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RESUMEN

Se ha reportado la ingesta de microplasticos en diversas especies marinas, sin embargo, el
grado de contaminacién en los sistemas y la biota asociada a estos es poco conocido. En este
estudio se presentan los resultados de la presencia de microplasticos en siete especies de
peces demersales y de una especie de crustaceo bentdnico, todos de alto nivel tréfico del
Parque Nacional Marino Las Baulas.

Mediante digestién quimica e inspeccion visual se extrajeron microplasticos del sistema
digestivo de 56 individuos. Ademas, mediante la técnica de histologia se evalud la presencia
de microplastico en el tejido muscular y lesiones asociadas a estos. Un total de 90 piezas
fueron extraidas del 89% de los peces (93% fibras) con 3,75+1,70 (SD) microplastico/pez.
Se obtuvo una cantidad significativamente menor en los crustaceos con un total de 58 piezas
extraidas del 76% de los individuos analizados con 2,64+1,36 (CF) micropléstico/jaiba. Las
pruebas fisicoquimicas mediante SEM/EDS corroboran la presencia de piezas sintéticas con
enlaces C-O. Mediante la técnica de histologia no se determinan resultados atribuibles a MPs.

Cabe destacar que durante el procesamiento de las muestras se enfrentaron limitaciones
metodoldgicas, por lo tanto, se realiza una Ultima seccion en donde se describen estas
limitaciones y las formas en que fueron abordadas. Se reporta por primera vez la presencia
de estos contaminantes en especies marinas de alto nivel trofico en la costa del Pacifico de
Costa Rica lo cual demuestra la importancia de una mejor gestion de los residuos solidos
generados en la poblacion.

Palabras clave: Ingesta de microplasticos, Biota, Histologia, Microscopia electronica,
Manglar, Zona de conservacion
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ABSTRACT

The ingestion of microplastics has been reported in various marine species, however, the
degree of contamination in the systems and the biota associated with them is little known.
This study presents the results of the presence of microplastics in seven species of pelagic
fish and one species of benthic crustacean, all of high trophic level from the National Park
Marino Las Baulas.

By chemical digestion and visual inspection, microplastics were extracted from the digestive
system of 56 individuals. A total of 90 pieces were extracted from 89% of the fish (93%
fibers) with 3.75 + 1.70 (SD) microplastic / fish. A significantly lower quantity was obtained
in crustaceans with a total of 58 pieces extracted from 76% of the individuals analyzed with
2.64 = 1.36 (CF) microplastic / crab. Physicochemical tests using SEM / EDS corroborate
the presence of synthetic parts with C-O bonds.

It should be noted that during the processing of the samples methodological limitations were
faced, therefore, a final section is made where these limitations and the ways in which they
were addressed are described. The presence of these pollutants is reported for the first time
in marine species of high trophic level on the Pacific coast of Costa Rica, which shows the
importance of a better management of solid waste generated in the population.

Key words: Microplastic, Biota, Histology, SEM / EDS, Mangrove
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1 INTRODUCCION

El plastico es un polimero sintético muy cotizado en la industria debido a su resistencia,
versatilidad y bajo costo [1]. Segun los registros mundiales, desde el 2014 se producen
anualmente méas de 300 millones de toneladas de plastico, del cual se estima que un 50% de
todo este material termina en el ambiente debido a su mal manejo; y aproximadamente entre
4,8 y 12,7 millones de toneladas métricas acaban en los ecosistemas marinos como
microplasticos [2].

Un namero sustancial de estudios en microplasticos se han reportado donde se han dado los
primeros pasos hacia métodos estandarizados para su deteccion e identificacion de muestras
ambientales. Sin embargo, la comparabilidad de los datos se ha visto obstaculizada por una
amplia variedad de metodologias, que resultan en la generacion de informacién con diferente
calidad y resolucion. Se han hecho estudios en muestras de agua, en muestras de sedimentos
provenientes de las playas y en sedimentos submareales; y finalmente en la biota marina [3].

A pesar de que existe evidencia de contaminacion de microplasticos alrededor del mundo,
poco se ha investigado en su impacto en areas marinas protegidas [4]. Estas areas tienen
como objetivo reducir la degradacion de los habitats y limitar la explotacion de recursos.
Cabe destacar que casi todos los habitats marinos estan expuestos a la contaminacion plastica.
Por lo tanto, es importante determinar la infiltracion de microplasticos en las redes
alimentarias de las costas de las areas marinas protegidas ubicadas lejos de las ciudades y de
las fuentes de contaminacion puntuales [5].

En Costa Rica se producen aproximadamente 4000 toneladas diarias de residuos sélidos, de
los cuales, el 25% terminan en rios y playas. Lo cual implica que alrededor de 110 toneladas
diarias de plastico se acumulan en el ambiente y la tendencia es que la cifra aumente cada
afio [6]. En el pais se encuentran pocos estudios relacionados con estos contaminantes en los
cuerpos acuaticos o en especies marinas. En febrero del 2019, estudiantes de biologia de la
Universidad de Costa Rica (UCR) informan sobre la presencia de microplasticos en peces
filtradores Clupeidae en un estudio de biomonitoreo [7]. Actualmente, un grupo de
investigacion en el Centro de Investigacién en Ciencias del Mar y Limnologia (CIMAR)
realiza un estudio de los microplasticos en los ecosistemas marinos. Hasta el momento han
obtenido muestras de microplasticos en la arena de cinco playas del Mar Caribe y seis del
Oceano Pacifico [8]. Por otro lado, la Escuela de Biologia Marina de la Universidad Nacional
ha realizado muestreos en varias especies de alto nivel trofico y crustaceos, con resultados
positivos a la presencia de estas particulas [9]. Este proyecto pretende incrementar el
conocimiento sobre la presencia de estos materiales, especificamente en especies marinas
comerciales cuyas muestras han sido tomadas de una zona dedicada a la conservacion.



2 OBJETIVOS
2.1.1  Objetivo general

Evaluar la presencia de microplasticos en especies marinas presentes en el Parque Nacional
Marino Las Baulas.

2.1.2 Objetivos especificos

. Caracterizar por la cantidad y forma, los microplasticos extraidos de los sistemas
digestivos de muestras de peces y crustaceos, por medio de digestiones quimicas.

. Identificar el tipo de plastico extraido segun sus caracteristicas fisicas (color, tamafio
y forma) y mediante pruebas fisicoquimicas.

. Examinar la presencia de microplasticos y lesiones asociadas a estos contaminantes
en el tejido muscular de peces y crustaceos mediante la técnica de histologia.



3 REVISION DE LITERATURA
3.1 GENERALIDADES DE LOS MICROPLASTICOS

El continuo aumento de la produccion de pléstico y la mala gestion de sus residuos han
provocado un enorme aumento de estos en los sistemas acuaticos, atmosféricos y terrestres
[22].

Actualmente los plasticos sintéticos méas usados mundialmente son el polietileno de baja y
alta densidad (LDPE/HDPE), polipropileno (PP), policloruro de vinilo (PVC), poliestireno
(PS) y tereftalato de polietileno (PET). Este conjunto de plasticos representa
aproximadamente el 90% de la produccion mundial [10]. Por lo que, se cree que la mayoria
de los contaminantes en las zonas costeras y en el ecosistema marino estdn compuestos de
estos materiales. Estos residuos pueden ser transportados al ambiente marino en grandes o
pequefas dimensiones [11].

Los microplasticos (MPs) se definen como cualquier particula solida sintética o de una matriz
polimérica, con un rango de tamafio entre 1 um a 5 mm [12]. Estos consisten en particulas
manufacturadas de dimensiones microscépicas consideradas fuentes primarias; como pellets
utilizados en la industria y aplicaciones domésticas. Las fuentes secundarias son aquellos que
se forman debido a las condiciones climaticas y la fragmentacion de plasticos de mayor
dimension [12]-[14]. Los tipos de polimeros mas utilizados mencionados previamente tienen
alto peso molecular y no son biodegradables. Dentro del ecosistema marino comienzan a
sufrir degradacion foto-oxidativa por la irradiacion solar ultravioleta (UV), seguido de
degradacion térmica y/o quimica [11], [15]. Los MPs cubren un rango de tamafio que difiere
hasta 500 veces. A pesar de la mejora continua en los métodos de muestreo, extraccion y
analisis, la extraccion de MPs pequefios (< 500 um) de varias matrices ambientales continta
consumiendo mucho tiempo y persiste una falta de estandares [16].

Los MPs se encuentran distribuidos en los cinco compartimentos marinos principales: en la
superficie marina, en las capas mezcladas por la accion del oleaje, en la columna de agua, en
el suelo marino, y en la biota [17]. Diversos estudios han reportado la ingesta de MPs por
organismos marinos in situ y en laboratorio. La ingesta activa (alimentacion por filtracion o
confusion de presa) y la ventilacidn son consideradas las vias de ingesta de MPs en la fauna
marina [18], [19]. Por lo tanto, la biota representa una importante forma de almacenamiento
y mecanismo de transporte para los MPs.

Los procesos bioldgicos y su interaccion son los procesos fisicos que influyen en la forma de
transporte y de los MPs y su diferencia entre los habitats marinos. Asi como las propiedades
de las particulas de los MPs influyen en su distribucion e interaccion con estos procesos



bioldgicos [20]. En el caso del polipropileno (un plastico comdn utilizado en la ropa), tiene
una densidad de 0.9 g/cm?3, lo cual lo hace flotar en agua marina (densidad de 1.2 g/cm®) y es
mas probable que especies pelagicas lo ingieran. MPs como el PVC y PET son més densos,
por lo que es méas probable que se hundan y estén disponibles para los organismos bentdnicos
[21]. En el cuadro 3.1 se presentan las densidades de los plasticos més comunes.

Cuadro 3.1 Caracteristicas de los plasticos mas comunes y el agua de mar [11]

Categorias Densidad especifica (g/cm®) Flotabilidad
Polietileno de baja densidad (PE) 0.91-0.94
Polipropileno (PP) 0.90-0.92 Flotante
Poliestireno expandido (PS) 0.01-1.05
Agua de mar ~1.02
Poliestireno (PS) 1.04-1.09
Policloruro de vinilo flexible (PVC) 1.16-1.30
Poliamida o nylon 1.13-1.15 Sumergible
Polietilentereftalato (PET) 1.34-1.39
Resina de poliester + fibra de vidrio >1.35
Acetato de celulosa 1,22-1,24

3.2 ESTUDIOS PREVIOS DE MICROPLASTICOS

Los océanos son considerados los botaderos finales de los MPs ya que estos son un
componente significativo en los escombros marinos [23]. Monitorear la abundancia,
densidad y distribucion de estos contaminantes en el ecosistema marino es dificil debido a su
variabilidad espacial y temporal [1]. A pesar de esto, la mayoria de la investigacion cientifica
se ha enfocado en la concurrencia de los MPs en este ecosistema.

De acuerdo a una reciente revision de la literaria [19], se han reportado MPs en el Océano
Atlantico, Océano Pacifico, el Polo Artico, asi como en los mares del Norte, Adriatico y
Bohai, en el sur de China, entre otros. Las fibras son la forma de MP predominante
encontrado en los sedimentos marinos [24], aguas superficiales y en la columna de agua [25],
asi como en la biota [26]-[31]. En las aguas polares del Artico este porcentaje aumenta a un
95% de predominancia [32]. En estudios se sugiere que esta alta proporcion de fibras
sintéticas pueden provenir del agua residual de lavanderias [24]. Seguidamente de las fibras,
se encuentran los fragmentos, usualmente incluyen PP, PE y PS. En los Gltimos estudios se
releva una relacion entre el tipo y el tamafio de polimero, al observar que mientras el tamafio
de los plasticos disminuye, el porcentaje de PP aumenta, por el contrario, los porcentajes de
PE y PS disminuyen [19].



La ingesta de MPs en los organismos marinos representa una preocupacion en aumento
debido a los riesgos toxicoldgicos asociados con estas microparticulas [19]. Existen muchos
estudios en donde se ha comprobado la ingesta de MPs al identificar diferentes tipos de
particulas de polimeros en los intestinos y estdbmagos de varios organismos, como el
zooplancton [33], mariscos [34] (incluyendo mejillones, ostras, almejas y cangrejos), coral
[35], peces [36] y mamiferos marinos [37].

Otros estudios han encontrado MPs en drganos no relacionados con el tracto digestivo y que
no participan en la digestién, como en las branquias de jaibas [38] y 6rganos como el higado
en peces demersales y pelagicos [39]. Ademas, se ha investigado la adherencia de MPs en
tejidos suaves de las almejas, en donde se encontraron adherencias a 6rganos especificos
como al tejido visceral, las quelas y el aductor. Estos contribuian al 50% del MPs en las
almejas [40]. Finalmente, hay estudios enfocados en los efectos adversos de los MPs en
especies marinas. Segun un estudio realizado con la almeja azul Mytilus edulis, después de
un periodo de exposicion, bajo condiciones de laboratorio, han determinado que los MPs mas
pequefios tienden a acumularse mas en los tejidos musculares y que pueden transferirse del
intestino hacia el sistema circulatorio [38].

Un grupo de investigadores, en el 2018, realizaron una revision de la literatura referente a
estudios de MPs en biota alrededor del mundo de articulos publicados desde el 2013 y
contabilizaron 28 articulos [41]. En el cuadro 3.2 se muestran algunos de los resultados
seleccionados de este estudio y otros encontrados referentes a investigaciones realizadas en
especies de interés comercial [42].






Cuadro 3.2 Estudios recientes de la contaminacion de MPs en biota [41], [42]

Ubicacién, afio y Microorganismoy zona de acumulaciéon Concentracion y Color, composicion y tipo, de MPs

referencia tamafio de los MPs

Costa  mediterranea  Peces peldgicos S. pilchardus y E. Frecuencia de ocurrencia Color: azul (45.8%), transparente (20.8%) y el color menos
occidental,  Espafia, encrasicolus de (14.28-15.24) % comun fue el rosa (4.2%)

2013 [43] Composicion: 83% fibras

Tipos: celofan, PA, PET, PE, poliacrilamida

Canal de la Mancha,
2015 [29]

Peces pelagicos y demersales

(1.90+0.10) piezas/pez
El tamafio entre (0.13-
14.3) mm siendo el més
comun de 1.0-2.0 mm
Frecuencia de
ocurrencia: 36.5%

Negro fue el color predominante en un 45.4%

Composicion: 68.3% fibras ,16.1% fragmentos, 11.5%
cuentas

Tipos: PE (35.6%) y seda artificial (57.8%)

Costa del Mediterraneo
y costa Atlantica de
Espafia, 2016 [27]

demersales:
Merluccius

3 especies de peces
Scyliorhinus canicula,
merluccius y Mullus barbatus

(1.56%0.5) piezas/pez
Rango entre 0.38-3.1 mm
Frecuencia de ocurrencia
18.2%

Color predominante negro (51% de los MPs)
Composicion predominante fibras (71%)

Mar Mediterraneo en
aguas del territorio de
Turquia, 2016 [28]

Sistema digestivo de 28 especies de 14
familias de peces pelé&gicos y demersales

2.36 piezas/pez
Frecuencia de ocurrencia
del 58%

Color predominante: azul
Composicion: fibras (70%) y plastico duro (20.8%)

Islas que pertenecen al
Pacifico Sur, 2017 [44]

Sistema digestivo de 34 peces comerciales

(2.4 £ 0.2) piezas/pez
Frecuencia de ocurrencia
de (24.3+1.4) %

Color: 22% negro, 18% azul, 17% blanco y un 12% sin color
Composicion: 49% fragmentos, 33% fibras y 18% filamentos
Tipos identificados de una submuestra: PS (28%), PET
(26%), rayén (17%), PP (9%), PVC (7%) otros (12%), como
poliamidas (4%), poliuretano (3%), acrilico (3%), goma (2%)
y copolimero de estireno acronitrilo (< 1%)

Mar Jénico
(Mediterraneo
oriental), 2018 [45]

Peces de aguas profundas P_violacea, G.
melastomu, S_blainville, E. spinax y P.
bogaraveo

1.3 piezas/pez
Tamafio varia de 5 a 60
mm

Color: azul, café, negro, transparente y verde

Composicion: 56% fragmentos, 22% fragmentos de bolsas
plasticas, 19% materiales relacionados con el arte de pesca 'y
un 3% fibras textiles

Costa del Golfo de
Texas, 2018 [46]

6 especies bentivoros:

Pez rey del sur (Menticirrhus americanus),
corvina atlantica (Micropogonias
ondulantes) Pez espada del Atlantico
(Chaetodipterus faber), trucha de arena
(Cynoscion  arenarius), pez aguja

1.93 piezas/pez
Frecuencia de
ocurrencia: 42.4%

Color: purpura/azul (35.5%) y parpura (23.0%), valor
3 (19.5%) y 4 (19.2%), y chroma 2 (27.4%) y 4 (23.9%)
Composicion: 86.4% fibras, 12.9% fragmentos




Ubicacion,
referencia

aio vy

Microorganismo y zona de acumulacién

Concentracion y
tamano de los MPs

Color, composicién y tipo, de MPs

(Lagodon  romboids) vy
(Orthopristis chrysoptera)

grufiido

Costa del Sureste del
Océano Pacifico, 2018
[47]

Sistema digestivo de 7 especies de 4
familias  (Atherinopsidae, Clupeidae,
Engraulidae y
Scombridae)

Frecuencia de ocurrencia
de 2.1%

Composicion: fragmentos y fibras de varios colores
Tipos: PE (3 particulas) y PP (2 fibras)

Océanos Nordicos y
Balticos, 2018 [48]

Sistema digestivo de especies demersales
(bacalao, lenguado y platija) y pelagicas
(arenque y caballa)

Frecuencia de ocurrencia
5.5%

Colores: blanco, transparente, negro y azul.

