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A 1. Identificacion de la problematica

asociada a la contaminacion por plasticos.
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1. ABREVIACIONES Y ACRONIMOS

e ATR: Reflectancia total atenuada
e DSC: Calorimetria diferencial de barrido
e EDS: Espectroscopia de energia dispersiva
e FTIR: Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier
e TFAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
e GC: Cromatografia de gases
e IR: Infrarrojo
e MS: Espectrometria de masas
¢ NR: Nile Red
e NTA: Analisis de rastreo de nanoparticulas
e SEM: Microscopia electrénica de barrido
e SPE: Extraccion en fase solida
e TDS: Sistemas de desorcion térmica
¢ TGA: Termogravimetria
e UV: Ultravioleta
POLIMEROS
e LEPS: Poliestireno expandido
e PA: Poliamida
e PBT: Polibutileno tereftalato
e PE: Polietileno
e PET: Tereftalato de polietileno
e PES: Poliéster
e PP: Polipropileno
e PS: Poliestireno
e PU: Poliuretano

PVC: Cloruro de polivinilo

Pagina 3 de 31


http://www.fundacion-biodiversidad.es/
http://www.fundacion-biodiversidad.es/
http://www.fundacion-biodiversidad.es/
https://www.programapleamar.es/
https://ec.europa.eu/fisheries/cfp/emff_es

Unidn Europea
GOBIERNO  MINISTERIO . Z ; - PROGRAMA
DE ESPANA PARA LA TRANSICION ECOLOGICA . . N
pleal" ] ar Fondo Europeo Maritimo y

Fundacién Biodiversidad _ de Pesea (FEMI®)

2. INTRODUCCION

La problematica asociada a la presencia de residuos plasticos en los ecosistemas marinos esta
adquiriendo cada vez mas relevancia en la comunidad cientifica y la sociedad. Existe un
reconocimiento general de que los plasticos son un problema y el asunto lleva consigo varios
puntos de interés que capturan la atencién del publico: el impacto humano en el medio
ambiente marino, la contaminacion, los dafos a la vida silvestre y el posible impacto en las
cadenas alimentarias marinas y la consecuente potencial contaminacién de los alimentos de
consumo humano. En este contexto, se han lanzado campafas muy importantes para la
eliminacién de dichos residuos en el medio marino y terrestre ya que la contaminacién de los
océanos por plasticos se ha convertido en una realidad contrastada. Ademas, se ha
comprobado que los plasticos se estan incorporando en la cadena tréfica de muchas especies,
encontrandose indicios de residuos plasticos en el estobmago de animales de todo tipo, desde

grandes ceticeos, tortugas marinas hasta aves y peces.

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura publicé un
informe técnico en 2017 sobre el alcance de la contaminacién por residuos plasticos en la
pesca y la acuicultura (FAO, 2017). El informe técnico reune el conocimiento cientifico
disponible sobre microplasticos en pesca y acuicultura y provee informaciéon sobre las
probables fuentes, vias de transporte y distribucion en las cadenas de alimentos marinos y
cadenas de valor de pescados y mariscos, y provee una estructura para evaluar los riesgos
sobre las poblaciones de peces comerciales y consumidores, ademas de una revisiéon de las

practicas actuales y limitaciones en las técnicas de muestreo del microplastico.

Cabe destacar que, de acuerdo con este informe, la transferencia tréfica de microplasticos no
conduce a su acumulacién en los productos pesqueros finales, y la presencia de PBT's y otros
aditivos asociados tienen un efecto insignificante en la ingesta por parte del ser humano. Sin
embargo, todavia es necesario adquirir mas conocimientos acerca de la incidencia asociada a
la presencia de nanoplasticos (particulas de menor tamafno que los microplasticos), asi como

su impacto biolégico sobre los organismos acuaticos y la cadena alimentaria.

Respecto a las principales fuentes de residuos plasticos en la Unién Europea, segun un
informe elaborado por la plataforma PlasticEurope (PlasticsEurope, 2016), las principales
aplicaciones de los plasticos incluyen: envases (39,9 por ciento, gran parte de los cuales son
de un solo uso), construccion (19,7 por ciento), industria automovilistica (8,9 por ciento),

electricidad y aplicaciones electronicas (5,8 por ciento), agricultura (3,3 por ciento) y otras
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aplicaciones (consumo y electrodomésticos, mobiliario, deporte, salud y seguridad (22,4 por

ciento).

Los efectos adversos de la ingestién de microplasticos han sido observados en organismos
acuaticos bajo condiciones de laboratorio, usualmente a muy altas concentraciones de
exposicion que exceden las concentraciones ambientales actuales por varios 6rdenes de
magnitud. En los organismos acuaticos silvestres se han observado dentro del tracto
gastrointestinal, usualmente en pequefios numeros, y en la actualidad no hay evidencia de
que la ingestion de microplasticos tenga efectos negativos sobre las poblaciones de los

organismos acuaticos silvestres y de cultivo.

En los humanos el riesgo de la ingestion de microplasticos es reducida por la remocién del
tracto gastrointestinal en la mayorfa de las especies de pescados y mariscos consumidos. Sin
embargo, la mayorfa de especies de bivalvos y varias especies de peces pequefios que son

consumidos enteros, podrian conducir a la ingestion de microplasticos.

