bioaccesibilidad se refiere a la fraccion de un metal que se
encuentra disponible para su absorcion por parte de los organismos vivos que se
exponen a los microplasticos en el medio ambiente. Por otro lado, la biodisponibilidad
se refiere a la capacidad de un metal para ser absorbido y utilizado por los organismos

vivos (Gomez-Jacinto et al., 2020).

La biodisponibilidad de los metales en el medio marino puede estar influenciada por
factores como la salinidad, el pH, la temperatura y la presencia de otros componentes
quimicos en el agua (Khan et al., 2022).

Los riesgos a nivel humano de la presencia de metales en MPs ha sido evaluado
mediante métodos in vitro, que consideran la ingestion de MPs y su posterior digestion
gastrointestinal. En este caso, la fraccidon biodisponible es la fraccion metélica que
atraviesa la membrana celular del intestino y pasa al torrente sanguineo. Asi, Godoy et
al. (2020) estudian la bioaccesibilidad de dos metales pesados (Cr y Pb) presentes en
microplasticos en el cuerpo humano, mediante el uso de un simulador gastrointestinal
dinamico, el cual es capaz de reproducir las condiciones fisiol6gicas gastrointestinales
humanas. Los resultados obtenidos mostraron comportamientos muy diferentes para
cada polimero (PE y PP) y metales estudiados. El Cr se liber6 mas rapido en el
estbmago y comenzaba a precipitar con el tiempo, mientras que el Pb se liber6 mas
lentamente y en menor cantidad; comenz6 a precipitar cuando el pH aumentaba a 6,5
unidades en la disolucion duodenal. Cuando terminé la fase duodenal la cantidad Pb
gue fue absorbido por la membrana del reactor que simula la absorcién intestinal fue

mayor que la de Cr.

Con un modelo digestivo similar, se estudié el comportamiento del Cr, As, Cd y Pb en
microplasticos de PVC y se observé que el Pb en la disolucion gastrica (pH = 1,5) era
100 % bioaccesible. Alaumentar el pH a 7 en la fase intestinal este porcentaje descendio
al 14%, por lo que la precipitacion del plomo es probablemente la responsable de esta
disminucion de su bioaccesibilidad. Mientras que la bioaccesibilidad del Cr, As y Cd
aumentaron desde la fase gastrica a la intestinal (Chen, X. et al., 2022). Estos datos del
Pb son consistentes con otro estudio en el que se ensayaron microplasticos de
diferentes tipos y se estudié la bioaccesibilidad del Fe, Mn, Co y Pb; simulando las

condiciones gastricas de las aves marinas. Se concluyd que las concentraciones
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bioaccesibles eran insuficientes para causar efectos adversos a las aves (Holmes, L, et
al., 2020).

1.5 Legislacién

La legislacién sobre plasticos en Europa esta en constante evolucion para abordar los
problemas ambientales relacionados con el plastico y promover practicas mas
sostenibles en su produccion y uso. Se centra principalmente en la reduccién del
consumo de bolsas de plastico ligeras (Directiva (UE) 2015/720), la regulacién de la
migracion de sustancias desde materiales plasticos a alimentos (Reglamento (UE) No
10/2011) y la limitacién de metales pesados en plasticos utilizados en envases de
alimentos (Directiva 94/62/CE). En este ultimo caso se pretende reducir o eliminar la
presencia de 32 metales pesados en plasticos utilizados en envases de alimentos,
estableciendo que la suma total del contenido en Pb, Cd, Hg y Cr (VI) no puede exceder
los 100 mg/kg. En cuanto al limite global de migracién, éste no debe superar los 10 mg
por 1 dm?2,

También, la Estrategia Europea de Plasticos (2018) establece un marco general para
abordar los desafios relacionados con los plasticos en la UE, incluyendo objetivos

ambiciosos para la economia circular y el reciclaje de plasticos.

En el caso concreto de los microplasticos, la Agencia Europea de Sustancias y Mezclas
Quimica (ECHA) propuso en 2019 una restricciobn sobre su uso en productos
comercializados en UE. Se calcula que se podria evitar la liberacion de 500 mil
toneladas de MPs en un plazo de 20 afios (ECHA, 2020).

Con el fin de evaluar el riesgo derivado de la posible ingestién de MPs procedentes del
medio marino, se puede tener en cuenta Lla regulacion especifica para el contenido
metalico en productos de la pesca la ingestion maxima de metales en el medio marino
puede variar segun el pais o region. En la Unién Europea, los limites maximos de
metales en los productos pesqueros y mariscos se establecen en el Reglamento (CE)
No 1881/2006, actualizado por el Reglamento (UE) No 2019/1881, con objeto de. Los
limites maximos se establecen para proteger la salud humana de los posibles efectos

téxicos de la exposicion a metales presentes dichos en los productos del mar.
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Por ejemplo, el limite maximo para el plomo en pescado y mariscos es de 0,1 mg/kg,
mientras que el limite maximo para el mercurio en pescado y mariscos varia segun la

especie y el pais de origen. En Espafa oscila entre (0,5-1,0) mg/kg carne.

1.6 Determinacion de metales.

Para la determinacién de metales presentes en microplasticos se pueden emplear
diversas técnicas instrumentales, entre las que se encuentran la espectroscopia de
absorcién atémica (AAS), la espectroscopia de emision dptica (OES), la espectrometria
de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) y la espectrometria de
fluorescencia de rayos X (XRF).

De todas estas técnicas, destaca el ICP-MS que proporciona informacién multielemental
de manera rapida, precisa y exacta para determinar y cuantificar la mayoria de los
elementos de la tabla periddica a niveles traza y ultratraza, en un amplio rango lineal de

9 6rdenes de magnitud (ng/L — mg/L) y con muy bajos limites de deteccion.