Composicion: 50% fragmentos

Tipos: PE (aprox. 40%), PA (22%), PP (aprox. 13%), PS (2
piezas), PET/PEST/PU/Goma (1 pieza)

Aguas costeras de
Polonia y del Estuario
Tagus en Portugal,
2018 [49]

Crustéaceo Eriocheir sinensis

Frecuencia de ocurrencia
13%

Color predominante: transparente
Composicion: fibras, particulas y fragmentos (identificados
como articulos de pesca)

El Musa (estuarios del
norte del Golfo
Pérsico), 2018 [39]

Peces demsersales y pelagicos
(Platycephalus indicus, Saurida tumbil,
Sillago sihama, Cynoglossus abbreviatus)

20 piezas/individuo

Langostino tigre (Penaeus semisulcatus)

8 piezas/individuo

Color: 71% negro/gris, 12% azules y verdes, 7%
transparentes y 8% rojos-rosadas y 1.3% amarillas-
anaranjadas

Composicion: fibras de un rango entre (< 100 um y > 1000
pm)

Norte y Oeste de Langostino (Nephrops norvegicus) Frecuencia de Composicidn predominante: fibras

Escocia, 2018 [50] ocurrencia: 67% Tipos: Nylon (37.2%), PP (29.8%), PET y PVC

Estuario del Mondego, Lubina (Dicentrarchus labrax), dorada (1.67+0.27) (SD) Color: azules (47%), transparentes (30%) y negro (11%),
Portugal, 2020 [51] (Diplodus vulgaris) piezas/pez otros colores como rojo, amarillo y verde fueron menos

y la platija (Platichthys flesus)

Frecuencia de ocurrencia
general; 38%

frecuentes

Composicion: 96% fibras, 4% fragmentos

Tipos: poliéster (31%), polipropileno (14%), poliacrilonitrilo
(14%), polietileno (6%), poliamida 6 - nylon (5%) y 30% de
las particulas analizados fueron asignados como rayén, una
fibra de celulosa semisintética




3.3 ANTECEDENTES SOBRE MICROPLASTICOS EN COSTA RICA

La informacion relacionada a MPs en Costa Rica es limitada. Se han realizado estudios
aislados, donde distintos grupos de investigacion han enfocado sus esfuerzos en la generacién
de datos en los diferentes compartimentos del ecosistema. A continuacién, se muestran los
resultados de los trabajos realizados anteriormente y las proyecciones del pais.

v’ Estudio sobre la cuantificacion de microparticulas de plastico en el océano fuera de la
costa oeste de Costa Rica. Tesis de Frida Roos Lundstrém y Anna Martensson para optar
por el grado de Licenciatura en Estrategia Ambiental [52]. Reportan un promedio de 9.91
particulas de MP/km?, este promedio es menor al informado por otros autores. Sin
embargo, se demuestra la presencia de MPs en el agua que rodea zonas protegidas y
comunidades con baja densidad poblacional. Lo cual revela que los rios son una fuente
clara de contaminacion y que la presencia de MPs en los sistemas acuaticos debe ser
prevenida.

v" Por parte de la Universidad Nacional, estudiantes de la Escuela de Biologia han realizado
practicas profesionales en la determinacion de MPs en especies marinas.

En el 2018, se realizé el primer estudio para determinar la presencia de MPs en el sistema
digestivo y tejido muscular de especies marinas dentro y fuera del Parque Nacional
Marino las Baulas. En este estudio se encontraron 347 particulas en 33 organismos
distribuidos en 16 especies de peces diferentes, donde las especies capturadas
presentaban una alimentacion carnivora. Se reportd un promedio de 185
particulas/organismo dentro del parque y un promedio de 162 particulas/organismo fuera
del parque [53].

En el mismo afio, se logré determinar la presencia de MPs en el estbmago y musculatura
de la jaiba Callinectes arcuatus en el Pacifico Norte de Costa Rica [54].

v Ainicios del 2019, estudiantes de la Escuela de Biologia de la Universidad de Costa Rica
(UCR) identificaron 1101 piezas de plastico en 30 peces de la especie Opisthonema
libertate, conocida como sardina gallera, que se usa tanto para el consumo humano, como
para carnada de otros peces. La muestra fue recolectada en las cercanias del puerto de
Caldera, en la provincia de Puntarenas. De la totalidad de piezas encontradas, 875 fueron
fibrasy 226 particulas. En promedio se identificaron 29 fibras y 8 particulas por individuo
[7].

v" En octubre del 2019, la UCR inicia un primer estudio en las playas de las costas del
Pacifico y del Caribe con el objetivo de crear una linea de investigacion. Se han
identificado MPs en Jaco, Esterillos, Puntarenas y Punta Morales, en el Pacifico y en
Manzanillo, Cocles, Puerto Viejo, Cieneguita, Playa Bonita y Westfalia, en el Caribe.



Entre los materiales que més se identificaron, el polietileno y poliestireno (68%) son los
principales [8].

v" En el 2020 se aprueba un proyecto FEES que involucra un grupo de investigacion
multidisciplinario de la UNA, el ITCR y la UCR. Este propone determinar MPs en los
sectores pesqueros del golfo de Nicoya y Golfo Dulce, para su posterior comparacion.
Esta investigacion es parte de ese estudio mayor, y establecera la metodologia a seguir
para lograr los objetivos en dos afos.

3.4 METODOS REPORTADOS EN LA LITERATURA PARA DETERMINAR
MICROPLASTICOS

3.4.1 Métodos para determinar microplasticos en biota

A pesar del progreso en los dltimos afios, los métodos para determinar MPs en la biota
difieren significativamente y no hay una metodologia consensuada que permita la
comparacion entre diferentes estudios. Hay multiples técnicas propuestas para la extraccion
y/o cuantificacion de MPs en biota [55]. En la Figura 3.1 se pueden observar los diferentes
métodos categorizados de acuerdo si el método es o no destructivo.

nm 1 Hm 10 Hm 100 Hm 5000 Hm
s - >
=8 No destructiva
g, ‘g Informacion de los MPs [ FTIR ]
9B Consume tiempo - PR
:-EJ % < Métodos de Extraccion:digestion [ Microscopia Optica ]
= - s Za:
§ L‘%‘_ H202/KOH/enzimatica [ p-FTIR ]
[ 1 Raman (potenciales métodos, pero deben ser validados) I Macro Raman ]
\.
2]
2
5 3 .
52 J Desuuctiva ( Pir6lisis-CG/MS; Desorcion Térmica (TDS)-CG/MS )
% ‘;‘; Rapido
= &
=

Figura 3.1 Metodologias disponibles para determinar MPs [55]

Las categorias que se observan en la figura 3.1 constan de dos fases: la extraccion con su
subsecuente identificacion. En la primera categoria se describen los protocolos no
destructivos que permiten una caracterizacion detallada de los MPs, incluyendo tamario,
forma y color. La tipologia del polimero es analizada con diferentes técnicas
espectrofotométricas, desde micro Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier
(UFTIR) hasta micro Espectroscopia Raman (URAMAN). Estos métodos tienen la
caracteristica que demandan mucho tiempo. Los métodos quimicos permiten adquirir datos
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mas rapidamente, pero son destructivos. A pesar de que proveen la masa del polimero (peso),
no brindan informacion sobre las caracteristicas mas importantes de estos tales como el color,
tamario y forma [55].

La categoria escogida dependera del propdsito u objetivo de la investigacion. A nivel
biologico, el tamafio y forma de la particula son muy importantes al analizar la ingesta de los
MPs y los posibles efectos adversos. Debido a esto, los métodos basados en la extraccion y
la caracterizacion espectrofotométrica de los MPs son mas generalizados y preferidos. Es
importante indicar que sin importar el protocolo seleccionado, prevalece la preocupacion de
que los resultados realmente representan la contaminacion de MPs en el ambiente [55].

3.4.2 Muestreo

Se ha reportado la ingesta de MPs por varios vertebrados e invertebrados marinos bajo
condiciones de laboratorio y en campo [56]. Los estudios de ingesta de MPs en organismos
marinos usan generalmente camas de plasticos de polimeros conocidos, que pueden ser
facilmente reconocidos y cuantificados bajo el microscopio observando el contenido del
intestino y las excreciones del organismo [57]. En estos casos, el uso de particulas
fluorescentes facilita la recuperacion y la enumeracion de las particulas.

Investigaciones en la ingesta de MPs por organismos vertebrados en campo requieren un
esfuerzo mucho mayor ya que hay pocos estudios en esta area [58]. Por lo que los estudios
de MPs en organismos vivos son mayoritariamente en peces. El objetivo del muestreo es
determinar el contenido del sistema digestivo o las excreciones de un organismo. Los
organismos muestreados directamente en busqueda de MPs (generalmente peces), son
capturados usualmente por trampas o red de pesca. Después de la diseccion, el contenido
intestinal o el sistema digestivo debe ser congelado o conservado para su posterior analisis.
Las muestras bioldgicas pueden ser conservadas utilizando fijadores libres de plasticos (ej.
formalina) o pueden ser congeladas, secadas y guardadas en oscuridad hasta su analisis [59].

3.4.3 Extraccion de los microplasticos

La digestion del tejido de las muestras bioldgicas es un paso crucial para la eliminacion de la
materia organicay la posterior identificacion quimica de los polimeros [55]. En el laboratorio
los organismos deben ser medidos y pesados previamente antes de la extraccion de los tejidos
de interés. En el caso de la biota, el sistema digestivo completo del pez, o todo el organismo
en invertebrados pequerfios (ej. Bivalvos y gusanos) deben ser examinados. En el Cuadro 3.3
se presentan los métodos de extraccién mas utilizados y la descripcion de los resultados
obtenidos.
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Cuadro 3.3 Enfoques de extraccion mas reportados [55]

Método de Extraccion Descripcién de sus resultados

Ninguna Unicamente mediante observacion, altamente
subjetiva y variable

H>0> 30% Degradacion parcial de las particulas (cambios
en el tamafio y forma)

Digestion &cida Degradacion/digestion de varios polimeros

Perdxido de hidrégeno Apropiada para todas las muestras. Alto

H>0, 15% consumo de tiempo

Hidréxido de potasio Enfoque rapido. No apropiado para muestras

KOH 10% con alto contenido de grasas

Digestion enzimatica Apropiado para muestras pequefias. No
apropiado para tejidos grandes ya que es
Ccostoso.

El analisis utilizando un tratamiento alcalino con hidroxido de potasio (KOH) al 10% hasta
que la digestion completa ocurra ha sido reportado como el mas adecuado [36], [51],
[60][36][35]. Sin embargo, se menciona que este enfoque no es apropiado para muestras con
una cantidad considerable de grasa, ya que la digestion puede durar varios dias y dafiar
parcialmente ciertos polimeros [36]. La combinacion de KOH al 10% con un detergente,
como el hipoclorito de sodio, puede ser apropiado para muestras con grasas ya que acelera el
proceso de degradacion [55]. En un estudio se reportan resultados efectivos con una
disolucion 1:1 KOH:NaClO como tratamiento [61].

Los métodos enzimaticos proveen altas tasas de digestion sin dafio a los polimeros, pero estos
tratamientos son adecuados Unicamente para muestras pequefias a altos costos. Para algunas
especies, la combinacion de digestiones alcalinas y enzimaticas, algunas veces acopladas a
un proceso oxidativo son necesarias para proveer una digestion satisfactoria (limpia). Estas
combinaciones también pueden reducir el tiempo de digestion [55].

Temperaturas superiores a 60 ‘C deben ser evitadas ya que se ha demostrado que dafian ciertos
tipos de polimeros [62]. Después de la digestion, la disolucion remanente puede ser
directamente filtrada o, si las particulas inorganicas predominan pueden ser sujetas a una
separacién por densidad [55].

3.4.4 ldentificacion fisicoquimica de los microplasticos

Se utilizado diversos enfoques para la identificacion del tipo de MPs, desde la visualizacion
por el ojo humano hasta el acople de mdaltiples equipos para cuantificar e identificar el tipo
de polimero de que estd compuesta la particula [63]. En los Cuadro 3.4 yCuadro 3.5 se
describen los métodos de identificacién mas reportados en la literatura.
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Cuadro 3.4 Revisidn de la literaria de los métodos/técnicas para identificar MPs
Técnicas de Visualizacion: Examinacion con microscopios 0pticos
Técnica Descripcion Ventajas Desventajas

Inspeccion visual e La visualizacion es importante para Permite identificar grandes MPs (1-5 mm) y Particulas sin un color o forma de facil
inspecciébn con un identificar MPs en mezclas de evaluar su color, tamafio y transmision de la luz.  identificacion son un desafio para la

microscopio optico materiales y residuos, por ejemplo, EI microscopio Optico sirve para identificar seleccion visual.
fragmentos de concha, algas, arena y particulas todavia mas pequefias y obtener Se requiere de microscopia electronica
vidrio [20]. imagenes para su analisis, lo cual provee la para obtener imagenes magnificadas que
forma y nimero de particulas [31] permitan identificar particulas con un
aspecto ambiguo [63 ].
Microscopia Usado para la caracterizacion de la El SEM aporta imagenes de alta definicion y No son analisis concluyentes.
electrénica de barrido morfologia de materiales muy pequefios ayuda a diferenciar particulas con aspecto a Requiere mucho tiempo de preparacion
acoplada a 'y determinar su composicién elemental. plastico, el EDS provee informacion elemental de la muestra y tiempo de analisis (gj.
espectroscopia de de las muestras al detectar los rayos X emitidos Secado de la muestra, deposicion,
energia dispersada caracteristicos de los elementos en la muestra cobertura con carbon/oro/cobre), lo cual
SEM-EDS [64]. por el haz de electrones lo cual brinda algunas puede interferir con el analisis
herramientas para su posible identificacion morfoldgico para MPs ultra pequefios.
Microscopia de Estos microscopios colectan la Se ha utilizado para la cuantificacion de MPsy Los polimeros usualmente muestran
Fluorescencia fluorescencia emitida de las muestras se ha encontrado que un tinte fluorescente se fluorescencia de fondo o auto

gue son excitadas por las ondas de puede utilizar para marcar las particulas fluorescencia cuando son irradiados con

excitacion con la seleccion apropiada de  plasticas y es muy utilizado para detectar MPs  un rayo UV o luz visible.

laseres [66]. en tejidos u organismos [56 ]. Ademas, los aditivos quimicos en las
formulaciones  poliméricas también
pueden afectar las  propiedades
fluorescentes [66 ].

