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RESUMEN / RESUMO / ABSTRACT

Los contaminantes emergentes, como el agua micelar (solucibn micelar), son
compuestos téxicos para los ecosistemas acuaticos ya que causan efectos negativos sobre
la biota que habita en ellos, como las microalgas, organismos fundamentales para las
cadenas troficas de estos ecosistemas contribuyendo al balance de oxigeno y son las
iniciadoras del flujo de energia en estos ambientes. Estos compuestos no se degradan
completamente tras su utilizacién por lo que pueden alcanzar facilmente grandes habitats
acuaticos. Actualmente, la solucidn micelar es un producto de uso personal muy utilizado
por el ser humano para la retirada de los productos de maquillaje que utilizan a modo de
mejorar su imagen. Por otro lado, las mascarillas son productos muy utilizados en estos
ultimos anos de pandemia y que, en algunas ocasiones no se recicla de la manera

adecuada y puede alcanzar también estos habitats acuaticos.

En este trabajo se llevaron a cabo diferentes estudios para comprobar si estos dos
productos causan un efecto toxico sobre Raphidocelis subcapitata, microalga dulceacuicola
con una elevada sensibilidad hacia compuestos téxicos. Para ello, se estudiaron una serie
de parametros que nos pueden indicar con facilidad si realmente estos productos de uso
personal causan un efecto toxico sobre estos organismos y si estos son agravados con las
variaciones luminosas que tienen lugar durante el ano. Estos parametros son, la viabilidad
celular, la tasa de crecimiento y la actividad fotosintética de los individuos tras someterlos a
los distintos tratamientos de este estudio. Se calculdé también la concentracién efectiva de

solucién micelar que inhibe un 50% el crecimiento de la microalga (EC50).

Tras el analisis de los resultados obtenidos se puede ver una interaccion negativa entre
el aumento de la intensidad de luz y la accion téxica de la solucién micelar (p-valor = 0,004),
existiendo por lo tanto toxicidad por parte de la solucion micelar hacia Raphidocelis
Subcapitata. El efecto toxico tiene efecto en todos los parametros mencionados
anteriormente. Sin embargo, no se aprecia ningun efecto toxico por parte de las mascarillas

en ninguno de los casos.

Con estos resultados se puede concluir que el agua micelar esta compuesta por
sustancias que pueden causar toxicidad en medios acuaticos, agravandose durante las
épocas de mayor intensidad luminica, por lo que, es necesario un buen empleo de este tipo
de productos para que no puedan causar efectos negativos en habitats acuaticos vy, asi,

evitar posibles efectos negativos futuros hacia el ser humano.



Palabras clave: Contaminante emergente, citotoxicidad, mascarilla, microalga, solucién

micelar.

Os contaminantes emerxentes, como 0 auga micelar (solucion micelar), son compostos
toxicos para os ecosistemas acuaticos xa que causan efectos negativos sobre a biota que
habita neles, como as microalgas, organismos fundamentais para as cadeas tréficas destes
ecosistemas contribuindo ao balance de osixeno e son as iniciadoras do fluxo de enerxia
nestes ambientes. Estes compostos non se degradan completamente tras a sua utilizacion
polo que poden alcanzar facilmente grandes habitats acuaticos. Actualmente, a solucion
micelar € un produto de uso persoal moi utilizado polo ser humano para a retirada dos
produtos de maquillaxe que utilizan a modo de mellorar a sua imaxe. Doutra banda, as
mascaras son produtos moi utilizados nestes ultimos anos de pandemia e que, nalgunhas
ocasions non se recicla da maneira adecuada e pode alcanzar tamén estes habitats

acuaticos.

Neste traballo levaron a cabo diferentes estudos para comprobar se estes dous produtos
causan un efecto toxico sobre Raphidocelis subcapitata, microalga dulceacuicola cunha
elevada sensibilidade cara a compostos toxicos. Para iso, estudaronse unha serie de
parametros que nos poden indicar con facilidade se realmente estes produtos de uso
persoal causan un efecto toxico sobre estes organismos e se estes son agravados coas
variacions luminosas que tefien lugar durante o ano. Estes parametros son, a viabilidade
celular, a taxa de crecemento e a actividade fotosintética dos individuos tras sometelos aos
distintos tratamentos deste estudo. Calculouse tamén a concentracion efectiva de soluciéon

micelar que inhibe un 50% o crecemento da microalga (EC50).