Esta técnica es la empleada en este trabajo final de grado para la determinacion de

metales en las muestras de MPs de los bioplasticos, objeto de estudio.

Los componentes del sistema se muestran en la Figura 8. Este consta de un sistema de
introduccion de muestra, plasma y bobina de radiofrecuencia, interfase, sistema de

purga, lente de iones, celda de reaccion, espectrémetro de masas y detector.
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Figura 8. Componentes de un instrumento de ICP-MS (Agilent Technologies®)

Ademas, combina dos propiedades analiticas que lo convierten en un potente detector
en el campo de andlisis de trazas. La primera es la obtencibn de una matriz
practicamente libre de interferencias debido a la alta eficiencia de ionizacion del plasma
de argdn y, por otra parte, presenta una alta relacion sefial-ruido, caracteristico en las

técnicas de espectrometria de masas.

La introduccién de la muestra se realiza mediante un sistema nebulizador para muestras
liguidas, y para muestras sélidas mediante vaporizacidn electrotérmica o ablacién laser
(Skoog et al.,, 2007). El sistema de inyeccion de la muestra liquida consigue la
nebulizacién por efecto Venturi. La muestra entra al dispositivo por medio de una bomba
peristaltica y es transportada hasta el sistema nebulizador, donde es transformada en
aerosol gracias a la accion del gas argoén, el cual se encuentra a temperaturas
aproximadamente de (8.000 — 10.000) K. Los iones del plasma de argdn y electrones
poseen energias cinéticas extremadamente elevadas que ionizan la mayoria de los
analitos con una eficiencia de mas del 90 %. De este modo, los atomos presentes en la
muestra son ionizados, se forman iones elementales monopositivos (M*) que son
transferidos a través de un cono de muestreo y luego a un segundo cono denominado

separador (Cueto Diaz, 2013).

Después, estos iones monocargados son acelerados y enfocados a través de un
sistema 6ptico, para ser conducidos hacia el orificio de entrada del analizador de masas
(generalmente cuadrupolo), donde los iones son separados de acuerdo con su relacion
masa/carga. Finalmente, éstos alcanzan el detector multiplicador de electrones (Mothes
& Mattusch, 2014).

Para la determinacion de metales en muestras de microplasticos mediante esta técnica,
primero se realiza una digestién acida de la muestra para poner en disolucién los
metales presentes en los MPs. Posteriormente, se el extracto obtenido se analiza

mediante el ICP-MS (Kutralam-Muniasamy et al., 2021).

En la bibliografia se citan diferentes estudios de cuantificacion de metales en
microplasticos a través de esta técnica, como el estudio explicado en el apartado 1.3 en
el cual llevan a cabo una adsorcion metalica sobre los MPs, su digestién y posterior
analisis empleando de esta técnica (Shi et al., 2023). Elseblani et al. (2023) utilizan la

misma técnica para la cuantificaciéon de diversos metales como el U, Th, V, Pb, Cr, Hg,
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Sn Pd, As, Ag en diferentes tipos de microplasticos convencionales, sometidos a una
digestién acida previa. También Hind El Hadri et al. (2020) emplea la técnica para la
cuantificacién de los metales Fe, Cu, Zn, As, Cd, Sn, Sb, Pb y V en el mismo tipo de
matriz polimérica. En todos los estudios se alcanzaron resultados reproducibles y

satisfactorios con la técnica de ICP-MS.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Materiales y reactivos

e Reactivos

Acido clorhidrico 1M, HCI, (Sigma Aldrich, USA).

Acido clorhidrico 36,5 % - 38 %, HCI para anélisis de trazas (J.T. Baker).
Acido glucuroénico (Sigma Aldrich, USA).

Acido nitrico 69 % - 70 %, HNOs, para andlisis de trazas (J.T. Baker).
Acido Urico (Sigma Aldrich, USA).

Agua ultrapura (UPW) de resistividad de 18 MQ-cm obtenida mediante el

sistema de purificacion de agua Direct-Q®, Millipore Co (Bedford, MA, USA).

Albumina de suero bovino (Sigma Aldrich, USA).

Bicarbonato de sodio, NaHCOs; (PA, Sigma Aldrich, USA).

Bifosfato de sodio, NaH.PO4 (PANREAC).

Carbonato de potasio, K2COs, (Sigma Aldrich, USA).

Cloruro de amonio, NH4ClI (Sigma Aldrich, USA).

Cloruro de calcio dihidratado, CaCl; -2H,O (EMSURE).

Cloruro de magnesio al 98%, MgCl, (Sigma Aldrich, USA).

Cloruro de potasio, KCI (Sigma Aldrich, USA).

Cloruro de sodio 99,5%, NaCl (Sigma Aldrich, USA).

Disoluciones patrén de 1000 mg/L de Cd, Sn, Sh, Hg, Pb, Cr, Mn, Co, Ni,

Cu (Panreac, Espafa).

Fosfato monopotasico, KH.PO4, (Sigma Aldrich, USA)
Glucosa (Analar NORMAPUR, BELGICA).

Hidrocloruro de Glucosamina (Sigma Aldrich, USA).
Hidrogeno fosfato de dipotasio, K:HPO4 (Sigma Aldrich, USA)
Hidréxido de sodio, NaOH (EMSURE, ALEMANIA).

Lipasa (Sigma Aldrich, USA).

Mucina (Sigma Aldrich, USA).

Pancreatina, porcina (Sigma Aldrich, USA).

Pepsina, mucosa gastrica porcina (Sigma Aldrich, USA).
Sales biliares (Sigma Aldrich, USA).
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- Sales de mar, S9883 (Sigma Aldrich, USA).