Mapeo y cuantificacion fisicoquimica
Espectroscopia de Se utiliza un lente objetivo para enfocar Permite la deteccion de MPs en una Unica linea Exige que las muestras sean auto

Fluorescencia [68] la luz de excitacion en la muestrea y de absorcidn y emisién con alta sensibilidad fluorescentes o etiquetadas con tintes
recoge la emision de fluorescencia. fluorescentes.
Brinda un mapeo fisico y semi Los pretratamientos tipicos incluyen
cuantitativo. centrifugacion y digestién por acidos u

oxidantes (p. ej., acido clorhidrico e
hidréxido de sodio) los cuales son
necesarios para la purificacién de MP en
células microgliales.
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Cuadro 3.5 Revisidn de la literaria de los métodos quimicos para identificar MPs

Identificacién Quimica

Técnica Descripcion Ventajas Desventajas

Espectroscopia Se obtiene informacidén quimica a travésde la Cuenta con 4 modos de andlisis: Al aumentar el tiempo de adquisicion o
Infrarroja por deteccidn de los modos de vibracion de las transmision, reflectancia difusa, las corridas de recoleccion pueden
Transformada de moléculas que componen la muestra a reflectancia especular verdadera/adsorcién aumentar la relacion sefial/ruido.

Fourier (FTIR)

diferentes frecuencias infrarrojas en un amplio
rango  espectral.  Los interferogramas
colectados por el detector son transformados
por Fourier en un espectro de absorbancia
convencional contra nimero de onda, en los
cuales la absorbancia caracteristica o los picos
de transmitancia corresponden a los enlaces
quimicos caracteristicos 0 vibraciones
moleculares [69]

de reflexion y la reflexion total atenuada
[70].

Para obtener un espectro certero, la
seleccion del modo se basa en las
propiedades de la muestra.

En afios recientes se ha combinado esta
técnica con un microscopio lo cual ha
emergido como micro-FTIR, permitiendo
la caracterizacion de particulas de tamafios
de hasta 10 ym [71]

Como es un analisis que se basa el
contacto de la superficie, se puede
comprometer la integridad de la muestra
para particulas de MP muy pequefias y
fragiles [72]

Espectroscopia Raman

Utiliza el desplazamiento de frecuencia de la
luz dispersa ineléstica de la muestra basada en
el efecto Raman para obtener los modos
vibracionales e identificar especies quimicas
de las muestras [73].

Aunque puede caracterizar MPs, la
espectroscopia  Raman  generalmente
detecta MPs mayores que 10 um, mientras
que la espectroscopia micro-Raman es
capaz de detectar MP con mayor
resolucion de hasta 1 um [74]

La presencia de liquidos/agua/humedad
no afectan negativamente la medicion.
Sin embargo, puede afectar la dispersion
de la luz incidente e interferir en la
deteccidn, por lo tanto, la purificacion
de la muestra es esencial.

Es susceptible a las interferencias por
fluorescencia.

Algunas muestras pueden degradarse
por la potencia del laser y en ciertos
casos pueden incurrir en degradacion
térmica.
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Fu et al. (2020) reportan otros métodos/técnicas para identificar MPs, por ejemplo: anélisis
de citometria de flujo; dispersion dindmica de luz; iméagenes hiperespectrales; microscopia
de fuerza atomica (AFM) y técnicas hibridas de AFM como emergentes plataformas de
caracterizacion; cromatografia de gases—espectrometria de masas; matriz de desorcién
laser/ionizacion asistida por espectrometria de masas de vuelo; y cromatografia liquida de
alto rendimiento [63].

En los Cuadro 3.4 Cuadro 3.5 se describen las principales ventajas y desventajas de cada una
de las técnicas empleadas en distintos estudios. Como se observa, existen grandes retos en la
identificacion fisicoquimica de las piezas aisladas. Estas limitantes se deben a las
caracteristicas fisicas de los MPs, como sus pequefias dimensiones, y a los procesos naturales
que sufren y pueden afectar su composicién quimica lo cual afecta las mediciones bajo estas
técnicas. Otra limitante es la disponibilidad de estos equipos en los centros de investigacion
y el personal capacitado para este tipo de muestras. En Costa Rica se encuentran todos los
equipos mencionados en estos cuadros, sin embargo, estos se ubican en diferentes
instituciones y no hay personas especializadas en el analisis de este tipo de muestras.

Como se menciond en secciones anteriores, se han investigado los MPs en diversas matrices
ambientales y desde distintos enfoques. Un grupo de investigacion en el CIIMAR-
Universidad de Porto (Portugal) esta trabajando activamente en los MPs y su impacto en los
suelos agricolas. De esta investigacion han surgido diversos articulos en los que se plantea el
uso de la técnica de histologia en tejidos de gusanos para evidenciar el dafio y las respuestas
del sistema inmune a los MPs. En dichos ensayos se evidencia la afectacion que sufren estos
organismos debido a su exposicion [75].

3.5 [EFECTO DE LOS MICROPLASTICOS EN ZONAS DE CONSERVACION

Se han realizado esfuerzos en determinar la presencia de MPs en zonas de conservacion y/o
protegidas. En un estudio realizado en una reserva marina alejada de la costa perteneciente a
California, Estados Unidos, llamada Bodega, se determind una concentracion de particulas
de MPs en el agua de mar de 36.95 plasticos/L y en sedimentos de 0.227 + 0.135 plasticos/g
promedio. La densidad de MPs en la superficie de dos especies de microalgas
morfoldgicamente distintas fueron en promedio 2,34+2,19 plasticos/g en Pelvetiopsis
limitata y 8.65+6.44 plasticos/g en Endocladia muricata. Ademas, se determind que la
densidad mas alta se encontrd en el caracol herbivoro, Tegula funebralis, con 9.91+6.31
plasticos/g, posiblemente debido a la bioacumulacion [4].

Otro estudio realizado en el este del Area Especial de Conservacion en Mingulay (un area
marina protegida en el Mar de las Hérbridas, en el oeste de Escocia) determind que un total
del 11% de la macrofauna benténica del area de Arrecife Mingulay y el Arrecife Banana
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habia ingerido MPs [76]. Por dltimo, un estudio realizado en el area alrededor del Area
Marina protegida de la Isla Asinara en el “Santuario de Pelagos” (Area Especial Protegida
de Importancia Mediterranea), confirma la distribucion generalizada de MPs en el Mar
Mediterraneo. Ademas, este concluye que la circulacion y las corrientes transportan MPs
lejos de sus fuentes, contaminando areas protegidas y amenazando la biodiversidad de
ecosistemas marinos [77].

Zonas de Conservacion y entes reguladores en Costa Rica

De acuerdo con el Sistema Nacional de Areas de Conservacion (SINAC) [78], los parques
nacionales son las regiones destinadas para la proteccién y conservacion de la flora y fauna
diversa de gran importancia nacional, gran variedad de ecosistemas no afectados por la
ocupacién humana, en donde las diversas especies naturales geomorfolégicas son de
importancia cientifica. Ademas de poseer un paisaje natural de gran belleza, por cual se
permite bajo vigilancia, el turismo general.

El Parque Nacional Marino las Baulas (PNMB) protege manglares que se encuentran dentro
de la Convencion RAMSAR sobre los Humedales, los cuales son de gran relevancia como
habitat de aves acuaticas y areas de reproduccion de diferentes especies marinas y forestales.
Su importancia desde el punto de vista de conservacion y el atractivo turistico principal,
radica en el anidamiento de tortugas baula en las playas de esta area protegida [79].

El Instituto Costarricense de Pesca y Acuicultura (INCOPESCA) es la autoridad ejecutora
de la Ley de Pesca en Costa Rica. Por ende, le corresponde establecer; conforme criterios
técnicos, cientificos, econdmicos y sociales; las medidas de regulacion para garantizar el
aprovechamiento sostenible de los recursos pesqueros. Segun criterio técnico emitido por la
Direccion General Técnica, se establecieron para peces, crustaceos y moluscos, las tallas
legales de primera captura correspondiendo a la tallas de primera madurez sexual [80]. Este
parametro biométrico es la longitud total del organismo. Este criterio también es utilizado en
otros paises, como Colombia y Mexico, en donde se establece que el consumo y la
comercializacion son recomendados o aceptados si la talla de los individuos supera la talla
de madurez [81].

En el Cuadro 3.6 se describen las principales caracteristicas de las especies de interés para
este proyecto, las cuales fueron obtenidas del PNMB.
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Cuadro 3.6 Generalidades de las especies de interés comercial en estudio

Familia Especie Nombre Usos Caracteristicas Talla
comun (INCOPESCA) [82] MAD
(cm)
Carangidae Caranx Jurel Toro  Incluido en la lista de especies de interés pesquero Carnivoro de peces 0seos y crustaceos 70
caninus y acuicola. bentonicos (cangrejos/camarones)
Costero a una profundidad (3-100 m)
Pelagico [82].
Centropomidae  Centropomus  Robalo Por lo general cuando se captura esta asociado con Carnivoro de peces 0seos y crustaceos 30
armatus la corvina. Su carne es firme, de color blanco rosado  benténicos (cangrejos/camarones)
Centropomus y de muy buena calidad. Es muy apetecido en los Costero a una profundidad (0-28 m) 36.6
medius restaurantes locales [84]. Demersal [84 ].
Centropomus 62.9
viridis
Elopidae Elops affinis  Macabi Incluido en la lista de especies de interés pesquero Carnivoro, se alimenta de crustdceos moviles 32.33
y acuicola. bentonicos (camarones/cangrejos) y peces 6seos  [86 ].
Pelagicos. Costero y se encuentra en la columna
de agua (0-10m de profundidad)[85 ].
Lutjanidae Lutjanus Pargo Se comercializa como pescado entero, en Costero a una profundidad (0-90 m) 56.8
Colorado supermercados, pescaderias y ferias del agricultor. Carnivoro, se alimenta de crustaceos méviles
La mayoria del pargo mancha y pargo seda, se bentdnicos (camarones/cangrejos)
exporta como pescado entero y en algunos casos se  Asociado a arrecifes
Lutjanus exporta en filetes hacia los Estados Unidos [87 ]. Costero a una profundidad (2-60 m) 70
novemfasciat Carnivoro, se alimenta de crustaceos mdviles
us bentdnicos (camarones/cangrejos), peces 6seos,
pulpos/calamares
Asociado a arrecifes [88 ].
Portunidae Callinectes Jaiba Se comercializan enteras, incluyendo las quelas o  Vive sobre fondos fangosos o fango-arenososen 9.4
arcuatus (crustaceo) tenazas, por lo general se venden congeladas en estuarios y sistemas lagunares costeros.

pescaderias, supermercados y en algunas ferias del
agricultor [88]. Se utilizan principalmente en sopas
y arroces como un exaltador de sabor. Incluido en
la lista de especies de crustaceos de interés pesquero
para el Océano Pacifico costarricense.

Parte de los invertebrados marinos de
importancia comercial en la costa Pacifica de
Costa Rica [90].

Talla MAD: talla a la que el 50% de los individuos han alcanzado la madurez sexual. Obtenido de [81]
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4 MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo de este estudio se escogen 2 grupos de organismos por analizar, demersales
y benténicos. Como se menciona anteriormente, segun el habitat en donde se alimentan los
organismos, asi puede ser su disponibilidad de ingerir ciertos tipos de MPs [21]. Los
organismos demersales habitan en aguas libres y no tocan el fondo marino, por ende, su
exposicion es a los MPs flotantes. Los organismos benténicos habitan en el fondo marino,
por lo que estan mas expuestos a los MPs méas densos con capacidad de hundirse y que se
encuentran en los sedimentos del fondo marino [20]. Ademas, se propone el andlisis de
especies carnivoras de alto nivel tréfico. Esta caracteristica se determina con el fin de analizar
si estos organismos, de interés comercial segiin el INCOPESCA [88], tienen una mayor
exposicion a MPs debido a la cadena tréfica.

En el caso de los organismos bentdnicos se escogen los crustaceos Callinectes arcuatus
(jaibas). Debido a que se desconoce cuales especies pelagicas predominan en el area de
estudio, se escoge un arte (referido a la modalidad) de pesca artesanal, que seleccione peces
que habiten en la columna con poca profundidad. Se plantea un tamafio de muestra de 30
crustaceos y 30 peces.

4.1 AREA DE ESTUDIO

Este estudio se realiza en el PNMB, creado en 1991, ubicado en la provincia de Guanacaste,
canton de Santa Cruz, en los distritos de Cabo Velas y 27 de abril, a 8 km de la comunidad
de Matapalo y a 20 km de Tamarindo via terrestre y 5 km via estero. Comprende entre otras
areas geograficas los cerros Morro y ElI Hermoso; las playas Carbdn, Ventanas, Grande y
Langosta; los manglares San Francisco, Tamarindo y Ventanas [79]. Las muestras se
recolectan en dos giras, en colaboracion de los biélogos marinos Fausto Arias Zumbado y
Jorge Valerio Vargas, en donde se obtienen 42 peces de 7 especies distintas Centropomus
viridis, Lutjanus colorado, Centropomus armatus, Caranx caninus, Centropomus medius,
Lutjanus novemfasciatus, Elops affinis y 38 crustaceos Callinectes arcuatus. EI primer
muestreo se realiza en mayo del 2019 por parte de un grupo de biélogos marinos de la UNA,
se extraen 30 peces y 37 crustaceos. El segundo muestreo se realiza en enero del 2020 en la
el cual se extraen 12 pecesy un crustaceo. En la Figura 4.1 se muestra la ubicacion del PNMB
y los sectores en donde se recolectan los crustaceos (Playa Grande) y los peces (manglar).
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Figura 4.1 Area de estudio con los limites del area protegida del PNMB. Estrellas amarillas marcan los
sectores en donde se recolectan las muestras

En la Figura 4.2 se muestra un esquema de los organismos recolectados, los tejidos por
analizar y la correspondiente técnica por utilizar.
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Datos morfoldgicos: longitud estandar, furcal/total/dorsoventral, sexo, especie

Extraccion
de peces y
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Datos morfolégicos: longitud, ancho, grosor, sexo, madurez sexual

Peces

A

I l I l

Tejido Cefalotorax
muscular

Sistema

i Quelas y patas
digestivo (_5|ste_ma u
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KOH 10%
: »-| Histologia | )

Figura 4.2 Técnicas utilizadas segun el tipo de tejido y organismo por analizar

4.1.1 Extraccion y preparacion de los peces recolectados para su posterior analisis

guimico e histoldgico

Los peces se capturan mediante el uso de carrete y sefiuelo con su posterior preservacion en
hieleras. Al finalizar el dia de pesca, se acondiciona un area para procesar las muestras y
tomar los datos morfoldgicos de las especies. El area se desinfecta con alcohol y el manejo
de los peces se realiza con guantes de latex en todo momento. En la Figura A 1.1 del apéndice
1 se observa el acondicionamiento de esta area.

El procesamiento de los peces se realiza de la siguiente manera:

a)
b)

c)

Se identifica la especie, con ayuda de bidlogos marinos.

Mediante el uso de una balanza granataria se toma el peso.

Con la cinta métrica y reglas de medicion se toman las medidas morfoldgicas de longitud
estandar, longitud furcal, longitud total y longitud dorsoventral, ademas, cada organismo
fue enumerado y fotografiado (Figura 4.3 y Figura A 1.2 del apéndice 1).
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Figura 4.3 Medidas morfolégicas de un pez. Tomado de Tejado y Ldpez (2012) [91]

d) Con el uso de un bisturi se abre la caja torécica, se determina el sexo y la madurez sexual.

e) Se extrae el sistema digestivo; el cual incluye: estbmago, intestino higado, pancreas y
ciegos piloricos.

f) Se coloca un envase hermético en la balanza granataria, se tara y se toma el peso del
sistema digestivo. Seguidamente se llena el envase con formalina al 10%.

g) Conun bisturi se toma una muestra del tejido muscular (aproximadamente 3x3 cm, grosor
de 2 cm) ubicado en el musculo ubicado detras del opérculo. Este se conserva en envases
con formalina al 10%.

4.1.2 Extraccion y preparacion de los crustaceos recolectados para su posterior analisis
guimico e histoldgico

Los crustaceos son recolectados manualmente a la orilla del mar durante los periodos de
marea baja. Durante el muestreo se colocan en envases de vidrio y se transportan hasta el
area de procesamiento al final del dia.

a) En el area de procesamiento se identifica para cada individuo el sexo y la
presencia/ausencia de huevos en hembras gravidas.