Tras o analise dos resultados obtidos pddese ver unha interaccidon negativa entre o
aumento da intensidade de luz e a accioén téxica da soluciéon micelar (p-valor = 0,004),
existindo por tanto toxicidade por parte da solucion micelar cara a Raphidocelis subcapitata.

O efecto toxico ten efecto en todos os parametros mencionados anteriormente.

Con todo, non se aprecia ningun efecto toxico por parte das mascaras en ningun dos
casos. Con estes resultados pdédese concluir que a auga micelar esta composta por
substancias que poden causar toxicidade en medios acuaticos, agravandose durante as
épocas de maior intensidade luminica, polo que, € necesario un bo emprego deste tipo de
produtos para que non poidan causar efectos negativos en habitats acuaticos e, asi, evitar

posibles efectos negativos futuros cara ao ser humano.



Palabras chave: Contaminante emerxente, citotoxicidad, mascara, microalga, solucion

micelar.

Emerging contaminants, such as micellar water (micellar solution), are toxic compounds
for aquatic ecosystems as they cause negative effects on the biota that inhabit them, such
as microalgae, organisms that are fundamental to the trophic chains of these ecosystems,
contributing to the balance of oxygen and are the initiators of the flow of energy in these
environments. These compounds do not degrade completely after use and can easily reach
large aquatic habitats. Currently, micellar solution is a product of personal use widely used
by humans for the removal of make-up products that they use to improve their image. On the
other hand, masks are products that have been widely used in the last few years of the
pandemic and which, on some occasions, are not recycled properly and can also reach

these aquatic habitats.

In this work they carried out different studies to check if these two products cause a toxic
effect on Raphidocelis subcapitata, a freshwater microalgae with a high sensitivity to toxic
compounds. For this purpose, we studied a series of parameters that can easily indicate
whether these products for personal use really cause a toxic effect on these organisms and
whether these are aggravated by the light variations that take place during the year. These
parameters are cell viability, growth rate and photosynthetic activity of the individuals after
subjecting them to the different treatments of this study. The effective concentration of
micellar solution that inhibits the growth of the microalgae by 50% (EC50) was also

calculated.

After the analysis of the results obtained, we could see a negative interaction between
the increase of light intensity and the toxic action of the micellar solution (p-value = 0.004),
therefore there was toxicity of the micellar solution towards Raphidocelis subcapitata. The
toxic effect has an effect on all the parameters mentioned above. However, no toxic effect of

the masks was observed in any of the cases.

With these results it can be concluded that micellar water is composed of substances that
can cause toxicity in aquatic environments, worsening during periods of higher light intensity,
so it is necessary a good use of this type of products so that they can not cause negative

effects in aquatic habitats and, thus, avoid possible future negative effects to humans.



Key words: Emerging contaminant, cytotoxicity, mask, micralga, micellar solution.

INTRODUCCION

Las algas y microalgas son un componente fundamental en el medio ambiente acuatico,
ya que son las principales productoras de oxigeno y de materia organica. Actualmente las
microalgas son muy utilizadas en los estudios de toxicidad, ya que, muchas especies,
presentan una sensibilidad a sustancias toxicas superior al del resto de organismos (Suzuki,
S. et al. 2018). La microalga que se utilizara en el siguiente trabajo es Raphidocelis

Subcapitata.

El potencial efecto téxico de los contaminantes emergentes preocupa con respecto a la
salud humana y ambiental (Galindo-Miranda, J. M. et al. 2019). Esto es asi debido a que
estos contaminantes pueden causar un gran efecto dafiino incluso en pequenas cantidades
(Galindo-Miranda, J. M. et al. 2019). Los contaminantes emergentes conforman una gran
lista de productos que se usan diariamente como, por ejemplo, hormonas, pesticidas,
productos de cuidado personal (PCP) y productos farmacéuticos (Galindo-Miranda, J. M. et
al. 2019).

Los contaminantes emergentes son compuestos de distinto origen y naturaleza quimica,
de los cuales existe informacién limitada y que todavia no se encuentran regulados por los
reglamentos de calidad de agua existentes actualmente, pudiendo ser amenazas
potenciales para los ecosistemas y para la salud y seguridad humana (Farré et al. 2008). La
aparicion de estos contaminantes en aguas superficiales puede ser preocupante ya que se
han encontrado este tipo de compuestos en sistemas de agua de todo el mundo, ya sean
lagos, rios o embalses, aguas costeras y oceanicas e incluso en la Antartida (Galindo-
Miranda, J. M. et al. 2019).