- Sulfato de sodio, Na,SO, (Sigma Aldrich, USA).

- Tiocianato de potasio, KSCN (EMPLURA, Sigma Aldrich).

- Urea (Carbamida), NH,CONH: (Sigma Aldrich, USA).

- a-Amilasa, pancreas porcino (Sigma Aldrich, USA)

- TRIS 99,9%, N-tri(hidroximetil)metilamina, (Sigma Aldrich, USA).

e Material

Material volumétrico de vidrio clase A.

Espétulas de pléastico.

Membranas de didlisis, Cellu Sep® H1 high grade regenerated cellulose
tubular membranes (molecular weight cutoff 10 kDa, 50 cm x 25.5 mm),
Membrane Filtration Products Inc (Seguin, TX, EEUU).

Filtros de nylon de 0,22 um (ThermoScientific, USA) acoplados a jeringas
de plastico de 25 mL.

Micropipetas Eppendorf de volumen fijo y variable (Hamburgo,
Alemania).

Botes de plastico para conservar los extractos.

Para evitar la contaminacion metdlica, todo el material de vidrio y plastico utilizado se

lavé con agua ultrapura y se mantuvo en un bafio de HNOs al 10% durante 48h. Antes

de su uso se aclaré al menos tres con agua ultrapura.

2.2 Instrumentacion

e Balanza electrénica AND modelo ER-180A, de precision + 0,0001 g (Thebarton
SA, Australia).
e pHmetro, CRISON micropH 2001 (Crison, Espafia).

¢ Incubador Boxcult y agitador orbital Rotavit (Selecta, Espafia).

o Estufa, modelo P-Selecta (Selecta, Espafia).
e ICP-MS cuadrupolar Thermo X-serie 2 (Waltham, MA, EEUU).

e Microondas ETHOS Plus, provisto con un sistema de 6 reactores de teflon de

alta presion (Milestone, Sorisole, Italia).
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2.3 Preparacion de las muestras

En el presente trabajo se emplearon muestras de bioplasticos procedentes de proyectos
de investigacién desarrollados por el grupo de QANAP. Los bioplasticos son: acido
polildctico  (PLA), poli(3-hidroxibutirato) (PHB) y poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) (PHBv). Todos los materiales virgenes fueron obtenidos
comercialmente en forma de granulos regulares, con tamafios inferiores a los 5 mm
(Figura 9).

Figura 9. Muestras de biopldsticos analizadas: a) PLA, b) PHB y c) PHBv

2.3.1 Proceso de adsorcion metalica

Las muestras descritas se someten a un proceso previo de adsorcion de metales, con
objeto de simular su comportamiento como vectores de contaminacién en el medio
marino. Dicho procedimiento consiste en poner en contacto los granulos de los
bioplasticos con un agua de mar sintética sobrecargada con una determinacién

concentracion de los metales objeto de estudio.

Para ello, se prepara una disolucién de agua de mar sintética con una concentracion de
10 mg/L de los metales objeto de estudio: Cr, Mn, Co, Ni, Cu, Ag, Cd, Sn, Sb, Hg, Pb.
Se pesan en balanza analitica 10,0000 g de MPs de cada biopolimero, se introducen en
sendos matraces Erlenmeyer y se les afiaden 500 mL del agua de mar preparada
anteriormente. También se realizé un blanco de procedimiento con el agua de mar sin

fortificar.
Los matraces se mantienen en agitacion durante 48 h, a temperatura ambiente, en el

incubador. Finalmente, se filtra el agua, se recogen los granulos en cajas Petri y se

secan en estufa a 60 'C durante 24 h.
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Las muestras de MPs asi sobrecargadas con los metales de interés seran analizadas
para determinar su concentracién metalica total, asi como se utilizaran en los ensayos

de digestion gastrica in vitro para evaluar la bioaccesibilidad y biodisponibilidad metalica.

2.4 Procedimiento de digestion acida asistida por energia de microondas

Para cuantificar el contenido total de metales en los granulos de MPs (virgen y
sobrecargados) es necesario poner en disolucion dichos metales mediante una
digestion acida asistida por energia de microondas.

Para realizar la digestion, se pesan en balanza analitica 0,1000 g de las muestras, se
introducen en los reactores de alta presion y se afladen los siguientes reactivos: 8 mL
de HNOgs al 70 % y 2 mL de HCI al 35%. A continuacion, se someten al programa de
temperaturas que se muestra en la Tabla 2 (optimizado previamente en el grupo de
investigacion QANAP). Los extractos obtenidos se diluyen a 50 mL en matraces

aforados. Se preparan de la misma forma blancos de procedimiento.

Tabla 2. Programa de temperaturas del horno microondas

P (W) t (min) T(°C)
1000 0 0

1000 5 120
1000 20 180
1000 35 220
1000 50 220
1000 95 0

Posteriormente las disoluciones se filtran con filtros de jeringa de 0,22 um, y se

conservan a 4 °C hasta el momento de su analisis mediante ICP-MS.
2.5 Procedimiento de digestion gastrica in vitro

Se lleva a cabo una simulacion del proceso digestivo de los seres humanos. Para ello
se prepararon cinco disoluciones que intervienen en este proceso, en el siguiente orden:
la primera es la disolucién sintética de la saliva (S), luego la disolucién sintética gastrica
(G), la tercera es la disolucién sintética duodenal, la cuarta se trata de la bilis y, por

altimo, la disolucién que simula al plasma humano (SBF). En las tablas del Anexo 2 se

30



recogen los diferentes reactivos que se utilizan para preparar cada una de las

disoluciones.

Antes de su utilizacion, todas las disoluciones se activan en el incubador durante 1 hora
a 37 °C.

