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Laburpena

Industria eta teknologiaren garapenak ezaugarri bereziak dituzten material berrien sorrera ekarri du;
horien artean, grafenoak eta bere eratorriek interes handia piztu dute. Esponentzialki hazten ari den
ekoizpenaren ondorioz, grafenoa eta bere eratorriak itsasora iristen ari dira eta, itsas organismoetan
eragin ditzaketen kalteen inguruko kezka zabaldu da. Gainera, grafenoak eta eratorriek, azalera-
bolumen erlazio handia eta hidrofobikoak izateagatik arrisku gehigarri bat dute: kutsatzaile organiko
iraunkorren garraiatzaileak izan daitezke. Gure ikerketaren xedea, grafeno oxidoak, bakarrik zein
kutsatzaile organiko iraunkorrak adsorbatuta dituela, muskuiluetan eragindako kalteak aztertzea izan
da.

Hitz gakoak: Nanomaterialak, grafenoa, kutsatzaile organikoak, itsasoa, toxikologia

Abstract

The industrial and technological development has resulted in the generation of new materials with
special characteristics. Among such materials, graphene and its derivatives have attracted great
interest. Due to the exponential increase in production of graphene and its derivatives, they are
reaching the marine environment and so there is a widespread concern about the damage they could
cause to marine organisms. In addition, graphene and its derivatives pose an additional risk due to
their high surface to volume ratio and hydrophobicity: they can act as carriers of persistent organic
pollutants. The aim of our research has been to study the damage caused to mussels by the exposure to
graphene oxides, alone or with adsorbed persistent organic pollutants.

Keywords: Nanomaterials, graphene, organic pollutants, marine environment, toxicology

1. Sarrera eta motibazioa

Gizartean etengabe sortzen ari diren beharrizanak asetzeko helburuz, etengabeak dira
industria eta teknologiaren aurrerapenak; honela, nanoteknologia bezalako teknologia berriak
garatu dira. Nanoteknologiak hazkuntza esponentziala izan du azken hamarkadetan, ikerketa eta
robotika mailan lantzetik, egunerokotasunean erabiltzen diren produktu desberdin askoren
garapena gauzatzeraino (“The nanodatabase”, 2021). Definizioz, nanomaterialak dimentsio bat
behintzat, nanoeskalan (<100 nm) duten materialak dira (Nel et al., 2006). Definizio orokor
honen baitan, nanomaterialak irizpide ezberdinen arabera sailka daitezke: osagai nagusiaren
arabera, nano dimentsio kopuruaren arabera, formaren arabera... Oinarri atomikoa kontuan
hartuta, nanomaterialak bi talde handitan banatu daitezke: karbonoan oinarritutako
nanomaterialak eta oinarri metalikoa daukaten nanomaterialak (Fadeel eta Garcia-Bennett,
2010).

Azken urteotan, karbonoan oinarritutako nanomaterialek ikertzaileon zein industriaren arreta
bereganatu dute (Madannejad et al., 2019), batez ere, grafenoaren aurkikuntzaren ostean (2004).
Grafenoa atomo bateko lodiera duen karbonoaren alotropo bat da, non karbono atomoek sp?
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lotura kobalenteen bidez sare kristalinoa eratzen duten. Grafeno xaflen luzera oso aldakorra izan
daiteke, nanometro eskasetatik, eskala makroskopikoraino (Novoselov et al., 2004). Egitura
honek hainbat ezaugarri bereizgarri ematen dizkio grafenoari, hala nola, ezaugarri termikoak,
mekanikoak eta optikoak... grafenoa aplikazio ezberdinetan erabiltzea ahalbidetuz, besteak
beste, biomedikuntzan, bateria berrien sorkuntzan edo automobilgintzan (Zhang et al., 2016).
Grafenoaren oxigeno, hidrogeno eta karbono atomoen arteko proportzioak aldatuz, grafeno
oxidoa eta grafeno oxido erreduzitua lor daitezke grafenotik (1. irudia) (De Marchi et al., 2018).
Aldaketa hauek erreaktiboagoak eta biobateragarriagoak egiten dituzte grafeno oxidoa eta
grafeno oxido erreduzitua grafenoarekin alderatuta, hurrenez hurren (De Marchi et al., 2018).
Nanomaterial hauek material hibridoak eratzeko eta bakterioak hiltzeko erabil daitezke (De
Marchi et al., 2018). Horrela, azken urteotan, grafenotik eratorritako nanomaterialen ekoizpena
zeharo ari da emendatzen.