El contaminante emergente elegido para este ensayo es el agua micelar, producto de
uso personal compuesto principalmente por tensioactivos, hidrocarburos y agua. Ademas,
como su nombre indica, se caracteriza por formar micelas, estructuras complejas de
agentes limpiadores que adoptan la forma de una microesfera invisible. Estan formadas por
dos extremos: un extremo hidréfilo soluble en agua y un extremo lipdfilo que atrapa las
materias grasas que son incompatibles con el agua (Pasquali, R. et al. 2005). En el

presente trabajo se ha seleccionado como representacion de una mezcla compleja de



sustancias, dado que si alguna de ellas llega a habitats acuaticos puede causar efectos
toxicos sobre os organismos de ese medio y, a su vez, afectar indirecta o directamente al
ser humano. La composicion del agua micelar utilizado es la siguiente: agua termal de
avena, pentileno glicol, peg-6 glicéridos caprilicos/capricos, bromuro de cetrimonio, edta
disddico, fragancia, peg-40 aceite de ricino hidrogenado. goma de esclerocio y cloruro de
sodio. En algunos estudios se observé un comportamiento toxico hacia Dunaliella salina por
parte de uno de estos componentes del agua micelar, el bromuro de cetrimonio (Alexandre,
A. et al. 2016).

Las mascarillas se han convertido en un instrumento fundamental de proteccion
individual y colectiva frente a la infeccion por SARS-CoV-2 en estos ultimos afios de
pandemia del covid-19. En cuanto a su composicion, para la elaboracion de las mascarillas
quirurgicas se utiliza habitualmente celulosa o polipropeno. Estos materiales se convierten
en fibras que se superponen para crear una tela no tejida. Debido a la necesidad de su uso
diario y a causa de un mal reciclaje, mascarillas, o fragmentos de las mismas, pueden llegar
a medios acuaticos, por lo que resulta interesante conocer la potencial toxicidad que puedan

ejercer sobre los habitantes de dichos ecosistemas.

Otro aspecto importante de estudio es la posible interaccion del efecto toxico de los
contaminantes ensayados, agua micelar y marcarillas, con las condiciones ambientales de
los medios naturales, entre ellas la luz, un factor fundamental para el crecimiento de
organismos fotosintéticos como las microalgas. Por ello, en este estudio, se aplicaran
distintas intensidades de luz intentando simular las condiciones de luz de invierno (80 ymol
fotdn m=2 s') y unas condiciones asimilables a un mediodia de verano (300 pmol fotén m=2 s-

") en la regién geogréfica de Galicia.

A vista de lo expuesto, este trabajo de fin de grado se ha centrado en la posible accién
téxica de la solucion micelar, cuyos componentes pueden aparecer como contaminantes
emergentes del grupo de los productos de uso personal utilizado por el ser humano para
eliminar restos de maquillaje de la cara, y las mascarillas quirdrgicas, muy utilizadas en
estos ultimos afos de pandemia sobre microalgas de agua dulce de la especie Raphidocelis

Ssubcapitata.



OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es el estudio de la citotoxicidad de dos contaminantes,
una soluciéon micelar y fragmentos de mascarillas quirdrgicas, individualmente y en
combinacion, sobre la microalga dulceacuicola Raphidocelis subcapitata. Del mismo modo,
también se estudio el potencial efecto modulador de la intensidad luminosa sobre dicha

citotoxicidad.

Para dicho estudio, los parametros de citotoxicidad ensayados fueron la tasa de
crecimiento, la viabilidad celular y la actividad fotosintética de células microalgales

sometidas a los distintos tratamientos.

MATERIAL Y METODOS

Descripcion de Raphidocelis subcapitata.

La especie Raphidocelis subcapitata es actualmente utilizada en los bioensayos de
toxicidad, ya que presenta una elevada sensibilidad frente a sustancias téxicas y unas tasas
de crecimiento elevadas con respecto a las otras especies de microalgas (Suzuki, S. et al.
2018). Se trata de una microalga de agua dulce, que pertenece al filo Chlorophyta, Clase

Chlorophyceae, Orden Sphaeropleales y Familia Selenastraceae (AlgaeBase).

Las células de la especie Raphidocelis subcapitata presentan una forma curvada, que
recuerda a una luna creciente. Las células suelen presentarse de forma solitaria y su eje
mayor varia entre 8 y 14 ym, mientras que su eje menor oscila entre los 2 y 3 uym. En
cuento a su reproduccion, presentan una reproduccién asexual por autoesporas liberadas

por la ruptura de la pared celular (AlgaeBase).