Se pesaron 0,6000 g del polimero en tubos de centrifuga de vidrio de 50 mL. Después,
se afiaden 9 mL de saliva y se agita manualmente durante 10 segundos.
Posteriormente, se afladen 13,5 mL de fluido gastrico y se agita durante 1h a 37 °C en
un incubador. Luego, se afiadieron 27mL de la disolucién duodenal (se comprueba que

el pH sea inferior a 1,5) y a continuacion se afiaden 9 mL de bilis (pH = 6,3 + 0,5).
Los ajustes de pH se realizaron con disoluciones de NaOH 1 My de HCl al 37 %.

A continuacién, se introducen 20 mL de la disolucién de plasma en la membrana, que
ha sido previamente acondicionada hidratdndolas con abundante agua ultrapura. Se

pesa y se introduce en el matraz. Se mantiene en el incubador durante 4 h a 37 °C.

Después de este tiempo, se retira la membrana y se recogen las dos fracciones finales:
la interna de la membrana (que se designa de aqui en adelante como fraccién dializada,
D) y la externa a la membrana (llamada fraccion no dializada, ND). Ambas fracciones
se trasvasan a botes de plastico limpios y se conservan a -4 “C hasta el momento de su

analisis mediante ICP-MS.

De todas las fracciones obtenidas se determinan sus masas, que se calculan por
diferencia. Estos ensayos se realizan por triplicado y también se preparan los

correspondientes blancos de procedimiento, en ausencia de MPs.

2.6 Determinacion de metales mediante espectroscopia de masas con plasma

acoplado inductivamente (ICP-MS)

En este trabajo de fin de grado son objeto de estudio los siguientes elementos: Cd, Co,
Cr, Cu, Hg, Mn, Ni, Pb, Sby Sn.

2.6.1 Condiciones instrumentales

La determinacién de los elementos metélicos se realiza empleando un equipo de ICP-
MS. Para ajustar sus pardmetros instrumentales se utiliza una disolucion multipatrén lo
gue permite medir las masas bajas, medias y altas de los metales de interés con la

méxima sensibilidad y minimizar el efecto de las interferencias poliatbmicas. El nUmero
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de cuentas de cada uno de los metales y el porcentaje méximo de interferentes viene

indicado por el fabricante.

Las condiciones instrumentales fijadas en el equipo empleado se detallan en la tabla 3.

Tabla 3. Condiciones Instrumentales del equipo de ICP-MS

Condiciones de operacién

Potencia 1,35 kW
Flujo de gas del nebulizador 0,75 L min*
Flujo de gas de refrigeracién 1,00 L min*t
Flujo de gas de muestra 14,00 L min-t
Flujo del nebulizador 1 mL min+
Camara de nebulizacion Scott de doble p:';lcso, refrigerada a 4
Pardmetros de adquisicién
Modo de adquisicién Scan
Modo de deteccion Dual
Tiempo de medida 3 s/ is6topo

Los is6topos de cada elemento elegidos para su determinacion son: *Cd, *°Co, 52Cr,
63Cu, 55Mn, ONi, 208pPDb, 121Sp y 1183n, S5Fe, 19°Ag. Para los metales Cd, Fe, Co, Ag, Sn,
Sb, Pb se empled como patrén interno el **Rh y para los metales Cr, Mn y Cu se utilizd
el °Sc.

2.6.2 Linealidad

a) Determinacién del contenido total de metales en microplasticos.

La digestion acida de los MPs proporcion6 su disolucion total, obteniendo extractos
incoloros. Para la cuantificacion de los metales en dichos extractos se emplea el método

de cuantificacion con disoluciones multipatron en medio &cido (10 % v/v HNOs).

A modo de ejemplo se muestra en la Figura 10 la representacion grafica de la recta de

calibrado correspondiente al Mn.

32



9
8 e
7
2 6 y:O.06127x+0.OO48
35 RE=1
S~
C
S 4
"3 .o
2
.
1 e
0 &#®
0 20 40 60 80 100 120 140

[Mn] (pg/L)

Figura 10. Recta de Calibrado para la determinacion del contenido total de Mn en los micropldsticos.

Se construyen las rectas para los demas metales (Anexo 2). Los valores obtenidos del
coeficiente de correlacion (r) para todos los metales objeto de estudio son del orden de
0,9900; por lo que la relacion se puede considerar lineal en el rango de concentraciones
estudiadas en cada caso.

b) Determinacion de metales en las disoluciones obtenidas en la digestion in vitro.

Para evaluar cual es el método de cuantificacion adecuado para la determinacion de
metales en MPs en las disoluciones obtenidas en los ensayos de digestion in vitro, se
comprobd el efecto de la matriz, comparando las pendientes de las rectas de calibrado
al 1 % de HNOs con las correspondientes rectas de adicion para las fracciones de no
dializado (ND) y dializado (D).

Las rectas de calibrado y de las correspondientes adiciones obtenidas para la

determinacion del Mn se muestran en la Figura 11.
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Figura 11. Rectas de calibrado y adiciones para el Mn en las fracciones no dializado y dializado.