Hembra Macho

Figura 4.4 Método visual para determinar el sexo de cada jaiba
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a) Con un calibrador marca Venturi se toman las medidas de longitud, ancho y grosor.

Longitud

Ancho

Grosor

Figura 4.5 Medidas morfolégicas de la jaiba

b) Seguidamente, con el uso de pinzas, se separan las quelas y patas de cada individuo.

c) Enun envase hermético se toma el peso del cefalotorax y se embebe en formalina al
10%, para la posterior digestion quimica del sistema digestivo de la jaiba. Se realiza
la digestion completa del cefalotorax debido a que no se puede extraer el sistema
digestivo sin romper las estructuras.

d) En otro envase se colocan las quelas y patas y se embeben en formalina al 10%, para
determinar MPs en el tejido muscular mediante la técnica de histologia.

4.2 EXTRACCION DE LOS MICROPLASTICOS DEL SISTEMA DIGESTIVO DE
LOS PECES Y CEFALOTORAX DE LOS CRUSTACEOS

Debido a que la técnica de extraccion de MPs en organismos Vvivos, es aln incipiente, a
continuacion, se presentan 2 metodologias aplicadas en las muestras de peces y crustaceos.

Metodologia A. El primer grupo de peces recolectados el 15 y 16 de marzo del 2019 de la
zona de estudio, corresponde a 30 peces y 37 crustaceos. Sin embargo, en los resultados se
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reportan Unicamente 15 peces 'y 27 crustaceos de este grupo de muestras, debido a errores en
la manipulacion en el procesamiento de laboratorio de las muestras restantes.

Para definir la metodologia se realiza una revision de literatura la cual incluye entre otros,
articulos en temas de metodologia para estudios en organismos acuaticos, salud humana,
sedimentos, determinacion de MPs, mamiferos y manuales de la Administracion Nacional
Oceénica y Atmosférica (NOAA) de Estados Unidos. Se procede a realizar una seleccion de
aquellos que reportan estudios en el tema especifico de procesamiento de muestras en biota
y MP de los ultimos 10 afos. Adicionalmente, se contacta el Instituto de Portland, el cual ha
realizado previamente investigaciones de este tipo, con el objetivo de obtener guia y consejo
en la manera de procesar las muestras. Finalmente se revisan informes técnicos recientes en
el tema de cuantificacion de MPs en la costa Pacifica de Costa Rica. De la informacion
recopilada se procede a tratar las muestras como se describe a continuacion: [11], [55], [92]-
[95]:

1. Digestion quimica de tejidos organicos: Se coloca el sistema digestivo de peces o
cefalotdrax, el cual contiene el contenido estomacal de los crustaceos, en un beaker
adecuado para el tamario de este y se le agrega una disolucion de KOH al 10% hasta estar
completamente cubierto. Se tapa con aluminio y se coloca en un agitador orbital a 300
RPMy 60°C por 24 horas.

2. Trasvase: Una vez finalizada la digestion, el liquido es filtrado a través de un tamiz de
acero con 60 micras de diametro de poro, el cual es el de menor tamafio con que se cuenta
durante la investigacion. Es lavado cuantitativamente con agua destilada para asegurar su
correcta filtracion y el residuo retenido es transferido a una placa Petri previamente
lavada e identificada para su uso.

3. Previsualizacion: Se colocan los residuos los residuos en la placa Petri y se observan bajo
un estereoscopio con camara, con el fin de documentar todas las posibles particulas de
MPs, caracterizando su color, tamafio y forma.

4. Filtracion: Mediante un embudo Buchner y un equipo de filtracién al vacio, se filtra la
muestra a través de un filtro de celulosa Whatman de 47 mm de didmetro y 5 micras de
poro. Este filtro se coloca dentro de una placa Petri rotulada y se deja secar a temperatura
ambiente.

5. Visualizacion: con el uso de un estereoscopio con camara, se documentan todas las piezas
encontradas que cumplen con los parametros establecidos para la identificacion de MPs
descritos por la Guia de Identificacion de Microplasticos del Marine and Environmental
Research Institute [92].
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Los resultados obtenidos al utilizar esta metodologia no son los esperados debido a que el
tiempo requerido para extraer los MPs fue superior al proyectado y el residuo obtenido de la
digestion quimica no permite una bisqueda adecuada de los MPs. Lo anterior debido a que,
en algunos casos, el residuo de la digestion era una gran cantidad de particulas de
exoesqueleto provenientes del contenido estomacal del organismo. Se realiza una nueva
revision literaria enfocada en estos problemas en especifico la cual incluye el analisis de
protocolos validados extraccion de MP en para biota, y articulos del mismo tema donde se
analizan las dificultades encontradas y posibles soluciones. Los articulos revisados son del
Marine Pollution Bulletin, Waste Management and Research, Science, Methods X y Marine
Environmental Research; y se consultan solo articulos actuales del 2012 a la fecha. Las
palabras clave usadas para la busqueda son: protocol, standard, biota, microplastics y
determination. Adicionalmente, se consulta con expertos relacionados en este tema para
buscar posibles cambios que permitan mejorar el procesamiento de las muestras. A partir de
esto, se seleccionan algunas muestras al azar, y se realizan las siguientes técnicas para
conocer si la técnica de extraccion de MP mejora:

1. Separacion por densidad con una disolucion de cloruro de sodio (NaCl) saturada [95] en
las muestras con alto contenido de residuos.

2. Digestion con una disolucion KOH/NaClO (30%) [61].

3. Tratamiento con acido acético al 4% y agitacion leve durante 24 horas después de la
digestion.

Se plantean modificaciones para el segundo grupo de muestras y se trabaja con la siguiente
metodologia.

Metodologia B. El segundo grupo de peces recolectados el 20 de enero del 2020 de la zona
de estudio, corresponde a 12 peces y 1 crustaceo. Se procedio a analizar los sistemas
digestivos de la siguiente manera:

1. Digestion: KOH al 10% con agitacién a 300 RPM y 60 C.
2. Trasvase a placa Petri mediante tamiz de acero de 60 micras.

3. Secado al horno a 45C durante 30 horas. Una vez transferido el residuo de la
digestion a la Placa Petri, se le coloca a la placa una cobertura de aluminio con
orificios para evaporar el agua.

4. Visualizacién mediante estereoscopio con camara. Se visualizan las placas Petri
secas y se documentan las particulas encontradas.
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5. Extraccion de las particulas. Mediante el uso de un microscopio y pinzas de
diseccion, se toman las particulas identificadas como MPs y se colocan en viales
transparentes para su posterior identificacion fisicoquimica.

4.3 IDENTIFICACION FISICOQUIMICA DE LAS PARTICULAS EXTRAIDAS DE
LOS INDIVIDUOS ANALIZADOS

Identificacion fisica (color tamafio y forma) de los MPs

Para la visualizacion y busqueda de MPs al microscopio se toma en consideracion los
lineamientos planteados en el Guia de Identificacion de Microplésticos del Marine and
Environmental Research Institute [92]. En esta guia se introduce al usuario las caracteristicas
fisicas esenciales para describir los MPs, el equipo necesario para su visualizacion y la
manera correcta de leer un filtro o placa Petri. Se hace mencion que al identificar MPs se
deben pinchar las piezas para determinar su textura ya que mayoria de los MPs presentan una
cierta flexibilidad y no se rompen. Ademas de que la mayoria de los MPs rebotan o brincan
al ser pinchados. Si la pieza se rompe, no debe ser considerada como MP.

Otro método mencionado en la guia es la prueba con una aguja caliente, la cual puede ser
utilizada en el caso de que no se logre distinguir entre piezas plasticas y materia organica. Se
basa en que, en la presencia de una aguja muy caliente, las piezas plasticas se derriten o se
deforman, mientras que materiales biologicos o no plasticos no lo hacen. Al realizar la prueba
se debe asegurar que la aguja esté bien caliente [96]. Esta prueba es la Gnica que no se realiza
en esta investigacion debido a que compromete la composicion de las particulas, la cual es
necesaria para las siguientes pruebas de confirmacion e identificacion.

Las caracteristicas de los MPs estan basadas en tres reglas establecidas por Hidalgo-Ruiz
[20] y que han sido utilizadas por muchos en las investigaciones previas. A pesar de esto,
hay excepciones a estas reglas. En la guia se hace uso de imagenes para explicar con mayor
detalle cada una de ellas [55]. En el Cuadro 4.1 se muestran ejemplos de la aplicacion de las
reglas planteadas en la guia.

25



Cuadro 4.1. Reglas para la identificacion de MPs

Reglas de
Hidalgo-Ruiz

Excepciones a la regla consideradas en la
guia

1: No se deben

A pesar de que los MPs no tienen estructuras
celulares u organicas, las bioincrustaciones
pueden alterar la apariencia de las piezas
plasticas y de esta forma, materia organica
puede ser observada en la superficie del
polimero. En este caso se debe tomar en
cuenta si estas estructuras organicas estan
presentes en toda la pieza o si es en una sola
porcion o superficie.

observar
estructuras
celulares u
organicas.
2. Las fibras
deben ser tener
un grosor

uniforme a través
de toda su
longitud.

Sin embargo, en algunas se puede observar
una deshiladura en los extremos de esta.

3: Las particulas
deben exhibir un
color
homogéneo.

Algunos plasticos no son homogéneos en
color, algunas ocasiones se pueden observar
patrones 0 rayas. Ademas, las
bioincrustaciones pueden disfrazar el color,
incluso las fibras pueden sufrir un
blangueamiento.

Ejemplos de la aplicacion de las
reglas y excepciones en la
investigacion

Estos lineamientos son la base para determinar cuéles particulas son extraidas para su
posterior documentacion y/o confirmacion por otros métodos. Las mediciones se realizan
con el software Image J con el fin de obtener la longitud promedio de las fibras y el perimetro
de las particulas obtenidas. En el caso de las imagenes, su principal funcién es documentar
el color y la forma. Sin embargo, se presentan grandes dificultades para documentar el color
de muchas de las MPs identificados debido al contraste de las luces, la resolucion y el papel
filtro; los cuales hacen muy dificil poder obtener la imagen real y no bajo efectos visuales de
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otra luz (como la UV). Se utiliza un foco de luz UV en la visualizacion ya que este permite
identificar fibras o particulas de dimensiones muy pequefias o que son de dificil visualizacion
debido a los residuos de la digestion. En el caso donde se identifican MPs con este tipo de
luz se coloca como “Indefinido” en el aspecto de color.

Identificacion fisicoquimica de los MPs

Una vez extraidos los MPs de las muestras anteriores, estas particulas se procedieron a su
identificacion fisicoquimica. Esta etapa de la investigacion se realizé en coordinacion entre
el ITCR, UNA y el Centro de Alta Tecnologia (CENAT) en su Laboratorio Nacional de
Nanotecnologia (LANOTEC). Debido a esto, se cuenta con disponibilidad de analizar las
particulas mediante: FTIR, SEM/EDS, y Raman. A continuacion, se describe el uso de cada
técnica.

v" FTIR. Los espectros FTIR son obtenidos con un equipo Nicolet iS50 FT-IR (Thermo
Fischer Scientific), que se encuentra ubicado en el Laboratorio de Caracterizacion del
LANOTEC. Las muestras son colocadas directamente en el equipo sin ningun tipo de
tratamiento previo, se realiza un barrido de 500-4000 cm™. Los resultados son analizados
con el software OMNIC 8.1 (OMNIC Series 8.1.10, Thermo Fischer Scientific). De
acuerdo con estudios [29], al interpretar los resultados de FTIR, solo se aceptan aquellas
con un grado de confianza superior al 50% Yy aquellas que se consideren que tienen
comparaciones de espectros confiables después de su identificacion visual. En total se
realizan pruebas de 3 piezas de MPs obtenidas de sistemas digestivos de peces y
cefalotérax de peces, sin embargo, solamente se obtiene el resultado de una muestra. La
principal limitacion de este procedimiento es el tamafio de las particulas y fibras
extraidas, las cuales son muy pequefias, lo cual impide que el equipo pueda enfocar el
laser y realizar la medicion.

v' Espectroscopia Raman. Los datos son obtenidos utilizando un Raman DXR™ Thermo
Scientific de tres laseres (532 nm, 633 nmy 780 nm) acoplado a un microscopio confocal
de cuatro objetivos (10x, 20x, 50x y 100x). Debido a que se desconoce el tipo de material
se trabaja con el laser de 532 nmy un rango amplio y con una media de 30 exposiciones
y una baja intensidad de laser (0.5). Se realizan analisis de 8 piezas aisladas del
cefalotérax de un crustaceo (codigo C38) y del sistema digestivo de dos peces de la
especie Lutjanus colorado (codigos F26 y F35).

v SEM/EDS. La topografia y la composicion elemental de 4 MP seleccionados se
determinaron mediante SEM/EDS de alto vacio. Se utiliza un SEM: JSM-6390LV, Jeol.
Con una aceleracién de voltaje de 15kV, con electrones secundarios (SEI) y un tamafio
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de seccion de 50. Las imagenes son tomadas a diferentes magnificaciones. EDS: Inca x-
sight, Oxford Instruments, modelo 7582-M. Window: ATW-2, resol at 5.9keV.

Se realiza un muestreo de los MPs més representativos para realizar esta técnica debido a su
elevado costo (cada sesion tiene un valor aproximado de $200 US), no es posible analizar la
totalidad de la muestra. Ademas de que el recubrimiento con oro imposibilita la posterior
identificacion de la muestra con RAMAN, FTIR y otras técnicas ya que el oro queda
impregnado en la muestra. Se analizan 4 piezas aisladas del sistema digestivo de un pez
Lutjanus colorado (F23).

A pesar de que esta técnica no brinda un resultado concluyente sobre la naturaleza de la
muestra analizada. Estas técnicas se realizan en conjunto ya que el SEM provee una imagen
nitida que permite identificar visualmente estructuras celulares y la técnica EDS brinda el
andlisis de la composicion elemental [39]. Ambos resultados permiten realizar el descarte de
piezas que podrian confundirse con MPs.

En este estudio el proceso de la extraccion de MPs en los tractos digestivos de los organismos,
a pesar del proceso de la digestion quimica que pretendia eliminar cualquier residuo
bioldgico, la quitina de los exoesqueletos presumiblemente de presas semi-digeridas en los
estomagos de los organismos, no fueron degradadas en su totalidad. Por lo que este residuo
de origen natural, pudiera confundirse con piezas de MPs, pero este producto biologico
contiene en su mayor proporcion nitrogeno [97]. Por otro lado, cabe la posibilidad de
confundir minerales con MPs [92]. Los principales elementos que componen la mayor parte
de los minerales son: aluminio, hierro, magnesio, silicio, potasio, sodio y calcio. Por lo tanto,
para descartar la posibilidad de que la pieza analizada sea quitina (exoesqueleto) o un mineral
y no un MPs, se descarta cualquier resultado mediante EDS que contenga alguno de estos
elementos en gran proporcion.