1. irudia. Grafenotik eratorritako nanomaterialen adibideak, a) geruza anitzeko grafenoa, b) geruza
bakarreko grafenoa, c) grafeno oxidoa, d) grafeno oxido erreduzitua (de Marchi et al., 2018-tik
moldatua).

Kargarik gabeko
c talde polarrak d

M lotura hidrofobikodun

L (oH) :
\ e grafeno domeinuak

0=C\ Kargatutako talde
hidrofilikoak

Beste edozein materialekin bezala, grafenoa edo bere eratorriak dauzkaten produktuen
ekoizpenak eta erabilpenak nanomaterial hauek ingurumenean sartzea ahalbidetu dezake;
besteak beste, ekoizpenean, garraioan zein hondakinen kudeaketan zehar, dela emisio
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atmosferikoen bidez zein ur araztegien bidez (De Marchi et al.,, 2018). Ur inguruneko
organismoak grafenoa eta bere eratorriek sortu dezaketen kutsadurarekiko sentikorrak dira; are
gehiago material hauen azken geralekuak itsasoa eta ozeanoak izanik. Ondorioz, azken urteotan
grafenoa eta bere eratorriek itsas organismoetan eragin ditzaketen kalteen inguruko kezka
nabarmenki zabaldu da (Corsi et al., 2014).

2. Arloaren egoera eta ikerketaren helburuak

Gaur egun grafenoa eta bere eratorrien ingurumeneko kontzentrazioa guztiz ezezaguna da.
Alde batetik, ez delako garatu nanomaterial hauen ingurumeneko kontzentrazioak neurtzeko
behar den teknologiarik eta bestetik, ez delako garatu ingurumeneko kontzentrazioak
estimatzeko modelo matematikorik. Ikertzaile batzuk iradoki dutenez, grafenoaren eta bere
eratorrien ingurumeneko kontzentrazioak, karbonoan oinarritzen diren beste nanomaterialen
tarte berean egotea espero da; antzeko egitura eta pareko aplikazioak dauzkatelako. Horrela,
grafenoak eta bere eratorriek ingurune urtarretan duten kontzentrazioa ng/L eta ug/L artean
egotea espero da (Sun et al., 2016; De Marchi et al., 2018).

Grafenoa eta bere eratorrien toxizitatea aztertzea helburu duten ikerketa lanetan, zelulen
mintzen integritatearen murrizketa eta estres oxidatiboa, genotoxizitatea, hantura zein osasun
maila orokorraren murrizketa behatu dira (Madannejard et al., 2019). Bilaketa bibliografikoa
ingurune urtarretako organismoetara mugatzen bada, grafenoaren eta bere eratorrien inguruko
informazioa oraindik eskasa da. Izan ere, informazio gehiena ur gezatako animalia ereduetan
oinarritzen baita; Danio rerio zebra arrainean eta Daphnia magna krustazeoan, nagusiki (De
Marchi et al.,, 2018). Honek asko =zailtzen du itsasoan aurkitu beharreko ingurumen
kontzentrazio atalasak ezartzea; izan ere, nanomaterialek portaera ezberdina dute ur gezetan eta
ur gazitan eta ondorioz baita toxizitate ezberdina ere. Gainera, maila trofiko ezberdinetan
kokatuta dauden organismoetan neurtu den toxizitatea ezberdina izan da, mikroalga, bibalbioak
edo/ta poliketoak aztertu direnean (De Marchi et al., 2018; 2019).