Cultivo de Raphidocelis subcapitata.

Para realizar los cultivos de Raphidocelis subcapitata se utilizd el medio de cultivo
GoldMedium Fresh-Water Species (GM-FWS).

Todos los cultivos stock se realizaron en botellas pyrex de 500 mL, a partir de los cuales
tomamos las cantidades necesarias para realizar las experiencias del estudio. Estos cultivos

se mantuvieron a una temperatura de 18°C * 2 en una camara de cultivo.



Por otro lado, los cultivos experimentales sometidos a los distintos tratamientos durante
este estudio se llevaron a cabo en reactores, eliminando bacterias y manteniendo el cultivo
axénico mediante el uso de filtros con un tamafio de poro de 0,22 uym. Los reactores son
tubos cilindricos con un volumen maximo de 100 mL en los cuales se ocupaba un volumen
de 60 mL en todos los cultivos realizados (Figura 1). Ademas, todos los cultivos utilizados
para llevar a cabo los tratamientos se empezaron con la misma densidad celular, de

150.000 cel/mL.

-
e
— e

B
ot
=

Fig 1: Imagen de los reactores utilizados para realizar los cultivos.

Determinacion de la densidad celular y calculo de la tasa de crecimiento.

El uso de camaras de recuento es una técnica muy utilizada para los calculos de
densidad celular de un cultivo. En este caso utilizamos la camara de Neubauer, con una
superficie de 1 mm? y una profundidad de 0,1 mm. Una vez realizado el conteo en la

camara se realiza una estimacién de la densidad celular en base a la siguiente férmula:

N2 de células contadas
Superficie de conteo (mm?) x Profundidad (mm) x Dilucion

Densidad =

Una vez obtenida la densidad celular aplicaremos las siguientes féormulas para la

obtencién de la tasa de crecimiento de los distintos tratamientos:



_ Ln Ny — Ln Ny
#= Ln2(t — ty)

siendo:
- Nt: Densidad celular en el tiempo t.
- No: Densidad celular inicial, en to.

- t: tiempo en dias.

La tasa de crecimiento se expresa en dia™.

Determinacion de la viabilidad celular.

El analisis de la viabilidad de las células de Raphidocelis subcapitata expuestas a los
distintos tratamientos de este estudio se llevd a cabo mediante citometria de flujo
empleando el yoduro de propidio. Este fluorocromo es un compuesto fluorescente que no es
capaz de atravesar la membrana plasmatica de células vivas debido a su polaridad y carga.
Sin embargo, es capaz de atravesar la membrana citoplasmatica de células muertas vy,
gracias a su capacidad de intercalarse en las cadenas dobles de acidos nucleicos, es una

buena alternativa para el estudio de la viabilidad celular (Buysschaert, B et al. 2016).

Para este analisis se extraen 500 uL de cada una de las réplicas de cada tratamiento
(ajustandose previamente a 150.000 cel/mL con tampdn fosfato salino) y se afiaden 2 uL de
yoduro de propidio de una solucion stock a 1mg/mL. Una vez anadido del fluorocromo se
mantienen estas alicuotas en oscuridad durante 10 minutos para su posterior analisis en un
citometro CytoFlex de Beckman Coulter equipado con laseres de excitacion de 488 nm y
633 nm, detectores de dispersion de luz frontal (FS) y lateral (SS) y cuatro detectores de
fluorescencia correspondientes a diferentes intervalos de longitud de onda: 505-550 nm
(FL1), 550-600 nm (FL2), 600-645 nm (FL3) y >645 nm (FL4) (Esperanza et al. 2019). Para
cada réplica se analizaron siempre 10.000 células seleccionadas en base a su tamano
(detector FS) y complejidad celular (detector SS). En el detector FL3 y en escala
logaritmica, se analizan los resultados correspondientes a las células de yoduro de propidio
(P1-), es decir, aquellas células en las que el fluorocromo no fue capaz de atravesar la

membrana, considerandose por lo tanto, células vivas, expresado como % de células vivas.
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Analisis de la actividad fotosintética del cultivo.

Para llevar a cabo el estudio de la actividad fotosintética de las células de Raphidocelis
Subcapitata sometidas a los distintos tratamientos se utilizé un fluorimetro AquaPen-C-AP-
100 como herramienta de medida de la actividad del fotosistema Il (PSIl). Este equipo
consta de un lector de cubetas (con capacidad maxima de 3 mL), una fuente de luz LED
azul (455 nm) que es capaz de excitar la clorofila y otra fuente de luz roja (620 nm) que es

capaz de producir la excitacion de la ficobilina.