3. ANTECEDENTES

La basura plastica llam¢ la atencién a la comunidad cientifica y comenzaron a redactar los
primeros informes a principios de 1970 (Fowler, 1987, Carpenter y col., 1972, Carpenter y
Smith, 1972, Colton y Knapp, 1974). Se estim6 que de 4,8 a 12,7 millones de toneladas de
residuos de este material ingresaron en el océano en 2010, y se prevé que la cantidad
aumentara en un orden de magnitud para 2025 (Jambeck y col., 2015). En 2016, la
producciéon mundial superd los 320 millones de toneladas (Silva y col., 2018) detectandose

en habitats marinos de todo el mundo (Nuwer, 2014).

Los plasticos son polimeros organicos sintéticos, que se originan de la polimerizacién de
monoémeros extraidos de petréleo o gas (Rios y col., 2007; Thompson y col., 2009) y los mas
utilizados actualmente son el polietileno (PE), el polipropileno (PP), el cloruro de polivinilo
(PVC), el Poliestireno (PS) y el Tereftalato de polietileno (PET) de baja y alta densidad (Ivar
do Sul y Costa, 2014), los cuales representan el 90% de la produccién mundial total (Andrady
y Neal, 2009).

Las definiciones de tamafo utilizadas en este informe se adectian a las establecidas en el
informe emitido por la FAO en 2017 citado anteriormente, considerando: Macroplasticos:

particulas plasticas de mas de 5 mm de tamafio; Microplasticos: particulas plasticas en el
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rango de tamafio entre 0,1 micrémetros y 5.000 micrémetros (um) en su dimension mas
larga; y Nanoplasticos: particulas plasticas de tamafio que oscilan entre 1y 100 nanémetros

(nm) (0,001 pm-0,1 pm).

Asimismo, los items de plastico pueden ser manufacturados dentro del rango de tamafio de
microplasticos o como resultado de las degradacion o fragmentacion de items de plasticos
de mayor tamafo, diferenciando su fuente de procedencia entre fuentes primarias y fuentes

secundarias (Collicutt y col., 2019):
Microplisticos ptimatios

Los microplasticos primarios se fabrican para ser de un tamafio microscopico. Estos plasticos
se usan normalmente en limpiadores faciales, cosméticos (Zitko y Hanlon, 1991) y textiles
(Browne y col., 2011). El uso de exfoliantes que contienen estas particulas ha aumentado
dramaticamente. Se comercializan como "micro-perlas" o "micro-exfolia", pudiendo variar
en composicion, forma y tamafio dependiendo del producto (Fendall y Sewell, 2009).
También se han usado en tecnologia de chorro de aire (Derraik, 2002; Gregory, 1996) para
la eliminacién de pintura acrilica, melamina o poliéster en maquinaria y motores, y en cascos
de barcos para eliminar el 6xido y la pintura. Dado que estos depuradores se utilizan
repetidamente hasta que su tamafio disminuye y pierden su poder de corte, a menudo se
contaminan con metales pesados (por ejemplo, cadmio, cromo, plomo) (Browne y col., 2007;

Derraik, 2002; Gregory, 1996).
Microplisticos secundatios

Los microplasticos secundarios derivan de la descomposicion de macroplasticos o de
residuos plasticos mas grandes, tanto en tierra como en mar (Ryan y col., 2009; Thompson
y col., 2004). Con el tiempo, los procesos fisicos, biolégicos y quimicos pueden reducir la
integridad estructural de las macroparticulas, lo que produce la fragmentacion (Browne y col.,
2007). Estos materiales se encuentran en las playas expuestos a una elevada radiacion
ultravioleta y a una alta disponibilidad de oxigeno que conlleva a una degradacion,
volviéndose fragiles (Andrady, 2011; Barnes y col., 2009; Moore, 2008) y haciéndose cada
vez mas susceptibles a la abrasion, a la accion de las olas y a la turbulencia (Barnes y col.,
2009; Browne y col., 2007). Finalmente, con el tiempo los fragmentos se hacen mas pequefios
hasta que adquieren un tamafio microscopico (Fendall y Sewell, 2009; Rios y col., 2007; Ryan
y col., 2009).
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4. ALCANCE DE LA CONTAMINACION POR RESIDUOS
PLASTICOS EN LOS ECOSISTEMAS MARINOS

Se han realizado estudios, con la finalidad de determinar el tamano y de identificar el tipo de
plastico encontrado en algunas zonas del mar a partir de muestras de plancton. Por ejemplo,
en el Océano Atlantico Norte Occidental y el Mar Caribe, Law y colaboradores recogieron a
partir de 6.100 redes de plancton, mas de 64.000 piezas de plastico durante 22 afios (desde
1986 hasta 2008), el resultado mostrd que el 88% de los fragmentos de plasticos encontrados
eran inferiores a 10 mm y eran menos densos que el agua de mar, PE, PP de alta y baja
densidad (Law y col., 2010). En el mar Mediterraneo, Collignon y colaboradores recogieron
un total de 4.371 particulas microplasticas, de las cuales el 90% contenfan un tamafio de 0.3-

5 mm, que eran en su mayoria fibras y fragmentos de PS (Collignon y col., 2012).

Aproximadamente el 80% de los microplasticos proceden de fuentes terrestres, tanto las
fuentes primarias como las secundarias, se transportan al medio marino mayoritariamente a
través de los emisarios de aguas residuales (Carr y col., 2016). No obstante, no se debe
desestimar la influencia sobre la produccién de microplasticos que ejerce la pesca extensiva,
el uso recreativo y la explotacion de los océanos, ya que junto al aumento de la poblacién en
regiones costeras aumentaran la futura afluencia de desechos plasticos en los océanos (Ribic

y col., 2010).