Gainera, itsas ingurunean kutsatzaileak ez dira bakarka agertzen, eta beraz, kutsatzaileen
toxizitate bateratua ikertzea ezinbestekoa da ekosistemen osasuna eta jasangarritasuna
bermatzeko. Batez ere, grafenoa eta grafenotik eratorritako nanomaterialak bezalako konposatu
berriak ingurunera sartu daitezkeelako eta dagoeneko bertan dauden kutsatzaileekin
elkarrekintzak sortu ditzaketelako. Grafenoa eta grafenotik eratorritako nanomaterialak bakarka
aztertzeak, konposatu hauen toxizitate profila gutxiestea ondoriozta lezake. Izan ere, grafenoak
eta grafenotik eratorritako nanomaterialek duten azalera-bolumen erlazio handia eta
hidrofobizitatea direla eta, ur inguruneetan dauden hainbat konposatu adsorbatu ditzakete, esate
baterako, tindatzaileak (Robati et al., 2016), kutsatzaile organikoak (Wang et al., 2014), metal
astunak (Wu et al., 2018) eta farmakoak (Nam et al., 2015). Hori dela eta, grafenoa eta bere
eratorriak zenbait kutsatzaileren ezabaketarako proposatu dira; horien artean, petrolio
isurketenak (Igbal & Abdala, 2012). Ezabaketa praktika honen eragozpenetako bat grafenoa cta
bere eratorriak ingurumenera modu ez kontrolatuan askatzea izango litzateke, era honetan,
adsorbatutako kutsatzaileak itsas organismoentzako eskuragarriagoak bilakatuz. Fenomeno
honi, hots, grafeno eta bere eratorrieck ingurune urtarretan dauden substantzia toxikoak
adsorbatu eta adsortzio horrek kutsatzaileak bioeskuragarriago egiteari “Troiako Zaldia”
fenomenoa deritzo (Sanchis et al., 2016). Troiako Zaldia fenomeno hori bereiziki kezkagarria da
kutsatzaile organiko iraunkorretaz (POP, ingelesetik persistent organic pollutants) ari garenean.
POPak prozesu kimiko, biologiko eta fotolitikoen bitartez nekez degradatzen diren konposatu
organikoak dira (Ritter et al., 2007). Laborategi lanetan frogatu denez, grafenoak eta bere
eratorriek POPak adsorbatu ditzakete, ur inguruneko POPen dinamikak aldatuz (Wang et al.,
2014; Martinez-Alvarez et al., 2021). POPen artean bentzo(a)pireno hidrokarburo aromatiko
poliziklikoa aipagarria da, genotoxikoa, mutagenikoa eta disruptore endokrinoa izateaz gain,
estres oxidatiboa eta minbizia sortzeko gai delako eta itsas ingurunean aurki daitekeelako
(Water Framework Directive, 2008).
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Testuinguru honetan gure ikerketaren xedea izan da, grafeno oxidoak, bakarrik zein
bentzo(a)pireno adsorbatuta duela, Mytilus galloprovincialis itsas muskuiluen molekula, zelula,
ehun zein organismo mailan eragindako kalteak aztertzea.

3. Ikerketaren muina

Mytilus  galloprovincialis muskuiluak Mundakan batu ziren 2019ko otsailean, eta
esperimentua hasi baino lehen, 21 egunez aklimatatu ziren laborategian. Esperimentuan zehar
muskuiluak 7 egunez mantendu ziren baldintza estandarretan (kontrola), grafeno oxidoaren pean
(GO tratamendua, 500 pg/L), aurrez bentzo(a)pireno adsorbatua zuen grafeno oxidoaren pean
(GO+BaP tratamendua, 500 pg/L GO + 100 ug/L bentzo(a)pireno) eta bentzo(a)pirenoaren pean
(BaP tratamendua, 96.7 pg/L; kontzentrazioa, GO+BaP tratamenduaren bentzo(a)pireno
adsorbatuaren kontzentrazioari dagokio (Martinez-Alvarez et al., 2021)). Talde esperimental
bakoitzeko 2 akuario jarri ziren, bakoitza 57 muskuilurekin.

Grafeno oxidoa Graphenean (Donostia) erosi zen. Xaflen luzera 500 nm eta mikra gutxi
batzuen artekoa zen, lodiera 2 nm baino txikiagoa zen eta oxigenozko edukia %40 ingurukoa
zen (Martinez-Alvarez et al., 2021). Bentzo(a)pirenoa adsorbaturik zeukan grafeno oxidoa
hurrengo eran prestatu zen (Martinez-Alvarez et al., 2021): Grafeno oxidoa eta bentzo(a)pireno
disoluzioa (100 pg/L) 500 pg: 10 mL proportzioan nahastu ziren. Nahastea 24 orduz
iluntasunean mantendu zen orbital batean irabiatzen. Ondoren, 9000 g-tan 30 minutuz
zentrifugatu zen. Jalkina, MilliQ uretan bersuspenditu zen, nahastea muskuiluei bota aurretik.