Previamente al uso del fluorimetro se extraen 5 mL de alicuota de cada una de las
réplicas de los tratamientos, se ajustan a una densidad de 150.000 cel/mL con tampdn
fosfato salino y se someten durante 30 minutos a oscuridad. Una vez transcurrido ese

tiempo se procede a la medicion de su actividad fotosintética.

Disefio experimental.

Este estudio se basa en determinar si existe algun efecto toxico por parte de las
soluciones micelares utilizadas por el ser humano para eliminar restos de maquillaje y/o por
parte de las mascarillas quirurgicas hacia una especie concreta de microalga, Raphidocelis

subcapitata.

Lo primero que se hizo en este estudio fue la determinacién de la EC50, (la mitad de la
concentracion efectiva maxima). Para ello, se expuso a la poblacion de Raphidocelis
Subcapitata a diferentes diluciones de la soluciéon micelar (1/1000, 1/2000, 1/4000, 1/6000,
1/8000 y 1/10000), cultivando dos replicas por cada concentracion y realizando un conteo
(camara de Neubauer) de la densidad poblacional a las 48 y 120 horas. Una vez estimadas
las densidades poblacionales para cada uno de los cultivos realizados, se calculé la EC50 a

las 120 horas de exposicion (1/5300) gracias al uso de un software libre llamado Compusyn.

En el momento que se obtuvo el valor de la EC50, se comenz6 con el interés principal de
este estudio. Se sometid a la poblacibn de Raphidocelis subcapitata a 2 distintas
condiciones de cultivo. En la primera, con unas condiciones de luz bajas ((80 ymol foton m2
s™), se elaboraron 3 tratamientos (C+M, EC50 y EC50+M) y un control (C), siendo este un
cultivo normal de Raphidocelis subcapitata, es decir, un cultivo creciendo en condiciones
normales, sin ser expuesto a ningun tipo de tratamiento. Un tratamiento en el que solo se
expone a la poblacién a la mascarilla (C+M), otro en el que se realiza el cultivo en presencia
unicamente de la solucién micelar (EC50) y, por ultimo, un tratamiento en el que se somete
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a la poblacion a un efecto combinado de los dos agentes de estudio, mascarilla y solucién
micelar (EC50+M). En la segunda se elaboran los mismos tratamientos, junto con el control,
qgue en la otra condicion de crecimiento explicada anteriormente, solo hay una excepcion, se

aumenta la intensidad de luz (300 pmol foton m=2 s1).

Comercialmente, las mascarillas se obtuvieron en una farmacia de A Corufia. En el caso
de los tratamientos que incluyen mascarilla, en todos se afadieron 0,15 g de mascarilla
cortada en cuadrados de, aproximadamente 3 £+ 1 mm de lado cortada empleando unas

tijeras previamente esterilizadas con alcohol.

Todos los ensayos se repitieron 2 veces, realizandose siempre 2 réplicas biolégicas por

condicion experimental.

Tanto a las 48 como a las 120 horas de exposicion se determiné la densidad celular
mediante el uso de la camara de Neubauer, la viabilidad celular de los cultivos mediante el
uso de la citometria de flujo (empleando el fluorocromo yoduro de propidio) y la actividad

fotosintética de los cultivos.

Analisis estadistico.

Para cada uno de los parametros estudiados (tasa de crecimiento, actividad fotosintética
y viabilidad celular) se calculan las medias y las desviaciones estandar de las réplicas
realizadas en cada uno de los tratamientos y en el control. La obtencion de datos se llevo a
cabo utilizando el software IBM SPSS Statistics y realizando estudios de la varianza con dos
tipos de ANOVA diferentes, un ANOVA de una via (utilizando como test post-hoc el test de
Tukey, mostrando los resultados en la figura 3, figura 4 y figura 5) para valorar si existian

diferencias significativas entre las medias de las réplicas de cada tratamiento.

Por otro lado, utilizando el mismo software anteriormente nombrado, se llevd a cabo un
analisis de la varianza (ANOVA) de tres vias para estudiar las potenciales interacciones
causadas por la combinacion de tres factores, la intensidad luminosa (alta o baja), la locion
(si se incluye en el cultivo o no la solucion micelar) y la mascarilla (si se incluye o no la

mascarilla en el cultivo).
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En ambos casos se valora la hipotesis con un nivel de confianza de un 95%. En el caso
del ANOVA de una via donde se realiza también el test de Tukey, este se aplica con un

nivel de significacion (p-valor) del 0,05 en todos los casos.