4.1. DISTRIBUCION DE L.LOS MICROPLASTICOS EN
ECOSISTEMAS MARINOS

Los microplasticos se han documentado en todos los habitats de océanos abiertos y mares
cerrados, incluidas playas, aguas superficiales, columna de agua y fondos marinos (Lusher,

2015).

En océanos, el tamafio pequefio y la baja densidad de los microplasticos, contribuye a su
transporte generalizado a través de corrientes oceanicas (Cole y col., 2011). Las corrientes
oceanicas pueden transportar los microplasticos a costa o acumularlos en regiones centrales
oceanicas (Law y col., 2010). Ademas, la distribuciéon de microplasticos también esta
influenciada por el viento que causa el movimiento vertical de las particulas dentro de la
columna de agua. (Kukulka y col., 2012). El viento, las corrientes superficiales y la circulacion

geostrofica impulsan los patrones de dispersion de los microplasticos a grandes escalas (Law
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y col,, 2010). Mientras, a escalas mas pequenas, como los flujos turbulentos, las mareas, el
oleaje o los eventos oceanograficos de alta energfa (tormentas marinas o procesos
antropolégicos de dragado) pueden provocar la resuspension de las particulas benténicas de
los sedimentos (Ballent y col., 2012, 2013). Tanto las particulas que tienen una mayor
densidad que el agua de mar como las que se encuentran bioincrustadas precipitan con

facilidad hasta el fondo marino.

Se han realizado estudios sobre la presencia y abundancia de microplasticos en todos los
océanos y en los mares cerrados o semicerrados de mas relevancia a nivel global,
reportandose su presencia en las costas de todos los continentes (Ivar do Sul y col.,, 2013;
Lima Barletta y Costa, 2016), el Artico (Obbard y col., 2014) y Antérctico (Waller y col.,
2017).

Una de las estimaciones mas recientes de abundancia de microplasticos en aguas oceanicas y
neriticas superficiales estima una concentraciéon de 51,2 x 10" particulas y una masa de
260.000 toneladas (van Sebille y col., 2015). Segtn este modelo, las concentraciones y masas
mas altas se producen en el Mar Mediterraneo y el Océano Pacifico Norte. Un estudio
reciente realizado en el mar Mediterraneo evidencia una mayor concentracion de
microplasticos encontrados en su cuenca en comparaciéon con otras cuencas (Suaria y col.,
2016). En la figura de abajo, se muestra una estimaciéon de la concentracion global de

microplasticos segin el modelo desarrollado por Sebille y colaboradores en 2015.
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Figura 1. Disttibucién global de microplésticos en cuencas oceanicas. Fuente: FAO, Fisheries and Aquaculture Technical Paper No. 615.

4.2.  INFLUENCIA DE LA PESCA'Y LA ACUICULTURA EN LA
PRESENCIA DE MICROPLASTICOS

En relaciéon a la influencia de la pesca y la acuicultura en la problematica asociada a la
presencia de microplasticos en ecosistemas marinos, es relativamente sencillo identificar su
influencia en areas de maricultura y pesca costera, mientras que en zonas de pesca en alta

mar puede resultar mas dificil de interpretar debido a la influencia de la distribuciéon oceanica.

Es muy poco probable que exista una influencia significativa relacionada con operaciones de
pesca y acuicultura en la presencia de microplasticos primarios en ecosistemas marinos. La
principal fuente de microplasticos relacionada con la actividad pesquera se debe a la
producciéon de microplasticos secundarios asociados al desgaste rutinario de los artes de

pesca y otros equipos.

En el caso de la pesca, los cables de tierra en las redes de arrastre de fondo sufren
fragmentacion a través del uso y la abrasién mecanica contra el sustrato del fondo. Cabe

destacar que es probable que las pesquerias desempefien un papel importante en la
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resuspension y la redistribucién espacial de microplasticos en ambientes marinos,
particularmente a través del arrastre de fondo y las dragas. En el lago Hovsgol, Mongolia,
Free y col., (2014) asociaron algunos de los microplasticos presentes en la columna de agua
con la fragmentacién de los desechos plasticos de pesca encontrados en la costa. Segun un
estudio realizado en 2015 por Zhang y colaboradores, las cuerdas fragmentadas y las lineas
de pesca pueden ser responsables de los microplasticos descritos como "lineas" que se

encontraron en el rio Yangtze, China.

En relacion a la acuicultura, los viveros de plastico, los flotadores y las boyas expuestas al
aire y la luz UV son susceptibles a la degradacion y fragmentacion, derivando en la formacion
de residuos microplasticos. Por otro lado, la limpieza de las instalaciones en acuicultura (por
ejemplo, la cuerda utilizada en el cultivo de bivalvos), puede generar fibras microplasticas
durante el proceso de eliminacién de organismos bioincrustados. Posiblemente el
microplastico mas significativo relacionado con la maricultura proviene de la descomposicion
de los flotadores de Poliestireno expandido (EPS). Davidson (2012) sugiri6 que los isépodos
del género Sphaeroma spp. pueden formar colonias sobre flotadores de EPS, siendo éstas
potencialmente responsables de su descomposicion en millones de microplasticos de PS por

colonia.