Los polimeros sintéticos en su mayoria estdn conformados por cadenas compuestas de
carbono (C), hidrégeno (H2) y oxigeno (O) [98], de tal manera que se espera que los analisis
de EDS contengan unicamente estos elementos. Como la mayoria de las piezas extraidas son
fibras se indagd acerca los polimeros sintéticos mas comunes y utilizados en la industria
textil. Se calcul6 el porcentaje masico de su composicion elemental para poder asociar 1os
resultados del EDS. En el Cuadro 4.2 se enlistan los polimeros y sus caracteristicas relevantes
para este estudio.
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Cuadro 4.2. Polimeros sintéticos mas comunes y utilizados en la industria textil [98]

Polimero Uso comercial Formula Composicion
Molecular elemental
(% en masa)
PE Plastico mas comun, su principal uso es el embalaje.  (C2Ha)n 86 C
PP Utilizado en el envasado y etiquetado. Es el (CsHe)n 86 C
principal polimero en materiales no tejidos.
PVC Tercer polimero mas producido a nivel mundial. En  (C,HsCl), 39 C, 56 Cloro

su forma flexible (ftalatos) se utiliza en las tuberias,
aislamiento de cables eléctricos, la piel artificial,
pavimentos, y muchas aplicaciones donde
reemplaza goma. Con algodén o lino, en la
produccion de tela.
PS Es uno de los plasticos mas utilizados. Los usos (CsHg)n 92C
incluyen embalaje de proteccién los recipientes,
tapas, botellas, bandejas, vasos, cubiertos
desechables y en la fabricacion de modelos.
PET Se utiliza en fibras para prendas de wvestir, (CioHgOa)n 62 C, 33 0;
recipientes para liquidos y alimentos, termoformado
para la fabricacion, y en combinacion con fibra de
vidrio para resinas. La mayoria de la produccion de
PET es para fibras sintéticas (por encima de 60%).
Poliamida Se utiliza en fibras para textiles y alfombras y piezas  (C12H22N202)n 64 C, 12 Ny, 14
(nylon 6.6), moldeadas. Ademas del uso textil debido a su alta o))
elasticidad y resistencia, se incluye: lineas de pesca,
cuerdas de guitarra, cremalleras, tornillos, suturas
quirtrgicas, pulseras de reloj (uso militar y de

buceo).
Poliacrilonitrilo  Es un polimero versatil que se utiliza para producir  (CsHsN) 68 C, 26 N,
(PAN) gran variedad de productos incluyendo membranas

de ultrafiltracion, fibras huecas para la 6smosis
inversa, fibras para textiles, fibras de PAN oxidadas.

En el analisis por EDS se toman mediciones de diversos puntos de una misma pieza analizada
para reportar la composicion elemental de cada muestra se realiza un promedio. Finalmente
se hace una comparacion entre la composicion elemental tedrica de los polimeros y el
promedio calculado con los resultados obtenidos del EDS con el fin de identificar un posible
rango de opciones sobre la procedencia de la pieza analizada. Cabe destacar que los
polimeros sintéticos usualmente se encuentran junto con aditivos que se usan para modificar
las caracteristicas y propiedades de los polimeros segln su uso, por ejemplo aportar mayor
resistencia, mayor capacidad de absorcion, entre otros [98]. Debido a esto, la composicion
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porcentual de los elementos varia y no es exacta a la que corresponde a un polimero sin
aditivos.

En la Figura 4.6 se muestra un esquema donde se muestran las dos metodologias aplicadas
segun los cambios mencionados en la digestion quimica de los sistemas digestivos.

Sistemas digestivos de peces y
crustaceos

I
Preparacion de cristaleria y disolucién de KOH 10%

Digestién quimica KOH 10%,
60 C, 24 h, 200 RPM

Lavado del residuo de
r - —Metodologia A - — - — - — . digestién en tamiz Metodologia B
metalico
¥
¢Residuo™ ¢Residuo
. Sie . de la digestion . — No— de la digestién con
+ con alto gonle,r]\da ‘_S‘ alto contenido de ND_"
de quitina ' quitina? Pasar a placa petri
Transyase del Transvase del Pasar a beaker y y secar al horno
residuo a - — residuo a placa agregar acido (24h, papel
beaker con | petri acétido al 4% aluminio)
agua 24h, 150 rpm
destilada . * ( prm) ¥
+ | Previsualizacion l gflzigiaééu‘sa
con estereoscopio digestio
Pruebas de I Lavado con ES[E[ZZ:;Z;E v
separacion F-— agua destilada y
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'
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los MPs

Figura 4.6 Metodologia aplicada para extraer e identificar MPs en el sistema digestivo de peces y jaibas

Finalmente se realizaron pruebas t de dos muestras para comparar si existian diferencias
significativas entre la cantidad de MPs entre peces y jaibas. Para seleccionar la prueba que
se ajuste a la distribucion de los datos se realizaron pruebas de normalidad (Shapiro al 95%
de confianza) y homocedasticidad (estadistico F al 95% de confianza). En ambas pruebas se
determind que los conjuntos de datos presentan normalidad y homocedasticidad, por lo que
se procedio a usar la prueba paramétrica t de dos muestras. Ademas, se utilizé la prueba de
comparacion entre dos proporciones para determinar si hay una diferencia significativa entre
el porcentaje de ocurrencia de ingesta de MPs en peces y jaibas.
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4.4 DETERMINACION DE MICROPLASTICOS EN TEJIDO MUSCULAR DE
CRUSTACEOS Y PECES MEDIANTE HISTOLOGIA

La determinacion de MPs mediante histologia se realiza para poder determinar la presencia
de MPs en tejido muscular. Para realizar esta técnica se cuenta con la colaboracion del
Laboratorio de Histologia de la UNA y sus respectivas encargadas la bidloga marina M.Sc.
Silvia Valverde Chavarria y la veterinaria M.Sc. Catalina Viquez Murillo. Las metodologias
usadas en este apartado son proveidas por un grupo de investigadores que han realizado
investigaciones utilizando la técnica de histologia para determinar a nivel de laboratorio los
efectos de los MPs en lombrices de tierra [99]. En dichos articulos se describen los pasos
elementales para realizar este procedimiento y una escala de evaluacion asociada a lo
encontrado.

A continuacion, se describe el procedimiento:
4.4.1 Fijacion de las muestras de tejidos musculares de peces y jaibas

El propdsito de utilizar un fijador es detener la vida de las células e impedir modificaciones
post muerte que pueda sufrir la célula, de tal forma que se mantenga la estructura morfologica
de las celulas y tejidos son que ocurran cambios notables en ellos [100].

Una vez finalizado el proceso de toma de datos morfoldgicos y diseccion del sistema
digestivo de peces, usados en la metodologia anterior, se procedio a la toma de las muestras
de tejido muscular de los musculos laterales del pez. Estos tejidos musculares fueron
preservados en formalina al 10% para su posterior procesamiento por medio de histologia.

En el caso de los crustaceos, al finalizar el periodo de recoleccion y tomados los datos
morfoldgicos; estos fueron preservados enteros en formalina al 10%, el cefalotorax fue usado
en la metodologia anterior. Se realiza la separacion de las quelas y patas de cada individuo
(observar Figura 4.4 Método visual para determinar el sexo de cada jaiba). Este proceso no resulto ser
el apropiado para fijar las muestras de crustaceos, si bien la formalina es un excelente fijador
de tejidos en peces, resulta que no penetra el exoesqueleto de los crustaceos y por ende no
protege las células musculares de las quelas y patas del organismo del deterioro post mortem.
En la seccion de discusion se explica lo sucedido y la manera en que puede evitarse. Con el
fin de minimizar el dafio que la incorrecta fijacion podria causar, las quelas y patas se colocan
por 24 horas en el fijador Davidson (contiene principalmente: alcohol, formaldehido y &cido
acetico), y luego se colocan en alcohol al 70% [101].
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4.4.2 Preparacion de las muestras

Mediante el uso de un equipo de bisturi y dentro de una cdmara de extraccion se realizan
cortes a cada musculo de pez de aproximadamente 3x2 cm con un grosor de 0.5 cm. En el
caso de los crustaceos (jaibas), se retira la quela y se extrae el tejido muscular con pinzas.
Los tejidos se colocan en casetes plasticos especializados en histologia y se mantienen todos
en un frasco de vidrio con alcohol 70%.

4.4.3 Inclusién en Parafina

Este proceso se realiza para que los tejidos musculares se infiltren con sustancias
denominadas “de inclusion” con la finalidad de servirles de soporte. De tal forma que se
forma un bloque homogéneo en dureza y consistencia entre el tejido y la sustancia de
inclusion [100]. En este caso la sustancia de inclusion empleada es parafina, la cual es soluble
en solventes organicos.

Se preparan 2 litros de las disoluciones de alcohol necesarias (Alcohol al 70-80-90-95%) y
se utiliza la guia presentada en el Cuadro 4.3 Tiempos en las estaciones del procesador de tejidos CON
los tiempos especificados para procesar todas las muestras.

Cuadro 4.3 Tiempos en las estaciones del procesador de tejidos

Estacion Reactivo Tiempo (h) Funcion

1 Etanol 70% 01:00 Deshidratacion
2 Etanol 80% 01:00

3 Etanol 90% 01:00

4 Etanol 95% 01:00

5 Etanol 100% 01:00

6 Etanol 100% 01:00

7 Etanol/Xilol 1:1 02:00 Diafanizacion
8 Xilol 02:00

9 Xilol 02:00

10 Parafina 01:30 Inclusidn de parafina
11 Parafina 01:30

12 Parafina 01:30
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4.4.4 Formacion del bloque de parafina

Una vez finalizado el procesador de tejidos, se traspasan las muestras al sistema de consola
de inclusion de tejido (HistoCore Arcadia H, marca Leica), el cual derrite la parafina y la
mantiene caliente para formar los blogues. Las muestras se colocan en sets metalicos y se
empujan hacia el fondo con la ayuda de una pinza con el fin de que la muestra esté lo mejor
expuesta en la parte inicial del blogue. Se termina de rellenar con parafina y se coloca en la
plantilla de frio para que este se solidifique.

4.4.5 Microtomia (obtencion de cortes histolégicos)

Para realizar estos cortes se utiliza un micrétomo y se establece un grosor de lamina de 4
micras. Se inicia el proceso realizando cortes gruesos (mediante el uso de la palanca) en uno
de los extremos de la cuchilla con el fin de exponer el tejido de la manera méas uniforme. Una
vez expuesta toda la muestra, se comienzan a realizar los cortes de 4 micras. Las laminas de
interés se colocan en un bafio maria a 38 'C y una vez obtenidas varias laminas, se toma un
portaobjetos previamente identificado y se colocan en este. Se realizan minimo 3 ldminas por
muestra. Las laminas se colocan en cajas de vidrio y una vez finalizado el proceso de corte,
se colocan en un horno a 38 C durante 4 horas para derretir la parafina.

4.4.6 Proceso de Coloracion/Tincién

El procedimiento de coloracion/tincion consiste en que una estructura celular o tisular
adquiere especificamente un color bajo la accion de una sustancia colorante. Proporcionar
color a las estructuras permite distinguir entre ellas y facilita su visualizacion [100]. En este
estudio se utiliza una coloracién de hematoxilina-eosina ya que es la técnica de tincion mas
usada en el estudio de tejidos, a traves del microscopio. Los ndcleos se tifien con hematoxilina
y adquieren un color azul/morado mientras que el citoplasma y material extracelular se tifien
con la eosina y adquieren un color rosado.

Preparacion de la camara de tincion

La cdmara de tincidn es una serie de cajas de vidrio que contienen diferentes reactivos en
donde se embeben los portaobjetos con las ldaminas previamente preparadas. Los reactivos
por utilizar son: xilol, alcohol 100%-95%-70%, disolucién de Kardasewitsh, disolucién de
alcohol-HCI, agua del grifo, hematoxilina y eosina.

Es importante destacar que los tintes (eosina y hematoxilina) se deben pasar a través de papel
comercial de limpieza para evitar cualquier grumo o basura que interfiera en el proceso de
tincion. Las cajas de vidrio que contiene cada una de las disoluciones a utilizar se deben
limpiar previamente con jabon y agua destilada. Seguidamente se deben secar completamente
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en el horno o a temperatura ambiente (boca abajo), esto es fundamental para afiadir los
reactivos ya que estos pueden reaccionar con la humedad y no actuar de manera adecuada.
Ademas, cada caja y su respectiva tapa deben ser rotuladas correctamente rotuladas.

Las disoluciones se preparan de la siguiente manera:

e Disolucion de Kardasewitsh (se almacena en una botella &mbar para evitar la reaccion
del amoniaco con la luz). En una botella &mbar se agregan 200 ml de alcohol al 70%
medidos en probeta. En una cdmara de extraccion se afiaden 50 ml de amoniaco al 25%.

e Alcohol-HCI. En una botella &mbar se agregan 198 ml de alcohol al 70% medidos con
probeta. En una camara de extraccion se agregan a la botella 2 ml de &cido clorhidrico
concentrado (medidos con una pipeta).

Tincion y montaje del cubreobjetos

Con un crondmetro se inicia el proceso de tincion descrito en el Cuadro 4.4. En cada estacion
se agita levemente la caja conteniendo los portaobjetos para asegurar una adecuada inmersion
y distribucion de los reactivos.

Cuadro 4.4 Programacion de la camara de tincién

Numero de Cubeta Disolucion Tiempo Funcion
1 Xilol Desparafinar
2 Xilol
3 Etanol 100% 2 minutos Hidratar
4 Etanol 100%
5 Etanol 95%
6 Etanol 95% 1 minuto
7 Etanol 70% 30 segundos
8 Kardasewitsch 4 minutos
9 Hz0 Bajo elir?glrrr]gtg; agua*
10 Hematoxilina 4 minutos Colorear
11 H,0 5 minutos Lavado

Bajo el chorro del agua*

2 I e bR et
13 Eosina 2 minutos Colorear
14 Etanol 95% 1 minuto Deshidratar
15 Etanol 95% 30 segundos
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16 Etanol 95%

17 Etanol 100%

18 Etanol 100%

19 Xilol Diafanizar/Aclarar
20 Xilol

21 Xilol

Una vez finalizado el proceso de tincion se coloca el medio de montaje en cada portaobjetos
para fijar sobre este un cubreobjetos y poder observar las ldminas al microscopio.

4.4.7 Observacion de las laminas en el microscopio y analisis de resultados

El proceso descrito anteriormente se realiza en las 29 quelas de los crustaceos y 28 tejidos
musculares de peces, obteniendo un total de 171 laminas (por cada muestra se obtiene un
promedio de 3 laminas por muestra de tejido). Sin embargo, al observar las laminas al
microscopio se determina que las correspondientes al tejido muscular de los crustaceos no se
pueden analizar debido a que el tejido estd muy dafiado ya que no se observan estructuras
celulares definidas. Esto debido a la incorrecta fijacion de las muestras en el paso inicial. Por
esta razon solo se observan las laminas correspondientes a los tejidos musculares de los
peces.

Para este analisis se utiliza un microscopio con camara y el programa AmScope para
documentar lo encontrado. Con el criterio de una especialista, la médica veterinaria M.Sc.
Catalina Viquez Murillo, se observan las ldminas en busqueda de lesiones musculares,
inflamacién y objetos que no corresponden a la anatomia de un individuo sano. A todo lo
encontrado se le toma una imagen para su posterior discusion y analisis.

En el caso de determinar una afectacion que pueda ser asociada a MPs se plantea
categorizarla de acuerdo a lo descrito por Rodriguez, et al.,, 2017 [99]. Esta es una
clasificacion semi cuantitativa para cada lamina, en donde se evalGan afectaciones de
inflamacién, fibrosis y congestion. Todas entre un rango de GO (dafio minimo/ausencia de
dafio) a G3 (dafio severo y extenso).

35



5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 ESTIMACION DEL MICROPLASTICO PRESENTE EN LOS SISTEMAS
DIGESTIVOS DE LAS ESPECIES MARINAS MUESTREADAS

En el Cuadro 5.1 se muestran los principales resultados obtenidos en los organismos
analizados.