Los resultados del test de Tukey se muestran en las graficas en forma de letras, siendo
la a un resultado de p-valor > 0,05 y, por lo tanto, no existiendo diferencias entre ese
tratamiento y el control. La letra b equivale a un resultado de p-valor < 0,05 y marca la

existencia de diferencias significativas entre los resultados de ese tratamiento y el control.

RESULTADOS Y DISCUSION

Calculo de la EC50.

Tras la obtencién de resultados se ve como los valores de la tasa de crecimiento de los
distintos tratamientos son menores a las tasas de crecimiento del control tanto a las 48
horas como a las 120 horas (p-valor = 0,0001). Por otro lado, se puede observar como las
tasas de crecimiento también disminuyen gradualmente a medida que se aumenta la
concentracion del tratamiento, en este caso la solucion micelar. Los resultados se muestran

en la figura 2.

Tras la introduccion de los resultados en el software libre Compusyn, se obtuvo como

resultado para la EC50 la concentracion 1/5300.

Estudio de la Ec50
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Fig 2: Eje de la Y los valores de la tasa de crecimiento expresados en dia™ y el eje de las X las distintas
concentraciones de la soluciéon micelar. Ademas, se realiza una distincion entre los valores a las 48 horas (en
azul) y a las 120 horas (en naranja).
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Efecto de los tratamientos sobre la tasa de crecimiento de Raphidocelis subcapitata.

Pese a que actualmente estan surgiendo nuevos biomarcadores para el estudio
ecotoxico, la obtencidn de la densidad celular para el posterior calculo y analisis de la tasa
de crecimiento sigue siendo un parametro muy utilizado en los estudios de ecotoxicidad
(Van Wezel y Van Vlaardingen, 2004).

Los resultados obtenidos en este estudio dejan ver que existe una interaccion negativa
para el crecimiento de la microalga dulceacuicola Raphidocelis subcapitata entre la
intensidad luminosa y la solucién micelar (p-valor = 0,004) cuando se llega a las 120 horas
de exposicion. Por otro lado, también se aprecia que llegadas las 48 horas de exposicidon

todavia no existe ninguna interaccion significativa entre los factores de estudio (Figura 3).

En cuanto a los resultados obtenidos para los tratamientos con solamente la EC50, se
puede apreciar que se produce un aumento del efecto cuanto mas tiempo se encuentren las
células expuestas a ella. Sin embargo, el factor clave para que el componente téxico del
agua micelar pueda causar toxicidad sobre las microalgas es la intensidad de luz. A
intensidades de luz bajas no se aprecia una afectacion téxica por parte de la EC50, al
contrario que en intensidades de luz altas, donde se aprecia una diferencia significativa

entre los resultados obtenidos para la EC50 y el control (p-valor = 0,004).

Si se analizan los resultados obtenidos para los tratamientos sometidos unicamente al
efecto de la mascarilla, se puede observar como no hay un efecto significativo de la
mascarilla sobre la tasa de crecimiento de Raphidocelis subcapitata (p-valor = 0,551). Sin
embargo, en algunos estudios si se observaron cambios negativos en la tasa de crecimiento
del alga marina Phaeodactylum tricornutum causados por la liberacién de un gran numero
de microfibras por parte de las mascarillas al estar expuestas a radiacién ultravioleta
(Sendra, M. el al. 2022).

Para el ultimo tratamiento, donde las células tuvieron que crecer expuestas a ambos
agentes al mismo tiempo, mascarilla y solucién micelar, se obtuvieron datos de gran interés.
A las 48 horas no se aprecia ningun efecto significativo en ningun caso (p-valor = 0,551 y p-
valor = 0,316). Sin embargo, si se aprecia un efecto significativo por parte de este
tratamiento a las 120 horas de exposicion, aunque unicamente en intensidades altas de luz
(p-valor = 0,038).
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Por otro lado, en intensidades luminosas altas, apreciamos cambios significativos a las
120 horas de exposicion con respecto al control, existiendo un claro descenso en la tasa de
crecimiento de Raphidocelis subcapitata en presencia de la solucion micelar (p-valor =
0,004) y en presencia tanto de la solucion micelar como de la mascarilla (p-valor = 0,038).
Sin embargo, no se encuentran diferencias entre los resultados a las 48 horas de exposicion

(p-valor = 0,316) Los datos se muestran en la figura 3.