5. INTERACCION DE MICROPLASTICOS CON LA BIOTA
MARINA

Los microplasticos estan biodisponibles para ser ingeridos por una variedad de taxones que
incluyen zooplancton, invertebrados marinos, peces, aves marinas y mamiferos marinos
(Amélineau y col., 2016; Cole y col.,, 2013; Lusher y col, 2015). Se pueden ingerir
directamente, tanto a partir del consumo accidental de particulas (por ejemplo, alimentadores
de filtro (Besseling y col., 2015), como por seleccion activa debido a la confusion de particulas
plasticas por alimento (de Sa y col., 2015; Hall y col., 2015; Neves y col., 2015). También
pueden ingerirse indirectamente como resultado de la transferencia tréfica, por lo que los

depredadores consumen presas contaminadas (Farrell y Nelson, 2013).

Una vez ingeridos, los microplasticos pueden causar una reducciéon en la capacidad de

alimentacion, en las reservas de energfa y en el rendimiento reproductivo, asi como
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alteraciones perjudiciales en la funcién intestinal, en varios organismos de bajo nivel tréfico

(Cole y col., 2015; Peda y col., 2016; Sussarellu y col., 2016; Wright y col., 2013).

Varios estudios in vivo han sugerido que los microplasticos pueden transferirse de la cavidad
intestinal a la corriente sanguinea, ingresar a las células y causar efectos significativos en el
tejido y en los niveles celulares en mejillones (Browne y col., 2008; Von Moos y col., 2012).
También, se han detectado microplasticos tanto en Mytilus edulis como en Crassostrea gigas y
se han recuperado numeros bajos de microparticulas del tejido de ambas especies analizadas.
Después de un periodo de depuracién intestinal, los microplasticos mas abundantes han sido
las particulas que tenfan un tamafio entre 5y 10 um en M. edulis y entre 11-15 pm (29.6%) y
16-20 pm (33,3%) en C. gigas. Los resultados de este estudio sugieren que podtia existir una
potencial ingestiéon de microplasticos por parte del consumidor final. No obstante, como se
ha puntualizado anteriormente, son necesarios mas estudios centrados en este campo para
poder determinar la presencia real de microplasticos en moluscos bivalvos y su posible

incidencia en la seguridad alimentaria.

En 2015, cinco institutos llevaron a cabo un muestreo en 8 puntos a lo largo del Canal y de
las costas del Mar del Norte entre Francia, Bélgica, Paises Bajos y Reino Unido, con el fin de
evaluar si el camarén Crangon crangon en poblaciones naturales consume microplasticos. Los
resultados de este estudio indicaron que los camarones pueden ingerir microplasticos,
especialmente fibras sintéticas y sugieren que las particulas superiores a 20 um no pueden
transferirse a los tejidos. Sin embargo, no se puede descartar la transferencia de
microparticulas a los seres humanos al comer camarones marrones sin eliminar el tracto

intestinal (Devriese, 2015).

También se han realizado estudios de laboratorio para observar como afecta la exposicion
de microplasticos en los peces. Peda y colaboradores realizaron un estudio en la Planta
Experimental de Acuicultura de IAMC U.O.S. Messina, en 2016, cuyo objetivo era estudiar
si los microplasticos producian alteraciones en el intestino de Dicentrarchus labrax a tiempos
de exposicion diferentes. Se tomaron muestras de lubina europea a los 30, 60 y 90 dias de
exposicion. A los 30 dias, las lubinas presentaban alteraciones pronunciadas en el sistema
digestivo-intestinal, el intestino secretaba moco como estrategia de defensa y aumentaba el
numero de células caliciformes. A continuacion, se observé la vacuolacién de enterocitos y
la coalescencia de las vellosidades. La gravedad del dafio dentro de los enterocitos aumentaba

con la duraciéon de la exposicion. A los 60 dias se detectaron los primeros cambios
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circulatorios y el empeoramiento de los cambios inflamatorios. El cuadro histolégico grave
y la reducciéon de la grasa perivisceral observada en algunos individuos, especialmente
después de 90 dias de exposicion, sugirieron que las funciones intestinales podian reducirse
y en algunos casos estar totalmente comprometidas. Ademas, la presencia de numerosas
infiltraciones de leucocitos y el aumento de la poblacion de células de Rodlet eran respuestas
tipicas a las condiciones de estrés. Por lo que, los resultados mostraron un deterioro
estructural y funcional en el intestino con alteraciones que varfan segun el tiempo de

exposicion (Peda y col., 2010).

El estudio realizado en 2013 por Farrell y Nelson ha demostrado en condiciones de
laboratorio la trasferencia de microplasticos en los organismos de bajo nivel en la cadena
trofica (Watts y col., 2014; Batel y col., 20106). El objetivo de este estudio fue investigar la
transferencia de estas particulas plasticas de mejillones a cangrejos. Se observo que la cantidad
de plastico que se transfirié de Mytilus edulis a Carcinus maenas fue pequefia pero suficiente

para transferirse a la hemolinfa y los tejidos del cangrejo (Farell y Nelson, 2013).

Nelms y colaboradores han llevado a cabo en 2018 un estudio, cuyo objetivo era evaluar la
abundancia de microplasticos en las excretas de mamiferos marinos y en sus presas y
determinar si su presencia se puede atribuir a la transferencia tréfica. Las focas pertenecian
al Santuario de focas de Cornualles en Gweek, Cornwall (Reino Unido) y eran alimentadas
con caballas capturadas por un proveedor local. El 32% de las presas contenfan 18 particulas
microplasticas confirmadas y el 48% de las muestras tomadas de las focas contenfan un total
de 26. Los resultados mostraron que los microplasticos pueden transferirse hasta mamiferos
marinos. Se sugirié que la transferencia tréfica representaba una via indirecta de la ingesta de

microplasticos (Nelms y col., 2018).