Cuadro 5.1. Resultados obtenidos del muestreo de MPs sistemas digestivos de peces y jaibas

Caracteristicas Peces Jaibas
Cantidad de sistemas digestivos analizados 27 29
Longitud promedio de los individuos analizados (35.3£10.5) cm (50.8+9.3) mm
Rango de longitud de los individuos analizados (19.8-72.3) cm (36.6 - 85.7) mm
Cantidad de individuos con al menos 1 MP 24 22
Frecuencia de ocurrencia de MPs 89% 76%
Cantidad de MPs totales extraidos 90 58
MPs promedio por individuo 3.75%1.70 2.64+1.36
Cantidad de controles 3 4
Cantidad de MPs extraidos en controles 3 0

El procesamiento de las muestras se hace en grupos de 9 muestras debido a la capacidad del
equipo, y cada conjunto, de muestras tiene asociado un control. En total se realizan 7
controles, para determinar si existen fuentes de contaminacién de MPs en el laboratorio, 3
pertenecen a muestras de peces y 4 a muestras de crustaceos. Se determina la presencia de 3
MPs en el control asociado al ultimo grupo de muestras de peces. De acuerdo con la
metodologia realizada, estos MPs se atribuyen a que el control es lo ultimo en ser filtrado a
través del tamiz metalico, y aunque este tamiz es lavado cuantitativamente cada vez que es
utilizado es posible que sea una fuente de contaminacion dentro del laboratorio. Por lo tanto,
cabe la posibilidad de que, durante el proceso de trasvase de las muestras, piezas hayan
quedado retenidas en el tamiz y fueran transferidas al control. También, existe la posibilidad
de que los MPs en los controles provengan de MPs presentes en el aire dentro del laboratorio
[92] o expedidas por la ropa de los laboratoristas, en el proceso de la manipulacion de los
controles, y que esta posible fuente puede ser prevenida con un sistema de flujo laminar que
controle las particulas suspendidas en el aire [16]. En futuras investigaciones este paso del
proceso debe ser realizado con mayor cuidado y rigurosidad. En la Figura A 1.7 del apéndice
1 se muestran las piezas identificadas en el Gltimo control asociado a los peces vy las figuras
A 1.8-1.18 corresponden a los MPs encontrados en los peces asociados a este control.
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Cantidad de MPs por tipo de organismo

Se determina la presencia de MPs en el sistema digestivo de los peces y en el cefalotérax de
las jaibas. Un total 148 MPs son documentados, 90 en los peces y 58 en las jaibas. En peces
se determina un promedio de 3.75%1.70 (SD) MP/pez y como se observa en el Cuadro 3.2, la
mayoria de los estudios en biota marina reportan concentraciones menores por individuo. Por
el contrario, pocos estudios reportan concentraciones superiores de MPs/individuo a la
obtenida [39], [45]. Uno de los estudios mencionados analiza el pez de agua dulce Lepomis
[45], en el otro estudio, el sitio de muestreo es una zona altamente contaminada y vulnerable
a factores antropogénicos. Ademas, de que es el Unico estudio encontrado en donde; ademas
de analizar el sistema digestivo, el intestino e higado; se toman en cuenta 6rganos no
involucrados directamente en procesos de ingesta como la piel y el masculo [39].

Referente a los crustaceos bentonicos costeros carnivoros (como la jaiba), se determina un
promedio de 2.64+1.36 MPs/jaiba. En crustaceos se han realizado estudios en especies de
langostinos y crustaceos decapodos. Sin embargo, debido al método de muestreo los
resultados se reportan como MPs/gramos de tejido analizado [49], [50]. Por lo tanto, la
informacion es limitada para realizar comparaciones.

La finalidad de analizar especies de peces demersales y crustaceos bentdnicos es analizar si
hay una diferencia en la ingesta de MPs dependiendo de su ambiente de consumo alimenticio.
Se realiza una prueba parametrica t de dos muestras para analizar si la media de los datos de
MPs/pez es significativamente mayor a los MPs/jaiba. Se obtiene un valor p de 0.0004, por
lo tanto, se asegura con un 95% de confianza que la cantidad de MPs/pez es
significativamente mayor a la cantidad de MP/s jaiba, lo cual no concuerda con algunos
estudios en donde se analizan especies pelagicas y demersales [24], [26], [41], [42]. Por el
contrario, en dos estudios se reportan diferencias significativas en la cantidad de MPs y el
habitat de los organismos marinos. En uno se reporta que no hay diferencia significativa entre
niveles tréficos pero que los peces peldgicos ingieren mas que los demersales (27), y en el
otro se reporta que las especies bentopeldgicas analizadas en una region especifica (Rapa
Nui) presentan mas MPs [18]. Esto lo atribuyen a que las especies pelagicas habitan en un
area mas amplia, por lo tanto, estdn mas expuestos a ingerir mayor cantidad de MPs.

En la mayoria de los estudios se evidencia que los criterios al seleccionar las especies y las
caracteristicas de los organismos no permiten realizar analisis que aporten informacién sobre
la ingesta de MPs de estos organismos y su relacién con el habitat, ontologia,
comportamiento, dieta, entre otras variables bioldgicas. Las principales diferencias de este
estudio con los que analizan especies demersales y pelagicas son el método de captura y la
zona de extraccion. En la mayoria, las muestras se extraen utilizando trampas de arrastre en
embarcaciones grandes, por lo tanto, las zonas de extraccién se ubican a kilometros de la

37



costa [24], [26], [41], [42]. En este estudio el método de captura de las muestras es mediante
cafay sefiuelo artificial y la zona de extraccion es dentro del manglar, por lo tanto, la cercania
a la costa es de metros. Frecuencia de ocurrencia de MPs en los individuos analizados

En la Figura 5.1 se muestra la cantidad de individuos analizados por tipo de organismo y la
cantidad de individuos en los que se determind al menos un MP (frecuencia de ocurrencia de
MPs).

30
m Ocurrencia de MPs

- m Sin ocurrencia de MPs

20

15

10

Cantidad de individuos

(63}

Peces Jaibas

Figura 5.1 Cantidad de individuos analizados y su frecuencia de ocurrencia de MPs obtenida en el sistema
digestivo

Para discriminar la ocurrencia de MPs en diferentes especies o areas geograficas, se ha
establecido que la frecuencia de ocurrencia de MP es un mejor pardmetro en comparacion
con el nimero de particulas ingeridas [55]. Para esta investigacion, se determinan 90 MPs en
24 de los peces muestreados. Por lo tanto, 89% de los peces contiene al menos un MP en el
sistema digestivo. En el caso de las jaibas, se extraen 58 MPs en 22 de los individuos
analizados, lo cual corresponde a un 76% de ocurrencia. Los valores reportados en otros
lugares del mundo varian desde 0.9% a 76.6% en el sistema digestivo de peces de mayor
interés comercial [42]. En el caso de crustaceos se reportan concentraciones desde 13% [45]
hasta 67% [47].
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De acuerdo con lo mencionado, estos resultados determinan una cantidad significativamente
mayor de MPs/ individuo en los peces demersales en comparacion con los crustaceos
bentonicos, aunque la frecuencia de ocurrencia de MPs en ambos tipos de organismos es
similar. Debido a las diferencias entre especies, zonas muestreadas y métodos de captura, los
valores obtenidos no son comparables con los valores reportados en otros estudios.

A pesar de que la zona de muestreo es un &rea en conservacion, es esperado que se encuentren
estos contaminantes en la biota. Esto por cuanto se ha demostrado la presencia de los
plasticos en zona inhabitadas, como las regiones polares, en las profundidades del océano y
montafas pristinas.

En el caso especifico del PNMB, existen razones puntuales que podrian estar relacionadas
con estos resultados. La primera es la actividad antropogénica cercana al al parque; ya que
como se observa en la Figura 4.1, este se encuentra ubicado cerca de la localidad de
Tamarindo. Este distrito es frecuentado por un volumen considerable de turistas y locales, lo
cual provoca que el parque sea una zona vulnerable a los problemas asociados a las
actividades desarrolladas en sus cercanias; como la gestion de los residuos solidos, la
descarga de aguas residuales y aguas grises, entre otros [102].

Otra de las posibles razones son las caracteristicas de los manglares como ecosistemas. Estos
son una zona de contacto entre las comunidades marinas y terrestres, ya que reciben
diariamente una carga de agua del océano y otra de agua dulce que desemboca de rios,
arroyos terrestres o subterraneos, ademas de nutrientes y sedimentos [103]. Como se observa
en la Figura 4.1, la entrada de agua dulce del PNMB es aportada por los afluentes de dos
quebradas y de los rios Matapalo y Andrés. Debido a su ubicacion, la actividad antropogenica
de Tamarindo no incide directamente en estos cuerpos de agua, pero rodea ciertos poblados
con densidad poblacional baja. Ademas, el clima de la zona es tropical seco, por lo tanto, el
caudal del agua dulce de estos rios es bajo. Por estas razones, no se espera que el rio sea la
mayor fuente de contaminacion del manglar. La principal entrada de agua al manglar del
PNMB es la proveniente del océano y depende de las corrientes marinas influenciadas por la
Contracorriente Ecuatorial del Norte (CCEN) [104].

Las fuentes de MPs en los sistemas varian enormemente segln la zona analizada [105]. En
el medio acuético se ha determinado que la gestion de las aguas residuales de las plantas de
tratamiento y los vertidos de estas, la contaminacion urbana, las actividades industriales y las
tormentas son las principales fuentes de escombros plasticos [106].

Segun lo mencionado anteriormente, tomando en cuenta las caracteristicas del manglar y su
ubicacion, se puede considerar que esta zona podria ser un reservorio del agua proveniente
de estas corrientes marinas, y concentrar sus contaminantes. Lo cual reafirma que la
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contaminacion por plasticos es un problema global sin fronteras debido al transporte de larga
distancia en los diferentes sistemas [105].

Especies marinas analizadas

Como se ha mencionado anteriormente se analizan dos tipos de organismos, crustaceos y
peces. Los crustaceos bentdnicos carnivoros de la especie Callinectes arcuatus, conocidos
como jaibas, pertenecen a la familia Portunidae. En el caso de los peces demersales
carnivoros, los 27 individuos analizados pertenecen a 4 familias y 7 especies distintas que
corresponden a Caranx caninus, Centropomus armatus, Centropomus medius, Centropomus
viridis, Elops affinis, Lutjanus colorado y Lutjanus novemfasciatus (Cuadro 3.8). Esta
diversidad de especies recolectada concuerda con lo determinado en el ambito marino, ya
que Costa Rica posee alta diversidad por metro cuadrado [107]. Debido a esto, durante el
periodo de muestreo de los peces no se selecciona una especie en particular. En ambos
muestreos se identifica que en esta zona del manglar predominan los peces Lutjanidae.En la
Figura 5.2 se muestra la cantidad de individuos analizados por familia y su correspondiente
cantidad de MPs extraidos.
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Figura 5.2. Cantidad de organismos analizados segun su familia y su ocurrencia de ingesta de MPs
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Se obtiene una ocurrencia de 76% (22 jaibas) de los 29 individuos analizados de la familia
Portunidae y todos de la especie Callinectes arcuatus. Un 66.7% de las muestras de peces
(18 individuos) pertenecen a la familia Lutjanidae (pargos), en donde se obtiene un 83% (15
individuos) de ocurrencia de MPs. Para la familia Centropomidae (rébalos) se analizan 6
individuos (22% del total de las muestras de peces), y todos presentan ocurrencia de MPs.
De las familias Carangidae (jureles) y Elopidae (Macabi), se analizan 2 y 1 individuos
respectivamente, se determina MPs en todos los individuos analizados. Cabe resaltar que en
todas las familias muestreadas se obtienen individuos con presencia de MPs.

A todos los individuos analizados se le toman medidas biométricas para analizar su relacion
con la distribucion de MPs en los organismos. La longitud total de los peces y la longitud del
cefalotérax de las jaibas son pardmetros biométricos que contribuyen en la determinacion del
grado de madurez de los individuos. Aquellos que no han alcanzado su talla de primera
madurez sexual son considerados juveniles y organismos por encima de este valor se
consideran adultos [108]. Esto responde a la variacion ontogénica de cada especie, en las
fases tempranas de crecimiento la ingesta de los organismos incrementa en la frecuencia y
disminuye su selectividad, en individuos adultos, la ingesta es mas selectiva [109]. Para
comprender la incidencia del MP en la ontogenia de los individuos analizados se realiza una
comparacion con la literatura sobre la talla de madurez sexual de cada especie con la talla
promedio obtenida en este muestreo, en la Figura 5.3 se observa esta comparacion.
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Figura 5.3. Talla promedio de las especies analizadas vs su correspondiente Talla MAD (talla a la que el 50%
de los individuos han alcanzado la madurez sexual) [87]

Como se observa, los individuos que pertenecen a las especies Centropomus viridis y Elops
affinis superan la talla de primera madurez sexual. De acuerdo con esto, son los Unicos
individuos adultos de toda la muestra en analisis. Sin embargo, Unicamente se analiza un
individuo de cada especie por lo que no se puede inferir que la poblacion predominante de
estas especies sea adulta.

Con respecto al resto de individuos analizados, ninguno supera la talla de primera madurez
sexual, lo cual implica que son organismos que no han llegado a ser adultos. Esto concuerda
con lo esperado ya que los manglares son microhabitats estuarinos utilizados por estos
organismos para el desarrollo de sus primeras fases de vida [103]. De acuerdo con la talla se
espera que estos individuos juveniles tengan una dieta menos selectiva comparada con
individuos adultos de su correspondiente especie, debido a su necesidad energetica [110].
Por lo tanto, se puede hipotetizar que una dieta de este tipo conlleva a una mayor probabilidad
de ingerir MPs.

Con el fin de indagar en lo discutido anteriormente se evalua, mediante un analisis de
dispersion, si hay una relacion entre el tamafio de los individuos y la cantidad de MPs
extraidos. Como se observa en el Cuadro 3.1, el promedio de la longitud del cefalotorax de
las jaibas es de 50.8 £ 9.3 mm con un rango entre 36.6 - 85.7 mm. De los peces Unicamente
se analiza la familia Lutjanidae, los cuales tienen una longitud promedio de 36.2 + 6.7 cm
con un rango entre 26.3-50 cm. Esto debido a que es la familia con mayor representacion de
individuos. A pesar de que en todas las especies de peces predominan los individuos
juveniles, no se deben comparar familias por sus diferencias bioldgicas. En el analisis de
dispersidn se observa que no hay una relacion entre la talla de los organismos en analisis con
la cantidad de MPs determinados en estos. En las Figura 5.4 yFigura 5.5 se muestran estos
gréficos de dispersion.
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Una de las razones por las cuales no se puede analizar este tipo de variables bioldgicas, es
debido a que los individuos poseen pardmetros biométricos muy similares, lo cual puede
deberse al arte de pesca utilizado para capturarlos (tamafio del anzuelo, tipo de sefiuelo). Esto
se puede evitar combinando artes de pesca para obtener todo el espectro de tallas. Ademas,
se debe aumentar la cantidad de individuos por especie para asi poder encontrar una relacion
entre la madurez sexual, su tipo de ingesta y la cantidad de MPs ingeridos.

5.2 IDENTIFICACION DE LAS PARTICULAS EXTRAIDAS
Identificacion fisica (color, tamafio y forma) de los MPs

En el Cuadro 5.2 se presenta la caracterizacion base de todos los MPs encontrados:

Cuadro 5.2. Caracteristicas fisicas de los MPs encontrados

Parametros Peces Jaibas
Rango de tamafio de los MPs (5 254-128) pm (3597-101) pm
Promedio del tamafio de los MPs 1188 pm 1130 ym
Colores Azul (predominante) Negro y azul
café, negro, rojo, transparente, (predominantes), blanco,
blanco rojo, transparente

Cantidad de MPs extraidos con forma
de fibras

Cantidad de MPs extraidos con forma
de particulas

84 (93%) 54 (93%)

6 (7%) 4 (T%)

Como se observa, en las jaibas y en los peces se determina un amplio rango de tamafio de
MPs. En ambos organismos se encuentra un promedio de aproximadamente 1 mm de tamario.
Ademas, el limite inferior determinado es cercano a los 100 um. El tamafio promedio de MPs
es superior a 1 mm y la frecuencia de los colores (azul y negro) coinciden con lo reportado
en otros estudios [27], [29], [45].

En este estudio se utilizan Unicamente las categorias de fibra y particula para describir la
forma de los MPs debido a que no se encuentran otras formas de las piezas identificadas. En
la Figura 5.6 MPs extraidos en el sistema digestivo segan el organismo muestreadoSe muestra la cantidad
de MPs extraidos en peces y jaibas segun su forma.
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Figura 5.6 MPs extraidos en el sistema digestivo segun el organismo muestreado

En los peces se determinan 90 MPs de los cuales 84 son fibras y 6 particulas. En las jaibas
se identifican 58 MPs constituidos por 54 fibras y 4 particulas. En ambos organismos, esta
proporcion representa un 93% de fibras y un 7% particulas de los MPs extraidos. La
predominancia de fibras coincide con lo reportado en otros estudios [23]-[28] en donde se
atribuye la incidencia de esta forma de MPs con su la facilidad de transporte y distribucién
en el océano.