Al contrario, a condiciones de baja intensidad luminica, no se aprecian diferencias
significativas entre ninguna de las medias, ni a las 48 horas (p-valor = 0,551) ni a las 120

horas (p-valor = 0,187).

Con estos resultados se puede afirmar que los componentes del producto de uso
personal utilizado en este estudio causan un efecto téxico sobre el crecimiento de la
microalga dulceacuicola Raphidocelis subcapitata. Ademas, en otros estudios también se
observo una disminucién del crecimiento de ciertas microalgas causado por otro tipo de
contaminantes (Rempel, A. el al. 2021) como el bisphenol A (Esperanza et al. 2021) o como

el nonylphenol y los microplasticos (Wenfeng Yang et al. 2020).
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Fig 3: En el eje de la Y se muestran los valores de las tasas de crecimiento para los distintos posibles agentes
téxicos y en el eje de la X se muestran los periodos de tiempo esperados para cada conteo de poblacion,
siendo 48 horas y 120 horas. Por otro lado, se muestra la diferencia entre las intensidades de luz, LL (baja
intensidad) y HL (alta intensidad). Por ultimo, se muestran los distintos tratamientos, el control (en azul),
solamente expuestos a la mascarilla (en naranja), solamente expuestos a la solucién micelar (en gris) y
expuestos a ambos tratamientos mascarilla y soluciéon micelar al mismo tiempo (en amarillo).
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Efecto de los tratamientos sobre la viabilidad celular de Raphidocelis subcapitata.

El analisis de la viabilidad celular es un parametro muy utilizado en los estudios de

ecotoxicologia de los ultimos afios con microalgas (An, S. A. et al. 2021).

En el apartado anterior se observd como la interaccion luz-solucion micelar causa
efectos negativos sobre el crecimiento celular de Raphidocelis subcapitata. Con el fin de
proporcionar mas datos que afirmen estos resultados se procedié al estudio de la viabilidad

celular para los distintos tratamientos.

Con estos resultados, los cuales se pueden ver en la figura 4, se confirma que existe ese
efecto negativo también sobre la viabilidad celular por parte del tratamiento de la EC50 (p-
valor = 0,004) llegadas las 120 horas de exposiciéon con una alta intensidad de luz. No se
encuentra esta interaccion a las 48 horas (p-valor = 0,438). Los datos se muestran en la

Figura 4.

Analizando las diferencias entre los resultados obtenidos para los diferentes tratamientos
con respecto al control, solo se confirma la diferencia significativa entre los resultados para
el tratamiento en el que exclusivamente se somete a los individuos a la presencia de la

solucion micelar (p-valor = 0,0001) llegadas las 120 horas.

En cuanto al efecto de la mascarilla, no se encuentra ningun cambio significativo en la

viabilidad celular de los cultivos sometidos al tratamiento con mascarilla (p-valor = 0,485).

A diferencia de la tasa de crecimiento, la viabilidad no se ve afectada cuando se

combinan los tratamientos en ningun caso (p-valor = 0,379).

No se encuentran diferencias significativas entre los resultados de los tratamientos
sometidos a bajas condiciones de luz (p-valor = 0,271 a las 48 horas y p-valor = 0,223 a las
120 horas) y tampoco se aprecian entre los resultados obtenidos a las 48 horas (p-valor =

0,438) a una alta intensidad luminica.
Otros articulos apoyan el efecto negativo sobre la viabilidad celular de ciertas microalgas

de algunos contaminantes como el tetrabromobisphenol A (Debenest, T. et al. 2011) o como

el bisphenol A (Esperanza et al. 2021).
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Fig 4: Valores de la viabilidad celular de los individuos de Raphidocelis subcapitata que fueron capaces de
reproducirse en cada uno de los tratamientos. En el eje de la Y se muestran los valores (en %) de las células
Pl-, es decir, de las células vivas en cada cultivo. En el eje de la X se muestran los distintos tratamientos
distinguiendo entre intensidades bajas de luz (LL) e intensidades altas de luz (HL). Ademas también se marca
la diferencia entre los dos tiempos de toma de datos 48 horas (en azul) y 120 horas (en naranja).

Efecto de los tratamientos sobre la actividad fotosintética de Raphidocelis subcapitata.