Respecto a los tejidos diana en la acumulacién de microplasticos en especies de peces y
crustaceos, Abbasi, S. y colaboradores realizaron un estudio en 2018 en el Mussa, estuatio
localizado en el norte del Golfo Pérsico, para determinar en qué tejidos se acumulan los
microplasticos en funcién de su tamafo. Para ello, seleccionaron cinco especies con valor
comercial de la poblacién local. Especificamente, el estudio se enfocé en la piel, el tracto
gastrointestinal, el higado, los musculos y las branquias de dos peces demersales: el flathead
de cola, Platycephalus indicus; el pez lagartija mayor, Saurida tumbil, 1a bacaladilla del norte, Sillago
sthamay 1a lengua de lenguado, Cynoglossus abbreviatus; y la piel y el muisculo de la gamba tigre,

Penaens semisuleatus. Para ello se llevo a cabo un muestreo a lo largo de las aguas costeras del
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Golfo Pérsico en cinco puntos. En cada estacion, se recolectaron hasta cinco muestras de
cada especie, con una captura total de 56 individuos entre todas las especies. Los resultados

del estudio se muestran en las tablas 1y 2.

Tabla 1. Numero de microplasticos detectados en las cinco especies estudio (Nelms y col., 2018)

S. P. C S. P.

sihama  indicus abbreviatus tumpil  semisulcatus

Piel 7 27
Musculo 14 7
Intestino 1 11
Agallas 15 22
Higado 6 0
Piel 29 14 8
Musculo 20 21 10
Intestino 9 4 11
Agallas 12 12 12
Higado 4 0 5
Piel 23
Musculo 12
Intestino
Agallas
Higado
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Piel 14 14 8 6 21
Musculo 19 14 12 12 14
Intestino 12 12 18 11
Agallas 20 27 13 8
Higado 11 13 24 17
Piel 11 27 13 14
Musculo 11 13 12 10
Intestino 4 0 15
Agallas 8 23 8
Higado 12 0 11
- 239 261 180 54 94
- 14.10 21.80 12.00 13.50 7.80
- 0.25 0.59 0.16 0.37 1.51

Tabla 2. Distribucién de tamafo promedio de microplasticos en los diferentes tejidos (g!) (Nelms y col., 2018)

<100

100-250 6 5.50 2 2 5.33

250-500 4.50 5.50 3 2 5

500-1000 1.50 3.75 2.33 2 1.33
>1000 2.25 3.50 2.33 0 2.33
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<100 4.50 3.75 1.67 3 0.67
100-250 3.50 3.5 1.33 3 6.33
250-500 3.75 1.75 4.33 4 1.33

500-1000 1.50 3 1.33 2 2
>1000 2.75 1.75 2.67 0 1.67

<100 0 0.33 1.33 0
100-250 1.5 4.33 1.67 2
250-500 1.25 2.67 5 6

500-1000 1 1 2.33 2
>1000 2.75 0.67 4.33 1

<100 0.50 1.25 1.33 0
100-250 4.25 6.25 4 1
250-500 3.25 6 3 3

500-1000 3.75 2.50 1.67 2
>1000 2 5 1 2

<100 6 8 9.33 13
100-250 2.25 5 4.33 4
250-500 0 0 0 0

500-1000 0 0 0 0
>1000 0 0 0 0
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De los resultados de este estudio se puede deducir que existe una transmisiéon de
microplasticos al muisculo en peces y camarones, dependiendo del tamano de las particulas.
En general, los microplasticos son mas grandes en las branquias y en el tracto gastrointestinal
que en otros 6rganos porque un material mas grande puede entrar facilmente en el tracto
digestivo con una obstruccion relativamente pequefia; la abundancia de particulas en el tracto
digestivo también es bastante variable, reflejando variaciones en la cantidad y el tipo de
alimento consumido tanto entre individuos de la misma especie como entre diferentes

especies.

5.1.  METODOS DE IDENTIFICACION DE RESIDUOS PLASTICOS
EN ORGANISMOS ACUATICOS

Una de las primeras consecuencias derivadas de la evidencia de residuos microplasticos en el
medio marino y biota, es la necesidad de disponer de planteamientos analiticos especificos,
robustos y de alta sensibilidad que permitan su identificacion, cuantificaciéon y posterior
monitorizacion a lo largo del tiempo. Para que un método analitico pueda gozar de
aceptacion universal, es esencial disponer de instrumentos analiticos, rutinas sencillas de

preparacion de muestras y protocolos experimentales poco complejos.

Es dificil identificar microplasticos de varios tamafios, formas y tipos de polimeros de forma
completa y confiable a partir de matrices ambientales complejas utilizando un solo método
analitico. Por lo tanto, la combinacién de mas de dos técnicas analiticas es una practica
comun para este tipo de analisis. En general, el analisis de microplasticos en organismos
acuaticos consta de tres pasos: pretratamiento: digestion y extraccion (Karlsson, T. M. 2017),
caracterizacion fisica de plasticos potenciales (por ejemplo, microscopia), seguido de la
caracterizaciéon quimica (por ejemplo, espectroscopia) para la determinacion del tipo de

plastico. Cada método y combinacién de métodos tienen sus ventajas y limitaciones.
Identificacion visual

Con este método visual se pueden identificar algunos plasticos pequenos y fragmentos de
plastico con tamafios de 2 a 5 mm (N. W. Heo y col,, 2013). En muestras con niveles altos
de materiales organicos e inorganicos, o plasticos de alrededor de 1 mm de tamano, cuyos
colores sean similares a las particulas que compongan el medio, existe una alta probabilidad

de error al confundir los microplasticos con otros materiales interferentes. Para
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microplasticos de tamafos comprendidos entre 2 y 5 mm, la clasificacién e identificacion
visual es un método facil, simple y rapido siempre que se lleve a cabo por expertos o

voluntarios no profesionales que hayan recibido el correspondiente entrenamiento (V.