Para ello, se compararon las pendientes de las rectas de calibrado con las rectas de las
adiciones. Antes de realizar el Test t para comparar las pendientes, es necesario realizar
el Test F, donde se comparan los cuadrados de los errores asociados a cada recta

(Syi?), utilizando la ecuacion 1:

[%2]
R

F = Ecuacion 1

%2]
R

La F experimental calculada para la recta de calibrado y la adicién de no dializado fue
de 0,21. En el caso de la comparacion de la recta de calibrado y la adicién del dializado
fue de 2,15. En ambos casos, Fexp<Fcit(9,013), por lo que las varianzas son comparables
y podemos calcular t mediante el Test de Student, mediante la ecuacion 2:

b, — b,

2 1 1
S% (E(Xi,l —X1) + (X2 — xz))

Ecuacion 2

texp =

Estos célculos se realizan para cada uno de los elementos objeto de estudio y se obtiene
gue para todos elloslos valores de ‘t’ experimentales son mayores que los valores de ‘t’
critica, por lo que las pendientes no son comparables. Esto hace necesario seleccionar
el método de las adiciones estandar para cuantificar todos los elementos, tanto en las

disoluciones de dializado como de no dializado.
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2.6.3 Limites de deteccidén y cuantificacion

Se evalud la sensibilidad a través de los parametros: limite de deteccion (LDD) y limite
de cuantificacion (LDC)

e EILDD se define como el valor minimo de la magnitud a medir que el instrumento
puede diferenciar de forma fiable de un ruido instrumental o un blanco, al 99%

de confianza.

La ecuacion del LDD del calibrado es:

a+3-Sa .,
LOD = B — Ecuacion 3
Siendo ‘a’ la ordenada en el origen, ‘Sa’ el error asociado a la ordenada en el origen y

‘b’ la pendiente.
La ecuacion para el LDD de las adiciones es:

(a—S1)+3-Sa »
LOD = A FEcuacion 4

Donde ‘S;’ es la sefal del punto de adicién 0.

o EILDQ se define como el valor minimo de la magnitud a medir que genera una

sefal que se puede cuantificar de forma fiable, al 99% de confianza.

La ecuacion para el calibrado es:

a+10-Sa .
LDQ = — Ecuacion 5
La ecuacion para las adiciones es:
(a—S51)+10-Sa »
LDQ = Ecuacion 6

b

e Resultados de los LDD y LDQ de los contenidos totales en los microplasticos.
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En la Tabla 4 se recogen los limites de deteccion y cuantificacion alcanzados para la

determinacion del contenido metalico total, para el método de digestién acida asistida

por energia de microondas y medida instrumental con ICP-MS.

Tabla 4. LDD y LDQ para la determinacion del contenido metdlico total.

LDD LDC
Metal (ne/L) (ne/L)
Cd 0,26 0,59
Cr 0,03 0,12
Mn 0,35 1,13
Co 0,12 0,32
Ni 0,89 1,83
Cu 0,83 1,79
Ag 0,80 1,51
Sn 1,11 2,81
Sb 0,08 0,18
Pb 0,23 0,68

e Resultados de los LDD y LDQ de las disoluciones de los ensayos de

biodisponibilidad.

Se calculan los limites de deteccién y cuantificacion para la determinacion de los

elementos estudiados, empleando el método de adicion estandar, encada una de las

fracciones obtenidas en el proceso de digestion in vitro, fraccion no dializada (ND) y

dializada (D). Se recogen en la Tabla 5.

Tabla 5. Limites de deteccion (LDD) y de cuantificacion (LDC) para la determinacion metdlica en las fracciones ND y D.

No Dializado Dializado
Metal LDD LDC LDD LDC
cd 0,26 0,62 0,07 0,25
Cr 0,07 0,17 0,04 0,13
Mn 0,50 1,64 0,36 0,93
Co 0,49 1,21 0,17 1,49
Ni 1,55 3,71 0,19 0,54
Cu 0,98 2,39 0,14 0,34
Ag 0,04 0,22 0,04 0,36
Sn 0,19 0,46 0,21 0,56
Sb 0,27 0,71 0,04 0,18
Pb 0,22 0,82 0,24 0,76
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Los limites de cuantificacion obtenidos, tanto para la determinacién del contenido total
de metales como para el contenido metalico en las fracciones obtenidas en los ensayos
de la digestién in vitro, permiten la cuantificacion de los metales en las disoluciones

analizadas.

2.6.4 Precision.

Los ensayos de digestion in vitro se realizaron por triplicado empleando los MPs
sometidos al proceso previo de adsorcion metélica. Las muestras asi sobrecargadas se
sometieron a un proceso de digestion 4cida para determinar su concentracion metalica
total, también por triplicado, y se obtuvo una amplia variabilidad en las réplicas de cada
muestra. Esto es debido a que el proceso de adsorcion no se produce de manera
uniforme en todo el material puesto en contacto con la disolucién de agua de mar

sobrecargada.

Todo ello hace que se alcancen, igualmente, valores altos de desviaciones estandar
relativas para las réplicas de las fracciones no dializadas y dializadas, sobre todo para
elementos como Mn, Co, Ni, Sny Pb (30-60 %). Para el resto de los metales oscilan
entre el 10 % y 20 %.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Ensayos de adsorcion metalica.

Para el estudio de la adsorcién metélica en los bioplasticos ensayados, se comparan los
contenidos en el material virgen y después del proceso de adsorcion descrito en el
apartado 2.3.1. En la Figura 12 se muestran las concentraciones de los metales
obtenidas para el biopolimero PLA, tanto virgen (PLA) como después del proceso de
adsorcion (PLAY).
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Figura 12. Concentracién de los metales estudiados en el PLA virgen (PLA) y sobrecargado (PLA+).

Para el PLA virgen, los metales Cr, Mn, Co, Ni, Cu, Cd, Sby Pb se encuentran en bajas
concentraciones (< 1 ug/g). Para el Hg se alcanza una concentracién en torno a 5 pg/g
mientras que para el Sn se obtiene una alta concentracién, de 25 ug/g.

Cuando este plastico se somete a una adsorciéon simulada en el laboratorio (en agua de
mar), se incrementan los contenidos de todos los metales aproximadamente en un factor
de 5, excepto para el Sn que no es significativo. En el caso del Hg, se alcanzan

contenidos de 20 pg/g.