7 egunen buruan, muskuiluetatik hemolinfa erauzi eta muskuiluak disekzionatu ziren
tratamendu ezberdinek eragindako kalteak aztertzeko. Muskuiluen hemozitoetan, katalasa
entzima antioxidatzailearen jarduera eta zelulen bideragarritasuna ikertu ziren, zelula mailako
biomarkatzaile moduan. Ehun ezberdinetan itu-entzimen jarduera neurtu zen: efektu
neurotoxikoen markatzaile gisa muskulu aduktorean Azetilkolinesterasa (AchE); metabolismo
aerobikoaren markatzaile gisa, digestio guruineko Isozitrato Deshidrogenasa; digestio guruin eta
zakatzetan, bioeraldaketa metabolismoko bigarren faseko Glutation-S-Transferasa (GST); eta
Glutation peroxidasa, Superoxido Dismutasa (SOD) eta katalasa entzima antioxidatzaileak .
Gainera, digestio guruinaren eta gonadaren azterketa histopatologikoa burutu zen ehun mailako
kalteak aztertzeko; eta organismo mailan: sexua, ugalketa zikloaren fasea, indize gonadala eta
baldintza-indizea (ingelesezko condition index) zehaztu ziren. Akuario bakoitzeko 7-10
muskuilu erabili ziren teknika bakoitzerako.

Bestalde, muskuilu osoak gorde ziren RAMAN espektroskopia eta analisi kimikoen bidez
grafeno oxidoa eta bentzo(a)pirenoa ehunetan barneratu eta metatzen diren aztertzeko, hurrenez
hurren. Azkenik, muskuiluen gorotzetan grafeno oxidoa aztertu zen RAMAN espektroskopiaren
bidez.

3.1. Grafeno oxidoaren barneraketa eta bentzo(a)pirenoaren biometaketa muskuiluetan

RAMAN espektroskopia erabiliz, GO eta GO+BaP tratamenduen pean mantendutako
muskuiluetan grafeno oxidoa topatu zen muskuiluen digestio traktuaren argian. Zakatzetan eta
gonadan ordea ez. Honek, grafeno oxidoa irentsiz barneratu zela iradokitzen du. Gainera, GO
eta GO+BaP tratamenduen pean mantendutako muskuiluen gorotzetan grafeno oxidoa topatu
zen, barneratutako grafeno oxidoaren proportzio bat digestio prozesuan zehar kanporatzen dela
ondorioztatuz.

Analisi kimikoek GO+BaP eta BaP tratamenduen pean mantendutako muskuiluen ehunetan
bentzo(a)pirenoa metatu zela erakutsi zuten, grafeno oxidoa, adsorbatzen dituen konposatuen
itsas uretango garraiatzailea izan daitekeela baieztatuz. Hala ere, GO+BaP tratamenduaren pean
mantendutako muskuiluek BaP tratamenduaren pean mantendutako muskuiluek baino
bentzo(a)pireno gutxiago metatu zuten, seguruena, grafeno oxidoaren proportzio bat gorotzekin
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batera kanporatu izanagatik. Horrela, bentzo(a)pirenoa desadsorbatzeko beharrezko denbora,
grafeno oxidoak muskuiluen barnean pasatako denbora baino luzeagoa izango litzateke.

3.2. Hemozitoen bideragarritasuna eta jarduera entzimatikoak

Zelula mailan, GO+BaP eta BaP tratamenduen pean mantendutako muskuiluen hemozitoen
bideragarritasuna murriztu egin zen, baina tratamendu ezberdinen katalasa entzimaren jarduera
antzekoa izan zen.

Ehun mailan, muskulu aduktore, digestio guruin edo zakatzetan neurturiko entzimen jarduera
ez zen aldatu grafeno oxidoaren eraginaren pean. GO+BaP eta BaP tratamenduen pean
mantendutako muskuiluetan ordea, AchE entzimaren eta bioeraldaketaren II. faseko GST
entzimaren jarduera inhibitu ziren muskulu aduktorean eta digestio guruinean, hurrenez hurren.
Era berean, BaP tratamenduaren pean mantendutako muskuiluen kasuan SOD entzima
antioxidatzailearen jardueraren inhibizioa eman zen digestio guruinean eta GO-+BaP
tratamenduaren pean mantendutako muskuiluetan berriz, katalasaren indukzioa.

Hortaz, emaitzok osotasunean aztertuta, bentzo(a)pirenoa da aztertutako entzimen jardueretan
aldaketa gehien eragin dituen kutsatzailea, GO eta GO+BaP tratamenduekin alderatuta. Gainera,
grafeno oxidoari adsorbatutako bentzo(a)pirenoak kalte gehigarriak eragin ditu muskuiluen
osasunean grafeno oxidoarekin alderatuta, “Troiako Zaldia” fenomenoaren adierazlea izan
daitekeena.