Hidalgo y col., 2013).

Figura 2. Identificacién visual de particulas de plastico (Wang y col., 2017)

Microscopia

La esteromicroscopia es un método de identificacién ampliamente utilizado para
microplasticos cuyo tamafio se encuentra en el rango de cientos de micras (M. Eriksen y col.,
2014; J. W. Desforges y col., 2014; H.A. Nel y col., 2015). Las imagenes ampliadas brindan
informacién detallada sobre la textura de la superficie y la estructura de los objetos, lo cual
es esencial para identificar particulas de tipo plastico. Aunque la mayorfa de las particulas de
este rango de tamafio son generalmente identificables por microscopia, las particulas de
tamafio menor a cien micras sin color o forma tipica son dificiles de caracterizar de manera
fiable (Y. K. Song y col., 2015). Ademis, los materiales biogénicos de muestras de sedimentos
y redes de neuston que no se hayan eliminado completamente mediante digestiéon quimica

previa a analisis, también dificultan la observacion microscopica.

Figura 3. Fragmento de plastico identificado por microscopia 6ptica (silva y col., 2018).
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La microscopia electrénica de barrido (SEM) puede proporcionar imagenes extremadamente
claras y de gran aumento de particulas similares al plastico (D. A. Cooper y col., 2010). Las
imagenes de alta resoluciéon de la textura de la superficie de las particulas facilitan la
diferenciacién de microplasticos de particulas organicas. Un analisis adicional con
espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS) proporciona la composicion
elemental del objeto A. Vianello y col., 2013). La combinaciéon SEM-EDS es costosa y
requiere mucho tiempo y esfuerzo para la preparacion y el examen de las muestras, lo que
limita la cantidad de muestras que se pueden manejar. Los colores de los plasticos no se

pueden utilizar como identificadores con la técnica SEM.

Para ciertos casos, se han utilizado otras técnicas avanzadas de microscopia para la
identificacion de particulas plasticas. La microscopia Optica polarizada se ha utilizado con
éxito para identificar particulas PE en experimentos de acumulacién y toxicidad en
laboratorio (F. von y col., 2012). La cristalinidad varfa entre los tipos de polimeros e incluso
dentro de los mismos polimeros, segin el proceso de fabricaciéon. Este método no es
aplicable a muestras de microplasticos contenidas en papel de filtro opaco. Ademas, los

microplasticos deben ser delgados para permitir el paso de suficiente luz polarizada.

Figura 4. Fragmento de plastico identificado por SEM (silva y col., 2018).

Espectroscopia infratroja por transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia FTIR nos da informacién sobre los enlaces quimicos especificos de las
particulas. Los polimeros de carbono se identifican facilmente a través de este método, y las
diferentes composiciones de enlace producen espectros Gnicos que distinguen los plasticos
de otras particulas organicas e inorganicas (M.G.C. Loder y col., 2015). Existe una biblioteca
de espectros de polimeros bien establecida que permite no sélo la confirmaciéon de plasticos,

sino también la identificacién de tipos de polimeros especificos.

Los microplasticos pequefios requieren el uso de micro-FTIR (u-FTIR) (Y. K. Song y col,,

2014), con esta técnica se realiza una observacién microscopica de particulas plasticas del
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tamafo de micras antes de la confirmacion espectroscopica. Esto se realiza con un tnico
equipo, intercambiando la lente objetivo para observaciéon con la sonda IR para posterior
confirmacion. Existen tres modos aplicables para el analisis FTIR: transmision, reflectancia
y reflectancia total atenuada (ATR). El modelo mas ampliamente utilizado es el ATR.
Teoricamente, a través de ATR para el analisis FTIR de microplasticos u-ATR-FTIR, se
pueden detectar microplasticos tan pequefios como el diametro de la apertura del haz IR de
la sonda ATR (alrededor de 10 um). Actualmente, p-ATR-FTIR ofrece un método util para
identificar microplasticos en muestras ambientales, con la identificacién de particulas de tipo
plastico por microscopia y la posterior confirmacién quimica por espectroscopia. Sin
embargo, los microplasticos con una longitud maxima menor a 50 um requieren muchos
ensayos o puede resultar dificil obtener espectros claros que permitan una identificacién
precisa. Es importante destacar que la medicion ATR-FTIR es una forma de analisis por
contacto de superficie, la presiéon producida por la sonda ATR puede danar los
microplasticos, ademas se puede extraer de la muestra sin conocimiento, pequefias particulas

de plastico mediante adhesion o interaccion electrostatica con la punta de la sonda.
Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman también se ha utilizado en la identificacién de microplasticos (L.
Van Cauwenberghe y col., 2013). El rayo laser incide sobre el objeto produciendo diferentes
frecuencias de luz dispersada en funcién de la estructura molecular y los atomos presentes,
esto produce un espectro unico para cada polimero (M.G.C. Léder y col., 2015). El analisis
Raman no solo identifica los plasticos, sino que también proporciona perfiles de la
composicion del polimero de cada muestra similar a FTIR. En cuanto a la combinacién de
analisis quimico no destructivo con microscopia, la espectroscopia Raman es comparable
con el método FTIR. Las diferentes respuestas y espectros entre FTIR y la espectroscopia
Raman para un mismo microplastico pueden combinarse entre si para obtener informacién
complementaria en caso de una identificacién compleja. El diametro mas pequefio del haz
laser en la espectroscopia Raman en relaciéon con el FTIR permite la identificacién de
microplasticos de pocas micras de tamafo (Cole, M. y col., 2013). Ademas, el analisis sin
contacto de la espectroscopia Raman hace que las muestras microplasticas permanezcan

intactas para posibles analisis posteriores.