Por ultimo, y para seguir profundizando en los resultados obtenidos en los apartados
anteriores se llevd a cabo el analisis de la actividad fotosintética de los individuos de

Raphidocelis subcapitata en cada uno de los tratamientos.

Tras la obtencion y el andlisis de los resultados se confirma también la interaccién
negativa entre la intensidad luminosa y la solucion micelar sobre la capacidad fotosintética

de Raphidocelis subcapitata llegadas las 120 horas de exposicién (p-valor = 0,002).

Comparando las medias de las réplicas de cada tratamiento con respecto al control se
confirma la diferencia significativa de los resultados obtenidos en presencia de la EC50 con
intensidades luminosas altas llegadas las 120 horas de exposicion (p-valor = 0,034). No se
encuentran diferencias significativas entre los valores obtenidos para las bajas intensidades
luminosas y su correspondiente control (p-valor = 0,076 para las 48 horas y p-valor = 0,135
a las 120 horas). Tampoco a las 48 horas de exposicién a altas intensidades de luz (p-valor

= 0,561). Los resultados obtenidos se muestran en la figura 5.

Esta toxicidad también puede ser causada por otro tipo de contaminantes como los
microplasticos y el nonilfenol sobre otras especies de microalgas como Chlorella

pyrenoidosa (Wenfeng Yang, et al. 2020).

Tras los resultados obtenidos se puede decir que el agua micelar contiene sustancias

qgue son toxicas frente a las microalgas y que si estan expuestas a unas intensidades de luz

17



altas esta se agrava. Por otro lado, la mascarilla no causa efectos toxicos por si misma, sin

embargo, si que presenta toxicidad en combinacion con el agua micelar.
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Fig 5: Analisis de la actividad fotosintética de Raphidocelis subcapitata en los diferentes tratamientos. En el eje
de la Y se expresan los valores de actividad fotosintética obtenidos con el fluorimetro. En el eje de la X se
muestran los distintos tratamientos distinguiendo entre baja intensidad luminosa (LL) y alta intensidad
luminosa (HL). Ademas, también se marca la diferencia entre los dos tiempos de toma de datos 48 horas (en
azul) y 120 horas (en naranja). Las letras hacen referencia al analisis estadistico siendo a (no existen
diferencias significativas) y b(si existen diferencias significativas).

CONCLUSIONES / CONCLUSIONS / CONCLUSIONS

La dilucion de solucién micelar equivalente al valor de EC50 obtenida fue 1/5.300. En
esta concentraciéon se inhibe al 50% la tasa de crecimiento de los cultivos de Raphidocelis

subcapitata.

La locion micelar afecta negativamente sobre la tasa de crecimiento, la viabilidad y la
actividad fotosintética de las células de Raphidocelis subcapitata cuando se aumenta la

intensidad de luz a la que se exponen.

La mascarilla es capaz de mitigar ligeramente los efectos toxicos de la soluciéon micelar
con intensidades de luz altas, provocando que haya valores mas bajos de viabilidad,
crecimiento y actividad fotosintética con respecto al control, pero que no llegue a causar
pérdida de la viabilidad de las células. Sin embargo, no es capaz de causar toxicidad por si

misma en ningun caso.

A dilucion de solucién micelar equivalente ao valor de EC50 obtida foi 1/5.300. Nesta
concentracion inhibese ao 50% a taxa de crecemento dos cultivos de Raphidocelis

subcapitata.
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A locion micelar afecta negativamente sobre a taxa de crecemento, a viabilidade e a
actividade fotosintética das células de Raphidocelis subcapitata cando se aumenta a

intensidade de luz & que se expofien.

A mascara é capaz de mitigar lixeiramente os efectos téxicos da solucién micelar con
intensidades de luz altas, provocando que haxa valores mais baixos de viabilidade,
crecemento e actividade fotosintética con respecto ao control, pero que non chegue a
causar perda da viabilidade das células. Con todo, non é capaz de causar toxicidade por si

mesma en ningun caso.

The dilution of micellar solution equivalent to the EC50 value obtained was 1/5,300. This

concentration inhibits the growth rate of Raphidocelis subcapitata cultures by 50%.

The micellar lotion negatively affects the growth rate, viability and photosynthetic activity
of Raphidocelis subcapitata cells when the intensity of the light to which they are exposed

increases.

The mask is able to slightly mitigate the toxic effects of the micellar solution at high light
intensities, causing it to have lower values of viability, growth and photosynthetic activity
compared to the control, but not to cause loss of cell viability. However, it is not capable of

causing toxicity by itself in any case.
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