3.3 Digestio guruinaren eta gonadaren azterketa histopatologikoa eta organismo
mailako erantzunak

Muskuiluen ehunetako azterketa histopatologikoan, grafeno oxidoak hantura motako
erantzuna eragin dezakeela ikusi zen, zelula arreen metaketak nabarmenak izanik.

Digestio guruinaren ehun konektiboan zelula arreen metaketa behatu zen GO, GO+BaP eta
BaP tratamenduen pean mantendutako muskuiluetan. GO tratamenduaren pean egondako
muskuiluetan gainera, infiltrazio hemozitikoak ageri ziren (2.A. irudia). GO eta GO+BaP
tratamenduaren pean mantendutako muskuiluetan, zelula arreen metaketak digestio traktuaren
epitelioan ere ageri ziren. Orohar, GO+BaP tratamenduaren pean mantendutako muskuiluen
zelula arreen metaketa GO tratamenduaren pean egondako muskuiluena baino handiagoa zen.

2. a) GO tratamenduaren pean mantendutako muskuilu baten digestio guruinaren ebaki
histologikoa, hematoxilina & eosinarekin (H&E) tindatuta, infiltrazio hemozitikoa duena. b) BaP
tratamenduaren pean mantendutako muskuilu ar baten gonadaren ebaki histologikoa, H&Erekin
tindatuta, folikulu gonadalaren barnean zelula arreen metaketa duena. Eskala: 100 pm.
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Gonadan, zelula arreen metaketak GO eta BaP tratamenduen pean egondako muskuiluetan
behatu ziren soilik (2.B. irudia); fibrosia, berriz, GO tratamenduaren pean egondako
muskuiluetan bakarrik. GO+BaP eta BaP tratamenduen pean egondako muskuiluek infiltrazio
hemozitikoak erakutsi zituzten gonadaren ehun konektiboan.

GO, GO+BaP eta BaP tratamenduen pean egondako muskuiluek 2 eta 3 graduko atresia
obozitikoa erakutsi zuten, GO+BaP tratamenduaren pean egondako muskuiluetan bereiziki
handia zena. Honek, grafeno oxidoari adsorbatutako bentzo(a)pirenoak muskuiluen osasunean
kalte gehigarriak sor ditzakela adierazten du. Bestalde, ez zen desberdintasunik aurkitu
muskuiluen sexuen arteko proportzioa, ugalketa zikloaren fasea, indize gonadala edo/eta
baldintza-indizea aztertzean.

4. Ondorioak

Laburbilduz, grafeno oxidoak eta bentzo(a)pireno adsorbatua duen grafeno oxidoak efektu
kaltegarriak eragin ditzakete itsas muskuiluen osasunean (3. irudia). Gainera, grafeno oxidoak
bentzo(a)pirenoa moduko POPak garraia ditzake adsorbatuta eta ondorioz, eragin ditzakeen
zelula eta ehun mailako efektuak areagotu daitezke. Azkenik, nanomaterialek itsas ingurunean
duten eragina aztertzeko orduan, “Troiako Zaldia” delako fenomenoa kontuan hartu beharrekoa
dela ondorioztatzen da.

3. GO, GO+BaP eta BaP tratamenduen pean mantendutako muskuiluetan behatutako efektuak
laburbiltzen dituen eskema.
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5. Etorkizunerako planteatzen den norabidea

Lan asko dago egiteke itsasoan eman daitezken balizko kutsadura egoerak simulatzeko,
bereziki kutsatzaileen kontzentrazio errealak erabiliz. Esperimentu ugari burutu beharko da
oraindik tamaina, mota eta forma ezberdineko nanomaterialekin eta izaera anitzeko
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kutsatzaileekin, benetako arriskua ezagutu nahi baldin bada. Gainera, konbinaketa horiek
hainbat itsas organismoetan izan ditzaketen eraginak frogatzear daude.

Ikerketa hau abiapuntutzat hartuta, grafenotik eratorritako nanomaterialek bakarka zein
adsorbatutako kutsatzaileak dituztenek, itsas muskuiluetan zein beraien gameto eta enbrioietan
epe luzera izan ditzaketen eraginak argitzea izango da gure lan taldearen hurrengo erronka.
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o Ikerketa hau, Espainiako Gobernuko MINECOk (CTM2016-81130-R, NACE) eta Eusko
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