Si comparamos los espectros de FTIR y Raman para particulas de menos de 20 pm

observamos que la calidad de espectro p-FTIR empeora debido a la baja relacion sefial/ruido
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como consecuencia directa del tamafio de particula que se acerca al limite de difraccion del

instrumento.

Figura 5. Comparativa de los espectros obtenidos pot espectroscopia de Raman y espectroscopia de FTIR

Para minimizar las sefiales falsas con la micro espectrometria Raman, se recomienda una
purificacién rigurosa de la muestra. Una longitud de onda adecuada para la espectroscopia
laser Raman es esencial para equilibrar la mejora de la intensidad de la sefal y la supresion
de la fluorescencia de la muestra (Loder y Gerdts 2015).

Analisis térmico

La técnica termoanalitica, la cual mide los cambios en las propiedades fisicas y quimicas de
los polimeros en funciéon de su estabilidad térmica, se ha probado recientemente para la
identificacion de microplasticos (R. A. Castafieda y col., 2014; E. Dimichen y col., 2015). La
calorimetria diferencial de barrido (DSC) es un método util para estudiar las propiedades
térmicas de los materiales poliméricos. El método requiere materiales de referencia para
identificar los tipos de polimeros ya que cada producto plastico tiene caracteristicas diferentes
en DSC. La DSC puede ser util para identificar microplasticos primarios especificos, como
microperlas de PE, para las cuales se dispone de materiales de referencia (R. A. Castafieda y
col,, 2014). La combinacién de Termogravimetria (TGA) combinada con DSC ha podido

identificar microplasticos de PE y PP, sin embargo, aun no ha sido posible la identificacion

de manera fiable de PVC, PA, PES, PET y PU, debido a que sus sefiales de transicion se
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encuentran superpuestas (M. Majewsky y col, 2016). La combinacién de TGA con
extraccion en fase solida (SPE), y su posterior acoplamiento a sistemas de desorcion térmica
por cromatografia de gases-espectrometria de masas (TDS-GC-MS), ofrece la ventaja de un
tamafio de muestra mas grande con TGA en comparacion con la pirdlisis (piro) -GC-MS y

mayor resolucion con GC-MS en comparacién con DSC.

Pyro-GC-MS es otro método que analiza el gas descompuesto térmicamente de polimeros.
Los pirogramos obtenidos de las muestras se comparan con los pirogramas de referencia de
muestras de polimeros conocidas. Este analisis es capaz de identificar particulas de plastico
potenciales aisladas como PE, PP, PVC, PS, PA, PET y PE clorado o clorosulfonado de
muestras de sedimentos (J. H. Dekiff y col., 2014)

El analisis térmico proporciona un método alternativo a la espectroscopia para la
identificacién quimica de ciertos tipos de polimeros. Sin embargo, este tipo de analisis es un
método destructivo, que impide el analisis adicional posterior de muestras microplasticas.
Ademas, esta técnica permite que s6lo una particula a la vez pase por el tubo de pirdlisis, lo
que requiere mucho tiempo y esta limitado por el tamano de la abertura del tubo (<1 mm).
El analisis DSC es relativamente simple y rapido, pero tiene limitaciones para identificar
microplasticos procedentes de ciertos polimeros en muestras ambientales. Con el analisis
térmico combinado con GC-MS es posible analizar las muestras en masa, proporcionando
datos de concentracién de microplasticos en base al peso (w / w). Sin embargo, este tipo de
analisis no proporciona informaciéon relacionada al numero, tamafio y forma de los
microplasticos analizados. Este método requiere un analista bien experimentado, asi como
un tiempo y esfuerzo considerablemente mayores en comparaciéon con el analisis FTIR y la
espectroscopia Raman. Parece ser demasiado pronto para usar estos métodos para analisis
de rutina de microplasticos de muestras ambientales. No obstante, pueden ser ttiles para el
analisis de muestras en masa o para otros analisis complementarios de microplasticos que no

se hayan caracterizado completamente con espectroscopia.
Técnica NTA

Segun Lambert y Wagner (20106), esta técnica, consiste en un analisis de seguimiento de
nanoparticulas para determinar la distribucién del tamafo de particula en muestras liquidas,

siendo capaz de analizar particulas en el rango de tamafio de 30-2000 nm.

Un rayo laser se pasa a través de la camara de la muestra, y las particulas en suspension en el

camino del haz dispersan la luz de tal manera que pueden verse facilmente a través de un
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microscopio de 20 aumentos a una distancia de trabajo lejana, en el que esta montada una
camara de video. LLa camara captura un archivo de video de las particulas en estado de
movimiento browniano. El software de Analisis de rastreo de nanoparticulas (NTA) realiza
un seguimiento de muchas particulas individualmente y utiliza la ecuacién Stokes-Einstein
para calcular sus diametros hidrodinamicos. Realiza mediciones de alta resoluciéon del
tamafo, la concentraciony agregacion de las particulas, mientras que un modo de
fluorescencia proporciona resultados especificos para particulas etiquetadas. L.a gama
proporciona monitoreo en tiempo real de cambios sutiles en las caracteristicas de las

poblaciones de particulas, con una validacién visual para confirmar el analisis.