En la Figura 13 se muestran las concentraciones de los metales estudiados en el PHB

virgen y después del proceso de adsorcion o sobrecargado (PHB™).
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Figura 13. Concentracién de los metales estudiados en el PHB virgen (PHB) y sobrecargado (PHB+).
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Se observa que en el PHB virgen, no se llegan a cuantificar elementos como Mn, Co,
Cd y Sb. Los contenidos para Cr, Ni, Sn y Pb son bajos, del orden de (0,24 — 0,71) pg/
g de plastico. Mientras que presenta un contenido algo superior para el Cuy el Hg (1,36
y 1,47) ug/g respectivamente.

Después de someterlo a la adsorcion, se observa que se incrementan los contenidos de
todos los metales por lo que se confirma la capacidad de retencion de los MPs de este

bioplastico de todos los metales ensayados.

Por dltimo, en la Figura 14 se muestran las concentraciones de los metales estudiados

en el PHBv virgen y después del proceso de adsorciéon (PHBv).
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Figura 14. Concentracion de los metales estudiados en el PHBv virgen (PHBv) y sobrecargado (PHBv+).

De los resultados alcanzados para el PHBv virgen no se lleg6 a determinar la presencia
de Mn, Co, Cd, Sb y Pb. Los contenidos para Cr, Ni y Cu son bajos, del orden de (0,40
- 0,58) ug/g. Mientras que presenta un contenido algo superior para el Sny el Hg (1,23
y 1,13) ug/g, respectivamente.

Después de someterlo a la adsorcion se observa un incremento de la concentracion de
todos los metales estudiados de manera variable, con incrementos del doble hasta en
un factor de 10.

De los resultados alcanzados en los ensayos de adsorcion metélica se confirma que los
MPs de los bioplasticos estudiados son capaces de adsorber cantidades significativas
de metales presentes en el medio con el que estan en contacto, en este estudio medio
marino simulado en el laboratorio. Por lo que pueden actuar como vectores de
contaminacién metalica, ser incorporados en la cadena trofica y poder suponer un riesgo

para la salud humana, si son ingeridos.

Con los bioplasticos sobrecargados de esta manera, se llevan a cabo los siguientes

ensayos de bioaccesibilidad/biodisponibilidad metalica para el ser humano.
3.2 Ensayos de digestion humana in vitro .

Los ensayos de digestion humana in vitro dan como resultado dos fracciones finales,
una de ellas es la que no ha atravesado la membrana que simula la pared intestinal y
se ha denominado en este trabajo como fraccién ““no dializada-ND”. Y es la fraccién no

biodisponible para nuestro organismo. La otra fraccién es la que atraviese la membrana,
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“dializada-D”, y en ella se encuentra la fraccién metalica que podra entrar en el torrente
sanguineo y causar efectos nocivos para la salud. Esta es la fraccion biodisponible
mientras que la fraccion bioaccesible es la suma de la fraccion “no dializada” y
“dializada”.

En la Figura 15 se representa el porcentaje de cada metal en las fracciones bioaccesible
y biodisponible, calculadas con respecto a la concentracion inicial del PLA sobrecargado
(PLAY).
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Figura 15. Porcentaje metdlico en las fracciones bioaccesible y biodisponible, y contenido metdlico total en el PLA+ .

Se observa que todos los metales son bioaccesibles, si bien el Sn en muy bajo
porcentaje (1,20 %). El Sb, Hg y Cr se encuentran en porcentajes intermedios (10 - 20
%). El Mn, Co, Niy Cd en valores mas altos (30-40%), siendo los mas bioaccesibles el
Cuyel Pb (48 % y 63 %, respectivamente).

En cuanto a la biodisponibilidad, no se pudieron cuantificar Cu, Sn, Sb y Pb en esta
fraccion. El Cry el Hg presentaron un bajo porcentaje, del orden del 2 %, el Cd, Niy Mn
del 5 % y el Co mostr6 el valor mas alto, con un 12 %.

Para PHB+, se muestran en la Figura 16 los resultados obtenidos.
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Figura 16. Porcentaje metdlico en las fracciones bioaccesible y biodisponible, y contenido metdlico total en el PHB+ .

Se observa que todos los metales son bioaccesibles. EI Sb y el Sn son los que tienen
menor porcentaje, 7 %. El Cr, Co, Ni, Mn, Cd y Cu se encuentran en porcentajes
intermedios (10-50 %). Siendo los mas bioaccesibles el Pb y el Hg (casi del 100%).

Al igual que en PLA+ todos los metales, menos el Cu, Sn, Sb y Pb, son biodisponibles.
ElI Cr en un bajo porcentaje (2 %), algo superiores para Co, Ni, Cd y Mn (4-8 %). Siendo
el Hg el méas biodisponible para este bioplastico, con un 14%.

En el caso del PHBv+ (Figura 17) se observa que todos los metales son bioaccesibles.
El Sb y el Sn es el que tiene menor porcentaje (7 %). El Cr, Co, Ni, Cd, Mn y Cu
mostraron porcentajes intermedios (10-60 %). Toda la fraccion metélica del Pb 'y Hg es
bioaccesible.

Al igual que en los anteriores bioplasticos, no se pudieron cuantificar en la fraccién
biodisponible Cu, Sn, Sb y Pb. El Cr presenta un bajo porcentaje (3%), Co, Ni, Cdy Mn
intermedios (10-20 %) y el Hg muestra la mayor biodisponibilidad (30 %).
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Figura 17. Porcentaje metdlico en las fracciones bioaccesible y biodisponible, y contenido metdlico total en el PHBv+
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Para finalizar, en la Figura 18 se compara la biodisponibilidad de los metales estudiados
para los tres bioplasticos. En todos ellos, el Cu, Sn, Sb y Pb no fueron cuantificados en
esta fraccion.