Al asociar este resultado con los valores discutidos en la seccion anterior, se determina que
no hay una diferencia significativa (p=0.203) entre la ocurrencia de MPs entre los peces
(organismos demersales) y las jaibas (organismos bentonicos), pero si una mayor cantidad
de MPs por individuo en los peces. Debido a la densidad de las fibras, y su distribucién en la
columna de agua, se encuentran mas disponibles para los peces demersales. Las especies de
peces analizados en este estudio son carnivoros de alto nivel tréfico y consumen crustaceos
como las jaibas, por lo tanto, las posibles fuentes de ingesta de estas microfibras son las
piezas distribuidas en la columna de agua y las que contienen los crustaceos. Por el contrario,
las fuentes de ingesta de MPs de los crustaceos (como las jaibas) es menor ya que se
encuentran en el fondo marino.

Identificacidn fisicoquimica de los MPs
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Para determinar la composicion de las particulas e identificar el tipo de polimero extraido se
realizan pruebas con (1) SEM/EDS, (2) FTIR y (3) Raman. A continuacion, se explican los
resultados obtenidos de cada una de las técnicas, sus ventajas y desventajas segun el tipo de
muestra y caracteristicas de las particulas.

1. SEM/EDS. Se analizan 4 piezas aisladas del sistema digestivo de un pez Lutjanus
colorado (F23). Las Figura 5.7,Figura 5.8, Figura 5.9 y Figura 5.10 representan una
de las imagenes SEM obtenidas de las piezas analizadas y el Cuadro 5.3 se muestran
los resultados obtenidos por la técnica EDS.

X400 S0um 0000 10 50 SEI

Figura 5.7 Imagen obtenida por SEM del MP procedente de la muestra F23.1

SkV X100 100um 0000 1050 SEI
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Figura 5.8 Imagen obtenida por SEM del MP procedente de la muestra F23.2

X400 50um 0000 10 50 SEI

h - .

X220 100pumM*—<6000 10 50 SEI

Figura 5.10 Imagen obtenida por SEM de la pieza procedente de la muestra F23.4

En el Cuadro A.2.1 del Apéndice 2 se muestran los resultados obtenidos por EDS. En estos
resultados se observa la presencia de oro, debido a que la técnica requiere de un recubrimiento
con este metal para fijar la muestra y ser analizada. Para el reporte de los resultados se ha
removido el componente del oro de la composicion elemental reportada. De cada muestra se
realizan varias mediciones en diferentes puntos especificos, por lo tanto, en el Cuadro 5.3 se
reporta un promedio de la composicion elemental de las muestras analizadas. Se obtiene que
las piezas 1 y 3 tienen una composicion elemental de 76% C, 24% O, y 73% C, 27% O,
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respectivamente. Al comparar estos porcentajes con los reportados en el cuadro 5.4, se
acercan a la composicion elemental del PET (62% C, 33% Oy). La pieza 2 tiene una
composicion elemental de 85% C, 15% O lo cual coincide con el PE o PP (86 % C). Por
ualtimo, la pieza 4 tiene un 11% de silicio lo cual indica que podria ser un mineral, por lo
tanto, se descarta como MP y no es considerado en la cuantificacion de MPs.

Cuadro 5.3 Resultados obtenidos por EDS de piezas del sistema digestivo de los peces pargo
Lutjanus colorado

Composicién elemental mediante EDS

Pieza identificada (9% en masa)

Imagen obtenida por SEM

1 76 C, 24 O, F23.1
2 85C, 150, F23.2
3 73C, 27 O F23.3
4 52C,370,,11Si F23.4

En la Figura 5.11 se muestra la similitud porcentual de las piezas analizadas con los
polimeros sintéticos mencionados. Este tipo de fibras han sido reportadas por la mayoria de
los estudios de MPs (ver Cuadro 3.2) y considerando su amplio uso en la industria y comercio
a nivel mundial, son coincidencias esperadas.
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Figura 5.11 Comparacion del porcentaje elemental de las piezas analizadas con polimeros sintéticos comunes.
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% Transmitancia

2. FTIR. Debido a las pequefias dimensiones de las piezas individuales obtenidas en este
trabajo, la mayoria de los MPs no se pueden identificar con esta técnica. En las Figura
5.13 y Figura 5.13 se observa respectivamente el espectro obtenido de la particula aislada
de una jaiba (individuo C38) y su correspondiente analisis de comparacién con la base
de datos del software. Se obtiene una serie posibles compuestos, pero ninguno de ellos
supera el 41% de similitud, debido a la pequefia dimension de la particula no se cuenta
con suficiente informacion para obtener una conclusion con un porcentaje de
coincidencia aceptado (>50%).

100+ ——

o951

Ei

1031.54

179314

B~

71218

a0l
751

-

B4~

=)
o«
o
©

1600 1000 500

870.30

B0 -
4000 3500 3000 2600 2000
Numero de onda (cm-1)

Figura 5.12 Espectro obtenido de una pieza aislada de una jaiba (muestra con cédigo C38.1)
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Figura 5.13 Resultados de la comparacidn de sefiales espectrales con la base de datos
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3. Raman. En total se realizaron andlisis en 8 piezas aisladas (fibras y particulas). De estas
piezas, 2 corresponden al cefalotérax de una jaiba (cddigos C 38.1y C 38.2), mientras que 3
y 2 piezas pertenecen a los sistemas digestivos de los peces con codigo F 23 y F 35
respectivamente, ambos de la especie Lutjanus colorado. La mayor dificultad encontrada
para esta técnica es la falta de conocimiento sobre el tipo de polimero que se esté analizando.
Al no tener esta informacion, no se pueden establecer condiciones especificas en el equipo y
se debe manejar con sumo cuidado para que no dafie la muestra.

En las Figura 5.14 yFigura 5.15 se observa que los resultados obtenidos no son exitosos
debido a que las sefiales espectrales tienen alta fluorescencia y ruido de fondo, lo cual
imposibilita una caracterizacion y comparacion con las bases de datos conocidas.
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Figura 5.14 Espectro con alta fluorescencia obtenido de una pieza aislada de una jaiba (codigo C38.1)
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Figura 5.15 Espectro con ruido de fondo obtenido de la pieza aislada del sistema digestivo de un pez (cédigo F35)

5.3 DETERMINACION DE PRESENCIA DE MICROPLASTICOS EN LESIONES EN
EL TEJIDO MUSCULAR POR MEDIO DE HISTOLOGIA

En este estudio se trabajo con dos tipos de muestras: tejido muscular de los peces y el tejido
muscular de las quelas de jaibas. Se proceso el tejido muscular de las quelas de 29 crustaceos
y 27 peces. De cada tejido muscular se realizaron dos cortes, obteniendo 114 de ellos. Esto
con el fin de tener un corte extra en caso de fallar en el procedimiento. De cada tejido
muscular se realizaron 3 laminas, obteniendo 171 laminas en total. Importante destacar que
la técnica histoldgica no tuvo ningun cambio metodoldgico con respecto al usado en el
Laboratorio de Histologia de la UNA.

Con las laminas de tejido muscular de las jaibas se decide no finalizar el proceso de tincion
y su posterior observacion al microscopio debido al error en la etapa de fijacion y
preservacion de las muestras descritas en la metodologia: este error de fijacion se evidenciaba
en las laminas a simple vista en las primeras laminas fijadas, debido a que no se observaban
estructuras tipicas de una célula viva, si no se observaba una masa amorfa. Debido a esto, se
estudia sobre las mejores técnicas para la fijacion de los crustaceos, ya que, al ser seres vivos
invertebrados con exoesqueleto, la preservacion de tejidos resulta ser diferentes a los tejidos
vertebrados como los peces. El procedimiento adecuado para preservar y fijar las muestras
en caso de querer ser analizadas por histologia es el siguiente:

e Fijacion de tejido muscular blando: se debe agregar 5 ml de formalina al 10% por gramo
de tejido.
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e Quelas con tejido muscular y exoesqueleto: Colocar la quela en fijador Davidson por 24
horas. Finalizado este periodo se debe retirar la quela con un bisturi y extraer el tejido
para colocarlo en alcohol al 70%. Otra opcidn es retirar la quela in situ, colocar el tejido
en los casetes (ver Figura A.3.2 en apéndice 3) y colocarlos en formalina al 10% en un
frasco hasta su procesamiento [111].

La razdn por la cual este procedimiento es distinto en crustaceos y peces es debido a que el
tejido muscular de los crustaceos esta rodeado y protegido en la estructura externa llamada
exoesqueleto, por lo que el fijador con formalina no logra traspasar esa barrera fisica. Por
esta razon, se debe usar un fijador especifico para ablandar esta estructura y posteriormente
tratar el tejido de interés [100]. En la Figura 5.16 Metodologia adecuada para realizar
procesar el tejido muscular de mediante histologiase muestra el flujo del proceso adecuado
que se debe realizar, para una 6ptima fijacion.
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Figura 5.16 Metodologia adecuada para realizar procesar el tejido muscular de mediante histologia



Con respecto a las laminas de los peces procesadas por el método de histologia, se inicia el
proceso de analisis, con el asesoramiento de la médica veterinaria especialista en tejidos
animales, y literatura de apoyo [112]. En las siguientes imagenes se muestran algunas de las
lesiones en los tejidos musculares de peces identificadas.

/iy

Figura 5.17 Fibrosis en el tejido muscular de un pez Lutjanus novemfasciatus

Figura 5.18 Congestidon en el tejido muscular de un pez Lutjanus colorado
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Figura 5.19 Inflamacion en el tejido muscular de un pez Lutjanus colorado

En las Figuras Figura 5.17,Figura 5.18 yFigura 5.19 se observan estas lesiones en el tejido
muscular de distintos peces, sin embargo, estas lesiones no pueden ser atribuidas a MPs
debido a que pueden ser ocasionadas por multiples factores como: bacterias, parasitos y otros.
Por lo tanto, para poder obtener mayor informacion de los posibles efectos de MPs en los
tejidos musculares se deberian realizar pruebas a nivel de laboratorio en donde se aislen otros
factores ambientales y poder atribuir las lesiones a estos contaminantes, como lo realizado
en otras investigaciones [75]. En donde se evidencia que esta técnica puede aportar
informacion valiosa sobre la forma en que se pueden translocar este tipo de contaminantes
en los organismos. En el proceso de los andlisis de las laminas histologicas, surge la pandemia
mundial COVID-19, por lo que el proceso no ha concluido. Sin embargo, aungue se analice
la totalidad de las laminas, se llega a la conclusion que ninguna lesion en el tejido muscular
se puede asociar a las consecuencias del consumo de MPs por parte de los organismos, por
lo que se recomienda que esta técnica solo para ensayos de laboratorio o se use combinada
con otras técnicas que permitan asociar estas lesiones observadas con la presencia de MP.
Incluso se contempla el caso de que el MP este inmerso en los tejidos musculares, por lo que
la metodologia seria para nano plasticos, las cuales hasta el momento son incipientes.

5.4 EVALUACION DE LA METODOLOGIA EMPLEADA Y LOS CAMBIOS
REALIZADOS

A nivel nacional e internacional se desean estandarizar los métodos para determinar MPs en
las diversas matrices ambientales. Debido a esto, en esta subseccion se discutird a detalle las
dificultades enfrentadas y diversas pruebas realizadas con sus respectivos resultados.
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Las principales razones por las cuales la metodologia A no fue considerada exitosa son las
siguientes:

El residuo obtenido del proceso de digestion contiene mucha quitina producto de restos
de exoesqueleto del organismo en estudio o de las presas ingeridas por el mismo. Tanto
las jaibas como los peces fueron dificiles de procesar debido a este resultado. Las jaibas
por ser crustaceos, con exoesqueleto articulado, formado principalmente de un
carbohidrato llamado quitina. Y los peces, porque su dieta carnivora consiste en peces
0seos y crustaceos (cangrejos/camarones) y en algunos casos, se encontraron dentro de
los sistemas digestivos estas especies sin digerir. Lo cual implicaba que lo obtenido de la
digestion quimica resultara con grandes volimenes de quitina. Este residuo dificulta un
trasvase cuantitativo, una adecuada visualizacion y extraccion de MPs. (Ver Figura A.1.4
en apéndice 1).

La previsualizacion propuesta para la extraccion de los MPs implicaba trasvasar con agua
destilada el residuo del tamiz a una placa Petri. Por ende, al observar mediante un
estereoscopio y documentar las particulas que podrian ser MPs, ademas de los residuos,
la placa Petri también contenia un volumen considerable de agua. El contenido de agua
presente en la caja Petri dificulta su movimiento para la basqueda de MPs ya que alteraba
la posicion de las particulas contenidas, lo cual incrementa la posibilidad de incurrir en
un doble conteo 0 en no determinar MPs. Dependiendo de la cantidad de residuo por
analizar, se podia consumir entre 7 hasta 20 minutos por muestra, debido a que se debia
contar, medir y fotografiar cada una de las particulas halladas. Por estas razones se
descartd por completo este paso en la elaboracion de la metodologia B. (Ver Figura A.1.5
en apéndice 1).

Una vez realizada la previsualizacion en la placa Petri, se debia filtrar al vacio con un
embudo Buchner la muestra a un papel filtro con un poro inferior a 63 micras. Este paso
consumia mucho tiempo ya que debia asegurarse un trasvase cuantitativo de la muestra
y en ocasiones esto era muy dificil debido a que los residuos tienden a adherirse al vidrio.
Ademas, se observo que el papel filtro utilizado representaba una posible fuente de
contaminacion, especialmente de fibras debido a que su empaque no aislaba
adecuadamente el papel del ambiente. Por lo tanto, al momento de utilizar el filtro se
observaban a simple vista posibles fibras. Esto implica un gasto de insumos innecesario.
Finalmente, el papel filtro dificulta la visualizacion y extraccion de los posibles MPs de
la muestra ya que aglomera el residuo en ciertas regiones, dificulta el paso de laluz y la
aplicacién de la guia mencionada anteriormente [19]. (Ver Figura A.1.6 en apéndice 1).
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De acuerdo con los criterios descritos en la seccion metodoldgica se realizé una busqueda en
la literatura para determinar si en otras investigaciones se presentaron este tipo de
dificultades. Ademas, se consultd via correo electronico a diversos expertos internacionales
que hubieran publicado articulos relacionados con la caracterizacién de MPs en medios
acuosos y en biota para buscar soluciones a estos aspectos. Se informd por parte de los
consultados, que no se han trabajado con este tipo de especies, por lo tanto, no se encontraron
soluciones directas. Sin embargo, por el tipo de organismos que se estaban analizando (peces
carnivoros con alto contenido de quitina en el sistema digestivo y crustaceos) no se pudo
obtener una respuesta con solucion a la problemética, pero si se recibieron diversas
sugerencias que permitieron modificar la metodologia previa con el fin de mejorar los
resultados obtenidos. Con respecto a los problemas enfrentados se realizaron las siguientes
pruebas:

a) Separacion por densidad con una disolucién de NaCl saturada [95]. Como se mencion6
anteriormente la densidad es una caracteristica que puede servir para extraer polimeros
de ciertas matrices, principalmente de muestras de agua y sedimentos. Inicialmente se
separaron las muestras con un alto contenido de residuos después de la digestion para
posteriormente dividir los residuos segun su densidad. Se realizaron dos pruebas previas
para comprobar su efectividad. Debido a la mezcla de residuos de exoesqueleto y
principalmente de quitina, esta separacion era poco efectiva, ya que estos son insolubles
en agua y flotan con las posibles particulas de polimeros.

b) En un estudio realizado en donde se evalua la efectividad de diversas disoluciones en la
digestion de biota se concluye que, el método més apropiado es el uso de una disolucién
KOH/NaClO (30%). Se menciona que los principales factores considerados fueron la
disponibilidad de los reactivos, la rapidez, el costo y efectividad de la digestion. Ademas,
que puede ser una disolucion apropiada para eliminar bioparticulas, algas, particulas
organicas floculadas y otros materiales ricos en proteinas y lipidos de origen biologico
[61]. Sin embargo, se realizaron pruebas con tejido muscular y se determind que la
digestion no fue exitosa ya que después del tiempo recomendado (24-48 horas), las
muestras no estaban completamente digeridas por lo que se descart6 esta metodologia.

c) La quitina es un carbohidrato y un polimero natural, altamente insoluble en agua y en
solventes organicos debido a los enlaces de hidrdégeno que presenta la molécula. La
quitina se vuelve soluble en acidos inorganicos diluidos cuando pierde el acetilo del grupo
acetilamino, convirtiéndose en quitosano, el cual es soluble [97]. Debido a estas
propiedades se propuso, un tratamiento con acido acético al 4% + agitacion leve durante
24 horas después de la digestion para solubilizar la quitina y limpiar las muestras con
exceso de este biopolimero. Los resultados mostraron una disminucion de la cantidad de
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quitina, mejorando su visualizacion en el esterescopio. Por lo tanto, se realizo este
proceso en las muestras con cédigo: F26, F23, F16, F17, F30, C5. En las Figuras A.1.19-
24 del Apéndice 1 se muestran las imagenes antes y después del tratamiento. Cabe resaltar
que se deben realizar mas pruebas para ajustar las condiciones en que se aplicaria este
tratamiento. Sin embargo, parece ser una opcion viable para disminuir el problema de
exceso de residuo de exoesqueleto en la visualizacion.