Cromatografia liquida

El método de extracciéon de liquidos es un método relativamente rapido que permite la
extracciéon de cantidades de muestra relativamente grandes, lo cual es una ventaja muy
valiosa. La cromatografia liquida separa los analitos disueltos de su volumen hidrodindmico
en funcién del tamafo efectivo de las moléculas. Existen disolventes selectivos para PS y
PET, y se pueden observar cambios en la masa molecular (Elert y col., 2017). Cuando se

combina con FTIR conduce a una primera informacién sobre la heterogeneidad quimica.

Aunque no puede determinar el tamafio de las particulas de plastico, este método tiene una
alta recuperacion y puede cuantificar los microplasticos. Sin embargo, este método aun no
se ha aplicado a muestras de agua ambiental real. Se requieren mas estudios para verificar

este método para las muestras de microplasticos en aguas (Li y col., 2018).
Etiquetado fluorescente

Los métodos de tinciéon de fluorescencia proporcionan un enfoque simple y sensible para
resaltar objetos o estructuras especificas en estudios biologicos y médicos. Se usa un
colorante fluorescente lipéfilo, como Nile Red (NR) para tefiir microplasticos en muestras
de agua de superficie (Andrady, 2010). NR es un tinte fluorescente soluble en lipidos que
permite la tincién de lipidos in situ. El tinte se adsorbe en las superficies de plastico y las
vuelve fluorescentes cuando se irradian con luz azul. La emision de fluorescencia se detecta
mediante fotografia simple a través de un filtro naranja. El analisis de imagenes permite
identificar y contar las particulas fluorescentes. Se ha empleado con frecuencia para evaluar
el contenido de lipidos de las células y microorganismos animales, tales como células de
mamiferos, bacterias, levaduras y microalgas (Chen y col, 2007). Ademas, NR es

solvatocréomico, por lo que su espectro de emision de fluorescencia cambia dependiendo de
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la polaridad de su entorno. Este comportamiento podria permitir que los microplasticos se
clasifiquen en tipos basados en su hidrofobicidad general, por ejemplo, poliolefina,
poliaromitica, polar (poliésteres / nylons), o podtia proporcionar un indicador util para
evaluar el tiempo de residencia mediante cambios temporales en las propiedades de la

superficie debido a la oxidacién o la bioincrustacion.

Este método de tincién de fluorescencia se puede combinar con la separacién por densidad
para resaltar los fragmentos de polimeros mas comunes en sedimentos marinos. Ademas, se
puede usar como una técnica independiente para el conteo microplastico o en combinacién
con la instrumentacién FTIR o Raman existente para acelerar el proceso de seleccién de

objetos.

El uso de este método para el estudio de microplasticos en matrices organicas como las algas
no es muy util, ya que carece de los niveles mas altos de solvente organico que se usa
generalmente para mejorar la penetracién del colorante en compuestos organicos, por lo que
su fluorescencia es débil. De tal forma que su uso se limita a la identificaciéon de

microplasticos en la columna de agua (Maes y col., 2017).

5.2. METODOLOGIA A EMPLEAR PARA EI. ANALISIS DE
MUESTRAS DEL PROYECTO ACUIPLAS

En base a la bibliografia revisada y a diversas consultas a laboratorios y especialistas en el
analisis de residuos plasticos en distintas matrices, se ha determinado que para el analisis de
microplasticos comprendidos en su mayoria en rangos superiores a 20 pm de tamafo, la
combinacién entre identificacion visual, microscopia y espectroscopia FTIR es un método
tiable y ampliamente utilizado para este tipo de analisis. Esta combinacién permite, ademas
de cuantificar la cantidad de microplasticos, caracterizar el tipo de polimero del que estan

compuestos.

Hay que tener en cuenta que para llevar a cabo las técnicas de analisis seleccionadas para la
ejecucion del proyecto ACUIPLAS, es necesaria una primera fase de pretratamiento, durante
la cual a las muestras se les aplica diferentes concentraciones de compuestos quimicos, como
pueden ser el hidréxido de sodio, acido clorhidrico, peréxido de hidrégeno, acido nitrico,
entre otros, para eliminar la interferencia de la materia organica presente en las muestras.

Posteriormente se somete a incubacion con tiempos de digestion variables dependiendo de
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la naturaleza de la muestra y compuesto quimico. Por dltimo, el procesamiento de las
muestras continda por centrifugacion y/o filtracién, segin corresponda (Budimir, S. y col,,

2018).

Resultado de esta fase de pre-tratamiento, la identificacién visual se hara sobre material
inorganico. A través de ésta se realizara un primer cribado por tamanos, identificando los

fragmentos mas grandes de residuos plasticos en caso de que existiesen.

Posteriormente se procedera a la identificaciéon por microscopia. Como se ha detallado en el
apartado anterior, esta técnica puede no resultar demasiado fiable para la identificacion de
particulas por debajo de 100 um de tamafio sin color o forma caracteristicos. Para ello, se
complementara con espectroscopia FTIR, a través de la cual obtendremos la composicién
del polimero que forma la particula en cuestion, lo cual permitira identificar el tipo de plastico

que la compone.
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