Para los deméas metales se obtienen porcentajes de biodisponibilidad inferiores al 18 %,
excepto el Hg que alcanza el 30 % en el PHBv+. Siendo, en general, este material el
gue presenta los valores mas altos de biodisponibilidad.
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Figura 18. Biodisponibilidad (%) de los metales para los biopldsticos ensayados.
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En la bibliografia consultada sélo se ha encontrado un trabajo que realice el estudio de
la biodisponibilidad de metales (Cr y Pb) presentes en microplasticos de plasticos
convencionales (PE y PP), que también fueron sometidos a un proceso previo de
adsorcion metalica (1000 mg/L, 48 h). Utilizando una membrana de éxido de aluminio
estos autores obtienen porcentajes de bioaccesibilidad entre 24 y 30 %, y porcentajes
de biodisponibilidad del 23 %. Estos valores son superiores a los obtenidos en el
presente trabajo para Cr y Pb, no pudiendo establecer una clara comparacién entre
ambos resultados por tratarse de diferentes polimeros tratados en condiciones también
distintas (Godoy et al, 2020).

Con respecto a estudios de bioaccesibilidad, Liao et al. (2020) utilizan un procedimiento
de digestion géastrica similar al del presente trabajo, para evaluar el comportamiento del
Cr en MPs de PLA y de otros polimeros convencionales (sometidos también a proceso
de adsorcién previo). Obtienen un porcentaje de bioaccesibilidad ligeramente inferior (4
%) al obtenido en este trabajo (15 %).

Por su parte, Wang Li et al. (2022) expresan los resultados alcanzados para Pby Cd en
PP y PS con procedimientos similares como velocidades de liberacion del metal, por lo
gue no se pueden comparar con los resultados de este trabajo.

Chen et al. (2022) obtienen porcentajes de bioaccesibilidad para Cr de 6.9 %, para Cd
de 3.5 % y para Pb de 6.0 % a partir de microplasticos de PVC. En el presente TFG se
alcanzan valores similares para el Cr, pero muy superiores para el Cd y Pb en los

bioplasticos estudiados.
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4. CONCLUSIONES

Las principales conclusiones que derivan de este trabajo son las siguientes:

- Los bioplasticos virgenes de PLA, PHB y PHBv presentan en su composicion
contenidos metdlicos inferiores a 5 g/g de la mayoria de los metales estudiados,
destacando el contenido de Sn en el PLA (25 pg/g).

- Todos los metales ensayados se retienen en los microplésticos, de los
bioplasticos ensayados, en concentraciones de 2 a 10 veces superiores a las
iniciales.

- Todos los metales presentes en los MPs analizados son bioaccesibles, en mayor
0 menor medida. En cuanto a la biodisponibilidad, Cu, Sn, Sb y Pb no se
cuantificaron en esta fraccion. Para los demés metales, se alcanzaron
porcentajes entre el 2 % y 15 %, excepto para el Hg en el PHBv con un 30 %.
Sefalar que, a pesar del alto contenido de Sn en el PLA, este metal no esta

presente en la fraccion biodisponible.

Por todo lo expuesto, se pone de manifiesto la capacidad de los MPs de bioplasticos de
adsorber metales del medio marino, asi como de poder liberarlos en el proceso digestivo
humano, si bien la mayor parte es bioaccesible pero no biodisponible. No obstante, es
necesario continuar con investigaciones que permitan evaluar su viabilidad como

materiales sostenibles tanto medioambientalmente como para la salud humana.

CONCLUSIONS
As principais conclusiéns que se derivan deste traballo son as seguintes:

- Os bioplasticos virxenes de PLA, PHB e PHBv presentan na stia composiciéon
contidos metdlicos inferiores a 5 pg/g da maioria dos metais estudados,
destacando o contido de Sn no PLA (25 pg/g).

- Todos os metais ensaiados retéfiense nos microplasticos, dos bioplasticos
ensaiados, en concentracions de 2 a 10 veces superiores as iniciais.

- Todos os metais presentes nos MPs analizados son bioaccesibles, en maior ou
menor medida. En canto & biodispofiibilidade, Cu, Sn, Sb e Pb non se

cuantificaron nesta fraccion. Para os demais metais, alcanzaronse porcentaxes
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entre 0 2 % e 0 15 %, excepto para o Hg no PHBv con un 30 %. Sinalar que, a
pesar do alto contido de Sn no PLA, este metal non esta presente na fraccion

biodispoiiible.

Por todo o exposto, pofiese de manifesto a capacidade dos MPs de bioplasticos de
adsorber metais do medio marifio, asi como de poder liberalos no proceso dixestivo
humano, ainda que a maior parte € bioaccesible pero non biodispofible. Non obstante,
€ necesario continuar con investigacions que permitan avaliar a sGa viabilidade como

materiais sostibles tanto medioambientalmente como para a satde humana.

CONCLUSIONS
The main conclusions derived from this work are as follows:

- Virgin bioplastics of PLA, PHB, and PHBv have metallic contents in their
composition lower than 5 pg/g for most of the metals studied, with Sn content in
PLA standing out at 25 pg/g.

- All the tested metals are retained in the microplastics, from the tested bioplastics,
at concentrations 2 to 10 times higher than the initial ones

- All the metals present in the analyzed MPs are bioaccessible, to a greater or
lesser extent. Regarding biodisponibility, Cu, Sn, Sb, and Pb were not quantified
in this fraction. For the other metals, percentages between 2 % and 15 % were
reached, except for Hg in PHBv, which reached 30 %. It should be noted that,
despite the high Sn content in PLA, this metal is not present in the biodisponible

fraction.