Otros aspectos por considerar:

La relacién masa/volumen del peso del sistema digestivo y la disolucién de KOH al 10%
puede afectar el grado de digestion. Esto debido a que el peso del sistema digestivo puede
variar significativamente debido al contenido estomacal del individuo en el momento de ser
analizado. En la mayoria de los articulos no se reporta una relacion o volumen de disolucion
segun el peso. Sin embargo, durante el procesamiento de las muestras se planted que podria
Ilegar a ser una variable de gran influencia.

Una de las principales dificultades en la metodologia para determinar MPs es la movilidad
de las muestras para ser analizadas en diferentes institutos y/o laboratorios: La digestion
quimica de los tejidos organicos se realizo en el laboratorio de Biotecnologia de la UNA, en
la sede de Heredia, esto debido a que no todos los laboratorios poseen el instrumento usado
(agitador orbital). La extraccion de MPs mediante estereoscopio fue realizada en los
laboratorios de Entomologia de la Escuela de Biologia y en el Instituto Regional de Estudios
en Sustancias Toxicas (IRET) de la Escuela de Quimica, ambas pertenecen a la UNA, y
poseian camaras para fotografiar y medir los MPs. El traslado entre laboratorios se debe
realizar con sumo cuidado, cubriendo las muestras en placas Petri envueltas en parafina para
evitar contaminacion y pérdidas.

Por otro lado, parte de las muestras (en placas Petri y suspendidas en agua destilada) fueron
trasladas al LANOTEC, ubicado en Pavas. Debido a la distancia entre sitios, el traslado es
de mayor cuidado ya que se deben seguir las pautas mencionadas y asegurarse que el viaje
no sea turbulento para evitar pérdidas y/o contaminacion. En este laboratorio se desarrollaron
las pruebas de separacién por densidad, el tratamiento con acido acético, el aislamiento de
las piezas identificadas en viales y los analisis de identificacion de FTIR o SEM/EDS.
Finalmente, parte de las piezas aisladas y contenidas en viales de vidrio fueron trasladadas al
TEC para su analisis mediante Raman.

Esto representa un desafio debido a que las piezas tienen una dimensién muy pequefia (101
hasta 3 500 micras) y su almacenamiento varia segun el proceso que se debe realizar en cada
instancia. El aislamiento de las muestras en viales y su posterior extraccidn es un paso que
puede consumir mucho tiempo y se corre el riesgo de perder las muestras. Debido a que este
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proyecto no abarca un trabajo coordinado entre estas instituciones, el avance de los analisis
depende de la disponibilidad de tiempo y reactivos de cada institucion y laboratorios.
Especificamente el proceso de identificacion tiene las complicaciones de ser muy pausado y
dificil de coordinar.
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6 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
Conclusiones

Este estudio demuestra que una mala gestion de los residuos solidos afecta a especies marinas
aun en zonas de conservacion al determinar la presencia de MPs en el sistema digestivo de
las especies analizadas. Las posibles fuentes de estos contaminantes son: los residuos
arrastrados por corrientes marinas y rios o por los pueblos cercanos al parque.

Los organismos en estudio del PNMB en su mayoria se encuentran en su etapa juvenil, y
todos presentan una alta ocurrencia de MPs. Sin embargo, no se puede determinar si esto se
debe a la ontogenia caracteristica de este estadio debido a que no se analizaron individuos en
su etapa adulta.

Se determina la presencia de estos contaminantes dentro del sistema digestivo del 89% de
los individuos de peces analizados y en un 76% de los crustaceos analizados. En total se
logran determinar 3.75 + 1.70 MPs/pez y 2.64 + 1.36 MPs/crustaceo. En concordancia con
estudios previos como se mostré en el cuadro 3.2, predomina la presencia de fibras en los
peces y en los crustaceos, ya que representan un 93% de los MPs determinados. Ademas, el
tamafo promedio de MPs es de aproximadamente 1 mm y los colores predominantes son
azul y negro.

No se obtuvieron resultados concluyentes mediante Raman y FTIR para la identificacion
fisicoquimica de las piezas extraidas. Por la técnica SEM se observa que las microfibras
encontradas en este estudio coinciden visualmente con lo identificado en la literatura como
MPs. Ademas, al acoplar el analisis con EDS, su relacion carbono-oxigeno coincide con
algunos de los polimeros sintéticos reportados y de mayor uso industrial.

Mediante la técnica de histologia se identificaron lesiones en el tejido muscular de los peces,
sin embargo, estas no se pueden vincular a MPs.

Los resultados de esta investigacion permitieron el desarrollo de una metodologia de
extraccion, la cual contribuye al conocimiento de un nuevo método para especies marinas de
alto nivel trofico, el cual puede ser utilizado en otras regiones. (Consultar Figura A.1.25 en
apéndice 1).

Se observa que el uso de acido acético permite mejorar la separacion de los MPs de los
residuos post digestion de KOH de quitina/quitosanos recurrentes en especies carnivoras y
con exoesqueleto.
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En los diferentes estudios consultados no se encuentra definido el proceso de digestién con
KOH al 10% en las muestras de biota, por lo que en algunos casos no se obtiene una digestion
completa y fue necesario repetir la digestion y/o agregar mas KOH.
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Recomendaciones

e Costa Rica cuenta con una serie de politicas publicas e instrumentos de gestion y
planificacion relacionada con la gestion de residuos, pero carece de un Plan Nacional de
Residuos marinos. Por lo anterior, se insta a la formulacion de un Plan Nacional de
Accion para reducir la contaminacién que llega a nuestros mares.

e Continuar con la determinacion de MPs en especies marinas de alto nivel tréfico en Costa
Rica ya que nos proporcionan informacion sobre la incidencia de estos contaminantes en
habitats y especies de interés comercial. La cual puede ser utilizada para determinar
indicadores ambientales, fuentes de contaminacion y desarrollar métodos de gestion para
abordar este problema.

e Estandarizar los métodos usados, para que los datos sean comparables y no se incurra en
contaminacion cruzada o pérdida de los MPs.

e Considerar en futuras investigaciones, obtener un tamafio de muestra que asegure un
analisis estadistico robusto. En esta investigacion se obtuvo un tamafio de muestra de 56
individuos, lo cual se considera suficiente estadisticamente bajo un mismo método; pero
al separar las muestras en diferentes técnicas, debido a que se buscaba optimizar el
proceso, se disminuyd la posibilidad de comparaciones estadisticamente robustas.

e Considerar los parametros biométricos de las especies para analizar la ontogenia de las
especies analizadas con la ocurrencia de MPs.

e Definir la relacion éptima masa/volumen del proceso de digestion en biota con la
disolucion de KOH al 10%.

e En los casos en los que el residuo de la digestion con KOH al 10% tenga alto contenido
de exoesqueletos, se recomienda dejar en agitacion el residuo en una relacion 1/30
masa/volumen de acido acético al 4%.

e Utilizar la técnica de histologia bajo un enfoque exploratorio en tejidos con mayor
probabilidad de ser afectados por la presencia de MPs, como el higado, que corresponde
aun organo filtrador e irrigador de otros 6rganos. Ya que esta técnica es costosa, consume
mucho tiempo, se debe desarrollar gran pericia para realizarla y produce desechos
toxicos.

e Utilizar de técnicas de caracterizacion como UFTIR para determinar si el material es un
polimero sintético. Aunque las técnicas de identificacion de MPs mediante estereoscopio
y SEM/EDS dan informacion valiosa a nivel visual y de composicion elemental, estas no
son concluyentes.
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8 APENDICES

8.1 APENDICE 1: PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

S

Figura A 1.2 Documentacion de cada individuo



e

Figura A 1.4 Residuos de quitina, exoesqueleto y una jaiba dentro del sistema digestivo de peces



Figura A 1.5 Previsualizacidn de los residuos de la digestion

Figura A 1.6 Dificultades al visualizar los residuos en papel filtro

Figura A 1.7 MPs encontrados en el control 6



Figura A 1.8. MPs extraidos de la muestra F31

Figura A 1.9. MPs extraidos de la muestra F32

Figura A 1.10. MPs extraidos de la muestra F33



Figura A 1.11. MPs extraidos de la muestra F34

Figura A 1.12. MPs extraidos de la muestra F35

Figura A 1.13. MPs extraidos de la muestra F36



Figura A 1.14. MPs extraidos de la muestra F38

Figura A 1.15. MPs extraidos de la muestra F39




Figura A 1.16. MPs extraidos de la muestra F40
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Figura A 1.18. MPs extraidos de la muestra F42



F26

F17

Figura A 1.21 Residuos de la digestién quimica pre y post tratamiento con acido acético al 5% en la muestra
F30

Figura A 1.22 Residuos de la digestién quimica pre y post tratamiento con &cido acético al 5% en la muestra
C5




Figura A 1.24 Residuos de la digestién quimica pre y post tratamiento con acido acético al 5% en la muestra
F16
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Figura A.1.25 Metodologia recomendada para la determinacion de MPs en especies marinas de alto nivel
tréfico



8.2 APENDICE 2: IDENTIFICACION DE LAS PARTICULAS EXTRAIDAS
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Figura A.2.2 Imagenes obtenidas por SEM de la pieza F23.2

Cuadro A.2.1. Resultados obtenidos por EDS

10 50 SEI

10 50 SEI

Composicién elemental masica (%)

Cddigo de muestra i Total
Carbono Oxigeno Otro Oro
F23.1.1 14.3 5.9 0 79.8 100
F23.1.2 45.4 24.0 0 30.6 100
F23.1.3 60.6 18.8 0 20.6 100
F23.1.4 57.8 20.7 0 21.5 100
F23.1.5 43.0 15.3 0 41.7 100
F23.1.6 59.4 19.8 0 20.8 100
F23.2.1 65.9 20.5 0 13.7 100
F23.2.2 68.8 21.5 0 9.7 100
F23.3.1 73.7 13.2 0 12.1 99
F23.3.2 73.3 12.7 0 14.1 100
F23.4 34.3 24.6 7.3 33.8 100




8.3 APENDICE 3: PROCESO DE HISTOLOGIA

Figura A.3.2 Corte en el microtomo



Figura A.3.3 Camara de tincion



8.4 APENDICE 4: PRUEBAS ESTADISTICAS REALIZADAS

Estadisticos descriptivos: Peces y Jaibas

Variable | N | Media | Desv. | Varianza | Q1 Mediana | Q3 Minimo | Maximo

Est

Peces 27 | 3.333 | 2.000 | 4.000 2.000 | 3.000 5.000 | 0.000 7.000

Jaibas 29 | 2.000 | 1.648 | 2.714 0.500 | 2.000 3.000 | 0.000 6.000

Se desea analizar la ocurrencia de MPs y la tendencia central de cantidad de MPs por
individuo.

Primero se verifica la normalidad mediante la Prueba Shapiro al 95% de confianza. En donde;

Ho: Los datos siguen una distribucién normal

H1: Los datos no siguen una distribucion normal

Porcentaje

99
Media 2

Desv.Est. 1,648
N 29
KS 0,142
Valorp 0,139

-2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7
Cantidad de MPs en Jaibas

Figura A.4.1 Grafica de probabilidad de normalidad de la cantidad de MPs en jaibas
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Figura A.4.2 Gréfica de probabilidad de normalidad de la cantidad de MPs en peces

Em ambos casos el valor p>0.05, por lo tanto, se acepta la Ho, se asegura con un 95 de
confianza que los datos de ambas variables siguen una distribucion normal.

Seguidamente se calcula el estadistico F al 95% de confianza para determinar si hay
diferencia entre las varianzas entre la cantidad de MPs en los peces y en las jaibas.

Ho: las varianzas son iguales

H1: varianzas no son iguales.



Prueba e IC para dos varianzas: Cantidad Pez. Cant Jaibas
Relacién = 1 vs. Relacién # 1
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Figura A.4.2 Gréfica de prueba de varianzas entre la cantidad de MPs en peces y jaibas
El valor p es mayor que el nivel a, se acepta la hipotesis nula de que las varianzas son iguales.
Prueba 1: T de dos muestras para la cantidad de MPs en peces y en jaibas
Ho: No hay diferencia significativa entre la media de MPs/pez y MPs/jaiba.
H1: Hay diferencia significativa entre la media de MPs/pez y MPs/jaiba.

Prueba T de dos muestras: Peces, Jaibas: Bilateral

Variable N Media Desv. Error estandar
Estandar de la media

Peces 27 3.333 2.00 0.38

Jaibas 29 2.000 1.65 0.31

Diferencia = p (Cantidad MP Peces) - p (Cantidad MP Jaibas)
Estimacion de la diferencia: 1,333
IC de 95% para la diferencia: (0,354. 2,312)

Prueba T de diferencia = 0 (vs. #): Valor T = 2,73 Valor p=0,009 GL =54




Ambos utilizan Desv.Est. agrupada = 1,8257

Resultado: Valor p<0.05, por lo tanto, se acepta la hipdtesis alternativa. Se asegura a un
95% de confianza que hay una diferencia significativa entre la cantidad de MPs/pez y
MPs/jaiba.

Se vuelve a analizar si hay una diferencia entre la cantidad de MPs/individuo, pero a una cola
para determinar si el valor obtenido en peces es mayor al de las jaibas.

Ho: La media de MPs/pez no es significativamente mayor a la media de MPs/jaiba.
H:: La media de MPs/pez es significativamente mayor a la media de MPs/jaiba.

Prueba T de dos muestras: Peces, Jaibas: 1 cola

Diferencia = p (Cantidad Pez) - p (Cant Jaibas)
Estimacion de la diferencia: 1,333
Limite inferior 95% de la diferencia: 0,516

Prueba T de diferencia = 0 (vs. >): Valor T = 2,73 Valor p =0,004 GL =54

Ambos utilizan Desv.Est. agrupada = 1,8257

Respuesta: Valor p<0.05, por lo tanto, se acepta la hipotesis alternativa. Se asegura con un
95% de confianza que la cantidad de MPs/pez es significativamente mayor al valor de
MPs/jaiba.

Prueba 2: Ocurrencia de MPs en los organismos demersales y bentonicos

Se realiza una prueba de dos proporciones para determinar si hay diferencia significativa
entre la ocurrencia de ingesta de MPs en ambos tipos de organismos.

Ho: No hay diferencia significativa entre la ocurrencia de MPs en los peces y MPs en las
jaibas.

H1: Hay diferencia significativa entre la ocurrencia de MPs en los peces y MPs en las jaibas.

Prueba de IC para dos proporciones

Muestra X N Muestrap
1 24 27 0.888889

2 22 29 0.758621



Diferencia=p (1) - p (2)

Estimacion de la diferencia: 0.130268

IC de 95% para la diferencia: (-0.0654566, 0.325993)

Prueba para la diferencia =0 vs. # 0: Z = 1.27 Valor p =0.203

* NOTA * La aproximacién normal puede ser inexacta para muestras pequefias.

Repuesta: Valor p>0.05, por lo tanto, se acepta la hipétesis nula. Se asegura con un 95% de
confianza que no hay diferencia significativa en la ocurrencia de MPs en peces demersales y
crustaceos bentonicos.
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