In summary, it is evident that bioplastic MPs have the capacity to adsorb metals from the
marine environment, as well as to release them in the human digestive process, although
most of them are bioaccessible but not biodisponible. However, further research is
needed to evaluate their viability as sustainable materials, both environmentally and for

human health.
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ANEXOS

ANEXO 1: PREPARACION DE LAS DISOLUCIONES DE LA DIGESTION GASTRICA IN
VITRO

1. Disolucién sintética salivar (S): Se pesan en una balanza analitica las masas
correspondientes de cada sal y enzimas recogidas en la Tabla 1 de este Anexo. Se
transfieren a un matraz aforado de 50 mL, se afiaden 90 pL de NaOH (1M) y se enrasa
con agua ultrapura. Se mide su pH, se comprueba que esté dentro del rango 6,5 + 0,5
y se guarda en bote de plastico en nevera hasta su uso.

2. Disolucion sintética gastrica (G): Se pesan en una balanza analitica las masas
correspondientes de cada sal y enzimas recogidas en la Tabla 2. Se transfieren a un
matraz aforado de 100 mL, se afiaden 830 pL de HCI (37%) y se enrasa con agua
ultrapura. Se mide su pH, se comprueba que esté dentro del rango 1,1 + 0,1 y se guarda
en bote de plastico en nevera hasta su uso.

3. Disolucion sintética duodenal (D): Se pesan en una balanza analitica las masas
correspondientes de cada sal y enzimas recogidas en la Tabla 3.. Se transfieren a un
matraz aforado de 250 mL, se afiaden 45 pL de HCI (37%) y se enrasa con agua
ultrapura. Se mide su pH, se comprueba que esté dentro del rango 7,4 £ 0,2 y se guarda
en bote de plastico en nevera hasta su uso.

4. Disolucion sintética de la bilis (B): Se pesan en una balanza analitica las masas
correspondientes de cada sal y enzimas recogidas en la Tabla 4. Se transfieren a un
matraz aforado de 100 mL, se afiaden 18 pL de HCI (37%) y se enrasa con agua
ultrapura. Se mide su pH, se comprueba que esté dentro del rango 8,0 + 0,2 y se guarda
en bote de plastico en nevera hasta su uso.

5. Disolucién sintética de plasma humano simulado (SBF): Se pesan en una balanza
analitica las masas correspondientes de cada sal y enzimas recogidas en la Tabla 5. Se
transfieren a un matraz aforado de 100 mL, se afiaden 3,9 mL de HCI (1M) y se enrasa
con agua ultrapura. Se mide su pH, se comprueba que sea aproximadamente 7,4 y se
guarda en bote de plastico en nevera hasta su uso.

Tabla 1. Masas de reactivos empleados para preparar la disolucion sintética salivar (S)

Reactivo Cantidad para 50 mL de disolucion (g)
KCI 0,0460
NaH2PO4 0,0442
KSCN 0,0138
Na2S04 0,0280
NaCl 0,0150
NaOH (1M) (pL) 90
Urea 0,0106
a-Amilasa 0,0078
Mucina 0,0025
Acido Urico 0,0008
pH 6,44
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Tabla 2. Masas de reactivos emple

ados para preparar la disolucion Gastrica

Reactivo

Cantidad para 100 mL de disolucion (g)

KCI 0,0824
NaH2PO4 0,0266
NacCl 0,2752
CaCl2-2H20 0,0400
NHA4CI 0,0306
HCI, 37% (uL) 830
Urea 0,0085
Glucosa 0,0650
Hidrocloruro de glucosamina 0,0020
Mucina 0,0330
AlbUimina de suero bovino 0,3000
Pepsina 0,1000
pH 1,1+0,1

Tabla 3. Masas de reactivos emple

ados para preparar la disolucion Duodenal

Reactivo

Cantidad para 250 mL de disolucion (g)

KCI 0,150
NacCl 1,759
NaHCO3 1,411
KH2PO4 0,0197
MgCI2 0,0060
HCI, 37% (uL) 45
Urea 0,0258
AlbUmina de suero bovino 0,250
CaCl2 - 2H20 0,0508
Pancreatina 0,7499
Lipasa 0,130
pH 7,45 (No hizo falta ajustar)

Tabla 4. Masas de reactivos emple

ados para preparar la disolucion Bilis

Reactivo

Cantidad para 100 mL de disolucion (g)

KCI 0,0376

NacCl 0,5260

NaHCO3 0,5786

HCI (uL) 18

Urea 0,0250

AlbUmina de suero bovino 0,1800

CaCl, - 2H20 0,0222

Bilis 0,600

pH 8,1 (No hizo falta ajustar)

Tabla 5. Masas de reactivos emple

ados para preparar la disolucion SBF

Reactivo Cantidad para 100 mL de disolucion (g)
NacCl 0,8160

NaHCO3 0,0360

KCI 0,0259

K2HPO4 0,0184

MgCl2 0,0168

HCI 1M (mL) 3,9

CaClz - 2H20 0,0385

NazS04 0,0076

TRIS 0,5517

pH 7,86 (No hizo falta ajustar)

54



ANEXO 2: RECTAS DE CALIBRADO Y ADICION
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21. Rectas de calibrado y adiciones para el Ni en las fracciones no dializado y dializado.
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22. Rectas de calibrado y adiciones para el Cu en las fracciones no dializado y dializado.
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23. Rectas de calibrado y adiciones para el Sn en las fracciones no dializado y dializado.
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24. Rectas de calibrado y adiciones para el Sb en las fracciones no dializado y dializado.
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25. Rectas de calibrado y adiciones para el Pb en las fracciones no dializado y dializado.
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